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ABREVIATURAS

aa: aminoacido

ADNCc: ADN complementario

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico

AP-1: “Activating protein 1”

ARNm: ARN mensajero

ATF: “Activating Transcription Factor”

BRCAT1: “Breast cancer—-associated gene 1”

BSA: albumina de suero bovino (“bovine serum albumin”)
b-ZIP: “basic-leucine zipper”

Cdk: “Cyclin-dependent kinase”

CEP2: ”Centrosomal protein 2”

c-Fos: “Cellular FBJ osteo-sarcoma”

CKIs: “Cyclin-dependent kinase Inhibitors”

C-NAP1: “Centrosomal Nek2-associated protein 1”
CREB: “Cyclic AMP Response Element Binding protein”
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO: dimetilsulféxido (“Dimetilsulfoxid”)

DOesoo: densidad éptima a 600 nanometros

DTT: ditiotreitol (“Dithiothreitol”)

EDTA: “ethylenediaminetetraacetic acid”

EGTA: “ethilene glycol bis(2-aminoethil ether)-N,N,N’,N’-tetraacetc
acid”

ERK: “Extracellular signal-Regulated Kinase”

FBS: suero bovino fetal (“fetal bovine serum”)

FITC: “Fluorescein isothiocyanate”

GST: glutation-S-transferasa

y-TuRC: “y-Tubulin Ring Complex”

HA: “Human influenza virus haemagglutinin epitope”



HEPES: N-[2-Hydroxyethil] piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]
HR: recombinaciéon homdloga “homologous recombination”
HRP: “Horseradish peroxidase”

IEG: “Immediately Early Genes”

IPTG: “Isopropil-p-tiogalactopiranosido”

JNK: “Jun N-terminal Kinase”

LacZ: gen que codifica para la f-galactosidasa

LZ: “Leucine Zipper”

MAF: "Musculo Aponeurotic Fibrosarcoma"

MAPK: “Mitogen-activated protein kinase”

MEFs: “Mouse Embrionic Fibroblasts”

MTs: Microtibulos

NBS: suero bovino de recién nacido (“New born serum”)

Nek2: “NIMA related kinase 2”

NP-40: “Nonidet-P40”

PBS: “Phosphate Buffer Saline”

PCM: material pericentriolar (“Pericentriolar material”)

PEG: polietilenglicol (“Polyethylene Glycol”)

PIPES: “1,4-Piperazinediethanesulfonic acid, Piperazine-1,4-bis(2-
ethanesulfonic acid), Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid)”
Plk: “Polo-like kinase”

PP1: “Protein phosphatase 1”

PRB: proteina del retinoblastoma

SDS: dodecilsulfato sédico (“Sodium dodecyl sulphate”)
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (“SDS-
polyacrilamide gel electrophoresis”)

siARN: “small interference ARN”

UV: Ultravioleta

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido



JUSTIFICACION DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

El factor de transcripcion c-Fos estd implicado en la regulacion de
genes involucrados en una amplia diversidad de procesos celulares, tales
como la proliferaciéon, migracion y diferenciacion celular, supervivencia,

muerte, respuesta a estrés y transformacion oncogénica.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la identificacion
de nuevas dianas de interaccion de la proteina c-Fos. El abordaje
experimental utilizado ha permitido identificar la interaccién entre c-Fos

y CEP2/C-NAP1, estableciendo de este modo los siguientes objetivos:

e (Caracterizacion de la interacciéon c-Fos-CEP2/C-NAP1 e
identificacion de los dominios de heterodimerizacion de ambas

proteinas.
¢ Estudio de la localizacion subcelular de c-Fos y CEP2/C-NAPI.

¢ Jdentificacion de los efectos funcionales de esta interaccion sobre

la actividad y la regulacion de c-Fos.






CAPITULO I

Introduccion






CAPITULO I: Introduccion

1.Factores de transcripcion de la familia AP-1
1.1. Generalidades

Los factores de transcripcion son un conjunto de proteinas
implicadas en la regulacion y coordinacion de la transcripcion génica. En
eucariotas, la transcripcion es un proceso complejo que requiere la accion
concertada de numerosas proteinas, incluyendo factores de transcripcion
y proteinas asociadas. Estos complejos multiproteicos son activados por
sefnales externas y/o internas, transmitiendo esta sefial por interaccion
con regiones especificas del ADN denominadas elementos en cis. Estos
elementos se localizan en las regiones reguladoras de los genes, y la
union de factores de transcripcion a los mismos modula la expresion
génica (Herdegen and Leah, 1998; Lee et al., 1987a). Los mecanismos
moleculares que dictan el ensamblaje ordenado de estos complejos

multiproteicos y su regulacion son todavia una incdgnita.

La familia de factores de transcripcion AP-1 (“Activating Protein
1”) fue descrita por primera vez por el grupo de Robert Tjian en 1987
como una familia de factores de transcripcién diméricos (Lee et al.,
1987a; Lee et al, 1987b). Su descubrimiento se produjo cuando,
estudiando los mecanismos reguladores de la transcripcién en
eucariotas, se aislo un complejo proteico que unia especificamente una
secuencia de ADN de doble cadena que se encontraba en ciertos
promotores, como el del gen de la metalotioneina humana Ila, o en
elementos activadores del virus “simian virus 40” (Angel et al., 1987). En
estos estudios se observo que los sitios de union de AP-1 denominados
elementos TRE (“TPA responsive elements”), mediaban la activacion
transcripcional en respuesta a agentes promotores de tumores (TPA,
“Tumor Promoting Agents”). Estos hallazgos permitieron asignar a AP-1
un papel en el control de la transcripcion, basal o inducible, de ciertos

genes. Poco después, c-Jun y Fos se identificaron como componentes del
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complejo AP-1 en una purificacion en cromatografia de afinidad, usando
el homologo en Drosophila de AP-1 (Perkins et al., 1988).

Las proteinas AP-1 se unen a secuencias de ADN de doble cadena,
siendo capaces tanto de activar como de reprimir la transcripcion génica.
Para este cometido, este grupo de proteinas tienen como requisito formar
dimeros, tanto homo- como heterodimeros entre componentes de la
familia AP-1 (Ver Apartado 2.1.1 en este Capitulo), aunque también
heterodimeros entre AP-1 y proteinas de otras familias (Ver Apartado
2.1.2 en este Capitulo). Esta capacidad de formar heterodimeros entre
proteinas con diferente especificidad de unién a ADN, incrementa
enormemente el abanico de secuencias de ADN que pueden ser diana de
las proteinas AP-1. Las principales regiones de unién a ADN de los
diferentes dimeros AP-1 son los elementos de respuesta TRE (5'-
TGAG/CTCA-3") y CRE (“cAMP Response Element”, 5'-TGACGTCA-3").
La dimerizacién también permite el establecimiento de complejos
reguladores mas grandes, que pueden interaccionar con otras proteinas
requeridas para la transcripcion (Martin et al., 1996) (Ver Apartado 2.1.3
en este Capitulo).

Estructura

Los factores de transcripcion de la familia AP-1 presentan, como
caracteristica comun, un dominio denominado b-ZIP (Glover and
Harrison, 1995). Otros factores de transcripcion con dominio b-ZIP son:
CNC (“cap'n’collar”), C/EBP (“CCAAT-Enhancer Binding Protein”) y
PAR (“proline- and acidic-rich region”) (Cowell, 2002; Motohashi et al.,
2002; Zahnow, 2002), etc.

El dominio b-ZIP consta de una region bdasica de unién a ADN

(“basic domain”) y un motivo hidrofébico responsable de la
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dimerizacion, denominado cremallera de leucinas (“leucine zipper”=LZ).
El motivo LZ consiste en dos a-hélices constituidas por repeticiones de
residuos de leucina cada 7 aminoacidos, formando una banda
hidrofoébica rica en leucinas en la cara interna de la hélice y aminodcidos
cargados (principalmente acido glutdmico, glutamina, lisina y arginina)
en la cara externa (Rasmussen et al., 1991; Vinson et al., 2002). Las «a-
hélices anfipaticas de la cremallera de leucinas se enrollan una alrededor
de la otra, con 3.5 residuos por vuelta, donde las leucinas de una hélice

interaccionan con las leucinas de la otra hélice, de manera que el patrén

se repite integramente cada 7 residuos (Landschulz et al., 1988) (ver Fig.

L1).

Cremallera de
B leucinas de
factores AP-1

c-Fos: LQAETDOLEDEKSALQTEIANLLKEKEKLEFILAAH
FosB: LQAETDOLEEEKAELESEIAELQKEKERLEFVLVAH
Fra-1: LQAETDKLEDEKSGLQREIEELQKQKERLEFMLVAH
Fra-2: LQAETEELEEEKSGLQKEIAELQKEKEKLEFMLVAH
c-Jun: LEEKVKTLKAQNSELASTANMLREQVAQLKQKVMNH
JunB: LEDKVKTLKAENAGLSSAAGLLREQVAQLKQKVMTH
JunD: LEEKVKTLKSQNTELASTASLLREQVAQLKQKVLSH
CREB: LENRVAVLENQNKTLIEELKALKDLYCHKSD

L - —L - —l-= —l-- -L - —-H

.QET EEK El KKE EF L
CONsENsO: 2 R} E &K TA  EVA KQV

Figura I.1: Dominio b-ZIP de las proteinas AP-1. A) Dominio b-ZIP de los
miembros Jun y Fos, que comprende una regidn hidrofdbica de interaccion entre
las proteinas, motivo denominado cremallera de leucinas, con los residuos de
leucina coloreados en rojo y una regidn basica que interacciona con el surco
mayor de la molécula de ADN (en verde y morado). B) Alineamiento de los
motivos en cremallera de leucinas de algunos de los miembros de la familia AP-
1. En rojo se resaltan las leucinas del motivo cremallera de leucinas. En el
recuadro se muestran los aminoacidos consenso comunes dentro del motivo.

Las o-hélices que forman el b-ZIP se organizan en forma de
superhélice formando un motivo estructural llamado “coiled-coil”

(hélices super enrolladas) (Rasmussen et al., 1991). El motivo tipo
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“coiled-coil” se describié por primera vez en 1953 como un elemento
estructural de proteinas fibrosas, tales como la queratina, miosina y
fibrinégeno (revisado en (Lupas, 1996)), y también de filamentos
intermedios. Este motivo puede contener hasta siete hélices (Liu et al.,
2006b), aunque los dimeros y los trimeros son lo mas comunes. Esta
ampliamente descrito que el motivo “coiled-coil” es un elemento
implicado en la oligomerizacion de multiples proteinas y es altamente
versatil permitiendo una selectividad de unién, donde pequetios
cambios en la secuencia producen grandes cambios en la estructura
(Burkhard et al., 2001). Asi, a pesar de la alta homologia de secuencia de
los dominios b-ZIPs, existe gran versatilidad y afinidad por proteinas
concretas (Grigoryan and Keating, 2008; Newman and Keating, 2003). El
ejemplo mas claro lo constituyen los factores de transcripcion con motivo
b-ZIP, ya descritos anteriormente, y bHLH/ZIP, que incluye a c-Myc y
Max, cuya dimerizacion es altamente selectiva y estd mediada

exclusivamente por uniones tipo “coiled-coil” (Lavigne et al., 1998).

Miembros de la familia AP-1

La familia AP-1 se divide en dos subfamilias denominadas Fos y
Jun (Milde-Langosch, 2005), aunque algunos autores también incluyen a
las subfamilias Maf y ATF (Eferl and Wagner, 2003; Shaulian and Karin,
2002). Los criterios de clasificacion actuales se basan en las diferentes
propiedades de uniéon a ADN y de dimerizacion de las cuatro

subfamilias que se describen a continuacion:

1) Familia Fos: incluye las proteinas c-Fos, FosB, sus variantes mas
cortas FosB2 y deltaFosB, Fral y Fra2 (“Fos-related antigen”) y la
variante viral oncogénica v-Fos. FosB y c-Fos presentan un dominio de
transactivacion en C-terminal, pero Fra-1, Fra-2, FosB2 y deltaFosB

carecen de esta region (Milde-Langosch, 2005). Las proteinas Fos no
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forman homodimeros estables, pero se pueden unir al ADN formando
heterodimeros con proteinas de la subfamilia Jun y con proteinas de

otras subfamilias AP-1.

2) Familia Jun: incluye las proteinas c-Jun, JunB, JunD y la variante
viral oncogénica v-Jun. El oncogen v-jun se identificé en 1987 por Y.Maki
en un retrovirus aislado de sarcoma de pollo ("avian sarcoma virus 17")
(Maki et al., 1987). Poco después se describio su homologo celular c-jun
(Bohmann et al., 1987). En contraste a los miembros de la familia Fos, las
proteinas Jun pueden forman homodimeros estables entre si, ademads de

heterodimeros con otros miembros AP-1 o con otras proteinas.

3) Familia Maf ("Musculo Aponeurotic Fibrosarcoma"): ya que
esta familia presenta variabilidad en algunos aminoacidos de b-ZIP, que
estdn altamente conservados en todas las proteinas AP-1, algunos
autores no la incluyen dentro de la familia AP-1 (Dlakic et al., 2001). Sin
embargo, otros autores si la incluyen dentro de la familia AP-1 (Eferl and
Wagner, 2003). Las proteinas Maf se dividen en la subfamilia Maf
grandes (c-Maf, MafB, MafA), y la subfamilia Maf pequefas, que a
diferencia de las grandes, carecen del dominio de activacién N-terminal
(MafG/F/K y NRL, “Neural Retina Leucine-zipper”) (Motohashi et al.,
1998). Estas proteinas pueden heterodimerizar con miembros de la
familia Fos y Jun (Kerppola and Curran, 1994) y algunos de sus

miembros son capaces de homodimerizar.

4) Familia ATF/CREB (“Activating Transcription Factor/ Cyclic
AMP Response element Binding protein”): incluye a las proteinas ATF1
(también conocida como TREB36), CREB/CREM, CREB314 (también
conocida como Aibzip o Atcel), CREB-H, ATF2 (también denominada
CRE-BP1), ATFE3, ATF4, ATF6, ATF7, B-ATF y ATFX (también conocida

como ATF5) (Hai and Hartman, 2001). Pueden formar homodimeros y
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heterodimeros (Hai and Curran, 1991). Se unen preferentemente a la

secuencia CRE (sitio de respuesta a AMPc).
Funcion

Los factores de transcripcion de la familia AP-1 estdn implicados
en multitud de procesos celulares debido a la capacidad de unirse a
promotores de un amplio espectro de genes, de un modo dependiente de
la secuencia. La funcion general de los factores de transcripcion de la
familia AP-1 es la regulacién de la transcripcion de genes diana en
respuesta a diferentes estimulos, entre los que se incluyen factores de
crecimiento, citoquinas, neurotrasmisores, radiacion ultravioleta (UV) y
una amplia variedad de factores fisicos y quimicos que producen estrés

(revisado en (Shaulian and Karin, 2002)).

EGFR +
HB-EGF +
GM-CSF  +/-
KGF +/-
IFNB +
CyclinD1  +/-
Cdc2a +
p53 -
ARF -
INK4A +/-
FasL +
Fas -
BIM +/-
Bcl2 -
Bcl-XL -
VEGFD +
MMP-1 +
MMP-3 +
NFATc1 +
S100a8 -
S100a9 -

Figura I.2: La familia de factores de transcripcion AP-1. Familia de
factores de transcripcion AP-1 compuesta por las subfamilias Fos y Jun. Las
proteinas Jun forman homodimeros y heterodimeros con las proteinas Fos. Las
diferentes combinaciones de los dimeros reconocen secuencias diferentes en
los promotores de los genes diana. En la figura se muestra la secuencia
consenso TGACTCA del elemento de respuesta TPA. Entre los genes diana de
AP-1 se encuentran reguladores importantes de la proliferacion, diferenciacién
y apoptosis celular. Los genes pueden ser regulados positivamente (+),
regulados negativamente (-) y regulados positiva y negativamente (+/-),
dependiendo de la composicion del dimero.
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Las proteinas AP-1, debido a la amplia gama de estimulos a los que
responden y a su versatilidad de unién al ADN, son capaces de regular
multitud de procesos celulares, tales como la proliferacion, migracion y
diferenciacion celular, supervivencia, muerte, respuesta a estrés y
transformacion oncogénica (Eferl and Wagner, 2003; Vesely et al., 2009)
(Fig. 1.2).

La implicacion de las proteinas AP-1 en procesos de proliferacion y
muerte celular es debida, en parte, a su capacidad de modular la
expresion y funcidon de reguladores clave de estos procesos, tales como
ciclina D1, p53, p21, p19 y pl6 (Ameyar et al., 2003; Shaulian and Karin,
2002). c-Jun es un regulador positivo de la proliferacion celular mientras
que JunB parece tener una accion dual en el ciclo celular, ya que por una
parte es un inhibidor de la proliferacion celular, inductor de la
senescencia y supresor tumoral, y por otro lado también es promotor de
la division celular via estimulacion de la expresion de la ciclina A2 en
fase S (Deng and Karin, 1993; Piechaczyk and Farras, 2008).

El papel de los miembros AP-1 en la apoptosis es dual, ya que
pueden promover o inhibir la apoptosis de forma dependiente de tejido
y de estadio de desarrollo (Shaulian and Karin, 2002). Esta dualidad
puede explicarse por la composicion diferente de los dimeros AP-1,
modificaciones post-traduccionales e interacciones con otros factores, por
lo que no es de extrafar que presente funciones opuestas segun el
ambiente celular. Algunos ejemplos que documentan el papel

proapoptoético y antiapoptotico de AP-1 son:

Proapoptotico: experimentos realizados en neuronas del
hipocampo que son tratadas con acido kainico, presentan una expresion
continua de c-Fos, lo que provoca la entrada de estas células en apoptosis
(Smeyne et al., 1993). También se ha observado un papel proapoptdtico

de las proteinas Jun en respuesta a diferentes condiciones de estrés,
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como puede ser la exposicion de las células a agentes alquilantes o a
radiacion UV. La sobreexpresion de c-Jun es suficiente para
desencadenar apoptosis en fibroblastos de raton (células NIH-3T3), que
resulta ser dependiente de los dominios b-ZIP y de la transactivaciéon de
c-Jun (Bossy-Wetzel et al., 1997). Del mismo modo, varios trabajos han
implicado a c-Jun en muerte neuronal inducida por deprivacion del NGF
(“Nerve Growth Factor”) (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995; Palmada et
al., 2002). Estos ejemplos muestran que la activacion de Jun puede llevar

a la activacion de genes proapoptoticos en ciertas condiciones.

Antiapoptotico: embriones deficientes en el gen c-jun mueren
durante la gestacion presentando defectos en la hepatogénesis. Ademas,
la inactivacion de c-jun en higado adulto afecta a la progresion del ciclo
celular de los hepatocitos, sugiriendo que c-Jun puede regular la
respuesta a supervivencia ligada al estado de diferenciacion de la célula
(Ameyar et al., 2003). En la misma linea, trabajos realizados en un
modelo de desarrollo inducido de tumores en higado han demostrado
que c-Jun previene la apoptosis contrarrestando la actividad

proapoptotica de p53 (Eferl and Wagner, 2003).

Por otro lado, las proteinas MafA, MafB, c-Maf, y NRL acttian
como reguladores clave en la diferenciacion terminal de tejidos como

hueso, cerebro, rifién, pancreas, retina y sangre (Yang and Cvekl, 2007).

La funcién de los componentes de AP-1 en la progresion de
multiples procesos oncogénicos esta ampliamente descrita. Se podria
explicar por su papel en la regulacion de genes implicados en la
proliferacion celular (ciclinas e inhibidores del ciclo celular, p53, etc.),
cuya desregulacion promueve la aparicion de canceres. No obstante, la
capacidad de AP-1 para promover la apoptosis en un tipo celular e

inhibir la apoptosis en otro, podria explicar que juegue un papel tanto
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oncogénico como antioncogénico dependiendo del tipo celular, estadio
de diferenciacion, estadio del tumor y de su fondo genético. Asi, los
miembros de la familia Fos han sido implicados en multitud de canceres
(cAncer de mama, osteosarcomas, cancer de ovario, de pulmon,
melanomas, etc.), estando frecuentemente sobreexpresados en células
tumorales. Por ejemplo, Fra-1 parece estar implicado en cancer, ya que
su sobreexpresion aumenta la motilidad e invasion de las células
malignas de cancer de mama y colorrectal, mientras que, por otro lado,
inhibe la tumorigenicidad en células de carcinoma cervical (revisado en
(Milde-Langosch, 2005)).

1.2. c-Fos

Un proto-oncogen es un gen cuyo producto regula positivamente
el ciclo celular promoviendo el crecimiento y la division celular.
Ejemplos de proto-oncogenes incluyen la familia Ras, c-myc, ciclinas
(D,AE,B), etc. (Prober and Edgar, 2001). Si se produce la mutaciéon o
expresion erronea de un proto-oncogen y este promueve el desarrollo de
un cancer, esta proteina pasa a denominarse oncogen. Los oncogenes

confieren un fenotipo canceroso dominante.

El descubrimiento del gen fos se produjo en 1982, cuando el gen
viral fos (v-fos) fue aislado como un oncogen de osteosarcoma murino
Finkel-Biskis-Jinkins (su nombre deriva de FBJ osteo-sarcoma) (Curran
and Teich, 1982). Un afio después, fue descrita su variante celular, c-fos
(Curran et al., 1983). En 1984, Curran y colaboradores caracterizaron a las
proteinas Fos como proteinas nucleares con capacidad de unién a ADN y
con capacidad de activacion génica (Curran et al., 1984; Sambucetti and
Curran, 1986; Setoyama et al., 1986). Posteriormente se elucidaron las

relaciones funcionales entre c-Fos y c-Jun/AP-1 (Rauscher et al., 1988a;
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Rauscher et al., 1988b; Rauscher et al., 1988c). E1 ADNc completo de c-fos
de rata se aisldé en 1987 y mostrd una elevada homologia con los genes de
humano y de ratén (Cohen and Curran, 1989; Curran et al., 1987; Van
Beveren et al., 1987).

El gen humano de c-fos se encuentra localizado en el cromosoma
14q21-q31 (Barker et al.,, 1984), con una estructura de 4 exones y 3
intrones, muy conservada entre especies. El gen abarca alrededor de 9
Kb y codifica una proteina de 380 aminoacidos cuyo tamarno oscila entre
55-62 KDa (Herdegen and Leah, 1998). El gen de c-fos se expresa
constitutivamente en diferentes tejidos embrionarios y adultos. En la
mayoria de tipos celulares los niveles de expresion de fos son apenas
detectables, sin embargo, en ciertos tejidos, su expresion es
constitutivamente alta (células amnioticas, saco vitelino, higado fetal
(semi-gestacion), médula osea postnatal y piel humana) (Ferrara et al.,
2003). También se encuentra expresado en un gran numero de células
tumorales entre las que se incluyen algunos osteosarcomas (Herdegen
and Waetzig, 2001), linfomas de células B (Kanaitsuka et al., 1987),
gliomas (Rubio et al., 1996), etc.

El raton deficiente en el gen c-fos, aunque es viable, presenta
retraso en el crecimiento, desarrolla osteopetrosis con deficiencias en la
remodelacion de la médula dsea y en la aparicion de la denticion, tiene
alterada la sensibilidad a la apoptosis en los fibroblastos y tiene
incrementada la excitabilidad y la muerte neuronal (Herdegen and Leah,
1998; Johnson et al., 1992; Wang et al., 1992).

Los genes Fos y Jun son genes de respuesta temprana (IEGs,
“Inmediately Early Genes”). Este término era originalmente exclusivo de
genes virales pero con el descubrimiento de los homologos eucarioticos
de los oncogenes retrovirales, estos se denominaron IEGs celulares (c-fos,

c-jun, c-myc, etc). Los IEGs se activan en respuesta a cascadas de

16



CAPITULO I: Introduccion

senalizaciéon intracelular (multiples estimulos fisiopatoldgicos),
activandose de forma rapida y transitoria (Herdegen and Leah, 1998; Sng
et al., 2004). Generalmente, la cinética de respuesta de Fos a un estimulo
agudo es transitoria, con un pico del ARNm de c-fos aproximadamente a
los 30 min y de la proteina c-Fos entre 90-120 min. Los niveles proteicos
decrecen radpidamente, ya que la proteina es altamente inestable y se
degrada por proteasoma (Kovacs, 2008). La expresion de c-fos no esta
regulada por el ciclo celular, sino que se expresa constitutivamente, con
unos niveles apenas detectables a lo largo del ciclo celular. Puede ser
inducido por factores de crecimiento en cualquier fase del ciclo,
exceptuando la mitosis, asi como en células en quiescencia (Bravo et al.,
1986).

En la Figura 1.3 se esquematizan los dominios estructurales y

funcionales de la proteina c-Fos, que incluyen:

a) Un dominio b-ZIP, responsable de la union a ADN vy

heterodimerizacion.

b) Cinco moddulos de activacion denominados FAM (FAMI-

FAMS, “Fos Activating Modules”).

¢) Tres regiones HOB (“HOmology Box”) (Sutherland et al,,
1992), HOBINt, HOB1Ct y HOB2, que actian
cooperativamente para estimular la transcripciéon de genes
diana. HOB1 no existe en FosB y Fra-1, y esto podria explicar
las diferencias en los potenciales de transactivacion entre
proteinas de la misma familia (Bannister et al., 1994).

d) Dominio inhibidor (ID1) en la region N-terminal, entre las
posiciones 124 y 128, conservado también en FosB. ID1 inhibe
a HOB1Nt (Brown et al., 1995).
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e) Tres motivos PEST (PEST1, PEST2, y PEST3), dominios
desestabilizadores implicados en la degradacién. Son
regiones ricas en prolina, acido glutdmico, acido aspartico,

serina y treonina.

Pka
RSK1/2
Ser362
ERK5 FRK
Ser32,Thr232 Thr232 ERK1/2 ERK1/2

/ \1 Thr325,331 Ser374

FAM1 | FAM2 | ID1 bZIP FAM3 | FAM4 FAM5

1 139 193 381
PEST1 PEST2 — PEST3
— NLS — o FTYD
HOB1-N HOB1-C HOB2

Figura I.3: Dominios funcionales y estructurales de c-Fos. En el
esquema se representan los dominios presentes en la proteina de c-Fos:
PEST, motivos determinantes de inestabilidad; FAM y HOB, mddulos de
activacion; b-ZIP, regidn basica de union a ADN+motivo cremallera de
leucinas de dimerizacion; ID1, dominio inhibidor que regula los dominios de
activacion que presentan el motivo HOB1; FTYD, sitio de union de ERK.
Ademas, se indican residuos diana de algunas quinasas. NLS: secuencia de
localizacion nuclear.

2. Regulacion de la actividad AP-1

La regulacion de la actividad AP-1 es compleja y critica para el
destino de la célula. Esta regulacion se produce a varios niveles (Eferl
and Wagner, 2003):

a) Regulacion transcripcional: El promotor de c-fos esta gobernado
por multitud de elementos cis en los que convergen multiples rutas de
sefalizacion en respuesta a estimulos externos, por lo que su regulacion
transcripcional esta finamente estructurada. Un estimulo extracelular no
solo induce la expresion del gen mediante un solo elemento cis, sino que

produce una cascada de transduccion de sefial actuando en diferentes
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sitios del promotor. Por ejemplo, NGF (“Nerve Grown Factor”) activa los
sitios CRE, FAP y SRE en células PC12 (Ginty et al., 1994). Del mismo
modo, en respuesta a AMPc, se activan al menos cuatro sitios consenso
del promotor de c-fos (Fisch et al., 1989). Los elementos responsables de
la regulacion transcripcional de c-fos se encuentran situados en la region
5, no traducida del gen. Los mds importantes son, desde 5" a 3’ (He and
Ping, 2009) (Fig 1.4):

1) Elemento SIE (“Sis-Inducible Element”): estimulado por
sefiales extracelulares como los factores de crecimiento PDGF
(“Platelet-Derived Growth Factor”) y CSF-1 (“Colony Stimulating
Factor”). Estos factores transducen la senal a través de la ruta
JAKs-STAT, donde STAT (“Signal Transducer and Activator of
Transcription”) es fosforilado y activado por JAK (“JAnus

Kinase”), causando la transcripcion del gen c-fos.

2) Elemento SRE (“Serum Response Element”): media la
inducciéon de c-fos por ésteres de forbol, factores de crecimiento
(EGF, PDGF e insulina) y radiacion UV de manera dependiente e
independiente de PKC (“Protein Kinase C”). Este elemento es a su
vez responsable de los niveles basales de expresion en células no
estimuladas. Presenta una secuencia conocida como caja CArG a la
cual se puede unir c-Fos, independientemente de la dimerizacion
Fos:Jun y de la uniéon a ADN, reprimiendo la transcripcion.

3) Elemento FAP1 (“Fos AP-1-site”): presenta un sitio homologo a
AP-1, también llamado TRE (“TPA Response Element”). Pueden
unirse miembros de AP-1 y CREB. Los dimeros Jun-Jun y Fos-Jun
tienen tendencia a unirse al sitio FAP-1, participando en la

regulacion negativa de c-fos (“feedback”).

4) Elemento CRE (“cAMP-Reponsive Element”): su induccion

responde a la presencia de neurotransmisores y hormonas
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polipeptidicas que senalizan por la via del AMPc. Es reconocido
principalmente por la proteina CREB y por heterodimeros tipo
ATF/Jun y Fos/Jun (aunque estos ultimos tienen mayor afinidad

por el sitio consenso AP-1).

, - Suero O
Estimulo [ Factores de crecnmnento} { UVA J LPS [ Neurotrasmisores J

(EGF,CSF,PDGF)yTPA IL-1 Hormonas

Proteina G

Citoplasma

Quinasas
transductoras
de seiales

Nucleo

c-Fos ADNc

-300

Figura I.4: Esquema del promotor de c-Fos y las rutas implicadas en su
regulaciéon. Estimulos externos promueven cascadas de sefializacion que
actian en el nucleo sobre el promotor de c-Fos. El heterodimero c-Fos:c-Jun
participa en su propia regulacion transcripcional.

Ademas de la regulacion de la sintesis de su ARNm, existe una
regulacion de la estabilidad y de la localizacion del mismo. Existe una
region en 3’-UTR (“untranslated”) encargada de la localizacion del
transcrito de c-fos en los polisomas unidos al citoesqueleto y en el
citoplasma perinuclear, asegurando la importacion eficiente al ntcleo de
la proteina sintetizada. Aunque en 3’-UTR también se encuentra la
region rica en AU implicada en la estabilidad del mensajero, ambas

regiones actuan independientemente (Dalgleish et al., 2001).

Un mecanismo adicional de regulacion del ARNm de c-fos es la

regulacion por micro-ARN. Un micro-ARN es un ARN pequefio,

20



CAPITULO I: Introduccion

enddgeno, no codificante, que reprime la funcion del ARNm diana en
animales. Lee y colaboradores observaron que, en condiciones de estrés
salino en hipocampo murino, se producia una sobreexpresion del
microARN miR-7b, que interacciona con la region 3’-UTR del ARNm de
c-fos, inhibiendo su traduccién in vitro. Aunque no observan un efecto en
los niveles del ARNm, si observan disminucion de la proteina c-Fos (Lee
et al., 2006)

b) Regulacion post-traduccional: se refiere al control de los niveles
de proteina activa, ya sean eventos reversibles como la fosforilacion o

irreversibles, como por ejemplo la degradacion por proteasoma.

1) Modificaciones post-traduccionales: la fosforilacion de las
proteinas AP-1 en respuesta a estimulos extracelulares es la
modificacion mds comun e implica una activacion rapida e
independiente de la sintesis de novo. c-Fos puede ser fosforilado
por diversas quinasas: por MAPK (“Mitogen-activated protein
(MAP) kinases”) como ERK1/2 (“extracellular signal-regulated
kinase 1/2”), JNKs, p38, ERK7, ERK5, FRKs (“Fos related kinase”)
(Abe et al., 1999; Deng and Karin, 1994; Monje et al., 2003; Musti et
al,, 1997; Tanos et al., 2005; Terasawa et al., 2003); quinasas C y A;
Cdc2 (Abate et al., 1991); entre otras. Por ejemplo, en respuesta a
factores de crecimiento, c-Fos es fosforilado en la region C-terminal
en el residuo de serina Ser362 por RSK1/2 y en la Ser374 por
ERK1/2, estabilizando la proteina (Okazaki and Sagata, 1995). Esto
promueve la unién de ERK1/2 al dominio DEF (FTYP),
fosforilando las treoninas 325 y 331 de c-Fos, llevando a su
activacion transcripcional (Murphy et al., 2002). ERKS5 fosforila a c-

Fos en su treonina 232 inhibiendo la exportacion al nacleo de c-Fos,
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y ademas lo fosforila en la serina 32 rompiendo la unién de c-Fos
con UBR1 (“ubiquitin protein ligase E3 component recognin 1”), la
cual ubiquitina a c-Fos para su degradacion acelerada (Sasaki et al.,
2006). Otra modificacion que se ha descrito en los ultimos afios es
la SUMOilacién de c-Fos por parte de SUMO1, SUMO2 y SUMO3 y
la des-SUMOilacion por SENP2. La SUMOilacién se produce
preferentemente cuando c-Fos forma un heterodimero con c-Jun, el
cual a su vez es también SUMOilado, inhibiendo la actividad
transcripcional de AP-1, lo cual parece debido a una distribucion
intranuclear especifica de c-Fos. La SUMOilacion aumenta por
estimulos mitdticos y es inhibida por fosforilaciéon de c-Fos en la
Thr232 (Bossis et al., 2005; Jakobs et al., 2007).

2) Degradacion proteasomal: c-Fos es una proteina inestable que
es degradada por el proteasoma (Acquaviva et al., 2001; Basbous et
al., 2008; Ferrara et al., 2003; Salvat et al., 1998). La gran mayoria de
c-Fos es degradado por el proteasoma independientemente de
ubiquitinacion, tanto para c-Fos inducido durante la fase G0/G1
como c-Fos constitutivamente expresado en células creciendo
asincréonicamente (Gomard et al., 2008; Jariel-Encontre et al., 2008).
Sin embargo, también existe una degradacion por proteasoma que

requiere ubiquitinacion (Sasaki et al., 2006).

¢) Interaccion con otras proteinas: la actividad AP-1 esta
modulada por la expresion diferencial de sus componentes individuales,
lo cual determina la composicion de los dimeros. El nimero de proteinas
complementarias que interaccionan con componentes AP-1 y que
regulan su actividad transcripcional es enorme y estd continuamente

creciendo.
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2.1. Regulacion de la actividad AP-1 por interacciones proteina-

proteina

La dimerizacion dentro de la familia AP-1 es un requisito
indispensable para su union con el ADN. Las diferentes estructuras de
las cremalleras de leucina y regiones flanqueantes permiten la formacion
de unos y no otros dimeros y la unién a unas regiones u otras del ADN.
Asi, la formacion de dimeros implica propiedades diferentes respecto a
su capacidad de unién a ADN, estabilidad y potencial de
transactivacion. Solo la union de las proteinas de la familia Fos y Jun
produce hasta 18 homo y heterodimeros diferentes, que presentan
diferente especificidad de uniéon a ADN vy localizacion tisular (Chinenov
and Kerppola, 2001). Por ejemplo, los heterodimeros c-Fos:c-Jun son mas
estables y tienen una capacidad de union a ADN mayor que los
homodimeros c-Jun:c-Jun. Ademas, los homodimeros c-Jun tienen una
alta afinidad por el sitio CRE, mientras que el heterodimero c-Jun:c-Fos
se une preferentemente al sitio AP-1 (Halazonetis et al., 1988; Ryseck and
Bravo, 1991).

Las interacciones entre proteinas dentro de la célula estan
determinadas, entre otros aspectos, por la especificidad derivada de la
complementariedad, del plegamiento y de la quimica que determina la
energia libre de unién, aunque la localizacion subcelular también juega
un papel importante (Nooren and Thornton, 2003). Asi, por ejemplo, los
monomeros de c-Fos pueden sufrir un transporte activo entre el nicleo y
el citoplasma pero la interacciéon c-Jun:c-Fos produce una retencion de c-
Fos en el nucleo debida a la asociacién fisica via el LZ (Malnou et al.,
2007). Este fenomeno también se ha descrito para ATF2, cuya retencion

en el nucleo es debida a su interaccion con c-Jun (Liu et al., 2006a).
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A continuacién analizaremos con mas detalle las interacciones que

implican directamente a las proteinas AP-1.

2.1.1. Interacciones entre proteinas AP-1

El tipo y numero de dimeros Fos:Jun presentes en la célula varia
tanto en funcion del tipo celular como de la fase del ciclo celular en que
se encuentre. La diversidad en la formacion de complejos homo y
heterodiméricos entre miembros de las familias AP-1 afecta a la
expresion de genes de respuesta temprana y tardia, dependiendo del
tipo celular y de la activacidn por diferentes estimulos. Algunos ejemplos

son:

a) En osteoblastos no diferenciados encontramos expresados todos
los miembros de las familias Fos y Jun, pero durante la diferenciacion,
las proteinas predominantes son JunD, Fral y Fra2 (Chinenov and
Kerppola, 2001).

b) En fibroblastos quiescentes se encuentran principalmente
complejos entre c-Jun y JunD, mientras que cuando son estimulados con
suero las especies mayoritarias son heterodimeros formados por
miembros de la familia Fos (c-Fos, FosB y Fral) con c-Jun y JunB
(Chinenov and Kerppola, 2001).

c) Durante la diferenciacion de queratinocitos tienen lugar una
sucesion de complejos diferentes de forma muy regulada (Chinenov and
Kerppola, 2001).

La heterodimerizacion entre los miembros AP-1 es altamente
selectiva. Asi, por ejemplo, c-Fos no es capaz de asociarse con CREB,
CREM o ATEF-1, pero si es capaz de interaccionar con ATF4 y ATF2

(Newman and Keating, 2003). La formacion de unos heterodimeros
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determinados afecta a la afinidad de estos dimeros por determinadas
secuencias de ADN. Por ejemplo, la formacion de heterodimeros entre
ATF y las proteinas Fos-Jun dirige estos complejos hacia sitios tipo CRE,
ya que ATF2 y ATE3 unen preferentemente al sitio CRE. Por otro lado, c-
Jun es capaz de dimerizar con JunD, pero esta dimerizacion disminuye
sustancialmente la capacidad de unién al sitio AP-1. Otro ejemplo es el
de los heterodimeros Maf y miembros de Fos:Jun, los cuales son capaces
de unir sitios AP-1 y sitios TGCtgaC, mientras que los homodimeros Maf
sOlo se unen a los sitios MARE I/II. Puesto que Fos, Jun y ATF se activan
por diferentes familias de protein-quinasas (JNK y p38 SAPK), esta
heterodimerizacion permite integrar las sefiales provenientes de

diferentes rutas (van Dam and Castellazzi, 2001).

2.1.2. Heterodimeros entre miembros de AP-1 y otras proteinas

La interaccion entre miembros de la familia AP-1 con otros factores
de transcripcion u otras proteinas, amplia en gran medida el rango de
actuacion en la regulacion de la célula, ademds de potenciar el efecto
biologico y diversificar la especificidad de union.

Por ejemplo, miembros de la familia Jun:Fos interaccionan con
varios miembros de las familias C/EBP y CNC (Chinenov and Kerppola,
2001). Estas interacciones pueden tener efectos muy diferentes.

Por un lado, pueden presentar un efecto represor sobre la actividad
AP-1, como es el caso de la interaccion, descrita por nuestro grupo, de c-
Fos con la lamina A/C, un filamento intermedio del tipo V componente
de la envoltura nuclear. La lamina A/C secuestra a c-Fos en el anillo
perinuclear, disminuyendo la actividad AP-1 y la proliferacion celular
(Ivorra et al., 2006). La interaccion entre c-Fos y la lamina A/C es un
proceso reversible controlado por estimulos mitogénicos a través de la

sefializacion dependiente de ERK1/2 (Gonzalez et al., 2008; Ivorra et al.,
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2006). Otro ejemplo es el del supresor de tumores, menina, el cual
interacciona con el dominio de activacidon de la transcripcion de JunD
inhibiendo la actividad transcripcional de este (Gobl et al., 1999).

Por otro lado, interacciones proteina-proteina pueden activar la
transcripcion de los miembros AP-1. Asi, GLI, el mayor activador de la
transcripcion de la sefializacion por HH (“Hedgehog”), interacciona con
c-Jun fosforilado activando la transcripcion de este (Laner-Plamberger et
al., 2009).

La unién de AP-1 con factores de transcripcion de las familias
NFAT, Ets, Smad y las bHLH (hélice-lazo-hélice) puede activar o
reprimir la transcripcion. Su unién a los promotores, en conjuncion con
las proteinas de las familias Fos-Jun, permite la union a elementos

reguladores adyacentes a los sitios AP-1 (Chinenov and Kerppola, 2001).

Hay interacciones que pueden jugar un papel inhibidor sobre otros
genes. Por ejemplo, c-Jun interacciona con el factor de diferenciacion
muscular MyoD e inhibe la transactivacion del promotor de MyoD,
provocando la supresion de la miogénesis. El efecto inhibidor de AP-1
sobre MyoD puede sufrir a su vez inhibicion, de modo que la unién del
receptor de estrégenos a c-Fos inhibe la regulacion negativa de AP-1
sobre MyoD en musculo esquelético murino (Pedraza-Alva et al., 2009).

En otros casos, la interaccidn afecta a una tercera proteina, como
es el caso de la interaccion entre c-Jun y p53, que estimula la activacion
de enzimas reparadores MSH2 en respuesta a UV (Scherer et al., 2000), o
la interacciéon de STAT-1 y c-Fos, cuya interaccion es inducida por el
Interferon-gamma (IFN-gamma) para la induccion del gen humano de la
oxido nitrico sintasa 2 (NOS2) en el epitelio de pulmon. Este complejo se
une al sitio GAS (“gamma-activated site”) situado cerca del sitio AP-1,

activando la transcripciéon del gen NOS2 (Xu et al., 2003).
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c-Fos también es capaz de asociarse con miembros de otras familias
de factores de transcripcion, como es el caso de p65-Rel y NFATp
(Kerppola, 1997), que regulan el promotor de la interleuquina 2 (IL-2).
Ademas, la asociacion de JunD con el factor de transcripcion Oct-1
conlleva al reconocimiento y unioén del elemento ARRE al promotor de
IL-2 (Chinenov and Kerppola, 2001).

2.1.3. Complejos multiméricos

Finalmente, se pueden formar complejos de orden superior en los
que se ven involucrados otros factores de transcripcidn, proteinas
implicadas en la maquinaria transcripcional basal o incluso hormonas y
vitaminas.

El dimero c-Fos:c-Jun forma un complejo ternario con el factor de
transcripcion SAF-1, actuando sinérgicamente en la regulacion del gen
MMP-1. El complejo ternario de c-Fos:c:Jun:SAF-1 presenta una
actividad de unién a ADN mucho mayor que los homodimeros de SAF-1
y los heterodimeros c-Fos:c-Jun (Kumar et al., 2009).

Dentro de la maquinaria replicativa se pueden establecer uniones
cooperativas entre las proteinas reguladoras de la transcripcién y los
elementos que unen al ADN (polimerasa, coactivadores, etc), como
mecanismo de regulacion génica. Estos complejos producen curvaturas
en el ADN necesarias para la coordinacion de diferentes factores de
transcripcion que unen regiones separadas. Por ejemplo, se ha descrito
que Fra-1, a pesar de no poseer un dominio de transactivacion, actua
como un activador positivo de la actividad del promotor de hINV
(involucrina) en queratinocitos. El heterodimero Fra-1/JunB interacciona
con las proteinas p300 y P/CAF, proteinas involucradas en la acetilacion

de histonas y de otras proteinas, ademas de servir como puente durante
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el ensamblaje del complejo de transcripcion, uniéndose a la region del
promotor AP1-5/Sp-1. El heterodimero Fra-1/JunB, p300 y P/CAF
formarian parte de un complejo multiproteico, donde podrian estar
implicadas otras proteinas como junB, junD y Spl, en la regulacion de la
expresion interaccionando con el elemento DRR (“Distal Regulatory
Region”) de AP1-5/Sp1 (Crish and Eckert, 2008). Otros coactivadores que
interaccionan con c-Fos:c-Jun son CBP (“CREB-binding protein”), JAB1
(“Jun-Activation domain-Binding protein 17), y a-NAC (“Nascent
polypeptide associated complex And Coactivator alpha”) (St-Arnaud
and Quelo, 1998).

También encontramos descritas en la literatura uniones a
hormonas. Por ejemplo los heterodimeros c-Fos:c-Jun pueden unir
hormonas esteroideas (Marino et al., 2006), hormonas tiroideas y
vitaminas A y D (Kuroki et al., 1995). En la mayoria de los casos, esta
interaccion impide la asociacion tanto del complejo ligando-receptor
como de AP-1 a su elemento diana. Por ejemplo, el receptor de
glucocorticoides (GCR) interacciona directamente con c-Jun:c-Fos
inhibiendo la actividad AP-1. Por otro lado, tanto c-Jun como c-Fos son
represores potentes de la actividad del GCR por interaccion proteina-

proteina (Yang-Yen et al., 1990).

3. El centrosoma

Han pasado mas de 120 afios desde el descubrimiento del
centrosoma (Flemming, 1875; Van Beveren, 1876). Fue Theodor Boveri
quien acund el nombre de centrosoma y lo definié en 1887 como un
organulo especializado en la division celular (Boveri, 1887). El
centrosoma se encuentra yuxtapuesto al nticleo durante la interfase. En

la transicion G2/M, sufre una reorganizacion para convertirse en el
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centro organizador del huso mitoético en los polos de la célula (Meraldi
and Nigg, 2002).

El centrosoma es una estructura flexible que sufre cambios en su
composicion proteica dependiendo de las diferentes fases del ciclo
celular. Continuamente aumenta el numero de proteinas
multifuncionales localizadas en el centrosoma, ademas de la lista de
enfermedades, tales como cancer, desordenes neurologicos, etc. (Nigg
and Raff, 2009), en las que proteinas centrosomales disfuncionales juegan
un papel importante. A pesar de la importancia de este organulo para la
biologia celular, muchos aspectos importantes de su funcion, estructura

y composicion, estan todavia por descubrir.

3.1. Generalidades

Estructura

El centrosoma es un organulo sin membrana, de 1 pm de diametro,
constituido por dos centriolos y el material pericentriolar (PCM). El PCM
es una matriz electro-densa compuesta por mas de 100 proteinas
diferentes, como las proteinas tipo “coiled-coil” pericentrina y la familia
de quinasas de anclaje 450 (AKAP450). Los centriolos tienen forma de
cilindros compuestos por tripletes de nueve microtibulos de ~0.5 um de
longitud y ~0.2 um de didmetro (Bornens, 2002; Paintrand et al., 1992),
polarizados a lo largo del eje proximo-distal. Los dos centriolos estan
dispuestos en angulo recto, unidos por su zona proximal mediante
proteinas tipo “coiled-coil” como Rootletin y C-NAP1 (Fry et al., 1998b;
Yang et al, 2005). Recientemente, otras proteinas han sido también
implicadas en la cohesidn/separacion del centrosoma, como CEP135
(Kim et al., 2008b), -Catenina y CEP68 (Bahmanyar et al., 2008; Graser et
al., 2007). El centrosoma post-mitotico presenta un centriolo maduro y

un centriolo inmaduro, denominados centriolo madre e hijo,
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respectivamente. El centriolo madre contiene uniones distales y
subdistales, formadas por proteinas como la nineina, centriolina, EB1 y
dinactina (Bornens, 2002; Doxsey, 2001; Mogensen et al., 2000; Yan et al.,
2006), mientras que el centriolo hijo, formado durante el ciclo anterior,
ademds de no presentar estas uniones, es mas pequefio,
aproximadamente el 80% de la longitud del centriolo madre (Chretien et
al., 1997; Piel et al., 2000). Las caracteristicas centriolares determinan la
mayor parte de propiedades del centrosoma, como la estabilidad, la
capacidad para dividirse y la polaridad, de ahi que la pérdida de los
centriolos generalmente conduzca a la dispersion del PCM (Basto et al.,
2006; Bettencourt-Dias et al., 2005; Bobinnec et al., 1998).

Los microtubulos (MTs) estan compuestos por dimeros de tubulina
(alfa y beta) (Mitchison and Kirschner, 1984) y son nucleados
(crecimiento del MT por adicion de dimeros de af-tubulina) por el
complejo y-TuRC (“y-tubulin ring complex”), el cual se sitia en el PCM,
cerca de las paredes proximales de los centriolos (Bornens, 2002). Al no
presentar una membrana delimitante, la arquitectura del centrosoma se
mantiene por uniones proteina-proteina, por lo que los MTs estan
anclados al centrosoma, y probablemente también al PCM, por las
uniones subdistales del centriolo madre, con sus polos negativos
localizados en el centrosoma y sus polos positivos extendiéndose hacia la
periferia de la célula (Bornens, 2002). Los satélites pericentriolares,
granulos de proteinas PCMI1, cuya localizaciéon pericentrosomal es
dependiente de los MTs, y las proteinas dineina/dinactina, son esenciales
para la capacidad de anclaje del centrosoma (Dammermann and Merdes,
2002; Kubo et al., 1999).

Funcion

El centrosoma es el principal centro organizador de microtabulos

(MTOC) de la célula, jugando un papel importante en diversas funciones
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de la célula, incluyendo la formacién del citoesqueleto, organizacion y
formaciéon del huso mitdtico y citoquinesis. Ademas, también regula
varios eventos importantes del ciclo celular como son la entrada en
mitosis, inicio de la anafase, transicion G1/S y respuesta a dafo en el
ADN. Recientemente, el centrosoma ha sido reconocido como una
estacion de anclaje, donde enzimas reguladoras, incluyendo quinasas y
fosfatasas, asi como muchos otros reguladores del ciclo celular, utilizan
como plataforma para coordinar multiples funciones especificas del ciclo
celular (Nigg, 2002; Schatten, 2008). Mas concretamente:

1) El centrosoma actiia como centro organizador de MTs de la
célula animal (el citoesqueleto) (Bornens, 2002; Doxsey, 2001; Lange,
2002). El citoesqueleto tiene importancia para la forma, adherencia y
motilidad de la célula, transporte intracelular, colocacion de los
organulos y polaridad celular (Doxsey, 2001).

2) Durante la mitosis, el centrosoma juega un papel importante en
la formaciéon del huso bipolar mitético, vital para la correcta
segregacion de los cromosomas. Sin embargo, los centriolos no parecen
ser esenciales para la mitosis (Abumuslimov et al., 1994; Berns and
Richardson, 1977; Debec et al., 1977; Dietz, 1966; Khodjakov et al., 2000),
ya que existen otros mecanismos independientes del centrosoma, como
los observados en los huevos de algunas especies de animales y en
plantas mas complejas (Basto et al.,, 2006; Heald et al., 1996; Schmit,
2002). Por otro lado, se ha descrito que los centriolos son importantes
para una correcta segregacion cromosomica, donde los centriolos
actuarian como un nucleo robusto, para que el PCM que es mas débil se
estructure, permitiendo que el huso mitdtico resista las fuerzas
producidas durante la mitosis (Abal et al., 2005).

3) Al centrosoma también se le ha involucrado en la citoquinesis,
no solo porque algunas proteinas centrosomales, tales como BBS6,

Cep55, CP110 y centriolina, estdn directamente implicadas en procesos
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citoquinéticos, sino también porque en células donde el centrosoma se ha
eliminado por laser, el 50% de las células son incapaces de terminar la
citoquinesis (Fabbro et al.,, 2005; Gromley et al., 2005; Khodjakov and
Rieder, 2001; Kim et al., 2005; Tsang et al., 2006).

4) En células ciliadas, el centrosoma también actia como cuerpo
basico de crecimiento de cilios y flagelos (Tucker et al., 1979).

5) En los ultimos afios se le ha dado al centrosoma un papel de
plataforma donde se anclarian diversas proteinas reguladoras
(componentes de cascadas de senalizacion y actividades celulares). En
este punto nos detendremos un poco mas adelante por las implicaciones

que tiene para esta Tesis Doctoral (Apartado 4 de este Capitulo).

El ciclo del centrosoma

Las células en interfase poseen un tinico centrosoma integrado por
dos centriolos, los cuales se duplican una vez antes de la mitosis.
Durante todas las fases del ciclo celular, la estructura y el nimero de
centrosomas esta finamente regulado (Doxsey, 2001; Hinchcliffe and
Sluder, 2001; Meraldi et al., 2002). Esta regulacion se produce mediante
fosforilaciones reversibles, ya que se han encontrado en el centrosoma
multiples quinasas y fosfatasas con esta funcidn, y proteolisis. Por
ejemplo, la desregulacion de la fosfatasa Cdc14A, la cual interacciona con
los centrosomas en interfase, interrumpe su separacion y la segregacion
cromosOmica (Mailand et al.,, 2002; Meraldi et al.,, 2002). El ciclo del
centrosoma incluye una serie de fases discretas: desacoplamiento o
desorientacion de los centriolos, duplicacion, maduracion y separacion

del centrosoma.

1. Desorientacion de los centriolos: durante la anafase y antes de

finalizar la citoquinesis, los centriolos sufren un proceso

denominado desorientacion que consiste en la pérdida de la

32



CAPITULO I: Introduccion

asociacion ortogonal entre el centriolo madre e hijo (Piel et al,,
2001). Este acontecimiento es independiente de la ciclina E/Cdk2
(“Cyclin dependent kinase 2”) y de la salida de la mitosis, pero
requiere al complejo promotor de la anafase (APC) y a la proteina

separasa (Tsou and Stearns, 2006; Uhlmann et al., 2000).

2. Duplicacion del centrosoma: la duplicacion del centrosoma

ocurre durante la fase S en centriolos desorientados, de manera
dependiente de la ciclina E/Cdk2 o ciclina A (Hinchcliffe et al.,
1999; Meraldi et al., 1999). Cada procentriolo crece ortogonalmente
respecto a los pre-existentes, de manera conservativa (Kochanski
and Borisy, 1990). La iniciacion de la duplicacion, tanto duplicacion
del ADN como del centrosoma, estan acopladas a la fase tardia de
G1, por activacion del complejo ciclina E/Cdk2 (Hinchcliffe et al.,
1999; Lacey et al.,, 1999; Matsumoto et al.,, 1999; Tarapore et al.,
2002). El complejo ciclina E/Cdk2 estd relacionado con la
duplicacion del centrosoma debido a sus potenciales dianas
centrosomales nucleofosmina, la quinasa Mpsl y CP110 (Chen et
al.,, 2002; Fisk and Winey, 2001; Okuda et al., 2000). Concretamente,
la fosforilacion de nucleofosmina por parte de ciclina E/Cdk2,
produce su disociacién de los centriolos, siendo el primer paso
para la duplicacion del centrosoma (Shimada and Komatsu, 2009).
Hay que destacar que la ciclina E contiene un dominio de unién al
centrosoma esencial para promover la entrada en fase S
independientemente de Cdk2 (Matsumoto and Maller, 2004).
Ademas, otras proteinas relacionadas con el ciclo celular también
estan implicadas en la duplicacion del centrosoma, como son p53 y
p21"WAFICPL un potente inhibidor de la ciclina E/Cdk2 (Harper,
1997; Minella et al., 2002; Mussman et al., 2000). También han sido

implicadas en la duplicacion del centrosoma proteinas como SAS-6
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(Rodrigues-Martins et al., 2007), centrobina (Zou et al., 2005) y la
quinasa Plk4 (“Polo like Kinase 4”, también llamada Sak)
(Bettencourt-Dias et al., 2005; Habedanck et al., 2005).

3. Maduracién del centrosoma: esta fase ocurre poco antes de la

mitosis. Durante este proceso, el PCM recluta proteinas adicionales
(Palazzo et al., 2000), sobre todo y-tubulina (Khodjakov and Rieder,
1999) y ademads aumenta la capacidad de nucleacion del complejo
y-TuRCs. El centriolo inmaduro adquiere marcadores de
maduracion, como nineina y nenexin/Odf2 (Lange and Gull, 1995;
Nakagawa et al., 2001; Piel et al., 2000). Los procentriolos maduran
completamente tras dos mitosis sucesivas, cuando adquieren las
uniones distales y sub-distales. Esta maduracion esta controlada
por fosforilacién de una quinasa del tipo “Polo like kinases” (Plks),
por la Aurora quinasa tipo A (Blagden and Glover, 2003; Hannak
et al., 2001; Lane and Nigg, 1996; Sunkel and Glover, 1988) y Nek2
(“NIMA related kinase 2”), un miembro de la familia de quinasas
Nek/NIMA (Fry et al, 2000; Uto and Sagata, 2000). La
ubiquitinacion también podria desempefiar un papel importante
en la maduracion del centrosoma en mamiferos, ya que la proteina
BRCAL es capaz de ubiquitinizar y-tubulina in vitro, inhibiendo la
capacidad de nucleacion de MTs por el centrosoma (Sankaran et
al., 2006). En el inicio de la mitosis, quinasas y fosfatasas también
cooperan en la separacion durante la transicion entre la
duplicacion del centrosoma (Meraldi and Nigg, 2001) y su
maduracion (Nigg, 2001).

4. Segregacion de los centrosomas: esta fase ocurre en el inicio de

la mitosis (profase) y comprende dos pasos. En primer lugar, los

dos centrosomas, cada uno conteniendo un par de centriolos,
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pierden su cohesion, de manera independiente de los MTs. En
segundo lugar, los centrosomas se separan hacia los polos opuestos
de la célula por la accion de las proteinas motoras (de manera MT-
dependiente), participando en la formacion del huso mitético y
orientacion (la bipolaridad) (Heald et al., 1996). Para la correcta
separacion de los centrosomas, se produce un desamblaje del
conector fibroso existente entre los centriolos, formado por las
proteinas C-NAP1, Rootletin, CEP68, CEP135 y f-Catenina
(Bahmanyar et al., 2008; Fry et al., 1998a; Graser et al., 2007; Kim et
al., 2008b; Yang et al., 2002). Estas proteinas actian como un
pegamento que mantiene los centriolos unidos, postulandose que
podrian servir como anclaje de otras proteinas que también
podrian estar implicadas en la cohesion del centrosoma (Kim et al.,
2008b).

Formacion del
huso mitético

Segregacion de
los centrosomas

=

<
—

-
/§ i: 8 \\M_icrombulos

Desorientacion de
los centriolos

Centriolo
madre Centriolo

N\ /hijo
3 %o'\ PCM

Conector

Maduracion del
centrosoma
Duplicacién del
centrosoma
@4_ Procentriolo

Figura 1.5: Figura esquematica del ciclo del centrosoma en relacion al
ciclo celular.
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3.2. Componentes del conector centriolar
3.2.1. CEP2/C-NAP1

CEP2, también denominada CEP250 (“CEntrosomal Protein 250”),
se describid por primera vez en 1998 como una proteina centrosomal en
un estudio de caracterizacion de suero autoinmune humano con
reactividad centrosomal. Mack y colaboradores realizaron un rastreo en
una libreria de ADNc de células HelLa usando autoanticuerpos de suero
autoinmune reactivo de centrosoma de pacientes (la mayoria con
artritis), en el que obtuvieron varios clones que producian una secuencia
incompleta por el extremo 3’ (84% de la proteina), que codificaba una
proteina centrosomal con una masa molecular de 250KDa (Mack et al.,
1998). Ese mismo ano, Fry y colaboradores, denominaron a esta proteina
C-NAP1 (Centrosomal Nek2-Associated Protein 1) al capturarla en un
rastreo por doble hibrido, usando como cebo la quinasa reguladora del
ciclo celular serina/treonina quinasa Nek2. La secuencia completa de C-
NAP1 de 7328 pb codifica una proteina de 2442 aminoacidos (281 KDa).
Esta proteina esta enriquecida en dominios tedricos “coiled-coil” y
presenta en la zona central, en N-terminal y C-terminal, residuos de
prolinas intercaladas en las hélices que formaban los dominios “coiled-
coil”.

C-NAP1 se localiza en la zona proximal de ambos centriolos
mediando la cohesién centriolo-centriolo de manera dindmica. Su
funcion es dependiente del ciclo celular, ya que C-NAP1 se encuentra
asociada a la zona proximal de los centriolos durante la interfase, pero se
disocia del centrosoma y se traslada al citoplasma en mitosis por
fosforilacion de Nek?2 (Fry et al., 1998a). Parte de C-NAP1 queda retenida
en los centriolos, por lo que parece que la fosforilacion por Nek2 no es

suficiente para la disociacion completa de C-NAP1 del centrosoma, y por
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otro lado, C-NAP1 parece no ser la tnica causa de separacion de los
centriolos (Faragher and Fry, 2003).

La inactivacion de la proteina C-NAP1 con anticuerpos o mediante
la expresion de mutantes truncados que bloquean la funcion de la
proteina endogena, asi como la interferencia de su ARNm por ARN de
interferencia pequefio (“siARN”), produce una disociacion de los
centriolos en cualquier fase del ciclo celular, aunque esto no previene la
progresion del ciclo celular (Mayor et al., 2000). La sobreexpresion de la
proteina produce unos agregados en el centrosoma y en el citoplasma,
para lo que son necesarios los dominios N-terminal y los dos “coiled-
coil” centrales. Estos agregados danan la nucleaciéon de los microtiibulos
pero en ningun caso interrumpen la entrada en mitosis, como cabria
esperar al encontrarse los centrosomas embebidos en una red de C-
NAP1. Mayor y colaboradores han observado que los agregados de C-
NAP1 se disgregan de los centrosomas en mitosis, lo que explica que
estos agregados no interrumpan la entrada en mitosis. Estos autores
postulan que tal vez se produzca la disgregacion de C-NAP1 por
fosforilacion de C-NAP1 dependiente de Nek2, ya que también se ha
encontrado asociada a estos agregados (Mayor et al., 2002).

C-NAP1 es capaz de interaccionar con Nek2 tanto en su region N-
como C-terminal, aunque la interaccion con la zona C-teminal es mas
fuerte. En esta region, Nek2 presenta un dominio no catalitico, el cual
contiene una cremallera de leucinas, implicado en la homodimerizacién
de Nek?2 (Fry et al., 1999). La deleccion de este dominio no disminuye la
fuerza de la interaccidn entre estas dos proteinas, indicando que este
motivo no es por si solo responsable de la interaccion entre C-NAP1 y
Nek?2 (Fry et al., 1998a).

La funcién de C-NAP1 en la cohesion centriolar esta mediada por
su propio estado de fosforilacion/desfosforilacion, el cual depende del

balance entre Nek2 y la serina/treonina fosfatasa PP1 (“Protein
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Phosphatase 1”). Se ha observado que C-NAP1 puede formar complejos
Nek2-PP1-C-NAP1, donde C-NAP1 es sustrato de ambas proteinas.
Nek2 es inhibida por PP1 y a su vez Nek2 es capaz de fosforilar el
residuo Thr320 de PP1, reduciendo su actividad fosfatasa. Las isoformas
de PP1, PP1la y PP1y, interaccionan con Nek2 en su motivo no catalitico
KVKF, aunque solo PPla es capaz de desfoforilarla, inhibiendo asi su
actividad quinasa (Mi et al., 2007). Ademas, la familia de proteinas I-2,
las cuales inhiben diversas quinasas como GSK3, ERK, o ciclina B1/Cdc2,
inhiben también a PP1 uniéndose en un sitio diferente al necesario para
la interaccién Nek2-PP1 (Li et al., 2007).

Helps y colaboradores postulan que, en mitosis, C-NAP1 es
fosforilada por Nek2 y se desplaza del centrosoma, y vuelve a formar
parte de la estructura que une a los centriolos por defosforilacion

dependiente de PP1 al final de la mitosis (Helps et al., 2000).

3.2.2. Otros componentes del conector centriolar

En los tltimos afios se han descrito otras proteinas involucradas en

la cohesion de los centriolos.

Rootletin

Rootletin es una proteina conocida por formar parte del “rootlet”
ciliado, citoesqueleto originado de los cuerpos basales de las células
ciliadas (Andersen et al., 2003; Yang et al., 2002), pero en los tltimos afios
también se ha caracterizado como una proteina centrosomal asociada a la
zona proximal de los centriolos y capaz de interaccionar con C-NAP1. La
inhibicion de la traduccion de Rootletin por siARN produce una
disociacion de los centriolos, al igual que ocurria con C-NAP1. La
eliminacion por siARN de Rootletin no influye en la asociacion de C-
NAP1 con el centrosoma, pero el siARN dirigido contra C-NAP1
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produce la disociacion de Rootletin del centrosoma. La sobreexpresion
de Rootletin produce largas fibras asociadas al centrosoma, por lo que se
postula un modelo de cohesion del centrosoma basado en filamentos
enredados mas que polimeros continuos (Bahe et al., 2005).

Rootletin, al igual que C-NAP1, es fosforilada por Nek2 al inicio de
la mitosis, promoviendo su disociacion del centrosoma. Bahe y
colaboradores proponen el siguiente modelo: como C-NAP1 no es capaz
de formar largas fibras, C-NAP1 actuaria como un anclaje en los
centriolos al cual se une Rootletin para unir los centriolos durante la
interfase. En mitosis, C-NAP1 y Rootletin se fosforilarian por Nek2 y
ambas se separarian de los centriolos dejandolos libres para crear el huso
mitotico. Al final de la mitosis, C-NAP1 se asociaria de nuevo a los

centriolos tras su desfosforilacion por PP1 (Yang et al., 2006).

CEP68

CEP68 fue originalmente descrita en wuna caracterizacion
protedmica del centrosoma como una proteina integrante del centrosoma
pero sin funcién conocida (Andersen et al., 2003). Graser y colaboradores
han involucrado a CEP68 en la separacion de los centriolos. CEP68 se
encuentra en la zona proximal de los centriolos y, al igual que Rootletin,
forma fibras. La disminucion de proteina de CEP68 por siARN produce
una separacion prematura de los centriolos, con un desplazamiento de
Rootletin del centrosoma pero no de C-NAPl. Sin embargo, la
disminucion de proteina por siARN de C-NAP1 produce en su mayoria
el desplazamiento de CEP68 y Rootletin de los centriolos, mostrando las

tres proteinas una asociaciéon comun al centrosoma (Graser et al., 2007).
CEP135

CEP135, junto a CPAP (“Centrosomal P4.1-Associated Protein”),

forman parte de una estructura central en el lumen proximal de los
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centriolos que es requerida durante la biogénesis de los centriolos
(Kleylein-Sohn et al., 2007). Recientemente, CEP135 se ha caracterizado
como parte integrante del conector que une a los centriolos, ademas de
ser capaz de interaccionar con C-NAP1 en su zona C-terminal. Los
ratones deficientes en el gen de CEP135 presentan una separacion
temprana de los centriolos y ademads una disminucion de C-NAP1 en el
centrosoma, por lo que Kim y colaboradores postulan que CEP135
actuaria como proteina anclaje de C-NAP1 con la parte proximal de los

centriolos (Kim et al., 2008b).

B-Catenina

La proteina f-Catenina es conocida como una proteina integrante
de la cascada de transduccion de sefiales de Wnt. Wnt son glicoproteinas
secretadas que regulan diferentes aspectos de la diferenciacion celular a
través del control de la actividad de B-Catenina. En ausencia de Wnt, p-
Catenina se encuentra en el citoplasma. Tras la sefializacion por Wnt, -
Catenina se dirige al ntcleo y actia como cofactor del factor TCF/LEF
(“T-Cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor”), activando la expresion de
sus genes diana (Clevers, 2006). Recientemente, se ha descrito a (-
Catenina como otro componente del conector centriolar. Asi, f-Catenina
interacciona con Rootletin y ambas colocalizan parcialmente con C-
NAP1. C-NAP1 es requerida para la adecuada localizacion vy
organizacion de Rootletin y p-Catenina en la region de unién
intercentriolar. En base a estos resultados, se ha postulado que C-NAP1
reclutaria a Rootletin en el centrosoma, el cual a su vez promoveria sitios
de unién para B-Catenina, formando el conector intercentrosomal en
interfase. En mitosis, B-Catenina permanece en el centrosoma, indicando
que contiene sitios de union al centrosoma independientes de C-NAP1-
Rooletin. B-Catenina interacciona con y es sustrato de Nek2, ademas de

que su localizaciéon en el centrosoma durante la mitosis es Nek2
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dependiente, puesto que cuando en mitosis la actividad de Nek2
aumenta, se produce un aumento de la concentracién de B-Catenina en

los sitios C-NAP1-Rootletin independiente (Bahmanyar et al., 2008).

A las proteinas Nek2 y B-Catenina se les ha dado un papel de
reguladores negativos de la cohesion del centrosoma, puesto que la
sobreexpresion de Nek2 o la estabilizacion de B-Catenina, producen
mayor separacion del centrosoma. Por otra parte, C-NAP1, Rootletin,
CEP68 y CEP135 tienen un papel de reguladores positivos de la cohesion
del centrosoma, ya que su inhibicién provoca la separacion anormal del
centrosoma.

Aunque quedan muchos enigmas sobre como se produce la
separacion de los centriolos/centrosoma, en la siguiente figura se ha
representado un modelo que intenta explicar lo descrito hasta el

momento.
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Interfase C-NAP1 Mitosis
Rootletin :
Nek2
PCM Centriolo
madre Uniones distales

/ y subdistales

Procentriolo

Centriolo
hijo

Conector

D C-NAPL € p-Catenina \Rootletin \CEP68 © CEP135

Figura I.6: Modelo esquematico de la localizacion y regulacion del
conector centriolar. Durante la interfase, los centriolos permanecen unidos
gracias a las proteinas componentes del conector. En mitosis la actividad de
Nek2 desplaza a C-NAP1 y Rootletin del centrosoma mientras que B-Catenina
queda unida a zonas Rootletin-independientes.

4. Centrosoma y moléculas reguladoras

El ciclo del centrosoma se encuentra intimamente ligado al ciclo
celular, no sélo como consecuencia de la formacién del huso mitotico
necesario para la segregacion de los cromosomas, sino también debido a
la asociacion al centrosoma de infinidad de proteinas reguladoras de

diferentes eventos del ciclo celular, tales como Orc2 (Prasanth et al.,
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2004), Orc6 (Prasanth et al., 2002), RAD51 (Daboussi et al., 2005) y MAPK
(Gould and Stephano, 1999; Stephano and Gould, 2000; Sun et al., 2002).
Existe un aumento progresivo de proteinas reguladoras, quinasas y
fosfatasas, como la proteina quinasa A (Diviani and Scott, 2001), que se
encuentran ancladas a proteinas centrosomales de gran masa molecular
(200-450 kDa) con dominios tipo “coiled-coil”, como la familia de
proteinas AKAP450 (“A-kinase Anchoring Proteins”) y pericentrina
(Delattre et al., 2006; Leidel et al., 2005; Pelletier et al., 2006), sugiriendo
que el centrosoma actiia como una plataforma para un vasto niumero de
proteinas reguladoras del ciclo celular u otras (Andersen et al., 2003).
Asimismo, existen proteinas centrosomales, que ademas de estar
en el centrosoma, pueden tener una funcién o localizarse en el ntcleo,
como por ejemplo la centrina (Araki et al., 2001), sugiriendo una
coordinacion potencial entre el ciclo centrosomal, nuclear y celular. En
este contexto, el centrosoma se ha visto implicado en la transicidon entre
diversas fases del ciclo celular (Doxsey et al., 2005) y en la inhibicion del

ciclo celular en respuesta a dafio en el ADN.

A continuacion se describen algunos ejemplos de proteinas

centrosomales que desempefian un papel fuera del centrosoma:

La proteina centrosomal CPAP fue descrita por primera vez por su
interaccion con la proteina del citoesqueleto 4.1 R-135. CPAP colocaliza
con la proteina centrosomal y-tubulina y su funciéon se ha relacionado
con diferentes aspectos de la funcion del centrosoma, como por ejemplo,
estabilidad de los MTs, duplicacion, ensamblaje y longitud del centriolo,
ademads de implicarse en la cohesion del centrosoma (Basto et al., 2006;
Hung et al., 2004; Hung et al., 2000; Kirkham et al., 2003; Leidel and
Goncezy, 2003; Zhao et al., 2009). Por otro lado, CPAP también se ha

localizado en el citoplasma, donde colocaliza con el factor de
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transcripcion Stat5. La familia de factores de transcripcion Stat son
activados en respuesta a un amplio niumero de citoquinas, factores de
crecimiento y hormonas. CPAP se describi6 como un coactivador de
Stat5 via respuesta a PRL (Prolactina). Asi, en respuesta a la activacion
por PRL, Stat5 y CPAP son translocados desde el citoplasma al nticleo.
Los mecanismos por los que CPAP aumenta la transcripcion mediada
por Stat5 y los genes diana sobre los que influyen, estdn todavia por
determinar (Peng et al., 2002). Las proteinas de la familia Stat pueden
asociarse a diversas proteinas, incluyendo factores de transcripcién como
p48, c-Jun, Spl, y el receptor de glucocorticoides y la quinasa ERK1/2
(Shuai, 2000).

Mas recientemente, se ha descrito una nueva interacciéon de CPAP
con la subunidad RelA de NF-kB (Factor Nuclear kappaB). NF-xB es un
factor de transcripcion implicado en multiples procesos celulares
incluyendo proliferacion, apoptosis, inflamacion y respuesta inmune.
Koyanagi y colaboradores han sugerido que CPAP podria actuar como
un coactivator de la trascripcion mediada por NF-kB, ya que la
sobreexpresion de CPAP aumenta la actividad transcripcional de NF-xB
dependiente de la induccion por el factor de necrosis tumoral o (TNF-a).
De acuerdo con esto, la reducciéon de CPAP enddgeno por ARN de
interferencia causa la inhibicidon de la activacion de NF-kB dependiente
de TNFa. CPAP también es capaz de interaccionar con el coactivator
p300/CBP, provocando la activacion de la transcripcion mediada por NF-
kB, por lo que P300/CBP podria estar incluido en la actividad
transcripcional de NF-kB dependiente de CPAP (Koyanagi et al., 2005).

CEP290 (también conocida como NPHP6) es una proteina
centrosomal que tiene como funcién promover la ciliogénesis (formacion
de cilios a partir del cuerpo basal, estructura similar al centrosoma) y que

se ha visto involucrada en ciliopatias humanas (Tsang et al., 2008). Esta
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proteina se localiza tanto en el centrosoma como en el citosol y en el
nucleo. En el centrosoma interacciona con PCM-1 (“Pericentriolar
Material”) y se localiza en los satélites centriolares de manera
dependiente de PCM-1 y MTs (Kim et al.,, 2008a), colocaliza con y-
tubulina de manera independiente de MTs y dineina, y se redistribuye al
citosol al comienzo de la prometafase. CEP290 interacciona y modula la
actividad del factor de transcripcion ATF4, el cual estd implicado en la
formacion del quiste renal dependiente de AMPc. Si bien se ha
demostrado que CEP290 activa la transcripcién mediada por ATF4, se
desconocen los mecanismos moleculares subyacentes por los cuales esto

ocurre (Sayer et al., 2006).

Por otro lado existen proteinas no centrosomales que se localizan
en el centrosoma de forma dependiente de la fase del ciclo celular.
Dentro de estas encontramos: Cdkl1, la quinasa PIk1, las fosfatasas PPla
y PP2A (“Protein Phosphatase 2A”), los supresores tumorales p53 y
BRCA, las quinasas mitoticas Aurora A y Nek2, NuMA (“Nuclear
Mitotic apparatus protein”) (Wilkinson et al., 2004), etc.

p53 es un supresor de tumores que regula la transcripcion de
varios genes implicados en el crecimiento de la célula y apoptosis (Ko
and Prives, 1996; Mowat et al., 1998), y se encuentra mutado en mas del
50% de los canceres humanos (Hollstein et al., 1991; Lane and Benchimol,
1990; Levine et al., 1991). La localizacién de p53 en el centrosoma esta
extensamente documentada (Brown et al., 1994; Ciciarello et al., 2001;
Morris et al., 2000) y depende de su fosforilacion en la serina315
(Tarapore and Fukasawa, 2002). Ademads, mortalina, un miembro de la
familia HSP70, une y promueve la disociacién de p53 de los centrosomas
(Ma et al., 2006; Wadhwa et al., 1998).
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Diversas evidencias ponen de manifiesto la implicacion de p53 en
la iniciaciéon de duplicacion del centrosoma asi como en la supresion de
la re-duplicacion. Por ejemplo, mutantes de p53 para el sitio de unién a
mortalina permanecen en el centrosoma y suprimen su duplicacion
(Kaul et al., 2001; Ma et al., 2006). Ademas, la pérdida o mutacion del gen
p53 produce amplificaciéon del centrosoma (presentan 3 o mas
centrosomas), que a su vez conduce a defectos en la mitosis e
inestabilidad cromosémica (Fukasawa et al, 1996, Tarapore and
Fukasawa, 2002). Del mismo modo, la introduccién de MDM2, un
regulador negativo de p53 (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997) o de
un mutante de p53, el cual secuestra e inactiva la forma silvestre de p53,
conducen rapidamente a la hiperamplificacion del centrosoma (Carroll et
al., 1999; Murphy et al.,, 2000). Para el control de la duplicacién del
centrosoma por parte de p53 son importantes tanto su funcion de
transactivacion como su asociacion fisica al centrosoma (Tarapore and
Fukasawa, 2002). Asi, en células deficientes en p53 que presentaban re-
duplicacion del centrosoma, ademas de desacoplamiento de la
duplicacion del centrosoma y del ADN, se consigue restaurar la
situacion normal sobreexpresando un mutante de p53 en su dominio de
transactivacion (Tarapore and Fukasawa, 2002).

También se ha descrito que varias proteinas dianas de p53
producen amplificacion del centrosoma, incluyendo supresores del ciclo
celular de la familia de inhibidores de Cdk (CKlIs: p21Wafl/Cpl/sdil (p21),
plelNKiA y p27Kiel (p27)) y GADD45, un producto “downstream”
implicado en la reparaciéon de dafio en el ADN vy la activacion del punto
de control G2/M (Harper and Elledge, 1996; Hollander et al., 1999).

p21 es un importante mediador de la parada del ciclo celular
inducido por estrés (Di Leonardo et al., 1994; Waga et al., 1994; Xiong et
al., 1993). p21 detiene el ciclo celular en G1/S debido a la inhibicién de los
complejos ciclina/Cdk2 y a su capacidad de unirse a PCNA bloqueando
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la sintesis del ADN (Waga et al.,, 1994; Xiong et al., 1993). También esta
involucrado en el ensamblaje de los complejos ciclina D/Cdk (LaBaer et
al., 1997). Ademas, p21 se ha implicado en el control de la duplicacion
del centrosoma. Asi, la iniciacion de la duplicacién del centrosoma en
MEFs (“Mouse Embryonic Fibroblasts”) deficientes en p21, se produce
de manera desacoplada a la duplicacion del ADN (es mds temprana)
(Mussman et al., 2000; Tarapore et al., 2001), y este efecto es rescatado
por la sobreexpresion de p21 (Tarapore and Fukasawa, 2002). De ahi que
la funciéon de p21 en el centrosoma podria ser evitar la activacion
prematura de ciclinaE/Cdk2, asegurando la iniciacion coordinada de la
duplicacion del ADN y del centrosoma. Es interesante destacar que la
expresion ectopica de p21 en células p53-/-, no restaura completamente
la situacion normal, como si ocurre con la sobreexpresion de p53. Esto
apoya la idea de que p53 no sélo controla la duplicacion del centrosoma
dependiente de su funcién transactivadora, sino que también actia por
otros mecanismos diferentes como la unidon directa al centrosoma
(Tarapore et al., 2001).

El inhibidor de Cdks, p16!NK#A, es un regulador “upstream” de la
actividad Cdk2. El silenciamiento de p16™K4 induce la disfuncion del
centrosoma (separacion prematura de los centriolos) debido a la mayor
disponibilidad de p21 de forma independiente de pRB (McDermott et al.,
2006).

La proteina reguladora del ciclo celular p27 también se ha
relacionado con la amplificacion del centrosoma. p27 es un inhibidor
Cdk (CKIs) que directamente se une tanto a los complejos ciclina E/Cdk2
como a complejos ciclina A, que principalmente controlan la duplicacién
del centrosoma (Bloom and Pagano, 2003; Hinchcliffe et al., 1999;
Meraldi et al., 1999). En respuesta a dafio en el ADN, los puntos de
control a dano del ADN se activan causando la parada del ciclo celular

(Motoyama and Naka, 2004). En estas condiciones, los niveles de p27
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aumentan de forma independiente de la ruta ATM/p53, interaccionando
p27 con la ciclina E/Cdk2 y evitando la duplicacion del centrosoma
(Sugihara et al., 2006). Efectivamente, MEFs p27 +/- o p27-/- y células
humanas con p27 silenciado presentan un aumento en el numero de

centrosomas (Sugihara et al., 2006).

BRCA1 estd implicada en el crecimiento celular, reparacion del
ADN por recombinacion homodloga (HR) (Deng and Wang, 2003),
regulacion transcriptional (Welcsh et al, 2002), remodelado de
cromatina, ligacion de ubiquitina (Baer and Ludwig, 2002) e inactivacion
del cromosoma X (Starita and Parvin, 2003; Venkitaraman, 2002). BRCA1
se encuentra mutado en casos de cdncer de mama y ovario hereditario
(Miki et al., 1994). BRCA1 también se ha encontrado en el centrosoma
durante todas las fases del ciclo celular, pero sobretodo en mitosis (Hsu
and White, 1998). BRCA1 es capaz de unirse, preferentemente en su
forma hipofosforilada, a y-tubulina, componente esencial en la
nucleacion de MTs (Hsu and White, 1998). Su mutacion o pérdida estan
implicadas en la amplificacion centrosomal (Xu et al., 1999). Por ejemplo,
en la primera etapa del cancer de mama, donde BRCA1 se encuentra
mutado, se observa amplificacion del centrosoma (Lingle et al., 2002;
Pihan et al., 2003). Este hecho podria estar relacionado con la actividad
E3 ubiquitin ligasa que BRCA1 adquiere cuando se une a su compariero
obligatorio BARD1 (“BRCA1-associated RING domain 1”) (Hashizume et
al., 2001; Mallery et al., 2002). La actividad E3 ubiquitin de BRCA1 esta
aumentada durante las fases G1 y S debido a la activacion por fosfatasas
PP1 e inhibida por Aurora quinasas durante la fase M, que también
inhibe PP1 (Sankaran et al., 2007). Se ha observado que la actividad E3
ubiquitin ligasa de BRCA1 es capaz de monoubiquitinizar y-tubulina in
vitro en los residuos lisina48 y lisina344, y si se sobreexpresa y-tubulina

mutada en el residuo K48R, inhibiendo su ubiquitinizacion, se produce
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amplificacion del centrosoma (Starita et al.,, 2004). Esto podria explicar
que la expresion de un mutante de BRCA1, que no presenta la actividad
E3 ubiquitin ligasa, cause amplificacion del centrosoma, ademas de

centrosomas hiperactivos (Sankaran et al., 2006).

La proteina RB se une a los factores de transcripcion E2F y reprime
su capacidad de transactivar genes implicados en la transicion G1/S,
como por ejemplo ciclina A y E (Sun et al., 2007). pRB se ha localizado en
el huso mitdtico interaccionando con f-tubulina y en los centros de
nucleacion de los MTs durante la mitosis en queratinocitos humanos
(Thomas et al., 1996). Células pRB -/- tratadas con nocodazol, un agente
toxico que interfiere con la nucleacion de los microtubulos, tienen la
capacidad de comenzar un nuevo ciclo celular causando la re-
duplicacion del ADN y del centrosoma (Borel et al., 2002; Khan and
Wahl, 1998). Se ha demostrado que RB necesita estar hiperfosforilada
para la correcta regulacion de la duplicacion del centrosoma y del ADN

(Meraldi et al., 1999) (Balsitis et al., 2003; Iovino et al., 2006).

NuMa es una proteina de la matriz nuclear implicada en
replicacion y transcripcion durante la interfase. En mitosis, cuando el
nucleo se disgrega, NuMa se dispersa por el citoplasma y se transloca al
centrosoma gracias a su asociacion con los microtubulos a través de las
proteinas dineina y dinactina. En el centrosoma, NuMa se convierte en
una proteina mitdtica centrosomal esencial que se encarga de facilitar el
entrecruzamiento de los MTs del huso mitético, ayudando a la
organizacion y estabilidad del huso mitdtico desde el inicio de la mitosis
hasta la anafase (Merdes and Cleveland, 1998; Sun and Schatten, 2006).
Otros reguladores importantes de la mitosis, como las quinasas Polo y
Aurora A (Barr and Gergely, 2007) y el complejo ciclina B/Cdc2 (Jackman

et al., 2003), también se concentran en el centrosoma durante la mitosis.
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La tabla I.1 muestra algunas proteinas reguladoras involucradas en
el numero e integridad del centrosoma, asi como en la duplicacion y

funcion del centrosoma (adaptada de (Fukasawa, 2007)):

Tabla I.1: Proteinas involucradas en el control del centrosoma. En la
tabla se muestran algunas proteinas que estan implicadas en la regulacién del
centrosoma. Se indica si se han localizado en el centrosoma como: se localiza
(+), no se localiza (-), no esta descrito (ND).

Localizacion
Proteinas del
il celul en el Funcion en el centrosoma
ciclo celular
centrosoma
Ckl-cveli Regula la separacién del centrosoma en G2 y la
-cyclin
B Y + funcién del centrosoma en mitosis controlando a
PP1y Egb
Cdk4/6- ND Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
cyclin D centrosoma
Cdk2-cyclin . Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
E centrosoma
Cdk2-cyclin s s mi
CyclinA ND Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
A

centrosoma

CDC25A, B, CDC25B: + Regula la duplicaciéon y funcién del centrosoma

C CDC25A,C: - controlando los complejos ciclina/Cdk
Regula el comportamiento y posicionamiento del
ROCK I +
centrosoma
Regula el momento oportuno de duplicacién del
ROCK I +
centrosoma

Suprime la duplicacion del centrosoma

p53 + controlando la actividad Cdk2 y uniéndose
directamente a los centrosomas
p21Wafl- Suprime la duplicacion del centrosoma
Cipl ’ controlando la actividad Cdk2
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Suprime la duplicacién del centrosoma

pl6(Ink4a) ND
controlando la actividad ciclina E/Cdk2
Suprime la duplicacion del centrosoma
p27kipl +
controlando la actividad ciclina E/Cdk2
EoF1 Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
centrosoma
E2F3 Suprime la duplicacion del centrosoma
controlando la actividad ciclina E
RB Suprime la duplicacién del centrosoma
controlando la actividad E2F
Regula la separacion del centrosoma en G2 'y
NEK2A +
maduracién por asociacion a PLK1
Regula la duplicacion, maduracién y separacion en
Aurora A +
G2 del centrosoma y su funcién en mitosis
Regula la maduracién del centrosoma actuando
PAK +
sobre AuroraA
Regula la duplicacién, funcién y separacion del
PLK1 + 8 P y sep
centrosoma
Regula la iniciacién del la duplicacién del
PLK2 +
centrosoma
Regula la funcion de centrosoma y dinamismo de
P1k3 +
los MTs
Regula la iniciacién de la duplicacion del
Plk4 +
centrosoma
Regulador de la funcién del centrosoma y
PKA +
ensamblaje del huso mitético junto a pericentrina
CK2 + Regulador del dinamismo de los centrosomas
Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
MPS1 +
centrosoma
Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
CaMKII +
centrosoma
Regula la separacion del centrosoma actuando
PP1 + sobre Nek2A y Aurora A
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Regulador de la duplicacién, maduracién y funcién

PP2A +
del centrosoma
P4 Regula la maduracién del centrosoma, recluta y-
+
tubulina y PLK1
) Regula la funciéon del centrosoma asociandose a
Cyclin G2 +
PP2A
Fomento de la duplicacion del centrosoma
MYC - controlando MDM2 y p27kip1
Localizacion
Chaperonas en el Funcion en el centrosoma
centrosoma
Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
Nucleo- centrosoma junto a ROCK1. Regulador negativo
+
phosmin del inicio de la duplicacién del centrosoma por
emparejamiento de los centriolos
) Regulador positivo del inicio de la duplicacion del
Mortalin +
centrosoma
HSP70 + ND
Regula la funcién del centrosoma estabilizando a
HSP90 +
Plk1
Localizacion
E3 ubiquitin .,
. en el Funcion en el centrosoma
ligasas
centrosoma
Regulador positivo de la duplicacion del
Mdm?2 -
centrosoma al promover la degradaciéon de p53
Regulador negativo de la duplicacion del
BRCA1-
+ centrosoma, ensamblaje del huso mitético y de la
BARD1
funcién de nucleacién
Regulador del inicio de la duplicacion del
SKP1 +
centrosoma como parte de SCF
Como parte de SCF y produciendo la degradacion
de la ciclina E, suprime la duplicacién del
SKP2 -

centrosoma
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Proteinas
“check- Localizacion
point” y en el Funcion en el centrosoma
reparacion centrosoma
ADN
Desencadenan el punto de control de G2/M en
ATM,ATR + respuesta a dafio en ADN, evitando la re-
duplicacién del centrosoma
Establecen el punto de control de G2/M en
CHK1,
+ respuesta a dafio en ADN, evitando la re-
CHK2
duplicacion del centrosoma
Rad51,51B,C,
b - Supresion de la amplificacion del centrosoma
XRCC1 + ND
XRCC2 ND Supresién de la amplificacion del centrosoma
XRCC3 ND Supresion de la amplificacion del centrosoma
Regula la integridad numérica de centrosomas
GADD45a ND
controlando a AuroraA
BRCA2 ND Supresion de la amplificacion del centrosoma
MSH2 ND Regula la integridad numérica de centrosomas
PARP-1 + Regula la duplicacion del centrosoma
PARP-23 + ND
Tankyrase + Regula el ensamblaje del huso mitdtico
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CAPITULO I11: Materiales y Métodos

1.Materiales y Métodos generales
Materiales
1.1. Reactivos de biologia molecular

Todos los reactivos de Biologia molecular fueron proporcionados

por Roche, Sigma, New England Biolabs, Fluka, Invitrogen y Merck.

1.2. Tampones de uso general

Tampon de carga Laemmli 2X: $-mercaptoetanol 10%, SDS 6%,
glicerol 20% y azul de bromofenol 0.2 mg/ml.

PBS: 150 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH:POs y 8 mM
Na:HPO: pH 7 4.

TEN: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 40 mM Tris-HCl pH 7 4.

RIPA: 50 mM Tris-HCl (pH 8), 1% Nonidet P-40 (NP-40), 0.5%
deoxicolato sddico, 0.1% SDS, 2mM ortovanadato sédico y un cdctel
completo de inhibidores de proteasas (Complete® (Roche)).

LSB: 0.25% NP-40, 10mM HEPES pH 7.6, 250 mM NaCl, 5mM
EDTA y Complete®.

SOB: 2% triptona, 2 g extracto de levadura, 10 mM NaCl, 3 mM
KCl, 10 mM MgCl2 y 10 mM MgSOa.

TB: 2.4 g PIPES, 44 ml agua milli-Q® a pH 6.7. Se anadié 300 ml de
agua milli-Q®, 8 ml CaCl> 1M, 28 ml de KCl 3M, 20 ml de MnCl> 1M

(previamente esterilizado).

1.3. Lineas celulares y medios de cultivo

Todos los tipos celulares de mamiferos utilizados en esta Tesis
Doctoral se cultivaron a 37°C en atmosfera himeda que contenia un 5%
de CO..
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Medios de cultivo

Las lineas celulares utilizadas para el desarrollo de la presente
Tesis Doctoral, crecieron de manera adherente en DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), con alta concentracion de glucosa (4.5 g/l) y 2
mM de glutamina, a excepcion de las células KE37 las cuales crecieron en
suspension en un medio RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA)
con una concentracion de glucosa de 2 g/l y 2 mM de glutamina.

El medio era suplementado con suero fetal bovino (FBS), o con
suero de ternero recién nacido (NBS) para el cultivo de las células NIH-
3T3, al 0.5% (condiciéon de ayuno) o al 10% (condiciones normales de
crecimiento) ademas de penicilina/estreptomicina (100 U/ml y 100 pg/ml
respectivamente).

Los medios, antibidticos y suplementos usados para el cultivo de
las células fueron adquiridos de Lonza-CAMBREX e Invitrogen-
GibcoBRL.

Todo el trabajo con los cultivos celulares de mamiferos se realizo
en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar de

bioseguridad nivel ITA.

Lineas celulares
Las lineas celulares que se han usado durante esta Tesis Doctoral

provienen de “American Type Culture Collection”.

NIH-3T3: linea celular de fibroblastos embrionarios de raton.

HeLa: células derivadas de un adenocarcinoma epitelial de cervix
de una mujer de 31 afios de raza negra.

U20S: células derivadas de osteosarcoma de una mujer de 15
anos, establecida en 1964.

KE37: linea celular de linfocitos T humanos. Este tipo celular crece

en suspension.
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1.4. Anticuerpos y péptidos inmunogénicos

Tabla II.1: Anticuerpos utilizados. En la tabla se indica la procedencia,
dilucién, referencia y casa comercial del anticuerpo. WB: Western Blot; IF:
Inmunofluorescencia.

. , Casa
Anticuerpo | Procedencia | Dilucion | Referencia .
comercial
Santa C
c-Fos policlonal de 1:200 sc-52 Bio:‘eck‘_?noll—(l)JZ
conejo WB e IF 9y
Inc
policlonal de .
c-Fos . 1:500 Ab2 Calbiochem
conejo
monoclonal de Santa Cruz
c-Fos , 1:100 sc-8047 Biotechnology,
ratén
Inc
monoclonal de Santa Cruz
c-Fos , 1:200 sc-413 Biotechnology,
raton
Inc.
Santa Cruz
c-myc-ta monoclonal de 1:1000 sc-40 Biotechnolo
yctag ratén WB e IF 9y
Inc
C-NAP1 pollclonél de 1:1000 Cedido por Dr
conejo A.M.Fry
oliclonal de
C-NAP1 P 1:1000 | pab-01156 Orbigen
pollo
monoclonal de Santa Cruz
GST , 1:30000 sc-138 .
ratén Biotechnology
monoclonal de
HA cona 1:500 H9658 Sigma Aldrich
raton
I I d Cell Si i
HA monocional &€ | 4.500 | 262k#2362 | o >'9naiing
ratén Technology
monoclonal de
HA-HRP cona 1:1000 H6533 Sigma Aldrich
raton
oliclonal de Santa Cruz
Lamina B P 1:200 sc-6217 Biotechnology,
cabra Inc
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policlonal de

LDH-HRP 1:1000 ab7639 Abcam
cabra
monoclonal de
p27 cona 1:500 610242 | BD Biosciences
raton
monoclonal de 1:1000
-tubulina T5326 Sigma Aldrich
v ratén WB e IF g
. policlonal de 1:1000 . .
-tubulina T5192 Sigma Aldrich
U conejo WB e IF g

Tabla I1.2: Péptidos inmunogénicos utilizados. En la tabla se especifica la
concentracion utilizada en el bloqueo respecto a la concentracion del anticuerpo
correspondiente, la referencia y la casa comercial de los péptidos.

, . Concentracion . Casa
Péptido Referencia )
de bloqueo comercial
Santa C
c-Fos sc-52 10X Sc-052P >anta iz
Biotechnology
c-Fos Ab2 10X PP10 Calbiochem

En todos los ensayos western-blot donde se ha utilizado un
anticuerpo anti-c-Fos, se ha usado el anticuerpo con referencia sc-52.

Los anticuerpos secundarios HRP (peroxidasa de rabano picante)
se utilizaron a una dilucién 1:3000 y son de “Santa Cruz Biotechnology,
Inc”, excepto anti-pollo-HRP que corresponde a “Jackson
ImmunoResearch”.

Los anticuerpos biotinilados, estreptavidinas y conjugados a

fluoréforo se utilizaron a una dilucion 1:400 (Invitrogen).

1.5. Plasmidos de uso general

pPRcCMV-c-myc-C-NAPICt: contiene la zona C-terminal de C-
NAP1 (aa 1978-2442 ). Cedido por el Dr. A.M.Fry.
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pPRcCMV-c-myc-C-NAP1Ctm1: plasmido derivado de pRecCMV-c-
myc-C-NAP1Ct por mutagénesis dirigida en una de las leucinas del
motivo en cremallera de leucinas (L2282Q)).

pPRcCMV-c-myc-C-NAP1Ctm3: plasmido derivado de pRcCMV-c-
myc-C-NAP1ICt por mutagénesis dirigida de tres de las leucinas del
motivo en cremallera de leucinas (L2275Q,L2282Q y L2289Q)).

pCMV-HA-c-Fos: plasmido que contiene la secuencia completa de
c-Fos humano amplificada por PCR de una libreria de ADNc de musculo
liso (Clontech). Se cloné como fusion en fase a la etiqueta HA de pCMV
en los sitios de restriccion NotI-Xhol. Cedido por el Dr. José Maria
Gonzalez.

pCMV-HA-JNK: pldsmido que contiene la “Jun N-terminal
Kinase” (JNK). Cedido por el Dr. A.M.Fry.

Métodos

1.6. Técnicas de manipulacion y analisis de acidos nucleicos

Obtenciéon de ADN:
ADN plasmidico de E.coli: 1a obtencion del ADN plasmidico, para

verificar las diferentes construcciones, se realizdo con el “GenELute™
Plasmid Miniprep Kit” (Sigma) y se analizo en un gel de agarosa del 1-
2% tras haber digerido con las mismas enzimas de restriccion que se
emplearon para su clonacion. La obtencion de ADN plasmidico para las
transfecciones en células eucariota se realizé por lisis alcalina utilizando
el kit de extraccion “Genopure Plasmid Maxi Kit” (Roche).

Tratamiento enzimatico de ADN: el ADN se someti6 a digestion
con endonucleasas de restriccion, defosforilacion y ligacion siguiendo las
recomendaciones de las compafias suministradoras de las enzimas (New
England Biolabs).
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1.7. Técnicas de manipulacion y analisis de proteinas
1.7.1. Obtencion de extractos proteicos a partir de células de

mamifero

Las células de mamifero crecidas en placas de cultivo se lavaron 2
veces con PBS 1X y se recogieron por raspado en 1 ml de tampon TEN.
Después se centrifugaron y resuspendieron en tampoén de lisis RIPA o
LSB para la extraccion de las proteinas. Para la rotura celular se aplicaron
tres ciclos de: congelacion con nitrégeno liquido, descongelacién en bario
a 37°C y agitacion en vortex durante 30 seg. Estos homogenizados
celulares se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 min, recogiendo el
sobrenadante que constituia el extracto crudo de proteinas. En todo

momento del proceso los extractos se mantuvieron a 4°C.

1.7.2. Cuantificacion de las proteinas por el método de Bradford

Se midié la concentraciéon proteica de los extractos celulares
utilizando el método colorimétrico de Bradford (BioRad) basado en el
protocolo de Bradford (Bradford, 1976). Se midi6 la absorbancia a 595
nm de las muestras problema y se interpolaron en una recta patron para
conocer su concentracidon. Se utilizaron concentraciones crecientes de y-

globulina (1-25 pg/ul) como estandar para la cuantificacion.

1.7.3. Electroforesis desnaturalizante de proteinas (SDS-PAGE)

Los extractos de proteinas se separaron en condiciones
desnaturalizantes mediante geles SDS-PAGE al 12% ¢ al 7% de
acrilamida siguiendo el método Laemmli. Para la realizacion de las

electroforesis se empleo el sistema Miniprotean (BioRad).
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1.7.4. Analisis de proteinas

Tincidon con azul de Coomassie

Para la deteccion y cuantificacién de proteinas se utilizo la tincion
de azul Coomassie. Se incubaron los geles con la soluciéon Coomassie
durante 1h a temperatura ambiente y seguidamente se dejaron
incubando con dH20 toda la noche a temperatura ambiente para
eliminar el exceso de colorante. Se utilizaron diversas concentraciones de
albamina de suero bovino (BSA) como estandar para la cuantificacion.
Solucién Coomassie: 80 mg de Coomassie Brilliant Blue (CBB R 250) y
35 mM HCl en 1 litro de dH20 y se agitd al menos 3 horas. Se guardo6 en

oscuridad hasta su uso.

Técnica de western-blot

Transferencia de proteinas a membrana: la transferencia de
proteinas a membrana de PVDF (Millipore) se realizé por transferencia
humeda durante 90 min a 100V. Tras la transferencia, la membrana se
incub6 con 4% leche desnatada (p/v) en tampon PBS-Tween 20 (0.5%)
durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear los epitopos
inespecificos.

Inmunodeteccion de proteinas: la deteccion de las proteinas se
realizé incubando la membrana de PVDF con el anticuerpo primario
correspondiente, diluido en PBS-Tween 20 (0,5%) a 4°C durante toda la
noche. Tras tres lavados de 10 min en tampoén PBS-Tween (0.5%), se
incub6 la membrana con un anticuerpo secundario (1:3000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) acoplado a HRP durante 45 min a temperatura
ambiente. Para la deteccion se utilizd el sustrato quimioluminiscente
ECL Plus (Amersham) y se obtuvieron las imagenes en un “Fujifilm
LAS3000”.
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1.8. Transfeccion de células de mamifero

Se usaron dos métodos diferentes:

Fosfato Calcico

Esta técnica esta basada en la formacion de un precipitado que
contiene el fosfato calcico y el ADN, el cual se adhiere a la membrana
celular, siendo internalizado (Gorman et al., 1983).

Reactivos

HBS 2X: 1.64 g NaCl, 21 pg Na2HPOs, 1.19 g¢ HEPES, pH 7.05.

Las transfecciones se realizaron en células adheridas crecidas en
placas de 10 cm con una confluencia del 80%. Cuatro horas previamente
a la transfeccion, se les cambid el medio a las células. Para la transfeccién
de placas de 10 cm se incubaron: 510 ul de agua milli-Q®, 600 pl de HBS
2X, 60 ul de CaCl22 M y 5 ug de ADN durante minimo 20 min y se
distribuy6 por toda la placa. Trascurridas 16 horas de la transfeccion se

les cambi6 el medio y se recogieron a las 24 horas post-transfeccion.

Lipofeccién

Este método se basa en la utilizacion de lipidos catidnicos, que
englobando el ADN en su interior, son capaces de fusionarse con la
membrana plasmatica y permitir el paso del ADN de interés dentro de la
célula. Se ha usado Fugene HD Transfection Reagent (Roche) por su alta
eficacia de transfeccion y por su capacidad de transfectar células al
mismo tiempo de ser sembradas.

Las células se sembraban a wuna confluencia del 80-90%.
Seguidamente se les afiadia la mezcla de ADN+Fugene, siguiendo el
protocolo que recomienda la casa comercial. Pasadas 12 horas se cambi6

el medio y se recogieron a las 24 horas post-transfeccion.
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1.9. Transformacion en cepas bacterias

Cepas:
E.coli DH5a:: cepa utilizada para la obtencion de ADN plasmidico.

E.coli Rosetta™ 2(DE3) Singles™: cepa de células competentes
derivada de la cepa BL21, utilizada para la expresion de proteinas por su
capacidad de codificar codones de mamiferos que no se encuentran en
E.coli. Su genotipo es F- ompT hsdSs(rs ms’) gal dcm (DE3) pRARE2
(CamR). Posee la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5
inducible por isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).

Se llevaron a cabo dos métodos diferentes de transformacion:

Electroporacion

Para este método se necesitaron células electrocompetentes. Se
prepararon previamente a la electroporacion, siguiendo un protocolo
que consistié en una serie de lavados con 10% de glicerol para eliminar
cualquier resto de medio de cultivo. Se prepararon alicuotas de 50 ul que
se guardaron a -80°C hasta su uso.

Este método de transformacion de E.coli consiste en someter a las
células a una diferencia de potencial que perfora temporalmente la pared
celular, permitiendo la internalizaciéon del ADN. Para ello se utilizé
cubetas de 1 mm de ancho (Eppendorf) y un electroporador Eppendorf

modelo 2510 para células procariotas.

Transformacion por choque térmico

Este método precisa de células competentes para choque térmico.
Estas fueron preparadas previamente a la transformacion utilizando un
protocolo que se resume brevemente a continuacion. Se crecen las

bacterias en SOB hasta una ODe00=0.4 - 0.6 y se lavan varias veces con TB
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frio. Seguidamente se les anadid 7.5% DMSO y se dividieron en alicuotas
de 50 pl que se guardaron a -80°C hasta su uso.

El protocolo de transformacion por choque térmico consiste en un
tratamiento quimico (bacterias tratadas con calcio) que produce la
formacion de microporos en la célula, permitiendo el paso del ADN de
interés cuando se les somete a choque térmico. Brevemente, se incubd
una alicuota de células competentes con 25 ng del plasmido de interés en
hielo durante 15 min, después se incub6 45 seg a 42°C y 5 min mads en
hielo. Las células trasformadas se incubaron en LB durante 30 min a 37°C
permitiendo que sintetizasen la resistencia al antibidtico de seleccion y se
sembraron en placas LB-agar con su correspondiente antibiotico de

seleccion.

1.10. Anaélisis estadisticos

Los datos se representan como media * error estandar de la media
(SEM). Las diferencias entre grupos experimentales fueron evaluadas
mediante analisis estadistico test t-student no pareado de dos colas. La
significatividad estadistica se delimitd en p-valor<0.05. El programa

informatico utilizado para el analisis de los datos fue SPSS 15.0 y 17.0.

2.Materiales y métodos especificos

2.1. Ensayo de doble hibrido en levaduras

Cepa
La cepa de S. cerevisiae utilizada ha sido TAT7 (MATa ade2 his3 leu2

trpl gal4 gal80 LYS2::lexAop-HIS3 URA3::lexAop-lacZ) (cedida por el Dr.
Pascual Sanz IBV-CSIC, Valencia). Esta cepa contiene dos genes
marcadores integrados en el genoma de la levadura, lexAop-lacZ y

lexAop-HIS3.

66



CAPITULO I11: Materiales y Métodos

Medios v tampones para levaduras

Los medios utilizados para el cultivo de la levadura fueron los
siguientes: YPD, es un medio rico que se compone de extracto de
levadura al 1% (p/v), bactopeptona 2% (p/v) y glucosa 2% (p/v). Medio
sintético completo (SC), el cual se compone de medio minimo de
levadura (“Yeast Nitrogen Base” + 0,67%, mezcla de aminodcidos al
0,095% esenciales para la levadura) en ausencia de los suplementos
adecuados para mantener la seleccion de los plasmidos, suplementado
con glucosa (2%) como fuente de carbono. Para los medios sélidos se

incluia agar al 2%.

Solucion de deteccion de actividad B-galactosidasa: solucion con
sustrato X-Gal (Roche) a una concentracion final de Img/ml en tampdn Z
con B-mercaptoetanol al 0.27% (v/v).

Tampoén Z: Na:HPOs 60 mM, NaH2POs 40 mM, KCI 10 mM,
MgSOs ImM, ajustado a pH 7.0.

Tampon SB 2X: 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 4% SDS,
0.2 mM DTT, 0.0025% azul de bromofenol.

Tampon TE-LiAc: 0.1M acetato de litio, ImM Tris-HCI1 pH 8.0, 0.2
mM EDTA pH 8.0.

Plasmidos

pBTM116-bZIP-c-Fos (123-230): el ADNc correspondiente a los
aminoacidos 123-230 (b-ZIP) de c-Fos de rata se insertd en el sitio de
multiclonaje del plasmido pBTM116. Este plasmido contiene la secuencia
completa del dominio de unién a ADN del represor LexA de E.coli (aa 1-
202) bajo el control del promotor ADH1 (Alcohol deshidrogenasa 1) de
levadura, seguido de un sitio de multiclonaje. Contiene el gen TRP1
como marcador de seleccion en Sacharomyces cerevisiae, un origen de

replicacion de levadura y de bacteria, y el gen de [-lactamasa que
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confiere resistencia a ampicilina en E.coli (cedido por Dra.Carmen
Ivorra).

pACTII-HA-con fragmentos de CEP2: los fragmentos de la
proteina CEP2 (2080-2192, 2194-2232, 2233-2293, 2239-2267 y 2294-2341,
la numeracion indica los aminoacidos de la proteina CEP2 que contiene
cada construccion) fueron obtenidos por PCR utilizando como molde el
plasmido pGEX-4T-1-CEP2Ct (ver Apartado 2.2 Materiales y Métodos) y
los oligos para cada fragmento que se indican en el apartado siguiente.
Se subclonaron los diferentes fragmentos en los sitios BamHI-Xhol del
vector pACTIL El plasmido pACTII contiene el dominio de activacion de
GAL4, resistencia a ampicilina como marcador de selecciéon en E.coli y

codifica para el gen LEU2 como marcador de seleccion en S.cerevisiae.

Oligonucledtidos utilizados

Los nuevos sitios de restriccion estan subrayados. Los codones de

parada estan en negrita.

pACTII-fragmentos CEP2

Nombre Secuencia
CEP2(2080-2192) | F: 5 -CAGGATCCTCAGCCTAAAGGAGCTGCAGC-3"

R: 5" -CACTCGAGGAATTCCTAGCTGAGTACCAACTCCT-3"
CEP2(2194-2232) | F: 5'-CAGGATCCTCCAAGCTCTGGAAGAGCAGCAG-3"

R: 5’ -CACTCGAGGAATTCCTATCCGGGACTAGGCTCAG-3"
CEP2(2233-2293) | F: 5'-CAGGATCCTCGTGGAGGAGAAGGAACGGTTG-3"

R: 5’ -CACTCGAGGAATTCCTATGATCCTGCCCGGGATG-3"
CEP2(2239-2267) | F: 5 -CAGGATCCTCTTGACACAGAGGCTTGAACG-3"

R: 5 -CACTCGAGGAATTCCTACAGCTGCGCATTGTGGC-3"
CEP2(2294-2341) | F: 5'-CAGGATCCTCCTGGAGGCCAGAGAAACTATG-3"

R: 5'-CACTCGAGGAATTCCTACTTTCGCTCCAAGGCCAG-3"

Trasformacion en levadura

Se utilizé el protocolo de transformacion por acetato de litio (Gietz

et al., 1995) con las modificaciones siguientes. La cepa utilizada para el
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ensayo es TAT7, que contiene dos genes reportero, lexAop-HIS3 y lexAop-
lacZ. Esta cepa fue transformada con el plasmido pBTM116-bZIP-c-Fos
(123-230) y con los plasmidos pACTII-(2080-2192) 6 (2194-2232) ¢ (2233-
2293) 6 (2239-2267) 6 (2294-2341). Para ello la cepa TAT7 fue crecida en
medio rico YPD hasta alcanzar una O.Deoonm (densidad 6ptica) de 0.3-0.5.
Las levaduras se recogieron por centrifugacion y se lavaron con tampon
TE-LiAc. Se resuspendieron en 1 ml de tampon TE-LiAc, al que se
ahadieron 50 pg de ADN de esperma de salmén como ADN “carrier” y 1
ugr de cada ADN a transformar. Se anadié PEG (Polietilenglicol) al 40%
y se incubaron durante 1 hora a 30°C. Seguidamente se realiz6 la
transformacion por choque térmico a 42°C durante 5 min en presencia de
10% DMSO. Las células se recuperaron en medio YPD durante 2 horas a
30°C y se sembraron en placa en medio selectivo SC suplementado con
todos los aminodacidos esenciales para la levadura, excepto leucina y
triptofano (SC-Leu-Trp). Las células se incubaron en una estufa a 30°C

durante 3 dias.

Ensayo B-galactosidasa en filtro

El rastreo de la actividad se realizé6 por un ensayo sobre filtro
seguin se describe en Yang 1992 (Yang et al.,, 1992). Para identificar la
interaccion entre proteinas, los transformantes fueron seleccionados en
placas SC-Leu-Trp. Estas colonias se replicaron a discos de nitrocelulosa
y se congelaron durante 1 hora a -80°C para permeabilizarlas cuando se
descongelan. Para los ensayos B-galactosidasa los filtros se incubaron a

30°C en la solucién de deteccion (Yang et al., 1992).

Obtencion de proteina total de levadura

Se recogieron por centrifugacion las células equivalentes a

DOsoonm=1, de un cultivo de levaduras creciendo exponencialmente en
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medio liquido SC-Leu-Tyr. Las células se resuspendieron en 50ul de
tampon SB 2X y se hirvieron durante 3 min. Seguidamente se le anadioé
perlas de vidrio (0.3 g, 425-600 micrones de didmetro, Sigma) y se
agitaron en un vortex durante 30 seg. Se repitié dos veces mas el ciclo de
hervir y agitar, para después centrifugar 1 minuto a 14000 rpm. Las
proteinas del sobrenadante se analizaron por electroforesis SDS-PAGE al
12% de poliacrilamida. Después se realizd un western-blot anti-HA

(H9658), epitopo de reconocimiento de los fragmentos de CEP2.

MEDIO POBRE (SC-Leu-Trp)

Fragmentos
CEP2Ct
bZIP de *
c-Fos

< —

(/

pBTM116

+ N
Tra_nscrlpcmn
activa

Dominio de union
a ADN LexA\

Figura I1.1: Representacion esquematica del ensayo del doble hidrido en
levadura. Se generan dos proteinas hibridas: una proteina cebo, en la figura el
dominio b-ZIP de c-Fos, que se une al dominio de union a ADN (factor de
transcripcion LexA) y una proteina presa, en la figura los diferentes fragmentos
de CEP2, que se une al dominio de activacion (GAL4). Cuando se produce la
interaccion de la proteina cebo y presa se reconstituye un activador
transcripcional funcional que activa el gen testigo LacZ, confiriendo a las
levaduras actividad B-galactosidasa.
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2.2. Ensayo de arrastre por GST

Plasmidos

pGEX-4T-1-CEP2Ct: el ADNc de CEP2 (correspondiente al clon
positivo 17.1 obtenido en el ensayo de doble hibrido) fue subclonado en
los sitios EcoRI-Xhol del vector pGEX-4T-1. Plasmido cedido por la Dra.
Carmen Ivorra.

pGEX-4T-1-fragmentos de CEP2 (aa 2080-2192, 2233-2293, 2239-
2267 y 2294-2341): las secuencias de los diferentes fragmentos se
obtuvieron por PCR a partir del plasmido pGEX-4T-1-CEP2Ct,
utilizando los oligos para cada fragmento indicados en el apartado
siguiente. Se subclonaron en los sitios BamHI-Xhol del vector pGEX-4T-1.

pGEX-4T-1-C-NAP1Ct: contiene la zona C-terminal de C-NAP1
(aa 1978-2442) cedido por el Dr. A M.Fry.

pGEX-4T-1-C-NAP1Ctm1: pldsmido derivado de pGEX-4T-1-C-
NAP1Ct por mutagénesis dirigida de una de las leucinas del motivo en
cremallera de leucinas (L2282Q)).

El plasmido pGEX-4T-1 codifica para la proteina glutation S
transferasa (GST).

Oligonucleodtidos utilizados

Los nuevos sitios de restriccion estan subrayados. Los codones de

parada estan en negrita.

PGEX-4T-1-fragmentos CEP2

Nombre Secuencia

CEP2(2080-2192) 5 -CAGGATCCCTCGAGAGCCTAAAGGAGCTGCAGC-3’
"-CACTCGAGGAATTCCTAGCTGAGTACCAACTCCT-3"

"-CAGGATCCCTCGAGCAAGCTCTGGAAGAGCAGCAG-3”
"-CACTCGAGGAATTCCTATCCGGGACTAGGCTCAG-3”’

CEP2(2194-2232)

"-CAGGATCCCTCGAGGTGGAGGAGAAGGAACGGTTG-3"
"-CACTCGAGGAATTCCTATGATCCTGCCCGGGATG-3’

CEP2(2233-2293)

ATMAMAD
a vy ul;
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CEP2(2239-2267) | F: 5’ -CAGGATCCCTCGAGTTGACACAGAGGCTTGAACG -3
R: 5 -CACTCGAGGAATTCCTACAGCTGCGCATTGTGGC-3"

CEP2(2294-2341) | F: 5"-CAGGATCCCTCGAGCTGGAGGCCAGAGAAACTATG -3°
R: 5 -CACTCGAGGAATTCCTACTTTCGCTCCAAGGCCAG-3’

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes unidas a
GST

Los polipéptidos de fusién a GST se expresaron en células E.coli
(Roxetta™) previamente transformadas con el plasmido pGEX-4T-1
adecuado. La induccion se realizo cuando el cultivo estaba a una
ODe00=0.4 - 0.6 con 0.1 mM de IPTG toda la noche a 25°C (GST-CEP2Ct y
GST-fragmentos de CEP2) 6 4 horas a 37°C (GST-C-NAP1Ct y GST-C-
NAP1Ctm1). Las proteinas fusionadas a GST se purificaron a partir de
los lisados de las bacterias usando una matriz de glutation-sefarosa 4B
(Amersham Pharmacia Biotech) por el método descrito por el fabricante.
Para la elucion se empled tampon Tris-HClI 50 mM (pH 8.0)
suplementado con 10 mM glutation reducido.

La cantidad y pureza de las proteinas obtenidas se determind en
geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie usando distintas

concentraciones de BSA como estandar para la cuantificacion.

Ensayo de arrastre

Dependiendo del ensayo de arrastre realizado, se utilizaron
extractos proteicos procedentes de cultivos diferentes, como se indica a
continuacion:

- En los experimentos donde se utilizaron las proteinas quiméricas

GST-CEP2Ct (Fig. I11.2) y GST-fragmentos CEP2 (Fig. IIL5), se
usé extracto total proteico de células NIH-3T3 estimuladas 90
min con 10% NBS después de 48 horas de ayuno, para conseguir

un induccion de la expresion de la proteina c-Fos.
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- En los experimentos donde se utilizaron las proteinas quiméricas
GST-C-NAPICt y GST-C-NAP1Ctml, se usaron dos extractos
diferentes: extracto total proteico de células HeLa transfectadas
con el plasmido pCMV-HA-c-Fos (Fig. II1.9) o extracto total
proteico de células HeLa estimuladas 90 min con 10% FBS
después de 48 horas de ayuno, para conseguir un induccién de la

expresion de la proteina c-Fos (Fig. II1.10).

La extraccion proteica a partir de los cultivos celulares se realizo
con el tampdén LSB segin se indica en el Apartado 1.7.1. Materiales y
Métodos. El protocolo utilizado en todos los ensayos de arrastre con GST
consistio en: se incubaron 250 ug de la proteina total obtenida de los
extractos (como se indica anteriormente, el extracto variaba dependiendo
del ensayo), con 3 pg de las proteinas quiméricas GST o GST sola (como
control negativo). Se completo el volumen total con tampdn LSB hasta
500 pl, para facilitar la mezcla de los componentes y se incub6 a 4°C
durante 2 horas en una noria. A continuacion se centrifugaron las
muestras y se realizaron 4 lavados con tampdén LSB. Se elimino el
sobrenadante aspirando con una aguja de tamafio 25 GA 28
Posteriormente se afiadié tampon Laemmli 2X, se hirvié durante 5 min y
las proteinas retenidas se analizaron por electroforesis SDS-PAGE en un
gel de poliacrilamida al 12%. Seguidamente las proteinas se transfirieron
a una membrana de PVDF. Esta membrana se incub6 con un anticuerpo
anti-c-Fos policlonal (sc-52) a una dilucion 1:200 para los extractos que
sobreexpresaban c-Fos enddgeno o anti-HA (262K#2362) a una dilucién
1:1000 para aquellos extractos transfectados con HA-c-Fos. A
continuacion tras tres lavados con TPBS, se incub6 la membrana con un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa a una dilucion 1:3000. Los
anticuerpos se diluyeron con TPBS (PBS+0.5% Tween20) suplementado

con leche desnatada al 4%. Las bandas proteicas se detectaron con el
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sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Después se procedio a
denudar la membrana y se realizé una inmunodeteccion utilizando un

anticuerpo anti-GST (sc-138) a una dilucion 1:30000.

2.3. Mutagénesis dirigida

Cebadores utilizados en la mutagénesis

Se indica en negrita y subrayado el nucle6tido mutado.

Cebadores del plasmido pACTII-CEP2(aa2233-2293)

Nombre Secuencia

CEP2(L2239S) 5" -GGAGAAGGAACGGTCGACACAGAGGCTTG-3”

CEP2(L2253Q) 5"-GCAAGCGGTGGCAGAGCAGGAAGTTGACCG -3°

CEP2(L2267Q) 5 -CCACAATGCGCAGCAGCGGACCGCCTTGG-3"

Cebadores del plasmido pGEX-4T-1-C-NAP1Ct

Nombre Secuencia

C-NAP1(L2282Q) 5'-CTGCAGCAAGCAGTGGCCCGGCAGGAGATTGACAG-3”’
5’ -GCCGGGCCACTGCTTGCTGCAGGTGTTCAAGC-3"

Cebadores del plasmido pRcCMV-c-myc-C-NAP1Ct

Nombre Secuencia

C-NAP1(L2275Q) 5"-GGCTTGAACACCAGCAGCAAGCAGTGGCC -3~

C-NAP1(L2282Q) 5"-GCAGTGGCCCGGCAGGAGATTGACAGGAG -3~

C-NAP1(L2289Q) 5" -GACAGGAGCAGGCAGCAGCGCCACAATGTC -3°

La mutagénesis dirigida de las leucinas se realiz6 usando un Kit de
Stratagene (QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit) para los
plasmidos pGEX-4T-1-CEP2(2233-2293) y pCMV-C-NAPICt y un Kit de
Invitrogen (Gene Tailor™ Site-Directed mutagenesis system) para el
plasmido pGEX-4T-1-C-NAPI1Ct.

En ambos Kits se siguieron los pasos indicados por los fabricantes,
que se basaban en los mismos principios. Brevemente, se disefiaron los
cebadores basandose en la secuencia nucleotidica de CEP2 (NM008383) o
C-NAP1 (AF049105) (obtenida a partir de la base de datos
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) y se sustituy6 una base de las
leucinas que queriamos modificar. Con estos cebadores se realizé una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando como molde los
plasmidos correspondientes. Seguidamente se digirieron los pldsmidos
molde, que no tienen incorporada la mutacion, afiadiendo a la mezcla de
reaccion 1 pl de endonucleasa Dpnl (10U/pl), la cual reconoce
especificamente las zonas metiladas y hemimetiladas presentes sélo en
los plasmidos molde, durante 1 h a 37°C. Finalmente, se transformé una
cepa de bacterias ultracompetentes y se crecieron en placas LB-agar
ampicilina (50 pg/ml) (antibiotico de seleccién) durante toda una noche.

La correcta sustitucion de las bases se comprobd por secuenciacion
del ADN.

2.4. Inmunoprecipitacion en células HeLa

Tampon especifico
Citrato-Fosfato (pH 5.0): 48.5 ml de una solucion 0.1 M de acido
citrico y 51.5 ml de una solucién 0.2 M de Na:HPOa. Se afadié 0.1 %

Tween-20 para evitar la agregacion de las bolas magnéticas.

Se transfectaron células HelLa crecidas asincrénicamente con los
plasmidos de expresion pCMV-myc-C-NAP1Ct o pCMV-c-myc-C-
NAP1Ctm3 y pCMV-HA-c-Fos. Se lavaron las placas dos veces con PBS
1X y se recogieron por raspado en tampdén TEN. Se centrifugaron y se
resuspendieron en el tampdn de lisis LSB y se obtuvo la proteina segun
se describe en el Apartado 1.7.1 de este Capitulo. En el ensayo de
inmunoprecipitacion se incubaron 3 pg del anticuerpo anti-c-myc con 20
ul de bolas magnéticas (Dynabeads® Protein G, Invitrogen) por
condicién durante 1h a 4°C en una noria. Las bolas magnéticas se habian

lavado previamente tres veces con tampon citrato-fosfato. Tras la
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incubacion se lavaron dos veces mas con tampon citrato-fosfato y dos
veces con el tampdédn LSB. Seguidamente se incubaron con 5 mg del
extracto proteico toda la noche a 4°C en una noria. Las bolas magnéticas
se lavaron tres veces con PBS 1X frio y se les afiadié 20 ul de Laemmli
2X. Estas muestras se analizaron por western-blot, usando 8 ul para
detectar c-myc-C-NAP1Ct o c-myc-C-NAP1Ctm3 con un anticuerpo anti-
c-myc y los 12 ul restantes en para detectar HA-c-Fos con un anticuerpo
anti-HA-HRP (H6533).

2.5. Inmunofluorescencia en células de mamifero y estudios de

colocalizacion mediante microscopia confocal

Células NIH-3T3, U20S y HeLa se sembraron sobre cubreobjetos y se
crecieron en asincronia hasta que alcanzaron un 70-80% de confluencia.
Después de 3 lavados con PBS se fijaron durante 15 min con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron durante 20 min con Tween
20 al 0.5% y se bloquearon durante 45 min con suero de caballo (HS) al
5% en PBS. Se realiz6 un segundo bloqueo de Avidina/Biotina de 15 min
cada uno, segtin instrucciones del fabricante (Vector Laboratories), en los
experimentos que precisaban estreptavidinas. Los cubreobjetos se
incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
diluido en 5% HS. Seguidamente se incubaron con un anticuerpo
secundario diluido 1:400 en 5% HS. Se usaron dos anticuerpos
secundarios diferentes: anticuerpos secundarios unidos directamente a la
molécula fluorescente o anticuerpos secundarios con sistema biotina-
estreptavidina-fluorocromo. Los cubreobjetos se montaron sobre
portaobjetos utilizando un medio de montaje “SlowFade® Gold antifade
reagent”.

Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal Leica

TCS/SP2, con un objetivo de aceite de 63 aumentos (apertura numérica
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1.4). En todos los experimentos de inmunofluorescencia se muestran

imagenes representativas. Para cada estudio de colocalizacion se

realizaron al menos 3 experimentos independientes, estudiando en cada

uno de ellos del orden de n=30 células.

Las longitudes de onda de excitaciéon y emision para los diferentes

fluoroforos utilizados fueron:

Longitud de onda ventana PMT (rango
Fluorocromo
de excitacion de longitud de onda)
FITC 488 nm 500-531 nm
Alexa 488 488 nm 500-531 nm
Alexa 633 633 nm 650-750 nm

En todos los ensayos de doble inmunofluorescencia (IF) se

realizaron los siguientes controles:

1)

3)

El anticuerpo primario de la IF1 se incubd con el secundario de
la IF1 y de la IF2 para detectar posibles uniones inespecificas; y
viceversa. A este control se le denominard control de
inespecificidad de los anticuerpos (apartado A de las Fig.
111.12,13,14,15,16,17,18 y 19).

Simple inmunofluorescencias por separado para poder
determinar que la fluorescencia recogida en el canal
correspondiente al anticuerpo de la IF1, no sea visible en el
canal de recogida de la fluorescencia del anticuerpo de la IF2; y
viceversa. De este modo se evita el solapamiento entre el ancho
de banda de la longitud de onda emitida por cada uno de los
fluordforos.

En las doble inmunofluorescencias de las células NIH-3T3, los

anticuerpos de c-Fos, sc-52 y Ab2, ademas se pre-incubaron con
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su respectivo péptido inmunogénico, con el fin mostrar la
especificidad del anticuerpo (Fig. II1.14 y 15,B). A este control
se le denominara control de especificidad del anticuerpo de c-
Fos.

Todas las imagenes se tomaron por debajo del punto de saturacion

de los fluoréforos con el fin de evitar falsos positivos.

2.6. Aislamiento de centrosomas

Tampones especificos
TBS: 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl. Guardar a 4°C.
TBS 0.1M-0.8% sacarosa: se prepar6 en fresco. 0.1 M de TBS, 80 g

de sacarosa y agua milli-Q® hasta un volumen final de 1 litro.

Tampon de lisis: 1 mM HEPES pH 7.2, 0.5% NP-40, 0.5 mM
MgClz, 0.1% beta-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, 1X de un coctel de
proteasas. Se preparo en fresco.

Tampon de gradiente: 10 mM K.PIPES pH 7.2, 0.1% Triton X-100,

0.1% beta-mercaptoetanol.

Aislamiento de centrosomas en gradiente de sacarosa

Este ensayo se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Moudjou
y Bornens (Moudjou and Bornens, 1994) con las modificaciones que se
detallan a continuacién. Se crecieron células KE37 o HelLa hasta una
densidad de 2x10° células/ml. Para el ensayo se usaron un total de 2x10%
células. Se ayunaron durante 48 horas con 0,1% FBS y se estimularon 90
min con 10% FBS. Una hora previa a recoger las células se afiadio
nocodazole a una concentracion final de 60 ng/ml.

Las células se centrifugaron 5 min a 1200 g. En el caso de las células
HeLa, previamente se habia tripsinizado. Se lavaron en TBS 1 M con la

mitad del volumen de partida y otro lavado en TBS 0.1M-0.8% sacarosa
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con un cuarto del volumen de partida. Se resuspendieron en 10 ml de
TBS 0.1M-0.8% sacarosa y se anadié 40 ml de tampdn de lisis (volumen
necesario para conseguir una concentracion final de 1x107 células/ml). El
extracto se incubé durante 5 min en hielo. Tras la incubacion se
centrifugd 10 min a 4500 rpm a 4°C y se filtré a través de una gasa
hidrofila médica.

Al lisado obtenido se le afiadié HEPES pH 7.2 a una concentracion
final de 10 mM y DNAsa I a una concentracion final de 2 U/ml. Se incubd
en hielo durante 30 min y seguidamente se transfiri6 a 2 tubos de
polialomero de 38.5 ml en los que previamente se habia afiadido a cada
uno 5 ml de sacarosa al 50%. Se centrifugd en una ultracentrifuga a 11000
rpm durante 20 min a 4°C. Por otro lado se preparé un gradiente de
sacarosa usando soluciones del 40%, 50% y 70% de sacarosa que se
anadieron en un tubo de polialéomero de abajo a arriba: 5 ml del 70%, 3
ml del 50% y 3 ml del 40%. Tras la centrifugacion se descarto la fraccion
superior de los tubos hasta dejar un volumen de 15 ml en cada tubo. Se
mezclaron ambas fracciones y se depositaron en la parte superior del
gradiente de sacarosa. Se centrifug6 a 25000 rpm durante 75 min a 4°C.
Tras centrifugar se perford el tubo en su parte inferior con una aguja de
tamano 25 GA 28y se recogieron fracciones de 1 ml. Estas fracciones se

analizaron posteriormente por western-blot.
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Células HelLa
+ Nocodazole
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70% sacarosa
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Figura II.2: Esquema de los pasos seguidos en el protocolo de
aislamiento de centrosomas.

Inmunofluorescencia de las fracciones obtenidas en el

aislamiento de centrosomas

Para realizar la inmunofluorescencia de las fracciones obtenidas en

el aislamiento de centrosomas se utilizaron cubreobjetos de 12 mm
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guardados en etanol a los cuales se les elimind el etanol sumergiéndolos
en dH20 previamente a su uso. Las fracciones se diluyeron en 5 ml de 10
mM K.PIPES pH 7.2 y se mezclaron por inversion. Seguidamente se
transfirieron a tubos Corex con adaptadores donde se ponian los
cubreobjetos. Estos se centrifugaron en un rotor HB4 durante 15 min 4°C
12000 rpm. Tras la centrifugacién, los cubreobjetos se fijaron con metanol
a -20°C durante 10 min. Después se lavaron 3 veces con PBS 1X y se
bloquearon durante 15 min con BSA al 1% en PBS. Se lavaron 3 veces
durante 5 min con PBS 1X para eliminar el exceso de BSA y se incubaron
con el anticuerpo primario anti-C-NAP1 diluido en 5% BSA durante 1 h.
Tras tres lavados con PBS 1X se incubaron con un anticuerpo secundario
Alexa 633 diluido 1:1000 en 5% BSA durante 1 h.

Las imdgenes se capturaron con un microscopio invertido
(Nikon,UK) usando una cdamara ORCA ER CCD (Hamamatsu, Japan) y

un software Openlab 5 (Improvision, UK).

2.7. Estudios de movilidad electroforética retardada (EMSA:
Electrophoretic Mobility Shift Assay)

2.7.1. Obtencion de extractos nucleares a partir de células de

mamifero

Tampones especiales

Tampon A: 10 mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCl, 0.5 mM PMSF,
0.1 mM EGTA, 1 mM DTT y 1X de Complete®.

Tampon C: 20 mM HEPES (pH 7.9), 0.4 mM NaCl, 1 mM EGTA,
1 mM DTT, 1 mM PMSF y 1X de Complete®.

Para la obtencion de extractos nucleares se siguié el protocolo

descrito en Schreiber 1989 (Schreiber et al, 1989) con algunas
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modificaciones como se detalla a continuacion. Las células NIH-3T3
ayunadas o ayunadas+estimuladas 90 min con 10% NBS, se lavaron 2
veces con PBS frio 1X y se recogieron por raspado en 1 ml de tampdn
TEN. Tras centrifugar se resuspendieron en 400 ul de tampon A y se
incubaron 15 min en hielo. Después se anadié 25 pl de una solucién al
10% de NP-40 y se agitaron con vortex durante 10 seg. El
homogeneizado se centrifugd 1 min a 14000 rpm a 4°C obteniéndose un
precipitado de nucleos. Los nucleos fueron lavados 2 veces con tampon
Ay seguidamente se resuspendieron en 50 ul de tampon C. Se agitaron
en un vortex durante 45 min en una camara fria. Tras la incubacion, el
extracto nuclear se centrifugé obteniéndose un sobrenadante y un
precipitado que correspondian a la fraccion nuclear soluble y a la
fraccion de membranas nucleares respectivamente. En este ensayo se

utilizo la fraccidn nuclear soluble.

2.7.2. Marcaje radioactivo de la sonda

El material radiactivo empleado en este ensayo fue [y*?P]-ATP.
Sonda doble cadena AP-1: 5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’
3’-GCGAACTACTCAGTCGGCCTT-5’

Se incubd en un tubo con tapa de rosca 1 ul de 1 pmol/ul de
oligonucledtido de doble cadena, 1 pl tampon de la polinucledtido
quinasa 10X (PNK) y 6.5 pul dH2O a 65°C durante 5 min para
desestabilizar las estructuras secundarias. Seguidamente se enfrid en
hielo y se afiadi6 1 ul de PNK y 1 ul [y32P]-dATP (10pCi/ul) y se incub6 a
37°C durante 45 min para la reaccion de marcaje. La reaccion se detuvo
en hielo y se completd el volumen hasta 100 pl con agua milli-Q®. La
sonda se purifico en una columna de Sephadex G-50 y se procedié al

contaje en un contador de centelleo.
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2.7.3. Ensayo EMSA

Gel separativo en condiciones nativas

Se trabaj6 con un gel al 5% de poliacrilamida (80:1,

acrilamida:bisacrilamida) con TBE 0.5X en condiciones nativas.

Tampones especificos

TBE 5X: 445 mM Tris, 445 mM éacido borico, 12.5 mM EDTA pH 8.0

Tampon de unién 5X: 5 mM MgCly, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM DTT,
250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5 y 20% glicerol.

Tampon de carga 5X: 36 mg de xilencianol, 1.8 ml de tampdn de
EMSA 5X (Tris pH 7.5 50 mM, KCI 100 mM, DTT 2 mM, NP-40 al 0.1%,
glicerol al 4% y MgCla 1 mM y 50 ug/ml de poli(d(I-C)) en 10 ml finales.

Se incubaron 2.5 ug del extracto nuclear soluble junto con 0.8 ug de
GST o GST-C-NAP1Ct (Apartado 2.2 de este Capitulo) durante 45 min a
4°C. Seguidamente se anadio 4 pl de tampdn de union 5X, 1 ul de poli
(d(I-C)) (1 mg/ml) y se aftadié agua milli-Q® hasta un volumen final de
18 ul, incubandose en hielo durante 10 min para bloquear uniones
inespecificas. A continuacion se anadié 1 pl de sonda marcada (50.000-
100.000 cpm/reaccion) y se incubd durante 30 min en hielo. Finalmente se
anadio 1 ul de tampdn de carga a cada tubo y se separaron las muestras
mediante electroforesis nativa en un gel de poliacrilamida al 5% en
tampon TBE 0.5% durante 2 horas a 180 mV. Tras la electroforesis, se
procedid al secado en vacio de los geles y su andlisis por autoradiografia.
Los controles que se realizaron fueron: mezcla de reaccion sin extracto y
ensayo de competicion incubando la mezcla de reaccién con un exceso
de 1:50 de sonda fria (sonda radiactiva:sonda fria) durante 10 min en

hielo previamente a la adicion de la sonda radiactiva.
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CAPITULO II1: Resultados

1. Basqueda de nuevas interacciones de c-Fos con proteinas
celulares por ensayo de doble hibrido en levaduras

1.1. Trabajos previos

Con la finalidad de buscar nuevas interacciones del factor de
transcripcion c-Fos con otras proteinas y conocer mejor los mecanismos
que intervienen en la regulacion de este factor de transcripcidn, se llevo a
cabo en el laboratorio del Prof. Vicente Andrés un escrutinio genético de
doble hibrido en levaduras. Este tipo de ensayo permite identificar
proteinas que se asocian fisicamente en un sistema in vivo y esta basado
en la activacion transcripcional de genes reportero, integrados en el
genoma de la levadura modificada. Para ello se usé como cebo el proto-
oncogen c-Fos y como presa una libreria de expresion de ADNc de
timocito de raton. Debido a que c-Fos es un factor de transcripcion, se
ensayaron diferentes fragmentos de c-Fos y se escogi6 aquella region que
no autoactivaba el sistema del doble hibrido per se. Este fragmento
correspondia a los aminodcidos 123-230 de c-Fos, el cual contenia el
dominio b-ZIP. Estos estudios dieron lugar a la identificacion de dos
interacciones no descritas previamente: c-Fos-lamina A/C (Tesis Doctoral
realizada por Carmen Ivorra (Ivorra et al., 2006)) y un clon denominado
inicialmente 17.1, que se subcloné en el plasmido pGEX-4T-1 (ver
Apartado 2.2 Materiales y Métodos). La caracterizacion de la interaccion
entre c-Fos y el clon 17.1 ha sido el objetivo principal de la presente Tesis

Doctoral.

1.2. Identificacion del clon 17.1

En primer lugar se procedié a la identificacion del clon 17.1
mediante secuenciacion y comparacion de la secuencia nucleotidica con
las bases de datos del NCBI utilizando la aplicacion informatica BLAST:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. En esta bisqueda se encontraron

87



CAPITULO II1: Resultados

varias secuencias con una homologia elevada con el clon 17.1,
destacando una identidad del 99% con la region C-terminal de las
secuencias NM_008383 y DQ148475.1, correspondientes a la proteina
murina CEP2. También se encontré una identidad alta (78%) con la
secuencia AAC07988 correspondiente a la proteina ortéloga en humanos
de CEP2, denominada CEP2 o C-NAP1.

Se concluye por tanto que el clon 17.1 se corresponde con un
fragmento del extremo C-terminal (aa 2080-2414) de la proteina
centrosomal murina CEP2 (CEP2Ct).

2. Interaccion entre c-Fos y CEP2
2.1. Objetivos

1) Comprobar que la interaccion entre c-Fos y CEP2Ct observada
en el sistema de doble hibrido, se produce también en células de
mamifero.
2) Identificar las regiones responsables de la interaccion entre c-Fos
y CEP2Ct.

2.2. Interaccion entre c-Fos y GST-CEP2Ct

Para verificar la interaccion entre c-Fos y CEP2Ct observada en
levaduras, se realizé un ensayo de arrastre con GST utilizando la
proteina de fusiéon GST-CEP2Ct y GST frente a un lisado de células de
mamifero (NIH-3T3) que presentaban c-Fos inducido. En la figura III.1 se
muestra un western-blot anti-c-Fos de lisados totales de células NIH-3T3
crecidas en asincronia, ayunadas 48 h y ayunadastestimuladas 90 min
con 10% NBS. Se observa que en condiciones de asincronia o ayuno los
niveles de c-Fos son indetectables por esta técnica. Por lo tanto, para la
obtencién de unos niveles altos de expresion de la proteina c-Fos en el

lisado celular, se utilizaron células NIH-3T3 ayunadas durante 48 horas
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y estimuladas 90 min con 10% de NBS antes de su recogida (Greenberg
and Ziff, 1984). El lisado de las células NIH-3T3 se obtuvo como se indica
en el Apartado 1.7.1 Materiales y Métodos.

Para la obtencion de GST y la proteina recombinante GST-CEP2Ct
se procedio a la expresion en bacterias de pGEX-4T-1 vacio o pGEX-4T-1-
CEP2Ct (Apartado 2.2 Materiales y Métodos).

50 — ' anti-c-Fos

35 — ™0 ee @me | ERK2

Figura II1.1: Expresion de c-Fos enddgeno en células NIH-3T3. Western-
blot anti-c-Fos y anti-ERK2, como control de carga, de lisados proteicos de
células NIH-3T3 crecidas asincréonicamente, ayunadas 48 horas con 0.1% NBS y
avunadas 48 horas + estimuladas 90 minutos con 10% NBS.

Las proteinas retenidas en el ensayo de arrastre por GST se
analizaron por western-blot como se muestra en la figura III.2, donde se
observa que GST-CEP2Ct, pero no GST, es capaz de arrastrar c-Fos
enddégeno del lisado de células NIH-3T3, poniendo de manifiesto la
interaccion entre c-Fos y CEP2Ct in vitro. En el western-blot anti-c-Fos
del extracto crudo se observa que la misma cantidad de c-Fos fue
incubada con ambas proteinas recombinantes. También se realizé una
inmunodeteccion con un anticuerpo anti-GST con el fin de mostrar la

presencia de las proteinas recombinantes GST y GST-CEP2Ct.

89



CAPITULO II1: Resultados

Vo g o
&,»O (@)

A 2.9 )14
& & O

1)
kpa _©
60.4 aE—

i - anti-c-Fos

-= GSTCEP2Ct

—a GST
24.9 —

Extracto Material
crudo retenido

Figura III.2: Interaccion de CEP2Ct y c-Fos in vitro. Ensayo de arrastre con
GST-CEP2Ct (2080-2414) o GST utilizando un lisado de células NIH-3T3 ayunadas
48 horas y estimuladas 90 min con 10 % NBS (para inducir la expresion de c-
Fos). 3ug de GST-CEP2Ct 6 3ug de GST (control negativo) fueron incubados con
250ug de extractos celulares. El extracto crudo y el material retenido se analizd
por SDS-PAGE vy la presencia de c-Fos fue comprobada por medio de western-blot
utilizando un anticuerpo anti-c-Fos. En el panel inferior se muestra la presencia de
GST y GST-CEP2Ct utilizando un anticuerpo anti-GST. En el caso del extracto
crudo se carg6 1/15 de la mezcla inicial.

Este resultado obtenido en el ensayo de arrastre con GST-CEP2Ct
confirma la interaccién observada en el doble hibrido y demuestra que
CEP2Ct es capaz de interaccionar con c-Fos enddgeno de células NIH-

3T3 murinas.

2.3. Identificacion de las regiones de CEP2Ct implicadas en la

interaccion con c-Fos

La proteina CEP2 murina no ha sido estudiada hasta el momento
ni a nivel estructural ni a nivel funcional. Sélo se conoce su posible
funcién a través de su homologia con CEP2 humana (Fry et al., 1998a).

CEP2 humana se denomina también C-NAP1, de modo que para facilitar
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la comprension de este texto se utilizara la denominacion de CEP2
cuando se haga referencia a la proteina murina y C-NAP1 para la
proteina humana.

Una vez confirmada la interaccion utilizando extractos totales de
células de mamifero se procedio a la caracterizacion de los dominios de
CEP2Ct implicados en la interaccion con c-Fos. Para ello se utilizaron dos
métodos diferentes: un ensayo de doble hibrido en levaduras y un
experimento de arrastre con GST en extractos de células de mamifero.

Con este fin se analizo la estructura secundaria de CEP2 utilizando
un programa informatico que, basandose en estructuras secundarias

conocidas, compara y predice la estructura secundaria teérica de CEP2

(PredictProtein  (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/). Este
programa dio como resultado una estructura secundaria teérica para
CEP2 que comprendia una serie de dominios “coiled-coil”.

La divisién de la secuencia nucleotidica que codificaba para la
proteina CEP2Ct, se realizé en base a la estructura secundaria predicha
para la proteina, teniendo también presente la localizacién del motivo
cremallera de leucinas, el cual estd ampliamente descrito como motivo
de dimerizaciéon entre proteinas (ver Apartado 1.1 Estructura,
Introduccién). Asi, se dividid el clon CEP2Ct (aa 2080-2414) en cinco
fragmentos que comprendian los aminoacidos siguientes (ver Fig. IIL.3):

- Fragmento aa 2080-2192: region inicial que comprendia
aminoacidos pertenecientes a un “coiled-coil” teérico.

- Fragmento aa 2194-2232: region previa al motivo cremallera de
leucinas que contenia los aminodcidos comprendidos entre dos “coiled-
coil” tedricos.

- Fragmento aa 2233-2293: regiéon que comprendia un segundo
“coiled-coil”, el cual contenia el motivo cremallera de leucinas.

- Fragmento aa 2239-2267: region que comprendia exclusivamente

el motivo cremallera de leucinas.
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- Fragmento aa 2294-2341.

Cremallera de
leucinas

2080 v 2414
1

2080 2192

2194 2232
2233 2293
2239 2267

2294 2341

—

Figura III.3: Esquema representativo de los fragmentos de CEP2Ct.

2.3.1. Mapeo por doble hibrido en levaduras

En experimentos previos realizados en el laboratorio del Prof.
Vicente Andrés se determind el fragmento polipeptidico de c-Fos, que
comprendia los aa 123-230, como la tnica regién de c-Fos que no era
capaz de autoactivar el sistema del doble hibrido en levaduras per se.
Esta region comprende un dominio b-ZIP (dominio bésico + cremallera
de leucinas). Por ello, se cotransformo la cepa TAT7 de S. cerevisiae con
los plasmidos pBTM116-bZIP-c-Fos (123-230) y pACTII-HA- con los
diferentes fragmentos de CEP2Ct descritos anteriormente (Apartado 2.1
Materiales y Métodos). Las células se sembraron en placas de medio SC-
Leu-Trp y se incubaron a 30°C durante 3 dias (ver Apartado 2.1
Materiales y Métodos).
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Como se indica en la figura III.4, A, las colonias donde las dos
proteinas quiméricas habian interaccionado y se habia producido la
transcripcion del gen reportero LacZ, mostraban un color azul al afadir
al medio el sustrato de la (-galactosidasa. Los resultados del ensayo
fueron cualitativos, diferenciando entre las colonias positivas que
presentaban color azul y las colonias negativas que no presentaban color
azul.

Se comprobd la correcta expresion de los fragmentos de CEP2 por
western-blot del extracto total de levaduras usando un anticuerpo anti-
HA (epitopo de etiquetado de los vectores pACTII-HA-CEP2). Todas las
construcciones se expresaron correctamente, mostrando un tamano
similar al esperado, salvo la construccion que correspondia a los aa 2080-
2192 de CEP2, que no se consiguio expresar (Fig. I11.4,B).

El resultado de este experimento, figura II1.4, A, mostré que la
interaccion entre CEP2Ct y c-Fos requiere un fragmento que comprendia
los aminoacidos 2233-2293 de CEP2, el cual incluia un motivo en
cremallera de leucinas. Sin embargo, la interaccion no se producia con un
fragmento restringido exclusivamente a este motivo proteico (aa 2239-
2267), sugiriendo que la cremallera de leucinas de CEP2 es necesaria
pero no suficiente para que se produzca la interaccion con c-Fos.

Como control positivo se utiliz6 una interaccion, pACTII-
SNX6/pBTM-p27, ya descrita anteriormente en resultados obtenidos
durante el desarrollo de la Tesis Doctoral de Marilé Edo (Edo, 2006).
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Figura III.4: Determinacion de la region de CEP2Ct que interacciona
con c-Fos por ensayo B-galactosidasa. El fragmento 123-230 de c-Fos,
que contiene el dominio b-ZIP, interacciona con el fragmento 2233-2293 de
CEP2, que contiene también un motivo cremallera de leucinas. A) Ensayo de
actividad B-galactosidasa en filtro. La cepa de levadura TAT7 se cotransformo
con los plasmidos pBTM116-bZIP-c-Fos (123-230) y cada una de las
siguientes construcciones de CEP2: pACTII-HA-CEP2 (2080-2192), (2194-
2232), (2233-2293), (2239-2267) y (2294-2341). Como controles negativos
se transformé TAT7 con PpACTII-HA-CEP2 (los diferentes fragmentos) y
pBTM116 vacio. Como control positivo se utilizé la interaccion entre SNX6/p27
(Tesis de Marilé Edo). B) Western-blot anti-HA del extracto proteico de las
levaduras transformadas utilizadas en el ensayo B-galactosidasa.

2.3.2. Mapeo in vitro por arrastre con proteinas GST

Una vez se habia observado por doble hibrido en levaduras que la

region de CEP2Ct implicada en la interaccion con c-Fos comprendia los

aminoacidos 2233-2293 de CEP2, se procedi6 a la verificacion de este

resultado mediante la técnica de arrastre por GST y posterior western-

blot. Para ello, se expresaron en bacterias las proteinas de fusion GST-
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con los correspondientes fragmentos de CEP2 testados anteriormente en
el ensayo de doble hibrido. Se procedid a realizar el ensayo de arrastre
con estas proteinas quiméricas frente a un lisado de células de mamifero
(NIH-3T3) ayunadas y estimuladas 90 min con NBS (Apartado 2.2 de
Materiales y Métodos). El material retenido se analizé por western-blot
con un anticuerpo anti-c-Fos. En la figura III.5 se observa que el
fragmento GST-CEP2 (2233-2293) es el tnico capaz de interaccionar con
c-Fos enddgeno de células de mamifero. Para comprobar la expresion de
las proteinas quiméricas, se realiz6 una inmunodeteccion con un

anticuerpo anti-GST. La construccion correspondiente a los aa 2194-2232

no se testo.
g & LT
A v vy
s § 559

KDa (&) v v v v

64 — anti-c-Fos
- . anti-GST

26—

Figura III.5: Determinacion de la region de CEP2Ct que interacciona
con c-Fos por ensayo de arrastre con GST. Ensayo de arrastre con los
diferentes fragmentos GST-CEP2 (2080-2192), (2233-2293), (2239-2267) y
(2294-2341) frente a un lisado de células NIH-3T3 ayunadas 48 horas y
estimuladas 90 minutos con 10% NBS para la obtencién de un pico de la
expresion de c-Fos. La presencia de c-Fos fue comprobada por medio de
western-blot con un anticuerpo anti-c-Fos y la de GST y fragmentos GST-CEP2
utilizando un anticuerpo anti-GST.

Los resultados del ensayo de arrastre con GST corroboran los
resultados obtenidos por doble hibrido. Considerando conjuntamente los
resultados hasta ahora presentados, se puede afirmar que la interaccion
entre CEP2 y c-Fos se produce a través de la region que comprende los
aa 2233-2293 de CEP2. Cabe destacar que el fragmento de CEP2, aa 2080-
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2192, que no se expreso en levaduras, se expresaba en bacterias por lo
que se testo en el ensayo de arrastre con GST, y a su vez, el fragmento de
CEP2 aa 2194-2232 que no se testd en el ensayo de arrastre con GST, si se
testd en el doble hibrido, dando ambos fragmentos un resultado
negativo.

Estos resultados se muestran en su conjunto en el siguiente

esquema.
Cremallera de
leucinas
Actividad Arrastre
' p-Gal con GST
2080 2414
L )
| . + +
2080 2192
NE -
2194 2232
- NT
2233 2293
+ +
2239 2267
2294 2341

Figura II1.6: Esquema de los resultados obtenidos en el mapeado de la
interaccion entre c-Fos y CEP2Ct. Resultados obtenidos en ensayos B-Gal y
ensayos de arrastre con GST. NE: no expresado; NT: no testado

2.4. Mutagénesis de las leucinas del motivo en cremallera de
leucinas de CEP2

Como se habia observado en el apartado 2.3, la region de CEP2 que
interaccionaba con c-Fos presentaba un motivo cremallera de leucinas, al
igual que el fragmento de c-Fos que se habia testado en el doble hibrido.

Este motivo esta descrito como region de uniéon entre factores de
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transcripcion (Glover and Harrison, 1995), y esta unién es debida a
fuerzas hidrofodbicas entre las leucinas (Rasmussen et al., 1991). En este
contexto se quiso evaluar la importancia de las leucinas del motivo
cremallera de leucinas de CEP2 en la interaccion con c-Fos. Para ello se
realizéd una mutagénesis dirigida frente a una, dos o tres leucinas de la
cremallera de leucinas de CEP2, obteniendo tres mutantes diferentes:
L2253Q, L2239S-1.2267Q y L22395-1.2253Q-1.2267Q.

Seguidamente, se analizaron los mutantes generados mediante un
ensayo de doble hibrido en levaduras, donde se cotransformé la cepa
TAT7 de S. cerevisiae con pBTM116-bZIP-c-Fos (123-230) y pACTII-CEP2
(2233-2293) o con los mutantes L2253Q, L[2239S-L2267Q y L2239S-
L2253Q-L2267Q segun el protocolo descrito en Apartado 2.1 Materiales y
Métodos. Las células se sembraron en placas de medio SC-Leu-Trp y se
incubaron a 30°C durante 3 dias. Como se muestra en la figura IIL7, A,
cuando se ensayaba la proteina mutada de CEP2 en una, dos o tres
leucinas no se producia la interaccion con c-Fos. Asi, aunque la
cremallera de leucinas de CEP2 no es suficiente, si que es necesaria para
que se dé la interaccion con c-Fos.

Se comprobo la correcta expresion de las proteinas quiméricas por
western-blot anti-HA del extracto total de las levaduras utilizadas en el

ensayo B-galactosidasa (Fig. I11.7,B).
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Figura III.7: La mutacion de leucinas en la cremallera de leucinas de
CEP2Ct elimina la interaccion entre CEP2Ct y c-Fos en un ensayo B-
galactosidasa en filtro. Usando un kit de mutagenesis dirigida (QuickChange
Multi Site-Direct Mutagenesis Kit) se mutaron una, dos o tres leucinas de la
cremallera de leucinas del fragmento 2233-2293 de CEP2Ct (S: Silvestre)
obteniéndose los siguientes mutantes: L2253Q (L1), L2239S-L2267Q (L1-L2) y
L2239S-12253Q-L2267Q (L1-L2-L3). A) Se realizé un ensayo de actividad B-
galactosidasa en filtro cotransformando TAT7 con la construccién silvestre de
CEP2Ct (fragmento 2233-2293) o cada una de sus versiones mutadas y c-Fos
(123-230). B) Western-blot anti-HA del extracto total de las levaduras utilizadas
en el ensayo B-galactosidasa.

98



CAPITULO II1: Resultados

En resumen, los resultados de los experimentos in vitro sugieren
que las proteinas CEP2 y c-Fos interaccionan a través de sendos motivos

en cremallera de leucinas.

3. Interaccion entre c-Fos y C-NAP1

Una vez realizados los experimentos de interaccidon entre c-Fos y
CEP2 murinos, se decidié analizar la interacciéon entre las proteinas
humanas c-Fos y C-NAP1. C-NAP1 presenta una identidad del 80% con
su ortologa murina, pero cabe destacar que C-NAP1 presenta también un
dominio en cremallera de leucinas, pero de solo cuatro leucinas, en lugar
de las cinco de CEP2 (Fig. II1.8). En la siguiente figura se muestra el
alineamiento de las secuencias C-terminal de CEP2 y C-NAP1. En verde
se destacan los residuos de leucinas pertenecientes al motivo cremallera

de leucinas.
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Figura III.8: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del
extremo C-terminal de CEP2 y C-NAP1. En rojo se muestran los residuos
idénticos en ambas secuencias, en azul los residuos muy conservados, en
negro los residuos semi-conservados o los residuos no conservados y en verde
las leucinas del motivo cremallera de leucinas. El alineamiento se ha realizado
utilizando el programa ClustalW 2.10.

3.1. Objetivos

1) Comprobar la interaccion entre c-Fos y C-NAP1 humana tanto in

vitro como in vivo.

2) Determinar la importancia de las leucinas del motivo en

cremallera de leucinas de C-NAP1.
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3.2. Interaccion entre c-Fos y GST-C-NAP1Ct in vitro

Los resultados obtenidos con la proteina murina CEP2, ponian de
manifiesto que la interaccion con c-Fos se producia a través de la region
que comprendia un motivo en cremallera de leucinas. En este contexto,
se decidié evaluar si esta interaccion se producia también entre las
proteinas humanas a pesar de la disminucion de cinco a cuatro leucinas
en la cremallera de leucinas de C-NAP1. Para ello se decidi6 realizar
ensayos de arrastre con GST.

C-NAP1 tiene un tamano aproximadamente de 250KDa lo que
podria explicar que no se consiguiese sobreexpresar la proteina completa
en células humanas. Por este motivo, se utilizé para los experimentos la
zona C-terminal (aa 1978-2442) de C-NAP1 (C-NAP1Ct) que contiene el
motivo cremallera de leucinas. Ademas, también se testd la importancia
de las leucinas del motivo cremallera de leucinas, mutando la leucina
ortéloga a la que es suficiente para eliminar la interaccion entre c-Fos y
CEP2. A partir del plasmido pGEX-4T-1-C-NAP1Ct cedido por el Dr.
AM. Fry se obtuvo el mutante que se denominé C-NAP1Ctm1(L2282Q)
por mutagénesis dirigida de la leucina (L) 2282 a glutamina (Q)
(Apartado 2.3 Materiales y Métodos). En un primer experimento se
sobreexpresd c-Fos transfectando células HeLa con el plasmido p-CMV-
HA-c-Fos (Apartado 1.5 Materiales y Métodos) y se obtuvo un lisado
celular que se incubd con GST (como control negativo), GST-C-NAP1Ct
o GST-C-NAP1Ctm1(L2282Q). En la figura III.9 se muestra un western-
blot anti-HA, donde se observa que la forma mutante de GST-C-
NAP1Ctm1(L2282Q) presenta mucha menos interacciéon con c-Fos
comparado con el fragmento silvestre GST-C-NAP1Ct. Con el fin de
comprobar que las cantidades de las proteinas GST utilizadas eran
similares, se realizd seguidamente una inmunodeteccién utilizando un

anticuerpo anti-GST.
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Estos resultados confirmaban los resultados obtenidos en los

experimentos realizados con las proteinas murinas.
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Figura III.9: La mutacién de una de las leucinas de la cremallera de
leucinas de C-NAP1Ct elimina la interaccion in vitro entre C-NAP1Ct y
HA-c-Fos. Ensayo de arrastre de GST-C-NAP1Ct (1978-2442), GST-C-
NAP1Ctm1(L2282Q) y HA-c-Fos. Se incubaron 3ug de las proteinas GST
recombinantes 6 3ug de GST (control negativo) con 250ug de extractos
celulares de células HelLa transfectadas con HA-c-Fos. La presencia de c-Fos fue
comprobada por medio de western-blot utilizando un anticuerpo anti-HA. En el
panel inferior se muestra la presencia de las proteinas GST utilizando un
anticuerpo anti-GST. En el caso del extracto crudo (EC) se cargd 1/15 de la
mezcla inicial. Material retenido (MR).

El siguiente paso fue comprobar la interaccion utilizando c-Fos
endogeno. Para ello se indujo la sobreexpresion de c-Fos enddgeno
sometiendo a las células humanas HeLa a un ayuno de 48h vy
estimulacion de 90 min con 10% FBS. El lisado total de estas células se
incubéd con GST (como control negativo), GST-C-NAP1Ct o GST-C-
NAP1Ctm1(L2282Q). Los resultados de la figura II1.10 muestran que la
proteina quimérica GST- C-NAP1Ct, pero no GST, es capaz de unir c-Fos
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enddgeno humano, y que esta interaccion disminuye cuando el extracto
se incuba con la forma mutada C-NAP1Ctm1(L2282Q).
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Figura III.10: La mutaciéon de una de las leucinas de la cremallera de
leucinas de C-NAP1Ct elimina la interaccion in vitro entre C-NAP1Ct y c-
Fos endégeno de células humanas. Ensayo de arrastre con GST-C-NAP1Ct
(1978-2442) y GST-C-NAP1Ctm1(L2282Q) frente a un lisado de células Hela
ayunadas 48 horas y estimuladas 90 minutos con 10% FBS que contenia c-Fos.
La presencia de c-Fos fue comprobada por medio de western-blot utilizando un
anticuerpo anti-c-Fos. En el panel inferior se muestra la presencia de las
proteinas GST utilizando un anticuerpo anti-GST. En el caso del extracto crudo
se cargd 1/15 de la mezcla de interaccion inicial.

3.3. Interaccion entre c-Fos y C-NAP1Ct in vivo

Una vez demostrado in vitro que también se producia la interaccion
entre las proteinas humanas c-Fos y C-NAPI, se decidié examinar a
continuacion la interacciéon entre ambas proteinas humanas in vivo. Con

este fin se realizd un ensayo de coinmunoprecipitacion y analisis
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mediante western-blot, segtin el protocolo que se detalla en el Apartado

2.4 Materiales y Métodos.

En la figura II1.11 se muestra un ensayo de coinmunoprecipitacion
con extractos obtenidos de células humanas Hela crecidas
asincrénicamente en presencia de suero y transfectadas con los
plasmidos pCMV-HA-c-Fos y pRcCMV-myc-C-NAP1Ct o la forma
mutante en tres leucinas pRecCMV-myc-C-NAP1Ctm3 (L2275Q,L.2282Q y
L2289Q). Una vez obtenidos los lisados totales de las células Hela
(Apartado 1.7 Materiales y Métodos), los extractos se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-ccmyc y el material
inmunoprecipitado se analizé por western-blot. El panel superior
corresponde a un 1/50 del extracto crudo de células HeLa sin transfectar
o transfectadas como se indica para cada carril, mostrandose que los
extractos expresaban las proteinas transfectadas c-myc-C-NAPICt o c-
myc-C-NAP1Ctm3 y HA-c-Fos con un western-blot anti-c-myc o anti-
HA, respectivamente. En el panel inferior se analizd por western-blot el
material inmunoprecipitado: con un anticuerpo anti-c-myc para
comprobar la inmunoprecipitacion de c-myc-CNAP1ICt y c-myc-C-
NAPICtm3 y con un anticuerpo anti-HA para detectar Ila
coinmunoprecipitaciéon de HA-c-Fos. Se observa que solo se detecta HA-
c-Fos en el carril 5 donde se encontraban sobreexpresados
conjuntamente c-myc-C-NAP1Ct silvestre y HA-c-Fos. Como controles
negativos se usaron células sin transfectar o transfectadas
individualmente con HA-c-Fos, c-myc-C-NAP1ICt o c-myc-C-
NAP1Ctm3.
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Figura III.11: HA-c-Fos y C-NAP1Ct, pero no HA-c-Fos y C-NAP1Ctm3,
interaccionan in vivo en células humanas. Inmunoprecipitacion utilizando un
anticuerpo anti-c-myc de extractos totales de células Hela asincronicas
transfectadas con c-myc-C-NAP1Ct o c-myc-C-NAP1Ctm3 y HA-c-Fos. Las
proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por SDS-PAGE y western-blot
utilizando los anticuerpos anti-c-myc o anti-HA. En el panel superior se
muestran 1/50 de los extractos totales (5 mg) de células Hela sin transfectar
(ST) o transfectadas como se indica y en el panel inferior se muestran las
proteinas inmunoprecipitadas.

4. Localizacion subcelular de c-Fos y C-NAP1
4.1. Obijetivo

1) Estudiar la localizacion subcelular de c-Fos/C-NAP1.

4.2. Ensayos de colocalizacion por inmunofluorescencia

Como se ha descrito en la Introduccién, C-NAP1 se localiza en la

zona proximal de los centriolos del centrosoma. El primer paso fue

comprobar que C-NAP1 se localizaba en los centrosomas de las lineas
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celulares utilizadas en los ensayos de doble hibrido y arrastre con GST,
ademas de en U20S, otra linea celular humana. Para ello se realizaron
ensayos de doble inmunofluorescencia para detectar simultaneamente C-
NAP1 y un marcador centrosomal ampliamente descrito como es la
proteina y-tubulina (ver Apartado 2.5 Materiales y Métodos).

Se realizaron experimentos de inmunofluorescencia con los
anticuerpos anti-C-NAP1 y anti-y-tubulina en dos lineas celulares
humanas diferentes: HeLa y U20S. Para ello se utiliz6 una combinacion
de anticuerpos secundarios fluorescentes que permitiese detectar las dos
proteinas en una misma preparacion. En el caso de células HeLa se
optimizé la inmunofluorescencia usando un anticuerpo secundario anti-
raton biotinilado, para y-tubulina, seguido de una incubacién con
estreptavidina-Alexa633 y un anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a FITC para detectar C-NAP1. Para células U20S se utiliz6é un
anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado, para detectar C-NAP1,
seguido de una incubacion con estreptavidina-Alexa 633 y un anticuerpo
secundario anti-ratéon conjugado a FITC para detectar y-tubulina. En
ambas inmunofluorescencias se realizo un control de inespecificidad de
los anticuerpos (ver Apartado 2.5 Materiales y Métodos). Este consistio
en la incubacién de las células con el anticuerpo primario anti-C-NAP1 y
los dos anticuerpos secundarios o la incubacion con el anticuerpo
primario de y-tubulina y los dos anticuerpos secundarios. Como se
observa en las figuras II1.12 y 13 A, sélo se detecta sefial del anticuerpo
primario utilizado en cada caso. Como se muestran en las siguientes
figuras, C-NAP1 colocaliza con y-tubulina tanto en células HeLa (Fig.
III.12,C) como en células U20S (Fig. 111.13,C). En las graficas se muestran
los perfiles de intensidad de fluorescencia de emisiéon del fluorocromo
Alexa633 (en rojo) y FITC (en verde), a lo largo de la linea blanca
presente en el recuadro ampliado de la imagen combinada. En las

graficas se observa la similitud de los perfiles de C-NAP1 y y-tubulina.
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Figura III.12: C-NAP1 se localiza en el centrosoma de células Hela.
Imagenes de microscopia confocal de células asincrénicas humanas tras doble
inmunofluorescencia anti-C-NAP1/anti-y-tubulina. La flecha blanca sefala donde
se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de los anticuerpos.
B) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia y-tubulina/C-NAP1.
C) Imagen combinada de las imagenes de B y zona ampliada correspondiente
al recuadro mostrado en la imagen combinada. La grafica representa en rojo y
verde la intensidad de los pixeles de y-tubulina y C-NAP1, respectivamente, a lo
largo de la linea del recuadro ampliado.
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Figura III.13: C-NAP1 se localiza en el centrosoma de células U20S.
Imagenes de microscopia confocal de células asincréonicas humanas tras
doble inmunofluorescencia anti-C-NAP1/anti-y-tubulina. La flecha blanca
sefiala donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de
los anticuerpos. B) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia y-
tubulina/C-NAP1. C) Imagen combinada de las imagenes de B y zona
ampliada correspondiente al recuadro mostrado en la imagen combinada. La
grafica representa en rojo y verde la intensidad de los pixeles de C-NAP1 vy y-
tubulina, respectivamente, a lo largo de la linea del recuadro ampliado.
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El siguiente paso fue comprobar si c-Fos se localizaba en el
centrosoma. Para ello se realizé una inmunocolocalizaciéon de c-Fos con
el marcador centrosomal y-tubulina tanto en células murinas NIH-3T3
como células humanas U20S. En la figura I11.14 y 15 A se muestran los
controles de inespecificidad de los anticuerpos (Apartado 2.5 Materiales
y Métodos).

El centrosoma es facilmente reconocible por su patron de
localizacion y distribucion tras marcaje de sus proteinas especificas. Tras
marcar con y-tubulina aparecen tipicamente 1 6 2 puntos cercanos al
nucleo (Moudjou and Bornens, 1994). En el caso de c-Fos, se realizaron
dos controles adicionales, indicados en el Apartado 2.5 Materiales y
Métodos, para comprobar que la sefial obtenida correspondia a c-Fos y
no a uniones inespecificas del anticuerpo. Como primer control se
utilizaron dos anticuerpos diferentes de c-Fos (sc-52 y Ab2; los dos
obtenidos en conejo) y como segundo control, que sélo se realizo en
células NIH-3T3, bloqueo de ambos anticuerpos de c-Fos con sus
correspondientes péptidos inmunogénicos antes de la incubacion con la
muestra, observando que no se obtenia sefial de fluorescencia de los
anticuerpos de c-Fos (Fig. I11.14B, 15,B).

En células NIH-3T3 se optimizé la doble inmunofluorescencia
usando un anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a FITC, para
detectar y-tubulina y un anticuerpo anti-conejo biotinilado seguido de
una incubacion con estreptavidina-Alexa 633, para los dos anticuerpos
de c-Fos. Como se muestra en las figuras I11.14 (Ac sc-52) y 15 (Ac Ab2)
D, existe colocalizacion (sefal en amarillo) de c-Fos con el centrosoma.
En las gréficas se muestran los perfiles de intensidad fluorescente de los
dos canales (perfil rojo para c-Fos, perfil verde para C-NAP1) a lo largo
de la linea blanca presente en el recuadro ampliado de la imagen

combinada, donde se observa la similitud de los perfiles.
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Figura I11.14: c-Fos (anticuerpo sc-52) se localiza en el centrosoma de
fibroblastos murinos NIH-3T3. Imagenes de microscopia confocal de células
creciendo asincrénicamente tras una doble inmunofluorescencia usando y-
tubulina como marcador centrosomal y anti c-Fos (sc-52). La flecha blanca
sefiala donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de los
anticuerpos. B) Control de especifidad del anticuerpo de c-Fos, pre-incubando el
anticuerpo anti-c-Fos (sc-52) con un exceso de su péptido inmunogénico. C)
Iméagenes individuales de la doble inmunofluorescencia anti-y-tubulina/anti-c-Fos
(sc-52). D) Imagen combinada de las imagenes de C, donde se ha ampliado el
recuadro de la imagen combinada. La grafica representa en verde y rojo la
intensidad de los pixeles de y-tubulina y c-Fos, respectivamente, a lo largo de la
linea blanca del recuadro ampliado.
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Figura II1.15: c-Fos (anticuerpo Ab2) se localiza en el centrosoma de
fibroblastos murinos NIH-3T3. Imagenes de microscopia confocal de células
creciendo asincronicamente tras una doble inmunofluorescencia usando y-
tubulina como marcador centrosomal y anti c-Fos (Ab2). La flecha blanca
sefala donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad del
los anticuerpos. B) Control de especifidad del anticuerpo de c-Fos pre-
incubando el anticuerpo anti-c-Fos (Ab2) con un exceso de su péptido
inmunogénico. C) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia anti-
y-tubulina/anti-c-Fos (Ab2). D) Imagen combinada de las imagenes de C,
donde se ha ampliado el recuadro de la imagen combinada. La gréfica
representa en verde y rojo la intensidad de los pixeles de y-tubulina y c-Fos,
respectivamente, a lo largo de la linea blanca del recuadro ampliado.

En células U20S se optimizé la doble inmunofluorescencia usando
un anticuerpo secundario anti-raton conjugado a Alexa 488, para
detectar y-tubulina y un anticuerpo anti-conejo biotinilado seguido de
una incubacion con estreptavidina-Alexa 633, para los dos anticuerpos
de c-Fos. En la figura III.16 y 17 A se muestran los controles de
inespecificidad de los anticuerpos (Apartado 2.5 Materiales y Métodos).
Como se muestra en la figura II1.16,C con el anticuerpo sc-52 y en la
figura II1.17,C con el anticuerpo Ab-2, existe también localizacion de c-
Fos con el centrosoma. En las gréficas se muestran los perfiles de
intensidad de fluorescencia de los dos canales (perfil rojo para c-Fos,
perfil verde para C-NAP1) a lo largo de la linea blanca presente en el
recuadro ampliado de la imagen combinada, donde se observa la

similitud de los perfiles.
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Figura II1.16: c-Fos (anticuerpo sc-52) se localiza en el centrosoma de
células humanas U20S. Imagenes de microscopia confocal de células
creciendo asincrénicamente tras una doble inmunofluorescencia usando y-
tubulina como marcador centrosomal y anti c-Fos (sc-52). La flecha blanca
sefiala donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de los
anticuerpos. B) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia anti-y-
tubulina/anti-c-Fos (sc-52). €) Imagen combinada de las imagenes de B y zona
ampliada correspondiente al recuadro mostrado en la imagen combinada. La
grafica representa en verde y rojo la intensidad de los pixeles de y-tubulina y c-
Fos, respectivamente, a lo largo de la linea blanca del recuadro ampliado.
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Figura II1.17: c-Fos (anticuerpo Ab2) se localiza en el centrosoma
de células humanas U20S. Imagenes de microscopia confocal de células
creciendo asincrénicamente tras una doble inmunofluorescencia usando y-
tubulina como marcador centrosomal y anti c-Fos (Ab2). La flecha blanca
sefiala donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad
de los anticuerpos. B) Imdagenes individuales de la doble
inmunofluorescencia  anti-y-tubulina/anti-c-Fos  (Ab2). C) Imagen
combinada de las imagenes de B y zona ampliada correspondiente al
recuadro mostrado en la imagen combinada. La grafica representa en
verde y rojo la intensidad de los pixeles de y-tubulina y c-Fos,
respectivamente, a lo largo de la linea blanca del recuadro ampliado.
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Una vez se comprob6 independientemente que c-Fos y C-NAP1 se
localizaban en el centrosoma, se estudio si ambas proteinas colocalizaban
in vivo. Para ello se realiz6 dobles inmunofluorescencias C-NAP1/c-Fos
en células humanas HeLa y U20S. El anticuerpo para la deteccion de C-
NAP1, cedido por el Dr. Andrew M. Fry, habia sido generado en conejo,
lo cual lo hacia incompatible con los anticuerpos anti-c-Fos (sc-52 y Ab2)
de conejo, utilizados hasta el momento. Para solventar este problema se
utilizé un anticuerpo monoclonal de ratén anti-c-Fos (sc-8047). Los
anticuerpos secundarios que se utilizaron en las células HeLa fueron:
anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa 633, para detectar C-NAP1 y
anticuerpo anti-raton biotinilado seguido de una incubaciéon con
estreptavidina-FITC, para detectar c-Fos. Para las células U20S los
anticuerpos Optimos fueron: anticuerpo anti-raton biotinilado para
detectar C-NAP1 seguido de una incubacién con estreptavidina-FITC y
anticuerpo anti-conejo conjugado a Alexa 633, para detectar c-Fos. En la
figura II1.18 y 19 A se muestran los controles de inespecificidad de los
anticuerpos (Apartado 2.5 Materiales y Métodos). Como se muestra en la
figura II1.18,C en células HelLa y en la figura III1.19,C en U20S, c-Fos
colocaliza parcialmente con C-NAP1. En las graficas que se muestran en
las figuras, se representan los perfiles de intensidad fluorescente de los
dos canales (perfil rojo para C-NAP1, perfil verde para c-Fos) a lo largo
de la linea blanca presente en el recuadro ampliado de la imagen

combinada, donde se observa la similitud de los pertfiles.
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Figura III.18: Colocalizacion de C-NAP1 y c-Fos en células Hela.
Imégenes de microscopia confocal de células creciendo asincrénicamente tras
doble inmunofluorescencia anti-C-NAP1/anti-c-Fos. La flecha blanca sefiala
donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de los
anticuerpos. B) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia anti-C-
NAP1/anti-c-Fos. C) Imagen combinada de las imagenes de B y zona ampliada
correspondiente al recuadro mostrado en la imagen combinada. La grafica
representa en rojo y verde la intensidad de los pixeles de C-NAP1 y c-Fos,
respectivamente, a lo largo de la linea blanca del recuadro ampliado.
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Figura III.19: Colocalizacion de C-NAP1 y c-Fos en células U20S.
Imagenes de microscopia confocal de células creciendo asincronicamente tras
doble inmunofluorescencia anti-C-NAP1/anti-c-Fos. La flecha blanca sefiala
donde se encuentra el centrosoma. A) Controles de inespecificidad de los
anticuerpos. B) Imagenes individuales de la doble inmunofluorescencia anti-C-
NAP1/anti-c-Fos. C) Imagen combinada de las imagenes de B y zona ampliada
correspondiente al recuadro mostrado en la imagen combinada. La grafica
representa en verde y rojo la intensidad de los pixeles de C-NAP1 y c-Fos,
respectivamente, a lo largo de la linea blanca del recuadro ampliado.
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En resumen, los resultados de las inmunofluorescencias sugieren
que c-Fos se encuentra en el centrosoma y colocaliza con C-NAP1, que se

sittia uniendo a los centriolos (Fry et al., 1998a).

4.3. Localizacion de c-Fos en centrosomas aislados

Con el objetivo de completar los resultados obtenidos por
inmunofluorescencia, se decidid realizar un aislamiento de centrosomas
y corroborar la localizacion de c-Fos en los centrosomas de células
humanas HeLa mediante western-blot. Para ello en primer lugar se
realiz6 el aislamiento de centrosomas (Fig. II1.20), utilizando células
KE37, segin el protocolo de Moudjou y colaboradores (Moudjou and
Bornens, 1994) y adaptado por el Dr. Andrew M. Fry en Leicester
(Inglaterra). En este ensayo los centrosomas se sitian en la concentraciéon
de sacarosa entre el 55-65%. Para comprobar que las fracciones obtenidas
estaban enriquecidas en centrosomas se realizd6 un western-blot anti-y-
tubulina, observando que los centrosomas se localizaban en las
fracciones de la 8 a la 12 (Fig. 20,A). También se realizd6 una
inmunofluorecescencia utilizando un anticuerpo anti-C-NAP1 de un
acervo que contenia las fracciones 8 y 9, enriquecidas en centrosomas,
para corroborar los resultados obtenidos por western-blot. La imagen
obtenida era consistente a la descrita en Moudjou y Bornens (Moudjou
and Bornens, 1994), ya que se observaba pares de centriolos en su

configuracion original y del tamafo esperado (1pm).
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Figura II1.20: Aislamiento de centrosomas en gradiente de sacarosa de
células humanas KE37. A) Western-blot anti-y-tubulina de las fracciones 4 a
12. B) Inmunofluorescencia anti-C-NAP1 del acervo que contenia las fracciones 8
y 9. Las flechas blancas sefialan algunos de los pares de centriolos que han
permanecido en su configuracion original. Arriba a la derecha de la imagen se
muestra la zona ampliada correspondiente al recuadro blanco. La barra blanca
situada en la zona inferior a la derecha de la imagen corresponde a 10 um.

Una vez se habia comprobado que las fracciones obtenidas
enriquecidas en centrosomas mostraban el patron descrito por Moudjou
y Bornens se pasé a analizar la presencia de C-NAP1 y c-Fos en el
centrosoma de células Hela, utilizadas en las inmunofluorescencias
anteriores. Para ello las células HelLa se ayunaron 48 horas y se

estimularon 90 min con 10% FBS. En la figura II1.21 se muestra que c-Fos
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se detecta en las fracciones 4 y 5, enriquecidas en centrosomas
(identificados mediante la presencia de y-tubulina), especialmente en la
fraccién 4 donde también se detecta C-NAP1.

Para verificar que el aislamiento habia sido correcto y no se habia
producido contaminacién de proteinas procedentes de otros
compartimentos celulares, se utilizé la técnica de western-blot utilizando
anticuerpos que reconociesen proteinas de otras fracciones celulares (Fig.
[II.21): anti-LDH (Lactato DesHidrogenasa) como control de la fraccion
citoplasmatica; anti-p27 como control de la fraccién citoplasmatica y
nuclear soluble; anti-laminB como control de la fraccién nuclear
insoluble. Se comprobd que ninguna de estas proteinas se encontraba en

las fracciones 4 y 5 donde se concentraban los centrosomas.

Fracciones
KDa ~ > ~
E.C 1 4 5 9 18
50—# anti-y-tub
250 — anti-C-NAP1
anti-c-Fos
anti-LDH
anti-p27

anti-lamin B

Figura III.21: c-Fos y C-NAP1l se localizan en fracciones donde se
concentran los centrosomas. Western-blot anti-y-tubulina, anti-C-NAP1, anti-
c-Fos de las fracciones obtenidas a partir de un aislamiento de centrosomas de
células HeLa. Como controles negativos se examind la expresiéon de proteinas
que se encuentran en otras fracciones de la célula mediante western-blot: anti-
LDH (citoplasmatica), anti-p27 (citosdlica y nuclear soluble) y anti-laminB
(nuclear insoluble). E.C: extracto crudo.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el analisis por
inmunoflourescencia y nos permiten afirmar que hay una fraccion de c-
Fos que se encuentra asociada al centrosoma, donde también se
encuentra C-NAP1.

5. Implicaciones funcionales de la interaccion c-Fos/C-NAP1

A continuacion se realizaron ensayos con el objetivo de determinar

las implicaciones funcionales de la interaccion entre c-Fos y C-NAPI.

5.1. c-Fos regula la cantidad de C-NAP1 presente en el

centrosoma

En colaboracién con el laboratorio del Dr. A.M. Fry se quiso
evaluar el posible efecto de la sobreexpresiéon de c-Fos sobre la
localizacion de C-NAP1 enddgeno en los centrosomas. Para ello se
transfectaron células HeLa creciendo asincronicamente con el plasmido
pCMV-HA-c-Fos y se realizd una doble inmunofluorescencia (ver
Apartado 2.5 Materiales y Métodos), anti-C-NAP1 con un anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a Alexa 633 y anti-HA (262K#2362) con
un anticuerpo secundario anti-raton conjugado a FITC. La cantidad de
C-NAP1 enddgeno presente en el centrosoma se estudié cuantificando la
intensidad de fluorescencia de emision del fluorocromo Alexa 633, tanto
en células transfectadas con pCMV-HA-c-Fos como en células sin
transfectar, en imagenes obtenidas en un microscopio de fluorescencia.
Los valores de fluorescencia se normalizaron, dando un valor de 100% a
la media de la intensidad de fluorescencia de C-NAP1 de las células sin
transfectar. Se tomaron medidas de n=100 células por condicion. Las
células se clasificaron en dos grupos: células en interfase, cuando la

distancia entre los centrosomas era menor que el didmetro de ambos
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centrosomas, y células en mitosis, cuando la distancia entre los
centrosomas era mayor que el didmetro de ambos centrosomas.

La figura IIL.22 muestra que las células que sobreexpresan HA-c-
Fos presentan una intensidad de fluorescencia de C-NAP1 enddgeno
significativamente menor que las células que no sobreexpresaban HA-c-
Fos.

En este ensayo se realizaron dos controles negativos diferentes: en
el primer control se transfectaron las células con el pldasmido pCMV-HA-
c-Fos y se realizd una doble inmunofluorescencia anti-y-tubulina con un
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa 633 y anti-HA
(262K#2362) con un anticuerpo secundario anti-ratéon conjugado a FITC.
Se cuantifico la fluorescencia de y-tubulina tanto en células transfectadas
con pCMV-HA-c-Fos como sin transfectar, no observandose diferencias
significativas entre ambas condiciones. El segundo control negativo
consistio en la transfeccion de las células con el plasmido pCMV-HA-
JNK, realizando una doble inmunofluorescencia anti-C-NAP1 con un
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa 633 y anti-HA
(262K#2362) con un anticuerpo secundario anti-ratéon conjugado a FITC.
Al cuantificar la fluorescencia de C-NAP1 en las células transfectadas y
sin transfectar no se observaron diferencias significativas entre ambas
condiciones.

Las imdgenes se capturaron en un microscopio invertido
(Nikon,UK), usando una cdmara ORCA ER CCD (Hamamatsu, Japan) y
el software Openlab 5 (Improvision, UK). Las imagenes se analizaron y
cuantificaron con el programa PhotoShop. Ademas de las fotografias de
los centrosomas, se tomaron imagenes de las regiones inmediatamente
adyacentes a estos. Para cada imagen, el valor de la fluorescencia se
calculd restando al valor de intensidad de fluorescencia del centrosoma
el valor de intensidad de fluorescencia de la region adyacente

(intensidad de fluorescencia basal o “background”).
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Figura II1.22: La sobrexpresion de HA-c-Fos reduce la cantidad de C-
NAP1 enddgeno, pero no de y-tubulina, presente en el centrosoma. A)
Imagenes de microscopia de fluorescencia de células Hela en interfase que
muestran la cantidad de C-NAP1 detectada en los centrosomas por
inmunofluorescencia anti-C-NAP1 de células transfectadas con HA-c-Fos o HA-
INK. Las graficas muestran la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
de C-NAP1 calculada en porcentaje, donde 100% corresponde a la media de la
intensidad de fluorescencia de C-NAP1 en células sin transfectar (n=100
células por condicién). Como controles se midi6 la intensidad de fluorescencia
de la proteina centrosomal y-tubulina, detectada en una inmunofluorescencia
anti-y-tubulina, en presencia o ausencia de HA-c-Fos y la inmunofluorescencia
de C-NAP1 en presencia o ausencia de HA-JNK. B) Células HelLa en mitosis
donde se realizé el mismo estudio que en el apartado anterior.
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5.2. C-NAP1 modula la union de los factores AP-1 a ADN

Una forma de evaluar las consecuencias funcionales de la
interaccion entre C-NAP1 y c-Fos era analizando su efecto sobre la union
a ADN de los factores de transcripcion AP-1. Para ello se realiz6 un
ensayo de movilidad electroforética retardada (EMSA).

El ensayo se llevd a cabo usando como sonda un oligonucledtido
de doble cadena correspondiente a una secuencia consenso de
reconocimiento de los factores AP-1 marcado radioactivamente ([y3*P]-
ATP) (descrito en el Apartado 2.7 Materiales y Métodos). Previamente a
la incubacion de la sonda con los extractos, se realizo una pre-incubacion
de 45 min de 2.5 ug de los extractos nucleares de células murinas NIH-
3T3 ayunadas o ayunadas+estimuladas 90 min con 10% NBS con 5 ug de
GST o GST-C-NAPI1Ct. Seguidamente, los extractos se incubaron 30 min
con la sonda marcada. En la figura II1.23,A se muestra un western-blot
anti-c-Fos y anti-ERK2, como control de carga, de los extractos nucleares
utilizados en el EMSA del apartado C, donde observamos una clara
induccion de c-Fos a 90 min tras ayuno. Ademas, en la figura I11.23,B, se
muestra un gel tefiido con azul Coomassie donde se observa que la
cantidad de proteinas GST y GST-CNAPICt utilizadas en los EMSAs
eran similares. En la figura II1.23,C se muestra la autoradiografia del
EMSA 3.4 (Fig. II1.23,D), resultante de la separacion de las muestras en
un gel al 5% de acrilamida, donde se observa que se utiliz6 sonda
radiactiva en exceso. Para el ensayo de retardo en gel se utilizaron
extractos nucleares que procedian de tres experimentos independientes.
En cada experimento se realizaron réplicas de la siguiente manera: en el
primer experimento n=1 (1); en el segundo n=2 (2.1 y 2.2); y en el tercero
n=4 (3.1, 32, 3.3 y 3.4) segin se indica en la figura IIL23,D. La
cuantificacion de la union de los factores AP-1 a ADN se realizd

midiendo por densitometria las bandas de los EMSAs. Se muestra la
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relacion entre el valor obtenido para los extractos nucleares
ayunados+estimulados pre-incubados con GST-C-NAP1 respecto a los
pre-incubados con GST. Se hall¢ la media de los valores de las réplicas
para cada experimento y con las tres medias se calculd la media total *
SEM. Los EMSAs muestran que los extractos de células
ayunadas+testimuladas 90 min presentaban mayor union de AP-1 a ADN
cuando eran pre-incubados con GST-C-NAPICt que cuando eran pre-

incubados con el control GST (de media 5+2 veces mas).
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Figura II1.23: Efecto en la union de AP-1 a la sonda consenso AP-1 en
extractos nucleares de células NIH-3T3 preincubados con GST o GST-
CNAP1Ct. Células NIH-3T3 se ayunaron (A) o se ayunaron y estimularon 90
min con 10% de NBS (A+E90’) y se obtuvo la fraccién nuclear soluble. Las
fracciones nucleares de células NIH-3T3 ayunadas o ayunadas y estimuladas 90
min se sometieron a un EMSA con una sonda radiactiva que contiene la diana
AP-1 consenso. Los extractos se incubaron 45 min con 0.8 g de GST o GST-
CNAP1Ct previamente a la incubacién con la sonda AP-1. A) Western blot anti-
c-Fos y anti-ERK2, como control de carga, de las fracciones nucleares solubles
ensayadas en el apartado C. B) Gel de acrilamida tefiido con azul Coomassie de
las proteinas GST y GST-C-NAP1Ct ensayadas en el apartado C. C)
Autoradiografia del EMSA que corresponde al ensayo 3.4. SE: carril sin
extracto; sonda fria: corresponde a la incubacion con 50 veces la sonda fria
respecto a la sonda radioactiva. D) Autoradiografias de los EMSAs de los tres
experimentos independientes y sus réplicas (1., 2. y 3. y sus réplicas)
cuantificando el incremento de la unién de AP-1 a ADN en extractos
ayunados+estimulados pre-incubados con GST-CNAP1Ct respecto a GST. Se
muestra la media de las medias de los 3 experimentos (£SEM).
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Los factores de transcripcion de la familia AP-1 regulan multitud
de genes implicados en diversos procesos celulares importantes para el
destino de la célula, en respuesta a una amplia amalgama de estimulos,
tales como factores de crecimiento, citoquinas, neurotrasmisores,
radiacion ultravioleta (UV) y variedad de factores fisicos y quimicos que
producen estrés (Shaulian and Karin, 2002). Para desempenar este papel
tan complejo, los factores de transcripcion AP-1 se regulan finamente a
diferentes niveles. En concreto, un nivel de regulacion importante es
mediante modificaciones post-traduccionales, destacando la fosforilacion
como uno de los fundamentales. De hecho, la fosforilacién de los
miembros de la familia AP-1 es un proceso muy comun, que implica la
activacion rapida e independiente de sintesis de novo (Piechaczyk and
Blanchard, 1994). Existen numerosas quinasas capaces de fosforilar a c-
Fos, entre las que se incluyen miembros de la familia de las MAP
quinasas (MAPK), como ERK, que es capaz de fosforilar a c-Fos en
multiples sitios, resultando en wuna inducciéon de su actividad
transcripcional (Monje et al., 2003). También fosforilan a c-Fos otras
proteinas quinasas como la proteina quinasa A (PKA), que inhibe la
actividad transformante de c-Fos (Tratner et al.,, 1992), y la ribosoma S6
quinasa (RSK) que regula la unién a ADN de c-Fos y su potencial de
transactivacion (Chen et al., 1993). c-Fos también puede sufrir otras
modificaciones post-traduccionales como SUMOilaciéon, sobretodo
cuando se encuentra formando dimeros con c-Jun, inhibiéndose asi la
actividad AP-1 (Bossis et al., 2005; Jakobs et al., 2007).

Ademas de por modificaciones post-traduccionales, la actividad de
c-Fos puede ser regulada por otros mecanismos, como es la regulacion
mediante interacciones proteina-proteina. Estas interacciones pueden ser
inhibidoras o activadoras de su funcién. Por ejemplo, la interaccion de c-
Fos con c-Jun, ademds de ser un requisito necesario para su unién al

ADN, también es un mecanismo que retiene a c-Fos en el ntcleo,
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impidiendo que sea exportado al citoplasma (Malnou et al., 2007). Este
mecanismo es comun en la familia de factores AP-1 ya que c-Jun también
inhibe la exportaciéon de ATF2 al citoplasma (Liu et al., 2006a). La
diversidad de interacciones de los factores AP-1 que se pueden encontrar
dentro de la célula, tanto formando homo- como hetero-dimeros, entre
ellos mismos o con otras proteinas, ilustra la infinidad de posibilidades
que se pueden producir.

En este contexto, el objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de regulacion de la

actividad de c-Fos que implican interaccién con otras proteinas.

c-Fos interacciona con CEP2/C-NAP1, una proteina centrosomal

implicada en la cohesion entre los centriolos

En ensayos de doble hibrido en levadura realizados por Carmen
Ivorra en su Tesis Doctoral (Ivorra et al., 2006), se obtuvo un clon que
interaccionaba con c-Fos por esta técnica. La secuenciacion de este clon

permitié determinar que correspondia al extremo C-terminal de CEP2.

CEP2 es una proteina centrosomal murina de 250 KDa rica en
dominios “coiled-coil”, de la cual no se ha descrito nada hasta el
momento. CEP2 presenta un ortélogo en humanos, también denominado
CEP2 o C-NAP1. Aunque existe muy poca literatura referente a C-NAP1,
diversos articulos han implicado a esta proteina con una funcién de
cohesion de los centriolos durante la interfase (Fry et al., 1998a).
Concretamente se ha descrito que, durante la mitosis, C-NAP1 es
fosforilada por la quinasa Nek2, lo que provoca que C-NAP1 se desplace
de los centriolos, permitiendo asi que los centrosomas se dirijan a los
polos de la célula y se forme el huso mitotico (Faragher and Fry, 2003;

Mayor et al, 2002). Una vez terminada la mitosis, C-NAP1 es
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desfosforilada, posiblemente por PP1, ocupando nuevamente su lugar

entre los centriolos (Mi et al., 2007).

Los experimentos de doble hibrido mostraron una interaccion
entre c-Fos y CEP2. Se decidié entonces confirmar esta interaccion
utilizando un método alternativo. Un ensayo de arrastre por GST (Fig.
I1I.2) confirm¢ la interaccion entre c-Fos y CEP2Ct, ademas de demostrar
que la proteina completa de c-Fos era también capaz de interaccionar con
CEP2Ct.

Una vez confirmada la interaccién en otro sistema, se procedio a la
identificacion de los dominios proteicos de c-Fos y C-NAP1 que
participaban en esta interaccion (Apartado 2.3 de Resultados). Por el
método del doble hibrido se puso de manifiesto que la regién b-ZIP de c-
Fos era suficiente para interaccionar con CEP2Ct, por lo que se pasé a
determinar las regiones de CEP2 implicadas en la interaccion.

CEP2 es una proteina que presenta multiples dominios “coiled-
coil” en su zona C-terminal, al igual que se han descrito en la zona C-
terminal de C-NAP1 (Fry et al., 1998a). Los dominios “coiled-coil”
constituyen un elemento importante en la formaciéon de dimeros, ademas
de ser un sistema altamente versatil que permite una alta selectividad de
unioén (Burkhard et al., 2001). Los dominios “coiled-coil” son estructuras
que se encuentran en proteinas fibrosas, filamentos intermedios y en los
factores de transcripcion con cremalleras de leucinas (Lupas, 1996). De
hecho, la region que se habia descrito en la lamina A/C que interacciona
con c-Fos, era una regioén rica en dominios “coiled-coil” (Ivorra et al.,
2006). CEP2 y C-NAP1 también presentan un motivo en cremallera de
leucinas en su zona C-terminal (CEP2: aa 2239-2267 y C-NAP1 aa 2275-

2296), que podria participar en la interaccion con c-Fos.
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Con estos conocimientos previos, se procedié6 a analizar la
implicacion de estas estructuras de CEP2 en su interaccion con c-Fos.
Para ello se dividio la proteina CEP2Ct en diferentes fragmentos en base
a sus dominios “coiled-coil” (Apartado 2.3 Resultados), teniendo
también presente los aminodcidos de la cremallera de leucinas. El mapeo
de las diferentes regiones de CEP2Ct se abordd utilizando dos
aproximaciones diferentes: un ensayo de actividad B-galactosidasa en
levaduras (Fig. IIL.4) y un ensayo de arrastre con GST (Fig. IIL.5). Estos
dos abordajes permitieron identificar la region de CEP2Ct aa 2233-2293,
region que incluye un motivo de tipo cremallera de leucinas, como la
region implicada en la interaccion con c-Fos. Sin embargo, no se
producia interaccion con un fragmento restringido exclusivamente a la
cremallera de leucinas (aa 2239-2267), sugiriendo que la cremallera de
leucinas de CEP2 es necesaria pero no suficiente para que se produzca la

interaccién con c-Fos.

La importancia de las leucinas de CEP2 de esta region se estudio
mediante un ensayo de mutagénesis dirigida, donde se ensayo la
proteina mutada de CEP2 en la que se habia realizado la mutagénesis de
una o varias leucinas de dicho motivo. En estos experimentos se observo
que la mutagénesis de una, dos o tres leucinas eliminaba la interaccién
con c-Fos (Fig. II1.7). Asi, aunque la cremallera de leucinas de CEP2 no
era suficiente, la integridad de dicho dominio parecia esencial para su

interaccion con c-Fos.

La genoteca utilizada en el ensayo de doble hibrido pertenecia a
timocitos de raton, por lo que se habia trabajado hasta el momento con
las proteinas murinas c-Fos y CEP2. Para determinar si entre los
ortdlogos en humanos también tenia lugar dicha interaccién, se

realizaron ensayos de arrastre por GST utilizando la proteina silvestre
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GST-C-NAPICt. Ademas se quiso confirmar la relevancia de las leucinas
de C-NAP1 en la interaccion utilizando la forma mutada GST-C-
NAP1Ctm1, que presentaba mutada la leucina ortdloga a la que era
suficiente para eliminar la interaccion entre CEP2 y c-Fos. Estos ensayos
mostraron que la interacciéon también se producia entre proteinas
humanas, tanto con c-Fos enddgeno (Fig. II.9) como con HA-c-Fos
sobreexpresado (Fig. I11.10), ademas de corroborar la importancia de las
leucinas, del motivo cremallera de leucinas de C-NAP1, en la interaccion
entre c-Fos y C-NAP1.

Para completar los ensayos in vitro realizados, se llevd a cabo un
experimento de coinmunoprecipitacion (Fig. III.11). En estos ensayos,
cabe destacar que debido a los bajos niveles de expresion de C-NAP1 en
la célula y a la imposibilidad de sobreexpresar la proteina completa, tal
vez debido a su gran tamafo (250 KDa), se decidié sobreexpresar la
region C-terminal de C-NAP1. Ademas, se sobreexpreso c-Fos utilizando
un plasmido con una etiqueta HA que permitia detectar c-Fos con un
anticuerpo primario anti-HA unido a HRP. Asi, se evitaba la deteccion
de las cadenas pesadas del anticuerpo que por su tamano coincidian con
c-Fos en un analisis por western-blot, interfiriendo en su deteccion.
Aunque este ensayo no se realizo con las proteinas enddgenas, ya que se
sobreexpresaron ambas proteinas, se observo que c-Fos y C-NAPI1Ct

eran capaces de interaccionar in vivo en células humanas.

c-Fos y C-NAP1 colocalizan en el centrosoma

El siguiente objetivo que se abord¢ fue el estudio de la localizacion
subcelular de c-Fos y C-NAP1. Con este propdsito, en primer lugar se
realizaron dobles inmunofluorescencias que se analizaron en un

microscopio confocal.
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Para la deteccion de c-Fos se utilizaron dos anticuerpos comerciales
diferentes, sc-52 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y Ab2 (Calbiochem),
con los que se obtuvo el mismo resultado.

Estd ampliamente descrito que C-NAP1 se localiza en la zona
proximal de los centriolos en los centrosomas (Fry et al., 1998a). Se quiso
reproducir este resultado utilizando la proteina y-tubulina (componente
principal del PCM (Stearns and Kirschner, 1994)) como marcador
centrosomal y para ello se realizaron dobles inmunofluorescencias C-
NAP1/y-tubulina (Fig. IIL.12 y 13). Las imagenes de confocal obtenidas
confirmaron que C-NAP1 colocalizaba mayoritariamente con el
marcador centrosomal y-tubulina.

El siguiente paso fue determinar si c-Fos se localizaba en el
centrosoma. Para ello se realizaron dobles inmunofluorescencias c-Fos/y-
tubulina, que sugieren una localizacion parcial de c-Fos en el centrosoma
de diversos tipos celulares de mamiferos (Fig. I11.14,15,16 y 17). Ademas,
en células NIH-3T3, se realizé un control adicional, consistente en una
pre-incubacion de los anticuerpos de c-Fos con su péptido inmunogénico
correspondiente, previamente a la incubacién con la muestra. Las
imagenes obtenidas no presentaban sefial de fluorescencia, con lo que se
confirmo6 la afinidad de los anticuerpos por su epitopo inmunogénico
(Fig. 1I1.14 y 15 B).

Estd ampliamente descrito que c-Fos actta como factor de
transcripcidn, encontrandose en su mayoria en el ntcleo (Verma et al.,
1986). Las inmunofluorescencias presentadas en este estudio muestran
que c-Fos se localizaba principalmente en el nucleo, pero se puede
observar que también se localiza en el citoplasma, hecho que también ha
sido descrito por otros autores (Malnou et al., 2007; Roux et al., 1990;
Vriz et al., 1992).

Por ultimo, se realizaron experimentos de  doble

inmunofluorescencia c-Fos/C-NAP1 en diferentes tipos celulares (Fig.
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III.18 y 19). Las imagenes obtenidas sugieren que ambas proteinas

colocalizan en el centrosoma de diferentes tipos celulares.

Ademas de los ensayos de inmunofluorescencia, se realizaron
ensayos de aislamiento de centrosomas. Esta técnica ha sido utilizada en
numerosos estudios en los que se intenta demostrar que una proteina se
localiza en el centrosoma (por citar algin ejemplo (Fry et al., 1998a;
Graser et al,, 2007)). En esta técnica se emplea un tampon de lisis de
fuerza ionica baja para separar los centrosomas del nticleo después del
desensamblaje del citoesqueleto por adicion de nocodazole. De este
modo, en la realizacién del ensayo se comprob6 que las fracciones que se
obtenian, ademds de estar enriquecidas en centrosoma, no presentasen
proteinas pertenecientes a otros compartimentos celulares, como por
ejemplo el nucleo (Fig I11.21).

Los ensayos de aislamiento de centrosomas mostraron que una
fraccion de c-Fos se encontraba asociada a las fracciones donde se
concentraban proteinas centrosomales (Fig. III.21), aunque por
limitaciones de la propia técnica no se puede concluir que c-Fos se
encuentre en el centrosoma interaccionando con C-NAP1. La aparicion
de los centrosomas en diferentes fracciones de los dos aislamientos
mostrados (Fig. II1.20 y 21) se podria explicar porque en el experimento
de la figura II1.20 se utilizaron células KE37, linfocitos humanos crecidos
en suspension (permiten la obtencion de una gran masa celular necesaria
para este experimento), mientras que en el experimento de la figura II1.21
se utilizaron células HeLa, las cuales crecen adheridas a la placa.
Ademas, al utilizar células adheridas, se modifico el paso de
centrifugacion de las células en suspension por un paso de tripsinizado
de la placa para obtener las células HeLa, basandonos en el protocolo de
Kahn y colaboradores (Zhou et al., 2006).
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Los resultados de localizacion de c-Fos en el centrosoma ponen de
manifiesto esta nueva localizacién para este factor de transcripcion no
descrita previamente. Como ademas se ha demostrado que c-Fos es
capaz de interaccionar con C-NAP1, se podria postular que C-NAP1
estaria ejerciendo de plataforma donde proteinas reguladoras, como c-
Fos, se pudiesen anclar y desempenar un papel en el centrosoma.
Diversos estudios en la literatura muestran a otras proteinas
centrosomales ricas en dominios “coiled-coil” (Ej. AKAP450 vy
pericentrina) como proteinas de anclaje para las mas de 100 moléculas
reguladoras que se localizan en el centrosoma (Doxsey et al., 2005).
Dichas proteinas reguladoras estan involucradas en diferentes niveles de
regulacion del centrosoma y tal vez c-Fos pudiese estar ejerciendo
alguna de estas funciones. Entre los ejemplos de proteinas reguladoras
del ciclo celular que se localizan en el centrosoma se encuentra el factor
de transcripcion p53 (Fukasawa et al., 1996), cuya funcion es regular el
ciclo celular y la apoptosis modulando la expresion de sus genes diana.
p53 es ademas un supresor de tumores encargado de parar el ciclo en
G1/S en respuesta a dafio en el ADN, de reparar el ADN, y si es
irreparable, inducir apoptosis, evitando que la célula danada se divida.
Su funcién en el centrosoma también estd relacionada con este control
del ciclo celular, puesto que tanto de manera directa, uniéndose al
centrosoma, como de manera indirecta, por accion de su efector p21
(Tarapore and Fukasawa, 2002; Tarapore et al, 2001), regula la
duplicacion del centrosoma.

Otro ejemplo de proteina reguladora con localizacion centrosomal
es NuMa. NuMa es una proteina de la matriz nuclear implicada en
replicacion y transcripcion durante la interfase, pero que, cuando el
nucleo se disgrega en la mitosis, se dispersa por el citoplasma y se
transloca al centrosoma gracias a su asociacion con los MTs por un

mecanismo dependiente de las proteinas dineina y dinactina. En el
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centrosoma, NuMa se convierte en una proteina mitética centrosomal
esencial, que se encarga de facilitar el entrecruzamiento de los MTs del
huso mitético, ayudando asi a la organizacion y estabilidad de este desde
el inicio de la mitosis hasta la anafase (Merdes and Cleveland, 1998; Sun
and Schatten, 2006).

Continuamente aparecen nuevas proteinas con localizacion
centrosomal, como es el caso del factor de transcripcion Kaiso, el cual se
ha localizado recientemente en el centrosoma de varios tipos celulares de
mamiferos, aunque se desconoce qué funcion pueda desempefar
(Kantidze et al., 2009). Kaiso presenta multiples residuos serina/treonina
cuya fosforilacion regula su localizacion subcelular e interaccién con
otras proteinas. Kaiso se une a promotores de proteinas como ciclina D1,
“metastasin” y otras (Daniel, 2007) y generalmente tiene una localizacién
nuclear difusa o asociada a estructuras puntuales en el nucleo.
Recientemente, se ha descrito que, durante la interfase, Kaiso no sélo se
localiza en el ntcleo sino que también se localiza en el centrosoma.
Ademas, en metafase se localiza en el centrosoma y en el huso mitético y
en telofase se acumula en el cuerpo medio (estructura formada por MTs
situada en la zona intermedia durante la anafase) (Soubry et al.). Kaiso se
localiza en el centrosoma junto a Catenina p120, una de las principales
proteinas que interaccionan con Kaiso y que regula la uniéon a ADN y

actividad transcripcional de Kaiso (Kantidze et al., 2009).

Estos son solo algunos ejemplos de proteinas reguladoras
localizadas en el centrosoma, cuyo nimero aumenta cada afo, poniendo
de manifiesto el desconocimiento que se posee de este diminuto

organulo.

Con estos precedentes es posible que c-Fos tenga una nueva

funcién fuera del nucleo, diferente a su funcion como factor de
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transcripcion. Ya otros autores han caracterizado una funcién de c-Fos
fuera del nucleo. c-Fos puede actuar como un activador citosolico de la
biosintesis de fosfolipidos gracias a su capacidad de union al reticulo
endoplasmatico (RE), activando enzimas relacionadas con la sintesis de
fosfolipidos requeridos para la biogénesis de membrana durante el
crecimiento celular y la formacion de las neuritas (Bussolino et al., 1998;
Bussolino et al., 2001; Gil et al., 2004; Guido et al., 1996). La asociacion de
c-Fos al RE es necesaria para su capacidad de activacion de la sintesis de
fosfolipidos, y esta union al RE es dependiente de la desfosforilacion de
c-Fos en residuos de tirosina (Portal et al., 2007). Las células en proceso
de proliferaciéon o extension de membranas promueven una masiva
biogénesis de membrana, a diferencia de aquellas que no estan
dividiéndose o no estan creciendo activamente. En células T98G
quiescentes, c-Fos se expresa en niveles muy bajos y se encuentra
fosforilado en sus tirosinas 10 y 30 y disociado del RE. La induccion de la
proliferacion celular, ademas de promover la induccion de la sintesis de
c-Fos, produce que el c-Fos pre-existente sea desfosforilado en sus
tirosinas 10 y 30 y que se asocie al ER, activando la sintesis de
fosfolipidos (Portal et al., 2007). En este contexto, c-Fos también se ha
implicado en la sintesis de otro componente ubicuo de la membrana, los
glicolipidos, debido a su asociacién directa con la glucosilceramida
sintasa (GlcCerS) (Crespo et al.,, 2008). Esta interaccién provoca la
activacion de la GlcCerS y la induccion de la sintesis de glucosilceramida
(GlcCer), primer glicosilado de la ruta de sintesis de glicolipidos (Crespo
et al., 2008). La sintesis de GlcCer por GlcCerS es catalizada en el ER y en
Golgi (Coste et al., 1986; Futerman and Pagano, 1991; Halter et al., 2007;
Kohyama-Koganeya et al., 2004).

Estos experimentos ponen de manifiesto la existencia de proteinas
finamente reguladas, capaces de dirigir diversos aspectos del proceso de

division celular en diferentes compartimentos celulares. La acciéon de
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proteinas con diferentes funciones en diferentes compartimentos
celulares permite la coordinacion de los diversos eventos que se
producen durante la division celular y tal vez c-Fos forme parte de este
mecanismo, regulando el ciclo celular a nivel transcripcional y a través

de la cohesion del centrosoma por su interaccion con C-NAPI.

Una segunda posibilidad que podria explicar la presencia de c-Fos
en el centrosoma consiste en que C-NAP1 estuviese reteniendo a c-Fos en
el centrosoma, facilitando su interaccion con otras proteinas. En este
contexto, la concentraciéon en un compartimento de los componentes
implicados en un proceso celular, sobre todo proteinas nucleares durante
la disgregacion del nucleo, puede preservar la integridad de los
complejos ensamblados. Esta posibilidad fue sugerida por Levchenko y
colaboradores, quienes describieron un modelo matematico que indicaba
que el acoplamiento fisico de moléculas pertenecientes a una misma red
mejoraba el control temporal y espacial, limitando las interacciones no
especificas (Levchenko et al., 2000). Ademas, estos autores propusieron
que este acoplamiento intra-red aumentaba la eficiencia de rutas

senalizadoras de quinasas (por ejemplo en la cascada de las MAPK).

La sobreexpresion de c-Fos disminuye la cantidad de C-NAP1

endégeno en el centrosoma

Una vez se habia caracterizado la interaccion de c-Fos-CEP2/C-
NAP1, el siguiente objetivo que se abord¢ fue estudiar las consecuencias
fisioldgicas que derivan de su interaccion. En primer lugar, existia la
posibilidad de que c-Fos tuviese un efecto sobre la funcion o localizacion
de C-NAP1. Para comprobar esta posibilidad se realizaron ensayos de

inmunofluorescencia, donde se observd que al sobreexpresar c-Fos en
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células humanas, la concentracion de C-NAP1 enddégeno en el
centrosoma disminuia significativamente, tanto en células en interfase
(Fig. I11.22, A), como en mitosis (B). Este efecto de la sobreexpresion de c-
Fos parece ser especifico sobre C-NAP1, ya que la sobreexpresion de c-
Fos no disminuia la cantidad de otra proteina centrosomal como es la y-
tubulina. Ademas, la sobreexpresiéon de JNK no tenia ningun efecto
sobre la localizacion centrosomal de C-NAP1, mostrando la especificidad
del efecto entre c-Fos y C-NAP1.

El efecto de c-Fos sobre C-NAP1 se podria explicar como un
arrastre de C-NAP1 por c-Fos, hacia el citoplasma o al nticleo, sugiriendo
un nuevo mecanismo de regulacion de la cohesion del centrosoma, como

se ha postulado anteriormente.

C-NAP1 provoca un aumento de la unién de AP-1a ADN

El siguiente paso que se planted fue estudiar si la interaccion entre
c-Fos y C-NAP1 podria implicar un mecanismo por el cual C-NAP1
modulase la union de los factores AP-1 a ADN.

Como se ha comentado en la Introduccién, la unién a ADN de los
factores AP-1 se ve afectada por uniones proteina-proteina. En base a
resultados previos de la Dra. Carmen Ivorra que mostraban que el
secuestro de c-Fos por la lamina A/C en la envoltura nuclear inhibia la
actividad transcripcional de AP-1 (Ivorra et al., 2006), se estudio el
posible efecto de C-NAP1 sobre la unién a ADN de los factores AP-1
mediante ensayos EMSA. Se utilizaron extractos nucleares solubles,
procedentes de células NIH-3T3 ayunadas o ayunadastestimuladas,
incubados con GST-C-NAP1Ct o GST. Los resultados mostraron un
incremento de la unién de AP-1 a ADN en los extractos
ayunadostestimulados incubados con GST-C-NAP1Ct en comparacion

con la incubacion de estos extractos con el control GST (Fig. I11.23).
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En este contexto, tal vez se haya descubierto una nueva funcion
para C-NAP1, no descrita previamente, que concuerda con la regulacion
precisa de c-Fos a través de su interaccion con otras proteinas. Podria ser
que C-NAP1 fuese capaz de entrar en el ntcleo junto con c-Fos y actuar
como coactivador de la transcripcion mediada por AP-1, y esto podria
explicar los resultados observados en el apartado anterior. Se han
descrito diversos ejemplos en la literatura, donde proteinas
centrosomales interaccionan con factores de transcripcion modificando
su actividad. Por ejemplo, la proteina centrosomal CEP290 es capaz de
modular la actividad del factor de transcripcion ATF4 en el nucleo (Sayer
et al.,, 2006) y la proteina centrosomal CPAP es capaz de actuar como
coactivador de la actividad transcripcional de los factores de
transcripcion Stat5 y NF-xB (Koyanagi et al., 2005; Peng et al., 2002) (ver
Apartado 4 Introduccion). Se desconocen los mecanismos por los cuales
CEP290 y CPAP se translocan del centrosoma al nucleo y regulan la

transcripcion génica.

Otra posibilidad podria ser que, frente a un estimulo determinado,
C-NAP1 ayudase a la activacion de c-Fos, por ejemplo, promoviendo su
fosforilacion.

En lo referente a esta posibilidad, ya existen en la literatura
multiples ejemplos de este método de regulacion de c-Fos. Asi, la lamina
A/C retiene a c-Fos en el anillo perinuclear inhibiendo su actividad
transcripcional (Ivorra et al., 2006), pero ademas facilita la fosforilacion
de c-Fos por parte de ERK1/2 cuando existe un estimulo mitogénico
(Gonzalez et al., 2008). La fosforilacion de c-Fos permite su liberaciéon de
la unién a lamina A/C y una rdpida activacion transcripcional de los
genes diana de AP-1 (Gonzalez et al., 2008). Este mecanismo permite a la

célula tener una cierta cantidad de c-Fos inactivo que, frente a un
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estimulo mitogénico, se activa rdpida e independientemente de la

sintesis de novo.

Como hemos comentado anteriormente, la regulacion de c-Fos a
nivel de modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacion es uno
de los mecanismos mas estudiados. Bravo y colaboradores observaron
que c-Fos podia ser inducido por factores de crecimiento en cualquier
fase del ciclo, exceptuando durante la mitosis (Bravo et al., 1986),
pudiendo postularse entonces que durante la mitosis las modificaciones
post-traduccionales jugarian un papel muy importante en la regulacion
de su actividad. El papel que juega el estado de fosforilacion de c-Fos
durante la mitosis se encuentra todavia poco descrito. En este contexto,
Yu y colaboradores, observaron que la proteina Aurora A, una
serina/treonina quinasa mitotica, era capaz de fosforilar c-Fos durante la
mitosis, lo cual no afectaba a la estabilidad de la proteina o a la
capacidad de transactivacion de c-Fos, pero si a su capacidad de
dimerizar (Yu et al., 2008). Aurora A esta implicada en la progresion del
ciclo celular, maduracion de los centrosomas, punto de control mitético,
etc. La sobreexpresion de Aurora A puede transformar células en cultivo
e in vivo, ademdas de producir un bloqueo de la citoquinesis y un
aumento en el nimero de centrosomas. Aurora A se localiza en el
centrosoma de células mitoticas, tanto en el PCM como en los centriolos.
Mientras su localizacion durante la mitosis estd universalmente
aceptada, existe diversidad de opiniones en cuanto a su localizacion
durante la interfase, tal vez debido a su estudio en diferentes lineas
celulares, modelos animales y anticuerpos (Kimura et al., 1997; Zhou et
al., 1998). Lukasiewicz y colaboradores observaron la localizacion de
Aurora A en el centrosoma durante todas las fases del ciclo celular, con
concentraciones minimas durante la interfase, pero concentraciones altas
durante la mitosis (Lukasiewicz and Lingle, 2009). En este sentido, la

localizacion de c-Fos en el centrosoma de células mitdticas podria estar
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regulada por la fosforilacion de la quinasa mitotica Aurora A, de modo
que c-Fos viese inhibida su capacidad de unirse a proteinas necesarias
para su actividad. Seria interesante pues, investigar el estado de
fosforilaciéon de la fraccion de c-Fos que se localiza en el centrosoma, un
tema no abordado en esta Tesis Doctoral. Por ejemplo, se podria
investigar si la posible fosforilacion de c-Fos por Aurora A pudiese
producir algun efecto que explicase el desplazamiento de C-NAP1 del

centrosoma, discutido en el apartado anterior.

En resumen, los resultados presentados sugieren una posible
funcién centrosomal de c-Fos, ya que se localiza en el centrosoma de
diversos tipos celulares y ademas su sobreexpresion ejerce un efecto
sobre C-NAP1, desplazandolo del centrosoma, y tal vez afectando a la
cohesion centriolar. Por otro lado, los resultados también apuntan a una
posible funcion de C-NAP1 activando la transcripcion de genes
regulados por AP-1, ya que se ha observado que promueve la union a
ADN de los factores de transcripcion AP-1. Los mecanismos por los
cuales realiza esta funcién se desconocen, pero basdndonos en la
literatura se han postulado dos posibles hipédtesis: que C-NAP1 actte
como coactivador de c-Fos en el nucleo, lo cual también explicaria el
desplazamiento de C-NAP1 del centrosoma al sobreexpresar c-Fos, o que
C-NAPI1 facilitase la activacion de c-Fos induciendo su fosforilacion.

En cualquier caso la funcién de c-Fos sobre el centrosoma o el
mecanismo por el cual C-NAP1 afecta a c-Fos esta todavia por
determinar. ;Estan c-Fos y C-NAP1 implicados en una regulacion dual
del ciclo celular? Futuros experimentos deberan responder a esta y a

otras numerosas cuestiones al respecto.
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¢La interaccion entre c-Fos y C-NAP1 podria tener una implicacion en

cancer?

Tanto c-Fos como el centrosoma estan implicados en cancer, una
patologia producida por la transformacion maligna de una célula. Dicha
transformaciéon se debe frecuentemente a la mutacion de genes
implicados en la regulacion de la proliferacion y muerte celular, llevando
a la proliferacion descontrolada de las células anormales, con capacidad

de invasion a otros tejidos.

Los genes diana de AP-1 incluyen reguladores clave de la
proliferacién, diferenciacion, apoptosis, invasion y metdastasis (Shaulian
and Karin, 2001; Tulchinsky, 2000; van Dam and Castellazzi, 2001). Poco
después de su descubrimiento, ya se implico a la familia Fos en la
progresiéon de tumores (Miller et al., 1984). Desde su primera relacion
con osteosarcomas y osteoblastomas, la familia Fos se ha implicado
también en cancer de mama, ovario, pulmon, piel, colon, pancreas, etc.
(Milde-Langosch, 2005).

El centrosoma se ha relacionado con diversas patologias. Por
ejemplo, se han descrito centrosomas disfuncionales en céncer, en el
sindrome de Alstrom (enfermedad hereditaria poco comun que cursa
con diabetes, cardiopatias, sordera, ceguera, etc), y en diversos
desdrdenes neuroldgicos, entre otros (Schatten, 2008).

En cuanto a la implicacion del centrosoma en procesos tumorales,
se ha caracterizado que las células cancerosas presentan con frecuencia
centrosomas amplificados, una causa importante de inestabilidad
cromosomica (Brinkley, 2001; D'Assoro et al., 2002; Fukasawa, 2005;
Lingle and Salisbury, 2000; Pihan and Doxsey, 1999), ademas de la
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pérdida de funcién del punto de control mitdtico y una funcién
defectuosa del quinetocoro. Una funcidn alterada en la nucleacién u
organizacion de los MTs por parte del centrosoma podria implicar la
pérdida de la arquitectura de la célula y del tejido, proceso observado en
muchos canceres (anaplasia). Los centrosomas amplificados son un rasgo
comun en modelos tumorales de humanos y animales, incluyendo cancer
de proéstata, neuroblastoma, glioma y carcinoma del timo (Friedlander,
1982; Gustafson et al., 2000; Kaneko et al., 1980; Kuo et al., 2000; Pihan et
al., 2001; Sharp et al., 1982), tumores solidos en el cerebro (Pihan et al.,
1998), en mama (Lingle et al., 1998), conducto biliar (Kuo et al., 2000),
colon (Ghadimi et al., 2000), carcinoma de cabeza y cuello (Gustafson et
al., 2000) y cancer de pancreas (Sato et al., 2001).

Las aberraciones del centrosoma encontradas en canceres no solo
estan constituidas por aberraciones numéricas, sino también
estructurales, como son: un aumento en el tamafio del centrosoma, la
formaciéon de cuerpos acentriolares (Casenghi et al., 2003; Fry et al.,
1998a) (debido a que las proteinas “coiled-coil” centrosomales son
propensas a formar ensamblajes intracelulares (Lingle et al.,, 2002)) y
alteraciones en el estado de fosforilacion de los componentes del PCM.
Aunque también se han encontrado alteraciones como un PCM
anormalmente grande, centriolos con orientacion anormal, y la posicion
del centrosoma con polaridad invertida en carcinomas humanos de
mama (Lingle and Salisbury, 1999) y en un modelo de cancer de prostata
murino (Schatten et al., 2000).

Aunque no se han establecido los mecanismos moleculares
subyacentes, se han propuesto diversas teorias, no mutuamente
excluyentes, para intentar explicar la aparicion de centrosomas
amplificados en canceres (Nigg, 2002; Nigg, 2006, Tarapore and
Fukasawa, 2002):
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1) La reduplicacion de los centrosomas: este proceso requiere una
interfase prolongada, que se puede dar in vivo en respuesta a dafio en el
ADN (Dodson et al., 2004). Algunas onco-proteinas pueden provocar
una reduplicacion del centrosoma, como Plk4, la cual puede también
producir el crecimiento de multiples pro-centriolos a partir de un solo
parental (Habedanck et al., 2005).

2) Fallo en la citoquinesis, causando una reduplicacién del genoma
y del centrosoma: estos dos resultados pueden favorecer la
supervivencia de células genéticamente inestables y potencialmente
daninas (Nigg, 2002; Storchova and Pellman, 2004). El fallo de la
citoquinesis se puede producir por varias causas, entre ellas la
persistencia del dafio en el ADN, desregulacion de los procesos que
llevan a la progresion de la mitosis o citoquinesis, etc. Un ejemplo de la
divisiéon que lleva a la amplificacion del centrosoma es la sobreexpresion
de la quinasa Aurora A, con frecuencia sobreexpresada en tumores
humanos (Anand et al., 2003; Meraldi et al., 2002; Meraldi et al., 2004).

3) Una separacion incorrecta de los centriolos, lo que puede
provocar que cada centriolo por separado forme un centrosoma diferente
(Forgues et al., 2003; Hut et al., 2003).

4) Formacion de novo de centrosomas acentriolares: recientemente
se ha descrito que no sélo los epitelios multiciliados especializados son
capaces de formar centriolos de novo, sino también células somaticas de
vertebrados cuyos centriolos han sido eliminados por ablaciéon con laser
o microcirugia (Dodson et al., 2004; Schatten et al., 2000).

5) Fusion de la célula (Hollander et al., 1999; Jallepalli and
Lengauer, 2001).

Muchas de las proteinas que se encuentran desreguladas en

tumores participan en la regulacién de la duplicacion e integridad de los

centrosomas, como son: p53 (Fukasawa, 2005), Aurora A (Meraldi et al.,
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2004), P1k1 (Strebhardt and Ullrich, 2006) y Nek2 (Hayward et al., 2004),
entre otras. Estas proteinas pertenecen a uno de estos tres grupos:
reguladores del ciclo celular, proteinas de respuesta a dafio en el ADN o
transporte ntcleo-citoplasmatico. Mutaciones que activan o inhiben estas
proteinas llevan a la formacion de multiples centrosomas, lo que a su vez
conduce a un aumento de los defectos mitdticos y errores en la
segregacion cromosomica, facilitando la progresion tumoral. En general,
los reguladores positivos de la duplicacion del centrosoma son
oncogenes y los reguladores negativos son supresores de tumores
(Fukasawa, 2007). Resumiendo, el centrosoma podria ser una de las
causas de interrupcion de la fidelidad y estabilidad gendmica, no so6lo
por cambios mecanicos, como la organizacion del huso mitético y
citoquinesis, sino también por su potencial para modular el ciclo de
celular mediante el reclutamiento de proteinas reguladoras de este

proceso.

Puesto que la inactivacion de C-NAP1 por diferentes técnicas,
produce la separacion de los centriolos (ver Apartado 3.2 Introduccién) y
esto podria ser una de las causas de la aparicion de centrosomas
amplificados en cdnceres, como se ha comentado anteriormente, puede
postularse una relacion entre centrosomas amplificados, cancer y
desregulacion de la expresion de c-Fos. Por ejemplo, en la mayoria de
carcinomas pancreaticos humanos, tanto el ARNm como la proteina de
c-Fos se encuentran sobreexpresados (Lee and Charalambous, 1994;
Wakita et al., 1992). La linea celular de carcinoma pancreatico de hamster
tiene incrementada la movilidad celular debido a la sobreexpresion de c-
Fos (Akagi et al.,, 1997). Ademas, en lineas celulares humanas de cancer
de pancreas se han descrito centrosomas anormales por su tamaro,

forma y numero, existiendo correlacion positiva entre el nivel de
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defectos centrosomales y el nivel de desequilibrios cromosomales (Sato
et al., 2001).

Un ejemplo interesante es el observado en adenocarcinomas,
donde se ha descrito que existe una sobreexpresion de Fra-1 (otro
miembro de la familia de factores de transcripcion AP-1) y ciclina D,
resultado de una sobreexpresion anormal de B-Catenina en el nucleo, la
cual ha sido descrita recientemente en el centrosoma (ver Apartado 3.2

Introduccién) (Wang et al., 2002).

Consideraciones finales

En esta Tesis Doctoral se ha descrito una nueva interaccion entre el
factor de transcripcion c-Fos, perteneciente a la familia AP-1, y la
proteina centrosomal CEP2/C-NAP1, tanto in vivo como in vitro. Los
resultados demuestran que la interaccion se produce mediante el
dominio b-ZIP de c-Fos y una region de CEP2 que también contiene un
motivo en cremallera de leucinas (aa 2233-2293). La mutacién de una o
mas leucinas de la cremallera de leucinas de CEP2/C-NAP1 produce la
eliminacion de la interaccion con c-Fos. Asi, aunque la cremallera de
leucinas de CEP2/C-NAP1 no es suficiente para la interaccion con c-Fos,
la integridad de dicho dominio parece esencial. La colocalizacién de C-
NAP1 y c-Fos en el centrosoma se demostrd en experimentos de doble
inmunofluorescencia y mediante un aislamiento de centrosomas y
western-blot. Por otro lado, la sobreexpresion de c-Fos parece afectar a la
localizacion subcelular de C-NAP1, ya que disminuye su localizacion en
el centrosoma tanto en mitosis como en interfase. En cuanto a las
consecuencias funcionales de la interaccion, nuestros resultados sugieren

que C-NAP1 promueve la uniéon a ADN de factores AP-1.

En su conjunto, estos resultados ilustran una nueva funcion para la

proteina CEP2/C-NAP1 en la regulacion de la actividad transcripcional
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de c-Fos, mecanismo descrito para diferentes proteinas centrosomales
con otros factores de transcripcion. Esta regulacion podria ser directa,
actuando C-NAP1 como coactivador de c¢-Fos, aumentando la
transcripcion de los genes diana regulados por los factores AP-1. Por
otro lado, podria ser una activacion indirecta de c-Fos, de modo que C-
NAP1 ayudase a la activacién de c-Fos, por ejemplo promoviendo su
fosforilaciéon o su localizacion en el centrosoma, donde podria

interaccionar con otras proteinas.

Nuestros hallazgos también sugieren una nueva posible funcién de
c-Fos en el centrosoma, desplazando a C-NAP1 fuera de este organulo.
Esta funcion se podria explicar por la estrecha relacion existente entre el
ciclo del centrosoma y el ciclo celular, no sélo debido a su implicaciéon en
la formacién del huso mitdtico y citoquinesis, sino también por la
funciéon del centrosoma como “estaciéon de anclaje” de moléculas
reguladoras del ciclo celular. Asi, el centrosoma juega un papel critico en
la regulacion del ciclo celular, tanto en mitosis como en interfase,
proveyendo de una plataforma central donde, por medio de la
integracion, regulacion y amplificacion de las rutas de senalizacion, se

desencadenaran las siguientes fases del ciclo celular.

Finalmente, tanto el centrosoma como c-Fos estan involucrados en
el desarrollo de procesos cancerosos, por lo que seria interesante
investigar si la relacion entre c-Fos y C-NAP1 tiene alguna implicacion

en este proceso patoldgico.

Estudios futuros deberan abordar muchas preguntas, todavia sin
respuesta, en cuanto a las implicaciones funcionales de la interaccion
entre c-Fos y C-NAPI.
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1)

2)

3)

7)

En un sistema de doble hibrido en levadura, el dominio b-ZIP de
c-Fos interacciona con la zona C-terminal de la proteina
centrosomal CEP2 (CEP2Ct). Esta interaccidon se observa también
entre la proteina recombinante CEP2Ct y c-Fos endogeno

presente en células de mamifero.

El motivo en cremallera de leucinas de CEP2 (aa 2233-2293) es

necesario, pero no suficiente, para la interaccion con c-Fos.

In witro, la proteina recombinante C-NAP1Ct humana
interacciona tanto con c-Fos endégeno de células humanas HeLa
como con c-Fos sobreexpresado. También en este caso la
cremallera de leucinas de C-NAP1 (aa 2275-2296) es necesaria

para la interaccion con c-Fos.

Experimentos de coinmunoprecipitacion y western-blot en
células HeLa, demuestran que la interaccion entre las proteinas
sobreexpresadas C-NAP1Ct y c-Fos ocurre in vivo. La mutacion
de las leucinas 2275, 2282 y 2289 de C-NAP1 disminuye la

interaccion con c-Fos como ocurria con las proteinas murinas.

Experimentos de doble inmunofluorescencia confocal sugieren
que C-NAP1 colocaliza en el centrosoma con v-tubulina
(marcador de este organulo) y c-Fos en diversos tipos celulares
(HeLa, NIH-3T3 y U20S).

c-Fos y C-NAP1 co-purifican en fracciones celulares

enriquecidas con centrosomas.

La sobreexpresion de c-Fos en células humanas HelLa provoca
una disminucion de la cantidad de C-NAP1 presente en el

centrosoma, tanto en células en interfase como en mitosis.
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8) In vitro, la incubacion de extractos nucleares de células NIH-3T3
con GST-C-NAP1Ct aumenta la unién a ADN de AP-1 inducida

por mitogénesis.
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