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SOBREEXPRESSIO IKNOCK-DOWN DE FLOTILLIN-1

16.SOBREEXPRESSIO DE FLOTILLIN-1. CARACTERITZACIO DE L ES
DIFERENTS FORMES MUTANTS SOBREEXPRESSADES.
Per a la realitzacié dels diferents estudis furai®n bioquimics sobre la funcidé de

Flotillin-1 tant en el procés de mitosi com en dgulacio de la via de transduccié de

senyal de Notchl s'utilitza la sobreexpressio itaria de formes exogenes de la

proteina. Aquestes formes es troben fusionadegeeedistags,i en funcié del lloc

d’insercié d’aquest epitop o de la modificacié deseqiiéncia nucleotidica, presenten

caracteristiques fenotipiques i de localitzaciéceutular diferents en comparacié amb

la proteina endogena (es comprovaren per immurreffgencia, figura 19).

a)

b)

HA-Flotillin-1 (HA-Flotl)/GFP-Flotillin-1 (GFP-Flot 1): la modificacié de
Flotillin-1 en I'extrem N-terminal no afecta a lanftionalitat i caracteristiques
de la proteina. La seva localitzacio és ubiqua $dareexpressio estimula la
proliferacio basal de les cél-lules, comprovat anlihia PC-3 mitjancant
comptatges de I'antigen de proliferacié Ki67 (Samdaa et al, 2005).

Flotillin-1-HA (Flot-HA)/Flotillin-1-Flag (Flot-Fla g)/HA-Flotillin-1 AC: la
modificacio en C-terminal, per alteracié de l'esttra consequiéncia de la
insercié d’'un epitop (Flot-HA) o bé per delecio (H#Aot AC), incapacita la
proteina per assolir la seva localitzacié nucleaf aom per estimular la
proliferacio cel-lular (Santamaria et al, 2005).udst fenomen seria degut al
canvi conformacional que provocaria la inclusid’dpitop en I'estructura de la
proteina, emmascarant els dominis responsables’ed&rada a nucli. La
localitzacio de Flot-HA és exclusivament de memhbarptasmatica, mentre que
la forma AC roman en una localitzaci6 submembranosa o ciopéica
principalment. Aquestes formes no es poden cormidéominants negatius
classics doncs no reverteixen el fenotip de laginat endogena i la seva
sobreexpressid no ocasiona una reduccié de lafgraaié cel-lular (els
comptatges de Ki67 no mostraren variacié respeatecdndicio control)
(Santamaria et al, 2005).
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c) GFP-NLS-Flotillin-1 (NLS-Flotl): l'addicié d'una sequéncia consens de
localitzacioé nuclear coincident amb la de I'antigedel virus SV40 confereix a

la forma exogena de Flotillin-1 una localitzacidrggetament nuclear.

DNA HA/GFP MERGE

HA-FLOT1

. . . o
.. . R

Fig 19. Exemplificacié de la localitzacié subcdhtudels diferents constructes de Flotillin-1. liaid

cel-lular HelLa es transfecta transitoriament ambHA-Flotl com a exemple de modificacid6 en N-
terminal i localitzacié general; b) Flot-HA, modifici6 en C-terminal i localitzaci6 de membrana o
submembrana, ¢) GFP-NLS-Flotl,localitzacio exclasiuclear. Es realitza immunofluorescéncia per HA

(o directament GFP) acompanyat de marcatge de 9t833%2 per mostrar el nucli

17.KNOCK-DOWNDE FLOTILLIN-1. ESPECIFITAT D’ACCIO.

De forma paral-lela a la sobreexpressio de Flotillies procedi a la seva anul-lacié
mitjancant tecniques de RNA d’interferéncia, SIRN#hRNA.

En el cas dels siRNA s'utilitzaren sequéncies dlgg contra el transcrit de Flotillin-1
ja comprovades amb anterioritat (Santamaria et2@05) (tesi de la Dra. Anna
Santamaria) aixi com unes noves sequencies ca@nfrank 3'UTR del gen. Aquestes
zones no formen part de les sequencies clonadesesrconstruccions que se
sobreexpressaran mitjancant transfeccio de DNA exoigper tant, els siRNA contra
aquestes regions només tenen capacitat inhibiddne $¢a proteina endogena. Aquesta
estrategia permet la utilitzacio de forma simubiade técniques de sobreexpressio i

knock-down
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L’eficacia de la deplecio dFlotillin-1 es comprova pewestern Blding obtenint una
reduccio variable dels nive de proteina en funcio de la sequéncia utilitzada@m
de l'eficiencia de transfeccido concreta de cadaeerpent. Només es tingueren
compte aquells experiments «qué s’obtingué una reduccio ddotillin-1 igual o
superior al 70% dels nivells tos de proteina en eldots efectuatsen paral-lel a cac
experiment (figura 20, panell superi

En segon lloc, eknockdowr provocat per I'is de shRNA eomprovi també per
Western Blo@aplicantse els mateixos criteris que en el cas antericaltia’ banda e
realitzaren experiments funcionals obser-se una reduccio en la proliferacio basa
les cel-lules HeL&igura 2(, panell inferior) similar als efectes ja coneguts dels siR
sobre la proliferacio de linies cel-lulars modeld#nocarcinoma prosté (Santamaria
et al, 2005).
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Fig 20. Panell superior.Reducci6 dels nivells de Flotil-1 per incorporacié a les cél-lules de R
d’interferencia. 92, 93 i 94 sén 3 sequéncies irddpnts de siRNA contra la regié 3'UTR de Flot-1
endogenaPanell inferior.Experiment de proliferacié. Comptatge del noe total de cél-lules al llarg t
7 dies consecutius en condicions de depleci6 ddlifl-1 per shRNA.
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B. PAPER DE FLOTILLIN-1 EN LA REGULACIO DE NOTCH1
En base al conjunt d’evidéncies que proposen, dherada, la participacié de les
estructures lipidigues de membrana en la via dgafieracio de Notchl, i de I'altra, la
interacci0 entre ambdues proteines (IntroducciGartap 4); ens plantejarem la
possibilitat d’incorporar Flotillin-1 com un elentemegulador més de la via de

transducci6 de senyals depenent de Notchl.

18.FLOTILLIN-1 REGULA L'ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL DE
NOTCH1

El primer objectiu fou testar si la pérdua o gudeyfuncié de Flotillin-1 exercia algun
tipus d’influéncia funcional sobre la activitatriszripcional de Notchl. Es dissenya un
sistemain vitro basat en I'expressio detporter geneluciferasa sota el control del
promotor del gen Hesl, una de les principals diémésnscripcioé de les quals es troba
sota el control directe de Notchl. S'utilitza laidi cel-lular HeLa que compta amb una
activitat basal minima de la transduccio de sengagsilada per Notchl per fer més
evidents les diferéncies d’expressio de lucifeesa&l seguiment de I'activitat d’aquest

promotor.

@
ﬁ_l.umlusu
@ _

Fig 21. Disseny dels experiments de luciferasaeporter genees troba sota el control d’un promotor
d’'un gen diana de Notchl.

18.1. Efecte de la inhibicio de Flotillin-1
Es comprovaren els efectes de la deplecié de Iietilmitjancant tecniques d’'RNA
d’interferencia (SIRNA i shRNA) sobre la via de galitzacié de Notchl, la qual

s’activa mitjancant la sobreexpressié de dues dsrale NotchlAE Notchl i ICN-
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Notchl. La primera forma precisa per a la sevavacith d’'un processat proteolitic per
part del complex-secretasa i se li pressuposa una necessitat lifrdesozones de la
membrana plasmatica on es troba localitzat aquesplex. La segona forma, en canvi,
ja ha sofert aquest procés de proteolisi S3 i @8aade forma constitutiva (Mumm &
Kopan, 2000).

L’'absencia de Flotillin-1 és capa¢ de provocar upduccio significativa en la
transcripcio del gen luciferasa, fusionat al pramndétesl, la qual es pot interpretar com
un descens en l'activitat transcripcional de Notdfrlgura 22). Aquest fenomen
s'observa quan la via es trobava activada ambriad@E, mentre que la forma ICN és
independent de la presencia o abséncia de Fldtillifrigura 23), fins al punt
d’'observar-se un augment en l'expressié de lusteran les cél-lules que han
incorporat el shRNA per Flotillin-1, si bé aquestariacio no és estadisticament
significativa. Aquests resultats suggereixen laessitat de la preséncia de Flotillin-1 en
la via de senyalitzacié de Notchl, duent a ternmeefuncié en un moment posterior a la

unio receptor-lligand, pero previ al processat 8Badterme pel complexsecretasa.
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Figura 22.Panell superior Descens de I'activitat transcripcional de No#sBl(mesurada com expressio
de luciferasa) com a consequéncia de la inhibigidFtbtillin-1 per el siRNA F19. siRNA scr és un
control sintetitzat mitjancant la generacié aleatdfuna sequéncia que no hibrida amb el gen da#sté
per tant, no produeix cap efecte sobre la cel-Idlats els siRNA s'utilitzen a concentracié 100 nM.
Panell inferior. Resultats identics obtinguts mitjancant la irge¥hcia per shRNA.
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Fig 23. L’activitat transcripcional generada pefdama ICN-Notchl no es veu afectada per la de@leci
de Flotillin-1 mitjancant shRNAs.

18.2. Efecte de la disrupcio ddipid rafts

Per confirmar la participacio en el procés de skimgaio de Notchl per part de la
fracci6 membranosa de Flotillin-1, es procedi #dtacié de les estructures lipidiques
on aquesta es troba localitzada. La lovastatinanéagent que impedeix la sintesi de
colesterol, destruint elgid rafts per un periode llarg de temps, a la practica dedor
permanent. La ciclodextrina en canvi, segrestaoésterol provocant la supressio
temporal d’aquestes estructures. Els efectes eslitien de forma molt més rapida
(15-30 min.) pero duren un temps limitat (24 hroapnadament). El tractament de les
cel-lules amb lovastatina provoca uns efectes mék importants en la reduccié de
I'expressio de Flotillin-1 (figura 24, panell sujme). Aquests efectes s’observaren
minimament en el cas del tractament amb ciclodeedri Quan la reduccié en
I'expressié de Flotillin-1 és prou important (casl dractament amb lovastatina) es
correlaciona amb un descens en l'activitat trapswhal generada pekE-Notchl
(figura 24, panell inferior). No s’observa un descequivalent en el cas del tractament
amb ciclodextrines perque la proteina Flotillintdleqoman a les cel-lules és suficient
perque el sistema funcioni amb normalitat. Aquestiitat corrobora la necessitat de la
presencia de Flotillin-1 en les etapes de la viaatgyalitzacio de Notchl que tenen lloc

a la membrana plasmatica.
AE

Nl LY MCD  DMSO
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Figura 24.Panell superior Afectacio de I'expressié de Flotillin-1 causader g'eliminacié dels
complexos estructurals detafts lipidics. Panell inferior Descens en I'activitat transcripcional de
Notchl com a consequéncia d’aquesta disrupcio lgets rafts. NT: cel-lules no tractades LOV:
tractament amb lovastatina O/NuM; 3-MCD: tractament amB-metil ciclodextrina 15 min 10 mM.
DMSO: control negatiu, solvent dels farmacs.

18.3. Efecte de la sobreexpressio de formes exogenes t#ilin-1
Paral-lelament als efectes de la deplecio de Fieliles procedi a comprovar I'efecte
invers. Se sobreexpressaren les diferents formageers de Flotillin-1 observant-se un
augment significatiu de I'activitat transcripciortd Notchl quan s’afavori la preséncia
de Flotillin-1 a nucli mitjancant I'expressio de farma GFP-NLS-Flotl (figura 25).
L'ds de les formes HA-Flotl o Flot-HA no ocasioneanvis destacables en la
transcripcio del gen luciferasa, que es troba sbtantrol del promotor Hesl1. Tot i no
ser estadisticament significatiu, la forma Flot-H&qual té el fenotip més extrem de
localitzacio en membrana plasmatica i incapacitasalir el nucli, si presenta una
reduccio en I'activacié del promotor HES1 (un 358gprecte el control, cel-lules sense
sobreexpressio de Flotillin-1). La forma HA-Floth eanvi, no presenta variacions
respecte les cél-lules control. D’'aquest resulih sleriva la conclusié que la
localitzacio de Flotillin-1 afecta a la via de salitgacio de Notchl, complementant

d’aquesta manera els estudis fets amb els RNAetfgrencia.

18.4. Efecte de I'estrategia combinada: inhibicié de Flalin-1 endogena i
sobreexpressio de formes exogenes de Flotillin-1
En l'apartat anterior, les sobreexpressions de HALFHA-Flotl AC o Flot-HA no

mostraven efectes significatius sobre I'activitanscripcional de Notchl. Aixo pot ser
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provocat perque la presencia de Flotillin-1 endagestigui emmascarant els efectes de
les formes exogenes. Per tal de maximitzar elsefate la deslocalitzacié de Flotillin-
1, es repeti el mateix experiment afegint la irdibde la proteina endogena. El sSiRNA
contra la regio 3'UTR de Flotillin-1 provoca el raet descens en I'expressio de Hesl1-
luciferasa que el mostrat en I'apartat 18.1 (per del-lules transfectades ami-
Notchl), confirmant-se el resultat mostrat en dcaprtat per una segona sequiéncia de
siRNA. En aquestes condicions, s’observa un desd&tsivitat transcripcional més
acusat en la condicio Flot-HA, mentre que la solpeessio de Ha-Flotl no és capac de
revertir I'efecte del siRNA. D’altra banda, la foansFP-NLS-Flotl, que en condicions
normals pel que fa a I'expressiéo de Flotillin-1 egena si produia 'augment de la
transcripcié de Hesl-Luciferasa, no és capag eashmou model de generar el mateix
fenotip, recuperant les cel-lules de I'efecte capsael siRNA de Flotillin-1 endogena

(figura 26).

NOTCHI-aAE

Activitat Hes-Luoe (%)

Hie s
0 '

Fig 25. Variacio en l'activitat de NotchAE en funcid de la sobreexpressio de diferents nactses de
Flotillin-1 amb localitzaci6é i caracteristiques atiéncials. GFP-NLS-Flotl genera un augment en la
transcripcio de Hesl-luciferasa, que es manté imbler en presencia de les altres construccions de
Flotillin-1
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Fig 26. Variacio en l'activitat de NotchAE en funci6 de la sobreexpressié dels construaddatillin-
1 (HA-Flotl, Flot-HA i GFP-NLS-Flotl), en combindciamb la deplecido de Flotillin-1 endogena
mitjancant I'accié d’un siRNA contra la regié 3'UTdrRl gen (F94). Concentracio siRNA = 100 nM

19.INTERACCIO ENTRE FLOTILLIN-1 | NOTCH1

S'utilitzaren diferents estrategies per comprovda segulacio exercida per Flotillin-1

sobre la capacitat transcripcional de Notchl ésudiegp una interaccio fisica entre
ambdues, la qual podria ser I'explicacio de I'aati@cta que Flotillin-1 exerceix sobre

I'activitat transcripcional de Notchl.

19.1. Coimmunoprecipitacio
La primera aproximacio fou la coimmunoprecipitagéles proteines endogenes en una
linia cel-lular derivada d’adenocarcinoma prost@fC-3) que presenta una elevada
expressié de Notchl. S’aconsegui l'activacio deidadeixant proliferar les cél-lules
fins assolir una confluencia del 100%. D’aquestaena es permet la interaccio entre
lligand i receptor, ambdds presents a la cel-lnlfoema de molécules transmembrana.
S'utilitza un anticos contra Flotillin-1 per immuprecipitar la proteina endogena i
mitjancant Western Blottingamb anticossos contra Notchl s’analitza la possible
interaccid. Flotillin-1 coimmunoprecipita amb urradcio del total de proteina Notchl
present a la cél-lula i ho fa amb la forma activadelareceptor (ICN). Aquesta conclusio
es pot afirmar perqué @estern Bloes realitza utilitzant un anticos contra un epitep
Notch (Val 1744), el qual només queda exposat despel processat pel complex
secretasa (S3) i I'alliberament de la forma ICNnhptetament proteolitzada (figura 27,
panell superior).
La utilitzacio de I'anticos contra la forma actifraal de Notchl no permet esbrinar en

quin punt s’inicia aquesta interaccio. L'anticosita un epitop situat en I'extrem C-
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terminal de Notchl tampoc ajuda a resoldre aquaisted(reconeix tant la forma S3
activa com les formes prévies S1 i S2). L'estratggr tractar de discernir en quin punt
de la via es dona aquesta interaccié fou trangfdatdinia cel-lular HeLa amb les

formes AE o ICN conjuntament amb HA-Flotl. Ambdds conseactle Notchl es

troben fusionats a I'epitop myc (1 irByc tagsrespectivament), el qual s’utilitza per
immunoprecipitar les proteines. TaAE com ICN coimmunoprecipitaren amb HA-
Flotl confirmant la interaccié préviament observadab les proteines endogenes

(figura 27, panell inferior).

1gG
P NB o, INPUT

—._- IP: Flotl
IB: Notchl
- » F

'- IP: Flotl

IB: Flotl

INPUT P NB
AE ICN NT AE ICN NT AE ICN

IP: myc
o —
W""" IB: HA

- e P:myc
IB: myc

Fig 27. Panell superior. Interacci6 de les proteines Flotl i Notch endogedemostrada per
immunoprecipitacié de Flotillin-1. El WB de Notck eealitza amb I'anticos contra ICN (AbcarRanell
inferior. Coimmunoprecipitacié reciproca entre les proteimasyenes mycAE o myc-ICN amb HA-
Flotl. (Input: 10% extracte proteic total; IP: extte immunoprecipitat; NBiot boundo sobrenedant de
la immunoprecipitacio)

19.2. Colocalitzacio
Una vegada comprovada l'associacié bioquimitavitro, es pretengué analitzar la
localitzacio subcel-lular on es dona aquesta iotéda Es transfectaren les cel-lules
HelLa amb els constructes=-Notchl i les diferents construccions de FlotillinEs
realitza la immunofluorescéncia amb un anticosayt per detectahE-Notchl, i amb
HA per detectar Flotillin-1 exogena (excepte enasd GFP-NLS-Flotl que es visualitza
directament la proteina verda GFP). El resultagleewna coincidencia parcial entre
ambdues proteines, fent-se més manifesta en detamutants que localitzen Flotillin-
1 en compartiments cel-lulars concrets (Flot-HAneembrana i GFP-NLS-Flotl en
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nucli), ja que ambdds constructes provocaven uxi @mnla localitzacié normal d&E-

Notch (figura 28).

MYC HA/GFP DNA MERGE

HA-FLOTILLIN-1

FLOTILLIN-1-HA

GFP-NLS-FLOTILLIN-1

Fig 28. Colocalitzacié entre myc-NotcAE (vermell) i les tres formes mutants de Flotillirfverd).

En segon lloc es comprova la localitzacio amb aktoicte Notch1-ICN. En aquest cas,
Notchl es troba constitutivament activat i per tdmtseva localitzacido és nuclear en

practicament la totalitat de casos, independentnumtla forma de Flotillin-1

transfectada (figura 29).
HA/GFP MERGED

.... S
. . . . B
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Fig 29. Colocalitzacio entre myc-Nott@N (vermell) i les tres formes de Flotillin-1 (vérd
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19.3. Cosedimentacio en gradient de densit

Amb la finalitat d’establir un possible inici de leelacio Flotillin-1-Notchl en
membrana plasmatica, i concretament, en les regiongsponents lipid rafts, es
realitza un fraccionament cel-lular per sedimentaci gradient de densitat de saca
de les proteines endogen MentreFlotillin-1 localitza majoritariament en la fraccio

baixa densitat del 20% en la que es trobelipid rafts aixi com en la corresponent &
fraccié nuclear, Notchl localitza en la fracciéamrecullen totes les proteines solul
(40%) i en nucli, no prestant coincidéncia amb la expressio Flotillin-1 en la
fraccié del 20% (figura 30). Per tant, no podenrnadir que la interacc s’estigui
donant en la regi6é corresponent rafts lipidics., tot i semblar clar que té lloc en

etapes inicials de la viaper tant, en membrana plasma

N 40 30 20 10 5 Sucrose %

Flotillin-1

Notchl

Tubulin

Fig 30 Expressio de NotchlFlotillin-1 en un gradient de densitat de sacardsdoulin actua com
marcador de la fraccié citoplasmatica solublesdaa abséncia indica també la puresa de I'extrais
la fracci6 nuclear.

20.FLOTILLIN-1 REGULA LA LOCALITZACIO SUBCEL:-LULAR DE
NOTCH1
Demostrada l'influéncia dFlotillin-1 sobre els processos de transcripcié regulat:
Notchl, i la interacci6 colocalitzacié que presenten les formes exdogmodificades
d’ambdues proteines plantejarem dues hipo
)] Flotillin-1 determina la localitzacio subcel-lular i regulat@da a nucl
de Notchl.
i) Flotillin-1 participa de la regulacié de la transcripcio fortnpart dels
complexos activadol
A fi de testar la primera hipotesi es quantifica la locatitéasubcel-lular de Notct

mitjancant assajos d'immunofluorescéncWestern Blot.
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20.1. Inhibicié de Flotillin -1 i localitzacié subcel-lular de Notch
S’elimina I'expressio deFlotillin-1 mitjancant laincorporacio a les cel-lules d’
siRNA especific (F19)alhora que etransfectaren amb la forma NoiecAE. Es realitza
un fraccionament subcel-lular (dividint entre fiaos nuclear i no nuclear) i s’analit
I'expressio de les diferents proteines Western BlotEn abséncia dFlotillin-1 hi ha
un augment de I'expressié de Not-AE a la fraccid no nuclear qeégacompany amb
una desaparicié de la proteina a la corresponewcié nuclee (figura 31, panel
superior) Sobre la proteineNotchl endogena aplicant un fraccionament p
sedimentacio en gradient de den (en cel-lules inhibides per Flotillih), es determina
que aquesta acumulacie Notchl es donava al percentatge del 40% de csa

corresponena la fracci6 soluble citosolic(figura 31, panell inferior).

Fraccio nuclear Fraccio no nuclear
+ + + + + + myc-Notch AE
siRNA siRNA NT siRNA siRNA NT
Flotl CTL ’ Flotl CTL )
. — / ,.5;“ e
- rad ™
—_— Flotillin-1
e —— — Actin
N 40 30 |} 110
| — I v Notchl
i
oy Tubulin
. i

Fig 31.Panell superior Fraccionament cel-lular i analisi de I'expres#@Notchl en cél-lules tractac
amb siRNA de Flotillin-1 siRNA inespecific (ND) i cél-lules no tractadd$T]. Panell inferior.
Fraccionament per gradient de densitat de sacarasalisi de I'expressié de Notchl en les cél-li
inhibides per Flotillin-1
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Els efectes de la inhibicio de Flotillin-1 sobreldaalitzaciéo de Notchl foren analitzats
també mitjancant técniques d'immunofluorescénaiavidment es realitza una tincio de
les cel-lules HelLa peAE-Notchl expressat de forma transitoria a fi diastauns
patrons diferenciats sobre el que es consideralitta@d nuclear o localitzacio
citoplasmatica. Aquesta forma de Notchl presengaguadacio que parteix d’'una forma
predominantment citoplasmatica (figura 32, a) fingna forma exclusivament nuclear
(figura 32, c) passant per figures intermédiesadalitzacio ubiqua no definida, amb
agregats perinuclears i marcatge puntual de meralpasmatica (figura 32,b).

Resultats similars s’obtingueren per la immunofscencia de Notchl endogen, com
es pot observar també en la figura 33 (en aqusssalare cel-lules PC-3 que presenten

major expressio).

a b C

Figura 32. Exemples de localitzacié subcel-lulasBeNotch en la linia cel-lular HeLa. Canvi gradual
de localitzacié extranuclear (a) a nuclear (c) rinfes intermédies en les que s’observen una tincié
general amb preséncia d’agregats perinuclearsEfb)ermell s'observa la tincié de I'epitop myc i en
blau el marcatge nuclear amb Hoechst 332.

Degut al dubte i a la subjectivitat que poden poaveels experiments de comptatge de
cel-lules, es tingueren en compte Unicament elsfelostips més extrems els quals
anomenarem:

A) Localitzacié no nuclear citoplasmatica i puntualment, de membrana

B) Localitzacio nuclear.
La primera aproximacio es realitza amb Notchl erdo§s transfectaren cél-lules PC-
3 amb siRNA de Flotillin-1, considerant-se inteides aquelles que eren verdes per
expressio de la proteina GFP (els siRNA havient estmansfectats amb el plasmidi
PEGFP-G en una proporcio siRNA:pEGFP de 10:1). En ledueék transfectades amb
el siRNA control s’observa una proporci6 de cébdulamb marcatge nuclear
practicament del 100%. En canvi, el tractamentedecél-lules amb el siRNA especific
de Flotillin-1 altera les proporcions entre totesuesl formes, augmentant

significativament fins a 10 vegades la proporcidlaldorma no nuclear (figura 33).
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L’elevat percentatge de tincié nuclear s’explicagpeé I'experiment fou realitzat sobre
cel-lules que havien assolit una confluéncia déPd,0de manera que tenien la via de

senyalitzacié de Notchl constitutivament activada.

NOTCHI1 GFP MERGE
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Fig 33. Panell superior.Exemples de localitzacié de la proteina Notchl @nldes interferides per
Flotillin-1 vs. siRNA control. Es mostren 2 exenmpldel canvi de localitzacié que pateix Notchl en
abséncia de Flotillin-1Panell inferior. Comptatge de la localitzacié subcel-lular de Nbéch les
condicions anteriors.
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20.2. Sobreexpressié de formes mutants de Flotillin-1
Comprovada anteriorment la colocalitzacié entre fasnes exogenes de Flotillin-1
(Figura 28) IAE-Notch1, s’analitza quantitativament quina ermfluencia exacta de la
localitzacié de Flotillin-1 sobre la dAE-Notchl. Cel-lules transfectades amb myc-

Notch1lAE i HA-Flotl,Flot-HA o GFP-NLS-Flotl foren marcadesls respectiuggsi
sobre les cel-lules positives per myc i HA/GFPesdl recompte de la localitzacié de
Notchl, descartant igualment les formes intermédligsc clares. El resultat mostra una
tendéncia a la localitzacié nuclear de Notch quansfectarem les cél-lules amb HA-
Flotl i GFP-NLS-Flotl mentre que la forma Flot-HAepentava proporcions similars al
control, 60% no nuclear - 40% nuclear aproximaddntes feu servir GFP com a
control per evitar tenir en compte una accio actefa per part d’aquesta proteina, la
qual s’ha vist que pot presentar una localitzacidlear per si mateixa, tot i que no
s’ha detectat aquest comportament en els nostyeriments). Els resultats, tot i ser
consistents, no presentaven significacié estadigfigura 34, esq), probablement per la
preséncia de Flotillin-1 endogena que emmascagargart els resultats. Per corroborar-
ho es realitza el mateix experiment de sobreexigressnbinat amb la inhibicié de
Flotillin-1 endogena. El posterior comptatge demeoosbm els efectes es repetien de
forma més accentuada i amb significacio estadistitgancant la sobreexpressié de
Flotillin-1 nuclear s’aconsegueix l'entrada massia Notchl a nucli i, de forma
contraria, la retencio de Flotillin-1 a membranasphatica redueix la presencia nuclear

de Notchl (figura 34 dreta).
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Fig 34.Panell esquerrelnfluencia de les diferents formes exogenes dellifietl sobre la localitzacioé
subcel-lular de NotchAE en funcié de la seva propia localitzaciRanell dret. Mateix experiment
associant la deplecié de Flotillin-1 endogena, égmena que es maximitzen els efectes de les formes
transfectades sobre la localitzacié de Notchl. hases grogues i verdes mostren els percentatges de
cél-lules amb marcatge de Notchl no nuclear i anckspectivament
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Finalment es realitza una prova per corroborantiependencia de la localitzacié de
ICN-Notchl respecte Flotillin-1, de la mateixa m@neque la seva activitat
transcripcional no es trobava regulada per la pa@ absencia de Flotillin-1 (figures
231 29). Es cotransfectaren els constructes ICheiNbamb HA-Flotl o amb Flot-HA,
observant-se com la localitzacié de ICN era predamtiment nuclear i no variava en
funcié de la localitzacié subcel-lular de Flotilin(figura 35).
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Fig 35. Localitzacié subcel-lular de myc-Notch IENcél-lules transfectades amb HA-Flotl o Flotl-HA
respectivament. A) localitzacié citoplasmatica;@®jalitzacioé nuclear.

21.PAPER DE FLOTILLIN-1 A NUCLI

La segona hipotesi plantejada contempla Flotilliredm un coregulador de la
transcripcio. Aixo implicaria la seva presenciaegcomplexos associats als promotors
dels gens directament controlats per Notchl. Ptartéo es dugueren a terme assajos
de ChIP i ReChlP.

21.1. Presencia de Flotillin-1 en els promotors dels gensegulats per
Notchl (HES1iHEY1)
En primer lloc es testd la capacitat de Flotillinger unir-se i, per tant,
immunoprecipitar les sequiéncies promotores dels gesl i Heyl, ambdds conegudes
dianes directes del receptor Notchl. Com a copwsitiu de I'experiment s’utilitza un
anticos contra Notchl i, com a control negatiu, Uraareja d'immunoglobulines

inespecifiques de ratoli, conill i cabra.
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En el cas del promotor del gen Hesl, la PCR desivdel la immunoprecipitacié de
cromatina amb l'anticos contra Flotillin-1 esdewidg positiva, mentre que no
s’obtingueren senyals per les IgGs o per Notchl.

En canvi, per al promotor de Heyl si s'obtinguéeziyal esperat per al control positiu

Notchl, de la mateixa manera que fou detectadeet®pcia de Flotillin-1 (figura 36).

Hes1 Heyl

34 37 40 cicles 30 35

T T

CTL
Notchl —
e Flot1 -

Fig 36. Resultat de la PCR a diferents cicles pesotors dels gens Hesl (esquerra) i Heyl (drega).
primera mostra és un Input o extracte total de DMAntre que les seglients corresponen a la
immunoprecipitacié de cromatina amb I'anticos imadlic

21.2. Presencia de Flotillin-1 en el promotor de HEY1 fomant complex
amb Notchl

L’experiment de ChIP demostra com una o més preseies troben en la regid
promotora d’'un gen, pero no que es troben formardamplex entre elles. Per esbrinar
si Flotillin-1 i Notchl poden ésser situades emealkeix complex unit a cromatina es
procedi a la realitzacio d’'un assaig de ReChlP.

Sobre limmunoprecipitat de Flotillin-1 o IgGs CTles realitza una segona
immunoprecipitaci6 amb Notchl, obtenint-se un r@supositiu en el cas de la
immunoprecipitacié inicial de Flotillin-1. Aquestesultat positiu es comprova
mitjancant el protocol revers. Sobre la primera imoprecipitacio de Notchl només
s’obtingué novament resultat positiu per Flotillirconfirmant-se la presencia conjunta

de Notchl i Flotillin-1 en la regié promotora delngHey1.
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Per tant no podem descartar cap de les dues higpptastejades, doncs es confirma la
presencia i el consequent efecte funcional de Ikbeli tant en els processos de
transport de Notchl, com en els complexos que eadal transcripcid dels gens diana
de la familia bHLH.

Heyl

25 30 35 cicles

Input

CTL

1r: Notchl
2n: Flotl

1r: Flotl
2n: Notchl

Fig 37. Resultat de la PCR a diferents cicles pemptor del gen Heyl. A I'esquerra es mostra la
immunoprecipitacid sequencial Flotl/CTL + Notchl. |& dreta, la immunoprecipitacié reciproca
Notchl + Flotl/CTL per confirmar la interaccio embrment descrita.

C. PAPER DE FLOTILLIN-1 EN EL CONTROL D’AURORA CINASA B |
LA PROGRESSIO DEL CICLE CEL-LULAR

22.LOCALITZACIO DE FLOTILLIN-1 AL LLARG DE LA PROGRESS 10 DE

LA MITOSI
Amb les evidencies observades sobre la correlacite da localitzacié nuclear de
Flotillin-1 i 'estimul de la proliferacio basal des cel-lules (Santamaria et al, 2005) es
pretengué observar amb més detall la localitzagi€ldtillin-1 al llarg de la progressio
del cicle cel-lular. A tal efecte, s'utilitza laia cel-lular HeLa donada la caracteristica
de curta durada del seu cicle, fet que facilitare@onent aquest tipus d’estudi. D’altra
banda, I'elevat nombre de cél-lules mitotigues péémobservar una localitzacio
caracteristica i diferencial de Flotillin-1 al kpde les diferents etapes de la mitosi. Amb
I'objectiu de caracteritzar millor aquesta localit®d es procedi a la realitzacié de
diferents immunofluorescéncies de marcadors de ressg mitotica. De forma

simultania al marcatge amb Flotillin-1 s’utilitzare
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— CREST: el sindrome de CREST (calcinosi, fenomerRdgnaud, dismotilitat
esofagica, esclerodactilia i telangectasia) ésnualaltia classificada dins d’un
heterogeni grup d’esclerodermes. Una de les caéséda generacid pel propi
pacient d’anticossos contra proteines presents lecomplex centromer-
cinetocor (Meyer, 2002). Un serum d'un pacient dREST (cedit pel Dr.
Timothy Thomson) ens permeté el marcatge d'aquestsfructures
cinetocoriques per analitzar la preséencia de kot en elles.

— Tubulin: permeté analitzar la localitzacié6 de Hloil en les estructures
formades i organitzades per microtubuls al llardederogressio de la mitosi: fus

I pont mitotic, centres organitzadors de microtgpul

22.1. Colocalitzacié amb cinetocors
Flotillin-1 se situa parcialment sobre la zona@BIA en les fases inicials de la mitosi,
on presenta una colocalitzacio lleu amb el marcagye CREST. Posteriorment, en
metafase, abandona aquesta localitzacio presesgatd-forma més definida en la regio
que envolta els cromosomes. Un cop es dona laaspate les cromatides germanes
Flotillin-1 ocupa la zona central entre les duesipgcions cromosomiques fins que es
completa el procés mitotic, moment en que Flotillinecupera el marcatge habitual de
les cel-lules en interfase, on presenta una laealid ubigua de membrana, citoplasma i

nucli sense destacar en estructures concretesafd).

22.2. Colocalitzaci6 amb microtubuls
La localitzacié de Flotillin-1 a la zona pericromdasica i a la placa equatorial de la
cel-lula en metafase i anafase respectivament gomeden a I'analisi d’'una possible
colocalitzaci6 amb Tubulin, concretament amb elsrotilbuls que originen el fus
mitotic. Aquesta es confirma mitjancant la immunofiescéncia per ambdues proteines,
observant-se un augment gradual de colocalitzatinetafase i primeres etapes de
'anafase (figura 39). Amb l'aven¢ en la finalitz& de la mitosi, i la consequent
desestabilitzacio dels microtubuls que formen glrfitotic, Tubulin perd la localitzacié
definida en aquestes estructures, i, amb ella, lalocalitzaci6 amb
Flotillin-1.

En base a les diferents observacions sobre elgimaes d'immunofluorescéncia, es
conclou que la localitzacié de Flotillin-1 pateirautranslocacié des de la regi6 dels
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cinetocors a la zona central del fus mitotic ermelment previ a que succeeixi la

transici6 metafase-anafase.

FLOT1 CREST MERGE

.I.. .. =
. PROMETAFASE
.. .- METAFASE
.. .- ANAFASE
- TELOFASE

Fig 38. Immunofluorescencia per Flotillin-1 (veidEREST (vermell) al llarg de les fases de la niitos
per mostrar la colocalitzacié parcial en profase-tigillin-1 amb el complex cinetocoric. S'utilitzel
marcador Hoechst 332 per la tincié del DNA, en tmas$& qual es determina I'etapa mitotica en que es
troba la cel-lula.
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FLOTI1 TUBULINA DNA MERGE
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Fig 39. Immunofluorescencia per les proteinesiliipil (verd) i tubulina (vermell) que mostra
colocalitzacié de Flotillin-1 amb el fus mitotic éntransicié metafase-anafase de les cél-lules.

23.EFECTES FENOTIPICS DE LA DEPLECIO DE FLOTILLIN-1

Un cop definida la localitzacio de Flotillin-1 dutda mitosi, la qual suggereix un paper
d’aquesta al llarg de la progressio de la fase’'dhjdctiu fou esbrinar la funcié que
estava duent a terme. Aquesta analisi es realipzata dels efectes fenotipics observats
com a producte de la pérdua de funcié mitjancantlierents tecniques d’interferencia
de Flotillin-1.
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23.1. Figures mitotiques aberrants
La deplecié de Flotillin-1 provoca l'aparicié ddettents tipus d’aberracions mitotiques
o cromosomiques (figura 40, panell superior). Podessociar cada anormalitat a una
fase del cicle mitotic:
— uncongressed chromosomesomosomes mal alineats a la placa equatorial
durant la metafase.
- lagging chromosomescromatides que no se separen correctament durant
I'anafase i resten al centre del pla equatorial.
— mitotic multispindle quan el fus mitotic no és bipolar i genera méesa® grups
de cromatides germanes que conduiran a la format®d ceél-lules

multinucleades.

CREST TUBULINA MERGE

UNCONGRESSED
CHROMOSOMES

LAGGING
CHROMOSOMES

MULTISPINDLE
CELLS

| CEL-LULES
MULTINUCLEADES
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Fig 40.Panell superiorExemplificacioé de les diferents aberracions cromagaes fruit de la inhibicié
de Flotillin-1 observades en les diferents etapesptbgressié mitdticaPanell inferior esquerre.
Quantificacio d’aquestes aberracioRanell inferior dretindex mitotic

L’'observacié d’aquestes aberracions es realitzgangant immunofluorescencies per
CREST i Tubulin, aixi com pel marcatge del DNA arhlmechst en cél-lules
deplecionades de Flotillin-1 en comparacié a lestaddes amb siRNA control. Es
comptaren les cel-lules mitotiques presents enfasetaanafase i citocinesi i el nombre
de uncongressed, laggingmultispindlerespectivament en cada una de les tres fases,
establint aixi el percentatge d’aberracions peadade mitotica. El recompte demostra
com l'aparicié d’aquestes figures és clarament sapen les cél-lules interferides per
Flotillin-1 respecte el control (figura 40, pandéfiferior esquerre). L’'index mitotic
similar en tots els casos (figura 40, panell imfedret) descarta que I'augment en el
nombre d’aberracions es pugui explicar per una @@ diferent de cel-lules
mitotiques, sind que s’ha de fer per la problenaatjae presenten aquestes cél-lules per

completar correctament la mitosi.

23.2. Temps de mitosi i distribucié de fases mitotiques
Una explicacio a I'aparicio d’aberracions cromosgumeis €s la perdua dels mecanismes
de control sobre la localitzacio i segregacio aetsnosomes al llarg de la progressio
mitotica. El checkpointde control de la transici6 metafase-anafase imgedtei
progressié del cicle quan la orientacié i la tend& la unid dels cromosomes als
microtubuls del fus mitotic no és la correcta. Siperden aquests mecanismes de
control, la progressié vers I'anafase té lloc estribucions cromosomiques anomales i

s’observen les aberracions anteriorment descrides. prova de la pérdua d’aquests
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mecanismes de control pot observar-se per la radutm temps que les cél-lules
triguen a completar el procés. S'utilitza la teogih de microscopie vivo per calcular

el temps de mitositemps que triguen les cel-lules a completar leosnj el qual
s’establi com a constant en tots els casos esfutat:lules HelLa infectades amb
particules lentivirals codificants per un shRNA trohi dos clons de cél-lules HeLa
inhibits per Flotillin-1 mitjangant dues sequéencis shRNA diferents) (Figura 41,
panell esquerre).

Si que s’observa un canvi en la distribucio ded@lslules en les diferents fases. Les
cel-lules interferides per Flotillin-1 s’acumulen &s fases préevies a la metafase,
disminuint considerablement el percentatge deutes len anafase i telofase (Figura 41,
panell dret).

En conjunt, aquests dos resultats demostren coturd@a parcial en metafase es
produeix per I'accio dels mecanismes de contralériules que pateixen problemes per
a l'orientacié i segregacid cromosomiques. No atisfsi el temps de mitosi total no
varia), un cop superat (o ignorat) aquest puntcéddules realitzen les fases finals a
major velocitat, generant-se noves possibilitats produccié d’aberracions
cromosomiques. A la figura 42 es pot observar eggiéncia de divisi6 anomala en una
cel-lula interferida per Flotillin-1; que conduek la formacié d'un fus mitotic

multipolar i I'aparicié d’una cél-lula binucleada.
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Fig 41. Panell esquerreTemps de mitosi (temps que necessita una célpkidaompletar la fase M).
Panell dret Recompte del percentatge de cél-lules presentadan fase mitotica en els casos anteriors
(n=300 cél-lules/condici6) (* = p<0.05)
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Fig 42. D’esquerra a dreta i de dalt a baix, seg@aemitotica d’'una cél-lula interferida per FlatiHl.
S'observa com la metafase és més llarga de I'mabitcom la cél-lula forma un fus mitotic multipola
gue origina una ceél-lula filla normal i una de lleada. Cada fotograma parteix d’'un lapse de tetaps
5 min. respecte de I'anterior

23.3. Apoptosi

La progressi6 anormal d'una mitosi, que condueixlaaformacido i preséncia
d’estructures anomales, implica al seu torn undyzede viabilitat de la cél-lula que ha
sofert aquest procés. Com a resposta, aquestaxeatdilula pot activar el programa
génic que conduira a un procés d'apoptosi finalcdasitza un assaig de TUNEL sobre
cel-lules interferides per Flotillin-1 observanteseaugment de cel-lules apoptotiques a
les 72 i, especialment, a les 96 hores en comgaaach aquelles cél-lules transfectades
amb un siRNA control (figura 43). Encara que est&ra@’un augment considerable, no
explica per si sol el descens proliferatiu desoeit les cél-lules transfectades amb els
RNA d'interferencia de Flotillin-1 (figura 20). Sshd’entendre doncs, que Flotillin-1
influencia altres mecanismes cel-lulars diferergsl’dpoptosi per exercir el control
sobre la proliferacié basal de les cél-lules, i Gupérdua de viabilitat cel-lular és una
consequeéencia de l'alteracio dels mecanismes deatcstbre la progressio del cicle

cel-lular que provoca la manca de Flotillin-1.

172



RESULTATS

12
|—|* F5RNACTL

] 10 - j

= P 5iRN A Flotl

2 s

(=1

=

g s

3

= 4

=

o 2

=

0 .
72h 96 h

Fig 43. Analisi d'apoptosi per la técnica de TUNEhL cél-lules transfectades amb siRNAs control i
Flotillin-1 respectivament. Recompte de cél-lulesue q exhibeixen marcatge positiu per
immunofluorescéncia (n = 300 cél-lules) (* = p<0.05

23.4. Activacio de proteines detheckpointmitotic
Demostrada la problematica que presenten les le&d-HelLa interferides per Flotillin-1
per completar correctament la fase mitotica; peréap comprovada la constancia en el
temps global de mitosi, aixi com l'augment del noebe cél-lules en les etapes
mitotiques inicials, es pretengué comprovar la t@pioque la manca de Flotillin-1
activava elcheckpointmitotic de la transicid metafase-anafase. Un dedsgssos que
s’observen quan aquest mecanisme de control saaétwel reclutament de la proteina
MAD2 al complex cinetocoric (Ikui et al, 2002). Anglguest proposit, es realitza una
immunofluorescencia amb anticossos contra MAD2 ESR. La colocalitzacié entre
aquests dos marcadors indicaria activacio d’aquast de control mitotic. Es compara
la localitzacié de MAD2 i CREST en cel-lules inezitles per Flotillin-1 en comparacié
amb cél-lules control. Com a control positiu d'zatié delcheckpointes tractaren les
cel-lules amb nocodazol, un agent que impedeix olampritzacié de microtubuls
afectant a la formacio del fus mitotic i bloquejd®s$ cél-lules en prometafase. A la
figura 44 s’observa colocalitzacié entre MAD2 i CREen les cél-lules tractades amb
nocodazol i en les céel-lules amb inhibicié de Hiotil, demostrant-se I'activaci6 del
checkpointdegut a un procés anormal en la transicié metafaatase. En canvi, en les
cel-lules control no hi ha reclutament de MAD2 a€lgié del cinetocor, confirmant que

aguestes ceél-lules no tenen cap tipus d’afectadided cicle.
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Fig 44. Immunofluorescéncia per MAD2 (verd) i CRE (vermell) en cél-lules tractades amb
nocodazol i transfectades amb siRNAs per Flotillineontrol respectivament.

24.COMPARACIO DELS EFECTES FENOTIPICS DE LES INHIBICIO NS DE
FLOTILLIN-1 | AURORA CINASA B
La localitzacioé caracteristica de Flotillin-1 enttansicié metafase-anafase aixi com el
conjunt d’efectes fenotipics observats amb la skmecio presentaven paral-lelismes
amb els efectes descrits anteriorment per la mgacde la proteina Aurora cinasa B
(Ditchfield et al, 2003; Hauf et al, 2003; Kunitoktial, 2003), proteina implicada en la
progressio del cicle cel-lular, amb uns efecteoriayjis en les fases de la mitosi i, més
concretament, en la transicid metafase-anafasel'ed@ment principal del complex
qgue actua com a sensor de tensio de la unié cron@sacrotubul. Es realitza una
comparaciéo entre els fenotips que presentavenulad-linhibides per Flotillin-1
mitjancant un shRNA especific i cél-lules inhibidesr Aurora B amb I'is de la
tecnologia siRNA (figura 45). S’observa la presande les mateixes estructures
mitotigues anomalesifcongressed lagging chromosomesixi com un elevat nombre
de fusos mitotics multipolars i cél-lules multireedies (fins a un 16% de les cel-lules
en el cas de I'absencia de Flotillin-1 sent espeaat significatiu el percentatge de
binucleades).
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DNA TUBULINA MERGE

DNA TUBULINA  MERGE

UNCONGRESSED
CHROMOSOMES

LAGGING
CHROMOSOMES

MULTISPINDLE

CEL-LULES
MULTINUCLEADES

shRNA flotillin-1 siRNA aurora cinasa B

Fig 45. Comparacio6 entre els efectes fenotipiagirmais per la inhibicié de Flotillin-1 i Aurora @ea B
respectivament. S’observa la presencia de les xestedstructures aberrants en la reordenacié dels
cromosomes durant la mitosi, aixi com la formac® fdsos defectuosos i I'aparicié de cél-lules
plurinucleades.

25.INTERACCIO DE FLOTILLIN-1 AMB PROTEINES DEL COMPLEX CPC

En base a les similituds trobades entre els fematquresponents alshock-downper
Flotillin-1 i Aurora cinasa B, es planteja la pdiliat d’una interaccié fisica i/o
funcional entre ambdues proteines. Aquesta hipdksialitza en diferents blocs
d’experiments, per microscopia funcional | per pssa bioquimics de
coimmunoprecipitacié i GSpull down.

Nota: els experiments de GST-pull down, aixi conmiaunoprecipitacié de la forma
HA-Flotillin-1 han estat realitzats per la Dra. M@ Sesé€, membre del laboratori.
S’han inclos en aquesta memoria perqué reforcefodea significativa la interaccio

entre Flotillin-1 i Aurora cinasa B.

25.1. Colocalitzacio de Flotillin-1 amb Aurora B
La primera aproximacio fou la immunofluorescencgrawdtania d’Aurora B i Flotillin-
1. Aurora B presenta la localitzacio caracteristieh complexpassenger proteins
situant-se sobre els cinetocors dels cromosomeaséfita transicidé metafase-anafase,

moment en que abandona aquesta estructura parsatigabre els microttbuls del fus
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mitotic a la zona central, localitzacié des d’omyssix exercint un control sobre la
progressié mitotica (Fuller et al, 2008). Flotilln com s’ha comentat préviament,
presenta una localitzacio similar, tot i que lasiaid cinetocor-microtubul la realitza en
un pas previ, durant la transicid6 prometafase-rastaf D’aguesta manera, es pot
apuntar una colocalitzacié en les primeres fasesadmitosi, aixi com al llarg de
I'anafase (figura 46). Aquesta coincidéncia esXtemsiva també a un percentatge de
nuclis de ceél-lules en interfase, corresponenésfade S, en la qual ambdues proteines
veuen augmentada la seva expressio, aixi convéaesdrada a nucli (Santamaria et al,
2005; Terada et al, 1998). Aquest darrer resukampt intuir que I'associacié entre
Flotillin-1 i Aurora B va més enlla del control gebla progressié mitotica i es pot fer

extensiu a un control global sobre el cicle cehrlul

DNA FLOT1 AURORA B MERGE

PROFASE/
PROMETAFASE

METAFASE

ANAFASE

TELOFASE

INTERFASE

Fig 46. Immunofluoresceéncia que mostra la coloraditdb entre Flotillin-1 (verd) i Aurora cinasa B
(vermell) al llarg de les diferents fases de laosijtaixi com en interfase quan ambdues proteiges e
localitzen a nucli.
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25.2. Coimmunoprecipitacions
La segona aproximacio fou la realitzacié de coimopuecipitacions entre Flotillin-1 i
Aurora cinasa B, i addicionalment, entre Flotillin-la resta de proteines que formen el
complex CPC ¢hromosome passenger proteinSurvivin, Borealin i INCENP. El
Western Blotsobre lI'immunoprecipitat de Flotillin-1 confirma linteraccié entre
aquesta i Aurora B (figures 47a, c). També s’olservimmunoprecipitaci6 amb
INCENP, considerada la subunitat reguladora delptexa mentre que el resultat és
negatiu per survivin i borealin (figura 47c). Lablmgrafia aporta evidéencies sobre
I'existencia d’un complex Aurora B-INCENP indepenteels altres dos components
en moments del cicle diferents de la mitosi (Gassns al, 2004). També es procedi a
realitzar I'experiment revers, comprovant com AaroB també és capac
d'immunoprecipitar Flotillin-1, aixi com es reprdden les interaccions ja descrites amb
borealin i survivin (figura 47d). Es confirma latéemaccid d’Aurora cinasa B amb
Flotillin-1 mitjancant la sobreexpressio transigode la forma HA-Flotillin-1 (figura
47b).

a) b) 1P

1P
INPUT Aur B IgG

+ + + HA-Flotillin-1

IgG
k — WB: Flotillin-1 o WB: HA
. 4
- s :“ WB: Aurora B . —
¢) P d) P

INPUT  Flotl IeG INPUT  AurB 1£G
L s - WB: Flotillin-1 W

“ WB: Aurora B ’
- — WB: INCENP

pr . WB: Borealin — .

A WB: Survivin --

INPUT Flotl

Fig 47. Coimmunoprecipitacions entre Flotillin-1las proteines del complex CPC. a) Flotillin-1
immunoprecipita Aurora B; b) immunoprecipitaci&veesa: Aurora B immunoprecipita HA-Flotillin-1;

c) interaccio Flotillin-lehromosome passenger proteing]) Aurora B interacciona amb Flotillin-1

endogena, a més de les interaccions ja descrite®Banealin i Survivin.
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D’acord amb els assajos d'immunofluorescéncialkci@ Aurora B — Flotillin-1 no és
permanent al llarg de les diferents etapes mitéq(figura 46) i per determinar les
fases del cicle en que interaccionen, la linidwek HeLa fou sincronitzada mitjancant
el sistema de doble bloqueig amb timidina, recblim extractes als temps
corresponents a les diferents etapes del cicléulzel-(controlades per citometria de
flux, figura 48, panell superior), i es repeti lainnmunoprecipitacié entre ambdues
proteines sobre els diferents extractes. Malgeaplessio d’Aurora cinasa B i Flotillin-
1 mostra una regulacio dependent de cicle cel-{fitarra 48, Inputs), essent maxima la
seva expressio en fase M, la interaccié entre agth@uoteines es manté en totes les
condicions analitzades, suggerint que l'accié6 caiguduta a terme pel complex
Flotillin-1-Aurora B no es troba restringida afése mitotica (figura 48). El resultat de
la interaccio entre Flotillin-1 i Survivin o Bor@alés novament negatiu.

Cél-lules

4 g 3 h. 7 h.
asincroniques -
- 9.5 h. . 11 h.
INPUT IP Flotillin-1 i
CTL
As 3h 7h 9.5h 11h As 3h 7h  95h 11h As

WB: Flotillin-1 i i iiii
WB: Aurora B — 3 g G;Q’

WB: Borealin

b I!-- = <« WB: Actin

Fig 48.Panell superior Sincronitzacio de la linea cel-lular HeLa. Lekloges asincroniques presenten
un perfil caracteristic amb la majoria de les aétd en 2n. A les 3 hores posteriors a I'allibenatnuz

les cél-lules sincronitzades trobem la poblacidase S. Assoleixen la fase G2/M (4n) a les 7 h. |,
superat aquest punt, retornen progressivament faséaG1 (9.5 i 11h.Panell inferior. Es realitza un
assaig d'immunoprecipitacié d’extractes cel- lul@sollits en cada punt de la sincronitzacié. iBfsuts
mostren la regulacio cicle-dependent dels nivedguatessio de Flotillin-1 i Aurora cinasa B, mentree

les immunoprecipitacions mostren la interaccié tamtsentre ambdues proteines.
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25.3. Pull-down
L’expressié de les proteines recombinants GST- vaucinasa B (GST-Aur B) i GST-
Survivin permeté complementar els experiments damoinoprecipitacié. L'analisi per
Western Blotde la proteina Flotillin-1 confirma I'expressiéadquesta Unicament en
aquell extracte incubat amb la proteina GST-Aur i ien el carril de GST-Survivin
(figura 49, panell superior). Com a control positiel la construcci6 GST-Survivin es
realitza també umlot contra borealin que interacciona tant amb AuroraoBr amb
survivin.
A més, es pretengué analitzar amb major profuntiiténteraccié ja confirmada entre
Flotillin-1 i Aurora B, esbrinant quin domini de dillin-1 era el responsable de la
interacci6 amb Aurora B. Amb aquesta finalitatcemaren de forma independent els
dominis SPFH i Flotillin (els dos dominis estruetisrque formen la proteina Flotillin-
1) i es transfectaren de forma transitoria en wels|HelLa. El resultat mostra interaccio
entre Aurora cinasa B i, de forma exclusiva, el oor8PFH de Flotillin-1 (figura 49,
panell mig). Per immunofluorescencia s’observa cmmest domini SPFH presenta
capacitat de localitzacié nuclear, mentre que eiidb Flotillin-1 mostra una
localitzacio citoplasmatica o de membrana, perdéngapacitat per si sol d'entrar a

nucli (figura 49, panell inferior).

=
z .
z =
= 3 <
~ = - =
Z wn 7] wn
Z O O O
W ~—=  WB: Flotillin-1
o
e e B WB: Borealin
L’ — WB: Aurora B
INPUT GST GST-AurB
£ E £
o =] v S A o
: 2 : 2 : 2
E B = E B m E B =
£ 8 & £ 8 E § § &
= = w = €3 wn = €3 75}
— ——
WB: Flotillin-1
—
—-— A

179



RESULTATS

MERGE

Flotillin

. o

HA DNA

Fig 49.Panell superior. GST-pull-dowaue mostra el resultat positiu per a la intera€&didillin-Aurora
B i negatiu per Flotillin-SurvivinPanell mig.Analisi de la interaccié dels dominis de Flotilltnamb
Aurora cinasa B. EWesternrmostra elpull-downpositiu per al domini SPFH i per la protefud length
HA-Flotl com a controlPanell inferior.Immunofluorescéncia per HA (verd) i DNA (blau) goestra
la localitzacié nuclear de SPFH i citoplasmaticafrbeana pel domini Flotillin.

25.4. Cosedimentacio en gradient de densitat

Un cop provada la interaccié entre Flotillin-1 irAta cinasa B, la localitzacié nuclear
d’aquesta i la seva permanéncia en el temps gldlercicle de la linia HeLa, s’analitza
la localitzacié subcel-lular d'aguesta interacci. tal efecte, s’aconsegui un
fraccionament subcel-lular per centrifugacié endignat de densitat de sacarosa que
permeté discernir entre nucli-fraccio solubjed rafts. Mitjancant aquest experiment es
pretengué comprovar si la interaccié podria doears membrana plasmatica i
Flotillin-1 actuaria com a transportador d’AuroraaBnucli on executaria les seves
funcions (una hipotesi analoga a la plantejadaquaptor Notchl en el primer bloc de
resultats). El marcatge de Tubulin mostra la bareit del fraccionament. Flotillin-1
localitza en nucli i en les fraccions del 20-30%e georrespondrien a la fraccio
membranosa dipid rafts. Aurora B en canvi, nomeés s’observa en nucli, @eant-se
per tant, la seva localitzacio épid rafts, suggerint-se la interaccio entre Flotillin-1 i

Aurora B de forma exclusiva en nucli.
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N 40 30 20 10 5  %Sucrose
- — — WB: Flotillin-1
‘ g # L',:", g ! WB: Aurora B
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Fig 50. Localitzacid de les diferents proteineskgradient de densitat de sacarosa. N marcadaifra
nuclear on es troben Aurora B i Flotillin-1. La dcéd del 40% recull aquelles proteines solubles
citoplasmatiques com Tubulin, mentre que la fracdel 20% representa les membranes de baixa
densitat on sedimenten les proteines associdied eafts.

26.REGULACIO DELS NIVELLS | ACTIVITAT D’AURORA CINASA B
Demostrada la interaccio entre Aurora cinasa Botilkh-1, aixi com la participacio
d’aquesta en els processos mitotics regulats peorAuB, el dubte plantejat fou la
funcié que estava duent a terme Flotillin-1 encelsiplexos reguladors de la progressio
mitotica. La primera aproximacio fou estudiar IetBecid d’Aurora B i dels mecanismes

regulats per ella en els casos de perdua o guafund® de Flotillin-1.

26.1. Deplecio de Flatillin-1

Mitjangant la tecnologia shRNA i siRNA s’aconsedai reduccié dels nivells de
Flotillin-1 entre un 60 i un 80% (figura 51, pansllperior). Aquesta reduccio provoca
un descens significatiu en els nivells d’Aurorall2 la mateixa manera, s'observa una
menor activitat cinasa, mesurada com els nivellfadaoteina histona H3 fosforilada
(p-H3), un substrat majoritari d’Aurora B al lladg la progressio mitotica (figura 51,
panell superior). Aquest descens d’activitat es mrowa també per mitja d'una
immunofluorescéncia per p-H3 on es compara el $egya mostren les cél-lules
inhibides per Flotillin-1 respecte les que han mpooat el ShRNA control o ceél-lules
HelLa sense infectar. Per confirmar el descens deatyge de p-H3 es realitza la
corresponent quantificacié mitjancant saftware d’analisi adient (figura 51, panell
mig).

Finalment, es realitza una analisi dels nivelldadeesta de proteines del complex CPC,

on no s’observaren canvis significatius en els llsvde Borealin o Survivin. Per
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INCENP, en canvi, s’observa un descens paral-llebaervat per Aurora B (figura 51,
panell inferior esquerre). Aquests resultats coexden amb els resultats de les
coimmunoprecipitacions presents a la figura 47,traos la preséncia d'un complex
Aurora B — Flotillin-1 i probablement INCENP, indaplent del chromosome
passenger complex

Es realitza també una analisi per RTqQPCR delsIsidel MRNA d’Aurora B i Flotillin-

1 per descartar un efecte de la inhibicié de ldaepna Flotillin-1 sobre la transcripcio
d’Aurora B. La figura 51 (panell inferior dret) astra el resultat per aguest experiment
on els nivells de mRNA d’Aurora B no mostren ungeracié significativa amb
I'aplicacio de les seqiiencies de shRNA de FlotilllinD’aguesta manera, es pot
concloure que l'efecte que Flotillin-1 esta duenieérame en la regulacio d’Aurora B és

directament sobre la proteina i no sobre el seserd.
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Fig 51.Panell superior Analisi perWestern blottinglels efectes de la deplecié de Flotillin-1 soldse e
nivells d’Aurora cinasa B i la seva activitat exggada com a nivells d’histona H3 fosforilada. La
quantificacié esta expressada com la mitja mésetvidcid estandard de 3 experiments independents,
mostrant-se un d’ells com a exemple significaBanell mig.Analisi per immunofluorescéncia dels
efectes de la deplecié de Flotillin-1 sobre I'exgsié de p-H3 i quantificacio d’aquesta expresBenell
inferior esquerre. Analisi perWestern blottingle I'expressio de la resta de proteines del compR&

en abséncia de Flotillin-Ranell inferior dret. RTQPCR que demostra 'accid nul-la de la inhibd&
Flotillin-1 sobre el transcrit d’Aurora B.

A partir dels experiments detallats previament et goncloure que la manca de
Flotillin-1 comporta un descens en els nivells giessidé d’Aurora B i aguest descens
implica la consequent pérdua de funcid i I'aparbéd fenotip mitotic aberrant comentat
en els apartats 19 i 20. No obstant, es volguéitzaalsi la proteina Aurora B
presentava a més de la reduccio de la seva exprasgin tipus de deslocalitzacio en
cel-lules interferides per Flotillin-1 (el que siigaria que Flotillin-1 seria necessaria
per al direccionament d’Aurora B a les estructuresdtiques). Aquesta hipotesi es
comprova mitjancant immunofluorescéncia, degut @ lqureduccié ocasionada en els
nivells totals de proteina d’Aurora B no impedeaxsieva visualitzacidé al microscopi
confocal. Novament, s’observaren estructures argsng@ero no es modifica la
localitzacioé d’Aurora B, la qual es trobava adaptades aberracions observades (figura
52):

- En metafase, localitza sobre els cromosomes, @stigun alineats o no.

- En anafase se situa a la zona central del fusimttiiti la preséncia degging

chromosomes.
— En telofase i citocinesi, forma part del pont maddtncara que trobem fusos

multipolars i divisions en més de 2 cel-lules $lle
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Fig 52. Diferents exemples d’estructures cromosaesganomales marcades amb Hoechst 332 (DNA,
blau) i CREST (cinetocors, vermell) i localitzaci@®urora B (verd) en aquestes situacions.

26.2. Sobreexpressié de Flotillin-1

Per confirmar la hipotesi per la qual els nivell&wora B dependrien en forma
directament proporcional de I'expressio de Flotilli, es realitza I'experiment invers al
presentat en I'apartat anterior. Se sobreexprassearesitoriament dues concentracions
de les diferents construccions HA-Flotillinl, Flat-HA i HA-Flotillin  AC amb
I'objectiu d’alterar la localitzacié de Flotillin;lalterant també la funcionalitat de la
proteina i observant possibles anomalies sobre rAuB Per immunofluorescéncia
novament no s’observaren variacions en la localfzad’Aurora B (dades no

mostrades). PeWestern Blqgt en canvi, s’aconsegueix un moderat augment en els
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nivells d’Aurora en la condicié que s’havien traewht 419 d’HA-Flotillin (correspon a
la sobreexpressié de la forma més similar a laefmat endogena i a la maxima
concentracié permesa pel metode de transfecciéagmponfirmant d’aquesta manera
la dependéncia dels nivells d’Aurora cinasa B regpdels nivells de Flotillin-1 (figura
53).
HA-Flot1 Flot1-HA HA-Flot1AXC
(Zpg) (4ng) (2ng) (:mg) (2ng) (4ng)

i - WB: HA
- -u—

W e R e e s s WB: Aurora B

A S S S S e W W B: Actin

Fig 53. Variacié dels nivells d’Aurora B en funcite la sobreexpressié de les formes exogenes de
Flotillin-1 a dues concentracions diferents.

27.REGULACIO DE LA DEGRADACIO D’AURORA CINASA B PER LA VIA
DEL PROTEASOMA
Demostrada la regulacié dels nivells i activitaharora cinasa B per part de Flotillin-1
I coneixent-se la regulacié/degradacié d’ambduestefimes per mitja del procés
d’ubiquitinacio i de la via del proteasoma (Solisak 2007; Stewart & Fang, 2005), es
pretengué comprovar si la presencia/abséncia ddliflé afectava a la degradacio
d’Aurora B per aquest sistema. S'utilitzaren ecaéd inhibides per Flotillin-1, les quals
presentaven la consequent reduccio en els niviligrara cinasa B, tractades amb 2
inhibidors del complex proteasoma (epoxomicina atdeistina). En els carrils on
s’aplica la droga corresponent s’observa una reegpiedels nivells d’Aurora B mentre
que la recuperacio de Flotillin-1 és minima i cep@n a la poca proteina que resta
sense inhibir després de la incorporacio del shRbiResponent (figura 53). Per tant, la
presencia de Flotillin-1 estaria evitant la degcadlad’Aurora B per la via del
proteasoma.
En definitiva, Flotillin-1 interacciona amb Aurocnasa B regulant positivament els
seus nivells de proteina i, en consequiencia, la getwwitat. El mecanisme funcional pel
gue ho aconsegueix és l'estabilitzacio i augmeriadeda mitja d’Aurora B, impedint

la seva degradacio via proteasoma.
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Fig 54. Tractament amb inhibidors del proteasomaf®xomicina; L: lactacistina) en cel-lules que ha

incorporat un shRNA per Flotillin-1 comparades aiellgs que han incorporat un shRNA control.

S'observa com l'anulacié de la via ubiquitina-pestema permet la recuperacié d’Aurora B en les
cel-lules que presenten déficit de Flotillin-1
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