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28.DISCUSSIO

Al llarg dels darrers anys, la concepci6 de lesueires de membrana conegudes com
lipid rafts, aixi com dels seus components entre els qualserroFlotillin-1, ha
evolucionat considerablement.

De la primera accepci6 com a proteina estructuraprada per definir regions
caracteristiques de membrana plasmatica, s’evelacouna molt més dinamica en la
qual Flotillin-1 participava dels diferents proocessde reclutament de molecules
senyalitzadores o adaptadores dins del nou condeppéataforma senyalitzadora de
membrana amb que s’anomenaven e#dts lipidics. Aquesta visié permeté relacionar
Flotillin-1 amb nombroses vies de senyalitzacié tareéen el seu origen en receptors de
membrana plasmatica.

El seglent aveng en el coneixement de la proteinaradui amb I'increment del seu
espectre de localitzacions subcel-lulars. Tot ieseonstituent principal delgpid rafts

no caveolars, la seva preséncia s’ha associat rdeafparal-lela a les caveoles amb
fenomens d’endocitosi, transposarting intracel-lular.

El treball previ realitzat en el nostre laborapermeté afegir la localitzacio nuclear a
les anteriorment descrites, obrint un ventall deesopossibilitats de funcié per a
Flotillin-1. S’observa també un paper clau en afana proliferacié de diferents linies
cel-lulars. D’aquesta manera, quedava confirmattartaicié de Flotillin-1 de “proteina
estructural” a “funcional”.

En base a aquests antecedents I'objectiu del tr&halesbrinar per quines vies de
senyalitzaci6 i sobre quines fases del cicle Hiotll exercia aquest control sobre la

proliferacio cel-lular.

29.PAPER DE FLOTILLIN-1 EN LA VIA REGULADA PER NOTCH1

29.1 Influencia funcional de Flotillin-1 sobre Notchl. Rint de la ruta on es
localitza aquesta influencia.
La via de senyalitzacio regulada per Notchl tradiaiment s’ha pogut subdividir en
tres estadis en funcid dels processos que hi toende la localitzacio subcel-lular on
aquests es duen a terme:

— Membrana: processat del receptor. La forma S1 rddfiteer de membrana)
pateix consecutivament 'accié de la metal-lopreaedACE i del complex-
secretasa originant-se les forndds (S2) i ICN (S3).

189



DISCUSSIO

— Citoplasma: Notchl-ICN ha d’ésser transportat delspdint de processat pel
complex de les presenilines fins a nucli. Els pssos endocitics i de transport
es troben, a dia d’avui, poc elucidats.

— Nucli: reclutament de coactivadors i accio comadade transcripcio, en molts
casos, de gens que al seu torn també actuaran daactoa de transcripcio.
D’aquesta manera exerceix un control sobre elsegsms de desenvolupament,
determinacio i diferenciacio cel-lulars, prolifatacapoptosi, etc.

Es dissenya un sistema fent serviregorter genduciferasa fusionat al promotor del
gen Hesl (construccié cedida per la Dra. Anna Bjgelsqual es troba sota el control
del complex transcripcional de Notchl. El sisteraatsva de forma exogena mitjangant
la transfeccio transitoria de les formes Not&l-0 ICN i s’analitzaren els efectes de
perdua o guany de funcié de Flotillin-1. Els caneis I'expressio de luciferasa
confirmen la preséncia de Flotillin-1 en el sistewdchl, amb una acci6 positiva sobre
aquest doncs la inhibicié de Flotillin-1 implica descens en I'activitat transcripcional
(figura 22). La comparaci6 entre les formes S2 n&®tra una accioé de Flotillin sobre
NotchlAE pero no sobre Notchl-ICN permetent situar I'acd& Flotillin-1 en un
moment previ a I'entrada de Notchl a nucli (figuB@si 23) pero posterior a la unio
entre receptor i lligand i al tall proteolitic duterme per la metal-loproteasa TACE. Els
agents disruptors del colesterol funcionen comisterma alternatiu per disminuir els
nivells d’expressio de Flotillin-1 i mostren el dess en I'activitat transcripcional de
Notchl. Aquest resultats confirmen I'accio de Hiotil sobre Notchl en el sistema de
membranes (figura 24).

La sobreexpressio de formes exogenes afegeix raadss al sistema. D’'una banda,
mitjangant el mutant Flot-HA es confirma la necedsi’'una Flotillin-1 amb capacitat
per translocar a nucli perqué el sistema de Notdilii. De l'altra, GFP-NLS-Flotl
planteja noves possibilitats.

La major preséncia de Flotillin-1 nuclear afavorkixtranscripcio de Hesl-luciferasa,
perd0 aquesta forma no és capa¢ de rescatar elipfeddnhibicié de Flotillin-1
endogena. Les formes fusionades a la sequénciadeli®ntigen T del virus SV40
presenten taxes molt elevades d’entrada a nudlicam un temps de permanencia
major que altres sequeéencies conegudes (Hu et @§)d0per aguest motiu el fenotip
observable de la forma GFP-NLS-Flotl és totalnmemiear i no té un comportament

comparable a la proteina endogena. D’altra bandéetejue no pugui recuperar el
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fenotip originat per la supressié de Flotillin-1dégena indica que no té la mateixa
funcionalitat i Unicament en el cas que la prote&ndogena es troba present, és capac
de generar un augment de la transcripcio. Una ésp@ier explicar aquest resultat seria
un efecte artificial provocat per I'epitop fusiomaFlotillin-1, el qual generaria un canvi
estructural anomal en la proteina o emmascararigpassible domini d’'unié a les
molécules coactivadores del procés de transcrifigiGionant Unicament a nivell de
transport. En conjunt, aquests resultats permdt@tartejament de dues hipotesis de

funcid, no excloents entre elles:

(i) Flotillin-1 permet el processat i transport de Mdtdes de la membrana
plasmatica a nucli i 'entrada en aquest.
(ii) Flotillin-1 realitza una funcié dins del complex timador de la

transcripcio.

29.2 Interaccio de Flotillin-1 amb Notchl
Demostrada la influéncia que exerceix Flotillin-dbse la via de senyalitzaciéo de
Notchl s’estudia si aquesta es donava de formatdire indirecta. Exemples de
regulacio directa son els que realitzen els exesnpleconeguts com Deltex, proteina
que s’uneix a Notchl en el seu recorregut citopgnamb efectes positius o negatius
sobre la via en funcié del model animal o cel-l@studiat (Fuwa et al, 2006). D’altra
banda, la relacié de Notchl amb diferents viesaéngidores es pot donar també per la
regulacid que executen a través de molecules iettiemes. Per exemple, Hesl
s’associa amb JAK2 i STAT3 activant-se d’aquestanera el sistema JAK/STAT,
essencial en el manteniment de les cel-lules mdialla glia i la diferenciacio dels
astrocits en el desenvolupament del sistema nereigglat Notch (Kamakura et al,
2004).
La immunoprecipitacié de Flotillin-1 mostra unaeirgccio amb Notchl, concloent que
ambdues proteines es troben localitzades en el ixnamplex. La
coimmunoprecipitacié reciproca fent servir les fesmNotchlAE i Notchl-ICN
(positiva en ambdos casos per HA-Flotl) confirma& dotillin-1 és present en el
complex des del processat del receptor immediataip@sterior a la unidé a lligand
(figura 27). Els assajos d'immunofluorescencia danforma HA-Flot confirmen per un

segon metode aquesta associacio (figura 28).
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La colocalitzacié de les formesE i ICN amb els diferents constructes de Flotiflin-
presenta diferencies. Mentre que la forftatendeix a colocalitzar amb Flotillin-1 en
les regions on aquesta es troba dirigida per Fesetlits alteracions, bé sigui membrana
o nucli, la forma ICN presenta una localitzacié épdndent d’aquests constructes
(figures 28 i 29). ICN és una forma constitutivameactiva, de localitzacio
exclusivament nuclear o perinuclear (Hooper e2@07). Per tant, no requereix del
contacte amb el complexsecretasa i d’'una etapa de localitzacié en merabriso
obstant, el fet que Notch-ICN-myc i HA-Flotl coimnoprecipitin en extractes
cel-lulars de la linia HeLa es pronunciaria a fal®fa hipotesi que contempla Flotillin-
1 com un element regulador del complex transcridio com un element necessari per
al procés concret de translocacié nuclear (encaean@ han estat descrits senyals de
localitzacio nuclear en la sequencia de Flotillndo s’ha de descartar la possibilitat
que aquesta interaccié sigui un element artefagiuavocat per I'elevada quantitat
d’ambdues proteines a la cél-lula transfectada.

La dependencia de Flotillin-1 mostrada per la folR@chAE posa de manifest la
necessitat de situar I'etapa inicial de la regdlagie Flotillin-1 exerceix sobre la via de
senyalitzacié de Notchl. La localitzacio tant detilfin-1 com dels components del
complexy-secretasa elipid rafts (Urano et al, 2005) feu pensar en la incorporaeié d
Flotillin-1 al sistema en aquest punt de transfanidhael receptor de la forma S2 a S3.
Per demostrar la importancia que digid rafts poden exercir sobre la via de
senyalitzacié de Notchl es realitza @relegans una cerca de molécules reguladores
del pathwayde LIN-12 (homoleg de Notch) obtenint-se un resytasitiu per al gen
bre-5, homoleg al seu torn del genRi®sophilaBrainiac. Bre-5/Brainiac catalitza una
etapa en la sintesi de glicoesfingolipids, comptndiasics ddipid rafts. Reduint
I'activitat dels gens involucrats en aquesta sinteger tant, reduint la capacitat
d’ensamblatge de les plataformes senyalitzadorescqustitueixen elsafts lipidics,
s’aconseguia suprimir els efectes de I'activitahstidutiva de LIN-12 (Katic et al,
2005).

Existeixen nombroses evidencies més que relaciageastes estructures de membrana
plasmatica amb la via de senyalitzaci6 de Notchafdctaci6 de la composicio,
estructura i també funcionalitat (endocitosi) defsd rafts caveolars en cel-lules
deficients per presenilina confirmen la presénelacdmplexy-secretasa en aquest tipus

d’estructures de membrana (Wood et al, 2005). Leeimeaforma Notchl-ICN activada
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per interaccid amipB-integrines assoleix el nucli mitjancant un sisteeraocitic
dependent de Caveolin en cel-lules ES derivadesstiama nervids central (Campos et
al, 2006). Addicionalment, les subunitats del cawrplsecretasa Nicastrin i APH-1
presenten modificacions per palmitoilacid, tret actaristic d’aquelles proteines
vinculades dipid rafts (de forma reversible) (Cheng et al, 2009).

No obstant, existeixen també mostres de localiizaa altres regions de membrana
plasmatica de les proteines presenilines aixi ceresl unitats reguladores, i també de
les diferents formes de la proteina Notchl. L'alié de protocols d’activacié o
inhibicié de la ruta provoquen canvis en I'exprésdaquestes variants de Notchl pero
en regions diferents alsfts lipidics (Vetrivel et al, 2005). Mutants de la f@ina
Nicastrin contenint senyals de direccionalitzaciéeticle endoplasmatic, trans-Golgi
network lisosomes o membrana plasmatica han mostratitatti¥secretasa en les
diferents localitzacions i amb diferéncies en alsstrats i productes generats, suggerint
que el microambient compartimental juga un papepomtant en [lactivitat i
especificitat d’acci6 del complex (Morais et al,08). S’ha arribat a observar la
presencia del complex actiu en compartiments dafddan diversos com en els centres
organitzadors de microtubuls (MTOCS) o centroso(hizzari et al, 2007), aixi com en
diferents compartiments de la ruta endocitica: sod@s, cossos multivesiculars i
lisosomes (Pasternak et al, 2003).

Els resultats del nostre propi fraccionament peatrdfagacio en gradient de densitat no
mostren coincidencia en la localitzacié de Notclirlotillin-1 (figura 30) en la fraccio
corresponent #pid rafts. La linia cel-lular HeLa presenta diferénciesafotalitzacio

al llarg de la membrana plasmatica de Flotillin-1 Gaveolin-1, constituint
respectivament microdominis de membrana indepeadeamb funcions diferenciades
(Frick et al, 2007), aixi com exemples d’interreditio de substrats Clatrina i Caveolin-
independents (Huang et al, 2008). Per tant, comnalgsiéo d’aquest grup de resultats
es pot hipotetitzar que I'associacid entre Flatilli i Notchl, aixi com la propia
activacié de NotchhE a Notchl-ICN, esdevindria en algun punt de la artdocitica i

Nno necessariament en membrana plasmatica.

29.3 Flotillin-1 regula el transport citoplasmatic de Ndchl

El knock-dowrde Flotillin-1 incapacita NotchAE o Notchl endogen per assolir la

seva localitzaciéo nuclear (figures 31 i 33 respactient), fenomen que es fa meés
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evident quan es combina aquesta inhibici6 ambbeesxpressio de la forma Flotl-HA,
la qual és capac de retenir una fraccié de Nofitalen membrana plasmatica (figura
34). No contemplem Flot-HA com un dominant negajiue s’'oposi a l'accid de
Flotillin-1 endogena. Per exemple, en experimemtpubliferacio les linies cel-lulars
que sobreexpressen Flot-HA mostren taxes de cremersimilars al control i no
menors (Santamaria et al, 2005).

En canvi, de nou la forma ICN mostra la seva inddpacia respecte els nivells o la
localitzacio de Flotillin-1 (figura 35). D’altra bda, la forma GFP-NLS-Flotl és capac
d’augmentar la proporcié de NotcAE a nucli. Com s’ha comentat en el primer apartat
de la discussid, aquest Notch no seria transcrpdmoent actiu, necessitant de la
presencia de Flotillin-1 endogena per dur a terngelva funcidé. El conjunt de resultats
posa de manifest la necessitat que Notchl té diélirld en el seu transit intracel-lular
des del seu processat fins a I'entrada en nucli.

Actualment, els processos d’endocitosi de Notclekgumten un escenari poc definit per
la multitud d’elements que s’ha demostrat que vetieen. Obviant el reciclatge constant
a que es veu sotmes el receptor no unit a lligai@dmant endocitosi i degradacio
lisosomal (Lu & Bilder, 2005), ens centrarem ercahtrol de la regulacio del receptor
unit a lligand. En primer lloc, I'addicié de moldes glicosilades als dominis EGike
extracel-lulars per accié de glicosiltransferas@sfucosiltransferasa 1 afecta al
plegament, la interaccid amb els lligands i I'eritst del receptor, | es necessaria tant
I'activitat catalitica com la no catalitica (Okapmret al, 2008). En segon terme, la
ubiquitinacié del receptor aixi com la propia entlsi dels lligands afecten al procés
senyalitzador (Le Borgne et al, 2005). En aquediatt, Le Borgne i col-laboradors
recullen com a punt important la necessitat d’eitdsicde la forma NotchdE per que
es dugui a terme el processat S3 per accié del leanppesenilina. Aquest procés s’ha
plantejat tant erosophila(Vaccari et al, 2008) com en mamifers, on serigssaria

la monoubiquitinacié del receptor en un residunisper direccionar Notchl cap a les
vesicules endocitiques. El procés d’endocitosi ecrili en aquest cas dependent de
Dinamin i Rab5, presents en I'accio sobre vesicidesbertes de clatrina (Gupta-Rossi
et al, 2004). Nichols i col-laboradors fan exteremuest plantejament al processat S2
(Nichols et al, 2007), partint de la certesa qeeploteases de la familia ADAM també
es poden localitzar ezarly endosomes i lisosomes (Soond et al, 2005).

Sobre el mecanisme d’endocitosi del receptor Na&shtenen poques dades. De la
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participacié de la GTPasa Dinamin no es plantegdmed (Seugnet et al, 1997), la qual
tradicionalment havia estat vinculada a I'endocitogdiada per clatrina. Existeixen
evidencies de la preséncia de Dinamin en altrass tiiendocitosi independent de
clatrina, bé sigui per accié de Caveolin, de Hlotib d’'una accié conjunta d’ambdues
(Payne et al, 2007). També és destacable la ptastgque presenten les cél-lules a
I'hora d’internalitzar substrats, podent presert#ierents mecanismes per un mateix
substrat o I'aparici6 d’'un mecanisme nou per talsdéstituir un que hagi quedat
bloquejat. Per exemple, s’ha proposat dos modetsapé formacio, transport i
reciclatge de les vesicules sinaptiques, mecanisgwsssaris per al manteniment d’'una
bona eficacia en la transmissié nerviosa. El priréer comparable a I'endocitosi
mediada per clatrina, involucrant la proteina agidmta AP2, i es realitza directament a
partir de la formacié de vesicules derivades dmdanbrana plasmatica. En el segon
intervé I'adaptador AP3 i té lloc a partir del camment endosomal en un sistema
conegut com akKiss and run”,un sistema de formacio i alliberament molt rapid de
vesicules degut a que aquestes no compten ambipep de recobriment proteic
(Morgan et al, 2002). El transportador VGLUTYe6icular glutamat transporter)
interacciona directament amb Endofilin, un compongel sistema de clatrina. En
abséncia d’aquesta interaccié s’observa com ekleage de VGLUT1 s’alenteix,

implicant-se el sistema AP3 (Voglmaier et al, 2006)

En definitiva, Flotillin-1 pot ser una molécula gdefineixi un sistema d’endocitosi pel
receptor Notchl en la seva formd&E. Aquest sistema pot actuar com a principal o
complementari dels sistemes d’endocitosi dependdnidatrina o Caveolin, aixi com
participar de mecanismes de compensacio d’endo@tosas d’anulacié d'un dels
sistemes anteriors. La preséncia i activitat dékrehts sistemes endocitics pot ésser
determinada pel tipus cel-lular, teixit, estat go@nt-proliferatiu de la cél-lula, senyals
extracel-lulars, etc. i necessita del seu estugirefunditat per establir unes bases més

solides sobre les etapes intermedies entre I'anéwdel receptor i la seva accio nuclear.

29.4 Flotillin-1 en el complex transcripcional

La demostracié de la participacio de Flotillin-1 els processos d’internalitzacio i
transport de Notchl no descarten la segona hipdeesjual planteja una funcié de
Flotillin-1 a nucli, en el complex que Notchl forn@anb els coactivadors CSL i
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Mastermind i les acetiltransferases CBP, p300 o PCA partir dels experiments de
ChIP podem deduir que Flotillin-1 s’uneix a lesiong promotores dels gens bHLH,
dianes directes del complex transcripcional de Not&ls experiments de ReChlIP, que
també esdevingueren positius, demostren que NotEldtillin-1 es troben de manera
simultania en aquestes regions, i per tant, formpatt del mateix complex,
concretament en la regido promotora del gen Heylb Awbjectiu de proposar una
funcié de Flotillin-1 en els complexos reguladomanscripcionals perdo davant
I'absencia d’evidencies que la relacionen amb elsgssos de transcripcio, cal centrar-
se en la resta de proteines de la familia SPFH, lamiguals Flotillin-1 comparteix
I'estructura i les caracteristiques propies del idontonegut també com SPFH
(Browman et al, 2007) i, per tant, amb les que jaoéstar compartint caracteristiques
funcionals. Dels diferents membres d’aquesta famfirohibitin és I'inic que s’ha
relacionat amb diferents processos de regulacié igelln transcripcional.
Tradicionalment associada a processos adaptadoréemsamblatge dels diferents
complexos que formen la cadena respiratoria mitdicah(Nijtmans et al, 2000), s’ha
demostrat la seva implicacié en processos d’'appptesescencia, senyalitzacio per
Ras-Raf, migracio cel-lular, etc. (Browman et an?2).

Per tots aquests processos esmentats s’ha obseryaper de Prohibitin en diferents
complexos transcripcionals. Interacciona directananb el factor E2F regulant-lo
negativament, mentre que té la capacitat per augméencapacitat transcripcional de
p53, col-laborant al control sobre gens tan diveecson Caspasa-7 o [lgalactosidasa
associada a senescencia (Joshi et al, 2007; Rasttad] 2006) i considerant-se un
possible gen supressor de tumors. Es capa¢ deareiciwitro corepressors generals
implicats en multiples vies com NCoR o HDAC1 (Warial, 2002) presents també en
la senyalitzacid Notchl dependent. En linies cdalrduderivades d’adenocarcinoma
prostatic, Prohibitin és capac d’inhibir la trangcid mediada pel receptor d’androgens
(AR) i el creixement cel-lular androgen-dependdiib. aconsegueix d’'una forma
independent d’histona deacetilases (tot i inteawri amb aquestes) per competicio
amb el coactivador de la via SRC1 i en un procgslat al seu torn per androgens, els
quals provoquen undown+egulacié de la transcripcié de Prohibitin (Gamebteal,
2007).

En conjunt, les nostres dades suggereixen un pegpEtotillin-1 en I'endocitosi d’'una
fraccio del receptor Notchl en la seva folsta(probablement per una via independent
de clatrina i involucrant el sistema endosomaprtaeina Dinamin i les proteines de la
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familia Rab) de manera que possibilitaria el caetaenb el complexy-secretasa i el
processat ultim a la forma activa. Esta demostiad &resenilina-1full length
s’estabilitza en preséncia de les formes reguladuicastrin i APH-1, mentre que PEN-
2 és critica per a la protedlisi i estabilitzacelsdfragments de Presenilina-1. Tot i aixo,
en situacions de sobreexpressié de presenilinebungtats reguladores, els productes
de l'accio proteolitica dg~secretases (Notch intracel-lular, AICD, ...) novesien
augmentats. S’evidencia aixi la necessitat d’alb@factors per a 'activacio d’aguest

complex i la generaci6 de la forma intracel- lulaibtchl (Kim et al, 2003).

Aquest sistema d’endocitosi facilitaria seguidameintransport de Notchl i la seva

translocacié a nucli, afavorint-se en darrer tefamivitat transcripcional del sistema.
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Fig 55 Esquema que mostra la hipotética participacio déllifi-1 en la ruta de transduccié de senyal
mediada per Notchl. Flotillin-1 s’uniria a Notch & membrana plasmatica, possibilitant la seva
endocitosi i processat. Participaria també de agtet de Notch a nucli, on romandria dins del mateix
complex activador de la transcripcidddificat de Radke et al, EMBO Rep. 2005).
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30.PAPER DE FLOTILLIN-1 SOBRE LA FUNCIO D’AURORA CINAS A B

30.1 Relacio de Flotillin-1 amb el complex CPC

La localitzaciéo subcel-lular de Flotillin-1 varid HBarg de la progressio del cicle
cel-lular, corresponent la seva localitzacié nuctds periodes compresos entre la fase
S i la finalitzacio del cicle (Santamaria et al03D De manera més acurada s'intenta
definir aquesta localitzacio en les cel-lules exe fisl. La immunofluorescencia conjunta
tant de cinetocors com de microtubuls amb Flotillinevela el canvi de localitzacio
d’aquesta. La sequéncia espaial i temporal declditeacié de Flotillin-1 (cromosoma
en les etapes inicials de la mitosi, microtibul les etapes posteriors) manté un
paral-lelisme significatiu amb la localitzacio dss Iproteines que formen el complex
chromosome passenger prote{(i@&PC), les quals duen a terme un conjunt de fuscion
al llarg de les diferents etapes que fa necessaesh canvi d’'ubicacié (Vader et al,
2006): modificacié d’histones de la cromatina, eocidé de les unions del centromer i
regulacio del paper del fus mitotic durant la ditesi. Per descartar la coincidéncia
“casual” de la localitzaci6é de Flotillin-1 amb ltesctura mitotica es comprovaren els
efectes deknock-downLa deplecio de Flotillin-1 provoca efectes idésta la inhibicio
dels diferents components del complex CPC (Adanas, &001; Carvalho et al, 2003;
Gassmann et al, 2004; Lens et al, 2003) (exemaigfien els nostres resultats amb la
inhibicié d’Aurora B) i que, seguint un possiblem cronologic es poden resumir en:

— Canvi en la distribucié de les fases de la mitogigmat no existir variacio en el
temps global que dura I'etapa. Per tant, aquesinien s’ha d’explicar com un
retard en la transici6 metafase-anafase, fet qu&ropa un augment del
percentatge de cel-lules en les etapes préviesagprqrincipalment) i una
posterior recuperacio progressant en I'anafasejarwalocitat de I’lhabitual.

— El retard en la transicié metafase-anafase s’exjplér I'existéncia de problemes
en la formacié del complex que possibilita la unidetocor-microtabul i que
culminen en una deficient disposicié dels cromosorada placa metafasica
(aparicié d’uncongressed chromosomefonsequéncia d'aix0, s’activen les
proteines detheckpoinexemplificades en Mad2.

- Malgrat I'activacié delcheckpointmitotic, la seva funcionalitat també es veu
afectada. Les cel-lules superen aquest punt deafaberrant, produint-se
I'aparicié delagging chromosomesfusos mitotics multipolarsngultispindlg

durant I'anafase.
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— Aquestes aberracions cromosomiques condueixefoant@acio de cel-lules amb
dotacions cromosomiques anormals, amb un percentatgvat de bi- o
multinucleacions. La seva viabilitat es veu compeeani el nombre de cél-lules

apoptotiques augmenta.

30.2 Interaccio entre Flotillin-1 i Aurora B
Les proteines del complex CPC presenten una camfereegulacié molt intima entre
les 3 subunitats reguladores (INCENP, Survivin re&din) i la subunitat catalitica
Aurora B. Elknock-downde qualsevol dels membres provoca la deslocalitzala
desestabilitzacio d’'un o més entre la resta de oomemis provocant en conseqiencia
I'alteracio de la progressio mitotica (Ruchaud kt2807). Aquest fet impossibilita
relacionar Flotillin-1 amb un o diversos membreaarets del complex CPC en base
Gnicament a les alteracions observades mitjanearmgduccio dels nivells de Flotillin-1
i fa necessaria la realitzacié d’experimentsitro per tal de definir aquestes relacions.
Flotillin-1 i Aurora cinasa B interaccionen fisicant tal i com mostren els experiments
de coimmunoprecipitacio, colocalitzacigull-down (figures 46, 47 i 49). Es mostra
també interaccio entre Flotillin-1 i INCENP per® eésultats foren negatius pel que fa
referencia a la presencia de Borealin o Survivielaaomplex.
L’estructura, localitzacio i funcionalitat de cada dels membres del complex és clau
per a I'estabilitat i localitzacié de la resta dsésis companys i per a I'execucio de les
diferents tasques al llarg de la mitosi, degut @ gada component aporta informacio
diferent per a la localitzacio del complex en ldsrénts etapes (Honda et al, 2003). El
complex CPC s’ha anat definint amb els avencosesntécnologies de resolucio
d’estructures tridimensionals: INCENP, Borealin ur8vin formen elcore al qual
s’afegira posteriorment Aurora cinasa B, mitjandantinio a INCENP per un domini
anomenatiN-box (Honda et al, 2003; Ruchaud et al, 2007). SurvivBorealin no
interaccionen directament amb Aurora B. L'estrugtdrl:1:1 no és completament
rigida i es pot veure modificada per enriquimernts dlels components, ensamblatges i
oligomeritzacions (Honda et al, 2003; Kelly et2007). En sentit contrari, es coneixen
mostres de subcomplexos en els que no participenels components (Aurora B
associada a INCENP és capac¢ de fosforilar HistoBaehl absencia de Survivin o
Borealin (Gassmann et al, 2004)) i indicis d’altebsments reguladors. Per exemple, la
proteina Cdc37, una proteina generalment assoaidalaeat shock proteiiisp90 i la

regulacio de diferents vies de cinases, modul&itad’Aurora B i els efectes fenotipics
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derivats de la inhibici6 de Cdc37 son indistingibléels provocats per l'absencia
d’Aurora B (Lange et al, 2002). Survivin i Auroraifderaccionen amb la cinasa mTOR
i les proteines de la corresponent via de sengaliizp70S6k i 4E-BP1 formant un
complex actiu que controla la progressio del cudé lular en la transicidé G1-S en
limfocits T (Song et al, 2007). Aquesta eviden&#orca la teoria per la qual Aurora B
té una funcié que va més enlla del control d’evemtstics i concorda amb I'expressié
cicle cel-lular dependent. Aurora B augmenta la spressio a mida que es va donant
la transicio G-S, és maxima en les fases @ per tornar a disminuir amb la finalitzacio
del cicle i 'entrada de nou en fase (Bonda et al, 2003). La relacio de Flotillin-1 amb
Aurora B pot tenir lloc en una fase concreta delegien diferents fases o pot ésser
permanent al llarg de tot el cicle. La immunoflusm@ncia (figura 46) mostra una certa
colocalitzacié en les etapes mitotiques prometafageafase, aixi com en aquelles
cel-lules en interfase amb expressié d’Aurora B gleals podem pressuposar es troben
en fase @&S. Les immunoprecipitacions sobre ceél-lules smmitzades (figura 48)
confirmen la regulacié de I'expressio dependentide cel-lular d’ambdues proteines,
i la constant interaccio entre elles al llarg dedbcicle en forma proporcional a la
propia expressio (maxima en M, menor en iG). La localitzacié d’Aurora B és
nuclear com demostra la seva expressio en elsimgés de centrifugacié en gradient
de densitat de sacarosa (figura 50). Tot i que érutes en interfase una fraccio
d’Aurora B ha estat descrita en citoplasma (la daaibé observem en els nostres
experiments) i al llarg del cortex en punts assec citoesquelet d’actina, la fraccio
més important és la que es localitza en nucli (Alediet al, 2005).

Flotillin-1 presenta dos dominis estructurals: emihi Flotillin en C-terminal que
comparteix amb Flotillin-2, amb formacié d’estruesicoiled coili repeticions EA que
permeten teoritzar sobre la capacitat d’aquest wiorper formar interaccions
proteiques. D’altra banda, en N-terminal conté @inmhi SPFH, caracteristic de les
proteines de la familia del mateix nom, pel quahsdemostrat aquesta capacitat de
formar interaccions proteina-proteina. Mitjancamttécnica depull-down combinada
amb I'ds de construccions dels dos dominis de Ikieti per separat, es restringi la
regié d’'unié a Aurora B al domini SPFH (figura 49).

En conjunt, es demostra la interaccié gebl nuclear de Flotillin-1, mitjancant el
domini estructural SPFH, amb Aurora B. Aquestaradeio es manté al llarg de la
progressid del cicle cel-lular i és proporcionas aivells d'expressido d’ambdues

proteines.
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30.3 Regulacio de Flotillin-1 sobre Aurora B
Les evidencies mostrades fins aquest punt perniiginuna interaccio funcional entre
ambdues proteines. De manera similar a la hipptasiejada sobre Notchl, es podria
concebre Flotillin-1 com una guia per a la corrdotalitzacié d’Aurora B al llarg de
les diferents etapes. El sistema endosomal/vesiesleelaciona amb els events mitotics
de forma gairebé exclusiva en les darreres etapda tklofase i durant la citocinesi,
cooperant amb el citoesquelet en la formacio deit poitotic i el remodelatge de
membranes que permetran I'escissié en dues cal-intependents (Albertson et al,
2008; Thompson et al, 2002; Van Damme et al, 20083 nostres propies dades
mostren com la localitzacié d’Aurora B no es veactdda per la sobreexpressié de
formes modificades de Flotillin-1, fent pensar @a explicacio diferent.
Els experiments d’interferéncia de Flotillin-1 g&NAi mostren la reduccio dels nivells
d’expressiéo d’Aurora B (figura 51). L'expressio NCENP disminuiria de forma
paral-lela a la de Flotillin-1. Es troba ben estgbél model pel qual I'activitat cinasa
d’Aurora B és proporcional a la seva unié a INCEINEBonseqiuentment, als nivells
d’expressio d’aquesta segona proteina (Yamamaih 2008), sent logic el seu descens
en els nivells d’expressio. En canvi, I'expresse Borealin i Survivin no es veuria
afectada, afegint un argument en favor de la poéséte Flotillin-1 en un subcomplex
en el que participaria Aurora B sense la totalitals seus elements reguladors del
complex CPC.
D’altra banda, la localitzacié de la proteina Aar@ restant no presenta alteracions en
la seva localitzacio (figura 52). El fenotip originper la inhibicié de Flotillin-1 no
s’explica unicament per la manca d’Aurora B, siatnlbé per la perdua de la seva
activitat enzimatica, com es demostra pel descengaefosforilacié d’histona H3
fosforilada (Ser10) (figura 5Western Blot immunofluorescencia per p-H3).
La sobreexpressié de Flotillin-1 afecta de formaltnrmés moderada als nivells
d’Aurora B generant un petit augment en les cdlslitansfectades amb la forma HA-
Flotl, mentre que les formes modificades en C-teaimique, per tant, no es localitzen
en nucli, no provoquen cap efecte (figura 53). Afdiet mostra una evidencia més que
la interaccié entre ambdues proteines té lloc dngraccid nuclear. Aquest deébil
increment en els nivells d’Aurora B no provoquensal torn un efecte sobre la
fosforilacié d’histona H3, de manera que aquestslubés no presenten els efectes
fenotipics per excés d’histona H3 fosforilada (@tal, 2002) similars als efectes que

provoca la seva abséncia.
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Demostrada la funcié de Flotillin-1 en la reguladis nivells d’expressié d’Aurora B,
apareix el plantejament del mecanisme pel qual duterme aquesta funcié. Els
mecanismes logics per controlar els nivells d’'umatgiha son (i) regular la seva
expressio i (i) regular la vida mitja de la proi) estabilitzant-la o evitant la
degradacié de la mateixa. La interaccio fisica eeriiltotillin-1 i Aurora B és un
argument en favor de la segona opcio.

La degradacié d’Aurora B segueix un complex mecaeigle control que permet
'avenc en diferents fases del cicle, com per exerep la transicid metafase-anafase.
Conté diferents sequéncies de reconeixement ersidunitats reguladores del
proteasoma (A-Box, KEN-Box i D-Box) i s6n substfatiologic de les subunitats
APC/C-Cdc20 i APC/C-Cdhl, associades respectivamgmbcessos de degradacio en
les etapes inicials i finals de la mitosi (Nguydrak 2005; Stewart & Fang, 2005). El
sistema del proteasoma és també un element daci&ydke |'estabilitat i elurnoverde
Flotillin-1 (Solis et al, 2007).

Activation locp

. (288T")
A-box N _D-box
J/" b3 &
= | —
Avirora-A, = -_: 403
110 388
e P et | [r— | *
Aurcra-B 1T : i - : 344
77 327
. [— [ | B
Aurora-C - | 308
43 2493

Fig 56. Esquema que mostra els diferents dominidedeproteines de la familia Aurora. Presenten
diferents regions de control de degradacio peiidadel proteasoma: una A-Box en el domini regulador
N-terminal i una D-Box en el domini catalitic C+t@nal. Es mostra també el residu treonina, objdete
fosforilacié que permet I'activacié de la prote(iarumoto et al, Nat. Rev.Cancer, 2005)

La preséncia de Flotillin-1 a les cél-lules evidadkegradacié d’Aurora B per la via del
proteasoma (figura 54). D’aguesta manera, lesubé$ linterferides per Flotillin-1
presenten nivells menors d’Aurora B perque aquesttroba redirigida cap a la seva

degradacio. El bloqueig d’aquesta via de degradadifancant I'aplicacio de dos
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inhibidors especifics (lactacistina i epoxomicimmrmet la recuperacié dels nivells
d’Aurora B. La Unica evidéncia que préviament rielaa Flotillin-1 amb una activitat
d’aquest tipus la trobem en membrana plasmaticeecelptor tirosina cinasa Ret actiu
transloca dipid rafts i es protegeix d’aguesta manera de la degradastégsomica i la
conseguentlown-regulaciddel seu sistema de senyalitzacié (Pierchala &086). Cal
esmentar que en aquest treball no s’esmenta cagcul@lque dugui a terme la funcio
siné que es parla déoid rafts en general, utilitzant-se Flotillin-1 com a marcad
d’aquestes estructures. S’afegeix també que ehltrbb estat realitzat en un model
cel-lular en que les E3 ubiquitin ligases Cbl i tiedho es troben presents. Aquestes
molecules han estat associades tradicionalmdipicarafts com a responsables de
diferents processos d’ubiquitinacié en aquestesastes (Legler et al, 2003).

La ubiquitinacié de proteines no és un procés amécd dirigit a la degradacio proteica;
també forma part de processos reguladors. La uligaié d’Aurora B per accié de
'E3 ligasa Cul3 és el senyal pel reclutament dieszque permeten la dissociacio
d’Aurora B dels cromosomes en la transicio metatasdase. Posteriorment, aquesta
Aurora hauria de ser deubiquitinada rapidament gpatar la seva degradacio per
proteasoma (Sumara & Peter, 2007). La ubiquitinacdiéubiquitinacié de Survivin és
necessaria també per l'associacié dinamica d’'agupsiteina amb els centromers
(Vong et al, 2005).

Globalment, el conjunt de resultats d’aquest bleomneten presentar Flotillin-1 com
una proteina que interacciona amb Aurora cinashllBrg de totes les etapes del cicle
cel-lular, evitant la seva degradacio i, per tafdyorint la seva estabilitat allargant la
seva vida mitja. Com a resultat d’aquesta fundi@tilin-1 es converteix en un element
basic perquée Aurora B dugui a terme les funciortsthals tant en el control de la
transici6 G-S com en la progressié mitotica i, en definitivem el control de la

proliferacio normal de les cél-lules.

31.DISCUSSIO FINAL. FUNCIO DE FLOTILLIN-1.

En el present treball s’incorpora Flotillin-1 a da®cessos intracel-lulars diferenciats:
la via senyalitzadora de Notchl i els processospamressié del cicle cel-lular

governats per Aurora cinasa B. Flotillin-1 intefiao@a directament amb Notchl i

Aurora B i intervé en processos tan diversos cotraakit intracel-lular, la regulacio de

la transcripcio i I'estabilitzacio i proteccié de tlegradacié per la via del proteasoma.
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En base a aquestes apreciacions sembla logic assnanfuncié general de Flotillin-1
com a proteinacaffoldo adaptadora, amb capacitat de formar multitudafeplexos
proteics afavorint (i) la localitzacié subcel-luedequada de les proteines unides; (ii)
les interaccions amb els efectors adequats peuremrrectament les seves funcions.
En aquest sentit, es fa necessari un coneixembrg sts diferents dominis que formen
I'estructura de Flotillin-1, els quals proporcioaarla seva capacitat d’interaccié amb
d’altres proteines. Com s’ha comentat préviamenapartats de la introduccio i en la
descripcio de la interaccid6 Notchl-Flotillin-1l, @&gta presenta dos dominis
diferenciats: SPFH (N-terminal) i Flotillin (C-temal). Per ambdds dominis s’han
identificat diferents repeticions glutamat-alanif@A) que afavoreixen la interaccio
proteica. Els sistemes de prediccié d'estructurabase a la sequéencia mostren
estructurescoiled coil les quals també actuarien possibilitant inteatziamb altres
proteines. No obstant, les proteines conegudesridfadaptadora mostren moduls o
dominis proteics millor establerts i caracteritzagidenciant la necessitat de resoldre
amb claredat les estructures terciaria i quateardeiFlotillin-1.

Solis i col-laboradors (Solis et al, 2007) mostuenelement afegit a I'estructura: un
domini PDZ en I'extrem C-terminal. Els dominis PBeben el seu hom de I'acronim de
les tres primeres proteines identificades: la jmatgostsinaptica PSD-95/SAP90, la
proteina d’unions intercel-lulars derosophila Discs-large i la proteina daght
junctionsZO-1. També s6én anomenats DHRssCs-large homology region® GLGF
repeats(degut a una sequiéncia molt ben conservada Glydlg#rhe). Consten d’'uns
90 aminoacids i es troben entre els dominis mésunsnmepresentats en el genoma
d’'organismes metazous. També s’han observat paisinkes significatius en els
genomes de plantes i bacteris, mentre que lesiymggatgions PDZ d8accharomyces
cerevisiaei Schizosaccaromyces pombestren una similitud molt reduida i no es
troba demostrada la seva participacid en proces&agseraccid proteina-proteina
(Harris & Lim, 2001). L'estructura comuna d’'un denPDZ compren 6 fulB (BA-
BF)i 2 helix a (adA-aB) en un plegament global de sandwich-full 3. EI domini
conservat Gly-Leu-Gly-Phe es troba enla@bp que connecta els fullBA-BB i és
important per a la coordinacié dels enllacos dbdgm del grup carboxilat (COQOC-
terminal. Els extrems N- i C-terminal es trobenaldzats molt propers I'un de I'altre
formant el domini d’'unié a péptids, una caractemdstompartida amb altres moduls

d’interaccio proteica com els dominis SfHung & Sheng, 2002).
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Majoritariament, els dominis PDZ interaccionen amls extrems -terminal de
proteines que han patit algun tipte modificacié senyalitzadora com fosforilacio
Les sequencies d’unio d’aquestes proteines sées;ute manera que el domini PDZ
pot associar sense alterar I'estructura i, en @pieseia, la funcio dels seus lligands.
addicié, els dominis PDZ pen interactuar amb sequéncies internes de proteine

per la seva estructura mimetitzen un extre-terminal lliure (Hung& Sheng, 200z.

SPFH Flotillin PDZ3

Reggie-1, I I — 111
CcC-1 CC-2 CC-3

Fig 57. Panell superior Estructura deFlotillin-1 on es mostren tots els elements amb capacite
formar interaccions proteinaroteina (domini SPFH, regions coi-coil i domini PDZ (Solis GP,
Biochem J, 2007 Panell inferiol. Representacio tridimensional d'un fragment dehifo Flotillin on
s'observen les estructures helicoidals que facibitguestes interacciorwww.expasy.ol)

In vivo, els dominis PDZ actuen organitzant complexos iprolteics implicats en
I'establiment i el manteniment de la polat cel-lular. Aquestes funcions necessiter
la correcta localitzacié d'un elevat conjunt de emtors i efectors en les regic
periferigues de la cél-lula, en part associadesembrana plasmatica. Erquesta
localitzacio permeten regular també I'activitatl it€nsit de proteines de membra
demostrant un paper important dels dominis PDZ letargeting de proteines a

compartiments cel-lulars especi (Harris & Lim, 2001).
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La major part de les proteines citosoliques queraetionen amb els dominis PDZ de
proteines de membrana s6n components de les vigardeluccidé de senyal: cinases,
proteines G reguladores, fosfolipasa C i prote@B&Pasa activadores, entre d'altres.
Aquests dominis sén, per tant, una bona eina psocas canals i receptors de
membrana amb els elements de senyalitzdoinstrean{fFanning & Anderson, 1999)

i

A

Fig 58. Estructura del domini PDZ de la proteindDP5. A) Representacié i nomenclatura de les
diferents estructures fulp i helix a. B) Diagrama del domini d'unié al péptid. C) Estiura
tridimensional del domini PDZ en unié a un péptide@ninal.Harris BZ, J Cell Science, 2001).
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