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Existe mas abajo una version también en catalan (o valenciano) para quien lo prefiera.

Después de cinco afios, que, sinceramente, han pasado volando, uno podria decir
que hacer un doctorado es un duro camino con penas y glorias. Pero por mucho
que me esfuerzo, no consigo recordar las penas. Solo las glorias, en forma de risas,
trabajo, amigos y estrellas (Damm), acuden a mi cabeza ahora que echo la vista
atrds. Las estrellas vienen solas si te sientas en el Petit Pas; el trabajo solo necesita
algo de ganas y haber estudiado; las risas, bueno, ya me conocéis, no necesito
demasiado si quiero reirme; pero todo eso, sin amigos..., aah amigo!. Los amigos
son los que convierten esas pequefias cosas en glorias. Y de amigos me voy con la
bolsa llena.

Puede que este apartado sea el mas importante de la tesis. Lo que hay en ella lo he
hecho yo, y si, la he escrito yo. Yo me he pasado unos cien millones de horas en el
microscopio (mas o menos), aunque tardé apenas unos minutos en tomar las
imagenes que aqui aparecen. Pero uno solo no puede hacer esto. Necesita hablar y
discutir, contrastar con otros locos las locuras que se le ocurren. Que le den
consejos, que escuchen tus maldiciones cuando los geles de acrilamida no hacen
su trabajo, o que aguanten tus silbidos como quien aguanta a un loro con verborrea.
Y esos sois vosotros, a los que dirijo estas palabras (las Unicas que la mayoria
leeréis en este pequefio libro).

El maximo responsable de que yo esté escribiendo esto no es otro que Salva. Tu
sembraste en mi la semilla de la ciencia cuando apenas sabia sumar y restar.
Aquella admiracién infantil que sentia por ti, casi siempre a muchos kildbmetros, es
ahora la admiracién de un hermano ya crecido, que se torna agradecimiento por
haberme marcado el camino hasta aqui. Quién sabe si algun dia ese camino en la
ciencia se encontrara con el tuyo, pero en cualquier caso, siempre habrd un atajo
que los una. Nos queda mucho tiempo para hablar de ciencia, de Dios y de la vida,
y estoy seguro de que lo vamos a aprovechar.

El segundo escaldn del podio (o puede que haya un empate en el primero) es sin
duda para Siscu. De ti he aprendido todo lo que sé de esto. Las horas que pasé en
el microscopio fueron un instante comparado con las que hemos pasado
discutiendo, hipotetizando, elucubrando, tergiversando, y en ocasiones, incluso
resolviendo y encontrando respuestas. Pero mentiria si dijera que esto ha sido solo
una relacion profesional o académica. También hemos pasado muchos momentos
hablando de fltbol o politica, riéndonos casi de cualquier cosa, y bueno, puedo decir
que has sido también un buen amigo. Ah! También he aprendido que una apuesta
contigo, es una apuesta perdida.
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Elsa Meneses, o Elsaca Puntas, dentro del lab nos hemos reido mucho, e incluso
hemos trabajado juntos en alguna pequefia ocasion. Sin ti, estos dos uUltimos afios
en el lab habrian sido un poco mas largos. Fuera del lab también nos hemos reido
mucho; cofio!, incluso hemos llorado. Por todo eso, te has convertido en una de las
personas mas importantes en mi tesis, ¢qué digo en mi tesis? también en mi vida.
Cuando llegaste al lab no sabias muy bien ni como me llamaba, ¢quién sabe? a lo
mejor incluso creias que era de los Postigo. Ahora confio en que mi nombre no se te
olvide, porque siempre que piense en los afios del doctorado, yo me acordaré del
tuyo (de tu nombre, no de tu doctorado). En definitiva, mi agradecimiento hacia ti no
cabe en estas lineas, pero estoy seguro de que lo conoces de sobra.

No soy muy bueno en esto de expresar con palabras lo mucho que agradezco a
todos vosotros el apoyo y la amistad que me habéis regalado. Pero podria ocupar
cien paginas facilmente y todavia no lo habria dicho todo, asi que por eso y también
por el panico a dejarme a alguien en el tintero, seré muy breve en palabras, aunque
seguro sabréis que esa brevedad no se corresponde con la infinita gratitud que
siento hacia vosotros.

Los post-docs, Carles y Marta, me habéis dedicado vuestro tiempo siempre que os
he pedido vuestro valioso consejo, ayudandome mucho a mejorar la calidad de este
trabajo. Cuando me asalte la duda, echaré de menos encontraros siempre tras esa
puerta de cristal...

...y vuestros jefes, Carles Enrich y Albert Pol. Por vosotros siento el mayor respeto
hacia la experiencia y la madurez cientifica, pero también cabe un poco de risa y
broma con una copa de cava o una buena cerveza en la mano. Gracias por vuestros
consejos, y sobretodo Albert, gracias por aguantar tantas horas de palique entre
Siscu y yo detras de la oreja.

Maria y Alba, los pilares del dia a dia, las que te guian en esas primeras semanas
en las que vas perdido y no sabes ni dénde estas sentado. Maria, por ti siempre
tendré un pequefio espacio en mi para la espiritualidad, pero poquito, eh? Y tu Alba,
recuerda que el dia mas corto del afio no es mas que el principio del camino hacia
el dia mas largo.

Las Siscu’s Girls, lona y Maite. Contigo, Maite, no he compartido tanto como me
gustaria, pero el camino que he recorrido lo empezaste td, y junto a ti, lona, ese
mismo camino se me ha hecho muy facil de recorrer contigo al lado (y eso que el
ordenador lo tenias solo td).

Annay Ana, las chicas con las que mas cafés me he tomado (nunca he sido muy de
cafés tampoco). Habéis sido, no, sois mis amigas casi desde que os conoci, y si me
lo permitis, seguiremos siéndolo hasta que la muerte os lleve. Gracias por ser mis
confidentes y por dejarme a mi ser el vuestro. Es posible que hayais sido una de las
piedras “triangulares” de esta tesis (si Ana, ahora te toca a ti).
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Catala, catala, si no te I'ha fet, te la fara. Tenemos toda la vida, Albert H., para que
cumplas este refran, porque de momento lo Unico que has hecho es un amigo para
siempre. Gracias por los consejos cientificos, por las risas y por las cervezas (creo
que todavia hay alguna apuesta impagada), y gracias también por cederme el
puesto de macho alfa, creo que me he ocupado bien de ellas y no han notado la
diferencia.

También han sido importantes Andrea y Adam. Con vosotros he compartido muchas
horas hablando no solo de ciencia. También de cine, de politica, y como no, de
deportes. Me ha gustado compartir todo ello contigo, Andrea, desde el otro lado de
la bahia. Forza Depor! Y Adam Kassan, no seé si llegaras a leer esto, pero no puedo
dejar de agradecer las conversaciones sobre ciencia y religién y sobre la vida, y
aunque fue poco tiempo el que compartimos, fue bastante para considerarte un
buen amigo y dedicarte aqui algunas lineas.

Las Enrich’s Girls que me faltan, Meri y Sandra. Os merecéis también buena parte
de mi agradecimiento. Aunque quizds no hayamos llegado a formar lazos fuertes
entre nosotros, el aprecio que 0s tengo no se mide ni con la regla para medir papel
Whatman, y os agradezco mucho que haydis estado ahi siempre que os he
necesitado.

No me olvido de todos los masteres y “erasmuses”. Celia, Maria, Barbara o Camilla.
Y como no!, Frede i Albert!. No sabéis cuanto he echado de menos las charlas y las
risas en nuestra bahia desde que dejé el lab, y cuanto las seguiré echando de
menos. Y sobre todo a Albert, sabes que sin ti alguna pata de esta tesis estaria un
poco coja. Gracias.

Todo el grupo de las Neus, muchisimas gracias. Ojala hubiéramos compartido
también el lab. Lo que si que compartimos, ademas de seminarios y algo de
material, fueron muchos buenos momentos fuera del lab, que espero que puedan
volver a repetirse muchas veces mas (a los seminarios si que no iré, creo).

Tampoco me olvido de ese gran alicantino que vive en el ala oeste. David, que
aparte del nombre tienes muchas otras cosas geniales. Recordaré con carifio todos
esos momentos de cigarrito, de conversaciones y batallitas, y de birras en el bar. A
ver si algin dia nos vemos en el Carrer Nou del Convent y nos comemos una buena
paella.

Y ahi estan también las chicas del confo, Maria, Anna y Elisenda (y el Dani). Que
importantes habéis sido durante esta tesis. Agradezco de corazén todas las horas
invertidas en mejorar las condiciones del microscopio y en dar consejos para que
las largas sesiones de fotos se hicieran algo mas cortas.

Teresita, Alba Llopis, Alba Gémez, Marta Sanchez, Atilla o Eulalia. Todos han sido
importantes en algin momento durante esta tesis y también quiero dejaros un
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pequefio espacio en estas paginas. Gracias por compartir cenas, risas, cervezas 0
las tres cosas.

También mencionaré a las chicas y chicos del Centre d’estudis Neo. En esas
pequefias aulas he dejado un pufadito de buenos compafieros de clase, de buenos
amigos a los que seguro que vuelvo a ver muchas veces mas.

Mi familia ha sido y es el pilar de cualquier cosa que haya hecho en mi vida. Y
aunque durante esta tesis no la he tenido tan cerca como hubiera querido, los he
sentido tan cerca como siempre. Gracias a mis padres, a Jaume, que me ha
acompafiado en el dia a dia mientras escribia esta tesis, a Pepito, Vicent, Carlos,
Vero y Raquel, a cufiadas y cufiados, sobrinas y sobrinos y tias y tios. Sin todos
vosotros puede que ahora estuviese cargando ladrillos en una carretilla (y ganando
mucho mas dinero!).

Y por ultimo, no me puedo olvidar de aquella que con sus enormes brazos ha
sacudido todo este céctel, para que todos estos afios fueran de los mejores de mi
vida. Hablo de Barcelona. Eras mi ciudad favorita antes de conocerte, y ahora que
te conozco lo eres aun més. En ti he trabajado, he ido de fiesta, he paseado, solo o
acompafiado, a pie 0 en bici (miles de kildbmetros), y gracias a ti todo ha salido a
pedir de boca. No te muevas del sitio, porque ten por seguro que algun dia volveré,
y puede que ya no me marche.

Vaya, pues al final me he liado y no he sido tan breve como pretendia. Ahi queda
pues parte de mi agradecimiento, la que se puede expresar con letras. La otra parte
ya la sabéis.

Gracias a todos y hasta siempre!

David

“Las cosas buenas no hace falta entenderlas”

Andy Dufresne, cadena perpetua.
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AGRAIMENTS

Després de cinc anys, que, sincerament, han passat volant, un podria dir que fer un
doctorat és un dur cami amb penes i glories. Perd per molt que m'esforce, no
aconseguisc recordar les penes. Només les glories, en forma de rialles, treball,
amics i estrelles (Damm), venen al meu cap ara que mire enrere. Les estrelles
vénen soles si alces el brac al Petit Pas; el treball només necessita una mica de
ganes i haver estudiat; les rialles, bé, ja em coneixeu, no necessite molt si vull riure;
pero tot aixo, sense amics ..., aah amicl. Els amics son els que converteixen
aguestes xicotetes coses en glories. | d'amics me'n vaig amb la bossa plena.

Pot ser que aquest apartat siga el més important de la tesi. El que hi ha en ella ho
he fet jo, i si, I'he escrit jo. Jo m'he passat uns cent milions d'hores al microscopi
(més o0 menys), encara que vaig tardar només uns minuts a prendre les imatges que
aci apareixen. Pero un sol no pot fer aixd. Necessita parlar i discutir, contrastar amb
altres bojos les bogeries que se li ocorren. Que li donen consells, que escolten les
teues malediccions quan els gels d'acrilamida no fan la seua feina, 0 que aguanten
els teus xiulets com qui aguanta a un lloro amb verborrea. | aquests sou vosaltres,
als que dirigisc aquestes paraules (les Uniques que la majoria llegireu en aquest
xicotet llibre).

El maxim responsable que jo estiga escrivint agd no és un altre que el Salva. Tu vas
sembrar en mi la llavor de la ciéncia quan practicament no sabia sumar i restar.
Aquella admiracié infantil que sentia per tu, quasi sempre a molts quilometres, és
ara l'admiracio d'un germa ja crescut, que es torna agraiment per haver-me marcat
el cami fins aci. Qui sap si algun dia aquest cami en la ciéncia es trobara amb el
teu, pero en qualsevol cas, sempre hi haura un caminet secundari que els enganxe.
Ens queda molt de temps per parlar de ciéncia, de Déu i de la vida, i estic segur que
ho aprofitarem.

El segon grad del podi (o pot ser que hi haja un empat en el primer) és sens dubte
per al Siscu. De tu he aprés tot el que sé d'acd. Les hores que vaig passar al
microscopi van ser un instant comparat amb les que hem passat discutint,
hipotetitzant, elucubrant, tergiversant, i en ocasions, fins i tot resolent i trobant
respostes. Perd mentiria si diguera que a¢o ha sigut només una relacié professional
0 academica. També hem passat molts moments parlant de futbol o politica, rient-
nos practicament de qualsevol cosa, i bé, puc dir que has sigut també un bon amic.
Ah! També he aprés que una aposta amb tu, és una aposta perduda.

La Elsa Meneses, o Elsaca Puntes, dins el lab ens hem rigut molt, i fins i tot hem
treballat junts en alguna xicoteta ocasi6. Sense tu, aquests dos Ultims anys al lab
haurien sigut una miqueta més llargs. Fora del lab també hem rigut molt; cony!, fins i
tot hem plorat. Per tot aixo, t'has convertit en una de les persones meés importants
en la meua tesi, que dic en la meua tesi? també en la meua vida. Quan vas arribar
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al lab no sabies molt bé ni com em deia, qui sap? potser fins i tot creies que era dels
Postigo. Ara confie que el meu nom no se t'oblide, perqué sempre que en el futur
pense en els anys del doctorat, jo m’enrecordaré del teu (del teu nom, no del teu
doctorat). En definitiva, el meu agraiment cap a tu no cap en aquestes linies, pero
estic segur que el coneixes de sobres.

No s6c molt bo en aix0 d'expressar amb paraules el molt que agraisc a tots
vosaltres el suport i I'amistat que m'heu regalat. Perd podria ocupar cent pagines
facilment i encara no ho hauria dit tot, aixi que per aixo i també pel panic a deixar-
me a algu en el tinter, seré molt breu en paraules, encara que segur sabreu que
aquesta brevetat no es correspon amb la infinita gratitud que sent cap a vosaltres.

Els post-docs, el Carles i la Marta, m'heu dedicat el vostre temps sempre que us he
demanat el vostre valuds consell, ajudant-me molt a millorar la qualitat d'aquest
treball. Quan m’assalte el dubte, trobaré a faltar trobar-vos sempre a laltre costat
d'aquesta porta de vidre ...

... | els vostres jefes, el Carles Enrich i 'Albert Pol. Per vosaltres sent el major
respecte cap a l'experiéncia i la maduresa cientifica, pero també hi cap una mica de
riure i broma amb una copa de cava o una bona cervesa a la ma. Gracies pels
vostres consells, i sobretot Albert, gracies per aguantar tantes hores de palique
entre Siscu i jo darrere de l'orella.

La Maria i I'Alba, els pilars del dia a dia, les que et guien en aquestes primeres
setmanes en qué vas perdut i no saps ni on estas assegut. Maria, per tu sempre
tindré un xicotet espai en mi per a la espiritualitat, perd poquet, eh? | tu Alba,
recorda que el dia més curt de I'any no és més que el principi del cami cap al dia
més llarg.

Les Siscu's Girls, la lona i la Maite. Amb tu, Maite, no he compartit tant com
m'agradaria, perd el cami que he recorregut el vas comencar tu, i amb tu, lona,
aquest mateix cami se m'ha fet molt facil de recorrer amb tu al costat (i aixd que
I'ordinador el tenies només tu).

L’Anna i 'Ana, les xiques amb les que més cafés m'he pres (mai he sigut molt de
cafes tampoc). Heu sigut, no, sou les meues amigues practicament des que us vaig
coneixer, i si m'ho permeteu, seguirem sent-ho fins que la mort us porti. Gracies per
ser les meues confidents i per deixar-me a mi ser el vostre. Es possible que hagiu
sigut una de les pedres "triangulars” d'aquesta tesi (si Ana, ara et toca a tu).

Catala, catala, si no te I'ha fet, te la fara. Tenim tota la vida, Albert H., perque faces
realitat aquest refrany, perqué de moment I'inica cosa que has fet és un amic per
sempre. Gracies pels consells cientifics, pels riures i per les cerveses (crec que
encara hi ha alguna aposta impagada), i gracies també per cedir-me el lloc de
mascle alfa, crec que m'he ocupat bé d'elles i no han notat la diferéncia.
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També han estat importants I’Andrea i '’Adam. Amb vosaltres he compartit moltes
hores parlant no només de ciéncia. També de cinema, de politica, i com no,
d'esports. M'ha agradat compartir tot aixdo amb tu, Andrea, des de l'altre costat de la
badia. Forza Depor! | Adam Kassan, no sé si arribaras a llegir aix0, perd no puc
deixar d'agrair les converses sobre ciéncia i religié i sobre la vida, i encara que va
ser poc temps el que vam compartir, va ser bastant per considerar-te un bon amic i
dedicar-te aci algunes linies .

Les Enrich's Girls que em falten, la Meri i la Sandra. Us mereixeu també bona part
del meu agraiment. Encara que potser no hagim arribat a formar llagos forts entre
nosaltres, I'estima que us tinc no es mesura ni amb el regle per mesurar paper
Whatman, i us agraisc molt que hagueu estat ahi sempre que us he necessitat.

No m'oblide de tots els masters i "erasmuses". La Célia, la Maria, la Barbara o la
Camilla. | com no!, el Frede i 'Albert!. No sabeu el que he trobat a faltar les xerrades
i els riures a la nostra badia des que vaig deixar el lab, i com les seguiré trobant a
faltar. | sobretot a I'Albert, saps que sense tu alguna pota d'aquesta tesi estaria una
mica coixa. Gracies.

Tot el grup de les/els Neus, moltissimes gracies. Tant de bo haguérem compartit
també el lab. El que si que vam compartir, a banda de seminaris i una mica de
material, van ser molts bons moments fora del lab, que espere que pugam tornar a
repetir moltes vegades més (als seminaris si que no aniré, crec).

Tampoc m'oblide d'aquest gran alacanti que viu en l'ala oest. El David, que a part
del nom tens moltes altres coses genials. Recordaré amb afecte tots aquests
moments de cigarret, de converses i batalletes, i de birres al bar. A vore si algun dia
ens veiem al carrer Nou del Convent i ens mengem una bona paella.

| aci hi ha també les xiques del confo, la Maria, I’Anna i I'Elisenda (i el Dani). Que
importants heu sigut durant aquesta tesi. Agraisc de cor totes les hores invertides en
millorar les condicions del microscopi i en donar consells perqué les llargues
sessions de fotos es feren una miqueta més curtes.

La Teresita, I'Alba Llopis, I'Alba Gémez, la Marta Sanchez, I'Atilla o la Eulalia. Tots
han sigut importants en algun moment durant aquesta tesi i també vull deixar-vos un
xicotet espai en aquestes pagines. Gracies per compartir sopars, rialles, cerveses o
les tres coses.

També esmentaré a les xiques i xics del Centre d'estudis Neo. En aquestes
xicotetes aules he deixat un grapadet de bons companys de classe, de bons amics
als que de ben segur que tornaré a vore moltes vegades més.

La meua familia ha sigut i és el pilar de qualsevol cosa que he fet a la vida. | encara
que durant aquesta tesi no I'he tingut tan a prop com haguera volgut, els he sentit
tan a prop com sempre. Gracies als meus pares, a Jaume, que m'ha acompanyat en
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el dia a dia mentre escrivia aquesta tesi, a Pepito, Vicent, Carlos, Vero i Raquel, a
cunyades i cunyats, nebodes i nebots i ties i tios. Sense tots vosaltres pot ser que
ara estiguera carregant rajoles en un carretd (i guanyant molt més diners!).

| finalment no em puc oblidar d'aquella que amb els seus enormes bracos ha
sacsejat tot aquest coctel, perqué tots aquests anys foren dels millors de la meua
vida. Parle de Barcelona. Eres la meua ciutat favorita abans de conéixer-te, i ara
que et conec ho ets encara més. En tu he treballat, he anat de festa, he passejat,
sol 0 acompanyat, a peu o en bici (milers de quilometres), i gracies a tu tot ha eixit a
pedir de boca. No et mogues del lloc, perqué tin per segur que algun dia tornaré, i
pot ser que ja no me’n vaja.

Vaja, doncs al final m'he embolicat i no he sigut tan breu com pretenia. Aci queda
doncs part del meu agraiment, la que es pot expressar amb lletres. L'altra part ja la
sabeu.

Gracies a tots i fins sempre!

David

“Les coses bones no cal entendre-les”

Andy Dufresne, cadena perpetua.
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Introduccion

1. Endocitosis

La cara externa de la membrana plasmatica es el elemento a través del cual la
célula puede comunicarse con el ambiente que le rodea. Por medio de la
endocitosis se forman nuevas membranas internas a partir de la membrana
plasmatica, permitiendo la regulacién de su composicién, la captacién de proteinas

transmembrana o lipidos de membrana, nutrientes, ligandos, proteinas, solutos,

. Proteinas ) GTPasas Proteinas
Via Morfologiay de Dep?"de’?c'a pequefas _Cargos_ reguladoras o
tamario . de dinamina : internalizados !
cubierta involucradas asociadas
Actina, Arp2/3,
Cargo- gggilthOA/ Patégenos, forminas, PI3K,
Fagocitosis dependiente No No i células WASP, WAVE,
(dependiendo 2 el
>500 nm 8 apoptoticas anfifisina,
del tipo) !
coronina, etc
Actina, Arp2/3,
. S Ondulada En algunos Racl, Cdc42, RTKs, fluidos, cortactina, PI3K,
Macropinocitosis 0.2-10 ym No casos Arfé, Rab5 bacterias Src, Pakl, Ras,
etc
Vesicular RIISAGRCR éP;,Sepsmas,
CDE Clatrina Si Rab5 TfR, LDLR, =PStS,
150-200 nm . intersectina,
virus, etc o
anfifisina, etc
Proteinas de PTRF/cavinal,
Dependiente de Forma de Caveolinal . A unién a GP!I, SDPR/cavinaz,
: omega Si No esta claro SRBC/cavina3,
caveolina y2 CTxB, SV40, -
50-120 nm MURC/cavina4,
TGF-BR, etc S
rc
Fluidos,
membrana, Actina, GRAF1,
CLIC/GEEC Tubular No No Cdc42, Arfl protefnas de ARHGAP10
unién a GPI
. Pakly 2
Vesicular . IL-2RB, receptor S
IL-2RB No Si RhoA, Racl L cortactina, N-
50-100 nm de yc-citokina WASP
No, de IAIE (M1, CIBEE) Ninguna, de
Dependiente de Arf6 | Tubular No e Arf6 CD55, Glutl, AR
AchR
. . CTxB, CD59, .
ﬁgﬁﬁgg'eme de Vesicular ;Iotllma 1y No Ninguna proteoglicanos, mg:é?]?éde
DAT, EAAT2

Tabla 1. Las rutas endociticas conocidas, sus caracteristicas fisicas y la maquinaria molecular
implicada. De sus siglas en inglés: CLIC, portadores independientes de clatrina; GEEK, compartimento
endosomal temprano enriquecido en GPI-AP; RTK, receptor de tirosina quinasa; GPCR, receptor
asociado a proteina G; TfR, receptor de transferrina; LDLR, receptor de lipoproteina de baja densidad;
DAB2, disabled-2; ARH, hipercolesterolemia autosémica recesiva; CTxB, toxina colérica B; SV40,
simian virus 40; GPI, glicosilphosphatidilinositol; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; TGF-
R, receptor del factor de crecimiento transformante; PTRF, factor de la polimerasa y liberacién de
transcrito; SDPR, respuesta a la privacion de serum; SRBC, producto génico relacionado con Sdr que
une c-quinasa; MURC, proteina coiled-coil restringida a muasculo; CtBP1, proteina de unién al COOH-
terminal 1; DAT, transportador de dopamina; EAAT2, transportador de glutamato glial; AchR, receptor
de acetylcholine. Modificada de Sigismund et al, 2012 *.

fluidos o cuerpos sélidos de gran tamafio, como patégenos e incluso células
intactas. La regulacién de la endocitosis por parte de la célula permite el control de
muchos procesos como la nutricion, las vias de sefializacién, el reciclaje de

membrana, la mitosis o la migracién celular. Sin embargo, la endocitosis no es un
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Unico proceso simple y universal, sino un complejo sistema de multiples rutas de
entrada interconectadas, cuya regulacion requiere de una complicada red de

factores para su correcto funcionamiento espacio-temporal.

Segun el volumen que se internalice, podemos hablar de endocitosis a gran escala
0 de pinocitosis. La endocitosis a gran escala incluye la fagocitosis, en la que se
produce la entrada de particulas sélidas de gran tamafio, y la macropinocitosis, con
entrada de grandes volimenes liquidos. La pinocitosis, en cambio, es la endocitosis
de pequefios volimenes o solutos. Dentro de este Ultimo tipo, existen dos vias
principales segun la maquinaria molecular implicada, y son la via mediada por
clatrina (CDE, Clathrin-dependent endocytosis) y la via independiente de clatrina
(CIE). La primera de ellas es la ruta endocitica mejor caracterizada y se conocen
bien los mecanismos implicados. Sin embargo, la via independiente de clatrina es
un grupo heterogéneo de rutas de entrada cuyo conocimiento es todavia muy
deficiente. No obstante, el nimero de estudios publicados sobre ésta via ha
aumentado exponencialmente en los Ultimos afios, lo que ha permitido hacer
algunas clasificaciones segin su dependencia de dinamina, la presencia de
proteinas de cubierta como la caveolina o la dependencia de GTPasas pequefias.
En la tabla 1 se expone la complejidad molecular de cada una de las vias de

internalizacién conocidas *, las cuales se expondran a continuacion.

1.1. Endocitosis dependiente de clatrina

La CDE fue la primera ruta endocitica descrita®* y la mejor caracterizada. El
material es internalizado desde la membrana plasmatica mediante la formacién de
invaginaciones (CCP, clathrin-coated pits) y vesiculas (CCV, clathrin-coated
vesicles) recubiertas de clatrina. Esta proteina es un trimero de tres cadenas
pesadas, cada una de las cuales se asocia con una cadena ligera. La estructura
resultante de esta asociacion recibe el nombre de triskelion (figura 1). Cuando la
clatrina se ensambla durante la endocitosis, el centro de cada triskelion forma uno
de los vértices de un poliedro con lados hexagonales y pentagonales, que es la
cubierta de las CCPs y la CCVs, la cual puede acomodarse en un gran rango de

curvaturas dependiendo del nimero de triskelia que formen parte de la estructura.
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Para la formacion de esta cubierta en el inicio del proceso, la clatrina no se une
directamente a la membrana plasmatica, sino que se asocia a un amplio rango de
proteinas adaptadoras y accesorias, que pueden ser diferentes segun el tipo celular
e incluso dependiendo del cargo que vaya a internalizarse. Todas estas proteinas
adaptadoras son citoplasmaticas, y son reclutadas a la vesicula naciente. La

secuencia comienza con el reclutamiento de proteinas de unién a fosfatidilinositol-

Tripod helix
Heavy chain Distal Proximal QLMLT
Terminal domain Linker Ankle segment Knee  segment

[ | [ 1 N ]
1 330 542 838 1133 1279 15971630 1675
Light chains
o

1 ~230-250

Distal Ankl
segmey NT imker
Knee / \
£Light chain w}
Proxlma\% it Figura 1. Estructura del triskelion de
segment R e—Trpod clatrina. Se muestran las cadenas pesada y

ligera de la clatrina y la estructura
tridimensional en forma de tripode o
triskelion adoptada tras su ensamblaje.
Modificado de Xing et al, 2010 °.

4 ,5-bifosfato [P1(4,5)P,], que es un factor clave en la endocitosis mediada por
clatrina, entre las que se encuentra la proteina adaptadora 2 (AP2) ®’. La AP2
recluta a la clatrina, que polimeriza para formar la cubierta y estabilizar la curvatura
de la CCP. La escision de la CCV a partir de la CCP requiere de la accion de la
GTPasa dinamina °, que es reclutada al cuello de la CCP por proteinas con
dominios BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs). Estas proteinas contribuyen a la
estabilizacion de la curvatura, sobretodo en la regién del cuello de la CCP. La
polimerizacion de la dinamina conlleva la hidrélisis de GTP y la escision para formar
la CCV. La polimerizacién de actina mediada por el reclutamiento de Arp2/3 puede
contribuir en ocasiones a generar la fuerza mecanica necesaria para la escision °
Se ha descrito que la polimerizacion de actina no es necesaria en la entrada de
algunos cargos por la via mediada por clatrina 10 pero si se requiere para este tipo
de endocitosis en levaduras ''. Una vez formada la CCV, la red de clatrina de la

cubierta se desensambla nuevamente en triskelia con la ayuda de la proteina
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ATPasa HSC70 (Heat shock cognate 70) y de la auxilina *?, cuyo reclutamiento es
facilitado por la endofilina, una proteina con dominio BAR, y la sinaptojanina, que
modifica los niveles de fosfoinositoles en la membrana *°. Todo ello da lugar a una
vesicula desnuda que puede ahora fusionarse con los endosomas tempranos
(EEs), permitiendo a la clatrina ser reclutada nuevamente alla donde sea necesaria

(figura 2).

i « clathrin adaptors

ot endophilin

dynamin

@ synaptojanin
Auxilin and HSP70

-
.
I PI(4,5)P2richmembrane

Figura 2. Representacién simplificada del proceso de endocitosis mediada por clatrina. La
maduracién de una CCP hasta la formacién de una CCV y la desestructuracién de la cubierta de clatrina
se produce mediante la accion secuencial de diversas proteinas adaptadoras y accesorias, ademas de
la participacion de fosfoinositoles como PI(4,5)P.. Modificado de Milosevic et al, 2011 **.

La endocitosis mediada por clatrina controla la internalizacion, tanto constitutiva
como inducida por la unién de un ligando, de muchos receptores implicados en
diversos procesos celulares clave, como la diferenciacion, la homeostasis o el
crecimiento celular *°, pero también es aprovechada por bacterias, virus o toxinas

como via de entrada a la célula **™*°.

Ejemplos paradigmaticos de endocitosis
constitutiva dependiente de clatrina son las del receptor de transferrina (TfR) o del
LDLR ?°?', Receptores que se internalizan tras una induccién por la unién de su
ligando son el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o el receptor

adrenérgico p2 **%,

1.2. Fagocitosis

La fagocitosis se define como la internalizacion de particulas mayores de 500 nm y

requiere del reconocimiento y unién por receptores de la superficie celular. Este tipo
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de endocitosis es llevado a cabo generalmente por células fagociticas
profesionales, como neutréfilos, macréfagos o células dendriticas, que ingieren
cuerpos extrafios como bacterias, virus o células fangicas, asi como cuerpos

derivados de células apoptoéticas.

Los fosfolipidos juegan un papel importante en la regulacion de la sefializacion que
conduce al proceso fagocitico. El PI(4,5)P, se encuentra en bajas cantidades en la
cara interna de la membrana plasméatica de fagocitos en reposo. Después del
reconocimiento de la particula por un receptor, los niveles de PI(4,5)P, aumentan,
induciendo protrusiones de membrana (pseuddpodos), que formaran la estructura
que englobara la particula fagocitada, para luego disminuir y dar paso al incremento
de PI(3,4,5)P; **%. Estos cambios facilitan la remodelacién del citoesqueleto de
actina subyacente a la membrana plasmética. La polimerizacién de la actina
durante la fagocitosis es regulada por las GTPasas Racl y Cdc42, que activan
proteinas involucradas en la polimerizacién y ramificacion de los filamentos de
actina (F-actina), como Arp2/3 o WASP (Wiskott-Aldrich sindrome protein), lo que
permite la extension de los pseudépodos para englobar por completo la particula 2,
Tras la escision de la membrana plasmatica, el fagosoma recién formado se dirige

hacia los lisosomas, para formar el fagolisosoma, donde la particula sera digerida
28

1.3. Macropinocitosis

La macropinocitosis es una ruta para la ingesta no selectiva de grandes volimenes,
macromoléculas en solucién e incluso particulas solidas como virus o bacterias y
que tiene lugar en muchos tipos celulares. De forma constitutiva en ocasiones, o
después de la estimulacion con factores de crecimiento en la mayoria de los casos,
la polimerizacion de actina en el cortex celular favorece la formacion de
ondulaciones o ruffles en la membrana plasmatica ricas en actina. Estos ruffles se
extienden hacia el exterior de la célula hasta cerrarse sobre si mismos, fusionando
su cresta con la membrana plasmatica y englobando asi el material, dando lugar al
macropinosoma *° (figura 3). Este proceso es regulado por la accién de la PI3K, la
cual a su vez regula GTPasas como Racl y Cdc42, que mediante efectores como
WASP, Arp2/3 o Pakl (p21-activated kinase), y junto a moléculas como PI(4,5)P,,
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regulan la reordenacion del citoesqueleto de actina y la remodelacion de la

membrana plasmatica necesarias para la formacién del macropinosoma ****,

1.4. Endocitosis independiente de clatrina

La fagocitosis y la macropinocitosis no se han incluido en este apartado, pese a que
son procesos que no requieren clatrina y comparten gran parte de la maquinaria

molecular implicada en algunos procesos independientes de clatrina, especialmente

Membrana Reordenamientode Cierre del ruffle
plasmatica actina y formacion sobre si mismo
de ruffles

Macropinosoma
(>200nm)

Figura 3. Macropinocitosis. Esquema simplificado de la formacion de un macropinosoma. En azul se
muestgg la membrana plasmatica y en negro el citoesqueleto de actina (adaptado de Lim and Gleeson,
2011) *°.

en lo relativo a la dindmica del citoesqueleto de actina. Sin embargo, pueden
considerarse vias marcadamente separadas por la gran cantidad de material que
internalizan en comparacion con las demas vias conocidas que no estan mediadas

por clatrina, y por tanto, hemos creido conveniente su inclusion en otros apartados.

Hasta la década de 1990, la existencia de vias de internalizacién independientes de
clatrina (CIE) era todavia controvertida. Pero la aparicion de diversos estudios que
describian procesos de endocitosis en los que la clatrina parecia no estar
involucrada sugeria que podia haber sucesos de internalizacion que no utilizaran la

magquinaria molecular tipicamente relacionada con la CDE **%

. La primera CIE
descrita fue la via dependiente de caveolina **, aunque esta via, al igual que la via
de clatrina, dependia de la accién de la dinamina *°. Sin embargo, pronto se
describieron nuevas rutas de entrada que eran independientes tanto de clatrina

como de caveolina *. El conocimiento de estas vias desde entonces ha ido en
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aumento hasta hoy *°, caracterizandose diversas vias, constitutivas o inducidas, y
con diferentes requerimientos moleculares. Ello demuestra que las vesiculas
pueden ser formadas a partir de invaginaciones de la membrana plasmatica sin la
accion de la clatrina, e incluso de la caveolina o la dinamina, mediante la
participacion de elementos como el citoesqueleto de actina o proteinas que inducen

o0 son sensibles a la curvatura, como las proteinas con dominios BAR.
1.4.1. Endocitosis mediada por caveolina

En 1972 se propuso el modelo de mosaico fluido para definir la naturaleza de la
membrana plasmatica 3 Este modelo postulaba la existencia de una distribucién
mas o menos homogénea de proteinas y fosfolipidos, y que dichos elementos
podian difundir lateralmente de forma libre a lo largo de la membrana. Pero en la
década de 1980 surgieron estudios en los que se describia una distribucién de la
membrana en forma de microdominios, que estaban enriquecidos en diversas
clases de lipidos y proteinas % Estos microdominios fueron denominados lipid rafts
0 balsas lipidicas. Son dominios enriquecidos en glicoesfingolipidos, colesterol y
P1(4,5)P,, que ‘flotan’ en el resto de la membrana plasmatica, menos ordenada.
Tienen un tamafio medio que ronda los 50 nm de diametro, aunque puede oscilar
entre los 10 y los 200 nm, con una fluidez menor que la de la membrana de su

entorno.

Las caveolas son consideradas una forma especifica de balsa lipidica, también
enriquecida en esfingolipidos y colesterol. Son invaginaciones de la membrana
plasmatica en forma de omega, facilmente reconocibles por microscopia electrénica
(figura 4A y B), cuya aparicion depende de la presencia de la caveolina. Existen 3
caveolinas diferentes en mamiferos. La caveolina-3 es especifica de células
musculares, y la caveolina-1 y -2 se expresan de forma ubicua, aunque es la
expresion de la caveolina-1 la que determina la aparicién de caveolas invaginadas
¥y la presencia de una cubierta de aspecto estriado (figura 4B). La caveolina-1 se
une a unas proteinas adaptadoras llamadas cavinas “°, que facilitan su
polimerizacion, acumulandose aproximadamente 150 moléculas de caveolina-1 en
cada caveola. El colesterol es esencial para la formacion de estas estructuras y su
eliminacion de la membrana plasmatica mediante agentes como la filipina es

suficiente para desensamblar la cubierta de caveolina y promover la desaparicién
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de las invaginaciones **. Al igual que en la via dependiente de clatrina, la dinamina

es esencial para la escisién y formacién de vesiculas a partir de las caveolas.

Se cree que existen dos tipos diferenciados de caveolas, uno de ellos,
predominante, tiene una naturaleza estatica, aunque con cierto grado de
dinamismo, y el otro, menos abundante, es altamente dinamico, con una continua

liberacion y fusion con la membrana plasmatica **.

Figura 4. Imagenes de microscopia electrénica de caveolas en fibroblastos. (A) Micrografia
electrénica de transmision de una seccion fina. (B) Micrografia electronica de grabado por
congelacion (freeze-etch), donde se puede ver la cara interna de la membrana plasmatica. Adaptado
de Shaul & Anderson, 2008 **.

Las caveolas estan implicadas en la internalizacién de varios marcadores **. Asi,
por ejemplo, aunque las caveolas pueden permanecer durante largos periodos en la
membrana plasmatica, la activacion de las integrinas puede inducir la endocitosis
de caveolas e inducir por tanto su propia internalizacion y la reduccion de integrinas
en la membrana *. Su entrada también puede ser estimulada por el virus SV40,
que aprovecha la via dependiente de caveolina para entrar en la célula. Algunas
proteinas que regulan la entrada del virus SV40, al igual que la propia integrina,
estan implicadas en la adhesion celular, y son un claro vinculo entre ésta y la
endocitosis dependiente de caveolina. Las caveolas tienen también una implicacion
en la transcitosis en células endoteliales, habiéndose descrito un papel en el
transporte transcelular de la albumina . Asimismo, esta via es usada también por
algunas toxinas como la toxina colérica (CTxB), aunque la inhibicion de la

caveolina-1 no inhibe por completo su entrada *’. Se ha descrito la implicacién del
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citoesqueleto de actina en muchos procesos de endocitosis relacionados con las
caveolas, como el de la internalizacién del virus SV40 ya comentado *. La actina
juega un papel clave en la formacion de las vesiculas caveolares y su
despolimerizacién local en el cértex celular parece necesaria para la translocacion

de los caveosomas escindidos hacia el interior del citosol.

Ademas de la endocitosis, la caveolina-1 esta también implicada en la transduccién

de sefiales y en la homeostasis de colesterol ***°

, aungue en estos casos se ha
descrito un papel de la caveolina-1 tanto en presencia como en ausencia de

caveolas.
1.4.2. Endocitosis tipo CLIC/GEEC

Se han descrito en eucariotas mas de 200 proteinas que estan ancladas a la
membrana mediante un glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estas proteinas ancladas a
GPI (GPI-AP) se encuentran en la cara externa de la membrana plasmatica y
carecen de extensiones citosoélicas, por lo que no son capaces de interaccionar
directamente con otras proteinas del interior de la célula. Las GPI-AP son mas
abundantes en las balsas lipidicas y raramente se encuentran en zonas donde se
produce la endocitosis dependiente de clatrina o de caveolina, pero sin embargo, su
endocitosis parece necesaria para que puedan ejercer su funcion 5152 Muchas GPI-
APs son receptores de algunos virus, bacterias y toxinas, y después de su unién

pueden ser internalizadas ****

, por lo que es importante conocer los mecanismos de
esta via de endocitosis. Esta via ha recibido el nombre de CLIC/GEEC (CLathrin-
Independent Carriers/GPI-AP Enriched Early endosomal Compartment). Los
GEECs son estructuras endosomales enriquecidas en GPI-AP y se cree que son el
resultado de la fusion de CLICs con morfologia tlbulo-vesicular provenientes de la

membrana plasmatica *°.

Se ha descrito que la internalizacion por la via
CLIC/GEEC es dependiente de la accion de la RhoGTPasa Cdc42 y de la presencia
de colesterol e independiente de clatrina y de dinamina *°, y pese a que se ha
descrito la presencia de caveolina en las estructuras endosomales de tipo GEEC,
probablemente debido a su afinidad por membranas marcadamente curvadas, su

accion parece innecesaria para el funcionamiento de esta via de internalizacion.
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Algunos estudios indican que la organizacién de las GPI-AP en la membrana
plasmatica durante su endocitosis podria no ser debida a propiedades especificas
de estas proteinas y los lipidos a los que se anclan, sino a una exclusion de las
zonas de membrana donde tiene lugar la organizacién y formaciéon de los CCPs
durante la endocitosis dependiente de clatrina, ya que parece mas importante el
tamafio de la proteina que la naturaleza del GPI para que la GPI-AP sea

internalizada hacia los GEECs y excluida de la via de clatrina >’.

Uno de los elementos importantes para el funcionamiento de la via CLIC/GEEC es
la proteina GRAF1, que contiene un dominio BAR y es necesaria para generar la

8 Como hemos

curvatura de las estructuras tubulares de esta ruta endocitica
comentado anteriormente, otra proteina clave es Cdc42. La polimerizacién de actina
dependiente de Cdc42 es un factor necesario para la funcién de la via, ya que ésta
es inhibida por agentes de disrupcion de la actina o por la expresién del dominante
negativo Cdc42-N17 *°. Ademas, la deplecion de colesterol, otro elemento clave
para la via de CLIC/GEEC, inhibe la activacién de Cdc42 y su reclutamiento a la
membrana plasmatica, por lo que esta ruta de entrada parece estar controlada por
la polimerizacion de actina en la membrana dependiente de la accion de Cdc42,

cuya activacion es sensible al colesterol %,

Ademés de su implicacion en la endocitosis de GPI-APs, la via CLIC/GEEC parece
ser la principal via de entrada de membrana y de fase fluida, y parece tener un
importante papel en el reciclaje de membrana, activandose por ejemplo en el borde

anterior de las células migrantes *°.
1.4.3. Endocitosis dependiente de Arf6

Arf6 es una GTPasa pequefia que esta localizada en la membrana plasmatica y en
los compartimentos endosomales, y regula el trafico de membranas ademas de la
dinamica del citoesqueleto de actina ®' Como todas las GTPasas, Arf6 puede
alternar entre un estado activo, unido a GTP e inducido por proteinas GEF (Guanine
nucleotide Exchange Factor), y un estado inactivo unido a GDP e inducido por
proteinas GAP (GTPase-Activating protein). Aunque la via de internalizacion
dependiente de Arf6 tiene muchos puntos en comun con la via de CLIC/GEEC,

como la importancia de las balsas lipidicas, la morfologia a veces tubular de las
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estructuras endociticas o la internalizacion por la via de Arfé de algunas GPI-APs,
estas dos vias parecen ser rutas distintas de trafico de membrana. Arf6é es uno de
los principales activadores de PIP5K en la membrana plasmatica y por tanto puede
aumentar los niveles de PI(4,5)P,, regulando asi tanto la CDE %, como las vias

independientes de clatrina.

La via dependiente de Arf6 estd relacionada con la internalizacion, trafico
intracelular y reciclaje de vuelta a la membrana plasmética de diversas proteinas

como CD59 (una GPI-AP), MHC-I, E-caderina, el receptor de poli-lg, o la B1-

64-66

integrina . La regulacién por Arf6 del trafico de 31-integrina tiene gran influencia

en la capacidad de migracién e invasion celular. Se ha descrito que la B1-integrina

ARFE) T > &arre \ Figura 5. Arf6 regula la migracion celular

S \ mediante el trafico de integrinas y la

t \ activacion de Racl. Esquema simplificado de

\ la relacion entre la integrina en las adhesiones

\, focales y la activacion de Racl por parte de

@ Lamelipodios Arf6. La integrina induce la inactivacion de Arf6

y Racl mediante la formacion de un complejo

con paxilina 'y GIT, una GAP de Arf6, inhibiendo

asi la formacion de lamelipodios. (ARNO: Arf6-
GEF). Modificado de Nishiya et al, 2005 %,

Py

puede encontrarse en endosomas de reciclaje regulados por Arf6, los cuales no
pueden ser reciclados hacia la membrana plasmatica cuando Arf6 es inhibido o,
Ademads, la inhibiciébn de ACAP1, una GAP de Arf6, inhibe el reciclaje de integrina y
la migracion celular ®, lo que parece indicar que el ciclo activacién/desactivacién de
Arf6 es necesario para su accién sobre la endocitosis y el reciclaje. Un factor clave
en la regulacion del trafico de membranas y la migracion celular es la capacidad de
Arf6 para regular la dinamica del citoesqueleto de actina, y dicha regulacion viene
dada en parte por la relacion de Arf6 y Racl. Arf6 puede inducir la translocacion de
Racl a la membrana plasmatica y regular su activaciéon, dando lugar a
reordenamientos del citoesqueleto de actina *°. De hecho, la inhibicién de Arf6 por

parte de un complejo formado por la integrina unida a elementos de las adhesiones
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focales como la paxilina, y a proteinas GAP de Arf6, inhibe en Ultima instancia la
formacion de estructuras migratorias dependientes de Racl, como los lamelipodios,
durante la migracién celular ®® (figura 5). Por tanto, la internalizacién de integrinas

puede a su vez estimular la migracién celular.

1.5. Endocitosis y citoesqueleto

La F-actina y los microtibulos (MTs) poseen una polaridad intrinseca, que es
utilizada por proteinas motoras para moverse a los largo de los filamentos del

citoesqueleto 0"

. La actina es una proteina globular presente ubicuamente en
eucariotas, capaz de formar estructuras filamentosas dinamicas (F-actina),
constituyendo la mayor parte del citoesqueleto. La F-actina puede asociarse con un
gran namero de proteinas que regulan su tasa de ensamblaje y desensamblaje, asi
como su reorganizacion en estructuras mas complejas, como haces o redes
entrecruzadas. Muchos de los procesos de reordenacion del citoesqueleto de actina
se producen en las regiones subyacentes a la membrana plasmética, donde puede
participar en procesos de remodelacion de membrana durante la migracion, la
determinacion de la morfologia celular o la endocitosis. Los componentes del
citoesqueleto de actina participan en muchos tipos de endocitosis, como la CDE, la
endocitosis dependiente de caveolas, la via CLIC/GEEC, la macropinocitosis o la

fagOCitOSiS 24,30,48,56,72,73

La participacion de la actina en la endocitosis se ha
observado desde levaduras hasta mamiferos, lo que sugiere que la maquinaria
relacionada con la dinamica de actina participa en la mayoria, sino todas, las vias

de internalizacién, pudiendo jugar un papel similar en todas ellas.

Hay evidencias de que la actina es necesaria en varios estadios de la CDE durante
la formacioén de las CCVs, proveyendo primero un andamiaje para el ensamblaje de
la maquinaria endocitica, luego la fuerza necesaria para la constriccion y fisién de la
vesicula y mas tarde la fuerza para el transporte hacia el interior de la célula en

77 Las miosinas

asociaciéon con proteinas motoras, principalmente miosinas
pueden ser reclutadas a microdominios de membrana. Por ejemplo, la miosina 1b
se localiza en regiones de la membrana plasmatica ricas en PI(4,5)P, 8 Oftras
miosinas, como la miosina VI se asocia con proteinas adaptadoras de la CDE

79

durante la internalizaciéon . En la endocitosis del virus SV40, que utiliza la via
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dependiente de caveolina, también se ha observado una participacion similar del
citoesqueleto de actina a lo largo de todo el proceso de internalizacion . Se ha
descrito también la asociacién de varias proteinas relacionadas con el citoesqueleto
de actina con los procesos de fagocitosis y macropinocitosis, asi como la
participacion de varias proteinas reguladoras de actina como son las GTPasas o la
PI3K *.

Los MTs son elementos filamentosos importantes en la localizacion de organulos,
asi como en el transporte de material entre ellos. A diferencia del transporte a lo
largo de la F-actina, el transporte por MTs es relativamente rapido, con una
velocidad aproximada de 1 um/s. La quinesina y la dineina son proteinas motoras
que se encargan del transporte a lo largo de los MTs hacia la periferia celular o
hacia el centro, respectivamente, transportando material a grandes distancias
dentro de la célula ®. Esta bien descrito qgue los MTs y las proteinas motoras de
MTs son capaces de deformar o moldear las membranas celulares y pueden
relacionarse estrechamente con las membranas endosomales, siendo claves para
la organizacion y funcion del sistema endosomal 8 Sin embargo, se cree que no
participan en los estadios tempranos de la endocitosis durante la invaginacion y

formacién de vesiculas desde la membrana plasmaética.

No obstante, los MTs y sus proteinas motoras pueden actuar junto a la actina y las
miosinas para promover la tubulacién de la membrana, mediante proteinas que son
capaces de asociar ambos elementos del citoesqueleto, como WASH, WHAMM o
mDial %*®. Estas proteinas pueden colaborar llevando las invaginaciones tubulares
(o TTCs, véase apartado 1.7 de la introduccion), elongados mediante mecanismos
dependiente de actina, hacia los “caminos” de MTs, facilitando su unién con

proteinas motoras como quinesina o dineina.

1.6. Remodelacion de la membrana plasmatica

Muchos procesos celulares requieren cambios rapidos y dindmicos de la membrana
plasmatica para formar estructuras esenciales para su funcionamiento. La
remodelacion de la membrana es un aspecto fundamental no solo en la endocitosis

sino también en la migracién celular, la mitosis o la sefializacion. La capacidad de la
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célula para acometer estos cambios depende en gran medida de la compaosicion y

distribucion lipidica y proteica de la membrana.
1.6.1. Proteinas con dominios BAR

Existen numerosas proteinas que contienen dominios de unién a lipidos y a
membranas més o menos conservados en todas las células eucariotas. La mayoria
de ellas estan implicadas en procesos como el trafico de membranas, la
sefializacion celular y la migracion, y juegan un importante papel en la remodelacion

y la relacion entre las diferentes membranas de la célula.

Unos de los dominios mas comUnmente presentes en las proteinas de union a
membrana son los dominios de la familia BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs161/167).
Todas estas proteinas comparten un dominio BAR en el extremo N-terminal,

susceptible de adoptar una estructura homodimérica de 6 a-hélices con una

Dominio BAR | Estructura 3D | Proteinas BAR
BAR clasico A Arfaptinas, ICA69, PICK1, DNMBP
N-BAR M\ Anfifisinas/BINs, endofilinas/BIFs, nadrinas

BAR-PH M Oligofreninas, APPLs, GRAFs, centaurina-B
PX-BAR m nexinas 1,2,5,6,9

Toca-1, FBP17, CIP4 FCHo1, FCHo2, Fes/Fer

F-BAR SRS, | kinasas, sindapinas (PACSIN), srGAPs, PSTPIP-

1, PSTPIP-2

I-BAR faa s IRSpS3, MIM, IRTKS

Tabla 2. Los diferentes tipos de dominios BAR. Se muestra la estructura tridimensional y algunas de
las proteinas que los contienen. Adaptada de Frost et al, 2009 ®.

curvatura que contiene residuos con carga positiva posicionados en la parte
céncava, y que interaccionan con fosfolipidos de membrana cargados
negativamente. Existen varias subfamilias clasificadas segin su secuencia o su

estructura y grado de curvatura que generan: las BAR clasicas, las N-BAR (N-
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terminal amphipathic a-helix BAR), las BAR-PH (pleckstrin homology), las BAR-PX
(PhoX), las F-BAR (Fes-CIP4) y las I-BAR (inverse-BAR), que presentan los
residuos positivos en la cara convexa (tabla 2). Como se puede ver en la tabla,
todas las proteinas BAR estan intrinsecamente curvadas y esto les permite generar
determinadas curvaturas, estabilizar la curvatura generada por otras fuerzas o
detectar curvaturas para después reclutar otras proteinas BAR que las propaguen.
Se ha descrito la implicacion de proteinas BAR en la generacion y estabilizaciéon de
la curvatura de membrana de tubulos endociticos, tubulos-T de células musculares,

endosomas, filopodios, mitocondrias, podosomas o anillos contractiles **#°*,

Muchas proteinas BAR también actian como nexo de unién entre la membrana vy el
citoesqueleto subyacente. Por ejemplo, algunas proteinas BAR son capaces de
unirse a WASP y activar asi el factor de nucleacién de actina Arp2/3 *. Otras
actian como efectores o reguladores de algunas RhoGTPasas como Cdc42,

regulando la polimerizacién de actina durante la endocitosis %,
1.6.2. Ladinamina

La dinamina es el primer miembro descubierto de la superfamilia a la que también
pertenecen las Dynamin-Like Proteins (DLPs), OPAL, las proteinas Mx y las
mitofusinas. Como hemos expuesto en apartados anteriores, la generacion de una
vesicula endocitica requiere de la formacién de una invaginacion mediante el
reclutamiento de proteinas desde el citosol, y la posterior escision. La proteina
mejor descrita que lleva a cabo esta funcién es la dinamina. Sin embargo, la
dinamina y los deméas miembros de su superfamilia, no solo estan implicados en la
fision de vesiculas, sino que se han relacionado con el trafico de vesiculas, la fision

997 Todos los miembros

y fusién de orgéanulos, la citoquinesis o la accién antiviral
de la superfamilia de las dinaminas son GTPasas de las denominadas grandes,
cuyo dominio GTPasa consta de unos 300 aminoacidos. Ademas de este dominio,
contienen también un dominio medio, un dominio PH, a través del cual interacciona
con la membrana mediante la union a PI(4,5)P,, un dominio efector GED (GTPase
Effector Domain), que es el encargado de la oligomerizacion y la regulacién de la
actividad GTPasa, y un dominio PRD (proline-Rich Domain), a través del cual

interacciona con proteinas que contienen el dominio SH3 (figura 6).
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La unidad bésica de la dinamina estd formada por un dimero, y la oligomerizacion
de estos dimeros es necesaria para su actividad GTPasa. La dinamina se
caracteriza por tener una baja afinidad por GTP, pero una todavia menor afinidad
por GDP, por lo que, bajo condiciones fisioldgicas, la dinamina suele estar unida a
GTP. Por ello, la oligomerizacién actia como las proteinas GAP de las GTPasa
pequefas, activando la actividad GTPasa intrinseca de la dinamina. Ademas, a
diferencia de las GTPasas pequefias, la dinamina puede interactuar con muchas
proteinas con dominios SH3, como la cortactina o algunas proteinas BAR, tanto en
su estado unido a GTP como a GDP. El inicio de la oligomerizacion esté regulado
por el reclutamiento de la dinamina a dominios de membrana ricos en PI(4,5)P, y
otros fosfolipidos, principalmente mediante su dominio PH, siendo su afinidad por
estos lipidos mayor cuando la dinamina comienza a oligomerizar. El incremento de
P1(4,5)P, en la membrana puede ser una sefial de reclutamiento y polimerizacion

para la dinamina.

GTPase Middle PH GED PRD
‘Stalk’ | ‘Foot’ | ‘Stalk S  PRD ()

520 627 751 864

Figura 6. Representacion de la organizacién de los dominios de la dinamina. Se muestra la
estructura lineal de una molécula de dinamina y la estructura cristalina de un dimero,
correspondiéndose con los colores de la representacion lineal. Adaptado de Ferguson & de Camilli 8

Se han propuesto dos modelos sobre como la dinamina produce la fision de las
vesiculas. Se cree que cuando la dinamina oligomeriza alrededor del cuello de una
invaginacion endocitica, su reorganizacién estructural hacia una estructura
helicoidal debida a la hidrélisis de GTP, genera la constriccion y la posterior escision

(modelo de constriccién o pinchase) % 0 bien produce un estiramiento del cuello,
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con la consiguiente rotura y separacion de la vesicula de la membrana plasmatica

100

(modelo de estiramiento o popase) ~ . Praefcke y McMahon han propuesto un

modelo segun el cual la dinamina podria fisionar o tubular la membrana

101

dependiendo de la velocidad de la hidrdlisis de GTP ~ (figura 7).

Algunos estudios demuestran que algunas proteinas BAR son necesarias para el
reclutamiento de dinamina hacia los sitios de endocitosis, y que el reclutamiento de

las proteinas BAR depende reciprocamente de su unién previa a dinamina %% L

a
implicacion de las proteinas BAR en la actividad de la dinamina va desde la
interaccién directa, hasta la modulaciéon de su actividad GTPasa, vinculando el

grado de curvatura de la membrana con la actividad de la dinamina 108,

Se ha descrito que, durante la CDE, la dinamina interactia con elementos

implicados en la dinamica del citoesqueleto de actina, o incluso con la propia actina
104,105

Figura 7. Representacion esquemaética de la
unioén de la dinamina a una vesicula lipidica.
La oligomerizacion conduce a la formacion de
una hélice y el moldeamiento de una estructura
tubular. La hidrdlisis lenta o no cooperativa del
GTP induciria una extensiéon de la hélice y el

estiramiento del tubulo. La hidrdlisis rapida y

Oligomerizacion
Dinamina J dependiente de GTP

Lipidos deformados cooperativa conduciria a un repentino

R o estiramiento de la hélice y la consecuente rotura

Hidrolisis Hidrolisis y fisién del tubo lipidico. Adaptado de Praefcke
lenta de GTP rapida de GTP & McMahon *

NN ONSNND)

Tubulacién Fisién

Ademas, se ha observado dinamina co-localizando con reguladores de actina como
WASP o Arp2/3 en estructuras no relacionadas con la endocitosis, como
lamelipodios '*, ondulaciones de membrana ', invadopodios '*® o podosomas %,
todas ellas relacionadas también con las GTPasas Racl y Cdc42. Otra proteina
estrechamente relacionada con estas GTPasas es la cortactina, que contiene un
dominio SH3, que puede unirse al dominio PRD de la dinamina, y colabora con ésta

en la polimerizacion y ramificacion de la F-actina durante la endocitosis, o la
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formacién de estructuras ricas en actina en células estimuladas con factores de
crecimiento ">’ Ademés del dominio SH3, la cortactina contiene una serie de
repeticiones de unién a F-actina, y un dominio de unién a Arp3, lo que le permite

199 Se ha descrito que la

estimular la nucleacion de F-actina dependiente de Arp2/3
cortactina es esencial tanto durante la CDE como en algunos tipos de CIE, siendo
una de las pocas proteinas, sino la Unica, que vinculan la dinamina con el
citoesqueleto de actina durante procesos endociticos dependientes e
independientes de clatrina. Se ha propuesto un modelo en el que dinamina,
cortactina, Arp2/3 y la F-actina constituyen un complejo que vincula la endocitosis

con la dindmica del citoesqueleto (figura 8).

CDE

Proteinas
BAR

%

Dinamina Cortactina Arp2/3 F-actina

Figura 8. Modelo de la participacién de dinamina, cortactina y las proteinas BAR en la
endocitosis. El reclutamiento de dinamina, cortactina y proteinas BAR, y la participaciéon de Arp2/3 en
la nucleacion de filamentos de actina en los sitios de endocitosis podrian controlar la remodelacion de
la membrana plasmatica y el citoesqueleto de actina durante la endocitosis dependiente e
independiente de clatrina, colaborando en la invaginacién, elongacién y/o escisién de la membrana ™.

Por tanto, la dinamina y sus proteinas asociadas, como por ejemplo las proteinas

con dominios SH3, a menudo actdan conjuntamente para llevar a cabo la

remodelacion de la membrana y la reorganizacion del citoesqueleto de actina.
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1.6.3. Fosfatidilinositoles en la remodelacion de membrana

El fosfatidilinositol (Pl) y sus derivados fosforilados conocidos como fosfoinositidos
se encuentran concentrados en la cara citosoélica de las membranas celulares. El Pl
se sintetiza en el reticulo endoplasmico (RE) y es llevado al resto de membranas
mediante el transporte vesicular o a través de proteinas transportadoras. Mediante
la fosforilacion o defosforilacion en las posiciones 3, 4 y 5 del grupo inositol, se
generan siete especies de fosfoinositidos (figura 9). Todos estos derivados tienen

PH domains
Tl PI3K TlPMK TlPISK
PH domains
PI3P PISP PHD fingers
FYVE domains

~
Ny A
R A
PI3P5K R l PI3K PISP4K
\\‘ I

ENTH domains [ PI(3,5)P, ’ { PI(4,5)P, } ENTH domains

1SHIP5 V
PROPPINS PIGAS)P PH domains
PTB domains

Figura 9. Metabolismo de los fosfoinositidos. Se muestra la estructura molecular del
fosfatidilinositol, y se indican los enzimas que generan cada una de las siete especies de
fosfoinositidos derivados. En azul se indican los dominios proteicos capaces de unirse a cada una de
las especies fosforiladas ™*°.

diferentes funciones en la regulaciéon de procesos celulares estrechamente ligados

1L PI(4)P y PI(4,5)P, representan la mayor parte de los

a las membranas celulares
fosfoinositidos en células de mamifero, y cada una de las especies es caracteristica
de un tipo de membrana, confiriéndole una identidad caracteristica y regulando
diferentes procesos celulares. Los PIPs ejercen su funcion a través de la union y
reclutamiento de proteinas citosélicas hacia las membranas, pero también mediante

la union a los dominios citosdlicos de proteinas transmembrana. Normalmente, la
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unién de estas proteinas a los PIPs implica interacciones electrostaticas con las
cargas negativas de los fosfatos del inositol. Los dominios de unién a PIPs pueden
ser regiones no estructuradas en las que hay agrupados residuos basicos, o
pueden encontrarse en dominios organizados que reconocen los diferentes
derivados. La especificidad de unién a PIPs de estos dominios (figura 9), permite

una regulacién espacio-temporal de las proteinas que los contienen.

Tanto los PIPs como los enzimas implicados en su metabolismo, estan distribuidos
especificamente en diferentes membranas de la célula. Por ejemplo, PI(4,5)P, y
P1(3,4,5)P; se encuentran basicamente en la membrana plasmatica donde regulan
procesos importantes como la generacion de segundos mensajeros, la exocitosis, la
endocitosis o la reorganizacién del citoesqueleto de actina. PI(3)P se encuentra en
los EEs y en los cuerpos multivesiculares. PI1(4)P es el mas abundante en el aparato

de Golgi y PI(3,5)P, se localiza en endosomas tardios y lisosomas **2.

Como hemos comentado, PI(4,5)P, es uno de los fosfoinositidos mas abundantes e
importantes de la célula. PI(4,5)P, puede regular por si mismo un gran nimero de
procesos celulares como la movilidad, la obertura de canales idnicos, la exocitosis o
el tréfico vesicular, regulando un gran nidmero de proteinas cuya interaccién con la

membrana depende de la unién a PI(4,5)P, "'

. PI(4,5)P, es especialmente
importante en varios tipos de endocitosis. Muchas proteinas endociticas contienen
lugares de unién para este lipido, y sin esta unién, la endocitosis es inhibida.
Durante la CDE, la concentracién de PI(4,5)P, antes de la endocitosis aumenta.
Una vez formada la vesicula, éste pierde el PI(4,5)P,, a través de la accién de
fosfatasas como la sinaptojanina, cambiando la composicion lipidica y permitiendo
la fusién de la vesicula con los compartimentos endosomales tempranos .
Asimismo, la hidrolisis de PI(4,5)P, es esencial para el control de la remodelacién
del citoesqueleto de actina durante la fagocitosis **. Por tanto, no solo la presencia
sino la dindmica del incremento y desaparicion de PI(4,5)P, es el factor clave para

su accidn reguladora sobre el trafico de membranas.

P1(4,5)P, puede ser también regulado a través de la proteina quinasa C (PKC). El
principal sustrato de esta quinasa es (Myristoylated alanine-rich C kinase substrate).
Esta proteina puede unirse a la membrana plasmatica a través de un dominio

basico que interacciona electrostaticamente con fosfolipidos como PI(4,5)P, **'.
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Cuando la PKC fosforila algunos residuos de serina dentro del dominio basico, se
rompe la interaccion electrostatica y provoca la translocacion de MARCKS al citosol
Y8 Tras la defosforilacion, MARCKS puede asociarse de nuevo a PI(4,5)P, y
translocarse a la membrana. La unién de MARCKS a PI(4,5)P, permite el secuestro
de este lipido e impide la unién de otras proteinas de unién a PI(4,5)P,. El ciclo de
MARCKS entre la membrana y el citosol permite una rapida regulacion de los
niveles de PI(4,5)P, libre independiente de los enzimas implicados en su

metabolismo.

1.7. Tréafico tubular de membranas

El flup de membrana entre los organulos subcelulares es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis, y se lleva a cabo mediante los llamados
portadores de carga (TC, transport carriers). Tras la salida desde una membrana
donadora, los TCs deben poseer ya los marcadores que le permitiran ser
direccionados a la membrana receptora adecuada. La morfologia de los TCs puede
variar en tamafio y complejidad desde pequefias vesiculas a grandes estructuras
que contienen en ocasiones elementos tubulares que pueden alcanzar decenas de

micrometros 91

Estas estructuras, denominadas TTCs (Tubular transport
carriers), se han observado cada vez en mas procesos dentro de la célula, pero los
mecanismos moleculares a través de los cuales nacen de unas membranas, viajan

por la célula, y se fusionan con las membranas receptoras, es poco conocido 122

La existencia de grandes complejos tubulares que transportan material de un lugar
a otro en la célula se debe probablemente a la necesidad de transportar
rapidamente grandes cantidades a distancias relativamente grandes. En este caso,
un gran namero de cargos pueden ser transportados mediante un solo TTC a través
de los MTs, haciendo uso de pocas moléculas de proteinas motoras, en

comparacion con el transporte vesicular.

En el caso de los TTCs generados para la exportacién constitutiva de material

desde la red del trans-Golgi, Polishchuk et al 123

proponen un modelo en tres pasos
para su formacién (figura 10). Inicialmente, la membrana debe curvarse para iniciar

el nacimiento del tabulo, lo que requiere la participacion de proteinas de curvatura y
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moldeamiento de la membrana. Seguidamente, la estructura naciente debe
elongarse mediante la accion dinamica de proteinas de andamiaje y del
citoesqueleto. Por ultimo, debe producirse la separacion de la estructura de la
membrana de origen. En ocasiones, esta separaciéon puede no producirse,
generando canales entre el compartimento donador y el receptor. Estos canales

han sido propuestos para varios procesos de trafico intracelular, como la via

endocitica del MHC-I o el transporte dentro del aparato de Golgi ****?°.
B MEMBRANA RECEPTORA
*
Fusion
A -
Fuerza Fisién
L P
mecdnica del Y N
citooesqueleto MEMBRANA DONADORA
Proteinas de ‘
curvatura de Proteinas de ;"
membrana andamiaje f
N
Cargo c
MEMBRANA RECEPTORA
AN
Fusidn
—
MEMBRANA DONADORA

Figura 10. Mecanismos de formacion de los transportadores tubulares. (A) Inicialmente se produce
la invaginacion incipiente de la membrana donadora, mediante la participaciéon de proteinas que inducen
y estabilizan la curvatura. Mas tarde diversas proteinas de andamiaje y del citoesqueleto inducen la
elongacion del tabulo. Posteriormente, el tibulo puede separarse de la membrana donadora para ser
llevado y fusionado con la membrana receptora (B), o bien continuar su elongacién hasta fusionarse con
la membrana receptora, sin separarse de la membrana de origen, dando lugar a un canal tubular entre
ambas membranas (C). Adaptado de Polishchuck et al, 2009 **°.

Ademas de estos, se han descrito ya numerosos procesos en los que se pueden
observar estructuras TTC. Entre ellas, el transporte desde el reticulo endoplasmico
hacia el aparato de Golgi, el transporte post-Golgi, o el transporte reciproco entre la
membrana plasmatica y los compartimentos endosomales. Curiosamente, muchas
de las proteinas de curvatura y andamiaje, asi como algunas GTPasas que

participan en la regulaciéon de estos TTCs, estan también involucradas en los
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procesos endociticos mejor estudiados, como por ejemplo las proteinas BAR, Arf6 o

la dinamina *"'%

Todas estas proteinas actlan reconociendo, generando o
estabilizando la curvatura de membrana. Ademas, la actividad local de las enzimas
modificadoras de lipidos es requerida para mantener la produccién de lipidos
especificos que favorecen esta conformacién de las membranas, como el PI(4,5)P,,
necesario para la unién de las proteinas BAR o la dinamina. La accién de
elementos del citoesqueleto, como la actina o los microtdbulos, asi como proteinas
motoras asociadas, como las miosinas, las quinesinas y las dineinas, suele estar

involucrada en el proceso de elongacion **.
1.7.1. Transporte tubular en la via endocitica

El transporte a través de tubulos se ha observado en numerosos procesos
endociticos, ya sea desde la membrana plasmatica o desde compartimentos
endosomales. Aunque los TTCs apenas han sido observados durante la
internalizacion dependiente de clatrina, la formacién de invaginaciones tubulares

131,132

primordiales facilita la generaciéon de CCVs . Sin embargo, la participacion de

TTCs en procesos endociticos independientes de clatrina si se ha descrito en

numerosas ocasiones 2433135

Después de la internalizacion desde la membrana, los cargos deben ser
rdpidamente transportados a los compartimentos endociticos tempranos vy
clasificados hacia el interior de la célula o bien reciclados de vuelta a la membrana
plasmatica. La entrada de estos cargos a la célula puede producirse mediante la
invaginacion de regiones ricas en PI(4,5)P, por proteinas de unién a este
fosfolipido, generando tubulos que pueden escindirse para generar tubulos
relativamente cortos, como es el caso de la via de CLIC/GEEC *°, o bien pueden

elongarse para formar tdbulos de gran longitud 136-138

Los propios compartimentos endociticos contienen también elementos vesiculares y

tubulares, y ambos tipos pueden estar interconectados *****°

. La parte vesicular
contiene habitualmente una mezcla de proteinas endocitadas desde la membrana
plasmatica, mientras que las estructuras tubulares emanan desde la estructura
vacuolar pero contienen cargos especificos y proteinas accesorias *'. El

direccionamiento de los tdbulos desde los endosomas hasta otros compartimentos

55




Endocitosis

esté dirigido por proteinas BAR, que curvan las membranas para formar tubulos, y
por proteinas de la familia SNX, que participan en el anclaje de estas estructuras al
citoesqueleto de actina y microtibulos. Estas redes tubulo-vesiculares se han
descrito tanto en los compartimentos endosomales tempranos como en
compartimentos de reciclaje, asi como también en el sistema de endosomas

tardios.
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2. RhoGTPasas

2.1. Generalidades

Las GTPasas son interruptores moleculares que oscilan entre dos estados
conformacionales, uno activo unido a GTP y otro inactivo unido a GDP. Cuando la
GTPasa esta activada, es capaz de unir sus efectores y generar una respuesta
hasta que la actividad GTPasa intrinseca es inducida, provocando la hidrélisis del
GTP. Existen varios cientos de GTPasas en mamiferos, siendo la superfamilia Ras
la mas estudiada, de la que forman parte mas de 100 proteinas pequefas
monomeéricas. Esta superfamilia se divide en cinco grandes subfamilias: Ras, Rho,

Ran, Arf y Rab **.

54%
r =

/cHp WRCHT:
(RhoV)  (RhoU)

55%/
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RND3 (Rhof) .-~

™ . RND2 _

1%
RhoGTPasas atipicas
| RhoGTPasas clésicas
v/~ RatonesKO disponibles
: % de identidad de secuencia

Figura 11. Arbol filogenético de la familia de las RhoGTPasas. Se muestra la relacién entre las 8
subfamilias. Se encuentra una alta identidad de secuencia entre los miembros de las subfamilias de
Racy 5?110, mientras que las otras familias poseen mucha menos similitud. Adaptado de Heasman y
Ridley .
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La subfamilia Rho de GTPasas juega un papel crucial en la reorganizacién del
citoesqueleto de actina y en el control de la expresion génica, y la primera en ser
descubierta fue Rho. Su activacién es inducida a menudo por receptores de la
superficie celular, que se activan por la unién de citoquinas, tirosina-quinasas o la
propia matriz extracelular ***
encuentran RhoA, RhoB, RhoC, Racl, Rac2 o Cdc42 (figura 11). Todas ellas

poseen un alto grado de conservacion en su secuencia de aminoacidos 144 y tienen

. La familia Rho incluye 23 miembros, entre los que se

en su mitad N-terminal una secuencia consenso responsable de la interaccion con
GTP o GDP, asi como de la actividad GTPasa intrinseca. Pese a que existe cierto
grado de entrecruzamiento en la activacion de sus efectores, cada RhoGTPasa es
responsable de la regulacion de diferentes estructuras. Por ejemplo, RhoA modula
la formacion de fibras de estrés, mientras que Racl regula la formacion de
lamelipodios y ondulaciones de membrana y Cdc42 regula el desarrollo de

filopodios.

La afinidad de las RhoGTPasas por el GDP/GTP es elevada y esta en el orden de
nano a picomolar. Esto se traduce en una tasa de disociacion lenta de estos
nucleétidos. Sin embargo, el intercambio de GDP a GTP debe producirse
rapidamente, por lo que las RhoGTPasas necesitan factores que activen y faciliten
este intercambio. Estos factores son las proteinas GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor). Para que las RhoGTPasas sean inactivadas necesitan de la
accion de las GAP (GTPase-Activating Protein), que inducen la actividad GTPasa
intrinseca de las GTPasas. Existen humerosas proteinas que actlan como GEFs y
GAPs de las RhoGTPasas, y superan en niumero aproximadamente en 3 a 1 a sus

dianas **

. Estas GEFs y GAPs incluyen diferentes dominios que les confieren
especificidad en sus dianas o su localizacion (figura 12). Las GDI (Guanine
nucleotide-Dissociation Inhibitors) son otro grupo de proteinas reguladoras de la

actividad de las GTPasas.

Se han descrito aproximadamente unas 70 GEFs para la familia Rho, la mayoria de
las cuales pertenecen a la familia Dbl, que contienen un dominio DH (Dbl
Homology) seguido de un dominio PH (Pleckstrin Homology). El dominio PH esta
implicado en la localizacion subcelular del GEF, mientras que el dominio Dbl es

146

responsable de la actividad catalitica de la proteina ~. Las GEFs catalizan la

disociacion del GDP modificando el sitio de unién al nucleétido, disminuyendo su
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afinidad, por lo que el GDP es liberado de la GTPasa. Normalmente, la afinidad de
la GTPasa por GDP es aproximadamente igual que por GTP, por lo que el aumento
de la forma activada unida a GTP tras la accion de una GEF se debe principalmente
a la concentracion diez veces mayor de este Ultimo frente al GDP en la célula. Una

vez el nuevo nucleétido se ha unido a la RhoGTPasa, el GEF es desplazado.

Cuando las condiciones lo requieren, las RhoGTPasas deben ser desactivadas,
pero la baja actividad GTPasa intrinseca de estas proteinas hace necesaria la
accion de las proteinas GAP, que catalizan dicha actividad, facilitando el ataque

nucleofilico en el tercer fosfato del GTP

, para convertirlo en GDP. Las proteinas
GAP, al igual que las GEF, no estan altamente conservadas, por lo que hay una
amplia gama en los modos de accion y en la forma en que interactian con las

RhoGTPasas.

Rho-family GEF GAP
ARHGEF10 - RHOGEF w- ARHGAPS - RPOGAP e
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Figura 12. Las diversas proteinas GEF y GAP de las RhoGTPasas y sus dominios. Adaptado de
| 147

Bos et al
Un tercer factor de regulacion de las RhoGTPasas son las proteinas GDI. Estas
proteinas son capaces de extraer a las GTPasas de la membrana, secuestrarlas en
el citosol, e inhibir el intercambio con GTP y por tanto su activacion y su asociacion
con la membrana plasmatica. Las GDI solo interaccionan con las Rho que
contienen un grupo prenil (geranil-geranil). Ademas, inhiben el intercambio de GDP

149

por GTP asi como la hidrélisis de GTP ~. Existen 3 miembros en la familia de

RhoGDls, y todos poseen un dominio flexible N-terminal que interacciona con la
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region efectora de la RhoGTPasa, y un dominio plegado C-terminal, que se une al
grupo prenil. Aungue los mecanismos de accion de las GDI son poco conocidos, se
han propuesto modelos segun los cuales el dominio N-terminal se uniria primero a
la GTPasa, y mas tarde el dominio C-terminal capturaria el grupo prenil **° para
extraer a la proteina de la membrana. Aunque normalmente las RhoGDI secuestran
GTPasas unidas a GDP, se sabe que existe también un pool de RhoGTPasas

unidas a GTP secuestradas en el citosol por RhoGDIs **

. El ciclo controlado por
GEFs, GAPs y GDIs permite la regulacion espacio-temporal de la actividad de la

RhoGTPasas (figura 13).

Intercambio Hidrdlisis de

GDP/GTP GTP

Figura 13. Ciclo de Regulacion de
las RhoGTPasas por las proteinas
GEF, GAP y GDI. Adaptado de

152

Cherfils y zeghouf ™.

2.2. Racl

Baséndose en la identidad de secuencia, RAC1, RAC2, RAC3 y RhoG forman parte
de una misma subfamilia dentro de las RhoGTPasas. Racl es el miembro mejor
estudiado y su actividad es critica para el correcto funcionamiento de diversos
procesos celulares como la pinocitosis, la fagocitosis, la migracion, el crecimiento
axonal, la diferenciacion o el control de la expresion génica ***. Esta proteina se
expresa de manera ubicua en mamiferos y los ratones geno-anulados (KO) de

Racl no son capaces de superar las fases embrionarias tempranas 158,
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La proteina Racl contiene dos regiones denominadas switch | y switch Il, donde se
unen la mayoria de sus efectores. En el extremo C-terminal de la proteina se

encuentra la region hipervariable, que posee dos dominios caracteristicos: la region

% GGT CW AAX
FT m Rcel
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SECUESTRO
EN EL CITOSOL

Grupo geranil-
geranil
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Region polibasica
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Region switch

PROCESOS
CELULARES

E

Figura 14. Representacion esquematica del ciclo de sintesis, secuestro y regulacion de la
actividad de las RhoGTPasas. Tras ser sintetizado en el citosol (cyt), Racl sufre la incorporacion de
un grupo geranil-geranil en la cisteina de la caja CAAX. En el reticulo (ER), la proteina pierde los tres
tltimos amino&cidos del extremo C-terminal, y adquiere un grupo metilo (Me). Posteriormente, Racl
puede ser secuestrado en el citosol por RhoGDI hasta que un estimulo induzca su liberacion y su
translocacién a la membrana, hacia donde es direccionado mediante la regién polibasica. La insercion
en la membrana se produce a través del grupo geranil-geranil. Las proteinas GEF y GAP se encargan
de completar el ciclo de activacién/desactivacion de Racl. Adaptado de Bustelo et al ***,
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polibasica, rica en aminoacidos cargados positivamente, y la denominada caja
CAAX. Después de ser sintetizado en el citosol, Racl debe ser direccionado a la
membrana plasmatica para ejercer su funcién. Para ello, requiere de modificaciones
post-traduccionales (figura 14). El primer paso es la incorporacion, en el citosol, de
un grupo geranil-geranil en la cisteina de la caja CAAX. Posteriormente es reclutada
al reticulo endoplasmico donde se eliminan los tres Gltimos aminoéacidos de la caja
CAAX y se afiade un grupo metilo. La composicion aminoacidica de la region
polibasica es clave para el direccionamiento correcto de Racl a la membrana
plasmatica. De hecho, pequefias diferencias en esta region entre Racl, Rac2 y

RhoG determinan destinos subcelulares diferentes para cada uno '*>™° L

a
presencia de un PRD (Proline-Rich Domain) cerca de la caja CAAX contribuye

también al direccionamiento especifico de Rac1 a las adhesiones focales *’.

Después de estas modificaciones, Racl puede ser secuestrado en el citosol por las
RhoGDlIs. Como hemos comentado anteriormente, estas proteinas esconden el
grupo geranil-geranil de la GTPasa, inhibiendo ademas el intercambio de GDP por
GTP. Se ha descrito que Racl se asocia a la membrana en las balsas lipidicas, co-
localizando con marcadores de estas regiones de la membrana 198 En respuesta a
ciertos estimulos, la afinidad de Racl por las balsas lipidicas, puede incrementar,
provocando la liberacion del geranil-geranil del RhoGDI, que junto a la region
polibasica permite el direccionamiento hacia dominios especificos de la membrana
159180 Tras su insercion en la membrana plasmatica, el ciclo de activacion de Racl
contindia con la accién de las proteinas GEF, que estimulan el cambio de GDP a

GTP, y disponen a Racl para la unién y activacion de sus efectores.

2.2.1. Efectores de Racl e implicacion en procesos celulares
2.2.1.1. PAK

Racl activa numerosos efectores, implicados sobretodo en la remodelacion del
citoesqueleto de actina y en el control de la expresion génica. Uno de los mejor
estudiados es la proteina PAK (p21l-activated kinase), que puede ser activada
también por Cdc42. Existen 3 principales isoformas de PAK llamadas PAK1, PAK2
y PAK3. Las tres contienen una extension N-terminal que es el dominio regulador,
donde se encuentran un nimero variable de motivos de uniéon a dominios SH3

segun la isoforma. En el extremo C-terminal se encuentra el dominio catalitico, que
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esta altamente conservado. Posee también un dominio de unién a Racl/Cdc42,
denominado PBD (p21-binding domain) o CRIB (Cdc42 and Racl interactive
binding). PAK se encuentra formando homodimeros, donde el dominio regulador de
un PAK se une e inhibe el dominio catalitico del otro *°*. Cuando Racl (o Cdc42) se
une al dominio PBD, separa el dimero y produce una serie de cambios
conformacionales que conllevan la separacidon de los dominios inhibidores y la
liberacion del dominio catalitico, que puede ahora llevar a cabo su funcion quinasa
162

. La activacién iniciada por Racl requiere de fosforilaciones que mantienen el

estado de activacion .

A través de Racl, PAK es direccionado desde el citosol hacia estructuras corticales
de actina, donde se activa para formar estructuras como lamelipodios, ondulaciones

164

de membrana, o adhesiones focales . En estudios con una versiéon de PAK

constitutivamente activa se observa una pérdida de fibras de estrés y un incremento

165

en el reciclaje y renovacion de adhesiones focales . PAK es reclutado al extremo

anterior de células migrantes donde parece controlar la remodelacion del
citoesqueleto para provocar un avance de los lamelipodios '®*'®’) lo cual es
consistente con la activacion de PAK por algunos quimio-atrayentes como la

quimioquina CXCL1 8.

Una de las dianas mas importantes de PAK es la LIM quinasa o LIMK. Esta quinasa
esta implicada en la regulacién de la dinamica de actina a través de la fosforilacién
de ADF (actin-depolymerizing factor), también llamada cofilina. Al ser fosforilada, la
cofilina ya no es capaz de inducir la despolimerizacién de la actina filamentosa (F-

189 Otra de las dianas clave en la via de

actina), y por tanto, ésta se estabiliza
sefializacion de PAK es la MLCK (myosin light chain kinase). Las miosinas son
ATPasas activadas por actina, que convierten la energia del ATP en fuerza
mecénica entre la actina y los filamentos de miosina, para crear tension o
contraccion. La fosforilacion de MLCK por PAK conduce a su inhibicion, y como
consecuencia de esta inhibicion, se inhibe la capacidad de contraccion de la
miosina, lo cual puede contribuir a la inhibicion de las fibras de estrés 170 pAK

11172 | a cortactina es un activador de la

también fosforila y activa a cortactina
polimerizacion de actina involucrado en numerosos procesos celulares. Contiene
diversos dominios de unién a proteinas relacionadas con la actina, como el

complejo Arp2/3 o la proteina WASP (Wiskott-Aldrich sindrome protein). También
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es capaz de asociarse con la dinamina durante la endocitosis, donde ambas juegan

72,173

un importante papel en la reordenacion del citoesqueleto de actina Por

ejemplo, la fosforilacién de la cortactina en las serinas 405 y 418 es necesaria para
que se produzca la endocitosis del IL-2Rp (interleukin-2 receptor ), que utiliza una

via de entrada independiente de clatrina y caveolina. Sin embargo no afectan a la

174

via de clatrina ~"". Estas fosforilaciones dependen de una cascada que se inicia con

Racl, activando a PAK, que fosforila a la cortactina *"

PAK esta también implicada en la regulacién de un amplio rango de factores que
estan relacionados con procesos como la supervivencia celular, la mitosis o el
movimiento celular (figura 15). Algunos ejemplos de ello son la filamina, relacionada
con el entrecruzamiento de los filamentos de actina *’’, o la estatmina, gue tiene un

papel importante en la organizacién de los microtabulos durante la mitosis 178

Figura 15. PAK activa diversas
proteinas involucradas en procesos
corriente abajo de las vias de Racl y
Cdc42. La actividad de Racl y Cdc42
induce la fosforilacion de PAK,
desencadenando la activacion de vias de
sefializacion relacionadas con procesos
como la migraciéon, proliferacion o
supervivencia celular. Adaptado de
Rudolph et al .
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2.2.1.2. POR1

No se conocen en profundidad los mecanismos de accién de la proteina POR1
(Partner of Racl, también conocida como arfaptina 2), y su relacién con Racl es
todavia muy controvertida. PORL1 fue identificada por vez primera en 1996 como
una proteina que interaccionaba con Racl in vitro y que era necesaria en la
formacion de ondulaciones de membrana dependientes de Racl % POR1 es una
proteina BAR que forma homodimeros. Cada monomero se compone de 3 hélices a
antiparalelas. La interaccion entre Racl y POR1 es dependiente de GTP 9% y
depende, al menos en parte, de las regiones switch de Racl, ya que una mutacién
en el aminoacido 35 (T35A), inhibe la interaccion. No obstante, un estudio describe,

mediante el método de doble hibrido en levaduras, que POR1 es capaz de
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interaccionar con Racl en su forma unida a GDP, pero no con la forma unida a GTP
181

Se ha descrito la interaccion entre POR1 y Arf6, la cual es importante para la
reordenacion del citoesqueleto de actina y la membrana plasméatica dependiente de

Arf6 en la periferia celular '*

. También se cree que POR1 juega un papel
importante en la relacion entre las vias mediadas por Racl y Arfl, pues se ha
descrito también como efector de este ultimo, pudiendo competir ambas proteinas
por la unién a PORL1, ya que las interacciones de esta proteina a Racl y Arfl son

mutuamente excluyentes '*

. Recientemente se ha propuesto que POR1 podria
reclutar y elevar los niveles de Racl en regiones curvadas de la membrana

plasmatica, y activarlo localmente ***,

POR1 se ha visto implicado en la formacion de agregados de huntingtina,

185,186

relacionada con la Enfermedad de Huntington . También se ha relacionado la

funcion de POR1 con la biogénesis de granulos secretores en la red del trans-Golgi,

donde interacciona con Arl1, pero no con proteinas Arf 2",

2.2.1.3. Efectores relacionados con PI(4,5)P,: PIP5K, PLC y PI3K

El fosfatidilinositol y sus derivados fosforilados (fosfoinositidos) se encuentran en
niveles relativamente bajos en las células, y por ello tienen un papel clave en la
regulaciéon de muchos procesos, dando identidad a las membranas celulares. Su
metabolismo debe estar por tanto finamente regulado en el espacio y en el tiempo
por la accidon de diversas quinasas, fosfatasas y fosfolipasas, y las GTPasas
pequefias son uno de los principales reguladores de estos enzimas. Entre estas

GTPasas, una de las méas importantes en este aspecto es Racl.

El fosfoinositido mejor estudiado es el PI(4,5)P,, del que ya hemos hablado en esta
introduccién y cuya formacion es catalizada por la PIP5K mediante la fosforilacion
del PI(4)P en la posicién 5 del inositol o por la PIP4K mediante la fosforilacion del
PI(5)P en la posicion 4. Debido a que la concentracion intracelular del PI(4)P es
unas 10 veces mayor que la del PI(5)P, la accion de la PIP5K es de mayor
importancia en la sintesis de PI(4,5)P,. La PIP5K también puede fosforilar la
posiciéon 5 del PI(3)P o del PI(3,4)P, para formar PI(3,5P, o PI(3,4,5)Ps,

respectivamente.
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Se ha descrito que Racl puede interaccionar y activar la PIP5K, al igual que otras
GTPasas como Arf6, RhoA o Cdc42 **'®° y que esta union es independiente del
estado de activacion de Racl. Racl es capaz de reclutar PIP5K en la membrana
plasmatica, induciendo un incremento de PI(4,5)P,, necesario para la regulacion del

citoesqueleto de actina dependiente de Rac1 %

. Sin embargo, la unién de Racl
a PIP5K solo aumenta su actividad quinasa en un 50%, por lo que la principal
funcion de Racl podria ser la de translocar la PIP5K a la membrana plasmatica *%.
Se ha visto que mutantes de Racl que atendan la union a PIP5K, impiden el
reclutamiento de ésta hacia la membrana, y aunque la actividad quinasa no se ve

afectada, la polimerizacion de actina dependiente de Rac1l esta inhibida 192

El incremento de PI(4,5)P, producido por el direccionamiento de PIP5K a la
membrana por parte de Racl puede activar algunos GEF, activando Racl 198
Ademas, el PI(4,5)P, es una importante sefial de direccionamiento para Racl, ya
que éste puede interaccionar con PI(4,5)P, mediante su region polibasica. Esta
retroalimentacion positiva puede generar dominios ricos en PI(4,5)P, en los lugares

donde Racl esté presente.

Sin embargo, Racl también puede inducir una reduccién de los niveles de PI(4,5)P,
mediante la activacién de la PI3K, que fosforila PI(4,5)P, transformandolo en
P1(3,4,5)P; o bien mediante la activacién de la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza
P1(4,5)P, convirtiéndolo en diacil-glicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). Estos dos
Gltimos productos tienen un importante papel como segundos mensajeros
intracelulares '**. Existen 13 isoformas de PLC, que se agrupan en seis familias: B,

5 v, &qyn'
unirse y activar la isoforma PLC[3,, probablemente a través de su unién a los sitios

. Se ha descrito que Racl (asi como Cdc42), pero no RhoA, puede

switch de la GTPasa, ya que maodificaciones en esta region, como la mutacién
F37A, tanto en Racl como en Cdc42, inhibe la activacién de ésta PLC %%
También se ha demostrado una interaccion directa de Rac1 con la isoforma PLCy;
en respuesta a la estimulacion con EGF (Epidermal growth factor), entre el dominio
SH3 de la PLC y el PRD de Racl, y que esta interaccion regula positivamente la

formacion de F-actina y la migracion dependiente de Racl 198

. Esto demuestra que
Rac1l regula la dinamica de actina controlando el balance entre la produccion y la
reduccion de PI(4,5)P,. Pero como se ha comentado anteriormente, esta reduccion

también puede producirse por la accién de la PI3K activada por Racl. Este enzima
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ha sido intensamente estudiado por ser el inicio de una via de sefializacion
estrechamente relacionada con muchos tipos de cancer. En esta via, la PI3K
genera PI(3,4,5)P3, que activa la quinasa Akt y otros efectores. Muchos estudios
han revelado que en muchos canceres, algunos de los elementos de la via
PISK/AKT estan sobreactivados, lo que la convierte en una diana en la terapia
contra el cancer. De hecho, la fosfatasa PTEN, que reduce los niveles del producto

de la PI3K, es un conocido supresor de tumores '*°

. Se ha descrito que Racl es
necesario para la activacion de la via PIBK/AKT y la migracion celular en células
MDA-MB-231 de cancer de mama °®. Asimismo, también se ha determinado que
puede promover la supervivencia celular mediante la activaciéon de esta via 201,
Ademas, la activacion de PI3K y la consecuente produccion de PI(3,4,5)P; es una
conocida via de activacién de algunos GEF de Racl, lo que conlleva un bucle de

retroalimentacion positiva entre Racl y PI3K 2°22%,

2.3. Rho

RhoA, RhoB y RhoC forman parte de una misma subfamilia de RhoGTPasas.
Aungue las tres proteinas fueron descubiertas simultdneamente, RhoA ha sido
mucho mas estudiada. Las tres Rho mantienen un alto grado de homologia y
algunas de sus funciones son redundantes, pero los patrones de expresion y
muchas funciones son especificas de cada isoforma. Al igual que otros grupos de
RhoGTPasas, las Rho oscilan entre un estado activo unido a GTP y un estado
inactivo unido a GDP, y también se asocian con GEFs y GAPs para regular este
ciclo. Después de ser sintetizadas, las Rho sufren modificaciones post-
traduccionales muy similares a las sufridas por Racl. La longitud del grupo prenil en
las Rho difiere entre las isoformas: RhoA y RhoC sufren Unicamente una geranil-
geranilacion, mientras que RhoB puede ser prenilado con un grupo farnesil de 15
carbonos o con un geranil-geranil de 20 carbonos. Estas diferencias permiten a las
Rho localizarse en diferentes compartimentos subcelulares. Asi, RhoB se localiza
sobre todo en endosomas tardios y lisosomas, mientras que RhoA y RhoC se

204

encuentran principalmente en la membrana plasmatica Las Rho también

pueden asociarse a proteinas GDI, que inhiben su interaccion con efectores y su

| 149

actividad GTPasa intrinseca y las secuestran en el citosol *”. Tanto las proteinas

GEF y GAP como los GDIs son a menudo especificos de cada isoforma, aunque
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existe también cierta redundancia y solapamiento en la unién y accién de las

proteinas reguladoras **?%’.

Las proteinas Rho estan involucradas en la regulacion de diversas funciones
celulares como la formacion de adhesiones focales o fibras de estrés, la morfologia

134 Estas funciones son llevadas a cabo

celular, la adhesion celular o la citoquinesis
mediante la activacién de diversos efectores especificos, aunque algunos de ellos
pueden ser activados también por otros miembros de la subfamilia de RhoGTPasas

154

como Racl o Cdc42 =, Algunos de los efectores mas importantes de las proteinas

Rho son ROCK, mDia, PRK (también llamada PKN), rotekina o PKCe 208,

2.3.1. Efectores de RhoA e implicacion en procesos celulares
2.3.1.1. ROCK

ROCK (Rho-associated serine/threonine kinase) es el primer efector descubierto de

209

Rho y desde entonces ha sido el mas extensamente estudiado “. Existen dos

isoformas de esta quinasa: ROCK1 (también llamada ROKB o p160ROCK) y
ROCK2 (también conocida como ROKa). Ambas se unen a Rho unido a GTP %%,
ROCK tiene un tamafio de 160 KDa y contiene un dominio quinasa en la parte N-
terminal, una parte intermedia con una conformacion en espiral enrollada (coiled-
coil region) que incluye el dominio de unién a Rho (RBD) y un dominio PH en la
parte C-terminal, que incluye también un dominio rico en cisteinas (CRD) (figura
16A). Los dominios en el extremo C-terminal pueden unirse al dominio quinasa y
constituir una regién autoinhibitoria, anulando la actividad quinasa de la proteina.
Cuando Rho se une a ROCK, abre la proteina y la activa. Algunos lipidos como el
acido araquidénico pueden también activar ROCK independientemente de Rho **
(figura 16B). Asimismo, durante la apoptosis, la caspasa 3 puede cortar el extremo

C-terminal de la isoforma ROCK1, impidiendo su autoinhibicion **°.

Al igual que el efector de Racl PAK, ROCK puede fosforilar la LIMK, facilitando su
accion sobre la cofilina. La LIMK fosforila la cofilina y la inhibe, impidiendo la

214 Todo ello se traduce en un incremento en el

despolimerizacion de la F-actina
namero de filamentos de actina. Sin embargo, a diferencia de PAK, ROCK solo

puede fosforilar a LIMK cuando la caspasa 3 ha cortado su extremo C-terminal, por
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lo que es posible que la accion de ROCK sobre la cofilina sea importante solo
durante la apoptosis **°.
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Figura 16. Estructura y activacion de ROCK. (A) Estructura de ROCK1 y ROCK2. El dominio quinasa
se encuentra en la parte N-terminal. En el extremo C-terminal se encuentra el dominio de unién a Rho, un
dominio PH y una regién rica en cisteinas. (B) Regulacién de la funcién de ROCK. En su forma inactiva,
la region N-terminal se pliega sobre el dominio quinasa, inhibiendo su actividad. La unién de Rho, la

presencia de acido araquidénico o la protedlisis Eor parte de la caspasa 3 durante la apoptosis puede
activar la proteina. Adaptado de Riento y Ridley 2*°.

ROCK también esta involucrada en la regulacion de la miosina. La asociacién de la
miosina con la actina (actomiosina) y su capacidad de contraccién dependen en
gran medida del estado de fosforilacién de la cadena ligera de la miosina (MLC,
myosin light chain), el cual depende a su vez de dos principales enzimas, la MLCK
(myosin light chain kinase) y la MLCP (myosin light chain phosphatase). La
fosforilaciéon de la MLC por parte de la MLCK aumenta la capacidad de la miosina
para asociarse a la actina, mientras que su defosforilacién por MLCP la reduce. La

MLCP estd compuesta por tres subunidades: PP1, que es la subunidad catalitica,
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MYPT1, que se une a la MLC y una tercera subunidad de funcién desconocida **'.

218219 “inhibiendo la

ROCK1 es capaz de fosforilar varios residuos de MYPT1
capacidad de unién de la MLCP a la miosina, manteniendo asi el nivel de
fosforilacién de la MLC necesario para la accion de la actomiosina, tanto en células

musculares como no musculares #%%%,

En las células no musculares, ROCK esta implicado en el control de la dinamica del
citoesqueleto de actina para formar fibras de estrés debido a que la miosina tiene
una gran capacidad para entrecruzar las fibras de actina. También es importante en
la regulacion de la capacidad de contraccidon de la actomiosina. Todo ello tiene
importancia en procesos como la adhesion celular, la migracién, la mitosis o la

222-226

apoptosis . Ademas de LIMK y miosina, ROCK también regula directamente

otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto, como la aducina, ERM (ezrin-

radixin-moesin), NHE1 o la vimentina %,

2.3.1.2. Otros efectores de Rho

La PRK1 (también llamada PKNa) es una serina/treonina-quinasa que pertenece a
la superfamilia de PKC, y fue uno de los primeros efectores de RhoA descubiertos
! Es una proteina de unos 116 kDa con un dominio regulador en la mitad N-
terminal y un dominio catalitico en la parte C-terminal de la proteina. La region
catalitica posee un 50 % de homologia con la regién catalitica de la PKC, pero su
region reguladora estad menos conservada. Posee un dominio HR1 en el extremo N-
terminal, a través del cual interacciona con Rho, aunque no es suficiente para su
activacion, ya que se requiere la region C-terminal para su activacién por parte de
RhoA %% Se cree que la unién a la GTPasa anula un efecto autoinhibitorio
similar al de ROCK ***. De hecho, se observa también una activacién proteolitica

235,236

por medio de la caspasa 3 . Sin embargo, a diferencia de ROCK y otras

quinasas activadas por RhoGTPasas como PAK, PRK no parece sufrir dimerizacion

237 Ademaés de la activacion, Rho

238

0 multimerizacion después de su unién con Rho
puede también ser responsable de la localizaciéon de PRK “*°. Diversos estudios
muestran que RhoB y Racl pueden también interaccionar con el dominio HR1 de
PRK #"%% |o que indica que podria ser un efector compartido por las proteinas Rho
240-242

y Rac . La diferente localizacién celular de Racl y RhoA permite que la

quinasa sea activada en sitios y momentos distintos durante procesos celulares
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como la migracion. PRK fosforila varios elementos del citoesqueleto y esta
principalmente involucrado en el trafico endosomal. En células de mamiferos, PRK
actla corriente debajo de Rho regulando varios procesos como el trafico del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la expresion génica inducida

243-245

por estrés o la formacion de actina cortical La PRKL1 interacciona con

elementos relacionados con los filamentos intermedios y con la actina, como por
ejemplo la vimentina, a la que posteriormente fosforila, o la a-actinina 246247
También se ha relacionado a PRK1 con la enfermedad de Alzheimer, donde
fosforila la proteina Tau, reduciendo su habilidad para unirse y ensamblar
microtibulos, y con algunos tipos de cancer, como el de préstata o algunos

canceres inducidos por virus 242%°,

Otro conocido efector de Rho es mbDia, una proteina de unos 140 kDa que
pertenece a la familia de las forminas, que poseen dominios FH (Formin homology),
los cuales pueden interaccionar con la profilina, una proteina que estimula la
polimerizacion de actina. De hecho, se ha descrito que RhoA puede inducir la

251252 También es

polimerizacion de actina facilitando la unién entre mDia y profilina
responsable de los efectos producidos por el estrés mecanico sobre la formacion de
adhesiones focales dependientes de actina 23 y regula el alineamiento de las fibras
de estrés y los microtubulos direccionando estos ultimos hacia las adhesiones

focales %2,

En contraste con ROCK, cuya principal funcién es estimular la
contractilidad celular basada en la actomiosina, promoviendo la fosforilacién de la
MLC e incrementando la tension del citoesqueleto, mDia promueve principalmente
la polimerizacion de actina. Ambos efectores actian conjuntamente controlando el
reordenamiento del citoesqueleto para la estabilizacion de la morfologia celular en

reposo 224,253 aunque en ocasiones pueden también tener funciones antagoénicas

% Existen evidencias de gue mDia regula también el citoesqueleto de microtibulos
de manera dependiente de Rho, y que puede integrar el citoesqueleto de actina con

84255 mDia induce la formacién de microtGbulos estables

el de microtubulos
promoviendo la formacion de caps (capuchas o gorras) en el extremo mediante la

union directa a los microtabulos #%°.
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2.4. Balance entre Racly RhoA

Como hemos visto, Racl estimula la polimerizacién de redes de actina en la
periferia celular mediante la activacion de PAK, cortactina, WAVE o Arp2/3, asi
como mediante la inhibicion de la cofilina, para generar protrusiones y ondulaciones
en la membrana plasmatica. Por otro lado, RhoA induce la formacién de fibras de
estrés de actomiosina y otras estructuras contractiles por medio de la activacion de
ROCK1 o mDia y su accidn sobre la actina y la miosina. Muchos estudios describen
una regulacion reciproca entre las vias de Racl y RhoA durante diversos procesos
celulares como la polarizacion, la adhesion o la migracion celular, conduciendo en

la mayoria de los casos a un antagonismo entre ambas GTPasas.
2.4.1. Inhibicion reciproca entre Racly RhoA

Numerosos estudios demuestran que Racl puede controlar directamente la
actividad de RhoA (figura 16). Uno de ellos describe que Racl puede interaccionar
con pl90RhoGAP, una proteina GAP de RhoA, y activarla, aumentando asi la

2% Ademas de este

actividad GTPasa de RhoA y disminuyendo su actividad
mecanismo, Racl puede también aumentar la actividad de p190RhoGAP mediante
la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS), que inhiben fosfatasas
especificas, manteniendo el nivel de fosforilacion necesario para la accion de
p190RhoGAP #*’. Pero Racl también es capaz de inhibir RhoA mediante la
activacion de sus efectores. Por ejemplo, PAK regula negativamente la actividad de
RhoA, fosforilando e inactivando p115RhoGEF, Netl o PDZ-RhoGEF, tres GEFs

especificas de RhoA 258-260

. También se ha descrito que Racl es capaz de inhibir
RhoA a través de la proteina p120, una catenina asociada a las cadherinas en las
adhesiones célula-célula. Racl induce la translocacion de la catenina p190 hacia

las adhesiones, donde interacciona con p120 y provoca la inhibicion local de RhoA
261

Por otro lado, Racl también puede ser inhibido por la accién de RhoA (figura 17).
Se ha observado un incremento de la actividad de Racl después de inhibir ROCK1,
que como hemos comentado, es el principal efector de RhoA, conduciendo a
algunos fenotipos celulares caracteristicos de la actividad de Racl 2 De hecho,
ROCK1 puede fosforilar FilGAP, un GAP especifico de Racl, activandolo 263,
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ROCK1 también es capaz de activar indirectamente ArhGAP22, otra GAP de Racl

?%% Se ha descrito que la accién contractil de la actomiosina provocada por RhoA y

ROCK1, induce la disociacion de B-Pix, una GEF de Racl, de las adhesiones

265

focales e impide su uniéon a Racl Esto demuestra la complejidad en la

regulacion reciproca entre Racl y RhoA.

B-PIX
FIGAP < ROCK
Lamelipodios ArhGAP22 / % Flbra’s de
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# mDia <«
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Figura 17. Antagonismo e inhibicion reciproca entre Racl y RhoA. Mediante la activacion o inhibicion

de proteinas GEF y GAP especificas, Racl y RhoA pueden inhibirse mutuamente en el espacio%/ en el
tiempo para llevar a cabo procesos celulares en ocasiones antagénicos. Adaptado de Guilluy et al “.

Sin embargo, aunque existen numerosos estudios que confirman que Racl y RhoA
tienen funciones opuestas, la regulacion reciproca entre estas dos proteinas parece
ser mucho méas compleja, pudiéndose encontrar casos de regulacién positiva o de

efectores compartidos. Ambas proteinas pueden permanecer activas (o inactivas)

267

en otros lugares diferentes de la célula durante la migracion Asi, por ejemplo, la

activacion de RhoA promueve tanto el desensamble de las adhesiones en el borde

en retraccion como la generacion de la tension necesaria a lo largo de la célula para

restringir las protrusiones a la parte anterior y facilitar la accién de Racl 268,269,

Asimismo, se ha descrito que la inhibicién de mDia, un conocido efector de RhoA,

254

induce la inactivacion de Racl (figura 17). Racl y RhoA pueden compartir

algunos efectores, aunque son regulados en diferentes momentos y localizaciones

dentro de la célula. Por ejemplo, PRK2 puede interaccionar y ser activada por

240

ambas GTPasas “. Por su parte, la MLC, que como hemos visto es regulada

positivamente por Rho, puede también ser regulada por Racl, y esta regulacion

puede ser positiva o negativa segun el tipo celular 2°##7%?™,
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2.4.2. RhoGTPasas e integrinas

Son muchos los procesos celulares en los que se ha descrito un antagonismo entre
Racl y RhoA. Durante la migracion, la célula debe extenderse mediante
protrusiones en el borde de avance, formando nuevas adhesiones y contrayendo el
borde posterior. Todos estos cambios deben obedecer a una regulacién espacio-
temporal diferencial del citoesqueleto. Por ello, las RhoGTPasas juegan un papel
clave en este proceso. En general se cree que Racl esta mas activo en el borde
anterior %, mientras gue RhoA se activa preferentemente en el extremo posterior

en retraccion de las células en migracion 2"

. Esta compartimentalizacion de la
regulacion de las RhoGTPasas durante la migracién es demostrada por el hecho de
que, aunque es necesario que Racl esté activo en el borde de avance, una

activacion constitutiva de Racl a lo largo de la célula puede inhibir la migracién
274,275

2.4.2.1. Regulacion reciproca

Las integrinas son heterodimeros que median la adhesion de la célula a proteinas
de la MEC, como la fibronectina, la laminina o el colageno. Se trata de
combinaciones entre subunidades a y  que contienen un gran dominio extracelular
de unién a ligandos, un dominio transmembrana y un pequefio dominio
citoplasmatico que se une a proteinas de sefializacién o al citoesqueleto. Se han
identificado 24 combinaciones heterodiméricas a3 diferentes 2" | as RhoGTPasas
y las integrinas regulan frecuentemente los mismos procesos celulares. Ademas,
las integrinas pueden regular directamente las RhoGTPasas y éstas, a su vez,
regulan a las integrinas. De hecho, las diferencias en la actividad de Rho y Racl en
células en suspension son mucho menores, sugiriendo que su regulacion diferencial

es dependiente de la adhesion.

Algunos estudios demuestran que la actividad de Racl aumenta en respuesta a la

adhesion mediada por integrinas % |a cual incrementa el nivel de fosforilacion de

277,278

Vavl, una proteina GEF de Racl, aumentando su actividad . Asimismo, la

sobreexpresion de B1-integrina incrementa la actividad de Racl y la formacion de

279

lamelipodios “*°. Ademas, la adhesion mediada por integrinas puede regular la

capacidad de Racl para unirse a sus efectores, pues la expresion del Racl
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constitutivamente activo es insuficiente para permitir la unién a PAK en células no
adherentes ™. Las integrinas pueden regular la actividad de Racl controlando la
endocitosis y el reciclaje de las balsas lipidicas, inhibiendo su internalizacién y

158 Contrariamente,

manteniendo el Racl activo en la membrana plasmatica
durante las primeras fases de extensién de células sembradas sobre fibronectina, la
actividad de RhoA se ve disminuida, para aumentar notablemente una vez la célula

ha completado su extension **

. Sin embargo, se ha descrito que la sobreexpresion
de B3-integrina aumenta la actividad de Rho y la formacién de fibras de estrés **°,
sugiriendo una regulacion de RhoA mas compleja, diferente segun el tipo de

integrina.

Algunos estudios describen como las RhoGTPasas pueden a su vez regular las
adhesiones basadas en integrina. La inhibicion de RhoA mediante la exozima C3
botulinum inhibe diversos procesos mediados por integrinas, como la agregacion de

plaquetas o linfocitos, asi como la propia adhesion a fibronectina 225, |

as
RhoGTPasas parecen no estar relacionadas con el control del estado de activacién
o la afinidad de las integrinas por sus ligandos, sino mas bien por la modulacion de
su agrupamiento en clusters. De hecho, la clusterizacién de las integrinas en los
contactos focales depende de la actividad de Racl, mientras la clusterizacion en

adhesiones focales maduras depende de RhoA ***

. Debido a que las integrinas
estan vinculadas al citoesqueleto, las RhoGTPasas pueden regular su
clusterizacion mediante efectores que controlan la polimerizacion de actina, la
asociacion de actina y miosina o las interacciones entre la actina y la membrana

plasmatica 2%°2%°,

Racl promueve la formacién de contactos y adhesiones
incipientes y facilita la asociacién de estas adhesiones a las protrusiones generadas
por la polimerizacién de actina dependiente de Racl. Por el contrario, RhoA induce
la maduracion de las adhesiones focales y su asociacién con fibras de estrés 223,281,
Algunos estudios revelan que en ocasiones Racl puede impedir la activacion de
RhoA y la maduracion de las adhesiones focales durante la extension del borde de

avance mediante la inhibiciéon de p115RhoGEF 299,

Existen dos tipos de movimiento celular segun la morfologia que adopta la célula. El
movimiento mesenquimal se caracteriza por una morfologia de tipo fibroblasto,
elongada, con una polaridad establecida, y que depende de la degradacién de la

matriz extracelular (MEC). Por su parte, el movimiento ameboide es practicamente
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independiente de los contactos entre la célula y la MEC. En el caso del movimiento
mesenquimal, la polarizacion de la célula se inicia con la activacion de Racl para

289 posteriormente se

inducir la formacion de lamelipodios en el borde de avance
generan pequefias adhesiones dependientes de integrina que permiten a la nueva
protrusién anclarse al sustrato. El papel de RhoA en este tipo de movimiento es
complejo, promoviendo principalmente la retraccion de la cola posterior, aunque la
inhibicion de sus efectores a menudo no tiene efectos apreciables sobre esta clase
de migracion. Por el contrario, RhoA si es requerido durante el movimiento de tipo
ameboide, siendo necesaria la contraccion de la actina cortical dependiente de
miosina, e inducida por ROCK, para promover la rapida remodelacion del cortex
celular caracteristica de este tipo de movimiento. Por su parte, la polarizaciéon de la
célula inducida por Racl y la degradacién de la MEC no parecen necesarias para la

migracion de tipo ameboide.
2.4.2.2. Internalizacién y trafico de integrinas

Las integrinas pueden ser internalizadas a través de vias dependientes e
independientes de clatrina. Se sabe que un mismo tipo de heterodimero puede ser
endocitado por mas de una via. Por ejemplo, algunos estudios describen la
endocitosis de a5B1-integrina a través de la CDE y a través de la via dependiente

de caveolina 2%%°

. Tras la endocitosis, las integrinas se dirigen hacia los EEs,
donde se decide si seran dirigidas hacia los lisosomas para su degradacion, o si,
por el contrario, seran recicladas de vuelta a la membrana plasmética.
Generalmente las integrinas no son degradadas, sino que son recicladas
directamente o bien pasan por el compartimento de reciclaje perinuclear antes de

volver a la membrana plasmatica por la via dependiente de RAB11 o de Arf6 2%,

El reclutamiento de las integrinas hacia CCPs requiere por lo general la
participacion de proteinas adaptadoras. Este es el caso de HAX1, una proteina
involucrada en la CDE que se une directamente a la porcién citoplasmatica de la
B6-integrina, y es necesaria para su internalizacion. Otros adaptadores de la via de
clatrina importantes para la internalizacién de algunas integrinas son las proteinas
disabled (Dab) y Numb. Numb puede interaccionar directamente con las integrinas

292

B1 y B3 y es necesario para su internalizacion clatrina-dependiente . Dab, por su

parte, esta involucrado en la CDE de B1-integrina >,

76



Introduccion

Como se ha comentado, las integrinas pueden también ser endocitadas por CIE. Se
ha descrito por ejemplo que RAB21 puede activar la entrada de (B1-integrina por

288

vias alternativas La via dependiente de caveolina ha sido ampliamente

28929 sin embargo, los mecanismos

relacionada con la internalizacién de integrinas
moleculares implicados en la CIE de integrina no se conocen bien en comparacion

con las vias de CDE.

Se ha descrito también un papel de la dinamina y los microtibulos en el
desensamble de las adhesiones focales y el trafico de integrinas >*°. Ezratty et al
demuestran que los microtdbulos y la dinamina son requeridos para el
desensamblaje de las adhesiones focales, en un proceso que se da en una
situacién de altos niveles de actividad de Rho. Ademas, muestran que la dinamina
es necesaria para la migraciébn direccionada de la célula, lo cual esta en
consonancia con el requerimiento de dinamina durante la desestructuracion de las

adhesiones focales y la internalizacion de las integrinas.
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3. Calmodulina

La calmodulina (CaM) es el principal sensor de ca” intracelular y estd altamente
conservado y ampliamente distribuido en todos los eucariotas. Se trata de una
proteina de 148 aminoacidos y unos 17 kDa que modula numerosos procesos
celulares mediante la interaccion con proteinas de union a CaM (CaMBP). Debido a
la versatilidad del Ca** como segundo mensajero, no es de extrafar la gran
cantidad de proteinas con la que la CaM es capaz de interaccionar, regulando
muchos procesos celulares como la inflamacion, el metabolismo, la apoptosis, la
contraccion muscular, la endocitosis o la respuesta inmune. La importancia de la
CaM se pone de manifiesto con la existencia de tres genes independientes (CALM
1-3) dentro del genoma que codifican proteinas totalmente idénticas, ademas de la
ausencia de cambios en su secuencia de aminoacidos desde la aparicion de los

vertebrados >%°.

Con los niveles de Ca** de una célula en reposo, la CaM se encuentra en su estado
libre de Ca®, denominada apo-CaM. Cuando el Cca” incrementa en respuesta a
una sefial, la CaM se une a él y sufre un cambio conformacional (holo-CaM) que le
permite unir y activar las CaMBPs (figura 18A). La CaM contiene dos dominios
globulares de unién a Ca”, conectados por una secuencia intermedia que es una a-

hélice de 28 aminoacidos. Cada dominio globular contiene 2 motivos EF-hand

o

EF-Hand

Figura 18. Estructura de la CaM y su dominio EF-Hand. (A) Representacion del cambio
conformacional de la CaM tras la unién de cuatro iones de Ca". (B) Estructura 3D del dominio EF-
Hand. Se muestra la analogia estructural con los dedos de una mano.

79




Calmodulina

(figura 18B), cada uno de los cuales alberga un ambiente electronegativo idoneo
para la unién de un ion de Ca*", lo que se traduce en la unién de 4 iones de Ca® en
una molécula de CaM. El dominio EF-hand consta de 30 aminoacidos y consiste en
una a-hélice en el extremo N-terminal (hélice E) y una a-hélice en el extremo C-

terminal (hélice F), unidos por un dominio de unién a ca*.

La concentracién y localizacion subcelular de la CaM juega un papel importante en
la regulacion de su actividad. La CaM constituye alrededor de un 0.1% del total de
proteina en la célula, y se expresa en mayor cantidad en células en divisién. La
CaM se encuentra en el citosol y el nacleo. En respuesta a un aumento de ca® la

CaM sufre una redistribucién desde el citosol hacia el nicleo 272%.

Para la inhibicion de la CaM en la realizacion de experimentos se utilizan
habitualmente las sulfonamidas de naftaleno. La N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-
naftaleno-sulfonamida (W7) y sus derivados, entre los que se encuentra W13, se
unen a CaM de manera dependiente de Ca”. La afinidad de esta interaccion es
elevada. Estos compuestos penetran a través de la membrana plasmatica y tienen
una localizacién subcelular similar a la de CaM, facilitando su accion especifica in

vivo 3%

. Estos antagonistas de CaM se unen al complejo Ca*/CaM a través de
interacciones hidrofobicas, por lo que los derivados menos hidrofébicos, como el
W5 o el W12, son mucho menos eficientes en la inhibicion de CaM utilizdndose a

menudo como controles del W7 y el W13, respectivamente.
3.1. Proteinas de union a CaM (CaMBPSs)

Las CaMBPs se pueden clasificar en varios grupos basandose en su modo de
regulaciéon en presencia o ausencia de Ca”. Las CaMBPs de clase A se unen
irreversiblemente a CaM de una manera independiente de Ca®*". Un ejemplo de este
tipo es la fosforilasa quinasa. Las CaMBP de clase B unen CaM en ausencia de
Ca”™ (Apo-CaM) y se disocian en presencia de Ca®*. En este grupo se encuentran
proteinas como la neuromodulina o la neurogranina. Las proteinas de este grupo

01 En un

pueden servir como reservorios de CaM a niveles de ca” en reposo
tercer grupo (clase C) se incluyen la MLCK y la calcineurina. Estas forman
complejos de baja afinidad con la CaM a bajas concentraciones de Ca*". Cuando

los niveles de Ca** aumentan, la afinidad por la CaM también lo hace y pueden
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302303 | as CaMBP de clase D solo se unen a la CaM en

entonces ser activadas
presencia de ca™, pero en este caso la union es inhibitoria. EI grupo mas
convencional es la clase E. Las proteinas de este grupo son activadas por la CaM, y
solo se unen a ella en presencia de Ca*". Estas proteinas son a menudo reguladas
por algunas CaM-quinasas (CaMKs), que son las que forman el sexto y ultimo

304

grupo de CaMBP, la clase F

Estudios estructurales de los complejos formados por CaM y alguna de las CaMBPs
sugieren una gran diversidad en las interacciones de la CaM con sus proteinas

efectoras **°

. En el caso de la activacién de las CaMKs I, Il y IV, la CaMKK, la
MLCK o la calcineurina, la interaccion con CaM induce el desplazamiento de un
dominio autoinhibitorio. En otro tipo de mecanismo de activacién, la adenilato
ciclasa, sufre un cambio conformacional tras la unién a CaM, y esto crea el centro
activo del enzima *®. Por Gltimo, la interaccién con CaM también puede promover la
dimerizacion de algunas CaMBPs induciendo su activacion. Este es el caso del
canal i6nico de potasio de baja conductancia, cuya dimerizacién inducida por CaM

es dependiente de ca*, y es necesaria para la abertura del canal 807,

3.1.1. Las GTPasas como CaMBPs

Se conoce un gran nimero de GTPasas que interaccionan y pueden ser reguladas
por CaM. Algunos ejemplos son el KRas4B, RalA, RalB, Rin, Rab3, Cdc42 o Racl.
Todas ellas unen CaM de manera dependiente de Ca*" y la mayoria de ellas
interaccionan con CaM mediante regiones polibasicas que presentan en su extremo
C-terminal. Rab3, Racl y Cdc42 poseen ademas dominios de union especificos que

no se encuentran en su extremo C-terminal.

La interaccién de KRas4B con CaM requiere de la region switch Il, la hélice a5 y la
region hipervariable (que incluye la regién polibdsica y un grupo farnesil). Esta
interaccion se da en la membrana plasmatica y evita la fosforilaciéon de KRas4B en
la Ser181 por parte de PKC lo que permite modular la actividad de KRas4B %8 En
el caso de RalA y RalB, existe un segundo lugar de uniéon a CaM en su extremo N-
terminal y han de estar preniladas para que se pueda dar la interaccion, a parte de
la secuencia de unos 18 aminoacidos en su extremo C-terminal. Aunque no se

conocen muy bien las funciones de esta GTPasa, la interaccion con CaM aumenta
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309

la union a GTP y bloquea la fosforilacion de RalA por parte de PKA, PKG y PKC
La unién de la GTPasa Rab3 a CaM inhibe la exocitosis de vesiculas secretoras en
células neuronales y endocrinas, regulando la liberacion de neurotransmisores y
hormonas. Esta inhibicién se debe a la separacion de Rab3 de las membranas de

3% También se ha descrito la interaccién con CaM

las vesiculas por parte de CaM
de las RhoGTPasas Racl y Cdc42. Ambas contienen una region entre los
aminodcidos 151 y 164 esencial para la interaccién con CaM, pero su union tiene
efectos opuestos en las dos GTPasas, activando a Racl y disminuyendo la
actividad de Cdc42 *'*. En nuestro laboratorio se ha descrito sin embargo, que la
CaM puede interferir en la unién y activacion de efectores de Racl, como es el caso

de la PIP5K **°,
3.2. CaM en el trafico de membranas

Muchos procesos relacionados con el transporte intracelular requieren ca™, y
algunos de ellos requieren tanto de Ca®* como de CaM. Por ejemplo, la liberacion
de neurotransmisores y hormonas requiere de un incremento en la concentracion
de Ca®" citosdlico **. Se ha sugerido que la CaM puede ser un sensor importante
durante la exocitosis. Aunque se sabe que la CaM no es esencial para la fusion de
membranas en la exocitosis regulada en la mayoria de las células, si es requerida
en algunos tipos celulares especializados, y podria tener también un papel
regulador mas general durante la exocitosis 313 se conoce bien el papel de la CaM
en la exocitosis sindptica, durante la cual el Ca’* aumenta y conduce a la
activacioén, por parte de la CaM, de la CaMK I, que forforila a las sinapsinas, lo que
desencadena la liberacion de las vesiculas sinapticas inmovilizadas por el

citoesqueleto 14,

Diversos estudios han mostrado que la CaM es importante durante la endocitosis.
Se ha descrito que la CaM tiene un papel en la regulacion de la fusion de los EEs,
que es inhibida por el tratamiento con W7 o W13, ambos antagonistas de CaM
315316 En células MDCK (Madin-Darby canine kidney), el W13 inhibe la transcitosis
de la IgA y el reciclaje de transferrina, mientras que su internalizaciéon no esta
afectada. Todo el material endocitado desde la superficie celular se acumula en
estructuras endociticas excepcionalmente grandes, posiblemente derivadas de los

EEs. Esto también ocurre con otros inhibidores de CaM, sugiriendo que ésta podria
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regular el trafico en el compartimento endocitico en células epiteliales polarizadas
317,318

Nuestro grupo ha estudiado el papel que ejerce la CaM en el trafico del EGFR. De
manera similar a la IgA, W13 no afecta a la internalizaciéon del EGFR pero si inhibe
su degradacion y reciclaje dando lugar a una acumulacién en EEs de gran tamafio
319 Este efecto es debido a la accién de la PKCS, que parece promover, cuando la
CaM se inhibe con W13, la formacion de una cubierta de F-actina sobre los EEs a

través de la accién de la cortactina y Arp2/3, que impediria la salida de material
320,321

3.3. CaMy PKC

Las isoformas de la PKC forman parte de una familia de serina/treonina quinasas
activadas por lipidos e implicadas en numerosos procesos celulares. En humanos
se conocen 10 isoformas diferentes. Las isoformas de PKC pertenecen a la familia
de proteinas quinasas AGC (PKA, PKG, PKC). Los miembros de la familia de PKC
se han clasificado en tres grupos segun su homologia y su capacidad para unir co-
factores. El primero de ellos es la subfamilia de las PKCs clasicas (cPKC), a la que
pertenecen la PKCa, BI, Bll y y, que son moduladas por ca”, DAG y fosfatidilserina
(PS). El segundo grupo son las nuevas PKC (nPKC), donde se incluyen las
isoformas &, €, n y 6, que son sensibles a DAG y PS pero no a Ca”*. Por Ultimo
encontramos las PKC atipicas (aPKC), que son las PKC ¢ y A, que solo son

reguladas por PS %%

Estas isoformas son co-expresadas en muchos tipos
celulares y responden de manera similar a diversos estimulos, por lo que es posible
gue exista cierta redundancia en sus funciones. Sin embargo, la localizacion
subcelular especifica de cada isoforma, las interacciones con otras proteinas o las
modificaciones post-traduccionales pueden conferir a cada isoforma funciones
Unicas o incluso opuestas. La translocacion de las cPKCs a la membrana
plasmatica suele estar ligada a su activacion, y pueden ser translocadas

325

especificamente a las balsas lipidicas La activaciéon de las cPKCs esta

relacionada ademas con la producciéon de DAG. Sin embargo, la unién a este lipido

no puede darse sin la unién previa a ca® =,

Existe numerosas proteinas de uniéon a PKC (C-KIPs, PKC-interacting proteins), que

322

se dividen en cuatro grupos **“. El primero de ellos lo forman las proteinas que

83




Calmodulina

direccionan las PKCs hacia sus activadores, como el sindecano 4, que aumenta la
activacion de PKC. El segundo grupo lo forman las proteinas que dirigen las PKCs
hacia los diferentes compartimentos celulares. Los sustratos de PKC (STICKs,
substrates that interact with C-kinases), junto a los RACKs (receptors for activated
C-kinases), que confieren especificidad a las uniones de PKC con sus sustratos, y
los RICKs (receptors fos inactive C-kinases), que se unen a las PKCs inactivas,
forman el tercer grupo. Algunos ejemplos de STICKs son MARCKS, vinculina o
GAP43. El ultimo grupo lo componen todas las proteinas que interaccionan con
PKC y que no pertenecen a ninguno de los tres grupos anteriores, como la PDK1

(phosphoinositide-dependent kinase 1), que fosforila a PKC.

PKC y CaM comparten muchas proteinas de unién, y se unen por lo general al
mismo sitio de union de estas proteinas. Por ello, la interaccién de la CaM con una
C-KIP, impide la fosforilacion por PKC. De igual manera, si PKC fosforila un
substrato, a menudo se inhibe la unién a CaM. Todo ello permite la regulacion

322

cruzada de las vias de sefializacion de CaM y PKC “*“. El ejemplo mejor estudiado

de esta regulacion cruzada es MARCKS, una abundante proteina capaz de unirse a
actina, CaM o a la membrana plasmatica, y que es el principal substrato de PKC en

326

muchos tipos celulares . Se ha descrito un papel de MARCKS en diversos

procesos celulares como la migracién, la adhesion o la reorganizacion del

citoesqueleto de actina **

. En una célula en reposo, MARCKS se encuentra
insertado en la membrana plasmatica por medio de un grupo miristoil e interacciona
electrostaticamente con lipidos de la membrana cargados negativamente, como el
PI(4,5)P,. Esta interaccion se produce a través de su dominio efector que cuando es
fosforilado por PKC disminuye su carga neta positiva, impidiendo la interaccion

118328 | a fosforilaciéon de

electrostatica y facilitando su translocacion al citosol
MARCKS por PKC disminuye su afinidad por CaM, y la union de Cca’*-CaM al
dominio efector de MARCKS impide asimismo la fosforilacion por PKC. Una bajada
del Ca®" intracelular o la inhibicién de la CaM conllevarian por tanto un aumento en
la fosforilacion de MARCKS y una disminucién de su asociacion con la membrana

321

plasmatica ““". Debido a su abundancia, se ha sugerido que MARCKS podria servir

como reservorio para la CaM, liberandola tras un aumento de la actividad de PKC
%9 Del mismo modo, MARCKS puede secuestrar el PI(4,5)P, presente en la

membrana plasmatica, y la activacion de PKC, asi como la inhibicién de CaM vy el
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consecuente aumento de la fosforilacion de MARCKS por PKC, pueden liberar

PI(4,5)P,, permitiendo su interaccién con otras proteinas **°3*,
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1. Materiales
1.1. Reactivos

Materiales y Métodos

En la tabla 1 se muestran los reactivos utilizados durante esta tesis, asi como la

concentracion de trabajo, su funcién y la casa comercial.

REACTIVO CONCENTRACION FUNCION CASA COMERCIAL
wis 5 pg/ml Inhibidor de CaM Calbiochem. 681636
wiz 10 pg/ml Andlogo de W13 Calbiochem.

BAPTA 50 uM Quelante de Ca** Calbiochem. 196419
Calmidazolium 7.5 pg/ml Inhibidor de CaM Calbiochem. 208665
Esfingosina 0.5-10 uM Mimético de esfingosina enddgena Sigma. S7049
PI(4,5)P, diC8 50 uM Mimético de PI(4,5)P, endégeno Echelon IZI(S)écsiences. P-
BIM 5 uM Inhibidor de PKC Calbiochem. 203290
TPA 100 nM Activador de PKC Sigma. P8139
Wortmanina 1uM Inhibidor de PI3K Calbiochem. 681675
U73122 5uM Inhibidor de PLC Calbiochem. 662035
Y27632 25 uM Inhibidor de ROCK1 Sigma. Y0503
Blebistatina 50 uM Inhibidor de miosina Sigma. BO560
Dynasore 150 uM Inhibidor de dinamina Sigma. D7693
Latrunculina A 100 nM Inhibidor de F-actina Calbiochem. 428021
Faloidina-TRITC 0.04 U/ml Deteccién de F-actina Moleculez‘lF;robes. RS

Tabla 1. Productos utilizados en los tratamientos celulares.

1.2. Anticuerpos

A continuacién se detallan los anticuerpos primarios y secundarios utilizados

durante los experimentos de inmunocitofluorescencia y western blot (tablas 2 y 3).
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Anticuerpo 1°™ Especie  Dilucién ICF  Dilucién WB  Casa comercial
PI(4,5)P, Mo 1/500 - Echelon. Z-A045
Cortactina Mo 1/200 1/1000 Upstate. 05-180
81-integrina Ra 1/6 ) Universsi?'/ Xll‘lgglifornia
Z ve s - e
GFP Rb - 1/500 Abcam. Ab290
RFP Rb - 1/1000 Genscript. AO0682
ROCK1 Rb . 1/2000 SIGMA. R6028
PACSIN2 Rb 1/75 - Abgent. AP8088b
p-MYPT1 (Thr696) Go = 1/100 Santa Cruz. sc-17556
Actina Mo - 1/5000 Abcam. Ab3280
Dinamina 2 Rb - 1/1000 Abcam. Ab3457

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados. (ICF, inmunocitofluorescencia; WB, western blot; IP,
inmunoprecipitacion; mo, ratén; ra, rata; rb, conejo; go, goat)

Anticuerpo 2°" ICF fluoréforo Dilucién Casa comercial
Alexa-fluor 488 Invitrogen. A21202
anti-mo-IgG Alexa-fluor 555 1/300 Invitrogen. A31570
Alexa-fluor 647 Invitrogen. A21236
Anti-mo-IgM Alexa-fluor488 1/300 Invitrogen. A21042
Alexa-fluor 488 Invitrogen. A11034
anti-Rb Alexa-fluor 555 1/300 Invitrogen. A31572
Alexa-fluor 647 Invitrogen. A21245
Anticuerpo 2°™° WB
Anti-mo-HRP 1/3000 BioRad. 170-6516
Proteina-A-HRP 1/10000 Zymed. 10-1023
Anti-go-HRP 1/5000 Sigma. A5420

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados. (ICF, inmunocitofluorescencia; WB, western blot; mo,
raton; rb, conejo; go, cabra)
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2. Métodos

2.1. Cultivos celulares

En la realizacién de los experimentos se han utilizado células COS1 y células Vero,
provenientes de riidn de mono verde y de fibroblastos de rifion de mono
respectivamente. Todas las células utilizadas han sido cultivadas a 37°C a una
presién parcial de CO, del 5% en un ambiente estéril. El medio de cultivo DMEM
(High Glucose 4.5 g/l, Biological industries) fue suplementado con aminoacidos no
esenciales (Mem-Eagle No essential amino acids solution 100x, Biological
Industries, 1:100), L-glutamina (4 mM), piruvato (Sigma, 1 mM), antibidticos
(penicilina, 50 U/ml; Estreptomicina 50 pg/ml) y suero fetal bovino (FBS, Foetal
Bovine Serum) al 5% en el caso de las células COS1 y al 10% para las células
Vero. Para ayunar las células, se incubaron en DMEM 0% FBS con el resto de

suplementos durante 1 hora.

2.2. DNA
2.2.1. Plasmidos

Los diversos DNAs utilizados se resumen en la tabla 4. A continuacion se detalla el

disefio y clonaje de aquellos plasmidos realizados durante esta tesis:

- GFP-Rac1G12V-A37 y Cherry-Rac1G12V-A37: La mutacion puntual F37A fue
introducida por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con los cebadores
5°-CAG ATT CAC CGG TTT TCC ATC TAC CAT AAC ATT GGC AGA ATA ATT
GTC AGC GAC AGT AGG G-3’, con una sustitucion de la fenilalanina 37 (TTT)
por una alanina (GCT), y 5’- GGA CGA GCT GTA CAA GTC CCT CAT GCA
GGC CAT CAA GTG-3’, usando como molde el plasmido GFP-Rac1G12V. El
producto de PCR fue digerido con BsrGl (sitio de restriccion perteneciente al
vector de expresion) y BstXI (sitio Unico de restriccion interno en la secuencia
de Racl) e introducido en el vector GFP-Racl. Posteriormente, el mutante fue
subclonado en el vector Cherry-C1 mediante los enzimas de restriccion BsrGl y
EcoRI.

- GFP-RaclG12V-A56 y Cherry-Rac1G12V-A56: La mutacién puntual W56A fue
introducida por PCR con los cebadores 5’- C AAT TAT TCT GCC AAT GTT
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ATG GTA GAT GGA AAG CCA GTG AAT CTG GGC TTA GCG GAT ACA GCT
GG-3’, con una sustitucion del triptéfano 56 (TGG) por una alanina (GCG), y 5°-
CAG TCA CGA TGA ATT CTT ACA ACA GCA GGC-3’, usando como molde el
GFP-Racl. El producto de PCR fue digerido con BstXl y EcoRI e insertado en el
vector GFP-Rac1G12V.

- L10-GFP-Inp54pWT y L10-GFP-Inp54pD281A: Estos constructos fueron
clonados a partir de los plasmidos cedidos por el doctor Tobias Meyer 382 g
través de Addgene (# 20155 y # 20156 respectivamente). En primer lugar se
disefio un plasmido que codificaba los diez primeros aminoacidos de la proteina
Lck seguidos de la proteina GFP mediante PCR con los cebadores 5’-CGA
ACA CCG GTC GCC ACC ATG GGC TGT GTC TGC AGC TCA AAC CCT GAA
CAG CTA GCT GCC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG-3' y &5°-TTT
AAA GCA AGT AAA ACC TC-3’, usando el vector EGFP-C1 como molde. El
producto de la PCR fue insertado en el vector EGFP-C1 mediante la digestion
con los enzimas Agel y EcoRI. Posteriormente, los vectores CFP-FKBP-Inp54p
y CFP-FKBP-Inp54p(D281A) procedentes de Addgene fueron digeridos con
EcoRI y BamHI y el producto de la digestion fue insertado en el vector L10-
EGFP-C1.

- GST-ROCK1 725-1024: Debido al gran tamafio de la proteina ROCK1 (160
kDa), que dificulta su clonaje y expresion, se disefié una proteina que incluia
desde el aminoacido 725 al 1024 de ROCK1, en el que se encuentra el dominio
de unién a RhoA (RBD), excluyendo parte del dominio quinasa (aminoacidos
76-338) y el extremo C-terminal, que incluye un dominio Pleckstrin Homology
(PH) y un dominio rico en cisteinas (CRD) (aminoacidos 1103-1320) (figura 16,
Introduccion). Para ello se realizé una PCR con los cebadores 5-GAC CGG
TGG ATC CCG GGC TGT ATT AGC TTT CTT TCT ATC-3’ y 5-CAC ATG GTC
CTG CTG GAG TTC GTG-3’, usando como molde el CFP-ROCKI1-WT,
amablemente cedido por el doctor Gareth Jones 38 El producto de PCR
resultante fue digerido con Xhol y Xmal e insertado en el vector CFP-N1.
Posteriormente el plasmido fue digerido con Bglll y Xmal y el inserto fue
introducido en el plasmido pGEX-4T-2 digerido con BamHI y Xmal, para su

expresion en bacterias.
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GFP-POR1-WT y GFP-POR1-AC-terminal: Se disefié el cDNA de POR1
flanqueado por los sitios de restriccion Bglll y EcoRI para su sintesis a través de
Genscript Gene Synthesis (New Jersey, USA) en el vector pUC59. Tras la
digestion con Bglll y EcoRl, el inserto fue introducido en el vector EGFP-C1,
para producir el GFP-POR1-WT. Para la obtencién de GFP-POR1-AC-terminal,

el extremo C-terminal (aas 217 al 303) fue extraido mediante la digestion de

GFP-POR1-WT con Sall y su posterior religacion.

CONSTRUCTO VECTOR PROCEDENCIA
GFP-Membrane pEGFPC1 Ref. **°
Cherry-Membrane mCherryC1 Ref, 1%
GFP-RaclWT pEGFPC1 Ref. **°
GFP-Rac1G12V pEGFPC1 Ref. **°
Cherry-Rac1G12V mCherryC1 Ref. *°
GFP-Rac1G12V-A37 pEGFPC1 +
Cherry-Rac1G12V-A37 mCherryC1 %
GFP-Rac1G12V-A56 pEGFPC1 %
Cherry-Rac1G12V-A56 mCherryC1 %
GFP-PIP5K pEGFPC1 Ref. *°
Cherry-PIP5K mCherryC1 Ref. '
L10-GFP-Inp54pWT PEGFPC1 t
L10-GFP-Inp54pD281A PEGFPC1 %
GST-ROCK1 725-1024 pGEX-4T-2 %
GFP-POR1-WT pEGFPC1 %
GFP-POR1-AC-terminal pEGFPC1 %
Cortactina-WT prcCMV Ref. ***
Cortactina-AHPSH3 prcCMV Ref. ***
HA-dinamina-K44A pcDNA3.1 ATCC (MBA-93) **

Tabla 4. Plasmidos utilizados para las transfecciones celulares. % Plasmidos
realizados durante esta tesis. Ver seccion 2.2.1. de Materiales y Métodos.
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2.2.2. Transfeccion

Para la expresién ectépica de proteinas en las células se utilizaron plasmidos
purificados mediante un kit de purificacion de DNA plasmidico (Macherey-Nagel,
ref.740615.50). Los plasmidos purificados fueron transfectados mediante el kit de
transfeccion Effectene (Qiagen, ref. 301427), en el caso de experimentos de
microscopia, o el kit de transfeccion Lipofectamine LTX (Invitrogen, ref. 15338-100)
para experimentos destinados al analisis bioquimico, siguiendo en ambos casos las
especificaciones del fabricante. Los experimentos se realizaron 24 horas después

de la transfeccion.

2.3. RNA

Para el silenciamiento de la expresion de genes enddgenos se adquirieron RNAs
pequefios de interferencia (SiRNA), especificos para cada gen. Los siRNAs de
ROCK1 y dinamina fueron adquiridos de Ambion (ref. 4390824 — s12097) y de
Santa Cruz BioTechnologies (ref. sc-43736), respectivamente. La transfeccion se
realizé6 mediante el kit RNAIMAX (Invitrogen, ref. 13778-075), y los experimentos se

realizaron 48 horas después de la transfeccion.

Para la co-transfeccion de siRNA y DNA se llevé a cabo el protocolo de transfeccion
inversa en células en suspension del kit RNAIMAX, segln recomienda el fabricante.

El procedimiento se detalla a continuacion:

- Sembrar células COS1 en una placa de 6 pocillos para una confluencia
del 80% al dia siguiente.

- En un tubo eppendorf mezclar 500 ul de Opti-MEM (Gibco) con el siRNA
para una concentracion de 25 nM. Afadir 0.8 pug de DNA.

- Afadir al tubo 5 pl de Lipofectamine RNAIMAX reagent. Mezclar e incubar
a temperatura ambiente durante 15 minutos.

- Afadir la mezcla a las células recién sembradas.

- 24 horas después de la transfeccion, dividir las células para una
confluencia del 80% al dia siguiente.

- Realizar el experimento 48 horas después de la transfeccion.
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2.4. Técnicas bioquimicas

2.4.1. Analisis de proteinas

2.4.1.1. Cuantificacién proteica

La cuantificacion de la concentracion proteica de la muestra se realizé mediante la
técnica de Bradford **°, utilizando el reactivo BioRad Protein Assay (BioRad). Esta
técnica permite cuantificar pequefias cantidades de proteina midiendo la
absorbancia de la muestra de las longitudes de onda de 595 y 450 nm. Se extrapola
la ratio de absorbancia de la muestra con la curva obtenida a través de soluciones

de sero-albumina bovina (BSA) de concentraciones conocidas.
2.4.1.2. Electroforesis

Tras la cuantificacién proteica, las proteinas de la muestra se separan por
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS. Esta técnica permite la separacién
de las proteinas segun su peso molecular. Los geles de acrilamida constan de dos

fases de diferente concentracion:

- Fase empaquetadora/concentradora: tiene como objetivo la concentracion
de todas las proteinas en un mismo punto antes de que se alcance la fase
resolutiva. Se compone de un porcentaje de acrilamida del 5%.

- Fase resolutiva: su funcién es separar las proteinas de la muestra segun
su peso molecular debido a un tamafio restrictivo de los poros del gel. El
porcentaje de acrilamida puede ser variable en funcién del rango de

resolucién que se requiera, oscilando entre un 6 y un 15 %.

Antes de la carga de las muestras en el gel, éstas deben mezclarse con un tampén
de muestra (TM-4X; 10% SDS, 40% glicerol, 4 mM DTT y 0.4 mg/ml de azul de
bromofenol), en proporcion 1:3 (tampén:muestra), lo que permite la
desnaturalizacién de las proteinas y les confiere la misma carga negativa
especifica. Las muestras son entonces incubadas a 100°C durante 5 minutos, y
posteriormente cargadas en el gel, y sometidas a 35 mA de intensidad eléctrica

durante aproximadamente 1.5 horas.
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2.4.1.3. Western Blot

Tras la separacion, las proteinas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(BioRad, poro 0.45 um), donde pueden ser detectadas mediante anticuerpos
especificos. La transferencia se realiza mediante la aplicacién de una corriente
eléctrica de 60 V durante 2 horas a 4°C. La membrana se somete entonces al

protocolo de western blot:

- Se realiza un lavado de 5 minutos con TBS-T (20 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NacCl, 0.005 % Tween-20)

- Bloqueo de la membrana con TBS-T con 5% de leche en polvo desnatada
durante 50 minutos

- Un lavado de 5 minutos con TBS-T

- Incubacioén del anticuerpo primario en TBS-T durante 2 horas (en el caso
del anti-p-MYPT1, el anticuerpo primario fue incubado en solucién de
bloqueo).

- Tres lavados de 5 minutos con TBS-T

- Incubacion del anticuerpo secundario conjugado con HRP (Horseradish
Peroxidase) en TBS-T durante 0.5-1 hora, segun el anticuerpo (en el caso
del anti-p-MYPT1, el anticuerpo secundario fue incubado en solucién de
bloqueo)

- Tres lavados de 5 minutos con TBS-T.

- Unlavado de 5 minutos con TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl).

- Incubacién con ECL (Enhanced ChemiLuminiscence, Biological Industries)
durante 1 minuto

- Deteccion de la luz generada por la reaccion del HRP del anticuerpo
secundario y el ECL, mediante la exposicion de un film fotogréafico (Super
RX, Fujifilm)

2.4.2. Inmunoprecipitacion

La técnica de la inmunoprecipitacion nos permite aislar una proteina de un lisado
celular y analizar su abundancia o su interaccién con otras proteinas, mediante el
uso de anticuerpos especificos para dicha proteina. En esta tesis se utilizaron

siempre anticuerpos procedentes de conejo en la realizacion de las
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inmunoprecipitaciones. Los complejos antigeno-anticuerpo son precipitados por la
unién del anticuerpo a la proteina A unida covalentemente a esferas magnéticas
(Dynabeads®Life Technologies, ref. 10001D), que pueden ser entonces aisladas
mediante el uso de un iman. Los lisados se obtuvieron con el tampén TGH (1 %
Triton X-100, 10 % glicerol, 50 mM Hepes pH 7.3, 50 mM NaCl, 10 mM NaF, 1 mM
PMSF, 10 mg/ml leupeptina, 10 mg/ml aprotinina, 1 mM NazVO,). El protocolo de la

inmunoprecipitacion se detalla a continuacién:

- Las células son sembradas en placas de 100 mm de diametro y tras las
transfecciones y tratamientos correspondientes, las placas se colocan a
4°C y se lavan dos veces con PBS.

- Se afiaden 700 pl de tampén TGH a cada placa y las células son
recogidas mediante raspado, y colocadas en tubos eppendorf.

- Los extractos celulares se incuban en el tampdn durante 15 minutos a 4°C
en un rotor.

- Se centrifugan los tubos a 16000xg durante 15 minutos a 4°C. El pellet es
descartado.

- Se afladen 1.5 pg de anticuerpo (anti-GFP, conejo. Abcam; anti-RFP,
conejo. Genscript) a cada lisado y se incuba a 4°C durante 2 horas en un
rotor.

- Se afladen 30 pl de la solucion de esferas magnéticas conjugadas con
proteina A y se incuba a 4°C durante 1 hora.

- Mediante el uso de un iman se aislan las esferas del resto de la muestra.
El sobrenadante, que serd la fraccibn no unida, se recoge para un
posterior analisis.

- Se lavan las esferas tres veces con tampdn TGH con una concentracion
de NaCl de 150 mM, para eliminar el mayor nimero de interacciones
inespecificas.

- Se realiza un ultimo lavado no astringente con TGH sin NaCl.

- Se afiaden 40 pl de tampodn de muestra TM 1X a las esferas y se incuban
a 100°C durante 5 minutos, con el fin de inducir la separacién de las
proteinas de interés de las esferas, y desnaturalizarlas.

- Las muestras se cargan en un gel de poliacrilamida para su posterior

analisis por western blot.
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Durante el western blot podemos analizar tanto las proteinas inmunoprecipitadas
mediante el anticuerpo utilizado, como las proteinas que interaccionan con la
proteina de interés, y que han sido co-inmunoprecipitadas. El analisis de la co-
inmunoprecipitacién nos permite estudiar las interacciones entre proteinas dentro

de la célula, y como éstas varian después de tratamientos determinados.

2.4.3. Ensayo de pull-down

2.4.3.1. Transformacién en E. coli, expresién y purificacién de la proteina
GST-ROCK1-725-1024

Bacterias BL21pLys, especializadas en la produccion de proteina, fueron
transformadas con el constructo GST-ROCK1-725-1024 clonado en pGEX-4T-2.
Las bacterias fueron cultivadas en 200 mL de medio LB con ampicilina/cloranfenicol
a 37°C. Cuando la densidad optica del cultivo alcanzé niveles de entre 0.5 y 0.7
(OD, 595 nm), la expresion proteica fue inducida mediante la incubacion con IPTG a
37°C (300 uM, 3 h). El cultivo fue centrifugado a 4°C (10 min, 5000 rpm) y el pellet
obtenido fue almacenado a - 80°C, y posteriormente lisado con un tampén de lisis
(10 mM Tris, 2 mM EDTA, 25% sacarosa) conteniendo inhibidores de proteasas. El
lisado fue sonicado y centrifugado de nuevo a 4°C (20 min, 20000 X g) y la proteina
GST-ROCK1-725-1024 se purific6 del sobrenadante mediante esferas de

glutationa-sefarosa (GE Healthcare).
2.4.3.2. Pull-down

Se transfectaron células COS1 con, GFP-Racl1G12V, GFP-RaclG12V-A37, GFP-
Rac1G12V-A56 o el vector GFP vacio como control negativo. Tras 24 horas de
expresion, las células se lisaron a 4°C con tampo6n TGH (1 % Triton TX-100, 10 %
glicerol, 50 mM Hepes) conteniendo inhibidores de proteasas y los lisados fueron
incubados con GST-ROCK1-725-1024 unido a las esferas de glutationa-sefarosa a
4°C en agitacion durante 2 horas. La presencia de interaccion entre la proteina
GST-ROCK1-725-1024 y las respectivas proteinas GFP fue determinada por

western blot.
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2.5. Técnicas de microscopia

2.5.1. Inmunocitofluorescencia

Mediante esta técnica es posible analizar la localizacién subcelular de proteinas o

lipidos con el uso de anticuerpos primarios especificos y anticuerpos secundarios

conjugados con moléculas fluorescentes, y su posterior analisis mediante

microscopia de fluorescencia. A continuacién de detalla el procedimiento utilizado:

- Las células son sembradas, y en su caso transfectadas, sobre
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro.

- Tras los tratamientos correspondientes, lavar las células con PBS vy fijarlas
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos. Este paso se
lleva a cabo a 37°C para facilitar la preservacion de las estructuras
tubulares de membrana.

- Lavar las células 2 veces con PBS.

- Permeabilizar con Tritbn X-100 0.1% o con saponina 0.1% en PBS
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar con PBS.

- Bloquear con BSA 1% en PBS durante 5-10 minutos.

- Lavar con BSA 0.1% en PBS.

- Incubar las células con el anticuerpo primario en una solucion de BSA
0.1% en PBS durante 50 minutos a temperatura ambiente.

- Lavar tres veces con BSA 0.1% en PBS.

- Incubar con el anticuerpo secundario conjugado con un fluoréforo en una
soluciébn de BSA 0.1% en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

- Lavar tres veces con PBS.

- Lavar una vez con agua destilada.

- Montar los cubreobjetos sobre el portaobjetos con el medio de montaje

mowiol.
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2.5.1.1. Internalizaciéon de B1-integrina

La dinamica de la internalizacion de B1-integrina fue analizada mediante técnicas
de inmunocitofluorescencia. La incubacion del anticuerpo primario se realiz6 in vivo
a 4°C, para inhibir su internalizacién durante la formacion de los complejos

antigeno-anticuerpo. A continuacién se detalla el procedimiento utilizado:

- Células COS1 son sembradas y transfectadas con GFP-Mem o GFP-
Racl1G12V sobre cubreobjetos.

- Tras 24 horas de expresiéon, las células se atemperan a 4°C, y a
continuacion se incuban con el anticuerpo primario anti-B1-integrina (rata)
durante 30 minutos.

- Lavar el exceso de anticuerpo con PBS e incubar las células a 37°C en
presencia o ausencia de W13 y dejar internalizar el complejo antigeno-
anticuerpo durante 25 minutos.

- Tras la internalizacién, lavar dos veces con PBS a 4°C.

- Realizar un lavado acido (acido acético glacial 0.5%, NaCl 0.5 M pH3.0) a
4°C durante 2 minutos, para eliminar el anticuerpo unido no internalizado.

- Lavar 2 veces con PBS.

- Fijar las células con paraformaldehido al 4% en PBS a 37°C (para evitar la
rotura de los tubulos).

- Permeabilizar con Triton X-100 0.1% en PBS durante 5 minutos.

- Bloquear con BSA 1% en PBS durante 10 minutos.

- Incubar anticuerpo secundario (anti-rata) conjugado con un fluoréforo
durante 30 minutos.

- Andlisis por microscopia de fluorescencia.

Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal espectral TCS SP5
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania), acoplado a una camara DMI6000
(Leica). Se tomaron imagenes de varios planos del eje Z con el fin de abarcar la
totalidad de la célula. El andlisis de las imagenes se realizé con el programa ImageJ
(National Institute of Health). Para determinar la cantidad de p1-integrina
internalizada en cada condicion, se tuvieron en cuenta los valores de fluorescencia

normalizados por unidad de area celular.
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Con el fin de comparar los valores totales de internalizacion de células GFP-
RaclG12V y células GFP-Mem ftras el tratamiento con W13, se combinaron los
valores de internalizacion obtenidos de células con vy sin tibulos en un mismo valor.
Para ello se tuvo en cuenta el porcentaje medio obtenido para cada categoria en
experimentos anteriores, que corresponden a un 70% de células sin tdbulos y un

30% de células con tibulos, aplicando la siguiente férmula:

I = (Is X 15) + (Ic X 1)
Donde,
I = internalizacién media de la poblacion total de células GFP-Mem tratadas con W13.
I = internalizacion media de células GFP-Mem sin tGbulos tratadas con W13.
I, = internalizacion media de células GFP-Mem con tibulos tratadas con W13,
Ty = 0.7 (ratio media de células GFP-Mem sin tlbulos tratadas con W13).

1. = 0.3 (ratio media de células GFP-Mem con tabulos tratadas con W13).

Mediante esta formula corregimos la desviacion de los porcentajes de células con y
sin tibulos debida al pequefio tamafio de la muestra obtenida mediante esta

técnica.
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Antecedentes y objetivos

El fosfolipido PI(4,5)P, ha sido descrito ampliamente como un factor clave en la
endocitosis. De hecho, numerosas proteinas endociticas contienen dominios de
unién especificos para PI(4,5)P,. La dinamica de su metabolismo esta finamente
regulada por diversos enzimas que pueden fosforilarlo, defosforilarlo, hidrolizarlo o
sintetizarlo a partir de precursores, cambiando su concentracién en dominios
especificos de la membrana. En los primeros pasos de la endocitosis, la
concentracién de PI(4,5)P, aumenta y recluta clatrina u otros tipos de proteinas de
cubierta o asociadas a procesos de remodelacion de membrana, dando lugar a una
invaginacion. Mas tarde, los niveles de PI(4,5)P, deben reducirse para completar el
proceso de formacion de vesiculas. En los Gltimos afios, nuestro grupo ha descrito
como la calmodulina (CaM) esta regulando la interacciéon entre Racl y PIP5K, el
principal enzima productor de PI(4,5)P,. La inhibicién de la CaM, que es el sensor
de calcio (Ca2+) mas importante en células no musculares, induce la formacién de
invaginaciones tubulares ricas en PI(4,5P, provenientes de la membrana
plasmética, que parecen formar parte de un proceso endocitico independiente de

%5 Sin embargo, también se observé que la sobreexpresiéon del Racl

clatrina
constitutivamente activo (RaclG12V) inhibia las tubulaciones inducidas por la
inhibicibn de CaM, lo que podria deberse a la accion de efectores de Racl
relacionados con el metabolismo de PI(4,5)P,, como la fosfolipasa C (PLC), o

relacionados con la dindmica del citoesqueleto.

Los sitios de endocitosis estan estrechamente ligados al citoesqueleto de actina, ya
que éste puede contribuir a la deformacion, invaginacion o fisiébn de la membrana.

La cortactina modula la dindmica del citoesqueleto de actina durante la CDE y la

CIE "*"*% en asociacion con diversas proteinas como WASP, dinamina o Arp2/3

2101173174 "E< conocido gue la cortactina requiere de Racl para ser translocada a la

338,339 Asimismo, la

membrana plasmatica pero no se conoce bien el mecanismo
tensién de la membrana plasmatica es también un elemento clave en la regulacion
de la internalizacion, estimulandose la endocitosis en regiones con una baja tension

de membrana 3434

. La miosina, en especial la miosina Il de células no musculares,
es, junto con la actina, uno de los principales reguladores de la tension de
membrana, especialmente durante la migracién celular. Todo ello nos permite
hipotetizar que la accion de las RhoGTPasas en general, y de Racl en particular,

sobre la actina y la miosina durante la endocitosis y otros procesos celulares, podria
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ser la responsable del impacto de RaclG12V sobre los tlbulos inducidos por
PI(4,5)P,.

La dinamica de las adhesiones focales, que vinculan el citoesqueleto con la matriz
extracelular a través de la integrina, esta también regulada por la endocitosis

67,68,291,293,342,343

durante la migracion celular . Existe ademés una estrecha regulacion

reciproca entre las RhoGTPasas y el trafico de integrinas *°%3%23%3*% que se
extiende a lo largo del eje anteroposterior de la célula en migracién, en el que
generalmente Racl esta activado en la parte anterior, y RhoA en la parte posterior.
Por tanto, seria interesante analizar si el fendbmeno endocitico que hemos
observado durante la inhibicién de la CaM, y que depende de la actividad de Racl,

puede ser un elemento regulador del trafico de integrinas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la informacion relacionada encontrada en

la bibliografia, se plantearon los tres principales objetivos de esta tesis doctoral:

1. Analizar la contribucién de PI(4,5)P, en la generacion de la red tubular

inducida por la inhibicion de la CaM.

2. Determinar la relevancia de las tubulaciones en la internalizacién de

integrina.

3. Determinar el papel de Racl y sus efectores en la regulacion de los

tubulos.
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CAPITULO |

1. Estudio de la implicaciéon de Racl y PI(4,5)P, en la
formacién de estructuras tubulares de membrana:

regulacion por CaM

Tal como se ha comentado en la introduccion y en los antecedentes, el tratamiento
con W13 induce en las células la formacion de una red tubular procedente de la
membrana plasmatica, conectada con el exterior y que parece estar relacionada
con algunos tipos de endocitosis independientes de clatrina (CIE). Los trabajos
previos del grupo sugerian un papel clave de Racl, asi como de PIP5K y su
producto PI(4,5)P,, en el proceso de tubulacién observado. En este apartado se

analiza la implicacion de cada uno de estos elementos con mayor detalle.

1.1. Las tubulaciones inducidas por el tratamiento con W13
son debidas a la inhibicion especifica de la CaM

Los fenotipos producidos por el tratamiento con W13 son asumidos normalmente
como una consecuencia de la inhibicion de CaM. Sin embargo, al ser una base
débil anfipatica, esta molécula es capaz de unirse a los fosfolipidos acidos de la
cara interna de la membrana plasmatica, modificando su potencial electrostatico **°,
lo que podria provocar efectos fenotipicos independientes de la inhibicion de CaM.
Con el fin de descartar esta posibilidad, se analizé la formacion de tubulos después
de diversos tratamientos con moléculas quimicamente similares al W13, pero sin
efectos descritos sobre la CaM, asi como con compuestos inhibidores de la misma

gue no guardan relacion con el W13 en cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas.

Se analizd6 por tanto el efecto de la molécula esfingosina, la cual a bajas
concentraciones une mas fuertemente los fosfolipidos acidos que el W13 sin
mostrar efectos sobre la CaM, asi como el W12, quimicamente muy similar al W13
pero también sin efectos demostrados sobre la CaM a las concentraciones

utilizadas con el W13 en nuestros experimentos. Por otro lado se testo el efecto del
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calmidazolium, otro inhibidor de CaM, y del BAPTA, un quelante de Ca*, ion
necesario para la accion de la proteina. El grafico de la figura 1 muestra el
porcentaje de células que presentan mas de 5 tdbulos, umbral establecido para
considerar la aparicion del fenotipo. El calmidazolium y el BAPTA indujeron la
misma red tubular producida por W13, mientras que el W12 y la esfingosina no
mostraron diferencias respecto a las células control. Estos resultados confirman que

los tubulos inducidos por W13 son debidos a una inhibicién especifica de la CaM.

GFP-Rac1

A
3 20

-_— h % ¥k %k
2 18
2 16
14
s 12
8 10
4 8
5 6
S 4
X 2
0

Esfingosina

Figura 1. La inhibicidon especifica de la CaM por W13 induce tubulaciones de membrana. (A)
Células COS1 que expresaban GFP-Racl fueron tratadas con W13 (5 pg/ml), calmidazolium (CDZ, 7,5
pg/ml), W12 (10 pg/ml), BAPTA-AM (50 puM) o las concentraciones crecientes indicadas de esfingosina
durante 20 min a 37°C. La grafica muestra el porcentaje de células que presentaban mas de 5 tibulos
(media £ SEM de 3 experimentos independientes, n = 100 células). La significancia estadistica entre las
diferentes condiciones y el control correspondiente fue determinada mediante el test t-Student “p<0.01,
"p<0.001. (B) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células representativas, que expresaban
GFP-Racl, sometidas a los tratamientos indicados (barras, 10 um).

1.2. La inhibicién de CaM incrementa la interacciéon entre Racl
y PIP5K

En los estudios previos del grupo se habia determinado que la CaM, al
interaccionar con la region polibasica del Racl activo, podia modular la interaccion
de éste con uno de sus efectores, PIP5K, enzima responsable de la sintesis de

PI(4,5)P,. Durante el transcurso de esta tesis, la interaccion entre Racl y PIP5K se
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ha analizado bioquimicamente con mas detalle mediante co-inmunoprecipitaciones
reciprocas en presencia o ausencia del inhibidor de CaM. Para ello se expresaron
transitoriamente las proteinas RaclG12V y PIP5K fusionadas con las proteinas
fluorescentes Cherry y GFP respectivamente en células COS1. Tras 2 horas de
ayuno, se inmunoprecipitaron dichas proteinas con los anticuerpos anti-RFP y anti-
GFP, y la presencia de RaclG1l2V o PIP5K inmunoprecipitadas o co-
inmunoprecipitadas fue detectada por western blot (Figura 2). Los resultados
corroboran que la CaM interfiere en la interaccidon entre Racl y PIP5K, pues su

inhibicién induce una mayor interaccién entre ambas proteinas.

Figura 2. La inhibicion de CaM

Ctrl W13 Ctrl W13 3 * por W13 aumenta la interaccién

entre Racl y PIP5K. Cherry-

cherry-Rac1 |- -| |— — ]»50kDa 2 Rac1G12V y GFP-PIP5K fueron
1 co-expresados transitoriamente en

GFP'P|P5K|— ""‘l |- -L75kDa i células COS1. Tras el tratamiento
Lisados IP:GFP cl w13 con W13 (5 minutos, 15 pg/ml),

GFP-PIP5K o Cherry-Racl1G12V

4 fueron inmunoprecipitados con un

Ctrl W13  Ctl W13 s ant!cuerpo policlonal anti-GFP o

anti-RFP, respectivamente, y la

GFP-PIP5K I --l | : “,75,@3 2 presencia de Cherry-Racl o GFP-
] PIP5K fue detectada por western

cherry-Ract @ g)—sokoa blot. Las graficas muestran la
0! relacion de las respectivas co-

Lisados IP:RFP et W13 inmunoprecipitaciones entre  las
diferentes condiciones, obtenidas
mediante densitometria (n=3).

1.3. Papel de PI(4,5)P, en la induccién de tubulos durante la
inhibicién de CaM

La inhibicion de CaM produce efectos evidentes sobre la interaccion entre Racl y
PIP5K, lo cual podria alterar el metabolismo de PI(4,5)P,, producto de PIP5K.
Asimismo, en trabajos previos del grupo se demostré la implicacién directa de este
enzima en la formacion de los tdbulos de membrana, pues cuando se
sobreexpresaba durante 24 horas causaba un efecto similar al tratamiento con W13

1% También se describié la presencia de PI(4,5)P, en los tibulos mediante la

135

expresion transitoria de sondas especificas para dicho fosfolipido Dichas

observaciones hacian probable una posible relacién entre las tubulaciones
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inducidas por la inhibicion de la CaM vy la regulacion de PI(4,5)P, y nos condujeron

a estudiar con mayor detalle la implicacion de este fosfolipido.
1.3.1. Presenciay requerimiento de PI(4,5)P;

Como hemos comentado, la presencia de PI(4,5)P, en los tdbulos ya fue descrita
previamente en nuestro laboratorio. Con el objetivo de detectar con mayor precision
este fosfolipido en los tubulos, se realizd la deteccion del mismo mediante
inmunocitofluorescencia, utilizando un anticuerpo especifico contra PI(4,5)P,, en
células COS1 tratadas con W13 y que expresaban un marcador de membrana. En
la figura 3A se puede apreciar claramente un marcaje especifico en los tabulos, que

indica la presencia de PI(4,5)P, en los mismos.

Con el fin de determinar si el aumento y presencia de PI(4,5)P, es causante directo
del fenotipo tubular, y no es simplemente una consecuencia no relacionada con la
formacién de los tdbulos inducidos por W13, se estudié el impacto de la adicién
directa de PI(4,5)P, exdgeno en células COS1. Las células mostraron el mayor
porcentaje de tabulos a una concentracién de 50 uM de PI(4,5)P, (figura 3B), y a
esta concentracién se analizd estadisticamente el efecto sobre la formaciéon de
tubulos (figura 3C). La incubacién con PI(4,5)P, indujo un porcentaje de células con
tubulos similar al tratamiento con W13, lo cual indica una relacion causa-efecto
entre el aumento de este fosfolipido y la aparicién de las tubulaciones. En la figura

3D se muestra una imagen representativa obtenida mediante microscopia confocal.

1.3.2. La accion de la dinamina es necesaria para la formacién de

los tubulos

La dinamina es una GTPasa grande implicada en la fisibn de la membrana

plasmatica durante la endocitosis dependiente de clatrina (CDE) y en algunos tipos

352,353 95,354

de CIE ¥%%%! asi como en la fisién de organulos e incluso

88,355

, citoquinesis

en el reordenamiento del citoesqueleto de actina . Se ha descrito de hecho una

relacion estrecha entre la dinamina y la cortactina, una proteina relacionada con la

actina, en procesos de endocitosis y durante la reordenaciéon del citoesqueleto

107173 - Asimismo, hay estudios que demuestran que la dinamina puede inducir

350,356

tubulaciones tanto en liposomas como en células vivas . Ademas, la dinamina
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contiene un dominio PH de unién a PI(4,5)P,, y este fosfolipido es importante para
la accién de la proteina *’. La relacién de la dinamina con la endocitosis, y la
importancia de PI(4,5)P, en su modo de accion nos llevé a analizar su papel en el

proceso de tubulacién inducido por este fosfolipido.
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Figura 3. PI(4,5)P, se encuentra en los tubulos y es necesario y suficiente para su formacién. (A) Células COS1
transfectadas con el marcador de membrana Cherry-Mem fueron tratadas con W13 (20 min, 5 ug/ml). El P1(4,5)P,
fue detectado por inmunofluorescencia con un anticuerpo de ratén especifico. (B) Células COS1 transfectadas con
Cherry-Mem fueron incubadas con diferentes concentraciones de PI(4,5)P, exégeno durante 20 minutos y se
cuantificd el porcentaje de células que presentaban tubulos. (C) Porcentaje de células con tibulos después de la
incubacion con PI(4,5)P, (20 min, 50 uM). Se muestra la media = SEM de 4 experimentos independientes (n=100). La
significancia estadistica entre las diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student Mp<0.01. (D)
Imagen representativa de una célula COS1 con tubulos después del tratamiento con PI(4,5)P,. (barras, 10 um).

Para ello se transfectaron células COS1 con el marcador de membrana Cherry-
Mem, y se trataron con W13 durante 20 minutos, en presencia o ausencia de
dynasore, un inhibidor quimico de la dinamina, que impide su actividad GTPasa
intrinseca y bloquea el ciclo GTP/GDP necesario para la accion de la dinamina. En
paralelo también se expresé dinamina-K44A, que actia como dominante negativo
manteniendo a la dinamina constitutivamente unida a GDP (figura 4A). El
tratamiento con dynasore redujo drasticamente el nimero de células con tdbulos,
tanto a nivel control como en presencia de W13. De igual modo, la expresion de
dinamina-K44A redujo las tubulaciones en presencia de W13, aunque no tuvo
ninglin efecto a nivel control. Una tercera estrategia fue llevada a cabo para
confirmar la importancia de la dinamina, silenciando la proteina mediante la
transfeccion de un siRNA especifico (figura 4B). 48 horas después de la co-
transfeccion del siRNA y el marcador Cherry-Mem, las células fueron tratadas con
W13. La ausencia de dinamina también redujo significativamente el nimero de
células con tubulos. En contra de lo que cabia esperar, teniendo en cuenta la
funcion mejor descrita de la dinamina, que es la fisién de las membranas durante la
endocitosis, estos resultados demuestran que la dinamina no participa en la fision
de dichos tubulos impidiendo su elongacion (la ausencia de dinamina no provocé
mayor porcentaje de tubulaciones), sino que, por el contrario, los resultados
demuestran que es completamente necesaria para su formacién después del
incremento de PI(4,5)P,.

1.3.3. Importancia de la PKC

La proteina quinasa C (PKC) esta estrechamente relacionada con la regulacién de
P1(4,5)P, en la membrana plasmatica mediante la fosforilacion de proteinas como
MARCKS %, al permitir un aumento de la disponibilidad de este fosfolipido en la

cara interna de la membrana plasméatica debido a la translocacion de MARCKS
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Figura 4. La formacién de tubulos dependientes de PI(4,5)P; requiere la presencia de dinamina
funcional. (A) Cuantificacion de células CherryMem con tubulos tratadas o no con W13 en presencia
de dynasore o de sobreexpresion de dinamina-K44A. (B) Cuantificacion de células CherryMem con
tibulos tratadas o no con W13 en presencia de siRNA especifico de dinamina o con un siRNA no
especifico. En el panel derecho se muestran los niveles de expresion de dinamina detectada por
western blot en cada condicién. Se muestra la media + SEM 3 experimentos independientes (n=100
células). La significancia estadistica entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada
mediante el test t-Student “p<0.01, “"p<0.001.

hacia el citoplasma. Ambas proteinas estan ademas relacionadas con la CaM en la
regulacion de PI(4,5)P, **'. De hecho, la fosforilacion de MARCKS por PKC impide
la unién a CaM, y por el contrario la unién de CaM impide la fosforilacién por PKC,
generdndose una regulaciéon cruzada entre las vias de PKC y CaM. En trabajos
previos del grupo se ha descrito que la inhibicién de CaM induce un aumento en la
fosforilacion de MARCKS por PKC y provoca su translocacion desde la membrana

%1 para

plasmatica hacia el compartimento endocitico, concentrandose en los EEs
comprobar la implicacion de PKC en la formacion de los tibulos inducidos por W13,
se transfectaron células COS1 con el marcador de membrana GFP-Mem y después

de una hora de ayuno, se trataron con BIM o con TPA, inhibidor y activador de PKC
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respectivamente, en presencia o ausencia del inhibidor de CaM (figura 5). La
activacion de PKC actud sinérgicamente junto al W13, aumentando el nimero de
células con tubulaciones, mientras que su inhibicién anulé totalmente la formacion

de tlbulos.

Estos resultados muestran que la actividad de la PKC facilita y es necesaria para la
formacion de estas estructuras, posiblemente a través de la fosforilacion de
MARCKS u otras proteinas, que podrian ser inhibidas por la union de CaM,
incrementando eventualmente la accesibilidad de PI(4,5)P,. Esto constituiria otro
posible mecanismo para el aumento de PI(4,5)P,, ademas del producido por el

aumento de la interaccion entre Racl y PIP5K.
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Figura 5. La actividad de PKC es necesaria para la formacién de los tabulos. Células COS1 que
expresaban GFP-Racl fueron tratadas con W13 (20 min, 5 pg/ml), BIM (30 min, 5 uM) o TPA (20 min,
100 nM) a 37°C. Se muestra la media + SEM de 3 experimentos independientes (n = 100 células). La
significancia estadistica entre las diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student
"p<0.05, “p<0.01.

1.4. La activaciobn constitutiva de Racl inhibe Ilas

tubulaciones inducidas por PI(4,5)P;

Nuestro grupo ya habia demostrado previamente que la expresion transitoria del
dominante negativo de Racl, el mutante T17N, era suficiente para inducir una red
tubular similar a la producida por el tratamiento con W13, y que por el contrario, la

expresién del Racl-G12V, constitutivamente activo, era capaz de inhibir las
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tubulaciones inducidas por esta droga % Teniendo en cuenta la estrecha relacién
entre el aumento de PI(4,5)P, y el efecto tubulador del W13 descrita hasta el
momento, se analiz6 si la inhibicién de dicho efecto por parte del Racl activo se
trasladaba también sobre el efecto homélogo de la sobreexpresion de PIP5K o la
adicion de PI(4,5)P, exdgeno a las células. Para ello se expresé el Rac1G12V y/o la
PIP5K en células COS1. Por otro lado, se incubaron células con PI(4,5)P, exdgeno
también en presencia o ausencia de Racl-G12V expresado transitoriamente. Los
resultados muestran como el Racl constitutivamente activo es capaz de inhibir
también las tubulaciones producidas por estos dos tratamientos de una manera
similar a como lo hace frente al tratamiento con W13 (figura 6), sugiriendo un
proceso de induccién e inhibicién tubular similar en los tres casos y confirmando de

nuevo una implicacién directa de PI1(4,5)P, en el efecto de la inhibicién de CaM.

Las balsas lipidicas son dominios altamente ordenados de la membrana plasmatica
ricos en algunos lipidos como colesterol o PI(4,5)P,. Diversos estudios muestran
que Racl co-localiza con marcadores tipicos de las balsas lipidicas, y es co-

purificado con las fracciones celulares correspondientes a estos dominios 158359,
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Figura 6. Rac1G12V inhibe las tubulaciones inducidas por el incremento de PI(4,5)P,. Células
COS1 que expresaban el marcador GFP-Mem (ctrl) o GFP-Rac1G12V fueron tratadas con PI(4,5)P,
exoégeno (20 min, 50 pM), W13 (20 min, 5 pg/ml) o co-transfectadas con PIP5K a 37°C. Se muestra la
media + SEM de 3 experimentos independientes (n = 100 células). La significancia estadistica entre las
diferentes condiciones fue determinada mediante el test t-Student "p<0.05, “'p<0.001.
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Ademas, la translocacién de Racl a las balsas lipidicas esta directamente
relacionada con su actividad, la cual puede ser selectivamente inhibida

30 Asimismo,

localizandose en dominios no ordenados de la membrana plasmatica
en trabajos previos de nuestro grupo se determind que las tubulaciones eran
formaciones endociticas correspondientes a vias CIE y que por tanto, podrian
originarse en las balsas lipidicas ®'%.

Se analizé por tanto la importancia del PI(4,5)P, localizado especificamente en las
balsas lipidicas durante la formacién de los tubulos. Para ello se disefid y expresé
una fosfatasa especifica de PI(4,5)P,, proveniente de una levadura, fusionada a un
péptido correspondiente a los 10 primeros aminoacidos de la proteina Lck (L10-
GFP-PasaWT) y que es una sefial de direccionamiento a las balsas lipidicas, con el
fin de dirigir la fosfatasa especificamente a las mismas. Con ello conseguimos
presumiblemente reducir los niveles de PI(4,5)P, solo en las balsas lipidicas, y
analizar el efecto de su disminucién sobre la induccion de los tubulos. Asimismo,
expresamos una version mutada no funcional de esta fosfatasa, con la mutacion
D281A (L10-GFP-PasaD281A), para descartar posibles efectos inespecificos

debidos a la expresion o localizacidon de la proteina. La expresion de la fosfatasa
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Figura 7. La expresion de una fosfatasa especifica de PI(4,5)P,, dirigida especificamente a balsas
lipidicas, inhibe la formacién de tubulaciones inducidas por W13. Células COS1 que expresaban
Cherry-Mem y una fosfatasa especifica de PI(4,5)P, en su forma salvaje (WT) o el mutante inactivo
(D281A), dirigidas especificamente a las balsas lipidicas, fueron tratadas con W13 (20 min, 5 pg/ml). La
grafica muestra el porcentaje de células con méas de 5 tubulos en las condiciones indicadas (media +
SEM de 3 experimentos independientes, n=100). La significancia estadistica entre las diferentes
condiciones fue determinada mediante el test t-Student ‘p<0.05.
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salvaje anulé completamente las tubulaciones inducidas por la inhibicion de CaM,
mientras que la versién no funcional no produjo ningun efecto (figura 7). Este
resultado sugiere que el W13 induce tubulaciones debido a un aumento de
P1(4,5)P, y que es en las balsas lipidicas donde dicho aumento tiene un impacto

sobre la formacién de tubulaciones endociticas.

1.5. Las tubulaciones son ricas en PACSINZ2, una proteina con
dominio BAR

Las proteinas de la familia BAR son proteinas de unién a lipidos, capaces de
detectar, estabilizar y generar curvatura en las membranas celulares. Estas
proteinas estan intrinsecamente curvadas y se unen especificamente a diversos
fosfolipidos, lo que determina la membrana diana para cada proteina BAR. La
proteina PACSIN2 (protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2) es
una proteina con dominio F-BAR, y su dominio SH3 en el extremo C-terminal media
la interaccién con diversas proteinas, como dinamina o proteinas relacionadas con
el citoesqueleto. Ademas, esta proteina interacciona especificamente con
fosfatidilserina (PS) y PI(4,5)P,, generando y estabilizando la curvatura en

361

membranas ricas en estos fosfolipidos *>~. PACSIN2 se ha relacionado con la

tubulacién de la membrana plasmatica durante la endocitosis mediada por

362-364

caveolina y otras vias dependientes de las balsas lipidicas , ¥ se ha descrito

gue puede asociarse con Racl para regular la migracién celular 365,

Se analiz6 por tanto, si PACSIN2 estaba presente en las tubulaciones inducidas por
la inhibicion de la CaM. Para ello se llevd a cabo una inmunofluorescencia en
células COS1 transfectadas con el marcador GFP-Mem. Tras 24 horas de
expresion, las células fueron tratadas con W13 y el PACSIN2 fue detectado con un
anticuerpo especifico (figura 8A). PACSIN2 localizaba claramente en los tubulos
inducidos por W13. El mismo experimento fue realizado en células COS1 que
expresaban GFP-Rac1G12V, con el fin de comprobar si la activacién constitutiva de
Racl era también capaz de impedir la formacion de tabulos PACSIN2-positivos
(figura 8B). El tratamiento con W13 aumenté la cantidad de estructuras tubulares

positivas para PACSIN2 en células control, y la expresion del Racl
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constitutivamente activo inhibié fuertemente su formacion. Estos resultados
sugieren que PACSIN2 podria estar participando en la estabilizacion o formacion de
los tabulos inducidos por W13, posiblemente mediante la union a PI1(4,5)P,, aunque
no se puede descartar la participacion de otras proteinas con dominios BAR en el
proceso.

G12\ PACSIN2-555 Merge

Figura 8. Los tubulos contienen PACSIN-2, una proteina con dominio F-BAR. Células COS-1 fueron
transfectadas con GFP-Mem (A) o con GFP-Racl1G12V (B) y tratadas con W13 (20 min, 5 pug/ml) para
inducir la formacion de tdbulos. La deteccion de PACSIN-2 se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia
(barras, 10 pm).

En el siguiente capitulo se analizara el papel de Racl, asi como de las tubulaciones
inducidas por el aumento de PI(4,5)P,, en la internalizacion de integrinas, la cual se
produce en parte a través de vias CIE. En el tercer y ultimo capitulo se expondra
como la actividad de Racl inhibe las tubulaciones, asi como los mecanismos

moleculares implicados en dicha inhibicion.
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CAPITULO Il

2. Relevancia fisiolégica de las tubulaciones de

membrana

En este apartado se analizardn las posibles funciones fisiolégicas de las
formaciones tubulares inducidas por el incremento de PI(4,5)P,, centrandonos en su
importancia en procesos endociticos, y en especial en la internalizacion de (31-

integrina, relacionada en numerosos estudios con Rac1 27%%%°3%8,

2.1. Los tubulos inducidos por W13 contienen B1-integrina

Las integrinas son proteinas heterodiméricas transmembrana que funcionan como
receptores de la matriz extracelular (MEC), y vinculan el citoesqueleto de actina
intracelular con el exterior *°. Con la combinacion de 18 subunidades a y 8 B,
existen 24 heterodimeros de integrina diferentes en mamiferos, que se expresan
especificamente en diferentes células y tejidos, dando como resultado la regulacion
de diversos procesos celulares como proliferacién, apoptosis, diferenciacion y

276

migracién celular De hecho, la regulacién del trafico de integrinas,

internalizacion y reciclaje, es fundamental en procesos de migracion celular. Las

Merge GFP-Mem Bl-integrina

Figura 9. Presencia de B1-integrina en tabulos inducidos por el aumento de PI(4,5)P,. Células COS1
fueron transfectadas con el marcador de membrana GFP-Mem. Se incubaron las células con anticuerpo
anti-B1-integrina y se dejd internalizar durante 20 minutos, al tiempo que se indujo la formacion de tabulos
mediante el tratamiento con W13. El anticuerpo anti-B1-integrina fue detectado por
inmunocitofluorescencia con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con Alexa-555 (barra, 10 um).
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integrinas pueden ser internalizadas por muchas de las principales rutas
endociticas, incluyendo vias dependientes e independientes de clatrina ®%9%342343,
Con el fin de averiguar si la integrina puede ser internalizada a través de los tubulos
inducidos por el incremento de PI(4,5)P,, producido por la inhibicién de CaM, se
realiz6 un experimento de inmunocitofluorescencia. Se transfectaron células COS1
con el marcador GFP-Mem y después de 24 horas de expresién, se incubaron con
un anticuerpo de rata anti-B1integrina (ectodominio) para la unién a la integrina
localizada en la membrana plasmética durante 30 minutos a 4°C, con el fin de evitar
la internalizacién durante la unién del anticuerpo. Posteriormente, las células fueron
lavadas e incubadas durante 20 minutos a 37°C en presencia de W13 para
estimular la internalizacion de integrina y la formacién de tdbulos. Seguidamente,
las células fueron fijadas y permeabilizadas, y mas tarde incubadas con un
anticuerpo secundario anti-rata marcado fluorescentemente (figura 9). Se tomaron
imagenes de células que presentaban tibulos tras el tratamiento. En las imagenes
puede apreciarse claramente la presencia de B1integrina en los tubulos, lo que
indica que podrian formar parte de alguna de las rutas de internalizacion de esta

proteina.

2.2. La entrada a través de los tubulos altera el tréafico

intracelular de B1-integrina

Una vez internalizadas, las integrinas llegan rapidamente a los endosomas
tempranos (EE, early endosome). En presencia de fibronectina siguen la ruta a los
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endosomas tardios para su degradacion , pero la mayoria de integrinas

internalizadas son recicladas de vuelta a la membrana plasmatica desde los EE *°.
Es interesante analizar por tanto si, tras su internalizacion a través de los tubulos, el
trafico intracelular de B1-integrina se ve alterado respecto a la ruta seguida en
células que no presentan tubulaciones. Para ello se llevé a cabo un experimento de
inmunocitofluorescencia en células COS1 que expresaban transitoriamente el
marcador GFP-Mem. Se incubaron las células con un anticuerpo de rata anti-p1-
integrina durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se dejo internalizar la integrina
a 37°C durante 20 minutos en presencia o ausencia de W13. Después de fijar y
permeabilizar las células, fueron incubadas con un anticuerpo anti-EEA1, marcador

tipico de los EE, y mas tarde con los anticuerpos secundarios correspondientes
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para la deteccion fluorescente de B1-integrina y EEA1 (figura 10). Segun lo
esperado, las células sin tratar mostraron un alto nivel de co-localizacion entre
vesiculas EEA1 positivas y B1-integrina tras 20 minutos de internalizacion (figura
10A). Lo mismo ocurria en las células tratadas con W13 que no presentaban
tubulaciones. Por el contrario, en células con tubulos tratadas con W13, la B1-
integrina se localizaba en las tubulaciones y disminuia notablemente su localizacién
en vesiculas positivas para EEA1l (figura 10B). Este resultado sugiere que la
induccion de tubulos provoca una rapida internalizacién de B1-integrina,
excluyéndola del trafico convencional hacia los EEs, al menos en los primeros
estadios desde su internalizacién, lo cual podria impedir un inmediato reciclaje de

vuelta a la membrana plasmatica.

Figura 10. La formacién de tubulos altera el trafico intracelular temprano de fB1-integrina. Células
COS-1 fueron transfectadas con el marcador de membrana GFP-Mem. Tras 24 horas de expresion, las
células fueron incubadas con anticuerpo anti-B1-integrina y tratadas con W13 durante 20 min. La B1-
integrina y el EEA1 de células con (B) y sin tdbulos (A) fueron detectados por inmunocitofluorescencia
(barras, 10 um).
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2.3. La formacién de tubulos incrementa la entrada neta de

Blintegrina

Se ha descrito que los tubulos inducidos por la inhibicién de la CaM son una via de
entrada de B1lintegrina y que afectan su tréafico intracelular tras la internalizacion.
Para determinar si esta ruta de entrada de B1-integrina se traduce en un incremento
en su internalizacion se llevo a cabo un ensayo de internalizacién para cuantificar la
tasa de entrada y compararla con la de células sin tdbulos. Para ello se
transfectaron células COS1 con el marcador GFP-Mem. Tras 24 horas de expresion
las células fueron incubadas con anticuerpo anti-B1-integrina durante 30 minutos a
4°C, y tras lavar el anticuerpo no unido, se dejé internalizar la integrina durante 20
minutos a 37°C, en presencia 0 ausencia de W13. Después de la internalizacion, las
células fueron sometidas a un lavado acido a 4°C durante 2,5 minutos para eliminar
el anticuerpo no internalizado, y mas tarde fueron fijadas y permeabilizadas, vy el
anticuerpo internalizado fue detectado mediante un anticuerpo secundario marcado
con fluorescencia. La cantidad de B1-integrina internalizada fue determinada
mediante la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia de las células en
imagenes de microscopia confocal. El tratamiento con W13 aumento ligeramente la
cantidad de B1integrina internalizada en células que no presentaban tubulaciones
respecto a células sin tratar. Sin embargo, las células tratadas con W13 que
presentaban tabulos, mostraron un aumento espectacular en la tasa de entrada de
B1-integrina, con una internalizacion 2.5 veces mayor que las células sin tabulos sin
tratar, y unas 2 veces mayor que las células sin tubulos incubadas con W13 (figura
11A). Esto parece indicar que la formacion de tdbulos acelera la entrada neta de

B1-integrina.

2.4. Efecto de la expresion de RaclGl2V sobre la

internalizacion de B1-integrina

Sirviendonos como herramienta del ensayo de internalizacién descrito en el
apartado anterior, quisimos determinar si la inhibicién de las tubulaciones por parte
de Racl activo, descrita en el capitulo |, se debia a un impedimento en su

formacién o si, por el contrario, la expresion de Rac1G12V induce una escision mas
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eficiente de las invaginaciones, impidiendo que puedan ser detectadas. Para ello,
realizamos un ensayo de internalizacion de las mismas caracteristicas y paralelo al
experimento anterior, en células que expresaban GFP-Mem o GFP-RaclG12V
(figura 11B y C). Tras totalizar la internalizacion media de B1-integrina, incluyendo
en el célculo los valores correspondientes a células con y sin tubulos (ver Materiales
y Métodos), se compararon las tasas de internalizacion de células sin tratar con las
de células incubadas con W13. Las células que expresaban GFP-Mem (figura 11B)
exhibieron una mayor internalizacion bajo el tratamiento con W13, incluyendo
células con y sin tubulos, respecto al control (sin tabulos). Sin embargo, las células
GFP-Racl1G12V (sin tabulos, figura 11C) mostraron una significativa aunque poco
importante disminucién en la internalizaciéon después de la inhibicion de la CaM.

Este resultado sugiere que la ausencia de las tubulaciones tras la expresion del
Racl constitutivamente activo no es consecuencia de su escision, sino de la

inhibicion de su formacion y elongacion.

>
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CAPITULO Il
3. Regulacion de las tubulaciones por Racl:

maquinaria molecular implicada

En los apartados anteriores hemos demostrado la importancia del aumento y
mantenimiento de PI(4,5)P, en la membrana plasmatica, y mas concretamente en
las balsas lipidicas, en la induccion de una red tubular de membrana después del
tratamiento con W13 asi como tras el aumento inducido de PI(4,5)P, mediante la
sobreexpresion de PIP5K o la incubacion con PI(4,5)P, afiadido exégenamente.
También se ha observado como la activacién constitutiva de Racl es suficiente
para inhibir por completo la formacién de dicha red tubular, que es una via de
entrada de B1-integrina. En este apartado analizaremos el papel que ejerce la
regulacion de los niveles de PI(4,5)P, en dicha inhibicién, estudiando la importancia
de los efectores de Racl implicados en su metabolismo. También analizaremos el
papel del citoesqueleto en la induccién y/o inhibicién de los tubulos y como Racl

controla y regula la dindmica del mismo para permitir o impedir su formacion.

3.1. Regulacion de los niveles de PI(4,5)P,

Existen diversos efectores de Racl implicados directamente en el metabolismo de
P1(4,5)P, (figura 12). Entre ellos se encuentra la propia PIP5K, ya comentada en el
capitulo I. Esta quinasa puede ser reclutada y activada en la membrana plasmatica
tanto por la forma activa como la inactiva de Racl, por lo que puede inducir un
aumento de PI(4,5)P, en ambos casos alla donde Racl esté presente. Por el
contrario, existen dos efectores de Racl activo, unido a GTP, que disminuyen los
niveles de PI(4,5)P,, relacionados con su fosforilacion o hidrélisis. Estos efectores
son la fosfolipasa C (PLC), que hidroliza el PI(4,5)P,, transformandolo en diacil-
glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), y la fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K), que
aflade un grupo fosfato al PI(4,5)P,, dando lugar al PI(3,4,5)P;. Ambas proteinas,
por tanto, reducen los niveles de PI(4,5)P, en la membrana plasmatica, y por ello,
son posibles candidatos para la reduccién de dicho fosfolipido inducida por la

activacion de Racl.
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passsssssssesenstsssessszenseenaney Figura 12. Metabolismo de P|(4‘5)P2
Y controlado por Racl. Racl es capaz de
CEF reclutar PIP5K a la membrana tanto en

B O\ su forma activa como inactiva,
. @ incrementando los niveles de PI(4,5)P,.
OGP % La CaM inhibe la interaccién entre Racl

! < y PIP5K, por lo que su inhibicién con
% W13 aumenta PI(4,5)P,. Los enzimas
: R PLC y PI3K solo pueden ser activados
< por Rac1-GTP, disminuyendo el PI(4,5)P;
R alla donde Racl es activo. El producto de
la PI3K (PI(3,4,5)P; puede a su vez
@ LES activar algunas GEF de Racl, lo que
genera un bucle de retroalimentacién
positiva. El equilibrio entre estos enzimas
l controla el nivel de PI(4,5)P, y puede

determinar la aparicion de tubulos.

PI(34,5)p; €« PI(4,5)P, —— > DAG+IP3

|

Tubulos

3.1.1. Papel delaPI3K

Para determinar si la activacion de PI3K es responsable de la inhibicion de las
tubulaciones por parte del Racl constitutivamente activo, se expresé en células
COS1 el marcador de membrana GFP-Mem (ctrl) o el GFP-Rac1G12V de manera
transitoria. Después de 24 horas de expresion y una hora de ayuno, las células
fueron tratadas con wortmanina (WTM), un inhibidor quimico de la PI3K (figura 13).
El tratamiento con WTM indujo tubulaciones en células que expresaban GFP-Mem
en un grado similar al tratamiento con W13, debido posiblemente a un aumento de
PI(4,5)P, en la membrana plasmatica. Sin embargo, este efecto fue de nuevo
inhibido por la expresion del Racl activo, lo que sugiere que esta forma de Racl

inhibe las tubulaciones de una manera independiente de PI3K.

30 -
0 O No tratadas Figura 13. La inhibicion de las
—g 25 EWTM tubulaciones por parte de RaclG1l2V es
o independiente de PI3K. Células COS1 que
2 20 expresaban el marcador GFP-Mem (ctrl) o
N GFP-Racl1G12V fueron tratadas o no con
5 15 A WTM (20 min, 1 pM) a 37°C. Se muestra la
o media + SEM del porcentaje de células con
@ 10 4 tibulos de 4 experimentos independientes (n
E = 100 células). La significancia estadistica de
‘W5 A P~ las diferencias entre células que expresaban
® GFP-Mem y GFP-Rach%\/ fue determinada
0 - mediante el test t-Student ~ p<0.001.
Ctrl RaclG12V
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3.1.2. PapeldelaPLC

El andlisis del papel de la PLC en la inhibicién de las tubulaciones por parte de
Racl1G12V fue abordado mediante dos estrategias diferentes. Por un lado se utilizé
el compuesto U73122, un inhibidor especifico de PLC, y por otro, se disefiaron y
expresaron los mutantes F37A (A37) y W56A (A56) del Rac1G12V, que habian sido

197 Conviene

descritos anteriormente como deficientes en la activaciéon de la PLC
recordar en este punto que la expresion de la forma activa de Racl reducia el
namero de células con tdbulos de un 10% a un 1% aproximadamente a nivel basal
(en ausencia de drogas como el W13) (figura 14A, ctrl GFP-Mem). El tratamiento
con U73122 de células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V indujo un aumento
significativo de células con tdbulos respecto a las mismas células sin tratar,
alcanzando alrededor de un 10%. Asimismo, las células que expresaban los
mutantes del Racl1G12V deficientes en la activacion de PLC, el GFP-Racl1G12V-
A37 y el GFP-Rac1G12V-A56, mostraron un namero similar de células con tubulos.
Estos resultados sugieren que la activacion de la PLC por parte de Racl juega un
papel en la inhibicion de los tubulos a nivel control, posiblemente debido a una

reduccion en los niveles de PI(4,5)P..

Seria interesante conocer el efecto del inhibidor de PLC combinado con el W13,
sobre células que expresan el Racl activo, pero desgraciadamente dicho
tratamiento produjo invariablemente una muerte celular inmediata, por lo que fue

imposible evaluar su efecto sobre las tubulaciones.

En cambio, si pudimos llevar a cabo la inhibicion de la CaM en células que
expresaban los mutantes deficientes en la activacion de PLC, asi como la
sobreexpresion de la PIP5K (figura 14B). En el caso de las células que expresaban
el mutante A37 del Racl activo, tanto el tratamiento con W13 como la
sobreexpresion de la PIP5K indujeron tubulaciones hasta un nivel similar al de
células que no expresan el Racl activo. Este resultado sugeria un papel clave de la
PLC en la inhibicion del efecto del W13, ademdas de su importancia a nivel control
comentada anteriormente. Sin embargo, sorprendentemente, no ocurrié lo mismo
en células que expresaban el mutante A56, sobre las que ambos tratamientos no
produjeron efecto alguno respecto a la situacién control (figura 14B). Esta aparente

contradiccion descarta que la PLC sea el Unico efector de Racl involucrado en el
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efecto inhibidor sobre los tlbulos inducidos por el aumento de PI(4,5)P,, y nos
condujo a la busqueda de algun elemento diferencial entre los mutantes A37 y A56

del Racl activo. Estas posibles diferencias se analizaran en los siguientes

apartados.
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Figura 14. La activacién de la PLC por parte de Racl es importante, pero no suficiente, para la
inhibicion de los tibulos. (A) Células COS1 fueron transfectadas con GFP-Mem (ctrl), GFP-Rac1G12V
0 con los mutantes GFP-Racl1G12V-A37 y —A56. Las células GFP-Rac1G12V fueron tratadas con
U73122 (20 min, 5 pM) a 37°C, y se cuantificd su efecto sobre las tubulaciones, comparado con el
control o con las células GFP-Rac1G12V-A37 y —A56 sin tratamiento. (B) Células COS1 que expresaban
GFP-Mem (ctrl), GFP-Rac1G12V o los mutantes —A37 y —A56, fueron tratadas con W13 (20 min, 5
pg/ml) o co-transfectadas con Cherry-PIP5K, y se determiné el nimero de células con tubulos en cada
condicién. Se muestra la media + SEM de 4 experimentos independientes (n=100 células). La
significancia estadistica entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada mediante el
test t-Student 'p<0.05, “p<0.01, “'p<0.001.
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3.2. Regulacion del citoesqueleto y su importancia en la

formacién o inhibicién de las tubulaciones

Hasta ahora hemos mostrado como la inhibicién de la CaM puede estar modulando
los niveles de PI(4,5)P,, y como esto induce la formacion de una red tubular.
Ademas hemos comprobado como la activacion constitutiva de Racl inhibe dicha
red y hemos analizado la implicacién, en esta inhibicion, de los efectores de Racl
relacionados con el metabolismo de PI(4,5)P,, concluyendo que la activaciéon de la
PLC contribuye de manera importante a la reduccién de las tubulaciones. No
obstante, encontramos en este Ultimo punto argumentos a favor de la existencia de
otros efectores que estan participando en la accion del Racl activo, y que son
independientes de la PLC. Como hemos descrito en la ultima parte del apartado
anterior, mientras el mutante A56 del Racl activo impide la formacién de tabulos
tras el incremento de PI(4,5)P,, el mutante A37 no es capaz de hacerlo. Es por
tanto probable que existan efectores que puedan ser activados por el primero y no
por el segundo, y que estén directamente implicados en la inhibicion de los tabulos
(figura 15). Como mostraran los resultados en los siguientes apartados, algunos
defectos del mutante A37 hallados en la literatura estédn directamente relacionados
con su incapacidad de regular el citoesqueleto, y relacionan estrechamente a éste

con la inhibicién de las tubulaciones por el Racl activo.

T

3= g [

cytoplasm x

© PI(4,5)P,

-

Figura 15. Los mutantes Rac1G12V deficientes en la activacion de PLC responden de manera
diferente ante el incremento de PI(4,5)P,. Tras un aumento de PI(4,5)P,, el mutante A56 inhibe la
formacién de tubulos de manera independiente de PLC, sugiriendo la existencia de otros factores, que
pueden estar impidiendo las tubulaciones, y cuya activacion no puede ser llevada a cabo por el mutante
A37, que es sensible al incremento de P1(4,5)P,.
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3.2.1. RaclG12V-A37y Rac1lG12V-A56 actuan diferencialmente sobre

el citoesqueleto de actina

Racl constitutivamente activo tiene un gran impacto sobre el citoesqueleto de
actina, inhibiendo la formacién de fibras de estrés *"* y regulando su dinamica para

372 Las diferencias observadas

formar ondulaciones de membrana o lamelipodios
en la respuesta de los mutantes A37 y A56 de Racl activo frente al aumento de
PI(4,5)P, durante la formacion de tubulos, puede estar relacionada con la
regulacion del citoesqueleto, ya que se han descrito deficiencias en la unién de
ROCK1 y POR1 (también conocida como arfaptina2) por parte del mutante
Racl1G12V-A37. Debido a que estos dos efectores estan directamente relacionados
con la reordenacion de la actina y la miosina, es probable que exista una
implicacion directa de la dinamica del citoesqueleto en el proceso de tubulacién.
Para evaluar en primer lugar si existen diferencias generales en el grado de
afectacion sufrido por el citoesqueleto de actina bajo la expresién de cada mutante
de Racl, se transfect6 GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37 o GFP-RaclG12V-
A56 en células Vero, que, a diferencia de las células COS1, presentan una robusta
red de actina filamentosa (F-actina) facilmente observable mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Tras 24 horas de expresion, las células fueron fijadas y
permeabilizadas, y la F-actina fue detectada mediante la incubacién con faloidina
marcada con rodamina (figura 16). Mientras los mutantes GFP-Rac1G12V y GFP-
Racl1G12V-A56 maodificaron notablemente el citoesqueleto de actina, anulando las
fiboras de estrés e incrementando la actina cortical, el GFP-RaclG12V-A37 no
produjo efectos apreciables. Este impacto diferencial de los mutantes sobre la
actina nos llevo a estudiar con mayor detalle la posible implicacién de la F-actina en

la regulacién de los tubulos de membrana.
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F-ACTINA
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Figura 16. Los mutantes A37 y A56 del Racl activo actian diferencialmente sobre el citoesqueleto
de actina. Se muestran imagenes de microscopia confocal de células COS-1 transfectadas con GFP-
RaclG12V, GFP-RaclG12V-A37 o GFP-RaclG12V-A56. La F-actina fue detectada mediante la
incubacion con faloidina marcada fluorescentemente (Barras, 10 um).

3.2.2. La despolimerizacion de actina permite la formacién de

tabulos en presencia de Racl activo

Para evaluar la importancia de la actina en este proceso, utilizamos la latrunculina
A, compuesto que provoca la disrupcion de la F-actina previniendo el ensamblaje de
los monémeros de actina. Células COS1 que expresaban GFP-RaclG12V o GFP-
Rac1G12V-A56 fueron tratadas con esta droga en presencia o ausencia de W13
(figura 17). La inhibiciébn de la F-actina permitid la formacion de tdbulos en
presencia de W13, atenuando la accion del Rac1G12V y anulando por completo el
efecto del Rac1G12V-A56. Por tanto, podemos concluir que, ademas de la PLC, el
Racl activo requiere de la polimerizacién de actina para impedir la formacion de los

tabulos.

Por otro lado, estos resultados también indican que la polimerizacion de actina no

es necesaria para la elongacion de las invaginaciones de membrana y la formacion
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de los tdbulos. Para dicha elongacién es posible que la célula utilice los
microtubulos (MTs). El requerimiento de este elemento del citoesqueleto ya fue
demostrada en trabajos previos de nuestro grupo, por lo que durante esta tesis se
analizo la implicacién de los MTs en el transporte de las estructuras tubulares hacia

el interior de la célula.

40 -, ONo tratadas

*%k '
. 35 - mWwW13
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32 30 A
255
R F-actina
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o
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Rac1G12V Rac1G12V-AS56

Figura 17. El citoesqueleto de F-actina es clave en la regulacion de los tdbulos por Racl.
Cuantificacion de células con tdbulos en presencia o ausencia de W13, tras el tratamiento con
latrunculina A (200 nM, 20 min). La significancia estadistica entre los tratamientos fue determinada
mediante el test t-Student 'p<0.05, "p<0.01.

3.2.2.1. Papel del citoesqueleto de tubulina en la formacion de los

tlbulos

Resultados publicados por nuestro grupo describian otro factor clave en la aparicion
de los tubulos inducidos por PI(4,5)P,: los MTs. Este elemento del citoesqueleto es
necesario para la elongacién y/o mantenimiento de los tdbulos de membrana
inducidos por W13, ya que el tratamiento con nocodazol, un agente
despolimerizador de microttbulos, abolia las tubulaciones ***. Esto podria indicar
gue los tubulos utilizan la red de MTs como andamiaje para moverse desde la
membrana plasmatica hacia la zona perinuclear. Tal como se ha comentado en la
introduccioén, el transporte de vesiculas y estructuras tubulares de membrana a lo
largo del citoesqueleto se produce mediante proteinas motoras. En el caso de los
MTs, estas proteinas pueden ser dineinas, que recorren los MTs desde el extremo

“+” hacia el extremo “-“, lo que frecuentemente se traduce en un transporte desde la
periferia hacia el centro de la célula, y las quinesinas, que recorren los MTs en

sentido opuesto.
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Con el objetivo de caracterizar mejor el papel de los MTs y confirmar que los
tibulos inducidos por PI(4,5)P, son dirigidos hacia el centro de la célula a través de
ellos, valiéndose por tanto de las dineinas, células COS1 que expresaban el
marcador GFP-Mem fueron tratadas con EHNA, un inhibidor especifico de estas
proteinas motoras (figura 18). Al igual que ocurria con el tratamiento con nocodazol,
la inhibicién de las dineinas abolié la aparicion de los tibulos desde la membrana
plasmatica. Estos resultados sugieren que tras la invaginacién inicial, el tabulo
podria servirse directamente de los MTSs, interaccionando con ellos a través de la

dineina, para elongarse y dirigirse hacia el interior de la célula.

40 7 EGFP-Mem * Figura 18. El transporte retrégrado a

lo largo de los microtdbulos es

W 337 esencial para la elongacién de los
2 30 4 tibulos de membrana. Cuantificacion
2 del ndmero de células con tabulos.
5 25 4 Células COS1 fueron transfectadas con
A el marcador de membrana GFP-Mem y
g 201 tratadas con W13 (20 min, 5 pg/ml),
8 15 | con EHNA (6 horas, 1 mM) o con
3 ambos. Se muestra la media + SEM de
2 107 3 experimentos independientes
5 - (n=100). La significancia estadistica
entre los tratamientos y sus respectivos

0 - controles fue determinada mediante el

No tratadas EHNA w13 +EHNA  test t-Student ‘p<0.05.

3.2.3. Participacion de cortactina

Un posible candidato para la inhibicion de las tubulaciones por Racl a través de la
polimerizacion de actina es la cortactina, una proteina monomérica que se
encuentra en el citoplasma y que puede ser activada por estimulos externos para
promover la polimerizacion y el reordenamiento del citoesqueleto de actina,

%7 Anteriormente mencionamos algunos

especialmente de la actina cortical
trabajos referentes al mutante A37 del RaclG12V y a su incapacidad para
interaccionar con ROCK1 y POR1 373,374

de este mismo mutante para translocar la cortactina a la membrana plasmatica 338

. En otro estudio, se describe la incapacidad

Se ha descrito una importante implicaciéon de la cortactina en la endocitosis y la

72,339,375

dinamica de la membrana Ademas, existe una interrelacion entre la

dinamina y la propia cortactina durante diversos procesos endociticos, y como
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hemos descrito en el capitulo |, la dinamina esté implicada en la formacion de la red
tubular inducida por PI(4,5)P,. Todo ello convierte a la cortactina en otro probable
elemento diferencial entre el mutante A37 y el A56 del Racl activo, que podria estar
implicado en la inhibicién de los tubulos por parte del Racl activo, a través de la

regulacion del citoesqueleto.

3.2.3.1. Translocacion de la cortactina a la periferia celular inducida

por Racl

Tal como se ha comentado, se ha descrito que, a diferencia de células que
expresan el Racl activo, la cortactina no es translocada al cértex celular en células
que expresan el mutante A37 del Racl activo. Para averiguar si el mutante G12V-
A56 era capaz de inducir la translocacion de la cortactina, se llevé a cabo un
experimento de inmunocitofluorescencia. Células COS1 fueron transfectadas con

cada uno de los tres mutantes unidos a GFP. Después de 24 horas de expresion y

CORTACTINA MERGE

o

GFP-Rac1G12V-A37 GFP-Rac1G12v

GFP-Rac1G12V-A56

Figura 19. La expresién del mutante GFP-Rac1G12V-A56 provoca la translocacion de la cortactina
a la membrana plasmatica. Células COS1 que expresaban GFP-Racl1G12V, GFP-Rac1G12V-A37 o
GFP-Rac1G12V-A56, fueron fijadas y la cortactina endégena fue detectada por inmunofluorescencia con

un anticuerpo especifico y el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con Alexa-555. (Barras,
10 um).
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una hora de ayuno, las células fueron fijadas y permeabilizadas y la cortactina fue
detectada con un anticuerpo especifico (figura 19). La cortactina se localizod
claramente en la zona periférica de las células que expresaban los mutantes GFP-
RaclG1l2V y GFP-RaclG12V-A56, pero no asi en las que expresaban GFP-
Racl1G12V-A37. Este resultado confirma la observacion descrita en el estudio antes

comentado **®

, € indica que el mutante G12V-A56 es capaz de translocar la
cortactina de la misma manera que el G12V, lo que convierte la capacidad de
translocacion de la cortactina en otro elemento diferencial entre ambos mutantes del

Rac1 activo deficientes en la activacion de la PLC.

3.2.3.2. La cortactina es necesaria en la inhibicién de los tabulos por
parte del Racl activo

Con el fin de dilucidar si la cortactina, y su translocacién a la membrana plasmatica,
estaban relacionados en ultima instancia con la capacidad para impedir la formacion
de tubulos por parte del Racl activo, se transfectaron células COS1 con GFP-
Racl1G12V-A56, en presencia o ausencia de expresion transitoria de cortactina
salvaje o de cortactina-AHPSH3, que actua como dominante negativo de la
cortactina endégena al poder interaccionar con la actina pero no con otros
elementos necesarios para su correcto funcionamiento, tales como la dinamina, o
con proteinas implicadas en la reordenacion del citoesqueleto de actina, como
Arp2/3. Después de 24 horas de expresion, las células fueron tratadas con W13, y
se cuantificé el ndmero de células que presentaban tubulos (figura 20). La
sobreexpresion de la cortactina salvaje no tuvo efectos sobre la capacidad del GFP-
Rac1G12V-A56 para inhibir los tdbulos inducidos por W13, pero la expresion del
dominante negativo de cortactina si disminuyd significativamente su capacidad para

impedir la formacion de redes tubulares.

Estos resultados sugieren que la cortactina esta participando, probablemente a
través de la polimerizacion de actina, en la inhibicién de las estructuras tubulares

inducidas por el incremento de PI1(4,5)P..
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Figura 20. Racl inhibe las tubulaciones a través de la cortactina. Cuantificacién de tubulaciones en
presencia o ausencia de W13 en células transfectadas con el marcador Cherry-Mem (Ctrl), o co-
transfectadas con GFP-Rac1G12V-A56 y cortactina-WT o cortactina-AHPSH3. Se muestra la media +
SEM de 3 experimentos independientes (n=100). La significancia estadistica entre los tratamientos y sus
respectivos controles fue determinada mediante el test t-Student p<0.05.

% Células con >5 tibulos

CORTACTINA WT CORTACTINA
AHPSH3

3.2.3.3. La translocacién de cortactina a la periferia celular inducida
por Racl requiere POR1

Para averiguar que factor esta implicado, corriente abajo de Racl, en la
translocacion de cortactina al cortex celular, nos basamos en primer lugar en
observaciones y especulaciones ya comentadas, realizadas por Lamarche et al,

Weed et al y Joneson et al 338,373,374

, en las cuales se describe la incapacidad del
mutante A37 del Racl activo para interaccionar con ROCK1 y PORL1 in vitro,
aunque la capacidad para unir PAK, el mejor estudiado de los efectores de Racl,

permanecia intacta.

ROCK1 es una quinasa asociada a la GTPasa RhoA *™*

, y estd implicado en la
regulacion de la actomiosina corriente abajo de la via de sefalizacién de RhoA y

hasta el momento no existe ningun estudio que demuestre una activacion directa de
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ROCK1 por parte de Racl. Por su parte, POR1 es una proteina de unién a Racl

necesaria para la formaciéon de ondulaciones de membrana '

y para el
. Weed et al

hipotetizan un posible papel de ROCK1 y/o PORL1 en la translocacion de cortactina

reordenamiento del citoesqueleto de actina dependiente de Racl **

a la membrana plasmatica, lo que explicaria la incapacidad del mutante A37 para

inducir dicha translocacién.

Y27632

GFP-Rac1G12V-A56

Cortactina-647

Merge

Figura 21. ROCK1 no es necesario para la translocacion de cortactina a la membrana plasmética
inducida por Racl activo. Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V-A56 fueron tratadas con el
inhibidor de ROCK1 Y27632 (20 min, 50 pM), y la cortactina endégena fue detectada por
inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico. (Barras, 10 um).
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Figura 22. POR1 es necesaria para la translocacion de cortactina a la membrana plasmética
inducida por Racl activo. Células COS1 que co-expresaban Cherry-Rac1G12V-A56 y GFP-POR1-WT
0 GFP-POR-AC-term, fueron fijadas y la cortactina enddgena fue detectada por inmunofluorescencia con
un anticuerpo especifico, y un anticuerpo secundario Alexa-647. (Barras, 10 um).

En primer lugar, evaluamos la importancia de ROCK1 en la translocacion de
cortactina a la periferia celular por parte de Racl. Para ello se detecté la cortactina
mediante inmunofluorescencia en células que expresaban GFP-Rac1G12V-A56, en
presencia o ausencia de Y27632, un inhibidor quimico de ROCK1 (figura 21). Como
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se aprecia en las imagenes, la inhibicion de ROCK1 no afecté de forma apreciable a
la translocacion de cortactina por parte del Rac1G12V-A56, indicando que ROCK
no esta participando en la translocacién de cortactina al cortex celular mediada por
Racl.

Para averiguar si Racl induce la translocacion de cortactina a través de POR1, se
llevd a cabo la deteccion de cortactina en células que co-expresaban Cherry-
Racl1G12V-A56 y GFP-POR1-WT, la forma salvaje, o GFP-POR1-AC-term, con la
delecion del extremo C-terminal, que lo convierte presumiblemente en un dominante
negativo de PORL1 (figura 22). Las células que expresaban el GFP-POR1-AC-term
mostraron una notable reduccién de cortactina en la periferia, en comparacién con
células que expresaban la forma salvaje. Este resultado indica que POR1 esta

implicado en la translocacion de cortactina dependiente de Racl.
3.2.3.4. Racl impide las tubulaciones a través de POR1 y ROCK1

Como se mostré anteriormente, Racl induce la translocacion de cortactina a la
periferia celular, y esta proteina es necesaria para la inhibicién de los tubulos tras el
incremento de PI(4,5)P,. Debido a que la translocacién de cortactina depende de la
accion de POR1, se procedi6 a testar el impacto de la inhibicion de POR1 sobre las
tubulaciones. Para ello se llevé a cabo un experimento con células COS1 que co-
expresaban Cherry-Rac1G12V-A56 y GFP-POR1-WT o GFP-POR1-AC-term. Las
células fueron tratadas o no con W13 (figura 23A). Los resultados muestran que la
expresion de GFP-POR1-AC-term indujo un incremento significativo de las
tubulaciones en presencia de W13, probablemente debido a la incapacidad de Racl

para reclutar cortactina a la membrana plasmatica.

Aunque ROCK1 no parece necesario para la translocacion de cortactina a la
periferia, y no se ha descrito hasta el momento su activacion directa por Racl, la
incapacidad del mutante A37 del Racl activo para interaccionar con esta quinasa in

vitro *"*

nos llevé a evaluar su importancia durante el proceso de tubulacién
inducido por W13. Para ello se expreso el mutante GFP-Rac1G12V-A56 en células
COS1 durante 24 horas. Tras una hora de ayuno, las células fueron tratadas con
W13 en presencia o ausencia del inhibidor quimico de ROCK1, Y27632 (figura
23B). El tratamiento indujo la formacion de tubulaciones en presencia de W13 hasta

un nivel similar al observado en células que expresan el mutante G12V-A37 de
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Racl tratadas con W13. La implicacion directa de ROCK1 también fue evaluada por
silenciamiento génico mediante la transfeccion de un RNA pequefio de interferencia
(siRNA) especifico para ROCK1. Se co-transfectaron células COS1 con GFP-
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Figura 23. POR1 y ROCK1 son necesarios para la inhibicion de los tibulos por parte de Racl
activo. (A) Cuantificacion del numero de células COS1 transfectadas con GFP-Rac1G12V-A56 que
presentaban tubulos antes y después del tratamiento con W13 (20 min, 5 pg/ml), en presencia de
sobreexpresion de GFP-POR1-WT o GFP-POR1-AC-term. En el panel derecho se muestran imagenes
de microscopia confocal representativas de los tratamientos con W13. Las puntas de flecha rojas
indican la presencia de tlbulos. (B) y (C) Células COS1 que expresaban GFP-Rac1G12V-A56 fueron
tratadas, o no, con W13 (20 min, 5 pg/ml), en presencia o ausencia de Y27632 (B) o de siRNA de
ROCK1 (C). Se muestra la media + SEM de 4 (B) o de 3 (C) experimentos independientes (n=100
células). La significancia estadistica entre los tratamientos fue determinada mediante el test t-Student,
"p<0.05 “p<0.01.

Rac1G12V-A56 y con el siRNA de ROCKL1 o un siRNA no especifico como control
negativo. Después de 48 horas, el silenciamiento de la expresion de ROCK1 fue
verificado por western blot (figura 23C). Las células transfectadas fueron tratadas
con W13 y se determind el nimero de células con tibulos en cada condicion (figura

23C). Las células con la expresion de ROCK1 inhibida, eran sensibles al
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tratamiento con W13 y mostraban un nivel de tubulacién similar a las células GFP-
Rac1G12V-A56 tratadas con el inhibidor de ROCK1.

Con el fin de descartar que la accion de ROCK1 sobre los tlbulos pudiera estar
produciéndose a través de la via de RhoA, su activador mejor conocido, se
transfectaron células COS1 con el marcador Cherry-Mem en ausencia (células
control) o presencia de los mutantes GFP-RhoAG14V o GFP-RhoAT19N,
constitutivamente activo y dominante negativo de RhoA, respectivamente. Después
de 24 horas de expresion, las células fueron incubadas en presencia o ausencia de
W13, y se cuantificd el porcentaje de células con tlbulos en cada condicién (figura
24). La activacion constitutiva de RhoA, y presumiblemente de ROCK1 corriente
abajo de RhoA, no solo no inhibié las tubulaciones, sino que, por el contrario,
produjo un aumento significativo del nimero de células con tubulos en presencia de
W13, probablemente debido a la inhibicién del Racl enddgeno. Las células que
expresaban el dominante negativo de RhoA no mostraron diferencias significativas

respecto a las células control.

Estos resultados sugieren un papel clave de ROCK1, independiente de RhoA, en la

inhibicién de los tubulos por parte del Rac1 activo.

ES
|ctrl * Figura 24. La inhibicién de los
60 B GFP-RhoAT19N _T_ tibulos por parte de ROCK1 es
independiente de RhoA. Células
8 50 OGFP-RhoAG14V COS1 que expresaban Cherry-Mem
3 (ctrl), fueron tratadas, o no, con W13
2 40 - (20 min, 5 pg/ml) en presencia o
iy ausencia de GFP-RhoAG14V o
£ 30 - GFP-RhoAT19N. Se muestra la
a media + SEM de 3 experimentos
& 20 4 independientes (n=100 células). La
% significancia estadistica fue
9 qp - determinada mediante el test t-

ES Student p<0.05.
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3.2.4. Papel de ROCK1

Aungue nunca se ha descrito la activacion directa de ROCK1 por parte de Racl, y
no parece que esta quinasa participe en la translocaciéon de cortactina a la periferia

celular inducida por la actividad de Racl, ROCK1 tiene un papel importante durante
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la inhibicion de las tubulaciones inducidas por PI(4,5)P,, actuando de una manera
independiente de RhoA. Como ya se ha comentado, si esta descrita la interaccion
directa con Racl, y la incapacidad del mutante RaclG12V-A37 para unirse a
ROCK1. En este apartado se analiza también la interaccion de ROCK1 con el
mutante RaclG12V-A56, y la activacion directa de ROCK1 por parte de cada
mutante de Racl utilizados en este estudio. También se estudia la posible
implicacion de los factores del citoesqueleto corriente abajo de ROCK1 en la

regulacion de los tdbulos.

3.2.4.1. Andlisis de la interaccion entre Racl y ROCK1 in vivo e in

vitro

Con el objetivo de comprobar si existen diferencias en la interaccién con ROCK1
entre los mutantes G12V, G12V-A37 y G12V-A56 de Racl in vivo, se llevaron a
cabo experimentos de co-inmunoprecipitacién (ColP). Se expresaron en células
COSL1 los diferentes mutantes unidos a GFP, asi como el vector GFP vacio como
control negativo, durante 24 horas. Después de una hora de ayuno, las células
fueron lisadas, y estos lisados incubados e inmunoprecipitados con un anticuerpo
anti-GFP. Mé&s tarde se analiz6 mediante western blot la cantidad de ROCK1
endogeno co-inmunoprecipitado (figura 25A). De acuerdo con lo esperado, el GFP-
RaclG12V fue capaz de interaccionar con ROCK1, y ocurria lo mismo con el
mutante GFP-RaclG12V-A56. En cambio, el mutante GFP-Racl1G12V-A37, asi
como el GFP vacio, no mostraron interaccién con ROCK1. Debido a problemas
técnicos, este experimento pudo llevarse a cabo una Unica vez, por lo que tuvo que

ser confirmado mediante técnicas in vitro.

Se efectuaron ensayos de interaccion in vitro mediante cromatografia de afinidad
con glutationa-S transferasa (GST) conjugada con un fragmento de ROCK1 que
incluye desde el aminoacido 725 al 1024 (GST-ROCK1 725-1024), en el que se
encuentra el dominio de unién a la GTPasa RhoA (RBD). Debido al gran tamafio de
la proteina, y por tanto a la dificultad para su clonaje y expresion, se excluyé gran
parte del extremo N-terminal, que incluye la mayor parte del dominio quinasa de
ROCK1, asi como el extremo C-terminal que contiene el dominio pleckstrin
homology (PH). Posteriormente, se expresaron los tres mutantes de Racl-G12V

unidos a GFP, ademas del GFP vacio como control negativo, en células COS1, que
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tras 24 horas fueron lisadas, y estos lisados incubados con el fragmento de GST-
ROCK1 purificado. EI GFP-Racl unido a GST-ROCK1 725-1024 en cada caso fue
detectado por western blot (figura 25B). Los resultados confirman la interaccién de
los mutantes G12V y G12V-A56 de Racl con ROCK1, y la incapacidad del G12V-
A37 para unir dicha proteina. Esto convierte a ROCKL1 en un buen candidato como
elemento diferencial clave entre los mutantes A37 y A56, que podria también tener

un papel clave en la diferencia durante la inhibicién de los tubulos.

GFP-RaclG12V GFP-RaclG12V
A EV - A37 A56 EV - A37 A56
150 KD — | E-—_—-— — — - ROCK1

- e S O { GFP-Rac1
— R — e
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EV - A37 A56 EV - A37 A56
GFP-Rac1G12V GFP-Rac1G12V

Figura 25. ROCK1 interacciona con RaclG12V y Rac1G12V-A56, pero no con RaclG12V-A37.
Lisados de células COS1 que expresaban las proteinas recombinantes indicadas, fueron incubados
con anticuerpo de conejo anti-GFP y mas tarde con bolas magnéticas de proteina A para llevar a cabo
una inmunoprecipitacién (A), o incubados con GST-ROCK1 725-1024 purificado para llevar a cabo un
pull down (B), tal como se describe en la seccion Materiales y Métodos. La deteccion de ROCK1
endoégeno y de los diferentes mutantes de GFP-Racl expresados se realiz6 mediante western blot, y la
deteccion de GST-ROCK1 725-1024 mediante tincion de Ponceau. Se muestran experimentos
representativos. (A, n=1; B, n=3; EV, Empty Vector; IP, inmunoprecipitacion; WB, western blot).

3.2.4.2. ROCK1l es activado por Racl, estimulando la via de

activacion de la actomiosina

Uno de los principales sustratos fosforilables de ROCK1 es MYPT1 (residuos

Thr696 y Thrg53) *’°, que es la subunidad reguladora de la fosfatasa de la cadena
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ligera de la miosina (MLCP) **°

. MYPT1 potencia la actividad de la subunidad
fosfatasa de la MLCP, la PP1 ¢ **, y ello conlleva la defosforilacion de la cadena
ligera de la miosina (MLC), inhibiendo en dltima instancia la asociacién entre la
miosina y la actina. La fosforilacion de los residuos Thr696 y Thr853 de MYPT1
induce la desactivacion de la PP1 c0, permitiendo de nuevo la asociacion entre la

miosina y la actina 376,

Para confirmar que ROCK1 es activado directamente por Racl, y que esta
activacion induce un efecto apreciable sobre MYPT1, y en consecuencia, sobre la
miosina, se evalud el nivel de fosforilacién de la Thr696 de MYPTL1. En primer lugar,
se verificd que dicha fosforilacion dependiese exclusivamente de ROCK1, mediante
la transfeccion del siRNA de ROCK1 vy la deteccion de la fosfo-Thr696-MYPT1 (p-
MYPT1) por western blot con un anticuerpo especifico (figura 26A). Los resultados
muestran que la presencia de ROCK1 es necesaria para que se produzca la
fosforilacion de MYPT1. Posteriormente se transfectaron células COS1 con GFP-
Racl1G12V, G12V-A37 o G12V-A56, asi como con el GFP vacio como control
negativo. Tras 24 horas de expresion, las células fueron lisadas, y los lisados
analizados por western blot. De nuevo se detectaron los niveles de p-MYPT1 en
cada caso (figura 26B). Las células que expresaban los mutantes G12V o G12V-
A56 de Racl presentaban niveles significativamente més altos de p-MYPTL1 que las
que expresaban el mutante G12V-A37 o el GFP vacio. Estos niveles de fosforilacién
correlacionaban perfectamente con la capacidad de cada mutante de Racl para
unir ROCK1 descrita anteriormente. Existen humerosos estudios que describen un
antagonismo espacio-temporal entre Racl y RhoA, que como hemos dicho, es el
principal activador de ROCK1, y se ha demostrado que Racl regula negativamente
la actividad de RhoA *"’, lo cual descarta una posible implicacion de la via de RhoA
en el aumento del nivel de fosforilacion de MYPTL1, describiéndose por primera vez

una activacion de ROCK1 dependiente de Racl.

3.2.4.3. La miosina esta implicada en la inhibicion de los tabulos por

el Racl activo

Debido a que la actividad de ROCK1 permite a la miosina asociarse al citoesqueleto
de actina, y la actomiosina ha sido descrita como un elemento clave en algunos

procesos de endocitosis y remodelaciéon de la membrana plasmatica *'°,
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procedimos a evaluar el papel de la miosina en la inhibicién de los tabulos por parte
del Rac1l activo. Para ello, expresamos el GFP-Rac1G12V-A56 en células COS1, y
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Figura 26. ROCK1 es activado por Racl y estimula la via de activacion de la miosina, necesaria
para la inhibicién de los tabulos. (A) Células COS1 fueron transfectadas con un siRNA contra ROCK1
a las concentraciones indicadas, o con un siRNA inespecifico como control negativo. Los lisados fueron
analizados y los niveles de MYPT1 fosforilado fueron detectados por western blot. (B) En el panel
superior se muestran los niveles de MYPT1 fosforilado detectados por western blot en células COS1 que
expresaban GFP-Rac1G12V, GFP-Rac1G12V-A37, GFP-Racl1lG12V-A56, o GFP como control negativo
(EV). La cuantificacion de estos niveles expresados en porcentaje respecto al control se muestra en el
panel inferior (n=3). (C) Cuantificacion del nimero de células COS1 transfectadas con GFP-Rac1G12V-
A56 que presentaban tubulos después del tratamiento con W13 (20 min, 5 pug/ml), blebistatina (30 min, 50
HUM) o W13+blebistatina. Se muestra la media + SEM de 3 experimentos independientes (n=100 células).
La significancia estadistica entre los tratamientos y sus respectivos controles fue determinada mediante
el test t-Student p<0.05.

tras 24 horas de expresion, tratamos las células con blebistatina, inhibidor general
de miosinas, en presencia o ausencia de W13 (figura 26C). De nuevo se repiti6 el
patron y en presencia de W13, las células cuya miosina estaba inhibida presentaron
un nivel de tubulaciones similar a las células que expresan Rac1G12V-A37 tratadas
con W13. Este resultado sugiere una implicacion directa de la miosina en la

inhibicion de los tlbulos.

El citoesqueleto de actomiosina puede estar inhibiendo las tubulaciones mediante al

menos dos posibles mecanismos. Uno de ellos puede ser la formaciéon de una
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barrera de actomiosina subyacente a la membrana plasmatica, que podria
incrementar la tension de la misma o bien impedir fisicamente su invaginacion
inhibiendo la aparicién de tubulos. Otra posibilidad es que la actividad de Racl
estimule la reordenacidn del citoesqueleto, dando lugar a una escisién mas eficiente
de las invaginaciones, impidiendo igualmente la aparicion y observacion de los
tubulos. Los resultados obtenidos en el capitulo Il respecto a la internalizacion de la
B1-integrina sugieren que la actividad constitutiva de Racl podria estar impidiendo
la invaginacion de la membrana, reforzando la hipotesis del aumento de tension de

membrana o impedimento estérico para la formacion de las invaginaciones.

154









Discusion

1. Estudio de la implicacién de Racl y PI(4,5P, en la
formacién de los tubulos de membrana: regulacién

por CaM

Se sabe que la PIP5K puede ser direccionada hacia la membrana plasmatica tanto
por Racl activo como inactivo, incrementando los niveles de PI(4,5)P, en sitios
especificos. De acuerdo con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio 135
nuestros datos confirman que la CaM puede modular la interacciéon entre Racl y
PIP5K, pues su inhibicibn aumenta esta interaccion y puede estar aumentando la
produccion de PI(4,5)P, en la membrana plasmatica. En trabajos previos, nuestro
grupo ya habia observado la formacion de una red tubular procedente de la
membrana plasmatica, que parece formar parte de un proceso endocitico
independiente de clatrina (CIE), observandose la presencia de PI(4,5)P, en estos
tdbulos. Los resultados obtenidos en esta tesis confirman que el aumento de este
fosfolipido es la causa directa de la formacion de las tubulaciones, pues la
sobreexpresion de la PIP5K o la adicion de PI(4,5)P, exdgeno generan el mismo
efecto que la inhibicién de la CaM. Ademas del efecto sobre la PIP5K, la inhibicion
de CaM también permite la accién de las PKCs sobre algunos de sus sustratos ***,
incrementando la fosforilaciéon de proteinas de union a PI(4,5)P,, como MARCKS, y
su disociacion de la membrana. Ello provocaria finalmente un aumento del PI(4,5)P,

disponible en la membrana plasmatica "'

. La fuerte reduccion del porcentaje de
células con tabulos tras la inhibicion de PKC podria ser causada por esta razén, y
son convenientes nuevos estudios que confirmen el papel de MARCKS u otras

proteinas similares en el proceso.

Por tanto, los efectos observados tras la inhibicion de la CaM, pero también los
debidos a la expresion de PIP5K o la incubacion con PI(4,5)P, exdgeno, podrian ser
explicados por una combinacion de ambos factores: un incremento en la sintesis de
PI(4,5)P, y a la vez un aumento de su accesibilidad para proteinas involucradas en

la deformacion y elongacion de la membrana plasmatica.

En trabajos previos del grupo, se demostré que la inhibicion de Racl, mediante la
expresion de un mutante dominante negativo (RaclT17N), era suficiente para

generar la misma red tubular inducida por la inhibiciébn de CaM, mientras que la
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expresion de la forma activa de Racl (RaclG12V), inhibia completamente las
tubulaciones en presencia de W13. Ahora hemos comprobado que Racl activo
también inhibe los tubulos inducidos por la adicion de PI(4,5)P, exdgeno o por la

sobreexpresion de PIP5K.

En una situacion fisiolégica, la activacion de la fosfolipasa C (PLC) por parte de
Racl induciria la hidrélisis de PI(4,5)P,, generando diacil-glicerol (DAG) e inositol-3-
fosfato (IP3). Este ultimo actia como segundo mensajero, y puede aumentar la
concentracion de Ca** citosdlico, lo que a su vez activa la CaM, la cual puede
activar Racl ademas de regular su interaccion con PIP5K. La CaM puede
incrementar la actividad de Racl por diversos mecanismos, como la activacion de la

380

CaM quinasa Il (CaMKIl), que puede activar a su vez GEFs de Racl ™, o la

activacién de la PI3K, que genera PI(3,4,5)P3, fosfolipido capaz de inducir la

activacién de Racl a través de algunos de sus GEFs %81

. Esto genera un bucle de
retroalimentacién positiva entre Racl y CaM, que puede ser interrumpido mediante

el tratamiento con W13.

La importancia de PI(4,5)P, en la formacién de los tubulos podria estar relacionada
con el reclutamiento de proteinas capaces de remodelar la membrana plasmética.
Por ejemplo, la GTPasa dinamina es reclutada por los PI(4,5)P,, y como hemos
visto en esta tesis, su presencia es necesaria para la formacién de los tabulos. El
incremento de PI(4,5)P, en la membrana plasmatica induce la oligomerizaciéon de
dimeros de dinamina, y a su vez, la oligomerizaciébn provoca un aumento en la
afinidad de la dinamina por los PI(4,5)P,. Aunque la funcién mejor descrita de la
dinamina es la fisién de las invaginaciones de membrana para formar vesiculas,
algunos autores proponen gue la dinamina podria provocar también la tubulacién de
la membrana plasmatica dependiendo de la velocidad en la hidrélisis de GTP .
Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la dinamina podria ser la
responsable de la iniciacién de la invaginacion de la membrana después del
incremento de PI(4,5)P, durante el proceso de tubulacion, aunque su importancia

en un posible proceso de escisién no puede ser descartada.

Algunas proteinas BAR contienen dominios PH de unién a PI(4,5)P,, y son capaces
de detectar, inducir y/o estabilizar la curvatura de la membrana. Los tlbulos

producidos por el tratamiento con W13 contienen PACSINZ2, una proteina BAR que
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es capaz de unirse a PI(4,5)P,. También se aprecia la ausencia de tdbulos
PACSIN2-positivos en células que expresan el RaclG12V. Algunos estudios
indican que Racl regula la localizacion subcelular de PACSIN2, y que esta proteina

35 Ademas, se han relacionado a las

participa en la via de inactivacion de Racl
proteinas BAR con la accién de la dinamina durante la endocitosis, pues se ha
descrito que el reclutamiento de las proteinas BAR depende de su unién a la

dinamina localizada en los sitios de endocitosis %2

. Esta interaccion puede modular
la actividad GTPasa de la dinamina, lo cual vincula directamente dicha actividad con
el grado de curvatura detectado o estabilizado por las proteinas BAR. Es posible
que la dinamina colabore con PACSIN2 para iniciar, elongar y estabilizar los tabulos
inducidos por el incremento de PI(4,5)P, (figura 28), aunque la contribucién exacta
de cada una de ellas, asi como de otras proteinas BAR, debe ser determinada en

futuros estudios.

Se sabe que Racl ejerce su accién en la membrana plasmética, y cuando es activo

158,359,360. Ademé.s,

se encuentra localizado especificamente en las balsas lipidicas
en nuestro laboratorio se describieron anteriormente diversos cargos que eran
internalizados a través de las estructuras tubulares inducidas por la inhibicién de la
CaM, como el MHC-I, y se observd que la transferrina, un marcador tipico de la
endocitosis dependiente de clatrina (CDE), quedaba excluida de los tubulos 1% se
detect6 también la presencia de Arf6 en estos tubulos, una GTPasa que regula
algunos tipos de CIE %5, Al contrario gue la CDE, las vias de CIE tienen lugar en las
balsas lipidicas. En linea con estas observaciones, hemos confirmado que, tras la
inhibicién de la CaM, la aparicion de los tdbulos se produce por el aumento de
PI(4,5)P, especificamente localizado en las balsas lipidicas. Todo ello sugiere un
importante papel de la CaM en la modulacion de los niveles de PI(4,5)P, en los
dominios ordenados de membrana durante la CIE, a través de la regulaciéon de
Racl, y quizas también de PKC. Este aumento de PI(4,5)P, permitiria la formacion
de invaginaciones con morfologia tubular a través de proteinas de union a
P1(4,5)P,, como dinamina o proteinas BAR, quizas como parte de un proceso rapido
de internalizacion tanto de membrana plasmatica como de proteinas de las balsas

lipidicas.
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2. Relevancia fisiolégica de las tubulaciones de

membrana

Como ya hemos comentado, PACSIN2 estd presente en los tdbulos, y se ha
descrito que esta proteina puede asociarse con Racl para regular la migracion y la

adhesion celular *%°

. La inhibicién de la expresién de PACSIN2 aumenta la cantidad
de Racl-GTP, y promueve la migracion dependiente de Racl. La migracion celular
esta finamente regulada por las RhoGTPasas y depende en gran medida de la
formacién y reciclaje de las adhesiones focales (FAs) (figura 27), de las que forman
parte las integrinas. Existen numerosos estudios que demuestran una regulacion
reciproca entre Racl y las integrinas, siendo la relacion con la 31-integrina una de
las mas estudiadas. La B1-integrina se asocia principalmente con la a5-integrina, y

366

se sabe que regula la polaridad epitelial a través de Racl *°. Ademas, se sabe que

la actividad de Rac1 aumenta tras la sobreexpresion de B1-integrina en células
CHO %, y disminuye si se inhibe su expresion en células de Schwann %
Igualmente, la B1-integrina es regulada positivamente mediante la formacion de

especies reactivas de oxigeno dependientes de Racl en cardiomiocitos %8 L

a
relacion entre Rac1 y la B1-integrina nos llevé a estudiar la influencia de las

tubulaciones en la internalizacién de esta integrina.

Nuestros estudios indican que las tubulaciones inducidas por el aumento de
P1(4,5)P, son una via de internalizacién de la B1-integrina. El tratamiento con W13
incrementa la tasa media de entrada de (1-integrina respecto a las células no
tratadas. Esto es debido fundamentalmente al incremento de células con tubulos en
presencia de W13. Ademads, las células tratadas con W13 que no presentan
tubulaciones también muestran un aumento significativo en la tasa de
internalizacion respecto a las células control sin tdbulos, aunque dicho aumento es
poco importante en comparacion al que exhiben las células con tabulos. No hemos
obtenido datos sobre el trafico de B1-integrina en células con tubulos a tiempos
largos de internalizacion, en los que el reciclaje de vuelta a la membrana plasmatica
dificultaria el estudio de su tasa de entrada. Sin embargo, nuestros datos
demuestran una tasa de internalizacion de B1-integrina unas 2.5 veces mayor en
células con tubulos, respecto a células sin tubulos, tras 20 minutos. Hemos

observado ademas la exclusion de parte de la B1-integrina internalizada de la red
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de endosomas tempranos en células que presentan tdbulos, en comparacion con
células sin tubulos, después de 20 minutos de internalizacién, lo que indica una
perturbacion respecto al trafico convencional de 31-integrina. Todo esto sugiere que
la red de tubulos inducida por el aumento de PI(4,5)P, puede ser una via de entrada
rapida, y que utiliza mecanismos distintos para el trafico intracelular, al menos en
los primeros estadios. W13 tampoco induce una mayor tasa de internalizacion de
B1-integrina en células que expresan RaclG12V. Este dato confirma que Racl
reduce las tubulaciones impidiendo su formacién, y no escindiéndolas de manera
mas eficiente, y como comentaremos mas adelante, refuerza la hipétesis de la
sobre-activacidon local de actomiosina como mecanismo de inhibicién de las
tubulaciones por el Racl activo, impidiendo la invaginacion de la membrana
plasmatica. De hecho, diversos estudios muestran que Racl regula algunos tipos
de CIE, controlando la macropinocitosis, la via de CLIC/GEEC, la entrada del IL-2R

(Interleukine-2 Receptor) o del AMF (Autocrine motility factor) 3%7>38238

a
reordenacion del citoesqueleto de actina mediada por Racl y posiblemente por
RhoA se ha demostrado esencial para que la internalizaciéon pueda llevarse a cabo
%853%  por otro lado, se ha observado que la sobreexpresion del mutante
constitutivamente activo de Racl puede inhibir la CDE, posiblemente al disminuir

los niveles de PI(4,5)P, necesarios para esta via de entrada ***3°,

Las integrinas, presentes en las adhesiones focales, actian de puente entre el
citoesqueleto y la matriz extracelular (MEC). Algunos estudios indican que la
integrina es internalizada constantemente y que la funciéon de dicha internalizacion
es la de reciclar las integrinas mas que la de degradarlas. Para que el reciclaje
tenga lugar, las integrinas deben llegar a los compartimentos endociticos
tempranos, desde los cuales son dirigidos directamente a la membrana plasmaética,
generando un ciclo de reciclaje corto, o bien son llevados a los compartimentos de
reciclaje, para volver a la membrana plasmatica en un ciclo largo de reciclaje. La
internalizacion de la B1-integrina a través de los tabulos inducidos por PI(4,5)P,, y la
consecuente reduccién de su presencia en los EEs, implica la exclusion de la
integrina, al menos temporalmente, de los ciclos de reciclaje a la membrana
plasmatica, reduciendo por tanto la cantidad de integrina disponible para la union a

la MEC (figura 27). Durante la migracion, la formacion de tdbulos inducidos por
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PI1(4,5)P, permitiria a la célula liberarse temporal y localmente de la MEC en zonas

en retraccion, como el borde posterior (figura 27).

La internalizacion vy reciclaje de la integrina es critica durante la migraciéon o la
regulacion de la morfologia celular, donde los anclajes de la célula a su entorno son
claves. Una célula en migracion necesita desensamblar las adhesiones focales en
su parte posterior a la vez que genera nuevos anclajes en el borde anterior de
avance. Racl y RhoA actlan antagonicamente en este aspecto. Racl promueve la
formacién y el recambio de adhesiones incipientes y facilita la asociacion de estas
adhesiones a las protrusiones generadas por la polimerizacién de actina
dependiente de Racl. Por el contrario, RhoA induce la maduraciéon de las

adhesiones focales y su asociacion con fibras de estrés *2>?%.

Como ya hemos comentado anteriormente, las propias integrinas pueden a su vez
activar de forma diferencial a las diferentes RhoGTPasas. Por ejemplo, la
sobreexpresion de B3-integrina aumenta la actividad de Rho y la formacién de fibras
de estrés, mientras que la sobreexpresién de B1-integrina incrementa la actividad

de Racl y la formacién de lamelipodios *°.

Se sabe que Racl se activa
mayoritariamente en la region anterior de la célula en migracion, mientras que RhoA
presenta mas actividad en el borde posterior. En la figura 27 se expone un modelo
hipotético en el que la activacion de Racl en el borde anterior de una célula
migrante, y la consecuente inhibicion de los tubulos, podria impedir la entrada
rapida de proteinas como la B1-integrina, asi como de la propia membrana
plasmatica. De hecho, como se ha comentado en el capitulo Il de resultados, la
activacion de RhoA facilita la formacion de tdbulos inducidos por PI(4,5)P,, lo que
podria provocar una mayor entrada en el borde posterior, donde RhoA es mas
activo, y en el que las adhesiones deben disociarse de la MEC y la membrana debe
ser retraida y reciclada hacia otras localizaciones. Ezratty et al describen que el
desensamble de las adhesiones focales precisa de altos niveles de actividad Rho,

ademas de la accién de la dinamina y los MTs **°

. La dinamina podria contribuir a la
eliminacion de las integrinas y otros elementos de las adhesiones focales de la
membrana plasmatica, y los MTs podrian ser necesarios para el transporte de las
estructuras endociticas hacia el interior de la célula, ademas de contribuir

387

directamente al aumento de la actividad GTPasa de la dinamina ~ . El estudio de

Ezratty et al sugiere también que la funcion de la dinamina es necesaria para la
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migracion celular direccionada. Todo ello esta en consonancia con los resultados
obtenidos durante esta tesis, ya que, como hemos descrito en los capitulos | y lII,
los MTs y la dineina, que transporta material hacia el centro de la célula a lo largo
de los MTs, asi como la accion de dinamina, son esenciales para la aparicién de las

estructuras tubulares (figura 27).

Por tanto, es posible que la polarizacion de una célula en migracion, y la
consecuente regulacién espacio-temporal de Racl y RhoA, determine la induccion
local de tubulaciones en el borde posterior y su inhibicién en el borde anterior, en
coordinacién con la regulacion de los niveles de PI(4,5)P, por parte de la CaM.
Dichos niveles podrian modular la accién de la dinamina y de las proteinas BAR.
Todo ello daria como resultado un reciclaje rapido de FAs en el borde de avance, y
una exclusion local y temporal de las integrinas de la superficie celular en el borde
posterior en retraccion (figura 27). Futuros experimentos deben confirmar que la
polarizacion de la actividad de las RhoGTPasas durante la migracién determina
realmente la distribucion de las tubulaciones, y que éstas regulan la migracion
celular. A continuacion, se discutird sobre los posibles mecanismos a través de los
cuales Rac1 inhibe la formacion de tubulos, y por tanto, la entrada de (31-integrina a

través de esta via de internalizacion.
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migracién celular direccionada. Durante la migracion, la célula debe extenderse hacia delante,
reciclando y produciendo nuevas adhesiones a la MEC, y retraer a su vez la parte posterior,
desensamblando las adhesiones. Durante el proceso, las AFs atraviesan diferentes fases de maduracion,
desde su formacién y reciclaje rapido en el borde de avance, pasando por un crecimiento y maduracién,
hasta su desensamble en el borde posterior. Esto permite el direccionamiento en el desplazamiento de la
célula. El proceso viene determinado en gran medida por la polarizacion en el estado de activacion de las
RhoGTPasas RhoA y Racl, lo que permite una regulacién polarizada de la dindmica del citoesqueleto de
actina. RhoA es activo principalmente en la parte posterior, favoreciendo la formacion de fibras de estrés,
que pueden actuar como soporte mecanico para la retraccion de la célula. Por su parte, Racl se activa
principalmente en el borde anterior, permitiendo la polimerizacién de actina y la formacién de estructuras
especificas como los lamelipodios, que favorecen la extension de la membrana. La baja actividad de
Racl en el borde posterior, junto con una alta actividad de RhoA, podria permitir la formacion de tabulos
de membrana, y la internalizacion rapida de las integrinas, favoreciendo el desensamble de las AFs e
impidiendo el reciclaje rapido de las integrinas para formar nuevas adhesiones (cuadro ampliado de la
izquierda). Por otro lado, el aumento de la actividad de Racl en el extremo anterior puede inhibir la
internalizacion tubular, favoreciendo la endocitosis de integrinas a través de otras vias, permitiendo asi la
renovacion rapida de adhesiones focales (cuadro ampliado de la derecha). La regulacién espacio-
temporal de los niveles de PI(4,5)P, durante la migracion, y su relacion con la regulaciéon de las
RhoGTPasas y el reclutamiento de integrinas en el borde anterior, ha sido ampliamente descrita
(revisado por Thapa & Anderson, 2012 **%). La regulacion local de los niveles de PI(4,5)P; en las balsas
lipidicas, ademas de la accion de MTs y proteinas con dominios BAR como PACSIN2, podrian favorecer
la induccion o inhibicién de los tabulos endociticos en diferentes momentos y lugares de la célula.
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3. Regulacién de las tubulaciones por parte de Racl:

maquinaria molecular implicada

Nuestros resultados demuestran una clara participacion de la PLC en la inhibicién
de los tubulos por parte de Racl, probablemente al reducir los niveles de PI(4,5)P..
Sin embargo, experimentos con mutantes de Racl deficientes en la activacion de
PLC (RaclG12V-A37 y Rac1G12V-A56), indican la presencia de otros mecanismos,
pues el mutante Rac1G12V-A56 puede inhibir los tubulos aun después del aumento
de PI(4,5)P,. Esto nos ha permitido encontrar elementos del citoesqueleto
involucrados en la regulacién de las tubulaciones corriente abajo de Racl. Para
ello, nos hemos servido del mutante A56 del Racl activo como herramienta, ya que
carece de la actividad PLC, que impediria el incremento local de PI(4,5)P, en las
zonas donde RaclG12V esta presente. Al mismo tiempo, a diferencia del mutante
A37, el mutante A56 es capaz de activar otros efectores que impiden la formacion
de tdbulos, aun después del incremento de PI(4,5)P,. Por tanto, este mutante nos
permite diseccionar los factores corriente abajo de Racl, e independientes de PLC,

involucrados en la inhibicion de los tlbulos y estudiar su relevancia en el proceso.

El citoesqueleto juega un papel primordial en todas las vias de internalizacion y las
RhoGTPasas dirigen su reordenacion, en especial de la F-actina. La expresion de
los mutantes de Racl analizados en esta tesis afecta de manera distinta a la
organizacion del citoesqueleto de actina. Mientras los mutantes G12V y G12V-A56
inhiben por completo las fibras de estrés, el G12V-A37 no induce ningln cambio
apreciable sobre el citoesqueleto de actina. Los resultados obtenidos con los
tratamientos con latrunculina A (LatA) indican que el Racl activo impide la aparicién
de tubulaciones no solo a través de la disminucion de los niveles de PI(4,5)P, sino
también mediante la polimerizacion de actina. Aunque el nivel de tubulaciones
inducidas por W13 aumenta fuertemente en células que expresan RaclG12V en
presencia de LatA, dicho aumento es significativamente mayor en células que
expresan Rac1G12V-A56. Esto otorga un papel relevante tanto a la polimerizacién
de actina como a la activacién de PLC durante la regulacién de los tubulos; el
balance entre ambos elementos determinaria la dinamica de las tubulaciones.
Asimismo, no se puede descartar que la disrupcidon masiva de la F-actina (LatA)

modifique la tensién de la membrana plasmatica, facilitando la tubulacion o
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modificando el umbral a partir del cual los niveles de PI(4,5)P, desencadenan la

invaginacion.

Los resultados de los experimentos con LatA sugieren ademas que la
polimerizacion de actina no representa la fuerza motriz necesaria para la elongacion
y direccionamiento de los tubulos. Como se ha comentado en el apartado anterior,
es probable que dicha fuerza sea proporcionada por los MTs y sus proteinas
asociadas. En trabajos previos del grupo se determin6 que la despolimerizacion de
los MTs inhibia las tubulaciones de membrana. En este trabajo se ha descrito que la
dineina, que transporta elementos desde la periferia de la célula a lo largo de los
MTs es necesaria para su aparicion, lo que sugiere que esta proteina motora es la
responsable de la fuerza motriz necesaria para la elongacién y direccionamiento de
los tlbulos hacia el centro de la célula. Un trabajo reciente describe como las
dineinas y el complejo dinactina proporcionan la fuerza mecéanica necesaria para la

tubulacion de la membrana plasmatica durante la CIE **®

. Ademas, el citoesqueleto
de actina podria actuar como una barrera entre la membrana y los microtibulos. De
hecho, se ha descrito que la despolimerizacion de de actina permite la formacién de

tubulos de membrana dependientes de MTs **°.

Uno de los principales factores que inducen la polimerizacién de actina dependiente
de Racl es la cortactina, que es ademas uno de los elementos moduladores de la

72174 gSe ha descrito

dinamica de actina mas importantes durante la endocitosis
ampliamente el papel de la cortactina tanto en la CDE como en la CIE, y su
asociacion con la dinamina para llevar a cabo los procesos de endocitosis. La
dinamina puede interaccionar, a través de su dominio PRD, con el dominio SH3 de
la cortactina, haciendo de puente entre los procesos de membrana y el
citoesqueleto de actina. Esta asociacion, junto con la importancia de la dinamina en
la generacion de las tubulaciones inducidas por PI(4,5)P,, y la implicacién de la
polimerizacién de actina en su inhibicion, convierten a la cortactina en uno de los
posibles factores regulados por Racl responsables de la inhibicion de las
tubulaciones. La translocacion de la cortactina a la membrana plasmatica

| 3% Los autores

dependiente de la actividad Racl fue descrita por Weed et a
demostraron ademas la ausencia de dicha translocacion en células que expresaban
el mutante G12V-A37 de Racl. Nuestros resultados confirman estos datos, y

demuestran que la expresién del mutante RaclG12V-A56, al igual que el
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Racl1G12V, induce la translocacion de cortactina a la periferia celular. Los
experimentos con el dominante negativo de cortactina sugieren ademas que la
accion de esta proteina es necesaria para la inhibicion de los tibulos. Es probable
por tanto que la importancia de la F-actina en dicha inhibicion venga determinada
por la translocacion de la cortactina a la periferia celular dependiente de Racl. La
dinamina, que podria ser reclutada a las balsas lipidicas tras el incremento de
PI(4,5)P,, podria asociarse a la cortactina cuando Racl esta activo, y facilitar la

polimerizacion de actina durante el inicio de la tubulacion.

Weed et al y otros autores proponen dos posibles efectores de Racl (PORL1,
también conocida como arfaptina2, y ROCK1), como responsables de la
translocacion de cortactina, basandose en la incapacidad del mutante A37 del Racl

activo para interaccionar con estas proteinas #3737

. Nuestros resultados sugieren
que tanto POR1 como ROCK1 son necesarios para la inhibicién de las tubulaciones
por el racl activo. Sin embargo, Unicamente POR1 es requerido para la
translocacion de cortactina. POR1 es una proteina con dominio BAR, y por tanto es
capaz de detectar, generar y estabilizar curvatura en las membranas celulares. Se
ha descrito que PORL1 se asocia a membranas con alto grado de curvatura, y puede
inducir la tubulacién solo si se encuentra en altas concentraciones **°. Desde su
descubrimiento como proteina de unién a Racl, POR1 ha sido también relacionado
con Arfl, 3y 5, y se cree que podria ser un factor de regulacion entre las vias de

sefializacion de Racl y Arf *#*%

. Se ha demostrado que la cara concava de un
dimero de POR1 constituye un sitio de unién para Racl, y que POR1 es necesario
para la formacién de estructuras relacionadas con la F-actina dependientes de

Rac1, como las ondulaciones de membrana 179,183

. Sin embargo, los mecanismos a
través de los cuales PORL1 regula la translocacion de cortactina a la periferia celular
estan todavia por determinar, y pueden ser objeto de estudio en proximas

investigaciones.

Como ya hemos comentado, nuestros resultados indican que ROCK1 también es
necesario para que RaclG12V puede impedir la formacion de tubulaciones
inducidas por PI(4,5)P,. Ya se habia descrito que el mutante Rac1G12V-A37 no

37 En esta tesis hemos confirmado este dato tanto

interacciona con ROCK1 in vitro
in vitro como in vivo, y hemos demostrado que el mutante Rac1G12V-A56, al igual

que el RaclG12V, si puede interaccionar con ROCK1. Ademas, los resultados
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obtenidos in vitro sugieren que la interaccion podria producirse a través del dominio
de unién a RhoA (RBD), ya que la proteina de fusion disefiada carece del dominio
quinasa y de los dominios en el extremo C-terminal, por lo que no serian necesarios

para la union.

ROCK1 esté relacionado sobre todo con la induccion de la actomiosina en la via de
RhoA. No obstante, nuestros estudios sugieren por primera vez una activacion
directa de ROCK1 por parte de Racl, de manera independiente de RhoA. Aunque
la accion de Racl y RhoA es a menudo antagonica, ya se han descrito diversos
efectores compartidos por ambas GTPasas, activados en momentos y/o lugares
diferentes para producir efectos antag6nicos en varios procesos celulares, como es
el caso de PRK1 y PRK2 ****' Es probable que Racl y RhoA compitan por la
union a ROCK1. De esta forma, los diferentes estados de activacion de ambas
RhoGTPasas en distintos lugares de la célula, podrian determinar localmente la
activacion de ROCK1 por una u otra. De hecho, pese a que, como ya hemos
comentado, ROCK1 es necesario para la inhibicion de las tubulaciones por parte de
Racl activo, la expresién del RhoA constitutivamente activo (RhoAG14V) induce un
incremento de las tubulaciones, lo que descarta una activacion de ROCK1 por parte
de RhoA en el proceso de inhibicién. La activacion de ROCK1 por Racl incrementa
la fosforilacion de MYPT1, y esto podria estar aumentando localmente la asociacion
de la miosina con el citoesqueleto de actina. Hemos visto ademés que la inhibicién
de miosina mediante blebistatina, un inhibidor general de las miosinas, permite la
aparicién de tubulaciones tras el incremento de PI(4,5)P, en células que expresan
Rac1G12V-A56. Existen diversos estudios sobre el papel de la miosina en la
endocitosis, en especial durante la CDE. La miosina Il no muscular (MIl) induce el
reclutamiento de clatrina a las uniones adherentes, potenciando la endocitosis de
cadherinas. La MIl también contribuye a la curvatura de los CCVs en los primeros

pasos de la CDE 91
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Todos nuestros datos permiten plantear la hipotesis de que Racl puede estar

regulando la internalizacién de los tdbulos mediante la coordinacion de la miosina y
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Figura 28. Maquinaria molecular implicada en la formacién e inhibicién de los tabulos. El
incremento de PI(4,5)P; en las balsas lipidicas, debido a la sobreexpresion de la PIP5K, la adicion de
PI(4,5)P, exégeno o la inhibicién de CaM (1), podria inducir el reclutamiento de dinamina y la curvatura
e invaginacion incipiente de la membrana plasmatica. En ausencia de Racl activo (2), la invaginacion
es elongada mediante la accion de la dineina, que conduciria en sentido retrégado el tibulo resultante
a lo largo de los MTs. El PI(4,5)P, acumulado, asi como el alto grado de curvatura, podria reclutar
proteinas BAR como PACSIN2, permitiendo la estabilizacion de la estructura tubular. Cuando Racl
esta activo (3), éste puede activar POR1 y ROCK1, que a través de la translocacién de cortactina y la
fosforilacion de MYPT1 pueden inducir el ensamblaje de la actomiosina. La cortactina podria asociarse
con la dinamina tras el incremento de PI(4,5)P,, e iniciar la polimerizacion de actina localmente. La
sobreactivacion de la actomiosina podria impedir la formacion de tdbulos mediante dos posibles
mecanismos: la formacion de una barrera que aumentaria la tension de membrana y/o impediria
estéricamente el reclutamiento de proteinas como PACSIN2 y otras proteinas BAR (4), o la generacion
de la fuerza mecanica para escindir la invaginacioén (5).

la actina (figura 28). Posiblemente mediante la accion de Racl, POR1 podria
direccionar la cortactina a las balsas lipidicas, donde los tibulos son inducidos. Ello

permitiria la polimerizacion local de la actina. Al mismo tiempo, la activacion de
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ROCK1 y la consiguiente inactivacion de MYPT1, potenciarian la asociacion de la
miosina con la F-actina. La sobreactivacion local de las redes de actomiosina
modificaria la tension local de la membrana plasmatica. De hecho, se ha descrito
recientemente que una elevada actividad local de las redes de actomiosina puede

%2 El citoesqueleto

inhibir la endocitosis durante el desarrollo de Drosophila
subyacente puede generar una elevada tension en la membrana plasmatica, o
bloquear estéricamente el acceso de la maquinaria endocitica, inhibiendo de ambas

89339 sSin embargo, ademas de este mecanismo, la

formas la endocitosis
reordenacion del citoesqueleto mediada por Racl podria estar inhibiendo las
tubulaciones mediante una escision mas eficiente de las invaginaciones, impidiendo
igualmente la aparicion y observacion de los tdbulos (figura 28). Los resultados
obtenidos sobre la internalizacion de integrina, discutidos anteriormente, sugieren la

validez de la hipétesis de la tension de membrana y/o el impedimento estérico.
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Conclusiones

La inhibicion de CaM induce un aumento de PI(4,5)P, en la membrana

plasmatica al incrementar la interaccion entre Racl y PIP5K.

El aumento de PI(4,5)P, especificamente en las balsas lipidicas induce la

formacién de una red de tlibulos endociticos.

La activacion de PLC por Racl puede atenuar la formacion de tubulos.

Los tubulos inducidos por PI(4,5)P, son una via de entrada de B1-integrina y

aceleran su internalizacion.

Racl y POR1 inducen la translocacién de cortactina a la membrana plasmética.

Racl puede activar ROCK1 de manera independiente de RhoA.

Racl regula la formacion de los tdbulos modulando la red de actomiosina,

mediante la accion de la cortactina y la activacién directa de ROCK1.
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