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1. EL CICLO CELULAR

1.1 VISION GENERAL DEL CICLO CELULAR

La division celular constituye un proceso altamente conservado, formado por
cuatro fases secuenciales que constituyen el ciclo celular: Gy, S, G, y M (Figura 1). La fase
G (del inglés Gap, hueco) es el periodo principal de crecimiento celular; la célula aumenta
en tamafio y comienza la transcripcion de genes implicados en el control del ciclo y la
sintesis de proteinas. En la fase S (Sintesis de DNA) tiene lugar la duplicacion del genoma
y los primeros pasos de la formacion del huso mitético. Durante la fase G, (Gap?2), en la
que la célula se prepara para la division, se controla que la célula tenga el tamafio adecuado
y que el DNA se haya replicado correctamente. En la fase M (Mitosis), que engloba a
mitosis y citocinesis, se produce la rotura de la envoltura nuclear, la condensacion de la

cromatina y la segregacion de los cromosomas en dos células hijas.

Gl

G2

Figura 1. Ciclo celular de mamifero. Se representan las diferentes fases del ciclo

celular: Gy, S, G, y M. La R sefala el punto de restriccién, que tiene una posicion

relativa dentro de G, que dependera del tipo celular.
Una célula recientemente formada podré abandonar el ciclo, y permanecer quiescente en
fase Gy, si en etapas tempranas de G; se encuentra bajo condiciones de ausencia de sefales
pro-mitdgenas (factores de crecimiento) y/o en presencia de sefiales anti-mitogenas. Mas
alla de este punto, llamado punto de restriccion (R), la célula estara comprometida a una
nueva ronda de division celular (Pardee 1974)'. El punto de restriccién suele ser

considerado equivalente a el punto de control en el ciclo de levaduras denominado START

1 Pardee definié el punto de restriccion como un punto en G; a partir del cual la célula
puede continuar el ciclo en ausencia de nutrientes, no de factores pro-mitogenos.
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(L. H. Hartwell et al. 1971), pero este ultimo no es sensible a factores de crecimiento, sino

a la disponibilidad de nutrientes.

El ciclo celular es un proceso que debe estar regulado de una forma muy estricta para
asegurar una correcta division celular. Esta regulacion consiste en una serie de puntos de
control (checkpoints) entre las diferentes fases, que induciran la detencién del ciclo en caso
de que no se cumplan las condiciones adecuadas para la progresion a la siguiente fase (L.
Hartwell y Weinert 1989). En procesos tumorales existe una desregulacion de los
mecanismos de control de la division celular. Esto hace que ésta sea una situacion en la

que es de vital importancia entender cémo funciona el sistema de control del ciclo celular.

1.2 QUINASAS DEPENDIENTES DE CICLINA

Los principales reguladores del ciclo celular son las proteinas quinasa dependientes
de ciclina o CDKs (del inglés Cyclin Dependent Kinases), una familia proteinica muy
conservada en la evolucion. Se trata de serina/treonina-quinasas prolina-dirigidas, que
fosforilan diversos sustratos a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular, de manera
que ¢éste avance de forma ordenada. La habilidad para fosforilar a sus sustratos, y hacerlo
en el momento correcto, viene determinada por la presencia de otras proteinas: las ciclinas.
Estas constituyen las subunidades activadoras de los complejos CDK-Ciclina y confieren a
las CDKs especificidad por sus sustratos. El término ciclina surge debido a que las mismas
se encuentran sujetas a una regulacion dependiente de ciclo, con picos en diferentes

momentos del mismo.

La actividad CDK se encuentra regulada no s6lo por la union a las ciclinas, sino por otros
mecanismos. Estos mecanismos incluyen fosforilaciones activadoras por parte de la CAK
(quinasa activadora de CDK, del inglés CDK-Activating Kinase), fosforilaciones
inhibidoras y union a CKIs (inhibidores de CDK, del inglés CDK Inhibitors) (Marcos
Malumbres y Barbacid 2005).

Las CDKs fueron descubiertas mediante screenings genéticos y bioquimicos en los
organismos modelo Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae al estudiar
mutantes con defectos en el ciclo celular (L. H. Hartwell et al. 1971; Nurse y Bissett
1981). S. cerevisiae posee seis CDKs, que se pueden dividir en dos grupos: aquellas

implicadas en la regulacion del ciclo celular y aquellas implicadas en la transcripcion (J.
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Liu y Kipreos 2000). Cdc28 y Pho85, las reguladoras del ciclo, se asocian con multiples
ciclinas para llevar a cabo esta funcidon, aunque s6lo Cdc28 es esencial (Morgan 1997). Las
fluctuaciones en los niveles de ciclinas permiten la unidon secuencial de las mismas a
Cdc28, haciendo que sea posible la regulacion de procesos tan diversos por parte de una

sola CDK.

En mamiferos, las CDKs responsables de dirigir el ciclo celular son CDK1, CDK2, CDK4
y CDKG6 (revision en Satyanarayana y Kaldis 2009). Estas proteinas intervienen de forma
secuencial en el ciclo celular para permitir la progresion a través de las diferentes fases
(Figura 2). Al igual que en S. cerevisiae, para la correcta progresion del ciclo celular tan

solo es esencial la equivalente a Cdc28 en mamiferos, CDK1 (Santamaria et al. 2007).

.@ (@ Dominio unién a ciclina
M a Dominio quinasa
oo ~ PSTAIRE
CDK1  m 297 aa

. PSTAIRE

CDK2 1 298 aa

. PISTVRE
CDK4 1 1 303 aa

1
R
, PLSTIRE
, CDK6 = ™ 326 aa
@D

CDK2 )

Figura 2. Ciclo celular y CDKs de ciclo de mamifero. A) Fases del ciclo celular y las CDKs que
intervienen en cada una de ellas. B) Estructura basica de las principales CDKs de ciclo celular. Se indica
la secuencia de aminoacidos correspondiente a al dominio de unién a ciclinas asi como el niumero de
aminoacidos (aa) de cada CDK. El dendrograma se hizo mediante herramienta MUSCLE
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) a partir de las secuencias de aminoacidos correspondientes a los
dominios quinasa de las CDKs. El esquema de las estructuras se hizo a escala; las posiciones de los
diferentes dominios representados son las que figuran en la base de datos Pfam (www.pfam.xfam.org; ver

Materiales y Métodos)



INTRODUCCION

1.3 COMPLEJOS CDK-CICLINA DE CICLO CELULAR

A lo largo del ciclo celular de mamiferos se van formando diferentes complejos,
constituidos por varias CDKs y distintas ciclinas (Figura 3). Dichos complejos son los
considerados canonicos, con una participacion directa en el control del ciclo celular
(Hydbring, Malumbres, y Sicinski 2016). Otros complejos CDK-Ciclina, con funciones no

canonicas, tienen funciones fuera del control directo del ciclo celular, tal y como se vera

mas adelante.
A &
Coom) Coom)
=

M
&
s \< CDK2 )

B Nter
= Cter
CCNE1
CCNE2
CCND1
CCND2
CCND3
—

Gl

. 410 aa
404 aa
295 aa
289 aa
292 aa
465 aa
432 aa
1395 aa
433 aa
398 aa

" NLS
CCNAL
CCNA2
CCNB3
CCNBI
CCNB2

Figura 3. Complejos CDK-Ciclina de ciclo celular y estructura basica de las ciclinas candnicas.
A) Diferentes complejos de CDK-Ciclina intervienen en diferentes fases del ciclo celular. B)
Estructura basica de las ciclinas candnicas. Se representan las cajas de ciclina N-terminal y C-
terminal, asi como secuencias de sefializacion nuclear (NLS) y se indica el nimero de aminoacidos de
cada ciclina. El dendrograma se hizo partir de las secuencias completas de aminoacidos de las
ciclinas; las posiciones de los diferentes dominios representados son las que figuran en la base de

datos Pfam.

(o)
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Al inicio de Gy, sefales pro-mitdogenas promueven la asociacion entre las ciclinas tipo D
(CCND) y sus CDKs (CDK4 y CDK®6). La activacion de complejos tiene lugar a varios
niveles, incluyendo la sintesis y estabilizaciéon de CCND vy el transporte de los complejos al
nucleo, donde fosforilan a sus sustratos. Los complejos CDK4/6-CCND promueven el
avance del ciclo al iniciar la fosforilacion de proteinas de la familia retinoblastoma (pRb,
pl07 y pl30) (Sherr y Roberts 2004). Esto provoca la liberacion de factores de
transcripcion de la familia E2F, de forma que se activa la transcripcion de genes que se
encuentran bajo el control de los mismos y que son requeridos para la progresion del ciclo
celular. Entre ellos, de los primeros en activarse son CCNE y CCNA (Satyanarayana y
Kaldis 2009). Consecuentemente, al final de G; se activa CDK2 gracias a su uni6on con
CCNE. De este modo se completa la fosforilacion de pRb y aumenta la actividad
transcripcional mediada por E2F para permitir la entrada en fase S (Lundberg y Weinberg

1998).

Al inicio de la fase S, con la sintesis de CCNA, se produce el ensamblaje de los complejos
CDK2-CCNA, necesarios para la fosforilacion de proteinas necesarias para la replicacion
del DNA vy salida de fase S (Petersen ef al. 1999; Coverley et al. 2000). En Go/M, CCNA
se asocia a CDKI1 para salir de G; e iniciar la mitosis hasta profase, a partir de la cual
CCNA no es necesaria (Furuno, Elzen, y Pines 1999). Desde la transicion entre G, y M,
complejos CDK1-CCNB se encargan de conducir a las células a través M hasta su
finalizacion, momento en el cual estos complejos deben ser degradados para una correcta

salida de esta fase (Marcos Malumbres y Barbacid 2005).

A través de experimentos en que se delecionaron las diferentes CDKs de ciclo en ratones,
se vio que s6lo CDKI es esencial hasta las etapas intermedias de la gestacion (E12.5),
debido a la existencia de mecanismos de compensacion. La ausencia de las otras CDKs
comportaba deficiencias en la proliferacion de determinados tipos celulares (Santamaria
et-al. 2007), lo que indica que las CDKs “no esenciales” si tienen importancia en
determinadas situaciones. Estas situaciones concretas también podrian incluir a ciertos
momentos del desarrollo, a diferentes 6rganos, o a determinadas situaciones patologicas,

como el cancer.
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Como es de esperar, un incorrecto funcionamiento de estos controladores de ciclo puede
conducir a una proliferacion no programada. De hecho, CDKs y ciclinas funcionan como
oncogenes en diversos tipos de cancer (M Malumbres y Barbacid 2001), motivo por el cual
proteinas como CDK4 y CDK6 son diana terapéutica de gran interés (Hamilton e Infante
2016). Muchas ciclinas presentan patrones de expresion alterados en diversos tipos de
tumor. CCNDI1 se encuentra sobreexpresada en NSCLC (carcinoma de células no
pequefias de pulmon, del inglés Non-Small Cell Lung Carcinoma) (Sterlacci et al. 2010), al
igual que CCNE en tumores ovaricos (Kuhn ef al. 2016; Ayhan et al. 2017); por otro lado,
se ha propuesto el valor pronostico de la expresion de CCNB1 en cancer de mama ER+

(Ding et al. 2014).
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2. CICLINAS Y CDKs DE TRANSCRIPCION

La mayoria de estudios acerca de la implicacién de las ciclinas en cancer se ha
centrado en las cuatro subfamilias de proteinas (D, E, A y B) que intervienen directamente
en el ciclo. Pero existen muchas otras proteinas que también contienen la secuencia
conocida como “caja de ciclina” (Figura 4A). Se trata de una secuencia caracteristica de
aproximadamente 100 aminoacidos que forman cinco hélices o y que define a la familia
proteinica de las ciclinas (Noble et al. 1997). Algunas de estas ciclinas, conocidas como
ciclinas de transcripcion, forman complejos con CDKs—de transcripcion- (Figura 4B), y
tienen funciones descritas desde hace afios, sobre todo en transcripcion o en la respuesta a
dafio al DNA (Tabla 1). Estas ciclinas, al contrario que las cuatro que regulan el ciclo
celular, no tienen una expresion ciclica, y sus niveles son relativamente constantes a lo

largo de todo el ciclo celular.

A
CCNF  m— 1 I — 78600 | F-box
CCNH - T 3230 N
CCNC ' PR Waa Cter
NLS
CCNK [ [} I 580 aa
CCNTI1 1 I 726 aa
CCNT2 (] I 730 aa
_I: CCNLI1 - ] o —— - 526 aa
CCNL2 - (] _——— 520 aa
B
—— CDKS8 0 3 — 464 aa Dominio unién a ciclina
CDK9 ._PITALRE 372 2a “ Dominio quinasa
CDK12 —Pl—TAIRE 1490 aa
PITAIRE
CDK 13— 1512 aa
CDK7  NRTALRE - 346 aa
—E CDK11 _NRL 795 aa
PISSLRE
CDK10 - - 3604

Figura 4. Estructura basica de las ciclinas (A) y CDKs (B) de transcripcion. A) Se representan las cajas
de ciclina N-terminal y C-terminal, asi como secuencias de sefializacion nuclear. También se muestra la caja
F (F-box) caracteristico de la CCNF. Se indica el nimero de aminoacidos de cada ciclina. B) Se indica la
secuencia de aminoacidos correspondiente a al dominio de unidén a ciclinas asi como el numero de

aminoacidos de cada CDK.
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Otra diferencia respecto a los complejos de CDKs y ciclinas de ciclo celular es que las
CDKs de transcripcion no presentan el mismo grado de promiscuidad, y habitualmente una

CDK se compleja solamente con una ciclina (M Malumbres 2014).

Tabla 1. Ciclinas de transcripcion. Se muestran las funciones de estas ciclinas, en asociacién o no

con CDKs.

CICLINA FUNCION CDK
CCNC Transcripcién por RNA pol 11

Via Wnt/B-catenina CDK8

Inhibicién lipogénesis

Reparaciéon DNA CDK3
CCNF Respuesta a dafio en DNA .
Proteo6lisis mediada por SCF
CCNH Forma p.art.e dela CAK CDK7
Transcripcién por RNA pol 11
CCNK Transcripcién por RNA pol I CDK12 y CDK13
Respuesta a dafio en DNA CDK9
Respuesta a dafio en DNA CDK12
CCNL1 Procesamiento de pre-mRNA CDK11
CCNL2 Procesamiento de pre-mRNA CDK11
CCNT1 Transcripcién por RNA pol I CDK9
CCNT2 Transcripcién por RNA pol 11 CDK9

Fuente: Lim y Kaldis 2013

10
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3. CICLINAS Y CDKs ATIiPICAS

Pero las familias de las ciclinas y las CDKs se han seguido ampliando.
Principalmente a raiz del Proyecto Genoma Humano, fueron identificadas un numero
considerable de proteinas que poseen la caracteristica caja de ciclina (Figura 5A). En total,
la familia estaria compuesta por al menos 29 proteinas (Marcos Malumbres y Barbacid
2005). En cuanto a las CDKs, el genoma humano contiene al menos 20 genes que
codifican esta familia y otros 5 una familia relacionada conocida como CDKL (CDK like)

(Figura 5B).

A Nter
SPY1 [ ] - 313 aa = Cter
CCNI 1 — 377 aa Caja Speedy/RINGO
CCNG1 u — 295 aa " NLS
CCNG2 ] — 34402 | Transmembrana
CCNJ " ISseE 372 a2
CCNJL B T 435 aa
e CNPPD1 -_— - — 410 aa
— CABLES| me—— n 633 aa
5 _|: CNTD2 — — 307 aa
CCNO I [ B | 350 aa
FAMS58A 1 — 248 aa
_l CONY — =1 341 aa
CCNYL1 — —-— 359 aa
—— CNTDI1 I 323 aa
B L
CDK19 g\’ISACRE 502 aa Dominio union a ciclina
¥ Dominio quinasa
PCTAIRE
CDK18 s 502 aa
CDK16 & 496 aa
CDK17 % 523 aa
PFTAIRE
CDK 14 [ — 451 aa
CDKIS e 435 2a
f—— CDK20 lw 346 aa
CDKL5 R —— | 030 22
KKIALRE
CDKLI1 W e - 358 aa
CDKL4 o —— 342 2
KKIAMRE
CDKIL2 T 493 aa
CDKL3 .2(IALRE 455 aa

Figura S. Estructura basica de las ciclinas atipicas (A) y las nuevas CDKs (B).
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Hasta hace poco, estas nuevas CDKs y ciclinas eran conocidas también como orphan, ya
que se desconocian sus respectivas parejas. Recientemente se han descrito algunas
interacciones entre estas nuevas proteinas, por ejemplo CDKS5-CCNI (Brinkkoetter et al.
2009) y CDK14/16-CCNY (Jiang et al. 2009; Mikolcevic et al. 2012). Es por ello que, tal
y como se justificara mas adelante en este trabajo, propongo denominar a estas nuevas

ciclinas como “ciclinas atipicas”.

3.1 NUEVAS CDKs

A lo largo de la evolucién, las CDKs han aumentado en nimero y en grado de
especializacion. Mientras que las células de S. cerevisae poseen seis CDKs, el genoma de
mamiferos, tal y como se acaba de comentar, codifica para al menos veinte. Este
incremento del nimero de CDKs a lo largo de la evolucion no ha sido simétrico (Tabla 2):
de dos CDKs de ciclo celular en S. cerevisae, pasamos a once en mamiferos, mientras que
la diferencia respecto a las CDKs de transcripciéon es mucho menos notable (de cuatro a

nueve).

Tabla 2. CDKSs de ciclo y de transcripcion en S. cerevisae y mamiferos.

CDKSs de ciclo CDKs de transcripcion
S. cerevisiae Mamiferos S. cerevisiae Mamiferos

Cdc28 CDK1 Kin28 CDK7

Pho85 CDK2 Srb10 CDKS8
CDK3 Burl CDK9
CDK4 Ctkl CDK10
CDKS5 CDK11
CDK6 CDK12
CDK14 CDK13
CDKI15 CDK19
CDK16 CDK20
CDK17
CDK18
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Todas las nuevas CDKs, excepto CDK19 y CDK?20, son més cercanas filogenéticamente a
las CDKs de ciclo celular que a las de transcripcion (M Malumbres 2014). Esta cercania a
proteinas que juegan un papel tan importante en patologias como el cancer podria ser

indicativo de funciones relevantes de estas nuevas CDKs que merece la pena investigar.

Las CDKs 14 y 15, y las 16, 17 y 18 conforman dos subgrupos de CDKs, PFTAIREs y
PCTAIREs respectivamente, en base a la secuencia de interaccion con las ciclinas,
correspondiente a la PSTAIRE de CDK1. Hasta hace unos afios se consideraban CDKs
orphan, ya que no se conocia su interaccion con ninguna ciclina. Recientemente se ha
descrito la interaccion de miembros de las dos familias con la nueva ciclina CCNY y con
SPY1, una proteina que no es considerada ciclina, pero que es capaz de interaccionar con

CDKs (se explica en el apartado 3.2 Nuevas Ciclinas).

CDKI16 y 18 se expresan principalmente en tejidos post-mitdticos como cerebro y
testiculos (Besset, Rhee, y Wolgemuth 1999), mientras que CDK17 predomina sélo en
cerebro (Hirose et al. 1997). A nivel subcelular, CDK16 localiza en el citoplasma y el
nucléolo de neuronas (Le Bouffant ez al. 1998; Charrasse ef al. 1999), pero la fraccion que

interacciona con CCNY es dirigida a la membrana plasmatica (Mikolcevic et al. 2012).

CDK16 estd implicada en el crecimiento de neuritas (Graeser et al. 2002) y en desordenes
intelectuales (Ropers 2010); su expresion se encuentra ademas aumentada en tejidos
derivados de tumores de mama y prostata (Yanagi et al. 2014) y contribuye al crecimiento
tumoral (Yanagi y Matsuzawa 2015). La disminucion de los niveles de CDK16 mediante
siRNA induce una inhibicién del crecimiento de tumores en ratones con xenoinjertos de
cancer colorrectal (Yanagi et al. 2016) mientras que no afecta a la proliferacion de células
no transformadas (Yanagi y Matsuzawa 2015). Esto la hace muy atractiva como potencial
diana terapéutica, de hecho, se ha reportado que el inhibidor de quinasas rebastinib, que
actualmente esté en fase I de un ensayo clinico para leucemia mieolide cronica, es capaz de
inhibir a CDK 16 (Dixon-Clarke et al. 2017). Estos datos apuntan al interés que tendria el

desarrollo de inhibidores especificos de esta CDK.
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3.2 CICLINAS ATIiPICAS

Al igual que el resto de las ciclinas, las ciclinas atipicas contienen la caja de ciclina

N-terminal, necesaria para la union a la CDK. Sin embargo, la mayoria de las ciclinas

atipicas, a excepcion de CCNJ, CCNJL y CCNO, carece de la caja de ciclina C-terminal

(seglin base de datos Pfam, Finn et al. 2016), que se considera requerida para el correcto

plegamiento de las ciclinas. En la mayoria de los casos siguen sin conocerse las parejas, las

funciones o los mecanismos reguladores de estas proteinas.

En la Tabla 3 se muestran otras caracteristicas estructurales de las ciclinas atipicas asi

como sus posiciones en la secuencia primaria de la proteina.

Tabla 3. Caracteristicas estructurales de las ciclinas atipicas.

CICLINA

CABLESI1

CCNGI
CCNG2

CCNI

CCNJ

CCNIL

CCNO

CCNY

CCNYLI

CNPPDI1

CNTDI
CNTD2
FAMSSA
SPY1

DOMINIOS!
TIPO POSICION
(aa)

Ciclina Nter 490-616
Ciclina Nter 17-150
Ciclina Nter 21-154
Ciclina Nter 15-143
Ciclina Nter 15-143
Ciclina Cter 145-268
Ciclina Nter 14-104
Ciclina Cter 193-313
Ciclina Nter 104-229
Ciclina Cter 231-344
Ciclina Nter 134-265
Ciclina Nter 163-285

Ciclina 72-174
Ciclina Nter 109-178
Ciclina Nter 95-204
Ciclina Nter 15-137
RINGO box 68-200

REGIONES MOTIVO ENRIQUECIMIENTO?
TIPO POSICION TIPO POSICION - POSICION
(aa) (aa) (aa)
NLS* 59-70 Ala 2-134
PEST? 280-364
DDD? 31-36
76-103
4
e 317-335
Senal N
miristoilacion® -
Senal "
miristoilacion’ -
Transmembrana®  233-253
Gly 6-10
NLS* 228-240

Fuentes: 'Base de datos Pfam (www.pfam.xfam.org), “Nakamura et al. 1995, *Hernandez-Ortega et al. 2013,
*Predictor NucPred (www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/; Brameier et al. 2007), *UniProt (www.uniprot.org).
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A pesar del poco conocimiento que se tiene de las ciclinas atipicas, diversos
estudios las han relacionado con diferentes patologias, incluyendo ciertos tipos de cancer
(Franke et al. 2008; Wallmeier et al. 2014; R. Li et al. 2015; Zi et al. 2015; Haiyuan Liu et

al. 2016), motivo que las hace interesantes para su estudio.

3.2.1 SPY1

Las CDKs también pueden ser activadas por proteinas que no son consideradas
ciclinas. Un ejemplo es la familia de proteinas SPY/SPEEDY/RINGO (Lenormand 1999;
Ferby et al. 1999). Dicha familia carece de la caja de ciclina tipica de las ciclinas, pero son
capaces de interaccionar con CDKs a través de una secuencia denominada “caja RINGO”
(Cheng, Xiong, et al. 2005; Dinarina et al. 2005). Del mismo modo que muchas ciclinas,
SPY1 se expresa ciclicamente; a su vez, su degradacion a través del proteasoma, mediada
por ubiquitinacion, también tiene lugar de forma ciclica (Dinarina, Santamaria y Nebreda

2009; Lenormand 1999; Gutierrez et al. 2006)

Presenta la particularidad de que es capaz de unirse tanto a CDKs de la transicion G;/S
(CDK2) como de la Go/M (CDK1); ademas, la activacion de estas CDKs mediada por
SPY1 promueve la fosforilacion de sustratos no canonicos (Karaiskou et al. 2001; Cheng,
Gerry, et al. 2005). El complejo CDK1-SPY1 promueve la transicion G,/M, y favorece el
mantenimiento de elevados niveles de actividad CDK1 en mitosis (Dinarina 2009) y tiene
un papel esencial en meiosis (Gutierrez et al. 2006; Mikolcevic ef al. 2016). En complejo
con CDK2, SPY1 juega un papel importante en la entrada en fase S en células en cultivo.
De hecho, su sobreexpresion acelera la entrada en esta fase, asi como la proliferacion
celular. Por otra lado, la inhibicion de su expresion provoca un retraso en la entrada en S
(Porter et al. 2002; Porter, Kong-Beltran, y Donoghue 2003). Esta promocién de la
progresion del ciclo celular se da incluso en células senescentes o frente a estimulacion
pro-apoptdtica (Barnes et al. 2003; Gastwirt et al. 2006). Estos efectos parecen
dependientes de la actividad CDK, ya que mediante el uso de formas inactivas de CDK1 y
CDK2 desparecen los efectos que SPY1 tiene en las transiciones del ciclo celular (Cheng
et al. 2005). A dia de hoy, no se ha reportado la interaccion de SPY1 con CDK4 o CDKG6,
pero si es capaz de activar a CDKS5 (Dinarina et al. 2005; Nebreda 2006). La interaccion de
SPY1 con CDK16 también ha sido detectada en un screening mediante un ensayo de doble

hibrido en levaduras (Y2H, del inglés Yeast 2 Hybrid) (Mikolcevic et al. 2012).
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La activaciéon de CDK1 y CDK2 por parte SPY1, al contrario de lo que sucede para otras
ciclinas, no requiere fosforilacion activadora por parte de la CAK y los complejos que
forman son menos sensibles a inhibidores de CDKs como p21 y Mytl. Ademas, en un
fendmeno no conocido para ninguna ciclina, SPY1 es capaz de unirse y promover la
degradacion de p27 (McAndrew et al. 2007). Todo esto sugiere que SPY 1 podria ser capaz
de formar complejos activos en condiciones en que los complejos CDK-ciclina no lo son

(Karaiskou et al. 2001).

SPY1 se expresa en muchos tejidos y lineas celulares (Porter et al. 2002; Cheng, Xiong, et
al. 2005), y esta expresion se encuentra aumentada en diversos tipos de tumor, como por
ejemplo de mama, hepatico y de cerebro (Barnes et al. 2003; Zucchi et al. 2004; Ke et al.
2009; D Lubanska y Porter 2014; Dorota Lubanska et al. 2014). De hecho, su
sobreexpresion en células de mama promueve la tumorigénesis y la resistencia a
tamoxifeno a través de la activacion de ERK1/2 (Golipour et al. 2008; Ferraiuolo et al.

2017).

3.2.2 CCNI, CCNG1 y CCNG2

De especial interés para nuestro grupo de investigacion es la familia de las ciclinas
tipo PCL (de Pho85 CycLin). Se trata de un conjunto de ciclinas que, en S. cerevisiae,
interaccionan con la CDK Pho85 para dirigir el ciclo celular a través de G;. Sin embargo,
tal y como se ha explicado previamente, la principal CDK responsable de esta funcion es
Cdc28, en asociacion con las ciclinas tipo CLN, que por si sola es capaz de llevar a cabo
las funciones esenciales en el control del ciclo celular. A pesar de ello, Pho85 no deberia
considerarse una CDK redundante, ya que ésta parece ejercer sus funciones reguladoras
ante condiciones diferentes a aquellas en que predomina Cdc28 (Moffat y Andrews 2004;

Hernandez-Ortega et al. 2013).

Segun la base de datos del NCBI HomoloGene, Pcll no tiene un homdélogo en mamiferos.
Sin embargo, si se realiza un alineamiento de Pcll y CCNI (Figura 6), se pueden apreciar
las similitudes en su estructura: ambas poseen el DDD (Dmal Docking Domain) descrito
por Hernandez-Ortega y una caja de ciclina N-terminal en posiciones equivalentes. El

DDD consiste en una secuencia de desestabilizacion a través de la cual Pcll es
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ubiquitinada para su degradacion (Hernandez-Ortega et al. 2013). También se ha postulado
la presencia de una secuencia de desestabilizacion PEST en CCNI (Nakamura et al. 1995),
pero lo cierto es que la misma no es prototipica y estd ausente en Pcll. De hecho, CCNI es
degradada por el proteasoma tras ser ubiquitinada, pero si se deleciona la dicha secuencia,
CCNI sigue presentando el mismo grado de ubiquitinacion (Nagano ef al. 2013), lo que
sugiere que tal vez esta secuencia PEST no es funcional y que el dominio DDD es el

realmente implicado en la regulacion de los niveles de CCNI.

" DDD
PCL1 1 29 36 55 160 279 Caj?,de ciclina
Region PEST
1 31 36 40 131 280 364 377

Figura 6. Caracteristicas de las ciclinas tipo PCL. Alineamiento de las estructuras basicas de Pcll y CCNI
en que se sefialan los principales dominios estructurales y la secuencia PEST propuesta en Nakamura ef al.

1995.

Por otro lado, CDKS5 aparece como la homologa en mamiferos de Pho85. Dado que la
pareja descrita de CDKS5 hasta el momento es CCNI, se podria pensar en la existencia de

un paralelismo entre estos dos complejos.

CCNI activa a CDKS5 y la retiene en el ntcleo, en contraste a p35 (otro activador de CDKS5
no ciclina), que parece retenerla en la membrana plasmatica (Saito ef al. 2007; Hagmann
et al. 2015). El complejo CDK5-CCNI disminuye la apoptosis en células diferenciadas
(Brinkkoetter et al. 2009; Weishaupt, Neusch, y Bihr 2003).

CCNI se expresa mayoritariamente en tejidos post-mitoticos y sus niveles de mRNA no
fluctian a lo largo del ciclo celular (Nakamura et al. 1995). Por estos motivos, se ha
considerado que CCNI no juega un papel en la regulacion de la proliferacion. Pero lo
cierto es que los niveles de proteina si oscilan a lo largo del ciclo, presentando un pico en
fase S. De hecho, células con CCNI delecionada se acumulan en G,/M y disminuyen su

proliferacion (Nagano et al. 2013).

Los niveles de CCNI se encuentran aumentados en cancer de ovario y tumores invasivos

de mama y se ha visto que este aumento en su expresion correlaciona con la actividad
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proliferativa y angiogénica (Cybulski et al. 2012; Landberg et al. 2005). Ademas,

promueve resistencia al firmaco cisplatina en cancer cervical (R. Li et al. 2015).

Por similitud de secuencias, CCNI y las también atipicas CCNG1 y CCNG2 forman un

subgrupo dentro de la familia de las ciclinas (ver Figura 5).

CCNGH, cuya expresion es activada transcripcionalmente por p53 (Ohtsuka et al. 2003),
tiene unos niveles maximos de expresion entre las fases G, y M (Seo et al. 2006). Es capaz
de interaccionar con CDK 1, CDK2, CDK4, CDK5 y CDK®6 (Piscopo y Hinds 2008), pero
el significado fisioldgico de estas interacciones no esta claro, ya que los complejos no
muestran actividad in vitro. El hecho de que la caja de ciclina de CCNG1 intervenga en su
degradacion por ubiquitinacidon, podria hacer pensar que la interaccion con las CDKs

regula la estabilidad de la ciclina.

Acerca de CCNGI se han reportado tanto efectos positivos como negativos en la
proliferacion celular. Se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de cancer como
tumores hepaticos (Jensen et al. 2003), donde promueve la transicion epitelio-
mesenquimal y facilita la metéstasis (Wen et al. 2012) y aumenta la proliferacion al
expresarse de forma ectopica (Smith er al. 1997). Ratones deficientes en CCNGI1
desarrollan menos tumores, y €stos son de menor tamafio y malignidad (Jensen et al.
2003). También se ha demostrado la implicacion de CCNG1 en la expansion de TICs
(células iniciadoras de tumor, del inglés Tumor Initiating Cells) de hepatoma mediante
induccion del factor de transcripcion SOX2, implicado en el desarrollo de células madre de

cancer (Wen et al. 2013).

Por otro lado, CCNGI1 parece funcionar como regulador negativo de la proliferacién en
otros contextos, por ejemplo en células tumorales de endometrio (F. Liu et al. 2013). Se ha
reportado su implicacidén en apoptosis y en la regulacion de checkpoints, lo cual guardaria
relacion con el hecho de que sea diana transcripcional de p53 ante dafio en DNA (Russell
et al. 2012). Ademas, CCNGI interacciona con PP2A, que es regulador negativo del
crecimiento celular (Okamoto ef al. 2002) y con una quinasa no CDK, la GAK (Quinasa
asociada a ciclina G, del inglés cyclin G Associated Kinase), que esta implicada en la
sefalizacion por receptores del factor de crecimiento epidérmido EGFR (Kanaoka et al.

1997; Zhang, Gjoerup, y Roberts 2004).
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En el caso de CCNG2, parece claro su papel como inhibidor de la progresion del ciclo
celular. Interacciona con la mencionada fosfatasa PP2A, disminuyendo la fosforilacion de
CDK2 y provocando citocinesis aberrantes (Bennin ef al. 2002). Su expresion se encuentra
aumentada en células en proceso apoptotico (Horne et al. 1996; Horne et al. 1997), y
disminuida en diversos tipos de tumor. Esta baja expresién correlaciona con una mayor

progresion tumoral y un pronostico desfavorable (Xiao et al. 2015; G. G. Sun et al. 2014).

3.2.3 CNTD2

CNTD2 es una ciclina para la que practicamente no se dispone de informacion
publicada. Existen datos acerca de los niveles de expresion procedentes de analisis masivos
en diversas bases de datos y también se ha asociado a una metilacion diferencial de DNA

ante la exposicidn a nicotina en pulmoén fetal (Chhabra ef al. 2014).

3.2.4 CCNY

CCNY, una ciclina ampliamente expresada, constituye la ciclina mas conservada
en metazoos, a excepcion de CCNC, incluso en regiones externas a la caja de ciclina (D.
Liu y Finley 2010), lo que sugiere que tiene una funcién relevante. Tiene un perfil ciclico
de expresion, con un pico en la transicion G/M (Davidson et al. 2009). Del mismo modo
que la pareja CDK16-SPY1, CCNY fue identificada como interactor de CDK14 y CDK16
a través de ensayos de Y2H (Jiang et al. 2009; Mikolcevic et al. 2012).

Una caracteristica de CCNY, ausente en el resto de ciclinas, es la presencia de una sefal de
miristoilacion en su extremo N-terminal. Esta sefial, consistente en la presencia de una
glicina en la posicion 2 de la cadena polipeptidica, dirige a la proteina a la membrana

plasmatica. Asi, CCNY sera capaz de reclutar a sus CDKs a la membrana.

La activacion de CDK16 por parte de CCNY no requiere de fosforilacion previa por parte
de la CAK. Sin embargo, si se ha sugerido la necesidad de que CCNY interaccione con

una proteina 14-3-3 antes de poder activar a CDK16 (Shehata et al. 2015).
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CCNY esta implicada en procesos fisioldgicos como la espermatogénesis (Mikolcevic et
al. 2012), la adipogénesis (An et al. 2015) o la formacion y destruccion de sinapsis en
neuronas post-mitéticas (Ou et al. 2010; Park ef al. 2011). También tiene un papel esencial
en el mantenimiento de la capacidad de auto-renovacion y regeneracion de células madre
de mama (Zeng et al. 2016). A su vez, CCNY se ha visto implicada en diversos tipos de

cancer, entre ellos, glioma y carcinoma hepatocelular (Xu et al. 2009; T. Sun ef al. 2014).

Gran parte de los efectos de CCNY se deben a su implicacion en la via de Wnt/f3-catenina
(Davidson et al. 2009). Durante la mitosis, CCNY recluta a CDK14 a la membrana
plasmatica, donde fosforila a LRP6 (receptor de ligandos Wnt) activando asi esta via de
sefalizacion. Esto implica que en ausencia de ligandos Wnt, la activacion de la via esta
mediada por el complejo CDK14-CCNY, y que estd, por tanto, bajo el control del ciclo
celular. A su vez, la sefializacion Wnt también esta implicada en el control del ciclo, ya
que promueve la progresion a través de la fase G1 por induccion de la transcripcion de
CCNDI1. De esta forma, se genera un bucle de retroalimentacion que podria estar
promoviendo la sincronia de los diferentes eventos del ciclo celular. Ha sido sugerida la
existencia de cierto grado de redundancia entre CCNY y su pardloga CCNYLI en la
activacion de Wnt, lo que podria apuntar a la importancia que la regulacion de esta via
tiene (Zeng et al. 2016). Tanto CCNY como CCNYLI1 tienen dos isoformas, una de las
cuales se encuentra miristoilada y otra no. Parece que la CCNY no miristoilada localiza
principalmente en nucleo (X. Li ef al. 2009) lo que podria apuntar a funciones de CCNY

en el mismo.

Tal y como se ha mencionado, es poca la informacidon existente acerca de las ciclinas
atipicas. La mayoria de los datos disponibles proceden de estudios masivos y la
informacion se encuentra muy dispersa. En los anexos de este trabajo se pueden encontrar
una serie de tablas que recopilan la informacién disponible en diferentes bases de datos

acerca de las ciclinas atipicas que son objeto de estudio en este trabajo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar complejos CDK-Ciclina atipicos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar nuevos complejos CDK-Ciclina implicados en la regulacion del ciclo

celular

2. Identificar sustratos de los nuevos complejos CDK-Ciclina

Caracterizar complejos
CDK-Ciclina atipicos

Parte 1 v y parte 2
NUCVQS Sustratos de los
complejos nuevos complejos

CDK-Ciclina e

Interactores de ciclina

Sustratos de CDK
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MATERIALES Y METODOS

1. CONSTRUCCION DE DENDROGRAMAS Y DIAGRAMAS DE
ESTRUCTURAS PROTEINICAS

Los dendrogramas de las CDKs y las ciclinas se confeccionaron mediante el uso de
la herramienta MUSCLE (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) usando los parametros
predeterminados. En el caso de las CDKs, se tuvieron en cuenta los dominios quinasa,

mientras que para las ciclinas se utiliz6 la secuencia completa.

Los diagramas de las estructuras estan hechos a escala, y las posiciones de las diferentes

estructuras que se sefialan proceden de diversas fuentes:

* Dominios quinasa de CDKs, dominios transmembrana: UniProt (www.uniprot.org)

* Dominio de union a ciclina: Manning 2002

* C(Cajas de ciclina, cajas F-box, cajas RINGO: Pfam (www.pfam.xfam.org)

* Secuencias de sefalizacion nuclear (NLS): www.sbc.su.se/maccallr/nucpred;

Brameier et al. 2007

2. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

Las diferentes construcciones empleadas en este trabajo se obtuvieron mediante
clonacién por recombinacion mediante el kit In-Fusion HD (Clontech, 639649) segtn las

instrucciones del fabricante.

Las diferentes ciclinas y CDKs fueron clonadas en los vectores pGBKT7 y pGADT,
respectivamente, incluidos en el kit Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System
(Clontech, 630489). Los vectores control pGBKT7-Lam, pGBKT7-p53 y pGADT7-AgT
estan incluidos en dicho kit. CNTD2 fue adquirido como un gBlock (IDT) basado en la
secuencia de Ensemble ENST00000430325.6. El resto de insertos se amplificaron a partir
de cDNA obtenido de diferentes lineas celulares mediante un kit comercial (Bio-Rad,

1708890).
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Las proteinas de fusion a GST se obtuvieron por clonacién de las mismas en el vector
pGEXG6P1. En este vector de expresion bacteriana, las proteinas se producen fusionadas a
un GST N-terminal. Para la generacion de la PRCI1 no fosforilable, pGEX6P1-
PRCI1(T481A), y de la CDKI16 analogo-sensitiva (AS), pGEX6P1-CDK16(F240G), se
llevo a cabo una mutagénesis dirigida, en la que se utilizan unos oligonucledtidos que
contienen el cambio puntual deseado y que al incluirse en la mezcla de PCR, introducen la

modificacion nucleotidica necesaria para generar la mutacion.

Para la sobreexpresion de proteinas en lineas celulares, éstas fueron clonadas en el vector
pIRES2eGFP. SPY1 fue clonada con un fag Flag en N-terminal, mientras que PURA y
ERC2 se clonaron con un tag Flag en C-terminal. Este vector contiene un sitio interno de
unioén del ribosoma (IRES) entre el MCS y el gen para la proteina eGFP. De esta forma, la
proteina clonada y el eGFP se transcriben al mismo tiempo sin generarse una proteina de

fusion.

3. ENSAYO DE DOBLE HiBIDO EN LEVADURA

3.1 Transformacion de levaduras

Se utilizaron dos cepas de levadura de diferente tipo sexual (mat, de mating type).
La cepa AH109 mat a forma parte del kit Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System
(Clontech, 630489); la cepa Y187 mat o fue proporcionada por Rosa M. Aligué, de la

Universidad de Barcelona.

La transformacion de los plasmidos se hizo mediante el método del acetato de litio. Las
construcciones basadas en el vector pPGBKT7, que proporciona el gen TRPI necesario para
complementar esa auxotrofia, se transforman en la cepa AH109 y plaquean en un medio
sintético carente de Trp para su seleccion. Las construcciones basadas en el plasmido
pGADT7, que proporciona el gen LEU?2, se transforman en la cepa Y187 y plaquean en
medio sintético carente de Leu. Para su crecimiento, las placas se mantienen a 30°C

durante aproximadamente 48h.
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3.2 Mating

Una colonia de cada una de las cepas, portadora de una ciclina o una CDK, se
inocula en el correspondiente medio sintético liquido (carente de Trp para AH109 o
carente de Leu para Y187). Estos cultivos se crecen durante aproximadamente 16h. a 30°C
en agitacion. Tras este tiempo se realiza un cultivo de 0.005 ODs (unidades de densidad
optica) de cada una de las ciclinas con 0.005 ODs de cada CDK con el fin de permitir el
mating. Al dia siguiente se plaquean 100 ul de una dilucion 1/10 de cada uno de estos
cultivos en medio carente de Trp y de Leu (DDO, doble drop-out) y en medio carente de
Trp, Leu, His y Ade (QDO, cuadruple drop-out). El medio DDO permite el crecimiento de
aquellas células que hayan realizado correctamente el mating y que, por lo tanto, sean
portadoras de los dos plasmidos. El medio QDO soélo permite el crecimiento en caso de
que las proteinas clonadas en los dos pldsmidos interaccionen, activando la transcripcion
de los genes reporteros HIS3 y ADE?2. Estas placas se mantienen a 25°C entre 3 y 5 dias

para permitir el desarrollo de colonias.

3.3 Evaluacion de la capacidad de crecimiento de los clones positivos

Los clones que presentaban crecimiento en QDO fueron cultivados en medio
liquido para la posterior evaluacion de su capacidad de crecimiento mediante la siembra de
diferentes diluciones en forma de dots en diferentes tipos de medio: DDO, QDO y DDOX
(DDO + X-a-Gal). El X-a-Gal (Cymit quimica, 02-J60151) es un sustrato cromogénico
para la enzima o-galactosidasa, codificada por el gen reportero MELI, que solo se

transcribe en caso de que haya interaccion entre las proteinas de interés.

3.4 Preparacion de extractos proteinicos de levadura para WB

A una cantidad de un cultivo en crecimiento exponencial correspondiente a 0,8
ODs se le anade un 20% de TCA (4cido tricloroacético), se incuba durante 10 min. para
permitir la precipitacion de las proteinas y se centrifuga a 4000 rpm durante 2 min. Tras

eliminar el sobrenadante, el pellet se resuspende en 50 ul de SDS-SB1x.
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4. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

4.1 Cultivo celular y transfeccion

Células Hek293T, U87, A549, MCF7 y HeLa se cultivaron en DMEM (Sigma-
Aldrich, D5671) suplementado con un 10% de FBS (Capricorn Scientific, FBS-12A)
inactivado y un 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, P0781). Las células se
mantuvieron a 37°C en ambiente himedo con 5% CO,. La ausencia de contaminacién por

micoplasma fue monitorizada peridodicamente.

Células Hek293T sembradas en placas de 100 mm de didmetro a una confluencia del 80%
fueron transfectadas con 30 ug de DNA plasmidico. Para ello se siguidé el método de
transfeccion con fosfato célcico. Brevemente, se mezclan 30 ug de DNA, con 433 ul de
buffer TE 0.1x, 242 ul de agua tamponada y 74 ul de CaCl, 2.5 mM. A esta mezcla se
agregan 750 ul de HeBS 2x al tiempo que se vortea vigorosamente. A continuacion se
incuba a temperatura ambiente durante 15 min. y posteriormente se afade gota a gota sobre

la placa de cultivo. A las 14 h. de la transfeccion el medio se reemplaza por medio fresco.
* TEO.1x: 1 mM Tris-HCl pH 8, 0.1 mM EDTA
* Aguatamponada: 2.5 mM HEPES pH 7.3

* HeBS 2x: 50 mM HEPES, 280 mM NacCl, 1.5 mM Na,HPO,.7H,0, ajustado a
pH 7 con NaOH

4.2 Preparacion de extractos celulares

A las células se les realiza un lavado con PBS 1x frio, para posteriormente
anadirles tampdn de lisis suplementado con inhibidores de proteasas (Thermo Scientific,
88266) y de fosfatasas (Thermo Scientific, 88667). Las células son despegadas mediante
scrapping y mantenidas en hielo durante 15 min., tras lo cual son sonicadas y clarificadas

por centrifugacion a 14000 rpm a 4°C durante 15 min.

* Tampoén de lisis de células: 25 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0.2 % NP40 (IGEPAL CA630)*
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*Para la busqueda de interactores de CCNY mediante Co-IP seguida de espectrometria de
masas (ver Resultados), ademas de este tampon, se utilizdo el mismo pero aumentando la

cantidad de NP40 al 1%.

4.3 Preparacion de extractos de cerebro de rata

El tejido cerebral es homogeneizado mediante un douncer junto el tampoén de
extraccion suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasa, manteniéndolo siempre
sobre hielo. Posteriormente, el homogeneizado es trasferido a un tubo y mantenido en
rotacion a 4°C durante 1h. El extracto es clarificado mediante centrifugacion a 14000 rpm

a 4°C durante 15 min.

* Tampo6n de extraccion: 50 mM HEPES-KOH pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% NP40
(IGEPAL CA630), ImM DTT

La cantidad de proteina en las muestras es determinada mediante el método de Bradford

(Bio-Rad) segun las instrucciones del fabricante.

Los cerebros utilizados proceden de ratas suministradas por el estabulario de la
Universidad de Barcelona, con autorizacion del proyecto de experimentacién con niumero

de orden de la Generalitat de Catalunya 9228.

5. TECNICAS BIOQUIMICAS

5.1 Expresion y purificacion de proteinas fusionadas a GST

Las proteinas fusionadas a GST, clonadas en el vector pGEX6P1, fueron
transformadas en E.-coli BL21. Las células se llevan a crecimiento exponencial a 37°C
durante 5 h. Tras este tiempo, la temperatura se baja a 18°C y se afiade 200 mM IPTG
(Applichem, A4773) para inducir la expresion de la proteina durante 16 h.

El cultivo se centrifuga y el pellet se resuspende en tampon de lisis. A continuacion se
anaden 125 ug/ml de lisozima (Sigma Aldrich, L6876), 16.5 ug/ml de DNasa I (Panreac,
A3778,0100) y 16.5 ug/ml de RNasa A (Roche, 11579681001) y se incuba a 37°C durante
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10 min. Tras este tiempo se afiade tampon STET 1x y las cé€lulas se sonican durante 3 min.,

manteniéndolas en hielo, a una amplitud 100% en sonicador dr. hielscher (GmbH).

* Tampodn de lisis de bacterias: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5% Glicerol,
0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM PMSF, 10 mg/ml
Leupeptina, 1 mg/mL Pepstatina, 0.5 M Benzamidina

* Tampén STET1x: 10 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM
DTT, 1 mM PMSF, 1 ug/ml Leupeptina, 1 ug/ml Pepstatina, 1 mM Benzamidina

Tras sonicar, las células son centrifugadas a 10000 g durante 10 min. en una centrifuga
refrigerada a 4°C. El sobrenadante obtenido se incuba con una resina de glutation-sefarosa
(GE Healthcare, 17-5132-01) previamente equilibrada con una mezcla de tampon de lisis y
tampon STET10x. Se permite la unidén de las proteinas a la resina durante 1 h. a 4°C en
rotacion. Tras este tiempo la resina se recupera por centrifugacion a 1000 rpm y se lavan
dos veces con la mezcla de tampdn de lisis y STET10x y dos veces mas con tampon de
equilibrado. Las proteinas se eluyen con tampén de elucion en rotacion a 4°C durante 20

min.

* Tampdn de equilibrado: 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,,
1 mM DTT

* Tampén de elucion: 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,,
1 mM DTT, 10 mM L-Glutatién reducido (Sigma Aldrich, G4251)

Para los ensayos de fosforilacion in vitro, las proteinas purificadas fueron sometidas a una
gel filtracion con el fin de eliminar agregados proteinicos. Esto realiza mediante el uso de
una columna HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare, 17-1166-01) en el
sistema de cromatografia liquida AKTA start (GE Healthcare, 29-0270-57 AF). Las
fracciones correspondientes al peso molecular de los mondmeros de proteina son
recuperadas y concentradas mediante una columna Vivaspin 6 (Sartorius, VS0601) Las

proteinas se conservan a -80°C hasta su uso.

Para los ensayos de trapping, las proteinas fueron mantenidas en las esferas de sefarosa; en

ese caso, no se realizan los pasos de equilibrado ni de elucion, y las esferas son
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conservadas a 4°C hasta su uso. En adelante, estas proteinas serdn denominadas

“GST-Proteina”.

La cantidad y calidad de la proteina purificada se valor6 mediante separacion
electroforética en geles de poliacrilamida seguida por tincion con Coomassie (Bio-Rad,

1610787).

5.2 Union covalente (crosslinking) de anticuerpos a esferas magnéticas

Para cada reaccion de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) se preparan 5 ug del
anticuerpo de interés conjugados a 20 ul de esferas magnéticas-Proteina A/G (Thermo
Scientific, 11844554). El crosslinking se lleva a cabo mediante el uso de DSS
(Disuccinimidil suberato; Thermo Scientific, 21655) segun las instrucciones del fabricante

para el Pierce Crosslink Magnetic IP/Co.IP kit (Thermo Scientific, 88805).

5.3 Ensayo de trapping

Un volumen de extracto celular/de cerebro que contenga 2.5-5 mg de proteinas se
incuba con la cantidad adecuada de resina de sefarosa que contiene la GST-Proteina de
interés durante 16 h. a 4°C en rotacion. Pasado este tiempo, la resina se recupera por
centrifugacion a 1500 rpm y se transfiere a una columna (Mobicol, M1002) que contiene
un filtro de 35 um de didmetro de poro (Mobicol, M513515). De esta forma la resina es
lavada por gravedad para eliminar uniones inespecificas con un total de 10 ml de tampon
de lisis de células o tampdn de extraccion, segun el caso, suplementados con inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Finalmente, la resina se recupera con 20 ul del tampodn

correspondiente, y se afiaden 5 ul de SDS-SB5x.

5.4 Co-Inmunoprecipitacion

El volumen necesario de extracto celular que contenga 3-5 mg de proteina se
incuba con 20 ul de esferas magnéticas con el anticuerpo conjugado durante 14-15 h. a 4°C
en rotacion. Pasado este tiempo, las esferas son lavadas, mediante un soporte imantado,

con el fin de eliminar uniones inespecificas. Se realizan dos lavados con tampodn de lisis de
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células, seguidos por un lavado con agua ultra-pura. Para eluir las proteinas, se anaden

20 wl de agua ultra-pura y 5 ul de SDS-SB5x y se incuban las muestras 10 min. a 30°C.

Los anticuerpos utilizados fueron: a-Flag (F3165) y a-PSTAIRE (P7962) de Sigma
Aldrich; y a-CDKS5 (sc-6247), a-CDK16 (sc-53410), a-CDK16 (sc-53410) e IgG normal
de conejo (sc-320) de Santa Cruz Biotechnology.

5.5 Tiofosforilacion y captura de sustratos de CDK16

Un extracto de células HelLa (2 mg de proteina) se incuba con un total de 5 uM de
GST-CCNY a solas o en combinacion con 500 nM de GST-CDK16 WT o GST-CDK16AS
en una reacciéon de tiofosforilacion que incluye N°-2-Feniletil-ATP-y-S (Axxora, BLG-
P026-05), ATP no modificado (Sigma Aldrich, A7699) y GTP (Sigma Aldrich, G8877).
La reaccion es incubada durante 1 h. a temperatura ambiente antes de finalizar la reaccion

mediante adicion de 50 mM EDTA.

* Tampoén de tiofosforilacion: 50 mM HEPES pH 7.5, 10 mM MgCl,, 1| mM
DTT, 250 uM N°®-2-Feniletil-ATP-y-S, 3 mM GTP

Para comprobar la tiofosforilacion, a 25 ul de cada una de las reacciones se anadié 1.8 mM
del agente alquilante PNBM (p-nitrobenzil mesilato; proporcionado por Kevan M. Shokat,
de la Universidad de California, San Francisco). Esta reaccion se incuba durante 30 min. a
temperatura ambiente. Finalmente, se afiade SDS-SB5x y la fosforilacion se analiza

mediante WB.

Para la captura covalente de proteinas tiofosforiladas se siguio el protocolo descrito por el
grupo de Shokat y Mukherjee (Levin et al. 2016). Las muestras se desnaturalizan
afladiendo 60% Urea (peso/vol) y 10 mM TCEP (Tris-2-carboxyethyl-phosphine; Thermo
Fisher Scientific, 77720) e incubando durante 30 min. a 55°C. Las muestras se diluyen a 2
mM Urea con 50 mM Bicarbonato de amonio y son digeridas O/N a 37°C con tripsina
(Promega) a una ratio de 1:20. Los péptidos obtenidos asi son acidificados con TCA, las
sales se eliminan en una columna SepPak C18 (Waters) y las muestras son secadas
mediante vacio. Posteriormente, los péptidos son resuspendidos en 50 mM HEPES y 50%
(vol/vol) acetonitrilo y ajustados a pH 7. Las muestras son entonces incubadas en

oscuridad O/N en rotacién con 100 pl de resina de iodoacetil-sefarosa (Thermo Fisher
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Scientific). La resina es lavada por gravedad con solucién de lavado y eluida con 1 mg/ml
de oxona (Sigma). Se eliminan las sales de los péptidos mediante ZipTips (Millipore) y las

muestras se secan mediante vacio.

* Solucion de lavado: 5 M NaCl, 50% (vol/vol) acetonitrilo, 5% (vol/vol) &cido
formico, 10 mM DTT

Las muestras fueron analizadas por el servicio de proteémica de la Universidad de
California, San Francisco mediante un espectometro de masas LTQ Orbitrap Velos. Los

datos obtenidos se procesaron mediante Protein Prospector (v5.10.10).

5.6 Ensayo de fosforilacion in vitro

Los ensayos de fosforilacion llevados a cabo en este trabajo estan basados en el
protocolo descrito por el grupo de Shokat (Blethrow et al. 2008). Este método esta basado
en la utilizacién de un ATP modificado. Esta modificacion consiste en una sustitucion tiol
en el fosfato gamma del ATP. Este ATP-y-S (Axxora, BLG-A060-05) es utilizado por la
quinasa durante la reaccion, de forma que sus sustratos quedan marcados con un tiofosfato.
Mediante alquilacion de estas proteinas portadoras de un grupo tiol, se genera un éster

tiofosfato que podra ser reconocido mediante el uso de un anticuerpo especifico.

Las diferentes GST-Proteinas fueron utilizadas para valorar la actividad quinasa de los
complejos. La mezcla de reaccion (volumen final de 25ul) incluye 200 nM CDKI16,
7-5 uM SPY1 o CCNY, 2.5 ul de tamp6n quinasa 10x y 250 uM ATP-y-S. En el ensayo de
fosforilacion de PRC1 por el complejo CDK16-CCNY, PRC1-WT o PRC1-Ala (mutante
no fosforilable) se afiade a la mezcla anterior a una concentracion final de 3 uM. Para el
ensayo que incluye al complejo CDKI1-CCNBI, éste fue adquirido a Sigma Aldrich
(SRP5009) y afiadido a una concentracion total de 200 nM.

* Tampodn quinasa 10x: 500 uM HEPES-KOH pH 7.5, 1.5 M NaCl, 100 mM MgCl,,
10 mM DTT

Tras la incubacidon durante 30 min. a 30°C, la reaccion se detiene anadiendo 50 mM
EDTA. A continuacion se lleva a cabo la alquilacion de las proteinas por adicion del

agente alquilante PNBM, que se afiade a una concentracion de 1.8 mM. Esta reaccion se
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incuba durante 30 min. a temperatura ambiente. Finalmente, se afiade SDS-SB5x y la

fosforilacién se analiza mediante WB.

Para valorar que la cantidad de las diferentes proteinas es la adecuada en cada una de las
reacciones, las muestras se utilizan en dos WB en paralelo. Una de las membranas es
revelada con un anti-éster tiofosfato y la otra mediante un anti-GST. Alternativamente, tras

el revelado con el anti-éster tiofosfato, la membrana es tefiida con Coomassie.

5.7 Analisis de proteinas mediante Western Blot

Los diferentes tipos de muestras, preparadas en SDS-SB, se calientan a 90°C
durante 5 min. y las proteinas son separadas por electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida y transferidas a una membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore,
IPVHO00010). Seguidamente, la membrana se bloquea durante 30 min. con 5% de leche en
polvo no grasa, y se incuba con el anticuerpo primario en TBS-T con 5% de leche en
polvo. Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados: a-CDK2 1:500 (sc-163),
a-CDKS5 1:500 (sc-6247), a-CDK6 1:200 (sc-7961), a-CCNG1 1:200 (sc-320), a-GAL4
DNA-BD 1:1000 (sc-577) y a-HA 1:400 (sc-805) de Santa Cruz Biotechnology; a-CCNY
1:1000 (ab114086), a-MED23 1:250 (ab 200351) y a-éster tiofosfato 1:5000 (ab92570) de
Abcam; a-PSTAIRE 1:5000 (P7962), a-G6PDH 1:500 (A9521) y a-Flag 1:500 (F3165)
de Sigma Aldrich; a-CDK16 1:1000 (10102-1AP) de Proteintech y a-GST 1:10000 (CSB-
MA000021M0OM) de CusAb.

El tiempo de incubacién con a-GST es de 1 h. a temperatura ambiente; el resto de
anticuerpos se incubaron O/N. Tras lavar las membranas, éstas se incuban con los
respectivos anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson
Laboratories) durante 1 h. a temperatura ambiente. Tras lavar, las membranas se revelan
mediante Luminata Forte Western HRP Susbstrate (Millipore, WBLUF0500) y las

imagenes se capturan mediante GeneSnap (Syngene).

38



MATERIALES Y METODOS

6. ANALISIS MS

Muestras procedentes tanto de los ensayos de trapping como de Co-IPs fueron
separadas electroforéticamente en geles pre-fabricados de poliacrilamida (Bio-Rad). Los
geles fueron tefiidos con Imperial™ Protein Stain (Thermo Scientific, 24615) para la

evaluacion de la calidad de las muestras antes del analisis por espectrometria de masas.

Las muestras fueron enviadas al servicio de protedomica de la Universidad de Chicago,
donde se sometieron a digestion triptica en gel y se analizaron mediante espectrometro de
masas ESI-FTICR. Los datos obtenidos fueron procesados mediante MASCOT con el fin

de identificar a los interactores.
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PARTE 1
IDENTIFICACION DE NUEVOS COMPLEJOS CDK-CICLINA

1.1 INTERACTOMA DE CICLINAS ATiPICAS EN CEREBRO

Con el fin de identificar nuevos complejo CDK-Ciclina, se decidié hacer una
primera aproximacién consistente en ensayos de trapping, utilizando a las ciclinas como
cebo, seguidos por espectrometria de masas. Esta estrategia pretende identificar no so6lo
CDKs, sino otros potenciales interactores de las ciclinas, ya que éstas, ademas de activar a
las CDKs, les confieren la especificidad por un determinado sustrato (Solomon, Lee, y
Kirschner 1992). Ademas, se ha descrito recientemente que las ciclinas podrian tener
funciones independientes de CDK (revisado en Hydbring et al. 2016). Esto hace
interesante investigar las redes de interaccion de las ciclinas, ya que podria permitir
encontrar sustratos para sus CDKs, o dilucidar en qué procesos bioldgicos o vias de

sefalizacion podrian estar implicadas.

Como ya se comenté en la introduccion, CCNI guarda un considerable grado de similitud
con la ciclina de S. cerevisiae Pcll. Las nuevas ciclinas de mamifero mas estrechamente
relacionadas con CCNI son CCNGI1 y CCNG2. Por este motivo, se incluyeron en el
estudio del interactoma de nuevas ciclinas. También se incluydo a CNTD2, una proteina
muy poco estudiada, pero que nuestro grupo ha descubierto recientemente que podria estar

involucrada en la malignidad del cancer de pulmoén y colon (Gasa et al. 2017).
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La estrategia seguida para investigar el interactoma de estas proteinas se resume en la

Figura 7.

Las diferentes ciclinas fueron clonadas en el vector pPGEX6P1 de expresion bacteriana. Las
proteinas, expresadas como proteinas de fusion a un GST en N-terminal, fueron
purificadas mediante resina de glutation-sefarosa, mantenidas en las esferas e incubadas
con un extracto de cerebro de rata para permitir la union con sus posibles interactores. Las
muestras fueron posteriormente cargadas en un gel de poliacrilamida para su separacion

electroforética y posterior analisis mediante espectrometria de masas.

Purificacion de %
GST-Ciclina

Extracto de

expresada en E. coli
cerebro de rata

\/

Union
16 h. 4°C

intensidad

Separacion electroforética m/z

y digestion en gel Analisis
espectrometria de masas

Figura 7. Representacion esquematica de la estrategia seguida para investigar el interactoma de
las ciclinas. Las esferas de sefarosa con las ciclinas unidas a GST, o con un GST solo (control
negativo), se incubaron con un extracto de cerebro de rata durante 16 h. a 4°C para permitir la unién
de los interactores a las ciclinas. Tras lavar las esferas, éstas se hirvieron con tampon de carga y se
separaron electroforéticamente en un gel de poliacrilamida. Posteriormente el gel fue tefiido con

Coomassie y, tras su digestion con tripsina, analizado mediante espectrometria de masas.

Este experimento se realizd tres veces de forma independiente. De cada uno de los

experimentos se llevd a cabo un duplicado interno, de forma que para cada ciclina se
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inyectaron seis muestras en el espectrometro de masas. Por otro lado, un total de dieciocho

muestras correspondientes al control negativo (GST solo), se incluyeron en el analisis.

Del notable nimero de interactores obtenido, se seleccionaron aquellos que pasaron una
serie de filtros. Los definidos como interactores fuertes son aquellos que pasaron un filtro
muy restrictivo, en el que solo se seleccionaron aquellas proteinas que fueron detectadas
en, como minimo, dos de los tres replicados realizados, y no detectadas en ninguno de los
dieciocho replicados del control negativo. Como se puede observar en las Tablas 7 y 8,

entre los interactores fuertes de cada una de las ciclinas ninguna CDK fue detectada.

Los interactores de CCNI y CNTD2 se muestran en la Tabla 4. También se sefialan otros
interactores de interés que no pasan el filtro restrictivo, pero que aun asi no fueron
detectados en ninguno de los dieciocho controles negativos. Entre estos ultimos, destaca la
presencia de CDK18 como posible interactor de CCNI. También se observa a CDKS5RI1

(sinonimo de p35) que es, junto con CCNI, uno de los interactores descritos de CDKS.

Tabla 4. Interactores de cerebro de CCNI y CNTD2

CCNI Numero de apariciones CNTD2 Numero de apariciones
Interactores fuertes ERLEGEN GST Interactores fuertes CRIREL R GoT

(n=6) (n=18) (n=6) (n=18)
DHX3 4 0 MED23 6 0
EEF1G 4 0 c9 0
VARS2 3 0 UCN2 3 0
NUP107 2 0 CCDC50 2 0
SPAGI 2 0 DNAIJBII 2 0
AFDN 2 0 PCLO 2 0
FTSI3 2 0 SCNI11A 2 0
PARI 2 0 MAGI2 2 0
Otros interactores PER2 2 0
de interés SYNI 2 0
CDKI3 : ) CCDCI127 2 0
CDK5RI1 | 0 SAFB 2 0
NUP107 2 0
UBN2 2 0
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En la Tabla 5 se muestran los interactores de CCNGI y CCNG2 que cumplen las
condiciones de los filtros mencionados. En este caso, mencionar como posibles
interactores de CCNG1 a RNFS, que es una E3 ubiquitin-ligasa homoéloga a la Dmal que
en S. cerevisiae ubiquitina a Pcll para su degradacién (Hernandez-Ortega et al. 2013).

También aparece CDK 16 como posible interactor de esta ciclina.

Tabla 5. Interactores de cerebro de CCNG1 y CCNG2.

CCNGl Numero de apariciones CCNG2 Numero de apariciones
Interactores fuertes GST-I]C:C(’;\IGI (,?:Sig) Interactores fuertes GS’I;;]C;%;\IGZ (S:S]E)
ERC2 4 0 ERC2 6 0
PURA 0 TBPL2 3 0
HNRNPHI 2 0 CHGB 3 0
HNRNPF 2 0 MuUC2 2 0
PAF1 2 0 PPIP5K1 2 0
HS3ST1 2 0 STIMI 2 0
DCAFS 2 0 DYNCI1HI 2 0
GOLGA4 2 0 ROBOI 2 0

Otros interactores PCLO 2 0
de interés
RNF8 1
CDK16 1
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En las Tablas 9, 10, 11 y 12 que se presentan a continuacion se muestra el nombre
completo de las proteinas detectadas como interactores para CCNI, CNTD1, CCNGI1 y
CCNG2, respectivamente. También se indica para cada interactor aquellas funciones que

figuran en la base de datos UniProt y su implicacion o no en cancer segun OpenTargets.

Tabla 6. Funciones descritas' de los interactores de CCNI en cerebro y su posible implicacion en

cancer .
CCNI
i 1 AN IMPLICACION
SIMBOLO NOMBRE FUNCION EN CANCER?
Putative ATP- Part|C|p§ en ensamplaje de 'Ia subunidad 'grande
de los ribosomas mitocondriales. Requerida para
DHX30 dependent RNA e ] oo X
. funcién éptima de la proteina anti-viral ZC3HAV1.
helicase DHX30 : . .
Asocia con DNA mitocondria.
Elongation factor 1- | Probablemente participa en el anclaje del complejo
EEF1G - X
gamma de traduccion a otros componentes celulares.
VARS?2 Vgllne-tRNA ligase, Pgrt|0lpa en la biosintesis de proteinas X
mitochondrial mitocondriales
Nuclear pore Participa en el ensamblaje o mantenimiento del
NUP107 complex protein complejo del poro nuclear. Requerida para el X
Nup107 ensamblaje de proteinas periféricas al complejo.
Podria participar en el ensamblaje de los brazos
SPAG1 Sperm-associated | de dineina ciliares. Podria participar en la X
antigen 1 fertilizacion del oocito. Une GTP y tiene actividad
GTPasa.
Probablemente junto con E-cadherina-catenina
AFDN Afadin forma parte' deI.s’,lstema Qe adhesion, que participa v
en la organizacion de uniones adherentes entre
neuronas. Conecta nectina al citoesqueleto.
pre-rRNA Probable metil transferasa implicada en el
FTSJ3 processing protein | procesamiento de pre-rRNAs y la formacion de la X
FTSJ3 subunidad ribosémica 40S

'Segtin UniProt (www.uniprot.org)
Segtin OpenTargets con Score > 0.2 (www.targetvalidation.org)

47



RESULTADOS

Tabla 7. Funciones descritas' de los interactores de CNTD2 en cerebro y su posible implicacién en

cancer 2.
CNTD2
i 1 AN IMPLICACION
SIMBOLO NOMBRE FUNCION EN CANCER?
Mediator of RNA Componente del Complejo Mediador de la
polymerase |l transcripcion. Co-activador involucrado en la
MED23 " N R X
transcription transcripcion regulada de practicamente todos los
subunit 23 genes dependientes de RNA polimerasa Il.
Forma parte del complejo de ataque a la
Complement :
(0°] membrana, que tiene un papel clave en la v
component C9 )
respuesta inmune.
Inhibe la ingesta, retrasa el vaciado gastrico y
UCN2 Urocortin-2 dlsmmuye el eqema inducido por caI(.)r..Podrla ser v
un ligando endégeno para el mantenimiento de la
homeostasis post estrés.
Coiled-coil domain-
CCDC50 containing protein | Implicada en la via de sefializacion de EGFR v
50
DnaJ homolog Co-chaperona de HSPAS. Estimula la actividad
DNAJB11 | subfamily B ’ v

ATPasa de HSPAS.
member 11
Podria actuar como proteina de scaffolding
PCLO Protein piccolo implicada en las zonas activas de la sinopsis y el v
trafico vesicular sinaptico.

Sodium channel
SCN11A protein type 11
subunit alpha

Media la permeabilidad voltaje-dependiente al
sodio de membranas excitables.

'Segiin UniProt (www.uniprot.org)
’Segun OpenTargets con Score > 0.2 (www.targetvalidation.org)
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Tabla 8. Funciones descritas' de los interactores de CCNG1 en cerebro y su posible implicacion en

cancer .
CCNG1
i 1 AN IMPLICACION
SIMBOLO NOMBRE FUNCION EN CANCER?
ERC2 ERC protein 2 Pr’o'bablem.ente involucrada en la regulaqlon dgl v
trafico vesicular en la zona activa de la sinapsis.
Probable factor activador de la transcripcidon que
Transcriptional se une a las zonas ricas en purinas del elemento
PURA activator protein PUR localizado up-stream del gen MYC. Podria X
Pur-alpha participar en la iniciacion de la realizacion y en la
recombinacion.
Heterogeneous Forma parte del complejo hnRNP necesario para
HNRNPH1 | nuclear . v
. . el procesamiento del pre-mRNA.
ribonucleoprotein H
Heterogeneous Forma parte del complejo hnRNP necesario para
HNRNPF nuclear . X
. . el procesamiento del pre-mRNA.
ribonucleoprotein F
Componente del complejo PAF1 que tiene
RNA polymerase II- | multiples funciones durante la transcripcion por la
PAF1 associated factor 1 | RNA polimerasa Il. Implicado en la regulacién del v
homolog desarrollo y mantenimiento de la pluripotencia de
células madre embrionarias.
Heparan sulfate Cataliza el paso limitante de la tasa de biosintesis
HS3ST1 glucosamine 3-O- > P X
de heparan sulfato.
sulfotransferase 1
DCAF8 DDB1- and CUL4- | Podria funcionar como receptor de sustrato para X

associated factor 8 | el complejo E3 ubiquitin-ligasa CUL4-DDB1.

'Segtin UniProt (www.uniprot.org)
’Segun OpenTargets con Score > 0.2 (www.targetvalidation.org)
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Tabla 9. Funciones descritas' de los interactores de CCNG2 en cerebro y su posible implicacion en

cancer .
CCNG2

i 1 AN IMPLICACION
SIMBOLO NOMBRE FUNCION EN CANCER?
ERC2 ERC protein 2 Pr’o'bablem.ente involucrada en la regulaglon dgl v

trafico vesicular en la zona activa de la sinapsis.
TATA box-binding Factor de transcripcion requerido para la

TBPL2 protein-like protein P q P X

> diferenciaciéon de mioblastos a miocitos.

Proteina de los granulos de secrecién
CHGB Secretogranin-1 neuroendocrina, que podria ser el precursor de v
otros péptidos bioldgicos activos.

Protege superficies mucosas frente a particulas y

MUC2 Mucin-2 ; . v
agentes infecciosos.

Inositol
hexakisphosphate

PPIP5K1 apd o Qumasa que participa en la sintesis de inositol- X
diphosphoinositol- | pirofosfatos.
pentakisphosphate
kinase 1

STIM1 Stromal interaction Sensor de calcio. X
molecule 1
Cytoplasmic - . .

DYNC1H1 | dynein 1 heavy Motor para el trafico retrégrado de vesiculas y v
chain 1 organelas.
Roundabout Participa en el desarrollo neuronal. Papel en la

ROBO1 homolog 1 migracion celular. Podria ser requerida para el v

desarrollo pulmonar.

'Segiin UniProt (www.uniprot.org)
Segtin OpenTargets con Score > 0.2 (www.targetvalidation.org)

A pesar de no detectarse CDKs, algunos de los interactores fuertes (los sefialados en
negrita en las tablas 8, 9 y 10) fueron seleccionados con el fin de validar, mediante otra

aproximacion experimental, los resultados del andlisis protedmico.

1.1.1 PURA y ERC2 interaccionan con CCNG1

PURA (PUrine Rich element binding protein A) es una proteina de union a DNA y
RNA que podria tener diversas funciones en replicacion, transcripcion, traduccion y en el
transporte de RNA (Gallia, Johnson, y Khalili 2000) y que participa en el control del
crecimiento celular (Stacey et al. 1999; Barr y Johnson 2001; Darbinian et al. 2001).
También presenta mutaciones en el 14% de carcinomas hepatorenales de células claras vy,

al igual que ERC2, en el 14% de los canceres de prostata neuroendocrinos (cBioPortal).
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Ademas, presenta una elevada asociacion con desordenes intelectuales (Khalili et al.

2003).

ERC2 (ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 2) es una proteina que parece
involucrada en la regulacion del trafico vesicular en la zona activa de las sinapsis (Jaewon
Ko et al. 2003; J. Ko et al. 2006). Se encuentra ademas mutada en un 23,4% de los

canceres de prostata neuroendocrinos y en un 16,5% de los melanomas segun cBioPortal.

PURA y ERC2, con un Flag C-terminal, fueron sobreexpresadas en células Hek293T.
Sobre los extractos celulares se llevo a cabo una IP mediante el uso de un anticuerpo anti-
Flag y, tal y como se observa en la Figura 8, CCNG1 co-inmunoprecipita tanto con PURA

como con ERC2, pero no con el control transfectado con el plasmido vacio.

g\’b"v g\@%
Q\SY‘P$ N| ‘Ad\o @Q‘C’L

IP: Flag
WB:CCNG1
Prec.
*
IP: Flag -
WB: Flag %
EC
-

Figura 8. PURA y ERC2 interaccionan con CCNG1. C¢lulas Hek293T fueron transfectadas con el vector
de expresion pIRES2eGFP vacio, pIRES2eGFP-PURA-Flag o pIRESeGFP-ERC2-Flag. A las 48 h. de la
transfeccion, el extracto celular fue sometido a IP usando un anticuerpo anti-Flag. La interaccidon con
CCNGlH fue analizada mediante WB usando un anticuerpo anti-CCNG1. EC corresponde a un 0,8% de la

cantidad de proteina usada para la IP.
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La comprobacion de la interaccion con CCNG2 no pudo ser llevada a cabo debido a que la

proteina enddgena es indetectable con el anticuerpo contra CCNG2 de que disponemos.

1.1.2 MED?23 interacciona débilmente con CNTD2

MED23 forma parte del Complejo Mediador, conformado por mas de veinte
subunidades proteinicas distribuidas en cuatro moddulos. Este complejo es critico en la
regulacion de la transcripcion por la RNA polimerasa II, ya que a través del mismo se
integran sefales de diferentes vias (Malik y Roeder 2010; Taatjes 2010). MED23 tiene un
papel critico en el proceso de tumorigénesis. Sus efectos son variados segun el tipo de
tumor del que se trate: en cancer de pulmoén con mutaciones activadoras de K-Ras, MED23
es esencial (X. Yang ef al. 2012), mientras que en el carcinoma de células escamosas de

esofago parece tener efectos supresores (Shi, Han, et al. 2014)

En este caso, y ante la dificultad de clonar un gen de una longitud tan grande (5240 pares
de bases), se optd por repetir la estrategia del trapping de GST-CNTD2 con el fin de
detectar MED23 mediante WB.

En la Figura 9 se observa una débil, pero diferencial, banda correspondiente a MED23 en

el carril de CNTD2 que confirma la existencia de esta interaccion.

GST-CNTD2: - +

i Prec.

Input

MED23

GST-CNTD2 —>»

GST-> (-

Figura 9. CNTD2 interacciona con MED23. Ensayo de trapping sobre un extracto de cerebro de rata. El
extracto fue incubado con GST o GST-CNTD2 purificadas de E. coli. MED23 fue detectada en un WB
mediante el uso de un anticuerpo especifico, mientras que las proteinas recombinantes se siguieron mediante

un anti-GST. EC corresponde a un 0,6% de la cantidad de proteina usada para el trapping.
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Aunque no se haya identificado ninguna interaccion fiable CDK-Ciclina, de una lista de
mas de doscientas proteinas detectadas para cada ciclina, y tras la aplicacion de unos filtros
considerablemente restrictivos, las tres proteinas seleccionadas para su validacion se
confirmaron como interactores de sus respectivas ciclinas, lo que sugiere que los nuevos
interactores propuestos podrian ser validos. Estos resultados abren la via a futuras lineas de

investigacion para el grupo.
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1.2 IDENTIFICACION DE NUEVOS COMPLEJOS CDK-CICLINA MEDIANTE
ENSAYO DE DOBLE-HiBRIDO

En paralelo a la estrategia protedmica descrita en el punto anterior, se decidid
buscar nuevas parejas CDK-Ciclina mediante un sistema diferente. Se realizé un ensayo de
doble hibrido en levadura (Y2H). La Figura 10 representa, de forma esquematica, las bases

del ensayo.

En este caso, y al contrario que en el apartado anterior, se decidio trabajar con todas las
ciclinas atipicas. En el caso de CNPPDI1 se decidio6 trabajar con un fragmento N-terminal
de la proteina debido a la existencia de una secuencia correspondiente a un posible
dominio transmembrana, lo que haria inviable incluirla en el mismo screening que al resto
de ciclinas. CNTD2, acerca de la cual practicamente no hay informacion bibliografica,
tiene reportada una isoforma mas corta, generada por splicing alternativo (Ota et al. 2004);
esta isoforma también fue clonada para este estudio, y nos referiremos a ella como

CNTD2-2.

En cuanto a las CDKs, debido a que nuestro grupo esta especialmente interesado en la
regulacion del ciclo celular, se seleccionaron dos de las que tienen funciones candnicas
(CDK1 y 6), las nuevas CDKs que forman parte del subgrupo relacionado con la
regulacion del ciclo celular y las poco caracterizadas CDKLs, mientras que de aquellas

CDKs implicadas en transcripcion tan solo se incluyé a CDK10.

54



RESULTADOS

Las ciclinas, que actuaran como “cebo”, se clonaron en el vector de expresion pGBKT7.
En este sistema, la ciclina se expresa como una proteina de fusion que consta de un
dominio de unién al DNA GAL4 (GAL4 DNA-BD), un tag c-Myc y la propia ciclina. Por
otro lado, las CDKs, que actuaran como “presa”, se clonaron en el vector pPGADT7, en este
caso fusionadas a un dominio de activacion del GAL4 (GAL4 AD) y a un tag HA.

DNA-BD __ ¢-Myc AD HA

O\
N,

" O\CICLINA CDK

CICLINAS .‘ -

SPY1 CDKI1

CCNI CDK4

CCNGI CDK5

CCNG2 CDK6
CCNY Transformacion CDK10
CCNYL : e . CDK14
CNTDI / CDKI15
CNTD2 ARIS ) i, s | CDK16
CNTD2-2 \ / \ / CDK17
CCNJ N~ ~_ CDKI8
CCNJIL CDKLI
CCNO CDKL2
CABLES] Mating CDKL3
CNPPDI Nter — — CDKL4

FAMS8A / / \
= . S
\_ AHI09 . YT/
\ a a
///// Célula dipluidc\\\\\
/// aa \
e A
[ BD
( ( > )

Sitio de Transcripcion
unioén genes reporteros
del BD

Figura 10 Esquema del ensayo Y2H. En la parte izquierda se muestran las ciclinas que fueron clonadas, y

en la derecha las CDKs.
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De esta forma se generaron dos colecciones de clones: una de ciclinas, transformadas en la

cepa de levadura AH109 mat a (mating tipo a), y una de CDKs, transformadas en la cepa

Y187 mat a ( Tabla 10).

Tabla 10. Coleccion de clones de ciclinas y CDKs humanas.

Vector de clonacion Cepa de levadura
Tipo =~ Nombre Marcadq’r Tag Nombre Mating Genes clonados
de seleccion
ey CABLES] CCNI CCNO CNPPDI Nter CNTD2-2
Ciclinas | pGBKT7 | 7RP1 | OMADNABD famgo |0 lconGl covs covy ool FAMS584
¥ CCNG2 CCNJL  CCNYLI CNTD2 SPY1
GALA4 AD CDK1 CDK6 CDK15  CDKI8 CDKL3

CDKs pGADT7 LEU2 Hﬁ A Y187 o CDK4 CDKI0)  CDKI6  CDKLI CDKL4

CDKS CDKI14 CDKI7  CDKL2
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Mediante WB se evalud la correcta expresion de cada una de las ciclinas y CDKs (Figura
11). CDK1 no se muestra ya que no sé consiguio ver una clara expresion de la misma en la

mayoria de experimentos, probablemente debido a que resulta toxica.

GAL4 DNA-BD = * * o

G6PDH N------—- RETRN -----—

L DO P YOI YL TS
7 O S L & o & 6 W N & &
SN, o3 9 S <
S
*
et - .
s =
O e %
HA P *
*
o D

oo | S g —————— -

Figura 11 Comprobacion de la expresion de ciclinas y CDKs. La correcta expresion de las diferentes
ciclinas fue evaluada mediante el uso de un anticuerpo anti-GAL4 DNA-BD, mientras que el seguimiento de
las CDKs se hizo mediante un anti-HA. Los asteriscos sefialan las bandas correspondientes a las proteinas de

interés. Un anti-G6PDH se utilizé como control de carga.

El vector pGBKT?7 proporciona el gen 7TRPI, mientras que el pGADT7 proporciona el
LEU2, necesarios para complementar estas auxotrofias presentes en las cepas AH109 y
Y 187. Tras el mating, las células diploides, que llevaran incorporados ambos plasmidos,
podréan crecer en un medio DDO (doble drop-out), sin Trp ni Leu. En el caso de que las
proteinas clonadas interaccionen, el GAL4 DNA-BD y el GAL4 AD se acercan lo
suficiente como para formar un factor de transcripcion funcional. De esta forma, se activa

la transcripcion de los genes reporteros HIS3, ADE2 y MELI, controlados por tres
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promotores diferentes. La transcripcion de estos genes permite a las células crecer en
medio de cultivo (QDO, cuadruple drop-out) carente, ademas de Trp y Leu, de His y Ade,
y haré que se exprese y secrete la enzima o-galactosidasa, lo que permite la transformacion
del sustrato cromogénico X-a-Gal en un producto de color azul, haciendo que las colonias
se vean de este color. Se realizaron un total de 195 cruces, cada una de las ciclinas de la
coleccion con cada una de las CDKs (ya que CDKI fue descartada debido a su ausencia de
expresion). Tras hacer los cruces, los cultivos se sembraron en placas de medio DDO y
QDO. Tras comprobar el correcto mating indicado por el crecimiento en DDO, se valor¢ la
existencia de interacciones, sefialada por el crecimiento en QDO (Tabla 11). El screening
se realizd6 un total de tres veces de forma independiente, y solo se consideraron

interacciones positivas aquellas que se repitieron en los tres experimentos.

Tabla 11. Interacciones detectadas mediante el ensayo Y2H. Las celdas verdes y con dos “++”
corresponden a las consideradas interacciones fuertes; las celdas amarillas y con un “+” corresponden a
interacciones menos intensas. La valoracion de la fuerza de interaccion se llevd a cabo considerando tanto la

capacidad de crecimiento de las células como el nivel de expresion de la CDK.

CDK4 CDK5 CDK6 CDKI0O CDKI4 CDKI5 CDKI6 CDKI7 CDKI8 CDKLI CDKL2 CDKL3 CDKL4

CABLESI

CCNGI

CCNG2

CCNI ++ ++ + + + + +

CCNJ

CCNIL

CCNO

CCNY + ++ + ++ +
CCNYLI1 +
CNPPDI Nter

CNTDI

CNTD2

CNTD2-2

FAMS38A

SPY1 i ++  ++ +

Se detectaron un total de 17 interacciones, algunas de las cuales han sido previamente
reportadas: CDKS5-SPY1 (Dinarina et al. 2005), CDK5-CCNI (Brinkkoetter ef al. 2009; So
et al. 2015), CDK14-CCNY (Jiang et al. 2009) y CDK16-CCNI/CCNY/SPY1/CCNYL1
(Mikolcevic et al. 2012), lo que valida y da robustez al screening realizado. También se
detecto la interaccion de CCNI con CDK 18 observada mediante el analisis del interactoma
de cerebro, al contrario de lo que sucede para la posible interaccion de CCNGI1 con

CDK16.
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Llama la atenciéon que parece haber cierta “promiscuidad” en algunas ciclinas,
especialmente notable en el caso de CCNI y también, aunque en menor medida, en CCNY.

Por otro lado, para la mayoria de las ciclinas no se detectd ninguna interaccion.

Ante la duda de si esta ausencia de interacciones podria ser debida a una incorrecta
expresion, bien de la ciclina, bien de la CDK en las células diploides, se comprobd por WB
la expresion de algunas de ellas a partir de colonias procedentes de placa DDO. A modo de
ejemplo, en la Figura 12 se muestra la expresion de las proteinas tras el cruce de la cepa

AH109 portadora de CNTD2 con la colecciéon de CDKs en la cepa Y187.

-
e
*
-
* e Expo I1x
* -.—
-——
HA
"3
3 IExpoSOx

GAL4 DNA-BD ™ <- CNTD2

HA-CDK o 1| 4 5 6 10 14 15 16 17 18 L1 L2 L3 L4

Figura 12 Expresion de CDKs y CNTD2 en células diploides. Se realizo el cruce de células de la cepa
AH109 mat a portadora de la ciclina CNTD2, con células de la cepa Y187 mat a portadoras de las distintas
CDKs. Tras la seleccion de colonias diploides en medio DDO, se evalud, mediante inmunoblot, 1la expresion

de las CDKs usando un anticuerpo anti-HA, y de CNTD2 con un anticuerpo anti-GAL4 DNA-BD.

Como se puede observar, la ciclina se expresa en todos los cruces, aunque a unos niveles
mas bajos que en el caso de las CDKs. Casi todas las CDKs, en mayor o menor grado,

también se expresan. Las excepciones son la comentada CDK1, y CDKS5. En vista de que
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en el screening (del que realizaron tres replicados) hay, efectivamente, positivos para
CDK35, es probable que la ausencia total de expresion que se observa en la Figura 3 sea
causa de algin problema técnico de este experimento, como la posible existencia de

revertientes en esa placa en concreto.

Confirmacion de las interacciones positivas

Para evaluar la capacidad de crecimiento de las células portadoras de estos
complejos, se realizaron una serie de dots en diferentes tipos de medio, incluyendo el
medio DDOX (doble drop-out junto con el sustrato X-a-Gal) en el que las colonias
adquiriran un color azulado en el caso de la existencia de interaccion (Figura 13). De esta

forma, se anade un nivel mas de seleccion de verdaderos positivos.

D
‘
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AgT-p53
(&) ® & >

AgT-LAM <
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Figura 13. Evaluacion de la capacidad de crecimiento mediante dots. El desarrollo de colonias en medio
DDO indica el correcto mating de las cepas. El color azul en medio DDOX vy el desarrollo de colonias en
medio QDO es indicativo de la interaccion entre las dos proteinas. Se muestran las interacciones de SPY1
(A), CCNI (B), CCNY (C) y CCNYL (D) con sus CDKs; también se muestras los controles positivo y

negativo (E), asi como las diferentes diluciones realizadas para hacer la siembra.
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1.2.1 Validacion del complejo CDK16-SPY1

A continuacion se procedio a realizar una serie de experimentos con el fin de
validar la existencia de los nuevos complejos CDK-Ciclina mediante otros métodos de
deteccion de interacciones proteina-proteina. Se escogieron para su validacion aquellos
complejos que presentaban especial interés: CDK16-SPY1, CDK6-CCNI y CDKI16-
CCNY.

CDK16 interacciona con SPY1 en extractos celulares

Para estudiar si SPY1 interacciona efectivamente con CDK16 utilizando un método
experimental diferente, SPY1 se clon6 en el vector de expresion en bacterias pGEX6P1.
En este sistema, SPY1 se produce como una proteina de fusion con un GST en el extremo
N-terminal. Tras su expresion en E. coli BL21 y purificacion mediante resina de
glutation-sefarosa, se mantuvo la proteina unida a las esferas de la resina. De esta forma, la
resina fue incubada con un extracto celular y posteriormente recuperada con el fin de

evaluar si CDK 16 se habia unido a SPY1.

Este experimento de trapping se llevd a cabo inicialmente incubando la purificacion de
SPY1 con un extracto de la linea celular de glioblastoma U-87. La eleccion de esta linea
celular se hizo en base a la reportada implicacion de SPY1 en la tumorigénesis de gliomas
(Dorota Lubanska et al. 2014) y a la importancia de CDK 16 en tejido nervioso (Graeser et
al. 2002). A pesar de que mediante el anticuerpo anti-SPY 1 de que disponemos, la proteina
endogena es practicamente indetectable, se optod por esta linea con el fin de maximizar la
similitud con un entorno en el que tanto la presencia de SPY 1 como de CDK16 pudiera ser
relevante. Paralelamente, se hizo el mismo experimento en un modelo celular diferente, en

este caso, con la linea de adenocarcinoma de pulmén A549.
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Como se puede observar en la Figura 14, CDK16 y SPY1 interaccionan in vitro al incubar

SPY1 con extractos celulares procedentes de las dos lineas.

A Ug7 B AS549
GST-SPY1: - + GST-SPY1: - +
Prec. Prec.
—_— - ——-
CDK16 BC CDK16 EC
“ o | Expo 10x Expo 10x
Prec. Prec.
CDK2 BC CDK2 EC
Expo 20x Expo 20x
Input Input
SPYl —> - SPYl —> -
e

GST —> GST —>

Figura 14. CDK16 interacciona con SPY1 in vitro. Ensayo de trapping sobre extractos de células U87 (A)
y A549 (B). El extracto celular fue incubado con GST o GST-SPY1 purificadas de E. coli. CDK16 y CDK2
endogenas fueron detectadas en un WB mediante el uso de anticuerpos especificos, mientras que las
proteinas recombinantes se siguieron mediante un anti-GST. EC corresponde a un 1,5% de la cantidad de

proteina usada para el trapping.

Ademas de la interaccion CDK16-SPY 1, y a pesar de la baja expresion de CDK2 en estas
lineas, también se detecto la interaccion con SPY1 previamente reportada por el grupo de

Porter (Porter et al. 2002).
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CDK16 interacciona con SPY1 in vivo

Esta interaccion también se quiso demostrar in vivo. Por ello se llevo a cabo una Co-IP a

partir de extractos de células que sobreexpresan SPY'1 (Figura 15).

QN
a° %5\’
0 Q\%
) Prec.
PFl -<— CDK16
:Flag

WB: CDK 16 EC

<— CDKI16

Prec.
IP: Flag e < spyI
WB: Flag o | EC

<- SPY1

Figura 15. CDK16 interacciona con SPY1 in vive. Células Hek293T fueron transfectadas con
el vector de expresion pIRES2eGFP vacio o pIRES2eGFP-Flag-SPY1. A las 48 h. de la
transfeccion, el extracto celular fue sometido a IP usando un anticuerpo anti-Flag. La interaccion
con CDK16 fue analizada mediante WB usando un anticuerpo anti-CDK16. EC corresponde a

un 0,6% de la cantidad de proteina usada para la IP.

Se escogieron células Hek293T debido a su elevada tasa de transfeccion, ya que tal y como
se ha descrito, los niveles de SPY1, a pesar de la sobreexpresion, suelen ser pobres
(Dinarina, Santamaria, y Nebreda 2009). En la Figura 15 se observa que esto también

sucede en nuestro caso.

En la misma figura puede comprobarse que CDK16 interacciona con SPY1 también con
esta aproximacion experimental. Es asi que esta pareja CDK-Ciclina ha sido detectada

mediante tres métodos diferentes.
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CDK16-SPY1 forman un complejo activo

A continuacion, se quiso comprobar si estos nuevos complejos tienen, en efecto,
actividad in vitro. Para ello, las diferentes proteinas fueron expresadas en E. coli BL21 con
un GST en N-terminal, para su posterior purificacion mediante una columna de
glutation-sefarosa. Tras la elucion, las proteinas purificadas fueron sometidas a una gel

filtracion con el fin de excluir agregados proteinicos.

Los ensayos de fosforilacion in vitro se llevaron a cabo siguiendo la estrategia descrita por
el grupo de Shokat (Blethrow et al. 2008). Este sistema utiliza un ATP con una
modificacién consistente en una sustitucion tiol en el fosfato gamma (ATP-y-S). La
quinasa transferira el tiofosfato a sus sustratos, de forma que éstos podran ser detectados
mediante el uso de un anticuerpo especifico anti-éster tiofosfato (ver Materiales y

Métodos).

El ensayo quinasa in vitro que se presenta en la Figura 16 muestra que CDK16 es capaz de

fosforilar a SPY1.

A B
W | €— GST-CDK16 ' | €<— GST-CDK16
Ester tiofosfato Ester tiofosfs
sie 5 <— GST-SPY]1 Ester tiofosfato < GST-SPY1
<— GST-CDK 16 <— GST-CDK 16
GST
<— GST-SPY1 GST <— GST-SPY1
GST-CDK16 - + GST-CDK16 + +
GST-SPY1 -+ + GST-SPY1 - +

Figura 16. CDK16 fosforila a SPY1 (A) y se autofosforila en presencia de la misma (B) in vitro. GST-
CDK16 y GST-SPY1 fueron purificadas de E. coli y sometidas a una gel filtracion. Las proteinas purificadas
fueron utilizadas en un ensayo de fosforilacion in vitro y posteriormente sometidas a WB. La fosforilacion se
detectd mediante la utilizacion de un anticuerpo anti-éster tiofosfato (ver Materiales y métodos), mientras que

la proteina total fue seguida mediante un anti-GST.
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También se observa una banda de fosforilacion en el peso correspondiente a CDK16. Dado
que mediante el uso del anti-éster tiofosfato, soélo deberian detectarse aquellas
fosforilaciones que han tenido lugar durante el ensayo, se quiso comprobar que no se
trataba de una banda inespecifica correspondiente a un epitopo reconocible por el
anticuerpo pero formado in vivo. Para ello se realiz6 el mismo ensayo pero incluyendo una
reaccion con todos los componentes a excepcion de SPY1 (Figura 16B). Tal y como se
puede apreciar, cuando SPY1 estd ausente, esta banda desaparece, indicando que la

fosforilacion tiene lugar in vitro durante el ensayo.

Cabe destacar que estos ensayos se han realizado en ausencia de CAK (del inglés CDK
Activating Kinase). Esto concuerda con los datos publicados para CDK2-SPY1 que
muestran que la quinasa no requiere fosforilacion activadora previa para formar un

complejo activo con SPY1 (Karaiskou et al. 2001).

1.2.2 Validacion del complejo CDK6-CCNI

CDKG6 interacciona con CCNI en extractos de cerebro

La posible existencia de una pareja CDK6-CCNI despierta especial interés al ser
CDK6 una CDK candnica, con funciones directamente relacionadas con la regulacion del

ciclo celular y con un papel relevante en cancer.

Es interesante que, tal y como se muestra en el ensayo Y2H (Figura 13), el crecimiento de
las células portadoras de la pareja CDK6-CCNI parece incluso mayor a aquel observable

para la previamente descrita pareja de CCNI, CDKS5.

Para confirmar esta interaccion mediante otro sistema, se optd por llevar a cabo la
estrategia del trapping. En este caso, en lugar de un extracto celular, se opt6 por utilizar un
extracto de cerebro de rata, ya que es en este tejido donde hemos conseguido detectar los

mayores niveles de CCNI.
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De la misma forma que en el caso de SPY 1, CCNI fue expresada y purificada a partir de
E. coli, mantenida en las bolas de glutation-sefarosa, e incubada con un extracto de cerebro
de rata. La Figura 17 muestra que CDK6 precipita con GST-CCNI, y no con el GST solo

usado como control negativo.

GST-CCNI: - +
e Prec.

CDK6

EC

R ]

Input
GST-CCNI —> -—
——
-

-
GST —> ..

Figura 17. CDKG6 interacciona con CCNI in vitro. Ensayo de trapping sobre un extracto de cerebro
de rata. El extracto fue incubado con GST o GST-CCNI purificadas de E. coli. CDK6 fue detectada en
un WB mediante el uso de un anticuerpo especifico, mientras que las proteinas recombinantes se

siguieron mediante un anti-GST. EC corresponde a un 0,6% de la cantidad de proteina usada para el

trapping.

A pesar de la existencia de interaccion entre CDK6 y CCNI, no ha sido posible demostrar
la actividad de dicho complejo. Esto puede deberse a que las condiciones de la purificacion

o del ensayo in vitro no son las adecuadas, o a que el complejo no es, en efecto, activo.
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1.2.3 Validacion del complejo CDK16-CCNY

CDK16 interacciona con CCNY irn vivo

En el caso de CDK16 y CCNY, la validacion de su interaccion se hizo mediante

una IP de las proteinas endogenas.

Un extracto de células Hek293 fue incubado con anticuerpos especificos de CDKs. Se
utilizd un anti-PSTAIRE con el fin de inmunoprecipitar aquellas CDKs que contienen esta
secuencia (CDK1, CDK2 y CDK3), un anti-CDKS5 y un anti-CDK16. La Figura 18
muestra la interaccion entre CDK16 y CCNY. Se aprecia también que no hay Co-IP de
CCNY con las PSTAIRE, mientras que con CDKS5 parece existir cierto nivel de

interaccion no detectada mediante el ensayo de Y2H.

EC IP: IgG PSTAIRE CDK5 CDK16
WB: CCNY -— g *
WB: CDK16 ) =4
- -
WB: CDK5 — %*
WB: PSTAIRE | i *

Figura 18. CDK16 interacciona con CCNY in vivo. Un extracto de células Hek293 fue utilizado para
inmunoprecipitar las CDKs enddgenas indicadas mediante el uso de anticuerpos especificos. El control
negativo se realizé usando una inmunoglobulina no inmunégena. La interaccion con CCNY fue analizada
mediante WB usando un anticuerpo anti-CCNY. Las CDKs fueron detectadas con los mismos anticuerpos
que se usaron para la IP. La banda correspondiente a la isoforma candnica de CDK16 aparece sefialada con

un asterisco. EC corresponde a un 1% de la cantidad de proteina usada para la IP.
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CDK16-CCNY forman un complejo activo

La actividad de la pareja CDKI16-CCNY fue confirmada usando proteinas
recombinantes purificadas de E. coli. Como se puede ver en la Figura 19, CDK16 también

fosforila a CCNY.

we |€— GST-CDKI16

Ester tiofosfato <— GST-CCNY

we |€— GST-CDKI16

GST
L - - |[€— GST-CCNY

GST-CDK16 - +
GST-CCNY  + +

Figura 19. CDK16 fosforila a CCNY in vitro. GST-CDK16 y GST-CCNY fueron purificadas de
E. coli y sometidas a una gel filtracion con el fin de excluir agregados de proteinas. Las proteinas
purificadas fueron utilizadas en un ensayo de fosforilacion in vitro en presencia de ATP-y-S, y
posteriormente sometidas a WB. La fosforilaciéon se detectdé mediante la utilizaciéon de un

anticuerpo anti-éster tiofosfato, mientras que la proteina total fue seguida mediante un anti-GST.

Esta fosforilacion de CCNY también es independiente de CAK, y al contrario de lo que
sugieren otros estudios, tampoco requiere la union de una proteina 14-3-3. (Shehata et al.

2015).

Al igual que en el caso de CDK16-SPY1 (Figura 16), se puede observar que existe una
banda de fosforilacion correspondiente a CDK 16, lo que sugiere que CDK16 es capaz de

auto-fosforilarse cuando se encuentra en presencia de una ciclina.
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PARTE 2
SUSTRATOS DE LOS NUEVOS COMPLEJOS CDK-CICLINA:

IDENTIFICACION DE SUSTRATOS DEL COMPLEJO CDK16-CCNY EN
CELULAS TUMORALES

A pesar de que la interaccion entre CDK16 y CCNY fue descrita por otro grupo
poco antes del inicio de este trabajo (Mikolcevic et al., 2012), lo cierto es que hasta el
momento no se ha reportado ningin sustrato especifico del complejo. Por otra parte,
durante el desarrollo de este trabajo, se publicaron diversos estudios en que se revelaba la
implicacion de CCNY en diferentes tipos de cancer (Y. Xu et al. 2009; Yue et al. 2011; T.
Sun, Co, y Wong 2014; Yan et al. 2016; Haiyuan Liu et al. 2016). Todo ello indicd que
seria interesante encontrar sustratos de CCNY vy, a diferencia del apartado anterior, se

decidio buscarlos en extractos de lineas tumorales.

Los eventos de fosforilacion normalmente constituyen procesos dinamicos y transitorios.
Esto hace que sea complicado detectar sustratos directos de una quinasa. Con el fin de
sortear este problema, se siguieron, en paralelo, dos estrategias para la busqueda de
sustratos de CDK 16 (Figura 20). El primero de ellos fue integramente ejecutado por mi, el
segundo fue realizado mayoritariamente por Sara Hernandez (Hernandez-Ortega et al.,

manuscrito en preparacion); ambas aproximaciones son descritas a continuacion.

La primera de las aproximaciones esta basada en el hecho de que la especificidad de
sustrato en un complejo CDK-Ciclina viene determinada por la propia ciclina. Tiene
sentido entonces pensar que si el potencial sustrato interacciona no sélo con la CDK, sino
con el complejo en si, el mismo podria ser detectado a través de su interaccion con la

ciclina.

Por otro lado, la segunda aproximacion, se basa en la técnica descrita por el grupo de
Shokat (Blethrow et al. 2008; Hertz et al. 2010), mediante la cual se generdé una CDK16
analogo-especifica (AS). Una mutacion puntual en el residuo gatekeeper (“controlador de
acceso”) del sitio activo de la quinasa, provoca una expansion del sitio de union del ATP.
Esto permite a la quinasa AS aceptar un analogo de ATP, modificado en la posicion N°

(feniletil-ATP), que no podra ser usado por las quinasas WT (forma salvaje, del inglés
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Wild Type). Dicho feniletil-ATP posee una segunda modificacion consistente en una
sustitucion tiol en el fosfato gamma (Figura 20 C). De esta forma, cuando la quinasa AS
fosforila a sus sustratos, éstos quedan marcados con un tiofosfato y pueden ser capturados

mediante una resina de 1odoacetil-sefarosa.
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Fosforilacion
CONY sustratos de la
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Figura 20. Estrategias para la identificacién de sustratos del complejo CDK16-CCNY. Se llevaron a
cabo dos estrategias diferentes: A) identificacion de interactores de CCNY; y B) identificacion de sustratos
especificamente fosforilados por CDK 16 (esta segunda estrategia fue disefiada y ejecutada por la Hernandez
Ortega — resultados no publicados-). C) Estructuras moleculares del ATP y del feniletil-ATP-y-S (en rojo se

muestra la modificacion en el fosfato gamma, y en azul la del N°. Obtenido de Blethrow et al. 2008).
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2.1 Identificacion de interactores de CCNY

La identificacion de interactores de CCNY se llevé a cabo mediante IP de la
proteina enddgena a partir de extractos de la linea celular de cancer de mama MCF7. Los

inmunoprecipitados fueron enviados al servicio de protedmica para su analisis.

Estos experimentos se llevaron a cabo bajo dos condiciones diferentes de cantidad de
detergente (1% o 0.2%; ver Materiales y Métodos); de cada una de las condiciones se
realizaron tres experimentos independientes. En paralelo se realizaron también

inmunoprecipitaciones de CCNA2 con el fin de incluir un control positivo.

En la Tabla 12 se muestran las proteinas identificadas como interactores de CCNY. Se
seleccionaron solo aquellas proteinas que se detectaron en al menos dos de los tres
experimentos realizados para cada condicidn, y no detectados en el control negativo o que
aparecen con una intensidad > 4,5 (Log2) en CCNY respecto al control negativo. La Tabla
13 muestra los interactores de CCNA, seleccionados bajo el mismo criterio que en el caso

anterior.
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Tabla 12. Interactores de CCNY. En azul se muestran las proteinas detectadas bajo la condicion de 1% de

detergente; en rojo se muestran las detectadas en la condicion de 0.2% de detergente; en verde se muestran

las detectadas con las dos condiciones.

siMBOLO NOMBRE convicN) | | imicos
CDKN2AIP A CDKN2A-interacting protein Sdélo CCNY 11
CEP131 Centrosomal protein of 131 kDa Sélo CCNY 9
PACS2 Phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 Sélo CCNY 6
TERF2 Telomeric repeat-binding factor 2 Sdélo CCNY 3
TERF2IP Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 Sdélo CCNY 2
WDR37 WD repeat-containing protein 37 Sélo CCNY 2
ZCCHCS8 Zinc finger CCHC domain-containing protein 8 Sdélo CCNY 2
UTP15 LJgr:cr)ng nucleolar RNA-associated protein 15 Sélo CCNY 2
RBM7 RNA-binding protein 7 Sdélo CCNY 1
FIP1L1 Pre-mRNA 3-end-processing factor FIP1 Sdélo CCNY 1
PCNT Pericentrin 9,73 146
PRCA1 Protein regulator of cytokinesis 1 9,70 20
CCNYL1 Cyclin-Y-like protein 1 8,75 10
TJP1 Tight junction protein ZO-1 7,96 21
HSPBAP1 Isoform 2 of HSPB1-associated protein 1 5,97 1
PACSIN2 E;?jtﬂgskng;r?zand casein kinase substrate in 560 5
GOLGB1 Golgin subfamily B member 1 5,53 17
MYO1D Unconventional myosin-Id 5,39 28
YY1: YY2 ;I;r;rcl)?c;;i\p()gonal repressor protein YY1; Transcription 478 3
CDC42BPG  Serine/threonine-protein kinase MRCK gamma 473 14
PPP1R12A  Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A 4,67 12
MRPL46 39S ribosomal protein L46, mitochondrial 4,67 7
SPECC1L Cytospin-A 4,61 17
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Tabla 13. Interactores de CCNA. En azul se muestran las proteinas detectadas bajo la condicion de 1% de;
en rojo se muestran las detectadas en la condicion de 0.2% de; en verde se muestran las detectadas con las

dos condiciones.

re o A i
siMBOLO NOMBRE Log2 (CCNA/CN) '\’ péptidos
unicos

RBLA1 RB transcriptional corepressor like 1 Sélo CCNA 10
ECERRS Cyclin dependent kinase inhibitor 1A S G v
ECERE Cyclin dependent kinase inhibitor 1B S0 G 2
e Supressor of glucose, autophagy associated 1 sl Lt 2
ATG16L1 Autophagy related 16 like 1 Sélo CCNA 4
E2F4 E2F transcription factor 4 Sélo CCNA 3
NACC1 Nucleus accumbens associated 1 Sélo CCNA 2
AhdREE Rho guanine nucleotide exchange factor 1 sl Lt 2
sl S-phase kinase associated protein 2 sl Lt 2

ATG5 Autophagy related 5 Sélo CCNA 1

SF1 Splicing factor 1 Sélo CCNA 1

CDK2 Cyclin dependent kinase 2 8.6 20
RBL2 RB transcriptional corepressor like 2 8.3 19
HMOX2 Heme oxigenase 2 8.3 13
CDK1 Cyclin dependent kinase 1 7.6 14
CORO1B Coronina 1B 6.5 15
TAOK3 TAO kinase 3 5.5 16
CREB1 5.3 2

cAMP responsive element binding protein 1

2.2 Identificacion de sustratos especificamente fosforilados por CDK16

CDKI16WT, CDK16AS y CCNY, clonadas en el vector pGEX6P1, se purificaron
desde E. coli tal y como se ha explicado anteriormente. Un extracto de células HelLa se
incub6o con CCNY a solas, o junto con CDK16WT o CDKI16AS. A estas reacciones de
anadié una mezcla de ATP normal y del andlogo (*ATP-y-S en la Figura 20). Sélo la

quinasa AS sera capaz de usar el andlogo, transfiriendo el tiofosfato a sus sustratos, que
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quedaran por tanto marcados especificamente. Estas proteinas tio-fosforiladas son
digeridas con tripsina, y los péptidos resultantes capturados en una resina de iodoacetil-
sefarosa para su posterior analisis mediante espectrometria de masas. La Tabla 14 contiene
proteinas detectadas con la combinacion CDK16AS-CCNY y no con CDK16WT o CCNY

a solas con una puntuacion (Best Score) > 50.

Tabla 14. Sustratos fosoforilados por CDK16.

SiMBOLO NOMBRE BestScore ||\ Peptidos
unicos
NUCKS1 Eﬁgl::;ﬁ?ﬁﬂgur casein and cyclin-dependent 95.4 4
CCNY Cyclin-Y 76.2 13
UNG Uracil-DNA glycosylase 74.8 1
FAM195A | Protein FAM195A 73.8 1
DNMT1 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 71.7 1
PHLDB2 Pleckstrin homology-like domain family B member 2 70.6 2
MYCBP2 Probable E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP2 66.0 2
TPX2 Targeting protein for Xklp2 65.0 1
EEF2 Elongation factor 2 63.9 6
BCAR3 Breast cancer anti-estrogen resistance protein 3 62.1 1
XRCC1 DNA repair protein XRCC1 59.7 2
NUP35 Nucleoporin NUP53 57.5 1
ABL1 Tyrosine-protein kinase ABL1 57.3 1
ERCA1 ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1 56.6 3
LARP1 La-related protein 1 55.6 3
PRCA1 Protein regulator of cytokinesis 1 55.2 3
RTN3 Reticulon-3 55.2 1
BOD1LA ll?ligrzentation of chromosomes in cell division protein 1- 536 3
KIF21A Kinesin-like protein KIF21A 52.0 2
CEP170 Centrosomal protein of 170 kDa 50.3 3
ABL2 Abelson tyrosine-protein kinase 2 50.2 1
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2.3. La proteina PRC1 interacciona con CCNY y es fosforilada por CDK16

Tras aplicar los filtros de cada una de las estrategias, se observa que PRCI1 fue
detectada mediante ambas. PRC1 (Protein Regulator of Cytokinesis 1) es critica para la
organizacion de los microtibulos (Subramanian et al. 2010) y es esencial para una correcta
citocinesis (Neef et al. 2007). Ademas, recientemente se ha demostrado su participacion en
la via de sefializacion de Wnt/p-catenina, promoviendo efectos oncogénicos en carcinoma

hepatocelular (Chen et al. 2016).

El papel de PRC1 en citocinesis esta determinado por la correcta actividad del complejo
CDKI1-CCNBI (Voets et al. 2015), que fosforila a PRC1 de forma que se impide su unioén
prematura a la quinasa PLK1, lo que provocaria un bloqueo mitotico (Neef et al. 2007). Se
decidi6 investigar la actividad de la pareja CDK16-CCNY sobre PRCI1, ante la posibilidad
de que no todos los efectos de PRC1 vengan determinados exclusivamente por la actividad

del complejo CDK1-CCNBI.

2.4 PRC1 es fosforilada por el complejo CDK16-CCNY in vitro

Con el fin de demostrar que PRCI1 es fosforilada por CDK16 en presencia de
CCNY, PRCI se clon6 también en un pGEX6P1 para su expresion y purificacion a partir
de E.-coli. En un primer momento se quiso valorar la actividad del complejo respecto a la
de la pareja CDK1-CCNBI, la cual fue adquirida como complejo activo. Como se puede
observar en Figura 21A, PRCI es fosforilada por ambos complejos, aunque con menos

intensidad en el caso de CDK16-CCNY.
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Ademas, mediante mutagénesis dirigida se construyé una PRC1 en que la Thr481, el sitio
de fosforilacion detectado en el analisis por espectrometria de masas con la estrategia de la
CDKI16AS, fue sustituida por Ala, generandose asi un mutante no fosforilable. De esta
forma, se pudo comparar la fosforilacion por CDK16 en las dos versiones de la proteina
(Figura 21B). En el carril correspondiente a PRC1-Ala se puede observar una débil sefial
compatible con una fosforilacion residual. PRCI1 tiene otro sitio de fosforilacion para
CDKI1 (Thr470); seria conveniente realizar un ensayo quinasa con ese otro mutante no

fosforilable con el fin de averiguar si los dos sitios son fosforilados por CDK16.

A B
" < Ester tiofosfato I <
Ester tiofosfato 4 < <-
<
GST _— <
Coomassie <- s — u
< =
GST-CDK16 - + +
CDKI1-CCNBI + B - GST-CCNY - + + +
GST-CDK 16 - + - GST-PRC1 WT WT Ala WT
GST-CCNY - + -
GST-PRC1 ' ' f

Figura 21. CCNY activa a CDK16 in vitro. A) CDKI16 fosforila a PRC1 con menor intensidad que el
complejo CDK1-CCNBI1. B) El mutante no fosforilable PRC1-Ala es practicamente no fosforilado por
CDK16. GST-CDK16, GST-CCNY y GST-PRC1 WT o Ala (mutante no fosforilable) fueron purificadas de
E. coli y sometidas a una gel filtracion con el fin de excluir agregados de proteinas; el complejo activo
CDK1-CCNBI es comercial (ver Materiales y Métodos). Estas proteinas fueron utilizadas en un ensayo de
fosforilacion in vitro en presencia de ATP-y-S, y posteriormente sometidas a WB. La fosforilacion se detectd
mediante la utilizaciéon de un anticuerpo anti-éster tiofosfato, mientras que la proteina total fue seguida

mediante tincioén de la membrana con Coomassie o anti-GST.

Actualmente otros investigadores del grupo estan analizando la relevancia que este
complejo, a través del sustrato PRCI1, podria tener en diferentes modelos celulares de
cancer. Disponer de la herramienta del CDK16AS permitira atribuir los efectos a esta
nueva pareja, distinguiéndolos de aquellos que pudieran estar determinados por

CDK1-CCNBI.
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DISCUSION

El trabajo que aqui se presenta tiene la finalidad de ser un punto de partida para el
estudio de las redes de interacciéon en que participan las nuevas CDKs y las ciclinas
atipicas. Es por ello que el objetivo principal de este estudio es la definicion de nuevas
parejas CDK-Ciclina y, al mismo tiempo, la identificacion de otros interactores de las
ciclinas atipicas que puedan ayudar a dilucidar en qué procesos biologicos participan estas

proteinas.

Durante el desarrollo del estudio, surgié un conflicto en cuanto a la nomenclatura de las

ciclinas objeto del mismo que merece ser aclarado.

Las diferentes ciclinas se han dividido clasicamente en dos grupos: las ciclinas de ciclo
celular, y las ciclinas de transcripcion. Tras el descubrimiento de otras proteinas
poseedoras también de una caja de ciclina, de las que se desconocia su funcidn, estas
empezaron a ser denominadas “nuevas ciclinas”. Aquellas nuevas ciclinas para las que no
se conocia CDK eran a su vez llamadas “ciclinas orphan’. Pero ambos términos, "nuevas"
y "orphan”, presentan desventajas al ser usados como clasificatorios de las ciclinas, ya que
ambos son atributos variables. Las ciclinas (o cualquier proteina) pueden ser nuevas
durante un tiempo, pero ;cudnto tiempo? Después de casi veinte afios, ¢las nuevas ciclinas
siguen siendo nuevas? (Murray y Marks 2001). En cuanto a las ciclinas orphan, se las
denomina asi porque se presupone que interaccionan con una CDK, pero tal vez no sea el
caso, como sucede con CCNF (Lu, Liu, y Legerski 2009). Por otro lado, si resulta que si
forman complejos con CDKs, en el momento en que éstas sean identificadas, las ciclinas
dejaran de ser orphan, de la misma forma que sucedio, por ejemplo, con CDK14-CCNY

(Jiang et al. 2009).

Por estos motivos, a lo largo de este trabajo se ha optado por denominar “ciclinas atipicas”
a aquellas que han sido objeto del mismo. A excepcion de CCNJ, CCNJL y CCNO, estas
ciclinas cumplen el criterio de tener una Unica caja de ciclina y, en general, estdn poco

caracterizadas y sus funciones no estan del todo dilucidadas.
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NUEVOS INTERACTORES DE LAS CICLINAS ATIPICAS

A través de los ensayos de trapping no fue posible identificar con seguridad
ninguna CDK asociada a ciclinas atipicas, sin embargo, mediante esta estrategia si fueron
identificados interactores de las mismas no descritos previamente y que paso a discutir a

continuacion:

CCNGI1-PURA

Una de las interacciones que mereceria ser estudiada es la de CCNG1 con PURA.
PURA es una proteina de unién a DNA y RNA que ejerce diferentes funciones en las
células, participando en diversos procesos como la replicacion, la transcripcion y la
traduccion (Gallia, Johnson, y Khalili 2000) y es esencial para el desarrollo y
diferenciacion neuronal (Khalili ef al. 2003; Hokkanen et al. 2012). Llamativamente, se ha
propuesto que PURA podria tener funciones directamente relacionadas con el control de la
proliferacion, ya que es capaz de interaccionar con proteinas como pRb (Johnson et al.
1995) y con diversas CDKs y ciclinas, como CDKs 1, 2 y 4 y ciclinas A, B1, DI, E1 y H
(Hong Liu et al. 2005). Seria de gran interés explorar la posible regulacion mediante

ciclinas o complejos CDK-Ciclina de los procesos en que interviene PURA.

CCNGI1-ERC2

ERC2 es una proteina implicada en el trafico vesicular en la zona activa de las
sinapsis (Jaewon Ko ef al. 2003). En C. elegans, los complejos equivalentes a CDK5-p35 y
CDK16-CCNY son necesarios para el correcto trafico vesicular neuronal y la correcta
formacion y eliminacion de neuritas en el desarrollo neuronal (Park ef al. 2011; Ou et al.
2010). Si otros complejos CDK-Ciclina estan implicados también este proceso es algo
susceptible de ser objeto de estudio. La posible relevancia de la interaccion de ERC2 con

CCNGH en cancer es algo que quedaria por determinar.
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CNTD2-MED23

Es especialmente interesante la interaccion entre el componente del Complejo
Mediador MED23 y la poco caracterizada CNTD2. Datos recientemente publicados por
nuestro grupo muestran que localiza principalmente en nucleo (Gasa et al. 2017). Segun
este estudio, la cantidad de proteina se encuentra aumentada en tejido tumoral de pulmén
en pacientes con carcinoma de células no pequefias (NSCLC), en relacion a tejido sano
adyacente. Ademas, la sobreexpresion ectopica de CNTD2 en células tumorales de pulmén
produce un aumento de la viabilidad de las mismas y promueve su migracion. También
induce el crecimiento tumoral en xenoinjertos en raton. Todo esto hace pensar que CNTD2
es un factor de malignidad importante en cancer de pulméon. MED23 también tiene una
expresion aumentada en muestras de NCSLC y, del mismo modo que CNTD2, promueve
la proliferacion y migracion de células tumorales de pulmon (Shi, Liu, et al. 2014). La
localizacion principalmente nuclear de CNTD2 podria ser indicativo de su posible
implicacion en la regulacion de la transcripeion, al igual que sucede para otras ciclinas. En
vista de que hasta el momento no ha sido identificada ninguna CDK que forme complejo
con CNTD2, queda por determinar si las funciones de esta ciclina son o no dependientes

de CDK.

La validez de las interacciones detectadas en estos experimentos, demostrada por el hecho
de que las tres que se escogieron para su confirmacion fueron, efectivamente validadas,
abre la puerta, tal y como se pretendia, a futuras lineas de investigacion, en las que se
puedan estudiar en profundidad las implicaciones que las interacciones descritas puedan

tener en diversos procesos celulares.
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NUEVOS COMPLEJOS CDK-CICLINA

Con el fin de identificar nuevos complejos CDK-Ciclina, se siguieron dos
estrategias en paralelo: ensayos de trapping acoplados a espectrometria de masas y un

ensayo de Y2H.

Tal y como se ha expuesto previamente, mediante los ensayos de trapping y el posterior
analisis por espectrometria de masas no se consiguieron identificar CDKs asociadas a las
ciclinas CCNI, CNTD2, CCNG1 o CCNG2, a pesar de que la técnica es valida para la
deteccion de otras interacciones. Existen diversos motivos que podrian explicar este hecho.
En primer lugar, en analisis mediante espectrometria de masas presenta importantes
limitaciones para la deteccion de proteinas poco abundantes. A pesar de que el cerebro es
el tejido donde mas se expresa CDKS5 (Tsai et al. 1993), y su asociaciéon con CCNI ha sido
previamente descrita, esta interaccion no ha sido detectada mediante el sistema que aqui se
presenta. Esto podria deberse a que estamos ante una protedmica no dirigida, en la que el
elevado rango dinamico de las muestras hace muy complicada la deteccion de aquellas

proteinas que no sean especialmente abundantes.

En este sentido, cabe destacar que en el transcurso del desarrollo de esta tesis varios han
sido los laboratorios que han intentado descubrir nuevas parejas CDK/ciclina mediante
espectrometria de masas, pero que tampoco han tenido €xito en la identificacion de ciclinas
asociadas a CDKs. En un estudio publicado por Yang et al. en que se analiza el
interactoma de CDK9, no se consigui6 detectar ninguna ciclina asociada, a pesar de que las
interacciones habian sido previamente fijadas mediante crosslinking (J. Yang et al. 2015).
Por otra parte, otro estudio que investigaba el interactoma de todas las CDKs y CDKLs en
las lineas celulares Hek293T y MCF10A evidencia la importancia del modelo celular con
que se trabaje, ya que muestra importantes diferencias entre las proteinas detectadas en
cada linea celular. Dicho estudio ademas pone de nuevo de manifiesto la dificultad para
detectar interactores tanto de las nuevas CDKs como de las ciclinas atipicas: en células
Hek293 solo se detectaron las interacciones de CDKS5 con CCNI y CABLES1 y 2,
mientras que en las células MCF10A solamente se detect6 la union de CCNB3 con CDK15
en MCF10A; para el resto de nuevas CDKs no fue posible encontrar ninguna ciclina
asociada en ninguna de las dos lineas celulares. Por ultimo, en cuanto a las ciclinas
atipicas, un amplio estudio protedmico realizado en el laboratorio de Chen solo logré

detectar a CCNJ en asociacion con CDK2 en Hek293T (S. Xu et al. 2014).

84



DISCUSION

Estos datos parecen indicar que los complejos CDK-Ciclina en que intervienen estas
proteinas o bien son muy poco abundantes, o bien estan mantenidos por uniones muy
débiles. Esto haria que la espectrometria de masas no fuera el método mas adecuado para
detectar interacciones entre estas proteinas. Se trata de una tecnologia que, con el fin de
evitar falsos positivos, requiere unas condiciones que tal vez sean demasiado restrictivas
como para permitir el mantenimiento de complejos en que intervengan las nuevas CDKs y
ciclinas atipicas. De hecho, si se hace una blisqueda en la base de datos de interacciones
IntAct (http://www.ebi.ac.uk/intact/), se puede observar que, a fecha de hoy, son muy
pocas las interacciones entre ciclinas atipicas y CDKs que han podido ser detectadas

mediante espectrometria de masas.

Debido a estas limitaciones que ya preveia, se decidid llevar a cabo de forma paralela un
ensayo de Y2H. Esta técnica se ha mostrado exitosa en la deteccion de interacciones entre
ciclinas atipicas y CDKs, tal y como demuestra el estudio hecho por el grupo de Stephan
Geley en que se enfrento CDK16 a una genoteca de cDNA (Mikolcevic et al. 2012). El
trabajo de esta tesis es el primero en utilizar esta técnica en un screening dirigido a la
deteccion especifica de interacciones entre ciclinas atipicas y CDKs. Tal y como se expone
en los resultados, un total de 17 interacciones fueron detectadas; de las mismas, 7 habian
sido previamente identificadas mediante un ensayo de Y2H en el caso de CDK14-CCNY y
CDK16-SPY1/CCNI/CCNY/CCNYL1 (Mikolcevic et al. 2012; Jiang et al. 2009) o IP
seguida de WB para CDK5-SPY1 y CDKS5-CCNI (Dinarina et al. 2005; Brinkkoetter et al.
2009), lo que valida el sistema y permite confirmar que se trata de una técnica adecuada

para la deteccion de interacciones entre CDKSs y ciclinas atipicas.

Que de un total de 195 combinaciones, tan solo se hayan detectado las mencionadas 17
interacciones, a pesar de tratarse de proteinas sobreexpresadas forzadas a dirigirse al
mismo compartimento celular, es indicativo de la especificidad del sistema; es decir: no
parece que sea cierta del todo la idea de que la presencia de una caja de ciclina es
requerimiento suficiente para que la proteina que la posee interaccione con un dominio
PSTAIRE (o su equivalente en otras CDKs). Otra explicacion a lo que podria ser una baja
cantidad de interacciones detectadas seria que, simplemente, las posibles CDKs de nuestras
ciclinas no estuvieran incluidas en el estudio; es posible que algunas de las ciclinas atipicas
testadas formen complejos con CDKs de transcripcion. Tampoco hay que olvidar la
existencia de funciones de las ciclinas independientes de su asociacion con CDKs, como

los efectos inhibitorios de CCND3 en la diferenciacion de células mieloides (Peterson et
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al. 2005) o los de CCND1 en la proliferacion celular y en anoikis (Iwatani, Fujimoto, y Ito
2010; Gan et al. 2009). Ademas, los dominios de ciclina también se encuentran presentes
en otras proteinas, como el factor de transcripcion TFIIB y la proteina del restinoblastoma,

y ambos actuan sin la presencia de ninguna CDK.

Si bien por un lado llama la atencidon que no hayamos detectado interacciones para la
mayoria de las ciclinas atipicas, por otro, es sorprendente la promiscuidad que presentan
determinadas ciclinas. En efecto, tal y como se mencion6 en la introduccion, es frecuente
observar que una sola CDK se asocie con diferentes ciclinas, sin embargo, los resultados
que aqui se presentan muestran que también una determinada ciclina puede unirse a varias

CDKs.

86



DISCUSION

CDK6-CCNI

Entre los nuevos complejos identificados, una de las parejas que mayor interés
presenta es la formada por CDK6 y CCNI, al estar CDK6 directamente implicada en la
regulacion del ciclo celular y tener un papel tan prominente en cancer. De hecho CDK®6,
junto con CDK4, es una diana terapéutica que presenta cada vez mayor interés (Hamilton y
Infante 2016). Dicha interaccion, detectada en el ensayo de Y2H, también fue confirmada
mediante un experimento de trapping (Figura 17). Curiosamente, y a pesar de multiples
intentos, no ha sido posible demostrar la activacion de CDK6 por CCNI. Esto podria ser
debido a varias razones. En primer lugar, es posible que los ensayos de actividad se hayan
realizado en condiciones suboptimas; nos encontramos ante un nuevo complejo del cual no
conocemos sus propiedades enzimaticas, de forma que tal vez no se haya trabajado a pH,
concentracion de sales, etc., adecuadas. Otra posibilidad es que las proteinas utilizadas,
purificadas a partir de E. coli, no sean activas debido a la ausencia de algun otro elemento,
como fosforilaciones activadoras o modulacion por asociacion con proteinas 14-3-3 no
presentes en este sistema de expresion. Si este fuera el caso, la purificacion de los
complejos expresados en células de levadura o incluso en células de mamifero que
exdgenamente sobreexpresen la ciclina y en que se pueda modular la cantidad de CDK6
mediante RNA de interferencia, podria ayudar a dilucidar la naturaleza de estos problemas
técnicos. También es posible que aquellos sustratos que se han testado para valorar la
fosforilacion por parte del complejo CDK6-CCNI no sean efectivamente fosforilados por
el mismo. Otra posibilidad que no podria ser descartada, es que CCNI no funcione como
una ciclina activadora de CDK6 sino que, al contrario, interaccione con la misma para
inhibir la actividad de otros complejos como CDK6-CCNDI. Este es un fendémeno descrito
para la interaccion entre CDKS y CCNE, en el cual la ciclina secuestra a CDKS5 haciéndola
inaccesible para su activacion por parte de p35 y p39 (Odajima ef al. 2011). Ante esta
situacion, seria interesante comprobar si existe disminucion de la actividad del complejo

CDK6-CCNDI1 en presencia de cantidades crecientes de CCNI.

Cabe destacar que CCNI, en el ensayo de Y2H, parece también interaccionar con las
PFTAIREs (CDK14 y 15) y PCTAIREs (CDK16-18), las cuales, al igual que CDKS, se
expresan principalmente en tejidos post-mitdticos, especialmente cerebro. Esto podria

apuntar a un papel de CCNI con especial importancia en tejido nervioso.
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CDK16-SPY1

La interaccion entre CDK16 y SPY1 fue reportada al tiempo que este estudio
comenzaba mediante un ensayo de Y2H que buscaba interactores de CDK16 (Mikolcevic
et al. 2012). Sin embargo, hasta el momento dicha interaccion no habia sido confirmada
mediante otros métodos ni se habia demostrado la actividad de dicho complejo. A través
del trabajo que aqui se presenta se confirma la interaccion de CDK16 con SPY1, tanto in
vitro (Figura 14) como in vivo (Figura 15) mediante ensayos de trapping ¢ 1P,
respectivamente. Se demuestra, ademas, que las dos proteinas forman un complejo activo

con capacidad de autofosforilacion (Figura 16).

Hasta el momento, ademas de la interaccion con CDKI16 reportada en el mencionado
trabajo de Mikolcevic ef al., se sabia que SPY1 interacciona al menos con CDKI1, 2 y 5
(Dinarina et al. 2005), y que los efectos de SPY1 sobre la progresion del ciclo celular son
dependientes de CDKs (Cheng et al. 2005). La importancia de un complejo CDK16-SPY'1
tal vez venga determinada por los patrones de expresion las diferentes CDKs en distintos
tejidos. Ambas proteinas parecen tener funciones importantes en tejido nervioso (D
Lubanska y Porter 2014; Graeser ef al. 2002), aunque es en testiculo donde presentan unos
mayores niveles de expresion (Cheng, Xiong, et al. 2005; Besset, Rhee, y Wolgemuth
1999), de forma que el posible papel del complejo CDK16-SPY1 en meiosis u otros
procesos relacionados con la formacién o diferenciacion de células germinales deberia ser

explorado.

CDK16-CCNY

La capacidad de CCNY para activar a CDK 16 se conoce desde hace relativamente
poco tiempo (Mikolcevic et al. 2012; Shehata et al. 2015), pero hasta el momento no ha
sido descrito ninglin sustrato especifico del complejo. En este estudio se presenta una
doble estrategia a través de la cual fue posible encontrar un sustrato de dicho complejo

CDK16-CCNY.

En una primera aproximacion, mediante IP acoplada a espectrometria de masas, se
buscaron interactores de la ciclina. Se seleccionaron s6lo aquellos que presentaban un alto
grado de fiabilidad. Cabe destacar que entre los mismos, de igual modo que sucedia en los

ensayos de trapping para CCNI, CNTD2, CCNG1 y CCNG2, no se encontrd ninguna
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CDK asociada a CCNY (ver Tabla 12). En cambio, si se detectd la interaccion de CCNA2
(que se incluyd como control positivo) con las CDKs 1 y 2. Este dato de nuevo apunta a las
limitaciones que parece tener esta técnica para la deteccion de interacciones en que

participan las ciclinas atipicas.

En la segunda aproximacion se buscaron sustratos que son especificamente fosforilados
por CDK16 gracias al uso de una forma mutada de esta quinasa, CDK16AS, que es capaz
de utilizar un analogo de ATP (N°-2-Feniletil-ATP-y-S) que el resto de quinasas no puede
usar. De esta forma, se gener6 una lista de sustratos especificos de la CDK de interés. La
proteina PRC1 fue detectada a través de ambas estrategias, sugiriendo que podria ser un
sustrato especifico del complejo CDK16-CCNY, lo cual fue confirmado mediante la

realizacion de ensayos de fosforilacion in vitro (Figura 21).

Necesidad de interacciones adicionales en la activacion de complejos CDK-Ciclina

atipicos

Ha sido descrito previamente que la actividad del complejo CDK16-CCNY, con
dichas proteinas expresadas en bacterias, es independiente de CAK pero requiere de la
interaccion de la ciclina con una proteina 14-3-3 (Shehata et al. 2015). Curiosamente, y al
contrario de lo que sugiere dicho estudio, en los ensayos de fosforilacion in vitro que aqui
se presentan no parece existir este requerimiento. La explicacion a esto podria estar, tal
vez, relacionada con las condiciones de purificacion de las diferentes proteinas. Es posible
que la ausencia de actividad de CDK16 purificada de bacterias no se debiera a la necesidad
de otros enzimas para su activacion, sino a que la quinasa es purificada mayoritariamente
en forma de agregados no activos. De este modo, la reduccion de la cantidad de agregados
proteinicos lograda a través de la gel-filtracion seria suficiente para conseguir una

activacion mediante CCNY.

Llamativamente, en S. cerevisae, este fenomeno también se da en los complejos CDK-
Ciclina formados por la CDK Pho85 y la subfamilia de ciclinas tipo PCL. En dichos
complejos no es necesaria la fosforilacion activadora aportada por CAK1 (CDK Activating
Kinase 1). Esto es debido a la presencia de un aspartico en la posicion 135 en las ciclinas
PCL que mimetiza al residuo fosforilado por parte de CAK1 (Zheng y Quiocho 2013). En

el mismo estudio se observa una situacion similar en la estructura cristalografica del

89



DISCUSION

complejo CDKS5-p25 (una forma truncada de su activador p35), donde una molécula de
agua o hidroxido (OH") adopta el papel del aspartico de las PCL, lo que justifica que

CDKS5 tampoco requiera activacion por CAK.

Curiosamente, al hacer un alineamiento de Pcll con CCNY, se puede observar que el
mencionado residuo Asp esta conservado en la proteina de mamiferos (Figura 22). Si dicho
residuo cumple la misma funciéon que en los complejos Pho85-PCL, seria logico pensar
que aquellos complejos en que participen ciclinas atipicas tipo PCL (como CCNY o CCNI)

no requieran fosforilaciones activadoras por parte de CAK por este motivo.

*BAD AVG GOOD

PCL1 . 66

CCNY : 66

cons H 6

PCL1 1 MCEYS----------ccmoooo oo 5
CCNY 1 MGNTTSCCVSSSPKLRRNAHSRLESYRPDTDLSREDTGCNLQHISDRENIDDLN 54
cons 18 54
PCL1 6 --------- KALHILLKSPVIDDII------------------------ KFLTD 26
CCNY 55 MEFNPSDHPRASTIFLSKSQTDVREKRKSLFINHHPPGQIARKYSSCSTIFLDD 108
cons 55 c¥ R == =108
PCL1 27 TTLR---------c oo omoeio oo VVPSSNYPTPPGSP 44
CCNY 109 STVSQPNLKYTIKCVALAIYYHIKNRDPDGRMLLDIFDENLHPLSKSEVPPDY- 161
cons 109 :*: T Rl RO 162
PCL1 45 GEKHLTRLPSLMTFITRLVRYTNVYTPTLLTAACYL---NKLKRILPRD-ATGL 94
CCNY 162 -DKHNPEQK- ---QIYRFVR--TLFSAAQLTAECAIVTLVYLERLLTYAEIDIC 208
cons 163 :** B B B:-:.[fhkkx * E F3gE3gE, 216
PCL1 95 PSTIHRIFLACLILSAKFHNDSSPLNKHWARYTDGLFTLEDINLMEROLLOLLN 148
CCNY 209 PANWKRIVLGAILLASKVWDDQAVWNVDYCQILKD-IT NELERQFLELLQ 261
cons 217 T TN T P .. - e e  2/0
PCL1 149 WDLRVNTE- - -DLILDLOPLLEPIKODLARSSDORKRINMMMSMNRRTCAGTSP 199
CCNY 262 FNINVPSSVYAKYYFDLRSLAEANNLSFPLEPLSRERAHKLEAISRL-C----- 309
cons 271 EEEFRN- - N 5 B DE R : B B 324

PCL1 209 IRSNNRFKLYEKQRNVSTASDLSSATLVDSCNDLRRLKDVINIANNTVANTNYV 253
CCNY i EDKYKDLRRSA- - - - - - RKRSA- - - - - 325

cons 325 Py BREEE] a8 o 378

PCL1 254 RTVEKWNDNVNROSWDLEOIMSQHGF 279
CCNY WD ===== SADNLTLPRWSPAI-IS---- 341

cons 379 Pt S35 3o 404

Figura 22. Alineamiento entre Pcll y CCNY. Se muestra el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de la ciclina Pcll de S. cerevisiae y la CCNY de H. sapiens. El cuadro azul sehala las
posiciones del aminoacido conservado Asp135 de Pcll y el Asp248 de CCNY. El alineamiento se
llevé a cabo mediante la herramienta T-COFFEE (tcoffee.crg.cat) segiin las secuencias de

aminoacidos de la base de datos UniProt.
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Fosforilacion de PRC1 por diferentes complejos CDK-Ciclina

Tanto CCNY como PRCI estan implicadas en diversos tipos de cancer, entre ellos
carcinoma hepatocelular (T. Sun, Co, y Wong 2014; Chen et al. 2016), donde PRCI1
promueve la aparicion de recidivas a través de sefalizacion por la via Wnt/f3-catenina. La
participacion de CCNY en esta importante via de sefializacion hace que sea interesante
investigar los efectos que PRCI1 podria estar ejerciendo sobre la misma a través del

complejo CDK16-CCNY, y no solo través de CDK1-CCNBI.

PRC1 posee dos sitios que son fosforilados por el complejo CDK1-CCNBI1 (las treoninas
en posiciones 470 y 481). Estas fosforilaciones son necesarias para que no se produzca un
bloqueo mitotico y la citocinesis se produzca de forma normal (Neef et al. 2007). Tal y
como se muestra en la Figura 21, gran parte de la fosforilacion de PRC1 por parte del
complejo CDK16-CCNY parece tener lugar sobre la treonina 481 (Figura 23). Serd
necesario investigar si el complejo es también capaz de fosforilar a la treonina 470, de
forma que se pueda dilucidar en qué circunstancias cobra importancia la fosforilacion de

PRCI1 por parte de un complejo u otro.

/

CCNBl CNY )

{ CDKI j \ <CDK16

T470  T481

Inicio Mitosis Citocinesis

Figura 23. Fosforilacion de PRC1 por diferentes complejos CDK-Ciclina.

Esto podria ser indicativo de la necesidad de una regulacion muy estricta, mediada por dos
mecanismos redundantes, con la finalidad de asegurar que PRCI resulta fosforilado.
También podria indicar que cada CDK seria activa en determinadas situaciones
fisiologicas, ambientales o incluso en determinados tejidos. En cualquier caso, el

descubrimiento de la fosforilacion de este importante sustrato por parte del complejo
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CDK16-CCNY abre una interesante linea de investigacion en el campo de la regulacion

celular.

La idea de que cada complejo CDK-Ciclina tiene unos sustratos diferentes a los del resto
de complejos y que, por tanto, ejerce una funcion diferencial, tal vez no sea correcta del
todo (tal y como sugiere el hecho de que PRC1 sea fosforilada por dos complejos
diferentes). En base al importante aumento en el namero de ciclinas y CDKs a lo largo de
la evolucion, es posible que sea mas acertado pensar en un escenario en el que los
diferentes complejos CDK-Ciclina adquieren mayor importancia que otros en funcion de
condiciones especificas, por ejemplo, en diferentes tejidos o momentos del desarrollo. De
esta forma, la aparente redundancia que parece existir entre CDKSs y ciclinas constituiria en
realidad un refinamiento en el control del ciclo celular y otros procesos celulares como la
migracion, con consecuencias para el desarrollo de diversas patologias, como
enfermedades neurodegenerativas o cancer. Si este enfoque resultara ser adecuado, el
creciente esfuerzo por desarrollar inhibidores de CDKs como tratamiento para este tipo de
dolencias deberia ir acompanado también de un esfuerzo por descubrir en qué situacion

cada uno de los complejos CDK-Ciclina cobra mayor importancia.
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CONCLUSIONES

Las proteinas PURA y ERC2 interaccionan con la ciclina CCNGI.
La proteina MED23 interacciona con la ciclina CNTD2.

El presente estudio ha identificado diecisiete parejas CDK-Ciclina atipicas, de las

cuales diez constituyen complejos no descritos hasta la fecha.

CCNI y SPY1 son ciclinas promiscuas que interaccionan con las CDKs 5, 6, 14,

15,16,17y 18,y 5, 16, 17 y 18, respectivamente.

Los complejos CDK16-CCNY y CDK16-SPY1 presentan actividad quinasa in vitro
independiente de CAK o proteinas 14-3-3.

CCNY presenta conservado el residuo Asp248 lo que sugiere que el mecanismo de

activacion de las ciclinas tipo PCL se encuentra conservado en la evolucion.

Mediante aproximaciones protedmicas se han determinado posibles substratos de

los complejos CDK16-CCNY.

PRCI1 es sustrato in vitro del complejo CDK16-CCNY.
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aa
AD
Ade

AgT

Ala

AS

bp

CAK

CDK

cDNA

CKI

CN

Co-IP

DDD

DDO

Aminoacido(s)
Dominio de activacion
Adenina

Antigeno T grande del virus
SV40

Alanina

Analogo Sensitivo

Pares de bases (del inglés
Base Pairs)

Quinasa activadora de CDK
(del inglés CDK-Activating
Kinase)

Quinasa  dependiente  de
ciclina (del inglés Cyclin
Dependent Kinase)

DNA complementario

Inhibidor de CDK (del inglés
CDK Inhibitor)

Control negativo

Co-Inmunopreciptacion

Dma Docking Domain

Doble Drop Out

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle

Medium

DNA-BD Dominio de uniéon al DNA

DTT

Ditiotreitol

EC

EDTA

EF

eGFP

EGFR

ER

ERC2

Expo

FBS

GAK

GAL4
GSH

GST

HA
HeBS

His

ABREVIATURAS

Extracto celular

EthyleneDiamineTetraacetic
Acid

Electroforesis

Enhanced Green Fluorescent
Protein

Receptor de  factor de
crecimiento epidérmico (del
inglés  Epidermal  Growth
Factor Receptor)

Receptor de Estrogeno (del
inglés Estrogen Receptor)

ELKS/RAB6-interacting/CAST
family member 2

Exposicion

Fetal Bovine Serum

Unidades de fuerza centrifuga

Quinasa asociada a ciclina G
(del inglés cyclin G
Associated Kinase)

Proteina reguladora GAL4

Glutation reducido

Glutation S-transferasa

Hora(s)
Hemaglutinina
HEPES-Buffered Saline

Histidina
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IgG
1P

IPTG

IRES

Lam

Leu

Mat a

Mat a

MCS

min.

mRNA

MS

c-Myc

NLS

NT

oD
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Inmunoglobulina G
Inmunoprecipitacion

Isopropyl-p-D-1-
tiogalctopiranosido

Sitio interno de unién del
ribosoma (del inglés Internal
Ribosome Entry Site)

Lamina C

Leucina

Mating tipo a
Mating tipo o

Sitio de clonacion multiple
(del inglés Multiple Cloning
Site)

Minuto(s)
RNA mensajero

Espectrometria de Masas (del
inglés Mass Spectrometry)

Proteina del proto-oncogen
MYC

Numero (de)

Sefial de localizacion nuclear
(del inglés Nuclear
Localization Signal)

No transfectada

Densidad 6ptica, unidades (del
inglés Optical Density)

O/N

pS3
PBS

PCR

pl

PM
PMSF
PNBM
pRb

PRC1

Prec.

PURA

QDO

rpm

SB

SDS

Trp

Over night (durante toda la
noche)

Antigeno tumoral celular p53
Phosphate-Buffered Saline
Reaccion en cadena de la
polimerasa (del inglés
Polimerase Chain Reaction)
Punto isoeléctrico

Peso molecular
Phenylmethylsulfonyl fluoride
p-NitroBenzyl Mesylate

Proteina del retinoblastoma

Protein
Cytokinesis 1

Regulator of

Precipitado

Purine Rich element binding
protein A

Quadruple Drop Out

Revoluciones por minuto

Tampon de carga (del inglés
Sample Buffer)

Dodecilsulfato  sodico (del
inglés Sodium Dodecyl
Sulfate)

Triptéfano



ABREVIATURAS

vol Volumen WT Cepa/Forma  salvaje  (del
inglés Wild Type)

WB Western Blot
Y2H  Doble hibrido en levadura (del

WCE Extracto celular inglés Yeast 2 Hybrid)
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ANEXOS

ANEXO I: Isoformas de las ciclinas atipicas

La Tabla 15 presenta las diferentes isoformas de las ciclinas atipicas que se recogen en las
bases de datos NCBI y UniProt. Tal y como se puede observar, para algunas de las ciclinas
existen discrepancias en cuanto al nimero de isoformas validadas segun cada una de las
bases de datos. También se aprecia que la isoforma considerada canodnica (la numero 1 en

la Tabla 4) difiere en algunos casos segun la base de datos.

Tabla 15. Isoformas de las ciclinas atipicas (continua en la siguiente pagina). Se muestran las diferentes
isoformas de las ciclinas atipicas, segun UniProt y NCBI, asi como sus longitudes en numero de pares de
bases y aminoacidos, sus pesos moleculares (PM) y sus puntos isoeléctricos (pI). También se sefiala si cada

una de las bases de datos ha validado la existencia de dichas isoformas.

ISOFORMA PM Validacion
CICLINA n° aa pl
Uniprot NCBI (KDa) Uniprot NCBI

1 — 568 614 935 v X
CABLESI — 1 368 419  9.62 X v
— 2 633 67.6 932 X v
— 3 306 346 932 X v
CCNG1 1 1,2 295 34 9.06 v v
2 — 161 18.8  9.47 X X
CCNG2 1 1 344 38.8 533 v v
2 — 304 345  6.09 X X
1 1 377 4256 823 v v
CONI 2 - 363 40.87 597 X X
- c-h X v
1 2 372 423 675 v v
CoNI 2 3 371 425 675 v v
3 1 383 438  6.59 v v
1 1 435 484 728 v v
CENIL 2 — 166 19 9.79 v X
— 2 387 43.6 699 X v
CCNO 1 1 350 38.1 844 v v
2 — 131 143  9.86 v X
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ISOFORMA PM Validacion
CICLINA n° aa pl
Uniprot NCBI (KDa) Uniprot NCBI

1 1 341 393  6.76 v v
CCNY 2 3 316 36.5  7.57 v v
3 2 287 332 7.62 v v
— 5 208 241 533 X v
1 3 359 40.7 5.7 v v
CONYL 2 1 308 349 534 v v
3 2 289 334 646 v v
CNPPDI1 1 1 410 454 547 v v
1 1 330 369 646 v v
CNTDI 2 — 128 13.8 627 X X
— 2 247 274 8.59 X v
CNTD2 1 1 307 33.6  8.96 4 4
2 — 155 16.7 543 v X
FAMSSA 1 1 248 284 584 v v
2 2 228 26.1 6.3 X v
SPY1 2 1 313 364  9.07 v v
1 2 286 333 9.05 v v

Fuentes: UniProt, NCBI. Los simbolos “v” y “x “ indican que la isoforma ha sido validada

0 no, respectivamente, por cada una de las bases de datos.
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ANEXO II: Localizacion subcelular de las ciclinas atipicas

ANEXOS

En la Tabla 16 se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia obtenidas de la base

de datos Human Protein Atlas (HPA, www.proteinatlas.org), que selecciona diferentes

lineas celulares para su tincioén en base a datos de expresion de mRNA.

Tabla 16. Localizacion subcelular de las ciclinas atipicas.

LOCALIZACION

CICLIN/

LA SUBCELULAR
CABLESI Nucleo (granular)
CCNGI Nucleoplasma
CCNG2 Citosol, nucleoplasma

Golgi, nucleoplasma

CCNI
cuerpos nucleares

CCNIL Nucleo (granular)

CCNO NA

IMAGEN

CCNJ Golgi, nucleoplasma .

NA

CICLINA

CCNY!

CCNYL

CNPPDI?

CNTDI

CNTD2?

FAMSSA

SPY1

LOCALIZACION

SUBCELULAR iACE

Nucleo, membrana
plasmatica

Membrana plasmatica

Reticulo
endoplasmico

Citosol, nucleo,
membrana plasmatica

o

Nucleo

NS~

Citosol, niicleoplasma

Nucleoplasma

Fuente: Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org). Las imagenes de microscopia de fluorescencia

.. . , , . , . 1 , .
muestran las ciclinas de interés en verde, los nucleos en azul y los microtibulos en rojo. Segin UniProt.

Seglin casa comercial GeneTex (GTX102015). *Datos propios de inmunohistoquimica (Gasa et al. 2017).
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ANEXOS

Aunque no se dispone de informacion en HPA para CNPPDI, se incluy6 la imagen que
proporciona la casa comercial GeneTex en la informacidén de uno de sus anticuerpos. Asi
mismo, se incluyd una imagen de una inmunohistoquimica de CNTD2 que ha sido

recientemente  publicada  por  nuestro  grupo (Gasa et al 2017).
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