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0. PROLEG
Flotillin-1 és una proteina caracteristica de memarplasmatica i més concretament,
de les regions conegudes ctpid rafts, les quals es consideren regions de membrana
especialitzades principalment en el reclutamentreteptors i l'inici de rutes de
senyalitzacié intracel-lulars. El nostre grup déstigacié ha aportat noves dades al
coneixement que es té d’aquesta proteina (tesi Ded. Anna Santamaria) fent canviar
el concepte sobre el seu paper. S’observa una daaloealitzacié nuclear de Flotillin-
1, aixi com la corelacid directa entre els nivedl ptoteina presents a les ceél-lules i
I'estat proliferatiu de les mateixes.
Preses en conjunt, i d’acord amb les suggerénpiedaales per les dades presents a la
bibliografia sobre el paper de Flotillin-1 en adtrerocessos com l'endocitosi i el
transport intracel-lular, s’arriba a la conclusigegla funcid de Flotillin-1 s’ha de
considerar d’'una forma més global i no restringird una actuacié exclusiva en
membrana plasmatica.
L’objectiu d’aquesta tesi doctoral es esclarir ptecessos tant citoplasmatics com
nuclears en quée pren part Flotillin-1, amb el psipd’aconseguir determinar la funcié
concreta que esta duent a terme i classificar-lel gnup adequat (proteina enzimatica,

adaptadora, receptora, factor de transcripcio, ...)
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1. LIPID RAFTS

El model classic de membrana plasmatica cel-lulapgsa la bicapa lipidica com un
solvent tridimensional per a les proteines ancaradeella, sense influéncia en aquestes
i amb funcié purament estructural. Actualment, hsedat demostrat que aquest
concepte es troba obsolet i que la membrana plasmjaiga un paper clau en la
regulacio dels diferents processos que englobeccifacel-lular. Elslipid rafts
constitueixen unes estructures lipidiques difeahes dins de I'estructura general. Es
troben formades per un ensamblatge dinamic de teobés esfingolipids en la cara
exoplasmica de la membrana plasmatica. El fullnintn canvi és ric en fosfolipids,
amb acids grassos saturats (p.ex.: fosfatidilsarifsfatidiletanolamina) i colesterol
(Simons & Toomre, 2000). Els esfingolipids s’asenclateralment uns amb altres,
probablement a través d'interaccions deébils pejandels caps de carbohidrats. Els

espais lliures sén omplerts per les molécules testayol (Simons & lkonen, 1997).

Lipk Faf

Fig 1. Estructura i composicié delpid rafts. Es mostra I'enriquiment en esfingolipids i codest i la
presencia de diferents tipus proteics integralsnmgambrana o amb associacions a la cara interna
(NIGMS)

Una de les raons per les qué ha sigut tan diésibldre aquestes estructures és per la
seva mida minima qué impossibilita la seva viszaditd en microscopis estandard. En

fibroblasts, mitjancant etross-linking dels seus components amb anticossos, s’ha
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arribat a concloure que uraft pot assolir mides al voltant de 50 nm (unes 3500
moléecules d’esfingolipid), amb la variabilitat asisola a les interaccions dins o entre
estructures lipidiques. EI nombre de proteinesopoil- lar entre 10-30 sempre tenint en
compte els diferents graus d’empaquetament obseriat distribucio i freqiencia
d’aquestes proteines no és aleatoria, siné quéxeatana agrupacié clau en I'exercici

posterior de les seves funcions (Pralle et al, 2000

Bioquimicament eldipid rafts foren definits com aquelles regions insolubles en e
detergent Trit6 X-100 a 4°C, rebent el nom de DRd&tergent resistant membranes);
també anomenats DIGs per ser complexos insolubtesletergent i enriquits en
glicolipids. Degut al seu elevat contingut lipidiguestes estructures suren a la fraccio
de baixa densitat quan s’aplica una centrifugagigradient (Brown & Rose, 1992).

Encara que la major part de molécules de superéisigroben en les regions més
liquides i desordenades, l'estructura i composdaguests microdominis permet la
unié de diferents proteines: proteines associadésadosfatidilinositol (GPI-proteines)
(Brown & Rose)a la capa externa; proteines transmembrana;eipest associades a la
capa interna via una doble acilacié (palmitoilacrairostoilacié) com és el cas de la
familia de les Src-cinases o les subunitadie les proteines G heterotrimeriques (Resh,
1999). Aquestes proteines son incorporades alsnmi®MIG després de la seva sintesi i
transport a traves del reticle endoplasmatic (&) & I'aparell de Golgi (AG) (Janes et
al) on romanen insolubles. Aquest retard en la esideu a I'abséncia dels complexos
esfingolipid-colesterol en el reticle i 'ensamiatdelsrafts lipidics a les proteines es
produiria en I'AG on té lloc la sintesi de la fracesfingolipidica (Simons & Ikonen,
1997). El transit de membranes i molécules assesigdé se’n deriva d’aquest organul
permetria la distribucié diferenciasqrting) de lipids i proteines a les diferents regions

de la membrana plasmatica (Simons & Ikonen, 1997).
1.1Tipus delipid rafts

Lipid rafts caveolars S’anomenen d’aquesta manera a les fraccions DRMs qu
contenen com a principal component estructural plegeines Caveolines. Aquesta
proteina permet la formacié d'unes estructures gmaales, sense recobriment i en
forma de flasco d’'uns 50 a 90 nm de grandaria, anaclescaveoles Es coneix que
aguestes formacions estan implicades en processtartcitosi, endocitosi, transport

de colesterol i transduccié de senyals. També aaom a centres de senyalitzacio per
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proteines associades a GPI qué han sofert un pddaés/acio. La seva preséncia en
membranes es dependent del tipus cel-lular codereada teixit. Per exemple, trobem
que les caveoles son molt abundants en cél-lulats glerd es troben absents de

neurones i limfocits (Stuermer et al, 2001).

Les Caveolines son proteines petites (approx. 28)Kero tenen la capacitat de formar
oligomers d’elevada massa molecular. Aquests olegémnsdn estructures filamentoses
gué s’'auto-associen per estabilitzar la membrankgieaveoles definint aixi la seva
forma i mida (Fernandez et al, 2002). S’han desing al moment 3 proteines
Caveolines. Caveolin-1 (Cav-1) fou identificada cansubstrat per a v-Src-cinasa en
fibroblasts transformats pel virus del sarcoma dasRRothberg et al, 1992). Caveolin-
1 i Caveolin-2 es coexpressen habitualment i sama@dnts en cél-lules diferenciades
com pneumoaocits, fibroblasts, adipocits o cél-ladlesnuscul llis. Caveolin-3 comparteix
una homologia de sequiencia amb Cav-1 superiorcuédapresenta Cav-2. En canvi,
I'expressio de Cav-3 es troba restringida a mugdang et al, 1996). Totes tres
isoformes estan constituides per un domini cemiidiofobic inserit a la membrana i
ambddés dominis N i C-terminal citosolics. Trexciade palmitoilacié en la regié C-
terminal contribueixen al seu ancoratge a la men@(&alanueva et al, 2007).

Cav-1 se sintetitza com una proteina integral delonana i comenca a oligomeritzar al
reticle endoplasmatic (ER). Es transporta a traessomplex de Golgi on s’associa a
colesterol i altres components de DRMs (Parton, &086) . En aquest punt s’organitza
en oligomers qué formaran pbol caracteristic de Caveolin. A la sortida del Golgi e
complex continua amb el procés d’oligomerizatci@ssociacio a glicoesfingolipids i
colesterol formant un “transportador exocitic cd@foqué migra a la membrana
plasmatica en un procés qué requereix de la peot8NMARE Sintaxin-6. Tot i la
localitzacio predominant en caveoles aquestes ipesetambé es poden trobar en
adhesions focals o secretades com a proteinedesm(Harton & Simons, 2007).

Les caveoles mostren una mobilitat i dinamica réesiien condicions basals, pero la
interacci6 amb lligands especifics com el virus @\t la toxina colérica (CTx)
provoquen la seva rapida internalitzacio6 amb la labbracio d'un embolcall de
Dinamin-2, Src cinases, proteina cinasa C i elutaoient de filaments d’actina
(Pelkmans et al, 2001; Pelkmans et al, 2002; Tagetval, 2005). Després de la

internalitzacié, les caveoles es fusionen al cltoamb estructures preexistents:

34



INTRODUCCIO

caveosomes (de forma RAB-5 independent) o endospnmasrencs (de forma RAB-5
dependent) (Pelkmans et al, 2004).

L’abundancia de proteines senyalitzadores en le®obes permeten presentar la
hipotesi de la seva funcionalitat com plataformes @l processat de senyals
extracel-lulars. Altres estudis mostren Caveoliom cina proteina adaptadora capag de
concentrar proteines en les caveoles i d'aquestemaauiar les seves interaccions |
activitats (Salanueva et al, 2007). Caveolin inixibaccié de diverses proteines com
per exemple, Src cinases, EGFR, oxid nitric sintagdotelial (eNOS) o H-Ras
(Okamoto et al, 1998). En canvi s’ha observat activ per al receptor d’insulina
(Yamamoto et al, 1998). Moltes de les moléculesulegtps per Caveolina son
importants en la progressio del cicle cel-lularai deva desregulacié esta molt
relacionada també amb aquelles vies implicadesciomdiment en cancer (Salanueva
et al, 2007).

Lipid rafts no caveolarsLa presencia dipid rafts caveolars es troba restringida a un
determinat nombre de tipus cel-lulars. En cangki$tencia de fraccions membranoses
amb caracteristiques propies de DRMs mostra urcespaolt més ampli. Mitjancant
técniques de microscopia electronica (Baumann,204l0) iconfocal laser scanning
microscopy(LSM) s’ha pogut observar també la formacié d'ateesegions a la
membrana plasmatica de linies cel-lulars que neesgpn Caveolins i per tant, no
presenten formacié de caveoles (Stuermer et all)2@om a marcadors d’aquestes
regions s’utilitzen unes proteines anomenades lIfeti i Flotillin-2 (Bickel et al,
1997) o Reggie-2 i Reggie-1 respectivament (Scheftal, 1997). Amb anticossos
especifics contra aquestes proteines es demosteaddocalitzacio a la cara interna de
la membrana plasmatica en cel-lules glials i neasoiPresenten un patré puntejat i
defineixen aquests microdominis on també s’ensampleteines associades a GPI
després de la seva activaciéo mitjangaoss-linkingamb anticossos (Lang et al, 1998).
En astrocits, cel-lules amb formacions caveolanegodes, Flotillin-1 i -2 es localitzen
separadament de Caveolin-1 formant els seus prop@odominis i faciliten
I'ancoratge de proteines especifiques com la pratiosin cinasa Fyn o les proteines
de superficie Thy-1 i F3. Ambdues proteines s’hateatat també en endolisosomes i
altres cossos vesiculars en cél-lules neuronalgnfoditaries, demostrant la seva

participacio de processos endocitics i de transdutx senyals en una linia similar pero
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alhora diferenciada dels processos en qué es tiofgictats elslipid rafts caveolars
(Stuermer et al, 2001).

1.2 Funcions deldlipid rafts

Un avantatge de I'organitzacio lateral de les memés cel-lulars és el confinament de
proteines involucrades en diferents processos endeminis molt concrets de la
cel-lula. D’aquesta manera, aquests microdomingepoactuar com a plataformes
adaptadores per executar funcions com el trapsidocitosi de membranes, transduccio

de senyals i polaritzacié cel-lular (Rajendran &&ns, 2005).

Plasma Cavecla Planar lipid raft
membrane

Cavealin _f:;'_l_ Microtubule © i) Fffectar | EI

—_

G-protein-coupled
rECeptor

lonotropic G protein Tubulin 0 Actin filament M
ﬂ?prT.‘)r [ by

Fig 2. Diferencies estructurals i de composicié entreddéerents tipus dépid rafts (Allen et al 2007)

Transduccié de senyalsEls DRMs poden actuar com sistemes per receptors
individuals activats per la unio a lligand extratghr. Aquest complex resta protegit de
'acci6 d’enzims no pertanyents al complex. Pert,taia senyalitzacio en el
microambient es troba subjecta a l'accié de lesases, fosfatases, interaccions
proteiques, etc. de totes aquelles proteines eeldatespecificament per formar part
dels DRMs (Simons & Toomre, 2000). La primera éwnicla fou la senyalitzacié de la
immunoglobulina E durant la resposta del sistemaume al-lérgic. La uni6 de la IgE

al seu receptor ERI resta associada als glicerolipids i esfingobpde la fase externa.

Al seu torn, a la capa interna es troben les tirogiases acilades de la familia Src (Fyn,

Lyn). Davant la preséncia d’antigen, els compldgds FERI s’agreguen i la presencia
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lipidica permet el reclutament de la cinasa Lytfinidi del procés de transduccio de
senyal que ha de dur a una resposta a l'alerganastocits i basofils (Sheets et al,
1999).

La transduccié de senyals en els mecanismes destaspnmune afavorida per aquests
microdominis lipidics és frequent. El receptor éé lales T (TCR) reconeix un antigen
presentat pel complex major d’histocompatibilitdHC) de classe | o Il de les cél-lules
presentadores d’antigen (APC). Aguesta activacitnpel’acumulacio etipid rafts de
TCRs amb altres molecules coreceptores com LFAKZAM-1 formant el claster
d’activacié supramolecular (SMAC) o sinapsi immuwgita. Les Src tirosin cinases
LCK, Fyn i PK® també es troben localitzades en aquest domini padierar aixi els
diferents processos de fosforilacido i transducced sgnyals. L’exclusio d’aquests
dominis de fosfatases com CD45 permet una activatamtinguda del senyal i
I'actuacié d’altres molécules implicades en proossdiferents (p.ex.: fosfolipasa C,
Ras/ERK, etc.) (Janes et al, 2000).

Trobem altres exemples d’activacié de la transdua® senyals fora del sistema
immunologic. La translocacio del receptor tirosimasa RET alipid rafts és
consequencia de la unio del coreceptor GERI factor GDNF (el coreceptor GER

es troba en aquests dominis mitjancant un ancof@Rje Aquesta translocacio permet
la seva activacié i l'inici d’'unpathway d’activitat cinasa (Ras/Akt entre d’altres)
(Tansey et al, 2000). Els receptors tirosin cimasaenten en el seu conjunt una amplia
regulacio per la seva localitzaci6 en aquestesomsgide la membrana. La uni6
d’insulina al seu receptor causa la fosforilacian# de les proteines estructurals mes
importants delipid rafts com és Caveolin-1, fet que habilita posteriors sutk
senyalitzacid. Aquest efecte és especific del tecapinsulina i no es mimetitza per
I'accio d’altres similars com EGFR o PDGFR (Mastétkal, 1995).

No obstant els receptors tirosin cinasa es trobempliament regulats, I'accié
senyalitzadora dels rafts lipidics és més ampleaGTPasa Ras €s una altra mostra de
regulacio. Existeixen tres gens Ras (H-, N- i KJRamb diferents isoformes generades
per splicing diferencial. Els tres gens presenten diferenaiesleseu patré d’expressio
en funcio del teixit i de I'etapa del desenvolupaimestudiada. D’altra banda, K-Ras i
H-Ras difereixen en caracteristiques com poden Iesr modificacions post-

traduccionals. H-Ras és susceptible de ser paladi consequientment, d’'unir-se als

37



INTRODUCCIO

lipid rafts pel full intern de la membrana plasmatica. La eeigl del colesterol o la
sobreexpressio d’'un dominant negatiu per Cavedianfbdues maneres obtenint-se
una disrupcio en l'estructura deksfts) anul-len la transduccié de senyals mediada per
Raf (serin treonin cinasa) i iniciada per H-Rasopeense veure's afectada la via

iniciada per K-Ras (Roy et al, 1999).

Sonic hedgeho@Shh) és una altra de les proteines senyalitzadegesades pelipid
rafts. Presenta modificacions com I'addicié de molécukesalesterol o palmitoilacions
que asseguren la seva unidralis. En aguest context Shh s’uneix a la proteina dtch
permetent I'alliberament d’una segona proteina Sheowd que sera l'activadora de la
cascada senyalitzadora (Incardona & Eaton, 20@jpréséncia del colesterol en Shh és
necessaria per a la seva localitzacié en membremaféreix a la proteina una capacitat
d’accié restringida (la seva deslocalitzacié supasana pérdua de la regulacio i
I'actuacio en un espectre més ampli del desitjafBeyke et al, 1999); pero també és
basica perque la proteina realitzi la seva fursidgtitucions del colesterol per un altre
tipus d’'ancoratge tipus GPI asseguren la presétecdhh edipid rafts perd s’anul-la la
realitzacio de les funcions conegudes en desepapiant).

Transit de vesiculesLa distribucid i transport intracel-lular han esestudiats en
aquelles linies cel-lulars amb una polaritzacicdewni com poden ser les cél-lules
epitelials. En la linia MDCK s’observa una rutatdensport de proteines GPI i altres
proteines caracteristigues de la membrana apidfngant I'is de N-glicans o O-
glicans com a senyals de distribucié (Scheiffeleakt 1995). Aquestes proteines
glicosilades s’uneixen a lectines associadigscrafts o també poden contenir dominis
d’unio transmembrana a DIGs i viatjar plegadessadgions de la membrana apical de
la cél-lula. Es creu que els dominis PDZ tambériestamplicats en les associacions
transmembrana i elsorting apical (Schuck & Simons, 2004)En canvi, el
direccionament de components de la membrana bestlasta basat en altres senyals
com poden ser motius dileucina o motius tirosina sjuneixen directament a receptors
components de vesicules recobertes de clatrina. Quenles proteines dirigides a
aguesta regié també es troben glicosilades esatreda unié lligand-receptor té una
afinitat més elevada que la quée succeeix entréNacans i els seus putatius punts
d’ancoratge localitzats dipid rafts (Scheiffele et al, 1995; Schuck & Simons, 2004)
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Endocitosi.El procés d’endocitosi compren mdultiples mecanisogs permeten a la
cel-lula la internalitzacié tant de macromolecutesn de particules mitjancant el seu
transport en vesicules derivades de la membrarempteca. Aquests mecanismes
d’entrada a la cél-lula actuen de forma coordingaiguen un paper clau en multitud de
processos cel-lulars (Nichols, 2003). De totsadlimés conegut és la internalitzacié via
vesicules recobertes de clatrirdathrin mediated endocytosis, CMEEs tracta d’un
procés comu a totes les cél-lules de mamifer qua&gbe’adquisicio de nutrients i
molecules essencials com per exemple, la LDiw (density lipoprotein)o la
transferrina unida al seu receptor. La CME inva@uta concentracié de receptors
transmembrana units als seus lligands en unesceses de la membrana plasmatica
(coated pity aconseguides per l'accié de diferents proteinéssaiques, la més
destacada de les quals és la clatrina. Aquestesceses s’'invaginen formant unes
vesicules endocitiques recobertes per un embagbcdijonal de clatrina (Conner &
Schmid, 2003). En el complex participen altres congmts com son les proteines
adaptadores de I'ensamblatge (APs) (Kirchhause®9)1® l|la GTPasa Dinamin
(Hinshaw, 2000).

L’abolicio o la inutilitzacio dels diferents compemts implicats en la CME provoquen a
la cél-lula I'abséncia de formacié deated pitspero, malgrat tot, la internalitzacié de
moléecules es continua produint. Aquest fet porpa@ar de lendocitosi independent
de clatrina. Entre aquestes molécules internalitzades per aquests mai trobem
aquelles molécules paradigma de CME com la LDL ceeéptor de transferrina. En
canvi un elevat rang dels substrats endocitatsoben localitzats elipid rafts, com
demostra I'anul-lacié de la seva endocitosi amiméas destructors del colester®htre
els diferents exemples trobem subunitats de toxjoéss’'uneixen a proteoglicans, virus
(SV40) o interleucines (IL-2) (Nichols & Lippince8chwartz, 2001).

En les caveoles s’ha demostrat la presencia dentinals colls de I'estructura i com

l'activitat GTPasa és basica per a la seva form&b et al, 1998). La inhibici

d’aguesta activitat mitjancant I's d’anticossosidinamina o un dominant negatiu qué
expressa una Dinamin mutant K44A elimina la intBtzecio mediada per caveoles de
diverses moléecules pero no en la seva totalitdkifins et al, 2001). Els experiments
amb siRNA per Caveolin-1, component principal de taveoles, suggereixen que
aguesta proteina no és necessaria per a la inteaga d’un ampli nombre de substrats
(Lamaze et al, 2001). Com a consequeéncia d'aqesgsriments parlem d’endocitosi
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dependent o independent de clatrina i en aquesinsgaip, d’endocitosi mediada o
independent de caveoles/caveosomes. Els caveosimesstructures separades dels
endosomes primerencs o finasa(ly-reciclyng endosomesgjué es nodreixen de les
vesicules recobertes de clatrina. Els caveosonudieia el transport i distribucio de
molécules de membrana com és el cas del virus S¥4BE o el transport
d’esfingolipids i proteines associades a GPI a |[[N&hols, 2003).

La internalitzacio per caveoles esta facilitadalpeatdisrupcid del citoesquelet d’actina,
anul-lada pels inhibidors de cinases estaurospariganisteina i augmentada pels
inhibidors de fosfatases acid ocadaic i vanadatbiMa Le, 2003). El virus SV40
s'uneix al seu receptor a la superficie de la wkildesencadena una série de reaccions
basades en l'activitat tirosin cinasa qué permeeeutament de Dinamin Il i la seva
entrada a la cel-lula conjuntament amb Caveolitkffans et al, 2002). La unio de
l'albumina al seu receptor Gp60 només es pot digrme mitjancant una interaccio
previa entre Caveolin i Gp60 i I'entrada d'albumina és possible en cel-lules

deficients per Caveolin (Minshall et al, 2000).

S’ha demostrat que, tot i que Caveolin permet knéxid i/o estabilitzacid de les
estructures invaginades, la capacitat per fornsards intrinseca ald$ipid rafts.
D’aquesta manera s’han descrit també rutes d’iatézacio alternatives a la presencia
de Caveolin. Existeix una série de proteines Gl gan internalitzades atecycling
endosomedgnorant la via delssarly endosomeper mitja d’una nova organel-la
anomenadaGPl-anchored protein enriched early endosomal cortmpent (GEEC).
Aquesta via és dependent de la Rho GTPasa Cdcdthdqfamjak et al, 2002). La
interleucina 2 (IL-2) és un factor de creixemenseegial per a limfocits que
s'internalitza per un procés dependent de Dinamero pindependent de caveoles
(Lamaze et al, 2001).

El conjunt de resultats demostra que el procésddaitosi a través de DIGs és d'una
elevada complexitat i intervenen gran nombre ddofac(expressié de Caveolin,
activitats fosforilases i GTPases, tipus cel-lu#e,) pero presenta també certs graus de
plasticitat qué permeten la realitzacié del prod&ndocitosi d’un substrat per vies

alternatives quan la principal ha estat neutraldiza
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2. FLOTILLIN

2.1Introducci6. Aspectes evolutius.

La familia de proteines Flotillin/Reggie fou desedh de forma independent i
simultania I'any 1997. D'una banda, per analisi mi&croseqiéncies de peptids
continguts en fraccions de dominis de membranaeitsien Caveolin-1 i purificats de
teixit pulmonar de ratoli. En aquests experimerdsva poder observar com tant
Flotillin-1 com Flotillin-2 copurifiquen amb Caventl en adipocits 3T3-L1 tractats

amb protocols de purificacié basats en deterg@&ickél et al, 1997).

De l'altra, mitjancant urscreeningper proteines regulades positivament en cél-lules
ganglionars retinals durant el procés de regerteragbnal posterior a una lesio

provocada en el nervi optic €arassius auratugSchulte et al, 1997

Flotillin-1 i -2 son proteines altament conservadasb aproximadament un 64%
d’homologia entrédrosophila melanogastei Homo sapiensTambé trobem expressio
de proteine§lotillin-like en bacteris, plantes i fongs (Langhorst et al, 200Bxtensa
distribucié evolutiva de Reggie/Flotillin i diferenReggie-like proteingplantegen la
necessitat d’'una funcié basica ancestral. Les sisdlilogenétiques de les bases de
dades de metazous classifiquen Flotillin-1 i Hioti2 com aclusters monofiletics.
L’'observacié estructural mostra una distribucidiestment conservada dels diferents
dominis proteics en les proteines de la familidilifo en metazous. L'estudi de les
taxes de substituci6 molecular també confirmen ilfiotcom una familia génica

extremadament conservada mantinguda per selecgadive (Rivera-Milla et al, 2006).
2.2 Familia SPFH

La subfamilia Flotillin/Reggie ha estat englobada gimilituds estructurals dins de la
familia coneguda com SPFH. El nom prové dels seamponents principals: 1)
Stomatin, una de les principals proteines integtalmmembrana en eritrocits humans; 2)
Prohibitin, membre d’una familia de proteines notadrials implicada en regulacié de
la senescencia i supressio de tumors (Stegliah @0999); 3) Flotillin i 4) HfIK/C, una
proteina estructural de bacteris. A aquest domeilisatribueixen funcions en
I'afavoriment de la formacio de complexos de preésaassociades a membrana, encara
gue els residus concrets mediadors d’aquesteaaaiens encara no han estat definits
(Tavernarakis et al, 1999). En Flotillin-1 i -2 dbmini SPFH consisteix en una
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estructura compacta, de forma elipsoide-globular cpnté 5 helix alfa i 6 fulls beta
(Langhorst et al, 2005).

Es important I'existéncia d’un domini EA (rep elmger estar constituit de repeticions
d’acid glutamic i alanina). Aquest domini s’ha destmat tenir un paper important en la

oligomeritzacié de la proteina Stomatin (Snyeral £1998).
2.3 Flotillin-2/Reggie-1

El gen qué codifica per a la proteina Flotillin-Zté&e localitzat en la zona
pericentromérica del cromosoma 17 (17q11-12). Egaimde copia Unica consistent en
11 exons qué donen lloc a la proteina de 47 KDahuEnans s’han proposat diferents
formes variants deplicing basades en la cerca en bases de dades de &prasted
sequence taggero no s’ha trobat expressio d’aquestes formaeamts. ErDrosophila
en canvi, si s’han descrit dues variants que difereixen®@bBcorresponents a un exo
originat per unsplicing alternatiu molt curt. Aquestes dues variants ebein
expressades de forma diferencial durant el desepaoient, amb la forma llarga
present preferentment en els estadis embrionaivati, mentre que la forma curta

s’expressa en la mosca adulta (Langhorst et a§)200

Flotillin-2 presenta al seu extrem N-terminal uside objecte de miristoilacié (Gly2) a
meés de diversos llocs de palmitoilacio (Cys4 ppatnent i de forma secundaria,
Cys19 i Cys20). Aquests processos d’'acilacio sémesponsables de I'ancoratge al full
citoplasmatic de la membrana, doncs Flotillin-2pnesenta cap domini transmembrana
i tant I'extrem N-terminal com el C-terminal es liem orientats cap al citosol
(Neumann-Giesen et al, 2004). El procés de mitastidi €s un procés cotranslacional i
irreversible, qué acostuma a tenir lloc com és &, cen un residu de glicina
immediatament després del codé iniciador de lautieid. Aquest fet explica la
localitzacio predominant en membrana plasmaticéadeoteina (Neumann-Giesen et
al, 2004). Flotillin-2 presenta també dos domihidrofobics que corresponen als
fragments d’aminoacids 14-35 i 134-150. Aquests idmmo tenen suficient forca
hidrofobica per constituir un domini integral demi@ana pero contribueixen a aquest
ancoratge estable de la proteina a la membranangili@s. La presencia de residus
triptofan (W) apolars sén els principals resporssilil’aquesta capacitat (Rivera-Milla
et al, 2006).
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Flotillin-2 s’expressa de forma constitutiva ere®tes linies cel-lulars (Langhorst et al,
2005). Els seus nivells es mantenen relativamemgtaats tot i que presenten regulacié
en processos de diferenciacio. Es regula positimacherant la diferenciaciin vitro de

mioblasts esquelétics C2C12 (Volonte et al, 199®&)eed’altres linies cel- lulars.

A Flotillin-2 se li atribueixen les funcions clagsies de les proteines associadépic
rafts. L'ampli espectre de proteines qué hi interaccioheronfereixen activitat en
transit de vesicules, reordenaci6 del citoesqueldétansduccié de senyals. La
coimmunoprecipitaci6 amb el receptor de trombinaRPIA en linies cel-lulars de
melanoma suggereix la seva intervencié en la sirg@ild per receptors acoblats a

proteines G (Hazarika et al, 2004).

En relacié a la reordenacié del citoesquelet s‘Gaabtrat com la sobreexpressio de
Flotillin-2 indueix la formacié de filopodis i esittures semblants en diversos tipus
cel-lulars (Neumann-Giesen et al, 2004) i tamhétkraccié de proteines adaptadores
de citoesquelet com les de la familia Vinexin -amgant I'accié d’'un domini SoHo
(Sorbin homology (Kimura et al, 2001)-. La capacitat d’estructudadels filaments
citoesqueletics afavoreix el reclutament de difereomplexos proteics qué impliquen
a la familia Flotillin en un ampli ventall de pr@ses cel-lulars. També juga un paper
important en l'activacio de les cel-lules T permeta senyalitzacié perllongada un cop
s’ha produit I'activacié deT cell receptor (TCR)Aquesta funcio la pot dur a terme
mitjancant les associacions amb les Src cinasesilEkn (Stuermer et al, 2001,
Stuermer et al, 2004) i la proteina adaptadora (Blaughter et al, 2003). En aquestes
cel-lules Flotillin-2 presenta una polaritzaciarinmobilitzacid en ungaps preformats
on es duen a terme les diferents interaccions,npakamanifest la rellevancia de les
estructures de membrana (Stuermer et al, 2004)eriReent s’ha demostrat que
Flotillin-2 és diana transcripcional dels factoes ld familia p53 (Sasaki et al, 2008) i
diferents connexions entre l'alteracio de la sexaressio i la progressio tumoral: alts
nivells de Flotillin-2 correlacionen amb la progigs del melanoma (Doherty et al,
2006), mentre que els receptors de factors de esreint HER (HER-1, -2 i -3),
implicats en cancer de mama, colocalitzen amblkel enlipid rafts (Marquez et al,
2006).
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2.4 Flotillin-1/Reggie-2
2.4.1 Descripcio del gen i la proteina.

Flotillin-1 esta codificada per un gen de copiacaniocalitzat en el cromosoma 6
(6p21.3). Es troba en una regié destinada al compiajor d’histocompatibilitat de
classe | (MHC 1). Entre el segon i el quart exdreba codificat el gehmmediate Early
Response-3en la mateixa cadena i el gen de la tubuld en la cadena
complementaria. El gen de Flotillin-1 té 15 kb ted sent codificat per 13 exons. Hi
ha una regi6 d’illa CpG (75% GC) que s’estén abllde tota la regié no codificant de
'ex6 1. La recerca bioinformatica mostra un proonoexcel-lent amb [linici de
transcripcio 139 bpupstreamde I'extrem 5 del cDNA clonat. No obstant, aquest
promotor manca d’'una sequéencia consens TABA o CCAAT. Un segon promotor
potencial amb una caixa TATA predita es troba liteatldownstreamdins de l'intro 1,
encara que només un 4% dels ESTs semblen utiditpsest promotor (Edgar & Polak,
2001). EI mRNA huma fou identificat per primera a&€dg en un experiment de
differential displayorientat a I'analisi de I'expressiéo genica impliaadn I'enfisema
pulmonar. Dels clons obtinguts, dos tenien seqésrttomologues al 3'UTR del cDNA
de Flotillin-1 murina. La sequéencia complerta deS%& del cDNA de Flotillin-1
humana fou clonada per RACE PCR a partir de cDNAulend. La pauta oberta de
lectura codifica per una proteina de 427 residush@awidics. Hi ha dos senyals
alternatius de poliadenilacio; el primer amb laisawgia ATTAAA localitzada en 1716-
1721 amb el lloc de poliadenilacio en 1734, i gJaseamb la seqiencia AATAAA en
1805-1810. La recerca en bases de dades de sesgi®#®T humanes mostra que el
primer senyal de poliadenilacié és el més prevabaignilant el 79% dels transcrits. El
primer codo iniciador de la transcripcio, situatrerels nucleotids 165-168, és una
sequéencia amb un context relativament debil coniparaent amb les sequencies
consens d’iniciacié. En canvi el segon codd, emie nucleotids 195-197, és una
sequéncia més apropiada, la qual cosa suggereitotpudos codons poden ser utilitzats
per la maquinaria de transcripcio (Edgar & Pol&QD).
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Size bp 150 59 76 91 144 120 96 153 182 46 138 165 410

oSN | T
______ (RnEna mL
e 110500y {id A

Size bp 321 279 87 280 391 87 185 9065 191 116 241 1876

Fig 3. Estructura genomica de Flotillin-1 humanapfsentacidé esquematica de I'estructura exo-intro.
Els exons es mostren com caixes negres (no a e&zddmgitud es marca a sota) i les regions 5’ i 3
UTR com caixes blanques. Es mostren també lesGigs Edgar AJ, Polak JM, 2001).

La proteinafull-lenght té una prediccié de massa molecular de 47355 Da punt
isoelectric (pl) 7.08; i 46257 Da i un pl de 7.68 @ la proteina formada a partir del
segon codo iniciador. La proteina humana presem@8ul% d’identitat i un 99.2% de
similitud amb la proteina murina. Les caracterigg& del promotor (riguesa de GCs i
abséncia de caixa TATA) combinat amb el fet queriaieina s’expressa de forma
general en totes les linies cel-lulars estudiadegereixen a aquest gen propietats de
housekeepingDe totes maneres, I'expressio és regulada d’'umaddeixit-dependent,
presentant una elevada expressio en cervell (resoglie Flotillin-1 és important en la
regeneracio neuronal) i baixa en fetge (Edgar &kd001).

Flotillin-1 presenta una orientacié citoplasmaticala membrana amb els dos extrems
N i C-terminal encarats cap a l'interior cel-luldr.diferencia d’altres proteines de la
familia SPFH, Flotillin-1 manca d’'un domini proudhofobic per constituir un domini
transmembrana, tot i que pot actuar com a senyalapk insercido en el reticle
endoplasmatic com també succeeix amb Caveolin @Moet al, 2002).

Es important també el rol de I'acilacié en l'assooh de Flotillin-1 a la membrana
plasmatica. Presenta una cisteina ben conservaolasand 34 qué si pateix mutacions,
s’aboleix la capacitat d’'incorporacié de palmitat’unié de Flotillin-1 alraft lipidic.
Existeixen dos potencials residus extra de paltati en Cys5 i Cys17 (Morrow et al,
2002).

La proteina presenta dos dominis principals. Eredsiinal el domini conegut com
SPFH comu a Flotillin-2, Stomatin, etc. qué perimebrporar aquesta proteina dins de
la familia del mateix nom. Aquest domini també eseix com PHB Rrohibitin
homology domain)L’estructura d’aguest domini que compren elsdesi43-173 és

compacta, en forma elipsoide-globular amb 4 o &teli 6 fulls B (Langhorst et al
2005).
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En C-terminal es troba un domini només comu a lassdproteines Flotillin. Es
caracteritza per contenir diversos dominis EA. Aee repeticions d’acid glutamic i
alanina son elements clau en I'oligomeritzacio detgines. L’estructura terciaria
d’aquest domini encara no ha estat resolta per@medisi de seqiiéncies s’endevina la
presencia d’estructuresoiled coil, les quals també son afavoridores de I'associacio
proteica. Aquesta oligomeritzacid ha estat suggeddm un procés necessari per
estabilitzar I'associacié de proteines aciladea anémbrana plasmatica (Field et al,
1995). L'extraccid de proteines dipid rafts amb N-octylglucoside (detergent qué
permet obtenir la fraccié proteica perd no deskxrdebs associacions de proteines)
permet observar la formacié de complexos qué cooremn a dimers, trimers i

estructures superiors (Neumann-Giesen et al, 2004).

110 30 134 151 185 190 363 427
CURI S s R s | —
1314 35 134 15 180 193 366 428

2

D Transmembrane domain : SPFH domain § Palmitoylation site

] Hydrophobic domain [ Flotillin domain  © Myristoylation site

I EA Repeat

Fig 4. Dominis estructurals de les proteines Hiotll i Flotillin-2. Es mostren els dominis SPFH i
Flotillin aixi com els diferents residus que poden objecte de modificacions per acilacié. En vdirese
ressalten les repeticions EA, principals respomrsallels fenomens d’oligomeritzacié. EI domini
transmembrana (marcat en gris) és una prediccdefetoase a la composicié aminoacid@aywmann
et al 2007).

2.4.2 Relacions entre Flotillin-1 i Flotillin-2

L'oligomeritzacié de Flotillin és necessaria perl’arganitzacié dels microdominis
lipidics en membrana plasmatica. Aquestes intevascés donen en forma d’homo- o
heterodimers, demostrat pel fet que ambdues pestagioimmunoprecipitem vitro i
colocalitzen parcialment (Stuermer et al, 20013phkst una estructura final tetramerica.
L’oligomeritzacié és responsabilitat dels extremgefninal de les proteines pero
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sembla que el domini SPFH és el responsable dengistaquesta associacié a la
formacié dels tetramers. D’aquesta manera, s’haerghs com formes mutants
mancades del domini N-terminal produeixen multitdd formes multimeriques
diferents mentre que la coexpressio dels fragmenegminal i N-terminal restableixen
la formacio Unica de tetramers (Solis et al, 2007).

L’ensamblatge d’aquestes dues proteines indueixcuevatura de la membrana
plasmatica, aixi com la formacié d’invaginacions rfolmgicament similars a les
caveoles i I'acumulacié de vesicules intracel- il&rick et al, 2007).

Aquesta associacié entre les dues proteines Fat#dinbé té implicacions en la seva
propia regulacio dels nivells d’expressio. Mitjantanutants dérosophilaha quedat
demostrat que I'estabilitat de Flotillin-1 requereie Flotillin-2 i que quan I'expressio
d’aquesta és abolida, els nivells de mMRNA de Hiotil resten inalterats pero els de
proteina experimenten una abrupta disminucié. Necesix igual en I'experiment
oposat, on s’aconsegueix expressio de Flotillim8ependentment dels nivells de
Flotillin-1 (Hoehne et al, 2005). Aquest mateix demen té lloc amb altres proteines
relacionades amb €elipid rafts. Per exemple, el ratoK.O. per Caveolin-1 experimenta
una reduccio dels nivells de Caveolin-2 (Drab g2@01) pero no a l'inversa.

En cel-lules humanes s’ha demostrat també qudliRldtipateix degradacio via sistema
del proteasoma en abséncia de Flotillin-2 (bloquegh sistema mitjancant inhibidors
del proteasoma s’aconsegueix una recuperacio ddiflt en abséncia del seqartner
(Solis et al, 2007).

2.4.3 Sintesi i localitzacié de Flotillin-1

Ha estat ampliament demostrada la ruta biosintétela lipid rafts seguint la via
tradicional ER-Golgi, organul on es duen a termdififeacions com poden ser les
glicosilacions, acoblament de lipids, etc. Es cehiedoncs, el plantejament que tant
Flotillin-1 com Flotillin-2 segueixen aquesta rutars la seva localitzacio final en
aquests compartiments lipidics. No obstant, alamblt’aquest plantejament i de quina
és la localitzacio real de Flotillin hi ha una eecbntroveérsia,

En diferents tipus cel-lulars (NRK, CHO i HelLa) a’demostrat com Flotillin-1 es
localitza en l'aparell de Golgi (a més de la obaerd per immunofluorescéncia) : a)
aillant membranes de l'aparell de Golgi (GICs) stiaservat un enriqguiment en

I'expressio de Flotillin-1 respecte la resta de partiments cel-lulars; b) el tractament
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amb agents qué destrueixen el colesterol com ladggtrina no permeten solubilitzar
Flotillin-1 en cél-lules intactes quan es tracterb & ritd X-100 mentre si que ho fan en
GICs; c) la longitud del fragment “transmembrana8 @minoacids) correlaciona mes
acuradament amb les proteines caracteristiquesyubedll de Golgi quée amb les de
membrana plasmatica (Gkantiragas et al, 2001). bktaot, aquest argument perd
transcendencia un cop va quedar demostrada gsediasié de Flotillin-1 a membrana
plasmatica es troba produida per les modificacamilades.

D’altra banda, treballs realitzats sobre cel-luBsK i Vero demostren resultats
oposats. El domini SPFH de Flotillin-1 fusionat alalproteina GFP permet direccionar
aguesta cap a la membrana plasmatica sense deigir-I'aparell de Golgi en cap
moment d’aquest transit. Fent servir agents blaqisj dAG (Brefeldina A
desestabilitza I'ensamblatge de les seves diferamtats impossibilitant el transport) o
un dominant negatiu de la GTPasa Sarl que inhilzeiruta de transport ER-AG
s’observa com el transit i la localitzacié de Hlotil es veien inalterats, concloent
d’aquesta manera que la seva ruta biosinteticadirdecionalitzacio era independent de
I'aparell de Golgi (Morrow et al, 2002).

El conjunt de dades sembla indicar que la locaifzagubcel-lular de Flotillin-1 és
dependent del tipus cel-lular. Per exemple, enutgd- Jurkat (limfoma), ambdues
Flotillins colocalitzen amb Thy-1 i Fyn en organutgracel-lulars que derivaran en
endolisosomes (Stuermer et al, 2001). En macrofagsillin-1 s’ha trobat en
fagosomes (Garin et al, 2001).

Un altre factor que influencia aquesta localitza&séel procés de diferenciacio cel-lular.
En cél-lules PC12 Flotillin-1 s’observa en AG, pand cop s’indueix la seva
diferenciacio mitjancant NGRNgrve growth factorgs trasllada a la superficie cel-lular
(Liu et al, 2005). Un cop demostrada la presén@atdictures similars o relacionades
amblipid rafts també en les membranes dels organuls interns ({Ekgas et al, 2001)
es postula que la diferenciacié cel-lular pot indiincorporacioé de Flotillin-1, i altres
proteines associades, a la membrana plasmatica,quats estaven previament
segrestades en la membrana dels compartimentsahttdars (Liu et al, 2005).

Fins i tot es contempla la possibilitat que el pod’ancoratge a la membrana sigui
diferent en funcioé del tipus cel-lular. En adipscia palmitoilacié de la cisteina 34 no
sembla jugar un paper important, doncs la sevaaiutep afecta a la localitzacio de la

proteina. En canvi, el segon domini hidrofobic sedindria rellevancia en el procés
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d’abandonament de les membranes internes i inclrsil@ membrana plasmatica (Liu
et al, 2005).

Finalment, cal fer esment d’'una caracteristica fogratal que diferencia Flotillin-1 de
Flotillin-2 com és la capacitat de la primera danslocar a nucli (Santamaria et al,
2005). Aquesta localitzacio nuclear és dependemidale cel-lular, produint-se a l'inici
de la fase S, de forma simultania amb la protel@\PL, de funcié desconeguda encara
que hi ha evidencies que la presenten com un medgmmplexos reguladors de la
transcripcio (Mittler et al, 2003). La funcié deoEllin-1 a nucli no es troba esclarida
pero la seva sobreexpressié té un efecte mitogania linia cel-lular PC-3, que deriva
d’'una metastasi de tumor prostatic en os (Santareaal, 2005).

En conclusio, el fenomen de palmitoilacio permEtadillin-1 un ancoratge reversible a
la membrana plasmatica (a diferéncia del procésidstoilacio que és irreversible en
Flotillin-2). Aquesta capacitat facilita el transde Flotillin-1 entre membrana
plasmatica, organuls membranosos citoplasmaticscli,naugmentant el nombre de

processos cel-lulars en els que pot intervenir.

2.4.4 Funcions de Flotillin-1

La funcié molecular exacta de Flotillin-1 no haatsteterminada en I'actualitat. De
forma paral-lela i en ocasions, conjunta amb Hlot#l, se I'ha associat amb processos
senyalitzadors a través de receptors de membranamiens d’endocitosi i fagocitosi
aixi com la reordenacio del citoesquelet i la regacio del sistema nervids. El conjunt
d’accions concretes és extremadament ampli degwtemlpre creixent nombre de
molécules amb les qué es troba interaccid. Persaquetiu, es proposa Flotillin-1 com
una proteina adaptadorscéffold per a proteines associades a uns microdominis mol
concrets de la membrana cel-lular (Rajendran eR2@03). Proposem alguns dels
exemples més rellevants:

a) Flotillin-1 en la senyalitzacié per insulina. En adipocits, I'estimulacié del
transport de glucosa en resposta a insulina ésaesi@ complexa, amb diferents etapes
que inclouen el moviment vers la membrana plasmatmosterior fusidé de vesicules
que contenen el receptor GLUT4. L’activacio de PI3s seus efectors Akt i/o PKC
sén necessaris en aquest procés. No obstanty#aidid’aquesta ruta és insuficient per
induir el transport de glucosa. La preséncia dalfiactors qué poden activar PI3K/Akt

no té efecte en la translocacio de GLUT4. El seggmyal qué coopera en la iniciacio
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d’aquesta via és la fosforilacié de Cbl i la seggregacio aldipid rafts. Aquest procés
requereix de la preséncia de la proteina adapt&idPa En aquesta fosforilacio intervé
la Src cinasa Fyn, la qual interacciona amb Fiotill De la mateixa manera, el
reclutament a membrana plasmatica de CAP-Cbl sixcpee la interaccio entre CAP i
Flotillin-1 (mitjangant un dominsorbin homology SoHo- de CAP i el segon domini
hidrofobic de Flotillin-1), sent clau doncs, el s@l en la incorporacié de glucosa en
adipocits (Baumann et al, 2000).

b) Regulacio de processos de transduccié de senyals pmio a proteines
associades a GPIExisteix un elevat nombre de treballs qué assde®proteines qué
s’'uneixen a la membrana plasmatica mitjancant woratge per una molécula de
glicofosfatidilinositol i les proteines caracteigsies de lipid rafts. Flotillin-1
interacciona amb Thy-1 (també Flotillin-2) formamtes estructures caracteristiques en
la membrana plasmatica. Aquesta associacié prodic&i de la cascada de
fosforilacions mediada per MAPK en una forma dependle C& (Stuermer et al,
2004). El segon gran grup de proteines GPI comesdBrc cinases (Lck, Fyn,) també
es troben involucrades en aquasthway.

Un tercer membre d’aquesta familia és la cinasa Egruna proteina també localitzada
en DRMs iniciadora de processos de senyalitzagfepors a lI'activacio d’un receptor.
En mastocits, la unid del receptor IgE al seu fiy@rodueix la seva translocacio als
rafts, on el receptores fosforila en residus tirosina per I'acciéo de L¥n cél-lules
deplecionades de Flotillin-1 es troba inhibit thalliberament de les reserves de calci
com l'activacié de les proteines ERK. Aquest efatteconseqiiéncia de la interaccio
entre Flotillin-1 i Lyn necessaria per a la sevaivdat (Kato et al, 2006). Aquest
fenomen també havia estat descrit en altres tipusutars com limfocits T i cel-lules
neuronals (Stuermer et al, 2001) demostrant-seudstg manera la generalitat del
Proces.

C) Regulacié de processos de transduccié de senyals peié a receptors de
proteines G heterotrimeriques. Les proteines reguladores heterotrimeriques urades
GTP (proteines G) son capaces de transduir untelewabre de senyals extracel-lulars
com hormones, neurotransmissors, fotons, etc.védrdels seus receptors heptahelix
transmembrana (GPCRs) cap a moléecules senyaligsdaracel-lulars. Consten de 3
subunitats: monomers i dimers fy. Les subunitatsa consten d’'uns 20 membres

classificats en 4 subgrups d§ Goi, Gaq i Gal2/13) en funcié de la sequéncia
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d’aminoacids i dels efectorownstream La subfamilia @qg activa principalment la
fosfolipasa @ (PLCB), la qual hidrolitza molecules de fosfatidilinai-5 bifosfat,
alliberant-se dos segons missatgers, diacilglig@8lG) i inositoltrifosfat. No obstant,
s’han trobat més candidats efectors i reguladomh distema qué a més, és teixit
dependent.

Flotillin-1 i Flotillin-2 interaccionen amb &g independentment de I'estat d'unié a
nucleotids de guanina d’aquest. L’abolicio de I'egsio de Flotillins permet modificar
diferentspathways de senyalitzacié. Un exemple és atenuar l'activawediada per
aquest receptor de la ruta de p38 MAPK pero sefestan ERK 1/2. Aquesta cascada
de senyalitzacié també es veu inhabilitada quatessueixen els microdominis lipidics
mitjancant agents disruptors del colesterol concie®dextrines. p38 MAPK es troba
relacionada amb processos d’inflamacio, apoptosgulacio del cicle cel-lular,
diferenciacio, etc., fent palesa la rellevancialeteproteines Flotillin com a elements
reguladors de processos de senyalitzacié (Sugatata2007).

d) Flotillin-1 defineix una nova via d’endocitosi indgpendent de clatrina en
cel-lules de mamiferAmb aquest treball, Glebov i col-laboradors ampléwisié que
fins el moment s’havia tingut sobre el procés daaitbsi. Fins aquest moment, es parla
d’'un mecanisme principal amb participacié del regobnt de clatrina com a element
regulador del citoesquelet i un d’alternatiu basalipid rafts i caveosomes. Flotillin-1
no colocalitza amb el receptor de transferrina ¢ador d’endocitosi per clatrina) i
tampoc amb Caveolin-1, posant de manifest un termranisme independent tant de
clatrina com de la formacié de cossos caveolarsa bltra tret és la independéncia
d’aquesta tercera forma d’endocitosi de I'activi@iPasa de la proteina Dinamin. La
presencia dels diferents tipus de vesicules varifuecio del tipus cel-lular estudiat,
indicant que poden ser sistemes complementarisj tuie hi ha evidéncies qué
demostren que no sén excloents. S’ha comprovatdanialitzacié per aquest sistema de
diferents substrats, com la toxina coléerica o difiés GPI-proteines (Glebov et al,
2006).

e) Flotillin-1 regula el processat de la proteina APPLa malaltia d’Alzheimer és
caracteritza per la deposici6 de plaques amiloidgedracel-lulars i malles
neurofibril-lars intracel-lulars. El principal caitgent de la placa amiloide és el péptid
AB, el qual deriva de la proteina precursora amiloid#jancant dos talls proteolitics.

Aquesta acci0 és duta a terme per \faecretasa (BACE) i ung-secretasa
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(presenilines), totes dues concentradeBpash rafts. Flotillin-1 i APP interaccionen en
assajos dgeast two-hybridb GST-pull dowr{Chen et al, 2006). L’endocitosi d’APP és
essencial per al seu processat. Les dues protéén&s familia Flotillin promouen el
reclutament del peptid i estimulen la seva endscper un procés dependent de clatrina

en aquest cas (Schneider et al, 2008).
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3. NOTCH1

3.1 Introduccio

La formaci6 d'un organisme des duna cel-lula Unitas a una estructura
tridimensional d'una forma i mida determinades égesultat d'una accié geéenica
coordinada qué regeix el desti de cel-lules indadisl durant el desenvolupament.
L’assoliment d’aquest desti ve determinat peniarvencio coordinada de processos de
proliferacio, migracid, creixement, diferenciacio apoptosi. Factors intrinsecs i
autonoms de la cél-lula, aixi com senyals extradats d’estret o ampli espectre guien
les cél-lules en les diferents vies de desenvolepankreqientment, un organisme fa
servir el mateiypathwaysenyalitzador en diferents contextos cel-lularsata a assolir
un objectiu Unic.

La via de senyalitzacié mediada per Notchl és ucamisme conservat evolutivament,
emprat per metazous per controlar la determinaelélutar a través d’interaccions
cel-lulars locals (Artavanis-Tsakonas et al, 199%juesta via participa d’'un petit
conjunt d’elements senyalitzadors qué han sigutsidenats elsessencialsen
'assoliment dels objectius desenvolupamentalgngless (Wg/Wnt), Hedgehog,
Transforming Growth Factof? (TGF-0), Receptor Tyrosin Kinase/Posphatase (RTK/P)
i Notch(Mumm & Kopan, 2000).

En el desenvolupament d’organismes multicel- lutarsplexos Notch participa guiant
dos processos basics. D’'una bandesgecificacio lateraBs un fenomen qué té lloc
entre dues entitats cel-lulars equivalents permmetema cel-lula o grup de cél-lules
esdevenir una unitat diferenciada d’aquelles gevblten. De I'altra, lasenyalitzacio
inductivaopera entre cel-lules no equivalents. En aquestacasl-lula senyalitzadora i
la receptora inicien el procés amb caracteristigiifesents, incloent el seu repertori de
receptors i lligands de superficie. L'expressio areta d’aquests aixi com &ming
d’interacci6 entre les dues cél-lules en un instaohcret del procés de
desenvolupament, converteix a la cel-lula receptarain tipus diferent de l'original,
acostant-se o allunyant-se morfologicament i/o ifumed a la cél-lula inductora
(Artavanis-Tsakonas et al, 1995).

El terme Notch deu el seu nom a l'origen del desownt del gen. ErDrosophila
melanogasters’observa com unes femelles presentaven unesiansigiotchesen
anglés) en els marges de les ales, producte dpldihauficiencia per un gen no

identificat fins aquell moment, el qual estavadtigal cromosoma X i s’heretava de
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forma dominant (Mohr, 1919). El seu coneixemeningla amb experiments classics
d’analisi de mutacions letals per pérdua de furend embrions (Poulson, 1937).
Aquestes mutacions produien un fenotip neurogéait, cel-lules destinades a
I'epidermis canviaven el seu desti permetent akeneent desmesurat del teixit neural
(Artavanis-Tsakonas et al, 1999). En humans, esottels que en la translocacié
cromosomica t(7;9)(g34;934.3) provinent d’'un cadsiclde leucemia limfocitaria aguda
de cel-lules T (T-ALL), el gen afectat en el loced cromosoma 9 era un homoleg al
gen Notch dérosophila Els transcrits d’aquest gen eren presents tatgieits fetals
com en adults de ratoli i huma. El punt de trencdrde la translocacié tenia lloc en
una sequeéncia intronica de 100 bp originant trésstuncats d’aquest gen (Ellisen et
al, 1991).

3.2Descripcio de la familia Notch.

Els gens Notch codifiquen per als membres d’unailfanaltament conservada de
receptors qué regulen esdeveniments de senyafitdacturt espectre (regulacié auto o
paracrina). El gen i la proteina prototipics deddasdn els descrits perCxosophila
melanogasterLin-12 a Caenorhabditis elegans Notch1-4 en mamifers representen
variacions o combinacions dels diferents dominiscionals qué conformen Notch
permetent el guany o la pérdua d’algunes de lesssgapacitats.

El gen Notch deriva en un receptor d’aproximadan3®@ KDa amb una Unica regio
transmembrana (receptor transmembrana de tipdd Beu domini extracel-lular esta
format per una serie de repeticions en tandem dtloreinis anomenatepidermal
growth factor-like repeatEGFlike o ELRs) que varien en nombre de 10 fins a 36 en
el Notch deD.melanogastep Notchl huma (Wharton et al, 1985). La compardeo
sequeéencies aminoacidiques revela que aquests E&€Rsrmha individual tenen més
similitud a d’altres posicionats de manera identoaespécies homologues que no a
d’'altres ELRs de la mateixa molécula demostranprizsséncia d’'un ancestre comu
predecessor del gen Notch Beosophilai que els membres de Notch qué contenen
menor nombre de repeticions han patit processgms&bles modificacions d’aquests
dominis per deleci6 i mutacio.

Les repeticions 11 i 12 sén necessaries i sufigipat dirigir la interaccié amb aquelles
cel-lules qué expressen els lligands (Delta i $=&a el cas dBrosophila). Aquestes
dues repeticions tenen sequéncies consens peridaaumalci, consistent amb la

necessitat de calci de les interaccions lliganéptar. La resta de repeticions ELR no
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es troben tan ben conservades en les diferentsiespfet que les associa amb un paper
no tan determinant en la interaccié, sin6 amb efeatoduladors d’aquesta mateixa
interaccio (Fleming, 1998).

En C-terminal es troben tres repeticions ELR attesaque contenen residus cisteina,
anomenades repeticions LNG (Lin-12, Notch, Glpihplicades en el manteniment de
I'estabilitat del domini extracel-lular, aixi comud domini intracel-lular quiescent
mentre no es produeix I'activacioé (Heitzler & Sirops1993).

Entre les repeticions esmentades i el domini transibnana trobem dues regions
importants en el processament i la regulacio deliNdta primera, anomenada S2 és un
domini extracel-lular susceptible de proteolisi lgemetal-loproteasa TACE/ADAM17
(Brou et al, 2000). La segona, éslunk no covalent entre residus de cisteina, sensible a
agents reductors com el DTT, qué funciona com aimiaitheterodimeritzacio.

Les regions intracel-lulars de Notch també tenem sarie de regions altament
conservades amb funcionalitat molt concreta. Lengra és un residu de valina objecte
de proteolisi (S3) en el moment qué es produeunla lligand-receptor. S’allibera aixi
el fragment ICN iftracellular Notch) o NICD (Notch intracellular domain)ICN pot
interaccionar amb un elevat nombre de moleculgamg&nt dos dominis: RAM23 i les
repeticions anquirina (ANKR). Entre aquestes mdisulestaquen els factors de
transcripcio com la familia CSL (CBF1 en vertehr&s(H) enDrosophilai Lag-1 en
C.elegany enzims ubiquitin-ligases, coactivadors transtopals, etc. A partir
d’aquestes interaccions, Notchl participa en tofs @ocessos reguladors de
proliferacio, diferenciacio, etc. coneguts finsradment (Fleming, 1998).

En sentit C-terminal trobem les regions menys awaskes i que presenten majors
diferencies entre els diferents receptors. Unaessrjé forta de transactivacio es troba
present tant en la proteina Notch Disophilacom en Notchl de mamifers (TAD,
transactivationdomain) mentre que Notch2 té un senyal molt méd démnt Notch3
com Notch4 manquen d’aquesta capacitat transcnpti@Allman et al, 2002). A
continuacio una sequeéncia de poliglutamina anonee@eA es troba eBrosophila,
pero apareix debilment conservada en Notchl i nivobs en la resta de receptors de
mamifer. La seva funcié actualment roman descoredWdeinmaster et al, 1992).
Finalment, es troba una seqtiéncia PEST qué patssitakcié de proteines ubiquitin-
ligases, de manera que permet una rapida degradatiéeceptor i el descens en

I'activitat senyalitzadora de la via. Es destaqu@mbé dos dominis NLSn(clear
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localization signal)que permeten I'entrada d’ICN a nucli on dura antefes diferents
funcions (Weinmaster et al, 1992).
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Fig 5. Estructura de la proteina Notch i dels sHigeands Delta i Jagged/Serrate. Tots ells es
caracteritzen per la preséncia de dominis ELR eed# extracel-lular, responsables de la uniceegits

i amb elements moduladors. A la regi6 intracelrlglabserven els dominis d'interaccié amb proteines
RAM i ANKR; el domini de transactivacié (TAD) i laequéncia PEST reconeguda per les ubiquitin-
ligases FilzaUM, Arias AM, 200y
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3.3Ruta de senyalitzacio regulada per Notchl

Associacio del receptor Notch a membrana plasmatica

La forma en que es troba Notch en membrana plasanés una forma proteolitzada.
Aquest procés s'inhibeix per accié de Brefeldina Amb un descens de la temperatura
a 19°C, dues evidéncies quée demostren com elgwaices duu a terme en la regi6é de
trans-Golgi (Blaumueller et al, 1997). Sense aquestaepisi, Notch no pot assolir la
membrana plasmatica. Es presenta en forma d’héteeodoer I'accio previa d’'una
furin-like proteasa en el lloc conegut com S1 que conveléeproteina NotcHull-
length en aquest dimer format per Notch extracel-luld“(Nde 180 KDa i Notch
transmembrana-intracel- lular () de 110-115 KDa. El domini d’heterodimeritzacié
de Notch extracel-lular constitueix una regiéo mutirofobica capa¢ de formar un
complex estable amb el domini d’heterodimeritzat@dNotch transmembrana (ambddés

NM ancorat a la

en I'exterior cel-lular) (Sanchez-Irizarry et aQ(2). N°° pot retenir
membrana plasmatica per mitja d'un procés dependier€4" (com es demostra per
I'accio de quelants de calci, els quals permetactiVacié constitutiva de la ruta (Rand

et al, 2000)).

Unio receptor-lligand

La interaccio de Notch amb els seus lligands ésrasgindible per provocar
I'alliberament del seu domini intracel-lular. Aqtesinié pot ser inter- o intracel-lular
en funcié de les concentracions relatives de recgpliligands a la cel-lula. Els lligands
de Notch sén els components de la familia DSL @i@#rrate @rosophila, Delta-
likel-3 i Jagged-1 i -2 en mamifers i Lag-2 d&helegany Jagged/Serrate es
caracteritzen per un elevat nombre de repetid®B-like i una regio rica en cisteines
propera al domini transmembrana, mentre que Dehliééaun nombre menor d’aquestes
repeticions i és mancat dels residus cisteina.eggdrd’'unié a Notch és una segona
regio rica en residus cisteina anomenada DSL, & egitroba en I'extrem N-terminal
(Fiuza & Arias, 2007). Mutacions puntuals en elsiss@esidus resulten en una
considerable pérdua de funci6 (Artavanis-Tsakohat €995).

Un cop donada aquesta associaci6 lligand-receptprazedeix a l'activacio de Notch.
Per que aixo succeeixi tenen lloc dos events plititsomés. El primer succeeix en la
regio extracel-lular, en el lloc anomenat S2 (peexNotchl muri, aquest processat té

lloc entre els aminoacids Ala-1710 i Val-1711, 2fésidusupstreamde l'inici de la
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regio transmembrana). Unes metal-loproteases debraam (Kuzbaniaro TACE —
TNFa converting enzymeenDrosophilai proteases de la familia ADAM en mamifers)
apareixen com les principals candidates resporsadtdguest procés (Brou et al, 2000).
La forma de Notch resultant és coneguda com a Métch

El seglent tall proteolitic es déna al fragmentgraembrana en la regié coneguda com
a S3 entre els aminoacids Gly-1743 i Val-1744 aitnt-se d’aguesta manera la
molecula coneguda com a Notch intracel-lular (ICNIEGD) (Schroeter et al, 1998).
Fent servir agents bloquejants per metal-loproseasaul-la I'alliberament de Notch
intracel-lular, evidenciant que aquesta activaei@onada per una série seqiiencial de,
com a minim, dos processos proteolitics, en eés lguprimera proteolisi permet el
rearranjament conformacional necessari per expelsioc d’'unié del segon enzim
proteolitic (Mumm et al, 2000). Aquesta segonavéati €s coneguda comyssecretasa

I duta a terme per un complex de proteines entel® destaquen les anomenades
presenilines (Heitzler & Simpson) (també trobenresltcomponents reguladors com
Nicastrin o Aph). Aquesta familia consta de PS$2 Pproteines d’un pes molecular al
voltant de 20-30 KDa pero que es presenten en fafolegomers qué oscil-len en el
rang dels 100-150 KDa (Sisodia et al, 2001). Expents realitzats amb cel-lules
deficients en PS1 i PS2 demostren la dificultah@apacitat d’aguestes per alliberar
ICN i activar la transcripcio dels seus gens did@a Strooper et al, 1999). PS1 segueix
la via secretora ER-Golgi on s’acumula i entra entacte amb Notchiull-length,
podent actuar com un element regulador en la meiductaquest. Es a la membrana
plasmatica on la interaccié Notch-PS es fa mésspatuent-se a terme el processat de
la formaAE a ICN (Ray et al, 1999).

Translocacio d’'ICN a nucli. Efectors i reguladors.

En la senyalitzaciéo per Notchl no intervenen seguissatgers. Per tant, els nivells
d’activitat depenen exclusivament de la concenfratiCN en nucli. Es coneixen
poques molécules qué intervenen modulant la setrgtacen el transit membrana-
citoplasma-nucli, les quals queden basicament dedud dos participants caracteritzats
enD.melanogasterDeltex (Dx) i Supressor of Deltex (Su(Dx)).

Deltex és una proteina amb un domamc fingerqué actua unint-se als dominis
anquirina d’ICN funcionant com un regulador posdie la via. La seva sobreexpressio

provoca el mateix fenotip adult que la sobreexpbeds Notch activat. No obstant, els
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individus en els qué s’ha aconseguit la perduauwteid de Dx i el guany d’'ICN
mantenen un fenotip normal. Aix0 indicaria com Nwotseria capa¢ d’intervenir
sobreposant-se a I'abséencia de Deltex (Matsunb £995).

En canvi, el gen Supressor of Deltex —Su(dx)- repee nom perque originariament
s'observa que era capag de revertir I'efecte déeReEs un enzim E3 ubiquitin-ligasa
gué actua regulant negativament els nivells d’'|EM. efectes de les mutacions qué
causen la perdua de funcié de Su(dx) coincideixeb aquells provocats pel guany de

funci6é de Notch.

Notch a nucli. Activitat transcripcional.

El principal element d’accio de la ruta de Notamuali és el factor de transcripcié CSL,
el qual rep el seu nom per les proteines que (inete en els diferents organismes:
CBF1 (C-promoter binding factol RBP-jk/Su(H)/Lag-1 en mamifer&rosophilai
C.elegansrespectivament. Aquest factor té la capacitat ymar-se a les diferents
regions diana dels gens regulats per Notch (Fiu2ai&s, 2007).

Inicialment, les proteines CSL havien estat clasgibes com repressors transcripcionals
en vertebrats i activadors en organismes modelrtelveats. Aquesta paradoxa es
resolgué amb la constatacié que aquest sistema podia terme ambdues accions per
reclutament de diferents complexos corepressooactivadors (Lai, 2002).

En abséncia de Notch, CSL es troba unit a diferegletments formant un multicomplex
repressor de la transcripcio. En mamifers son eleswiestacats:

a) SMRT (Silencing mediator for retinoid and thyroid recepta N-CoR (Nuclear
receptor co-repressorproteines caracteritzades per ser capaces dagaptors
hormonals no associats a lligand i inhibir la seapacitat per activar la
transcripcio (Chen & Evans, 1995). Ambdues proteitenen capacitat per
interaccionar amb d’altres receptors no relacignaim és el cas de CBF1 on
actuen antagonitzant I'accio transcripcional d’'I@do et al, 1998).

b) CIR (CBF interacting repressor)proteina que interacciona amb CBF i SMRT.
Inhibeix la transcripcid per unio directa a regi@specifiques de DNA (Hsieh et
al, 1999).

c) SKIP (Ski-interacting proteip €s una proteina adaptadora que exhibeix

associacions excloents amb el complex corepresgsoc@ntacte amb CBF1 i
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SMRT) i coactivador (per interacci6 amb CBF1 i ICNjunciona com

I"interruptor qué permet l'inici de I'accié transcripcional deimplex (Zhou et

al, 2000).
Aquest conjunt de molecules sén els componentsnesé® que permeten el
reclutament d’altres fins a la formacié d’'un gramplex repressor. Entre les proteines
incorporades al complex destaquen les histona teases (HDACSs). L'estat
d’acetilacio de la cromatina es correlaciona andelaa competéncia transcripcional. La
reduccio de l'acetilaci6 d’histones per les HDACassocia a un estat reprimit i
transcripcionalment inactiu de la cromatina. Pertieg 'augment del nivell d’acetilacié
d’histones qué duen a terme les histona acetifesses (HATS) promou I'evolucié de
la cromatina a un estat transcripcional actiu (2@02).
ICN un cop es transloca a nucli quan la via estvata pot interaccionar amb la
proteina SKIP. L’establiment denllacos entre totdges deriva en un canvi
conformacional qué allibera els corepressors i perlientrada de nous elements

afavoridors de I'activitat transcripcional (Koval007):

a) Mastermindlike (MAML): familia de proteines nuclears qué contengm
domini N-terminal basic que possibilita la sevaduils ANKR de Notch
formant un complex transcripcional estable amb CEIN capac¢ d’activar gens
diana caracteristics de la via com els de la fanHlES (responsabilitat del
domini C-terminal de la proteina). Mutacions o delas en qualsevol dels dos
dominis provoquen I'abolicié de la capacitat traismonal de la via i actuen
com a dominants negatius de lI'expressi0 mediadaNmch. ElI paper de
MAML és, per tant, critic en aquesta ruta de setrgdio (Wu et al, 2002).

b) PCAF i p300/CBP: el complex ternari ICN-CSL-MAMLg®enta una estructura
que permet la inclusi6 d'aquest tipus de proteir®&®n molecules d’accid
general que presenten dues activitats; d'una baactaen com a proteines
adaptadores. De l'altra, tenen activitat historetilansferasa (HAT) originant
un canvi conformacional de la cromatina. En tots dasos, I'objectiu final és
millorar I'accessibilitat dels factors de transcipba les sequéncies promotores
i/o reguladores i, en consequencia, afavorir I'espid génica (Chan & La
Thangue, 2001).
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Repressio Derepressio

PCAF/GCN5

CBP/psoo j J ]

Activacio

Fig 6. Activacié del complex transcripcional pania de senyalitzacié de Notchl. En abséncia @'siqu

el sistema roman inactiu. La unié d'ICN a SKIP moa el desacoblament del complex corepressor
format per CIR/SMRT i la uni6 dels coactivadors MAMMastermind)i HATs. L’'accié histona
acetiltransferasa final permet I'inici de la tramgcio dels gens diana de Notdkoyall AR, 2007)

3.4Expressio genica regulada per Notchl.

L’ensamblatge del complex dona com a resultatalastripcio d’un ampli grup de gens
diana. EI més conegut és I'anomebasic-helix-loop-helixbHLH). A Drosophila el
constitueixen la famili&nhancer of Spli(E(Spl)) mentre que en mamifers es coneixen
les families HEY/ Hrtlfairy related)i HES principalment.

Formen una familia de reguladors transcripcionalajgritariament funcionen com a
repressors transcripcionals encara que hi ha exgepamb funcié antagonista) quée
duen a terme un paper clau en el desenvolupametlifedents teixits incloent sistema
nervids, teixit muscular esqueletic i cardiac, €@nen un domini basic encarregat de la
unié especifica a sequencies de DNA, mentre qderelni HLH és el responsable de la
dimeritzacié d’aquestes proteines, imprescindilgerpalitzar la seva funcié (Iso et al,
2003).

S’han observat sequencies sensibles a ser regyladd€N i CSL en promotors molt
diversos com poden ser gens del complex MHC I rledeines, myc o p21. La

influencia d'ICN sobre aquests gens es limita aeerpents de mobilitat electroforetica
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o shift. En canvi, el gen de la ciclina D1, tot i tenir igemjiiencia pobre de regulacio per
CSL, si es troba demostrat que és una diana dideckiotch (Ronchini & Capobianco,

2001) afegint una evidéncia més al control que weedlotch sobre un procés tan
global com el cicle cel-lular.

Per tant, el nombre de dianes immediates de Nateklativament baix. No obstant, al
ser molts d’ells al seu torn reguladors transcoipals, el ventall de gens I'expressio
dels quals esta regulada per Notch augmenta expiaim@ent posant de manifest la
rellevancia de Notch sobre els diferents processasics quée afecten al

desenvolupament de I'organisme.

Fig 7. Via senyalitzadora de Notch. Inclou els 3tguwe protedlisif(rrin-like proteasametal-loproteasa

i y-secretasa). Notch es presenta a la membrana era fdtheterodimer on interacciona amb el seu
ligand. La forma processada resultant (ICN) tracasla nucli on activa la transcripcié dels seussgen
diana. Es mostren també els elements reguladorgeht d'endocitosi, ubiquitinacié i degradaci€€ll
Signalling, www.cellsignal.com)
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3.5 Mecanismes reguladors de la via de transduéaile senyals de Notchl.

La via de Notch no només es troba regulada peterfamntrinsecs a ella mateixa com
poden ser l'expressio de lligands i receptors encifu del teixit o estat de
desenvolupament, la vida mitja de totes les pretede la via, etc. Existeixen una serie
de mecanismes cel-lulars associats qué permetsist@ina actuar en major o menor

mesura en funcio de les necessitats de I'organisme.

Glicosilacio

Tant Notch com els seus lligands sén glicoproteiraguest procés de glicosilacio té
propietats reguladores sobre les seves funciorss.géhs Fringe codifiquen per N-
acetilglucosaminiltransferases responsables d'aguelécosilacid en les repeticions
EGFlike i els gen OFUT incorpora molécules de fucosaed&lus serina o treonina de
les proteines substrat (Fiuza & Arias, 2007). Llapiporacié de molécules de fucosa és
basica per a que es produeixi la interaccio lligagadptor mentre que el nivell de
glicosilacié dependent de Fringe modula la respadsadiferents tipus de lligand,
incrementant la unio a Delta i inhibint la respostdront de la familia Jagged/Serrate
(Kadesch, 2004).

Ubiquitinacio

La ubiquitina és una molécula de 8 KDa molt conseay la qual pren part en multiples
esdeveniments cel-lulars. L'addici6 de moléculasbidiuitina a les proteines es pot
donar de diferents formes i implica diferents pssos associats. La poliubiquitinacié
és l'adici6 de diverses molécules formant una cademda a un residu lisina de la
proteina. Aquesta modificacié s’associa a la séagaid de la proteina per a la seva
degradacido via proteasoma. En canvi, processos dmoubiquitinacio o
multiubiquitinacié (unié d’'una sola molécula a udigersos residus Lys de la proteina)
han estat vinculats amb diferents funcions comolarancia al dany en el DNA, la
sintesi proteica ribosomal, la resposta inflamatota ruta endocitica (Mukhopadhyay
& Riezman, 2007).

La monoubiquitinacié es dona en la molecula de NAE (concretament en el residu
K1749 de Notch muri) i és un prerequisit per akpssat proteolitic dut a terme per les

y-secretases (Gupta-Rossi et al, 2004).
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Internalitzacié del lligand

Un cop donada la interaccio entre els lligands D8l receptors Notch intervenen una
série de gens que afavoreixen la internalitzacidlldgmnd (el qual portara unit la
consequent regio extracel-lular de Notch) i la geesterior degradacié. Aquests gens
(Neuralized i Mind bomb en invertebrats i vertebnaspectivament) pertanyen al grup
d’enzims E3 ubiquitin-ligases i la previa ubiqu#oid del lligand sembla un requisit
indispensable per a l'activacio del receptor Notdharrossegament de Notch
extracel-lular ocasionaria els canvis conformad®nacessaris a Notch transmembrana
per ser accessible a I'accié de les proteases ¢iiatt al, 2007). Una segona opcio
seria la necessitat del lligand de ser interndlidzaforma prévia a la interaccio lligand-

receptor i aconseguir aixi el processat optim pposterior reconeixement.

Endocitosi i transit intracel- lular de Notch1.

La primera evidencia que el procés d’endocitosajug paper clau en la senyalitzacio
per Notch prové de les analisis en el mugibiré® de Drosophila.Shibire codifica per
la proteina Dinamin, una GTPasa requerida pertéarialitzacié d’'un percentatge molt
important dels diferents tipus de vesicules entpas (Seugnet et al, 1997).

La proteina Numb no té un paper només sobre ahltigtambé actua regulant el propi
receptor Notch. Té la capacitat per unir la pr@eiradaptina, implicada en la
maquinaria endocitica. Durant el desenvolupamenmiNuse segrega de forma
diferencial entre les cél-lules provinents d’'unagenitora i permet la polaritzacio d-*
adaptina. Aquesta polaritzacié és la responsabléegialiferencies en els nivells de
Notch capac¢ d’assolir el nucli cel-lular (Berdntkag 2002). A Drosophilg els mutants
per la proteina homologacaadaptina presenten un fenotip similar als mutiliotsh.
Aquest exemple, aixi com els treballs sobre 'eitdecdel propi lligand exposen una
regulacio positiva de la via. L’endocitosi pot s&ambé un sistema pel manteniment dels
nivells de proteina Notch dins dels parametres wategafavorint urturnover de la
proteina dirigint aquesta cap a la seva degradisogomal. Estudis bioquimics mostren
la direccionalitzacié de Notchl muri cap a compaatits lisosomals per a la seva
degradacio mitjancant la interaccio amb la prot€hk Notchl conté un domini YxxxP
d’unio a Cbl, unaRINGfinger E3 ubiquitin ligasa. L’addicié de molecules d’ubitijua

vehiculen Notch vers la seva degradacio lisosotr@Bprgne et al, 2005).
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3.6 Senyalitzacié Notch dependent/ CSL independent

La familia de factors de transcripcié CSL sén elagipals gens reguladors a nucli de
I'accio transcripcional d’” ICN. No obstant, existen nombroses evidéncies que fan
pensar en una via de senyalitzacié independent 8e. hicialment s’observa a
Drosophilacom el fenotip ocasionat en embrions per perdutunigd deSupressor of
Hairless (Su(H)) és menys sever que l'originat per mutaciensNotch. Resultats
semblants s’obtenen en ratolins de la comparadi@ emutants Notch i mutants CBF1
(Martinez Arias et al, 2002).

A la linia cel-lular miogénica C2C12, Notch bloquéa diferenciacié de miocits a
miotubs inhibint I'accié del factor de transcrip@épecific de muscul MyoD (Kopan et
al, 1994). Aquesta diferenciacio es troba tambéuegmda quan es fan servir formes
mutants de Notch que no es poden unir a CBF1 dspasos en que es fan servir
dominants negatius d’aquest. En conseqiencia, Noloimina aquesta via de
senyalitzacié d'una forma independent dels facO®. (Shawber et al, 1996). S’ha
observat també com aquesta accio pot ser execmwdaina forma de Notch no
processada en S1 i per tant, per la preséncia etbraga plasmatica de la forral-
lengthdel receptor. Aquest resultat estableix una nos#én que dues isoformes de la
mateixa proteina poden coactuar en membrana plasmdirigint dos processos
diferenciats (Bush et al, 2001).

Recentment, Notch i la seva corresponent via desdwccio de senyals han estat
associats a d’altregathwaysprincipals posant de manifest una complicada xaea
control dels esdeveniments cel- lulars. Alguns eeé&snples més notoris:

a) Notch i Wnt: els parametres claus de la senyalitzacio per Wmt'sstabilitat i
la localitzacié intracel-lular dglool soluble format per les proteingsatenina i
Armadillo en vertebrats Drosophila respectivament. En abséencia de Wnt,
aquestes proteines es fosforilen per acci6 de @BSK®s degraden via
proteasoma. La interaccié de Wnt amb els receto®n/LRP a través de la
proteina Frizzled activa 'adaptador citoplasm8&tishevelled (Dsh) i la proteina
B-catenina/Armadillo hipofosforilada entra a nuch anteracciona amb els
factors de transcripcié TCF. Notch antagonitza atgugia doncs la pérdua de
funcié enD. Melanogasterde wingless(un membre de la familia Wnt) o de

Dishevelled es pot superar mitjancant la perdududeiéo de Notch. Aquest
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regula negativament I'expressio Becatenina/Armadillo i també es postula una
possible relaci6 de Notch amb Axin, una nova pnateinvolucrada amb
GSK3 en el complex que provoca la degradacio [deatenina/Armadillo.
Reciprocament, Dsh i Armadillo tenen la capacitanhid-se a Notch en la regio
C-terminal i reduir la senyalitzaci6 via CSL indadent (Hayward et al, 2005).

Notch i Ras: estudis genetics recents indiquen importants peliaines entre
els processos de desenvolupament controlats pehNéadhesio mediada per
integrines. Les integrines sén glicoproteines beierériques transmembrana
que regulen les interaccions cel-lula-cel-lulalilea-matriu. Un procés clau és
la seva capacitat per regular I'afinitat de la uligand-receptor en resposta a
senyals intracel-lulars, qué es coneix com activa86n essencials per
I'embriogénesi i s’involucren en processos Notchatwlents com neurogénesi,
miogenesi i angiogenesi. Els receptors Notch regplesitivament I'adhesid
cel-lular a una matriu de fibronectina a travé$atgivacio de moléculea5p31-
integrines regulant d’aquesta manera processos dmitogenesi |
desenvolupament de la vasculatura en embrions.tivdao d’integrines
s'aconsegueix per l'accié intracel-lular de la G3®«R-Ras, antagonitzant
d’aquesta manera la supressié de l'activacié djimtes duta a terme per
H-Ras (Hodkinson et al, 2007). Existeixen nombrososmples deross-talk
entre les vies de senyalitzacié de Notch i Ras tdagque tots dos efectors
actuen sobre components de l'altre. Aquestes mlag@oden ser:

a. Antagonistes: Ras promou el descens en I'expressio del recéjtrh
LIN-12 enC.elegansTambé pot bloquejar I'activitat transcripcionalsle
gens bHLH diana de Notch; per exemple,BenMelanogasterMAPK
fosforila la proteina Groucho, qué actua com utibidbr del gen E(spl)-
Enhancer of Split. Al seu torn, Notch afavoreixtdanscripcié de gens
inhibidors de la via de Ras (Sundaram, 2005).

b. Agonistes:Notch i Ras poden actuar de forma conjunta sobneadix
promotor o sobre promotors diferents amb I'objeatiassolir una
determinacid i diferenciacié cel-lulars concrefaguests mecanismes de
cooperacio son especialment importants per adglaricapacitat de

transformar cel-lules o en el manteniment del fprtamoral. En tumors
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de glandules mamaries iniciats per Notch4 es tralotmats els diferents
elements de la via de Ras (p.ex.. MEK), els quals rucials per al
manteniment del fenotip transformat i el creixementiependent
d’adhesié a un suport solid (Fitzgerald et al, 20@altra banda, en
fibroblasts transformats per Ras es detecta unda@q positiva tant del
receptor Notch com d’altres elements de la sevaam PS1 o Delta-1.
Aquesta desregulacié de Notch es un element clal manteniment del

fenotip transformat d’aquestes cél-lules (Weijzeal €2002).

Fig 8. Exemples de la interrelacio entre les viescN i Ras. Panell superior: regulacié antagorista
Ras sobre Notch (esquerra) i de Notch sobre RasajdiPanell inferior: activitat transcripcionabse

un promotor (esquerra) o sobre diferents promafdirsta) dins d’una relacié cooperativa (Sundaram
MV, 2005)

c) Notch i PI3BK-AKT: el gen PTEN és un supressor de tumors que inhiaeia
de senyalitzacié PI3K-Akt, establint un control sola proliferacio en els teixits
on es troba expressat. Notch controla una comptaxea transcripcional qué
disminueix I'expressi6 de PTEN activant gathway d’Akt. Mutacions qué
activen constitutivament Notch o provoquen la pardle funcié de PTEN

causen una hiperactivitat de la cinasa Akt quéridnmix a la transformacio
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cel-lular induida per Notch i a l'aparici6 d'un &ip T-ALL (leucémia
limfocitaria aguda de cél-lules T (Palomero e2@l)7)).

4. EVIDENCIES DE LA PARTICIPACIO DE FLOTILLIN-1 EN LA  VIA DE
SENYALITZACIO DE NOTCH

Interaccié entre Flotillin-1 i Notch a Drosophila Donada la valua del sistema de
Drosophila com a model d'estudi de la biologia humana i lapadisbilitat de la
sequéncia del genoma i el seu transcriptoma assofta realitzat un mapa
d’interaccions proteiques a escala del genoma annpgke I'organisme (Giot et al,
2003) mitjancant la tecnica geeast two-hybridAquest mapa es diposita a la base de
dades BIND Biomolecular Interaction Network Databasé&n ella, utilitzant com a
sonda I'homoleg de la proteina Flotillin-1 s’obtemin resultat positiu per a la proteina
Notch. Aquest fet fa pensar en una possible rela&eitre les proteines humanes
Flotillin-1 i Notchl, la qual és l'isoforma del regtor huma més similar a la forma de

Drosophila

Associacié del complexy-secretasa amblipid rafts. Mitjancant experiments de
sedimentacié en gradient de densitat de sacar@ssogiaren els components del
complexy-secretasa (presenilines, Nicastrin madura, varidiPH-1 i PEN-2) amb
les regions lipidiques DRMs. El tractament amb &gdaplecionants del colesterol com
I'adici6 de metilciclodextrines (BCD) traslladen aquests components a la fraccio
soluble com a consequéncia de la destruccié deBIDMels assajog-secretasan
vitro i de coimmunoprecipitaciéo se’'n deriva que els réifies components formen el
complexy-secretasa actiu kpid rafts. No s’han trobat proves d'immunoprecipitacié
entre Flotillin-1 i presenilines pero la localitaad el transit vesicular d’aquestes fa

plausible aquesta interaccio (Urano et al, 2005).

Interaccié de Flotillin-1 i el domini intracel-lular d’APP. Com s’ha comentat en
l'apartat 2.4.4(e) Flotillin-1 interacciona amb faoteina precursora amiloide en
experiments dgeast two-hybrid GST-pull dowr(Chen et al, 2006 Hi ha un notable
paral-lelisme entre el processat d’aquesta prote@tale Notch (accions sequencials de

metal-loproteases iy-secretases) i [lalliberament d'un fragment intidoéar
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(AICD/ICN); fins al punt que una construccio quincarde la proteina APP que conté
el fragment transmembrana de Notch pateix el maijgirs de proteolisi alliberant-se el
fragment AB-like (Zhang et al, 2002).

En conjunt, existeixen una série d’evidencies qgrengten pensar en un possible paper

de Flotillin-1 en la via de transduccio de senykdda qual és responsable Notch.
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5. CICLE CEL:-LULAR | MITOSI

5.1Introduccié

Tant Notch com Flotillin-1 estableixen un contralbge la proliferacié basal de les
cel-lules (Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Sant@met al, 2005). La proliferacié
cel-lular és el resultat d’'una accié afavoridorbreda progressié a través del cicle
cel-lular, el procés pel qual una cél-lula progeaiduplica el seu material genetic i es
divideix en dues cél-lules filles, iguals entregll identiques també a la cél-lula inicial.
Es tracta d’'un procés que respon a factors ext$ng intervenen complexes xarxes
moleculars de senyalitzacio i regulacié intracédslil amb uns mecanismes de control
encarregats d’evitar errors en la transmissio daferral genétic. La imperfeccio del
procés conduiria a guanys o perdues d’informacidétiea que impliquen un dany
irreparable i potser fatal per a la cel-lula, i petensio, al teixit i organisme on aquesta
es troba allotjada (Harper et al, 2002).

Les transicions entre les diferents fases del sigfeel primer mecanisme utilitzat per la
cel-lula per establir 'ordre i ¢éiming adequat dels esdeveniments quée tenen lloc en els
diferents estadis. Una transicié pot tenir lloc mwes donen els canvis biogquimics
adequats en l'estat de la maquinaria de divisiéludat. Els elements responsables
d’'integrar els senyals intra- i extracel-lulars séls complexosciclina-cinasa
dependent de ciclina (Cyc-CDK) Les ciclines actuen com les principals subunitats
reguladores del complex i tenen una expressio6 -teddl al llarg del cicle cel-lular;
mentre que les CDKs soOn les subunitats catalitigaabtzant una accié enzimatica
sobre diferents substrats. L'especificitat d’'unedeterminades ciclines a determinades
CDKs en moments concrets del cicle constitueixepuwslt clau de control sobre la

progressié d’aquest (Morgan, 1997). Els princigalsiplexos son:

CDK Ciclina associada Fase del cicle
Cdk1 (Cdc2) Ciclina B Fase M
Cdk2 Ciclina E G1/S
Cdk2 Ciclina A Fase Si G2
Cdk3 ? Gl
Cdk4 Ciclina D Gl
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Cdk6 Ciclina D G1
Cdk7, Cdk, 8, ... CiclinaC, F, G Regulacio transcripcional

Taula 1. Relaci6 dels principals complexos Cdkigichresents a la cél-lula eucaridtadish et
al, 1999.

5.2Fases del cicle

Les cel-lules de mamifer subsistint en un mediesémstors de creixement es troben
retingudes amb una dotacié diploide de cromosomes que es coneix com a faSe

o quiescenciasituacié que permet derivar la cel-lula cap selaa especialitzacio o vers
processos de mort per apoptosi. L'addiciéo delsofacadequats al medi provoquen
l'activacio de les rutes de transduccié de sengalsesponents per a l'avenc de la
cel-lula a través del cicle incorporant-se take G; fase de transicio en que la cel-lula
guanya volum i complexitat estructural a més dlactse les molécules necessaries per
a la replicacio del DNA. Si de nou aquests facsdns retirats del medi pot donar-se una
dicotomia: que la cel-lula romangui inalterada @ dunalitzi un cicle complet de
duplicacié de material genétic i divisié. La degigis dependent de si la cél-lula ha
avancat prou en la fasg Gom per superar el que es coneix copuiat de restriccio.

La primera activacié que trobem és la dels gensedposta primariaeérly response
genes) els factors de transcripcié dels quals es trgire@sents en &i s’activen per
modificacions post-traduccionals com fosforilacioAquestes proteines (principalment
Jun i Fos) son al seu torn factors de transcrigelogrup de gens de resposta tardana
(delayed response gengdlactivacio dels quals suposa la superacié datbt pde
restriccio. Entre aquests gens trobem Cdk 4/6neid i E2F. Els complexos ciclina D-
Cdk 4 i ciclina D-Cdk 6 fosforilen la proteina Ré,qual uneix els factors E2F impedint
la seva funcié. Un cop fosforilada, s’inhibeix &pressié i E2F actuen com a factors de
transcripcié permetent I'expressio de gens comnadE | Cdk 2 i la propia expressio
dels gens E2F de manera que s’aconsegueiwam positiu que permet l&ransicid
G1-S. En aquesta fase s'inicia la sintesi de ciclina B¢ ginida a Cdk2 formen el
complex encarregat de I'activacié dels diferentgiras quée efectuaran la replicacio del
DNA al llarg de lafase S.

Posteriorment, en el cicle es troba una nova afepmansicio anomenadase G2en
que la cel-lula es prepara per a la divisié en @énéitats genéticament identiques entre
si. Els complexos Cdk1-ciclina A i Cdk 1-ciclinasBn els responsables de que es dugui

a terme l'iniciacié de lamitosi o fase M.EIl factor qué regula l'inici de la mitosi es
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coneix com a MPFngaturation promoting factor)Cdk1-ciclines A/B regulen MPF per
fosforilacié i també per I'entrada controlada delina B a nucli. Un cop avancada la
mitosi, la poliubiquitinacio de les ciclines i lava subseqlient degradacié provoquen
una rapida caiguda de l'activitat de MPF, permetemipletar la mitosi i assolir de nou
I'estat inicial diploide G o & (Lodish et al, 1999).

Fig 9. Visi6 esquematica del cicle cel-lular i elsncipals mecanismes de control. Es mostren les
diferents fases del cicle i els complexos Cdk-oekjue hi intervenerNational Institute of Health

Els complexos Cdk-ciclina es regulen per mecanigquesafecten als nivells globals de
proteina (transcripcio, ubiquitinacio, ...), per dificacions post-traduccionals
(fosforilacions principalment), i també, per asac@m amb altres components
reguladors. En aquest apartat, son importantsaleslies de proteines inhibidores de
ciclin-cinases (CKIls): CIPGdk inhibitory proteif i INK4 (Inhibitors of kinase ¥ En
mamifers destaquen les proteines de la familia @P; p27 i p57 (Lodish et al, 1999).

5.3 Mitosi

La mitosi és la fase de culminacio del cicle cédrliiinclou diferents estadis de divisio
nuclear (mitosi) i citoplasmatica (citocinesi) aiats a assegurar I'adquisicié d’'una
dotaci6 complerta de cromosomes per cada una deélehiles filles. De forma

sequencial consta de les seguents fases (Albeats2£02):
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a) Profase: els cromosomes replicats, cadascun consistent ea dwmatides
germanes, es condensen. Fora del nucli, el fugim{&structura de microtabuls
I proteines associades queé jugara un paper clda sggregacio cromosomica)
comenca el seu ensamblatge entre els dos centregoerdres organitzadors de
microtubuls); els quals també s’han replicat i 8’lmogut vers els pols de la
cel-lula.

b) Prometafase: comenca amb una destruccié abrupta de I'emboloatiear.
D’aquesta manera, el fus mitotic finalitza el seocgs de construccio i els
cromosomes tenen llibertat per unir-se als micnaila través del cinetocor.
Aquest consisteix en un conjunt de proteines ltzzales en la regié central del
cromosoma (centromer), les quals prenen part ackivamomeés en la unio al
citoesquelet, sind també en el moviment qué readitz els cromosomes cap als
pols de la cél-lula.

c) Metafase: els cromosomes s’alineen en la zona central deinfitotic (placa
equatorial) a mig cami entre els dos pols. Els ohitiuls del cinetocor uneixen
cada cromatida germana als pols oposats del fus.

d) Anafase:en aquest punt, les dues cromatides germanepaeseriginant dos
cromosomes independents. Els processos d’ubigcibinalegradacio per la via
del proteasoma juguen un paper clau en aquest#iesraitres transicions entre
fases. L'estructura i la unié de les dues cromatide responsabilitat d’'uns
complexos multiproteics anomenats cohesines i ¢wides, la degradacié dels
quals possibilita la separacioé i segregacié detsnosomes (Hirano, 2000).
Cadascuna de les cromatides es empesa lentameatscppls del fus mitotic.
Els microtubuls del cinetocor s’escurcen per afaaguest moviment.

e) Telofase:les dues dotacions de cromosomes arriben alsdgola cél-lula i es
descondensen. Un nou embolcall nuclear es formaletamt la formacié de
dos nuclis i marcant el final de la mitosi. La digidel citoplasma comenca amb
una redistribucié del citoesquelet per formar llanentractil.

f) Citocinesis: el citoplasma es divideix en dos per un anell Gatd format per
filaments d’actina i miosina, creant finalment dees lules filles. A la fase G2
s’havien incrementat el nombre dels diferents camepts cel-lulars, de cara a

assegurar la supervivéncia de les dues novestsriéitiberts et al, 2002).
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5.4 Mecanismes reguladors de la mitosi

Les diferents fases i transicions qué se succeeikéarg del cicle cel-lular es troben
controlades per complexes xarxes de senyalitzagdengloben nombrosos factors. A
la mitosi dos dels mecanismes principals de regules centren en els processos de

fosforilacié i els de degradaci6 controlada pequbltinacio.

5.4.1 Fosforilaci6. Aurora cinases.
Aurora és el nom donat a una familia de serin/ire@mmnases que regulen molts
processos al llarg del cicle cel-lular. Les Auronaases es troben involucrades en el
control del centrosoma i els cicles nuclears, etefuncions essencials en processos
mitotics com la condensacio cromosomica, les digass del fus mitotic, les
interaccions cinetocor-microtubuls, I'orientacidlsleromosomes i I'establiment de la
placa metafasica i s6n necessaries també en litZawéd de la citocinesis. L'al-lel
original Aurora fou identificat en urscreeningen D. Melanogaster S’han trobat els
homolegs Ipll erS.cerevisiagd Arkl en S.PombeEn metazous existeixen diverses
Aurora cinases, coneixent-se dos gens parale@g@sophilai fins a tres en mamifers
(Carmena & Earnshaw, 2003).
La subfamilia Aurora cinasa A s’associa amb elstrosomes qué s’estan separant
durant el final de la fase S i inici de la fasgi@mbé s’ha pogut visualitzar en petites
proporcions a la zona mitja del fus mitotic. Pppament, regula la separacid i
maduracié dels centrosomes, aixi com el reclutandem-tubulina per formar els
microtubuls astrals (Berdnik & Knoblich, 2002). Aua A es degrada al final de la
mitosi o inici de la fase (Gdegut al reconeixement per les ubiquitin ligasesal
sequéncia anomenada D-balegtruction boxsituada en I'extrem carboxi-terminal de
la proteina (Castro et al, 2002) .
Aurora cinasa B, també coneguda com AIM-1 en el moment del segatesnent
(Aurora and Ipl-1 like midbody-associated prodeiés una proteina essencial per a
diferents processos al llarg de la fase M. Els séwls d’expressio estan ampliament
regulats, sent maxims en la transicigb amb una major activitat cinasa al llarg de la
mitosi (Terada et al, 1998). Al seu torn, AuroraeB troba també regulada per
fosforilacié. El bloqueig/inactivacié de proteindgsfatases (PP1, PP2A) permet
mantenir un estat fosforilat d’Aurora B i el comnmént de les seves funcions (Sun et al,
2008). Per contra, Aurora B es degrada en la tensl-G; en una forma dependent de

proteasoma i similar al cas d’Aurora A: per recgagient mitjancant un enzim E3
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ubiquitin ligasa d’'una sequencia D-box. La unior@dproteina reguladora anomenada
Cdhl és necessaria per que es dugui a terme aggeskixement (Stewart & Fang,
2005).

Aurora B es troba unida a tres proteines més — NG ESurvivin i Borealin — formant
el que es coneix comaromosome passenger compl€PC) per la seva localitzacio
concreta al llarg de les fases de la mitosi. AdiinCPC transloca des dels bragos dels
cromosomes en condensacio als centromers. Ennsidi@ metafase-anafase, mentre
els cromosomes es direccionen cap als pols de-lale¢ el complex es dissocia dels
centromers, situant-se en els microtdbuls de la z@mtral del fus mitotic. INCENP,
survivin i borealin formen una intima estructurdidwddal destinada a regular I'accio
d’Aurora B, la qual funciona com a subunitat catzdi del complex (Jeyaprakash et al,
2007).

INCENP fou el primer component identificat. Es tead’'una proteina adaptadora que
interacciona amb els altres tres membres. El sénerax3’ es troba molt conservat
evolutivament degut a la seva funcio d’unié i regid de I'activitat Aurora cinasa.
Survivin és un conservat membre de la familia IAibitor of apoptosis proteini es
presenta en forma dimerica. Es pot unir als altres elements i és objecte de
fosforilacié per Aurora B. Hi ha dubtes sobre lasseontribucié a l'activitat cinasa i
també sobre el paper assumit com a protector degtasi.

Borealin/Dasra-B es una proteina relacionada furatiment amb CSC-1Chromosome
segregation and cytokinesis defectiyed& C.elegansperd no hi ha relacié estructural
definida. Es coneix que Borealin es fosforilama vitro per Aurora B perd les

consequencies funcionals encara no son conegudebd®d et al, 2007).

Les funcions del complex CPC i per extensio, d’AarB, s’executen en paral-lel a la
seva localitzacio:

- Condensacié i cohesié cromosomicain dels principals substrats de l'accio
cinasa d’Aurora B és la histona H3. En la cromaties histones H3, H2B, H2A i H4
formen un octamer al voltant del qual s’organites icompacta el DNA per formar els
cromosomes. Per tant, qualsevol modificacié en stgaeproteines (per fosforilacio,
glicosilacié, acetilacié o ubiquitinacié) implicama combinatoria complexa de possibles
estructures Histone codg la qual afectara a l'estructura de la cromatiDai et al,
2005). La fosforilacié d’histona H3 té lloc en Ntenal, concretament en els residus

Serl0 i Ser28. Es dona d'una forma general dumrttansici6 G-M i al llarg de
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diverses fases mitotiques. La defosforilacidé ésuptar en les fases finals de la mitosi

(telofase-citocinesi) i es manté durant la intexf@lian et al, 1998).

Survivin

Fig 10. Representacio esquematica del comghegmosome passenger prote{(@PC). INCENP actua
com la proteinacaffoldque permet 'ensamblatge de les dues subunitatudévin i de borealin. El
conjunt actua regulant I'activitat de fosforilagi@r part d’Aurora B sobre els seus multiples salbstr
entre els quals es troben els propis componentsodgblex Ruchaud et al, 2007)

La funcié d’histona H3 fosforilada no és del tadral. Sembla que pot col-laborar en el
desplagcament de proteines associades a I'’heteratnamnreordenament d’histones i
posteriorment, en l'alliberament de les cohesinesl'ATPases remodeladores de
cromatina (Prigent & Dimitrov, 2003).
Addicionalment, histona H3 és fosforilada en elidesThr3 per la cinasalaspin
Aquesta modificaci6 també resulta important per calrrecte alineament dels
cromosomes en metafase (Dai et al, 2005).
Aurora B participa també de la localitzacio i ledat del complex condensina, format
per dues proteines SMGtiuctural maintenance of chromosones qual és essencial
per al manteniment de la integritat dels cromosomistics (Carmena & Earnshaw,
2003).

- Formacié6 del fus mitotic: I'ensamblatge del fus mitotic requereix com a minim
dos processos diferents en els quée el complex GREsencial. Primer, la via canonica
gué contempla la nucleacié de microtubuls en els gel fus i I'estabilitzacio en els

cinetocors per la captura dels extrems positiusségon lloc, un procés guiat per la
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cromatina en que els microtubuls es formen al gitdss’estabilitzen a prop dels
cromosomes mitotics per acci6 de Ran-GTP, i alesha@’organitzen en fibres
fusiformes per accio de proteines motores (Wadsw&rkKhodjakov, 2004). Aurora B
hiperfosforila i inactiva diferents proteines comatBmin o MCAK Mitotic
centromere-associated kinesinjjué tenen com a objectiu desestabilitzar o
depolimeritzar els microtubuls. La seva inactivgegdmet la formacio correcta del fus
bipolar (Tulu et al, 2006).

- Orientacié i separacid6 cromosOomica:un aspecte crucial de la mitosi és
I'existencia d’'un mecanisme qué asseguri la caarecioé de les cromatides germanes
als pols de la cél-lula (biorientacid). En respostéa falta de tensié microtubular
provocada per unions sintéliques (dues cromatitlesateix pol) o monotéliques (unio
d’'una sola cromatida), Aurora B manté les proteithedscomplex del cinetocor (p.ex.:
els complexos Dam o HEC1) en estat fosforilat demare que desestabilitza la unié
d’aquestes als microtubuls del fus mitotic, augmentambé el seu recanvi.

El sensor de tensié és una consequéncia diredaldealitzacio d’Aurora B. Aquesta
es troba empaquetada entre els dos cinetocors genpead no dintre d’ells mateixos.
Quan la tensid és debil per una mala orientaci@Caghosoma, la unié és més intima i
les proteines es mantenen fosforilades. En canels los pols intenten arrossegar les
cromatides envers ells, el petit augment de tefsigQue els cinetocors se separin
lleugerament d’Aurora B, permetent I'accié defosémtora de les proteines fosfatases i
la continuitat del cicle (Tanaka et al, 2002). hgportancia d’aguest procés radica en
que la unié del DNA al fus mitotic mai és simulmier les dues cromatides i per tots
els cromosomes, de manera que aquest sistemava’aetinpre durant la metafase. La
inhibicié (per técniques de siRNA o mitjancant laletula hesperadina) d’Aurora
cinasa B augmenta considerablement el nombre dignim amfitéliques (Hauf et al,
2003).

- Control del spindle checkpointcom s’explica en I'apartat 5.5c), el punt de
control de la mitosi comprén una serie de mecarssgue eviten la progressio de la
transicio metafase-anafase fins que I'orientacidai unié dels microtdbuls als
cromosomes és I'adequada. El complex CPC actuaacsansor tal i com s’ha comentat
en el punt anterior i, en els casos en que ladarmsiés 'adequada, recluta les proteines
necessaries -BubR1, Mad2 i el motor proteic CENP4E-a establir el punt de control,

impedint-se aixi la progressié del cicle (Ditchdiglt al, 2003).
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- El complex CPC en les fases finals de la mitosjuan la tensioé de la unié
microtubuls-cinetocors és correcta, consequencita dgorientacié de les cromatides
germanes i la seva unio bipolar al fus mitoticdesactiven els mecanismes de control i
es permet la transicié6 metafase-anafase. En aguastel complex CPC se situa en la
placa mitja del fus mitotic. Se sap que Aurora smnB és capacg de crear un gradient de
fosforilacié al llarg de tota la cel-lula. Els seubstrats histona H3 i MCAK es troben
fosforilats a la zona central i defosforilats es pbls de la cel-lula. D’aquesta manera
Aurora B pot continuar el procés d’organitzaciosdelicrotibuls de la zona mitja.
Aurora B difondria en el citosol pero seria inaatla per les fosfatases citoplasmatiques
assegurant-se d’aquesta manera la creacio dekgtd&uller et al, 2008).

Finalment, el complex CPC té una participacié actan el procés de citocinesi.
INCENP i Aurora B es troben localitzats a la regioes formara I'anell contractil que
permetra la separacio de les dues cél-lules. Li@bode l'expressié d’aquestes
proteines provoca defectes en la finalitzacié d#&cAurora B interactua amb motors
microtubulars de la familia quinesina i GTPases €&an (Ruchaud et al, 2007). Una
segona molecula GTPasa com és la Dinamin, genaralassociada als processos
d’endocitosi i transport vesicular, es troba tampiEsent en aquesta regio del fus mitotic
participant dels processos de fissio, fusio i resfetge de membranes que tenen lloc
durant la citocinesi. Contribueix a la redistribudie tubulina, mantenint les propietats
adequades de tensi6 en la membrana plasmaticdardja la seva contraccio per tal de
separar la cél-lula en dos (Thompson et al, 20@2favés dels microtlbuls del fus
mitotic hi ha un transport actiu vers la zona d&s6 de diferents subpoblacions
vesiculars i F-actina en un procés en qué tamtaévenen els motors de la familia
quinesina, aixi com GTPases de la familia Rho (Adoa et al, 2008). Aquests models
plantegen una relacido entre lebromosome passenger proteindes dinamiques

vesiculars associades a la membrana plasmaticatdinarocés de citocinesi.

5.4.2 Ubiquitinacio. Complex APC/C.
El paper de la ubiquitinacio i la degradacio pevikdel proteasoma en la progressio
del cicle cel-lular es descobreix en la recerca diecanisme qué controli I'expressio
oscil-lant de les molecules clau d’aquest procitines, CDKs i els seus inhibidors
(CKIs) (Glotzer et al, 1991). Sorprenentment, lbgjuitin ligases tenen un ventall de

funcions molt més ampli incloent el control en égaracio de les cromatides germanes
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o nombrosogathwaysde senyalitzacié regulats per fosforilases/fostta®Nasmyth,
1999).

APC/C Anaphase promoting complex/cyclosdpme un gran complex multiproteic amb
activitat E3 ubiquitin ligasa. En aquest compléasdociacié temporal d’alguns dels
seus membres proporciona un element regulador @einp espacial) sobre les seves
funcions. En humans, ebre ubiquitin ligasa esta format per les proteines Apcl, Apc2
i Apcll, les quals tenen uns dominiglin/Ring-H2 respectivament que possibiliten la
unié al substrat a degradar, aixi com la uni60 a reslecules E2 conjugadores
d’ubiquitin (Zheng et al, 2002). També participapkoteina Docl, associada a tot tipus
de processos d'ubiquitinacié (dins i fora de la goessido del cicle cel-lular)
(Grossberger et al, 1999). D’altra banda, les jimeeCdc16, Cdc23 i Cdcl7 formarien
una unitat de regulacié de l'activitat d’APC/C. La modulacié vindria prodia per
canvis conformacionals en funcié de si aquestetejres es troben o no fosforilades
(Harper et al, 2002). Finalment, hi sén present denegudes com proteines
activadores Cdc20 (també anomenadazzy, Fzy i Cdhl (o Fizzy-related, F2x
Actuen al llarg de la mitosi en el cas de Cdc20 lies fases finals de la mitosi i Guan

es tracta de Cdhl. Aporten especificitat de suhstomcs contenen dominis formats per
repeticions WD40 qué permeten la seva uniéo a niédtipnolecules (Schwab et al,
1997).

La regulacio per fosforilacié pot ser d’una fornwivadora o inhibidora segons quina
sigui la molécula efectora i el residu fosforilgts complexos Cdk/ciclina mitotics aixi
com les proteines de la familia PIRofo-like kinasesregulen APC/C d'una forma
positiva, permetent I'avenc a través de la mit@@gcombes & Nigg, 1998; Lahav-
Baratz et al, 1995) i, de forma contraria, el tawént amb fosfatases inactivaria la seva
accio (Lahav-Baratz et al, 1995). Una explicacglaémajor afinitat per unir Cdc20 per
part d'un complex APC/C en qué les subunitats wetpres es troben fosforilades
(Kramer et al, 2000). En canvi, quan les fosfordas tenen lloc directament sobre les
molecules que conformen el nucli del complex, sultat és una inhibicié de l'accio
ubiquitinadora. Per exemple, la proteina cinasaPKA, cAMP dependent protein
kinasg fosforila i inactiva la unitat estructural ApdZom que els nivells d’expressié de
PKA es troben regulats al seu torn en funcié déase mitdtica en qué es troba la
cel-lula, aquest fenomen afegeix un punt extraedgelacié de la progressio del cicle
cel-lular (Kotani et al, 1998).
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Entre les principals funcions d’APC/C-Cdc20 es ¢mmbl) la degradacio de les ciclines
de la fase S, les quals antagonitzen de forma puikint I'accié del propi complex
APC/C-Cdhl qué actuara en les fases finals de tasmassegurant d’aguesta manera
I'ordre correcte en la progressio de les fasesfefaet al, 2002) i 2) la separaci6 de les
cromatides germanes durant I'anafase. Aquest prégdbuna elevada complexitat en
mamifers: s’inicia per una separacio dels complegobesina dels bracos dels
cromosomes en una accio dependent de la ciRasalike (Sumara et al, 2002).
Aquests complexos cohesina romanen en la zonaedeomer i son degradats per una
activitat separasa (Hauf et al, 2001). La regulatafjuest complex separasa €s critica
per a evitar una dissociacié preco¢ o tardana celsiosomes i el guany o perdua
genetics corresponents. La separasa es troba anida molecula anomenada securina,
la qual és I'objecte de degradacio per APC/C-Cd&#0ah & Nasmyth, 2000). Aquest
procés es troba sota control deeckpoinimitotic, el qual s’explica en I'apartat 5.5 c).
Un cop iniciada I'anafase, APC/C-Cdc20 degrada taleb ciclines presents en l'inici
de la mitosi, aixi com les proteines cinases gs#fiben i inactiven Cdhl (Shirayama
et al, 1999). Es aleshores el torn d’APC/C-Cdh1l finalitzara la degradacio dels

elements necessaris en fase M, donant pas a |&fg8esintin et al, 1997).
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Fig 11.Panell esquerrecomponents del complex APC/C. Elements centigiell i Apc2); elements
reguladors (Cdcl6, Cdc23, Cdc37); element activd@aic20). Panell dret mecanisme d’accid del
complex en la separacid dels cromosomes. APC/CLd& responsable de la degradacié de les
molécules de securina i promotor de I'activitatesega larper et al, 200D
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5.5 Check-pointsdel cicle cel-lular
La supervivencia dels organismes depen de la tigegmacurada de la informacio
genetica de la cel-lula parental a les filles. Aga@ccio requereix una extrema cura en
la replicacié del DNA i precisio en la distribualéls cromosomes, a més de la capacitat
per solventar danys espontanis i induits en el DNAmitzant el nombre de mutacions
heretables. Per aconseguir-ho, les cel-lules deifeahan desenvolupat un seguit de
mecanismes que monitoritzen la progressio del codélular i coordinen els
mecanismes de reparacio. Aquests punts de contioéckpointsson vies reguladores
gué poden dur a terme diferents accions: aturardesicions del cicle cel-lular, activar
els mecanismes de reparacio del DNA, promourealastripcié de gens implicats en
rutes reparadores i finalment, si el dany és ipecable, iniciar processos de mort
cel-lular programada per apoptosi (Zhou & Elled2g)0). Les respostes a anomalies
del DNA son:
a) G1/S checkpoint es caracteritza per una resposta rapida invaitcialina D i
Cdc25, i una resposta més lenta basada en p53n&ibl és degradada
immediatament per mecanismes dependents d’'ubiglptioteasoma després del

fIP/WAF i

dany al DNA, provocant la redistribucio dels inkitwis de CDK p2
p27 ¥P! (de ciclina D-Cdk 4/6 a ciclina A/E- Cdk 2). Lagtedacio de la
fosfatasa Cdc25 posterior al dany en el DNA provéeafosforilacio en

Thr14/Tyrl5 de Cdk2, fet que contribueix a la singtivacio.

La resposta més lenta procedeix amb l'activaciqot® MDM2 (una de les
dianes transcripcionals de p53) inhibeix la traipsad dependent de p53,
trasllada aquesta fora del nucli i la direcciondaaproteolisi regulada per
ubiquitina/proteasoma. L’'agressio a la integritalt ANA indueix I'activacio de

diferents proteines cinasa (ATM, ATR, DNA-PK, CHKTCHK?2) qué fosforilen

residus en la regié N-terminal de p53, inhibintgdiesta forma la unié de
MDM2 a p53. Consequentment, la sobreactivacié crpSulta en 'augment

d'expressi6 de p21™WAF

i la inhibicié dels complexos ciclina-CDK2 (Chow e
al, 2003). La cinasa mTORMammalian target of rapamycinpcomplexada i
regulada al seu torn per Aurora cinasa B i suryiés un element afegit de
control de la transicié G1-S, mitjancant la fodfwié dels seus substrats 4EBP1
I p70S6 cinasa (Song et al, 2007).

b) G2 checkpoint p21 “PWAF &g suficient per a la inhibicié dels complexos

ciclina A/E- Cdk2 pero no és la responsable denlébicié dels complexos de
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les ciclines mitotiqgues A/B amb Cdkl. En preserdg@aDNA danyat, aquests
complexos son inhibits per fosforilacid en Thr1l4/T%. ATM/ATR fosforilen i
activen CHK1/CHK2 qué al seu torn fosforilen Cdc23@Quest procés provoca
directament 'augment en [l'activitat fosfatasa ddcZ5C i en la destruccié de
Cdc25A, fenomens necessaris per prevenir I'entdaa&eél-lules danyades en
mitosi (Blasina et al, 1999).

p53 es troba també implicada en el mantenimentlistkpointen G a través
de l'activacio de la proteina 14-33la qual segresta el complex ciclina B-Cdk1
al citoplasma, i pZA”"WAF (Taylor & Stark, 2001). Cap d’aquestes dues evita
I'entrada en mitosi perd p2T™"AF pot aturar el cicle en les cél-lules tetraploides
resultants (Andreassen et al, 2001).

Checkpoint mitotic: la transici6 metafase-anafase és un pas clau eiclel
cel-lular en el que la cél-lula comenca la sepam@deiles cromatides germanes i,
per tant, la separacié del material genetic pregrnaduplicat. En metafase els
cromosomes s'alineen i s’uneixen de forma biori@atal fus mitotic. Nomeés
guan cada cromatida es troba correctament assoaiaduaicrotubuls del fus a
través del sistema proteic del cinetocor, s’actavanaquinaria cel-lular que
conduira a la finalitzacié del cicle. Es tractardjprocés de “tot o res” que té lloc
de forma simultania en totes les parelles de cridestErrades en aquest procés
condueixen a una distribucié desigual del mategiehetic amb el guany o
perdua d’informacié consequent. Aquesta situaci@tdstrofica” per a
I'estabilitat cel-lular ha fet evolucionar en lesd-tules eucariotes un sistema de
control conegut compindle checkpoinMillband et al, 2002)

Aquest sistema efectua 3 accions separades: 1gnsorsqué monitoritza la
presencia de cromosomes no alineats o mal uniits ahitotic. Ho aconsegueix
detectant anomalies en les forces de tensié quéredueixen quan els
microtubuls del fus s’uneixen al cinetocor; 2) isteama d’amplificacié, el qual
permet que el senyal generat per un sol senson eénomosoma sigui suficient
per activar el sistema; i 3) un sistema efectomcaginhibir la progressié del
cicle cel-lular per inhibici6 del complex APC/C ¢Bkin et al, 2001).
Existeixen diversos components del sistema qué dierme aguestes accions:
Proteines Mad\Mitotic arrest deficient)Mad1 regula I'entrada a nucli i la seva
localitzacio dins del complex del cinetocor de M4tkai et al, 2002), una accié

en la que també col-labora el motor microtubulaNBE. Mad2, per la seva
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banda, funciona com a sensor de tensid, i alhorgraicciona amb els
components del complex APC/C (Wassmann & Bene&@8)linhibint la seva
activitat ubiquitin ligasa (Sudakin et al, 2001).

- Proteines BubBRudding uninhibited by benzimidazpl®ub3 té capacitat per
unir-se a la major part de les proteines del coxpleté una funcié
presumiblement adaptadora. Bubl (0 BubR1 en humars)només promou
I'accio del complex de control, sind que també afaix la interaccio entre
microtubuls i cinetocors (Lampson & Kapoor, 200B)itjancant un domini
cinasa pot funcionar com un potent inhibidorvitro de Cdc20, la subunitat
activadora del complex APC/C (Tang et al, 2001).

Quan un dels cromosomes no es troba ben alineapkada metafasica, Aurora B, en
accié conjunta amb la resta dels components CRftaeles proteines Mad i Bub
(apartat 5.4.1, orientaci6 i cohesié cromosomiquestrol delspindle checkpoiit les
quals inhibeixen l'accié del complex APC/C. L'adtat d’aquest complex és
imprescindible per a la progressié del cicle (aggaB.4.2, ubiquitinacié i complex
APC/C).

Cytosolic pool?
s

Pdsi Ub

Fig 12. Representacio dels components del compiigatic checkpointi el seu mode d’activacio: a)
reclutament al cinetocor;b) reorganitzactarmoverd’algun dels components; c) inhibicié de la traitsi
metafase-anafase per accio directa sobre el comyHEXC-Cdc20.
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