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“El més bonic d’un desert,
és que en algun lloc hi amaga un pou d’aigua.”

Antoine de Saint-Exupéry, El petit princep
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INTRODUCCIO | APARTAT I

1- ENDOCITOSI

L'endocitosi és la principal entrada de nutrients, lligands i proteines
transmembrana a l'interior de la cél-lula. Els mecanismes endocitics que utilitzen les
cél-lules eucariotes es divideixen en dues classes segons si capten principalment,
liquids (pinocitosi) o soluts i particules grans (fagocitosi),com ara bacteris. Existeixen
diferents vies d’entrada que poden classificar-se en depenents de clatrina (CDE),
indepenents de clatrina (CIE) o macropinocitosi, segons la maquinaria molecular que hi
intervé. Tot seguit es detallen les principals vies (Fig. 1).

CIE

Macropinocitosi
CDE CDRs P

GLIc/
Caveolina  GEEC

caveolina

clatrina
dinamina

actina

Figura 1. Esquema representatiu dels diferents tipus d’endocitosi.
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1.1- ENDOCITOSI DEPENENT DE CLATRINA (CDE)

Aqguesta via va ser la primera en ser descoberta i la millor caracteritzada fins
ara. Segons el model establert per McMahon i Boucrot, I’endocitosi mediada per
clatrina pot dividir-se en cinc fases: nucleacid, seleccid del material a transportar,
formacid de la coberta de clatrina (coating), escissié i perdua de la coberta de clatrina
(uncoating) (McMahon and Boucrot, 2011).

La clatrina és la unitat basica de les vesicules formades en aquest tipus
d’endocitosi. Es una proteina formada per un trimer de cadenes pesades, d’'uns 190
kDa cadascuna, associades a tres cadenes lleugeres d’uns 26 kDa. L’estructura sencera
rep el nom de triskelion, i polimeritza en forma poliedrica a la cara interna de la
membrana cel-lular facilitant la invaginacié d’una porcié de membrana (Saffarian et al.,
2009). Un cop formada la coberta de clatrina, la vesicula pot escindir-se gracies a la
GTPasa dinamina i transformar-se en una vesicula de transport anomenada vesicula
recoberta de clatrina (clathrin coated vesicle, CCV)(Marks et al., 2001). La CDE comenga
en zones de la membrana enriquides amb el lipid PIP, (fosfatidilinositol-4,5-bifosfat),
gue es caracteritzen per tenir una petita curvatura. Els PIP, provoquen el reclutament
de diverses proteines com la proteina adaptadora-2 (AP-2), I'epsina o les F-BAR, que
faciliten el reclutament de clatrina a la membrana. La polimeritzacié de la clatrina en
aquestes regions provoca la invaginacié de la membrana cap a l'interior de la cel-lula.
Quan aquestes vesicules es troben a l'interior de la cel-lula, la proteina Hsc-70
conjuntament amb la proteina auxilina provoquen la desestabilitzacié de la clatrina i la
seva dissociacié de la vesicula. En aquest punt les vesicules poden fusionar-se amb els
endosomes primerencs (Fig. 2) (Eisenberg and Greene, 2007; Gundelfinger et al.,
2003).

Aquest tipus d’endocitosi facilita la internalitzacié de diverses molécules, la
majoria receptors transmembrana. De fet, la seleccié del material a endocitar es déna
gracies al reclutament de proteines adaptadores (AP-2) i accessories que reconeixen
les cues citoplasmatiques dels receptors o bé interaccionen amb certes modificacions
post-traduccionals com l'acetilacié o la ubiqiitinitzacié (Goh et al., 2010; Hsu et al.,,
2011). Alguns receptors, com el de transferrina, s’internalitzen de manera constitutiva,
mentre que d’altres, com el receptor d’'EGF (Epidermal Growth Factor Receptor),
incrementen la seva internalitzacid en resposta a lligand. Les CCVs sén importants tan
pel transport de molécules cap a la via endocitica com des del trans-Golgi cap als
endosomes (Saffarian et al., 2009; Traub, 2005).
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4 AP2 o Clathrin ."-'"Bl:h'r.nnr

Accessory dynamin- | Lipid components
binding proleins

- 35 . _— ﬁ —r .
I A L LI £ =

Figura 2. Esquema representatiu de I'endocitosi mediada per clatrina. (Gundelfinger et al.,
2003)

1.2- ENDOCITOSI INDEPENDENT DE CLATRINA (CIE)

Sota aquest nom s’agrupen diferents processos d’endocitosi que soén
insensibles a la deplecié de clatrina i que sovint depenen de microdominis de
membrana plasmatica rics en colesterol. Damke et al. demostraven per primer cop
I'any 1994 que en mutar la dinamina, continuava havent-hi endocitosi de fase fluida a
la cél-lula, perd I'endocitosi per clatrina quedava inhibida (Damke et al., 1994). També
es van dur a terme experiments on es bloquejaven altres proteines involucrades en la
CDE, com I'Eps15, obtenint-se els mateixos resultats (Benmerah et al., 1998). Tot i els
estudis fets per diversos grups, avui en dia encara no es coneix en profunditat aquest
tipus d’endocitosi.

1.2.1- Depenent de caveolina

La principal estructura d’aquest tipus d’endocitosi sén les caveoles. Aquestes
sén invaginacions de la membrana d’uns 60-80 nm de diametre, amb una morfologia
caracteristica en forma d’omega invertida (Fig. 3) (Stan, 2002). Les caveoles estan
enriquides amb esfingolipids i colesterol. Les caveolines sén les proteines estructurals
essencials de les caveoles. En cel-lules de mamifer existeixen tres tipus de caveolines:
CAV-1 i CAV-2 (que es troben en la majoria de teixits excepte muscul), i CAV-3 (que és
especifica del muscul). Totes elles s’insereixen en la membrana deixant els seus
extrems N i C-terminal a la cara citosolica de la cel-lula. La CAV-1 és, sense dubte, la
més estudiada fins ara. De 140-150 molecules de CAV-1 estan presents a cada caveola
(Parton and del Pozo, 2013). Les caveolines interaccionen directament amb el
colesterol i, en el seu defecte, les caveoles no es formen. Els Ultims anys s’ha descobert
la familia de les cavines i com aquestes, juntament amb la caveolina-1, sén crucials per
a la formacié de caveoles.

Les caveoles s’han vist implicades en processos d’endocitosi de diversos
lligands com algunes integrines, glicolipids, toxines i alguns virus com el SV40
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(Sigismund et al.,, 2012). S’han descrit dos pools de caveoles en la membrana
plasmatica, un d’estatic i un altre de dinamic que afavoreix els processos rapids de
formacidé de vesicules (Pelkmans et al., 2004; Pellinen and lvaska, 2006; Thomsen et al.,
2002). De manera similar a I’endocitosi depenent de clatrina, I’endocitosi a través de
caveoles també necessita la dinamina per al correcte funcionament. A més, la
caveolina s’ha vist implicada en I'emmagatzematge d’acids grassos en els cossos
lipidics i en el seu transport intracel-lular (Pol et al., 2001).

Figura 3. Imatge de microscopia electronica de caveoles en fibroblasts. Adaptat de (Parton
and del Pozo, 2013) (Barra = 100 nm).

1.2.2- Depenent d’Arf6

Arf6 forma part de la gran familia de GTPases petites. Normalment es troba a
la cara interna de la membrana plasmatica aixi com en endosomes i a Golgi. Arf6 és
important per a I'activacié de PIP5K (fosfatidilinositol-4-fosfat 5-quinasa) de tipus |,
enzim encarregat de generar els PIP,, i per a I'activacié de la Fosfolipasa D-2 (PLD2),
que en formar acid fosfatidic afavoreix I'activacié de la PIP5K. Degut a la regulacié dels
nivells de PIP2, Arf6 modula tant la via CDE com la via CIE. A través d’aquest ultima, hi
entren algunes proteines importants com ’'MHC-I, la integrina-B1 o la proteina CD59.
Perd no només es veu involucrada en I'endocitosi d’aquestes proteines sind que també
intervé en el seu reciclatge (Brown et al., 2001; Naslavsky et al., 2004). Les vesicules
que s’internalitzen per aquesta via, son transportades a vesicules Arf6 positives enlloc
dels endosomes primerencs (EE), com esta descrit classicament. A partir d’aqui,
aquestes vesicules es podran reciclar cap a la membrana plasmatica o ser
direccionades cap als endosomes primerencs Rab5 positius (Brown et al.,, 2001;
Naslavsky et al., 2004).

El reciclatge d’aquestes vesicules també depen de I'activacié de la PLD2, la
qual es troba en els endosomes de reciclatge (Jovanovic et al., 2006). Aquest tipus de
reciclatge depenent d’Arf6, esta involucrat en els processos de migracié cel-lular
(D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006).

Arf6 es pot localitzar en les anomenades zones ordenades de membrana o lipid
rafts. Aquestes zones sén riques en colesterol i lipids saturats. Per aixd es creu que
aquest procés d’internalitzacié regulat per Arf6 és majoritariament regulat pels lipid
raft (Naslavsky et al., 2004). Arf6 també regula diferents processos a part de
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I’endocitosi independent de clatrina, com ara I’exocitosi, la formacié d’ondulacions de
membrana (ruffles) o la macropinocitosi (Gong et al., 2008).

1.2.3- Endocitosi de les proteines GPI (CLIC/GEEC)

En un principi es pensava que les proteines GPI (proteines ancorades a la
membrana per Glicosilfosfatidilinositol) eren internalitzades a través de les caveoles,
pero es va descartar la hipotesi en descriure’s que en les estructures de caveolina,
aquestes proteines no hi eren presents (Fujimoto, 1996). Sabharanjak et al. descrivien
per primer cop la via de les proteines GPI estudiant I'endocitosi en cel-lules CHO. Van
trobar com les proteines GPI eren internalitzades per estructures tubulars que no
col-localitzaven amb transferrina. D’aqui que se les anomenés clathrin-independent
carriers (CLICs) (Sabharanjak et al., 2002). Hi ha d’altres proteines que també
s’internalitzen per aquesta via, com ara la toxina colérica B (Kirkham et al., 2005).

Aquesta via no depén de dinamina pero la familia de les Rho GTPases hi estan
intimament relacionades ja que la inhibicié de Cdc42 inhibeix I'entrada per fase fluida i
indueix que les proteines GPI hagin d’entrar per la via dependent de clatrina
(Sabharanjak et al., 2002). A més a més, el colesterol també té un paper important en
aquesta via ja que la seva deplecié provoca la inhibicid de I'endocitosi mitjangant
CLIC/GEEC (Gong et al., 2008).

Recentment s’ha demostrat que, en fibroblasts, aquesta via d’entrada és la
majoritaria per I'endocitosi de fase fluida i de membrana. Fins i tot és tres cops més
activa que no pas la CDE (Howes et al, 2010). La majoria de proteines GPI
s’internalitzen mitjancant les CLICs, que es fusionen entre elles de manera
independent de Rab5. Aquest nou compartiment és anomenat GEEC (GP! Enriched
Endosomal Compartment). A partir d’aquest punt, el desti de les proteines
internalitzades pot ser molt divers segons la linia cel-lular.

1.2.4- Ondulacions de membrana (Circular dorsal ruffles, CDRs)

Durant molts anys es va suggerir que la principal via d’entrada de les proteines
transmembrana era la CDE. Amb el temps, diversos estudis han demostrat que aquests
receptors de membrana, quan sén activats per altes concentracions dels seus Iligands
(com I'EGF, Epidermal Growth Factor, I'HGF, Hepatocyte Growth Factor o el PDGF,
Platelet Derived Growth Factor), indueixen la formacié de CDRs i poden internalitzar a
través d’aquests. Els CDRs sén estructures altament dinamiques que es troben en la
membrana dorsal de moltes cél-lules després de ser estimulades amb factors de
creixement. Val a dir que, tot i que la seva formacid incrementa amb la presencia de
factors de creixement, dependra de la concentracié d’aquests i de la linia cel-lular
estimulada. Els CDRs també es troben al front d’avanc (leading edge) de cél-lules
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migratories (Gong et al., 2008). Aquesta via esta intimament lligada al citoesquelet
d’actina i és dependent de dinamina i Rab5.

1.3- MACROPINOCITOSI

L'entrada de material a partir de la macropinocitosi comporta la formacié de
grans vesicules. Aquestes sén bastant heterogénies essent les seves mides des de 0.2
um a 5 um. Per tal que la macropinocitosi tingui lloc, necessita I'activitat de la PI3K
(fosfatidilinositol-3-quinasa) i de la remodelacié d’actina, que es tradueix en la
formacio d’ondulacions de membrana (Bohdanowicz and Grinstein, 2013). S’ha descrit
que la sobreexpressid de proteines com ara Ras, Src o Racl, poden provocar la
formacié massiva de macropinocitosi, cosa que certs patogens com la Salmonella
aprofiten per introduir-se en la cel-lula hoste (Swanson, 1989). Quan els RTKs recluten
Grb2/Sos1, aquest pot activar Ras i aquest pot acabar activant Racl i Cdc42 a través de
la PI3K de classe I. Es ben conegut que el Racl actiu pot reclutar actina a la membrana
plasmatica i que, a més, pot promoure la formacié d’ondulacions de membrana (Ridley
and Hall, 1992). Mitjancant tecniques de microscopia s’ha vist un increment dels lipids
PIP, i PIP; en aquestes ondulacions degut a I'activacié de la PI3K (Swanson, 2008).

1.4- TipUS DE COMPARTIMENTS DE LA VIA ENDOCITICA

L’endocitosi d’alguns receptors es veu estimulada quan aquests s’activen en la
membrana plasmatica mitjancant la unié al seu lligand corresponent, com per exemple
I'EGFR en unir I'EGF. Aquests receptors i/o lligands poden transitar per diferents
compartiments endocitics. Al llarg de la via endocitica les vesicules que en formen part
van canviant les caracteristiques moleculars de les seves membranes, aixi doncs, es
poden distingir diferents compartiments endocitics. Aquests es resumeixen a
continuacié:

1.4.1- Endosomes primerencs (EE)

En general, les vesicules endocitades es fusionen amb els EE. En aquest
compartiment, les molecules que hi arriben sén classificades i destinades a diferents
compartiments per transport vesicular majoritariament. El pH intraluminal dels EE és
acid (6.0-6.5) gracies a les bombes de protons, cosa que permet modular la interaccié
dels lligands amb els seus receptors i, per tant, la destinacid final dels mateixos. En
certs casos els receptors i/o lligands poden ser destinats cap als lisosomes, a través
dels endosomes tardans (LE), per a la seva hidrolisi o degradacié. En altres casos, seran
reciclats cap a la membrana plasmatica (Fig. 5).
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Aquests endosomes primerencs es caracteritzen principalment per presentar
les proteines Rab5 i EEA-1 (Early Endosome Antigen-1) en la seva membrana. Tot i aixo,
la poblacié d’endosomes primerencs és bastant heterogenia, ja que es poden trobar
endosomes positius per Rab5 que contenen proteines APPL (efectores de Rab5) enlloc
d’EEA-1 (Zoncu et al.,, 2009). De fet, els endosomes positius per APPL sén una
subpoblacié d’endosomes primerencs, precursors dels positius per EEA-1 (Miaczynska
et al., 2004). Rab5 confereix a la membrana dels endosomes primerencs una identitat
propia ja que en el transcurs de I'evolucié dels endosomes primerencs es recluta la
PI3K de tipus Ill (o Vps34) gracies al Rab5 actiu, la qual augmenta els nivells de PI3P
(fosfatidilinositol-3-fosfat) en la seva membrana. Aquesta acumulacié de PI3P promou
el reclutament d’EEA-1 i la dissociacié d’APPL. Aixi doncs, APPL competeix amb EEA-1
per unir-se a Rab5 durant la maduracié dels endosomes primerencs. Curiosament,
proteines com I'EEA-1 o Rabenosina (un efector de Rab5), tenen la capacitat d’unir el
fosfolipid PI3P mitjancant el seu domini 2xFYVE.

Rab5, a través de la formacié dels PI3P i la interaccid amb altres proteines,
s’encarrega de la formacio de vesicules endocitiques aixi com de la fusié heterotipica
de vesicules i homotipica dels endosomes. S’ha observat que la seva sobreexpresid
provoca la formacié d’EE gegants (Stenmark, 2009). Pero Rab5 no és I'Unica proteina
Rab que es troba en la membrana dels EE, també hi sén presents Rab4 i Rabl1l, que
estan relacionades amb el reciclatge tal com es detalla en I'apartat 1.4.2 d’aquesta
seccid (Sonnichsen et al., 2000).

La sintesi dels PI3P pot donar-se a partir de la fosforilacid del Pl per les tres
classes de PI3K, o bé per la defosforilacié del PIP, per accié de la Inpp4. El PI3P és
important en el trafic de membranes a l'interior de la cel-lula, en la maduracié dels
fagosomes, en els estadis inicials de I'autofagia i en la produccié d’espécies reactives
d’oxigen (ROS) en plantes, aixi com en la mobilitat dels endosomes (Devereaux et al.,
2013; Lawe et al., 2000; Park et al., 2003). El PI3P pot ser forsforilat en la posicié 5
convertint-se aixi en el lipid majoritari dels endosomes tardans, el PI(3,5)P.

La fosfatidilserina (PS) és l'altre lipid majoritari en aquest compartiment.
Aquest lipid representa entre un 2-10% del total de fosfolipids presents a la cel-lula. En
cél-lules eucariotes es sintetitza a partir d’'una reaccié depenent de calci entre els lipids
fosfatidiletanilamina (PtdEtn) o la fosfatidilcolina (PtdCho) i la L-serina. Aquesta reaccié
la duen a terme les PtdSer-sintases (PSS1 o PSS2 respectivament). La PS es troba al
reticle endoplasmatic, on es sintetitza, perd0 majoritariament es localitza en la
membrana plasmatica i als compartiments de la via endocitica (Leventis and Grinstein,
2010). En condicions normals, la PS es troba a la cara citosolica de les membranes
cel-lulars, pero en determinades circumstancies com ara |'apoptosi, pot ser exposada a
la cara externa de la membrana plasmatica. A més, pot interaccionar amb diverses
proteines com ara la PKC gracies al seu domini C2. Mitjangant I’ds de liposomes rics en
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PS, s’ha descrit la interaccio electrostatica de KRas (Hancock et al., 1990) i altres Rho
GTPases amb la PS. Perd la PS també té funcions indepenents de la seva interaccié
amb proteines com per exemple en la fusié de membranes (Oku et al., 1986).

Com es comentara més endavant, els endosomes primerencs sén també una
plataforma de senyalitzacio intracel-lular.

1.4.2- Endosomes de reciclatge

La via de reciclatge és essencial per regular els nivells de receptors en la
membrana plasmatica. Hi ha dues vies de reciclatge dels receptors que es troben als
endosomes primerencs: o bé segueixen la via rapida de reciclatge, que és dependent
de Rab4, o bé ho fan a través de la via lenta depenent de Rab11 (Stenmark, 2009). Tal
com s’ha comentat anteriorment, Rab4, Rab11 i Rab5 es localitzen als EE, en dominis
diferents de la membrana d’aquests organuls (Sonnichsen et al., 2000). El reciclatge
rapid a través de vesicules positives per Rab4, es dona directament des dels EE cap a la
membrana plasmatica mentre que la via lenta es déna des de I'ERC (compartiment
endosomal de reciclatge) cap a la membrana plasmatica a través de vesicules positives
per Rabll, que es localitzen preferentment en I'ERC i també a la cara trans del Golgi
(TGN) (Fig. 5) (Maxfield and McGraw, 2004). A part del reciclatge cap a la membrana
plasmatica, aquest tipus d’endosomes també tenen una funcié en el transport
retrograd cap al Golgi.

Un exemple del procés de reciclatge, mitjancant el compartiment ERC, és el
del receptor de la transferrina (TfR). En una situacio d’equilibri, aquest receptor recicla
cap a la membrana plasmatica a través d’endosomes positius per Rab11, pero en cas
d’una major necessitat d’aquest receptor en la membrana plasmatica, el seu reciclatge
es dona a través de la via rapida gracies als endosomes positius per Rab4 (Sonnichsen
et al., 2000).

1.4.3- Endosomes tardans (LE)

El material que arriba en aquest compartiment provinent dels endosomes
primerencs, ja sigui per transport vesicular o com a resultat de la maduracié dels EE a
LE, acabara sent conduit cap als lisosomes per a la degradacié mitjancant les hidrolases
(Fig. 5). En la maduraciéd dels endosomes primerencs cap a tardans es veuen
involucrades les proteines Rab7 i Rab5 entre d’altres. Inicialment, Rabex-5 (GEF de
Rab5) és reclutat a la membrana dels EE on forma un complexe amb Rabaptina-5, que
promou l’activacié Rab5. La conversié de Rab5 a Rab7 es ddna gracies a la unié del
complexe Mon1/SAND-1-Ccz1 als PI3P, Rab5 i Rabex-5, causant la dissociacid
d’aquestes ultimes proteines i la unié de Rab7. En aquest punt és on el complexe HOPS
(GEF de Rab7) pot unir-se al complexe Mon1/SAND-1-Ccz1 activant aixi Rab7 (Fig. 4)
(Huotari and Helenius, 2011).
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Figura 4. Model esquematic de la Rab conversion entre EE i LE (Huotari and Helenius, 2011).

Mentre que els endosomes primerencs presenten una estructura tubulo-
vesicular, els tardans es caracteritzen per tenir una morfologia vacuolar. Poden formar
cossos multivesiculars (MVBs) gracies a la invaginacié de la seva membrana. La
formacié d’aquests MVBs es déna gracies als complexes ESCRT (Endosomal Sorting
complex Required for Transport) i hi participen senyals d’ubiqitinitzacié que contenen
els receptors destinats a la degradacié (Piper et al., 2014). Els receptors, com els RTKs,
que queden atrapats en els MVBs dels endosomes tardans no es poden reciclar i, per
tant, son destinats a la degradacio mitjancant els lisosomes.

La composicid lipidica de la membrana dels endosomes tardans és
lleugerament diferent a la dels primerencs. El lipid principal en aquest cas és el
PI(3,5)P,, el qual es sintetitza a partir del PI3P per fosforilacio en la posicio 5 per la PIK-
FYVE. La seva defosforilacié6 depén de miotubularina. Aquest lipid es troba
principalment a la cara citosolica de la membrana dels endosomes tardans. El seu
paper no és tan clar com el dels PI3P als endosomes primerencs, pero s’ha observat la
seva implicacid en la formacié dels cossos multivesiculars abans esmentats, en
I’osmosi, en I'autofagia o en I'activitat dels canals ionics (Huotari and Helenius, 2011).
S’ha demostrat la seva implicacio en el sorting de membranes cap a Golgi i cap a MVBs.

L'altre lipid majoritari en aquest compartiment és I'LBPA, aquest es troba
enriquit sobretot en els MVBs, aixi com en la membrana dels lisosomes. A diferéncia
de la majoria de fosfolipids, aquest lipid sembla ser que no es sintetitza al reticle
endoplasmatic o al Golgi, sin6 que ho fa in situ a la membrana dels MVBs
(Bohdanowicz and Grinstein, 2013).

El pH dels endosomes tardans és una mica més acid (pH = 5.5-6.0) que el dels
primerencs, cosa que pot afavorir I'accié de certes hidrolases (Maxfield and McGraw,
2004). Aguesta major acidesa es dona gracies a la cooperacié de dues bombes de
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protons I'H*-ATPasa i la Na'/K'-ATPasa, les qual poden inhibir-se amb la Bafilomicina
Al com es mostra a I'apartat de resultats.

1.4.4- Lisosomes

Una de les principals funcions dels lisosomes és la digestio del material que
s’ha endocitat. La formacidé dels lisosomes representa una interseccié entre la via
endocitica i I'exocitica. EI material endocitat des de I'exterior de la cél-lula passa pels
EE i els LE, tal i com s’ha comentat anteriorment. Aquests Ultims poden madurar fins a
convertir-se en lisosomes els qual es caracteritzen sobretot, per tenir un pH
intraluminal molt baix, aproximadament de 5.0. Aquest pH afavoreix I'accié de les
hidrolases les quals permetran la digestid6 del material a l'interior de la vesicula.

Aguestes hidrolases acides provenen de vesicules que es formen a la cara trans
del Golgi. Mitjancant el receptor mannosa-6-fosfat, les hidrolases acides es recluten en
vesicules les quals es podran fusionar amb els endosomes i un cop madurin a
lisosomes, el pH acid d’aquests activara les hidrolases permetent la degradacié del seu
contingut. (Fig. 5) (GM).

PIPy

Rab8 @

LBPA \
PS
PI(3,5)P
s dinamina
== clatrina
Figura 5. Esquema representatiu de la diferents microdominis dels principals Rabs. (adaptat

de (Stenmark, 2009).
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1.5- ENDOCITOSI | SENYALITZACIO

En molts casos s’assumeix que els principals processos de senyalitzacié es
donen en la membrana plasmatica, pero cada vegada més es pensa en els endosomes
com a plataformes de senyalitzacidé i no només com una via d’atenuacié de la senyal de
molts receptors com els RTKs. L'endocitosi permet a les cél-lules controlar on i quan es
pot donar la senyalitzacid. Els receptors de membrana sén els primers sensors de les
senyals provinents del medi extracel-lular, per tant qualsevol variacié en els seus
nivells en la membrana plasmatica portara conseqliéncies en la senyalitzacid
intracel-lular.

En sistemes on els receptors activats sén internalitzats rapidament, |’habilitat
del receptor per senyalitzar després de ser endocitat és molt importat per assegurar
una intensitat de senyalitzacié adequada. Aquesta capacitat de senyalitzacié requereix
que aquests receptors puguin mantenir-se actius al llarg de la via endocitica com ara
L'EGFR, que es manté fosforilat en tot el seu trafic a través dels compartiments
endocitics. La deteccid als endosomes de tots els components de la cascada de
senyalitzacio de la via de les MAPK ((ERK)-mitogen activated protein kinase), que inclou
Grb2, Shc, Sos1 (Son of sevenless), proteines Ras, Raf, MEK1 i MEK2 (MAPK/ERK kinase-
1i 2, respectivament), posa en evidéncia que la senyalitzacié de 'EGFR continua en
aquests organuls (Sorkin and von Zastrow, 2009). Depenent de la poblacié
d’endosomes, aquests poden senyalitzar de manera diversa. La senyalitzacié d’AKT per
exemple, s’ha demostrat que és especifica dels endosomes primerencs positius per la
proteina APPL i no pas pels positius per EEA-1 (Zoncu et al., 2009). El mecanisme pel
qgual succeeix aquesta activacié no és del tot clar, perd es creu que un augment en la
presencia de la proteina APPL als endosomes, podria provocar un retard en el trafic del
receptor RTK i per tant, un augment en |’activacié d’ERK.

Moltes proteines, com ara les proteines Ras, utilitzen els endosomes per a
propagar i regular la seva senyal, tal com es detallara en I'apartat 2.4.1 d’aquesta
seccid. Mentre que HRas i NRas poden activar la senyalitzacié d’ERK als endosomes
primerencs (Jura et al.,, 2006), KRas pot continuar senyalitzant, no només des dels
endosomes primerencs sind que ho continua fent als tardans. De fet, al nostre
Departament s’ha descrit com la senyalitzacié d’EGFR a través de KRas, pot donar-se
en aquests endosomes activant el complexe p14/MP1/MEK1 (Lu et al., 2009).

Hi ha certes proteines que senyalitzen de manera especifica des de la
membrana dels endosomes proporcionant una resposta concreta en aquests organuls
gue no es déna, o es déna en menor proporcid, a la membrana plasmatica. L’habilitat
dels endosomes primerencs en reclutar proteines que uneixen els PI3P és usada, per
exemple, pel receptor TGF-B (Tumor Necrosis Factor- 8). La internalitzacié d’aquest
receptor promou el seu reclutament als dominis FYVE de les proteines SARA (SMAD
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anchor for receptor activation). Al seu torn, SARA s’associa a la proteina SMAD2 i
aquest complexe promou la fosforilaci6 d’SMAD2 pel receptor TGF-B en els
endosomes. Aleshores SMAD2 es dissocia del complexe format i interacciona amb
SMAD4 amb la qual es translocara al nucli per iniciar la transcripcié de certs gens, com
el de la furina (Blanchette et al., 2001; Hayes et al., 2002; Tsukazaki et al., 1998).

Joffre et al. descriuen com la senyalitzacid dels receptors RTKs des dels
endosomes, pot regular la tumurogenesi. Suggereixen que els mutants
constitutivament actius del receptor c-Met sdn oncogéenics, no només perque es
troben activats, sind perque poden senyalitzar des dels endosomes. Aquesta
senyalitzacio perllongada vindria donada per un augment de I'endocitosi dels mutants
juntament amb una menor degradacié d’aquest, fet que suggereix un bescanvi
d’aquests receptors entre la membrana plasmatica i els endosomes, on estarien
constantment acitus. Per tant postulen que aquesta senyalitzacié sostinguda en els
endosomes és la responsable de generar la transformacié de les cél-lules (Joffre et al.,
2011).

1.6- MOVIMENT DELS ENDOSOMES

Els endosomes sén organuls mobils, i la seva mobilitat esta lligada a la seva
maduracié. Durant la seva formacid, els endosomes primerencs estan sotmesos a una
mobilitat més aviat reduida pero a mida que maduren els seus moviments esdevénen
més llargs, la majoria direccionats cap al nucli (Huotari and Helenius, 2011).

La mobilitat dels endosomes depén de les proteines motores dineines i
cinesines que mouen els endosomes cap a extrem oposats dels microtubuls (Fig. 6A)
(Murray et al., 2000; Soppina et al., 2009). KIF16B és una de les kinesines més ben
estudiades, encarregada de direccionar els endosomes primerencs cap a la periféria
cel-lular. S’uneix als EE gracies al seu domini PX, d’unié a PI3P, quan Rab5 esta en la
seva forma activa. Pel que fa als LE, KIF3A és I'encarregada del seu moviment, ja que
una inhibicié d’aquesta provoca una acumulacié de LE a la regié perinuclear (Brown et
al., 2005). De fet, els endosomes tardans, mitjancant les dineines, aporten el seu
material cap a la zona perinuclear. Aquesta unidé LE-dineina és depenent de I'activacid
de Rab7, que en la seva forma activa, uneix el seu efector RILP, ORPL1L i Blll-spectina.
Aquest complexe és necessari per a la unié de la dineina i els endosomes tardans (Fig
6B).
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Figura 6. Mobilitat dels endosomes. (A) Les dineines i cinesisnes sén les encarregades de
transportar els endosomes capa a extrems oposats dels microtubuls. (B) Rab7-GTP és necessari
per a la unié dels endosomes tardans a les dineines a través de RILP (Huotari and Helenius,
2011).

S’ha vist que el citoesquelet d’actina té un paper indirecte en el moviment dels
endosomes. Gruenberg et al. ja havien demostrat que la disrupcié d’actina provoca un
bloqueig en el transport dels EE cap als LE (Gruenberg et al., 1989), perd recentment
s’ha vist com la cortactina, proteina nucleadora d’actina, és necessaria per a la
segregacid dels endosomes (Ohashi et al., 2011). Aixi doncs, tant l'actina com la
cortactina estan relacionades amb el reciclatge i el transport dels endosomes cap a la
regié perinuclear en coordinacié amb els microtubuls. Aixi ho demostraven Ohashi et
al. quan en tractar cel-lules amb latrunculina B (droga despolimeritzadora d’actina), els
endosomes podien fer moviments aleatoris i curts, i quan tractaven amb nocodazol
(despolimeritzador de microtubuls) no observaven direccionament en el moviment
d’aquests organuls (Ohashi et al., 2011). En resum, els microtubuls estan involucrats en
els transport a llarga distancia dels endosomes, mentre que I'actina i la cortactina
estarien relacionades amb els moviments curts d’aquests organuls i coordinarien la
interaccid entre els endosomes i els microtubuls.

La proteina CLIP-170 també és coneguda per la seva unidé a I'extrem positiu
dels microtlbuls i per la seva implicaci6 en el moviment de vesicules a través
d’aquests, com per exemple els melanosomes. En aquestes vesicules, CLIP-170 s’hi
uneix de manera indirecta a través d’una proteina adaptadora i al mateix temps,
s’uneix als microtubuls gracies a EB1. Aquesta interaccié facilita que els melanosomes
puguin interaccionar amb les dineines i desplagar-se (Lomakin et al., 2009).
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1.7- ENDOCITOSI | MOBILITAT CEL-LULAR

Tots els tipus cel-lulars han de reconeixer el medi que els envolta i adaptar-se a
aquest. En aquesta adaptacid hi participen el citoesquelet i molécules de senyalitzacié
que es relocalitzen en la cél-lula per tal de conferir especificitat de la senyalitzacidé en
I'espai. El compartiment de reciclatge esta intimament relacionat amb aquesta
redistribucié de molecules a l'interior de la cél-lula (Sigismund et al.,, 2012). S’ha
demostrat que els endosomes de reciclatge tenen especial rellevancia en processos de
migracié quimotactica on la cel-lula ha de reorientar-se polaritzant els receptors de
membrana plasmatica en direccid cap al punt de desti. Aix0 s’aconsegueix dirigint les
molécules necessaries mitjancant els endosomes de reciclatge. S’ha demostrat que,
inhibint la via de reciclatge depenent de Rab11, la migracié de les cél-lules es torna
aleatoria i aquestes perden la direccid, possiblement per la deslocalitzacié de formacié
de lamel-lipodis (Prigozhina and Waterman-Storer, 2006).

L’exocitosi també juga un paper important en la migracio cel-lular, ja que el
trafic d’integrines cap a la superficie cel-lular té lloc mitjangant vesicules exocitiques, i
aquests receptors son fonamentals per a la migracié cel-lular. Un dels aspectes clau de
I’endocitosi en la migracié cel-lular és la formacié d’agrupaments d’integrines en la
membrana plasmatica, anomenades adhesions focals. Durant la migracio cel-lular hi ha
una renovacié constant de les proteines en les adhesions focals, que formen el front
d’avang (Sigismund et al., 2012). Rab5 esta intimament relacionada amb la migracié
cel-lular i la capacitat invasiva de les cel-lules. Mendoza et al. descriuen que el cicle de
fosforilacié i defosforilacido a la Tyr-397 de FAK es veu accelerat per Rab5. A més,
demostren com en inhibir I'expressid de Rab5 hi ha una menor exocitosi de metall
proteases (MMPs), que es tradueix en una menor invasié cel-lular (Mendoza et al.,
2013).

Els receptors RTK sén els més ben estudiats pel que fa a la migracié cel-lular, i
les integrines estan intimament relacionades amb la senyalitzacié d’aquests receptor ja
qgue, en diverses vies de senyalitzacio, els RTKs només poden activar-se si es donen les
adhesions focals. D’altra banda, aquestes adhesions focals mediades per les integrines
només es poden donar, en molts casos, de manera dependent de factors de
creixement. Un altre mecanisme per iniciar la senyalitzacié cap a I'exterior de la cel-lula
és mobilitzant, de manera molt rapida, el pool d’integrines que es troba en els
endosomes perqué aquestes puguin tornar a localitzar-se a la membrana plasmatica i
desenvolupar aqui la seva funcio (Sigismund et al., 2012).

Diversos estudis descriuen la relacié entre el trafic del receptor EGFR i les
integrines avPB3 i a5B1. Després de la interacci6 amb la matriu extracel-lular
(Extracellular matrix, ECM), I'heterodimer avB3 és internalitzat i direccionat als
endosomes de reciclatge positius per Rab11 gracies a la proteina RCP (Rab coupling
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protein). Es en aquests endosomes on es bescanvia I'integrina avp3 per I'a5p1 que
s’unira a I'RCP. Aguest mecanisme resulta util per a retornar I'a5p1 a la membrana
plasmatica. Quan aquesta integrina heterodimeritza, desencadena la senyalitzacié de
RhoA que es tradueix en una major formacié de lamel-lipodis i mobilitat cel-lular. El
bescanvi d’integrines de la proteina RCP no només permet la unié a I'integrina a5p1
siné que a més, permet la unié al receptor d’EGF que es reciclara conjuntament amb la
integrina cap a la membrana plasmatica (White et al., 2007) (Fig. 22).

El grup del Dr. Giorgio Scita va descriure la importancia de I'activacié de Racl
per a la remodelacié del citoesquelet d’actina a la membrana plasmatica, i com
aquesta activacido de Racl té lloc en els endosomes mitjancant I’activitat de Rab5.
L’activacié de Rab5 promou I'endocitosi de Racl i el seu GEF Tiam1 als endosomes
primerencs. Un cop activat, el Racl-GTP es dirigeix a través del compartiment de
reciclatge, a llocs especifics de la membrana plasmatica, des d’on s’activa la
senyalitzacié. (Palamidessi et al., 2008). La migracié de tipus mesenquimal es dona
gracies a la presencia de lamelipodis rics en Racl i I'activacié de metall proteasses
(Wolf and Friedl, 2006).

L'atenuacié de receptors és també essencial per a la correcte migracié
cel-lular. Les cel-lules migratories es desplacen gracies a gradients de factors
quimiotactics. Un exemple és la quimiotaxis EGFR-dependent que es ddéna en cél-lules
de carcinoma de mama, tal com descriuen Bailly et al. En aquest estudi demostren com
la internalitzacié del EGFR i la seva degradacié fan que la cel-lula cada cop sigui més
insensible al gradent de EGF fins que s’atura al lloc de destinacid, on la concentracié
de lligand EGF és molt superior (Bailly et al., 2000). De fet, en les cél-lules migratories
se sol donar I'endocitosi depenent de clatrina, que va lligada a un reciclatge rapid, al
front d’avang. En canvi la CIE té lloc a la part posterior de la cel-lula. Aixo estaria
conferint a la cél-lula un senyalitzacié restringida espaialment.
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Figura 22. Interconnexid entre endocitosi i remodelacié d’actina mitjangant Racl. La
coordinacié entre I'’endocitosi, el trafic de membrana i la migracio cel-lular és necessaria per a la
formacié d’estructures com les ondulacions de membrana o els lamel-lipodis. Adaptat de
(Sigismund et al., 2012).

1.8- ENDOCITOSI | CANCER
Les cél-lules cancerigenes no sén molt diferents de les normals. Les
diferéncies sorgeixen quan es desregulen una série de mecanismes en les cél-lules
normals que donen lloc a fenotips diferents (Mellman and Yarden, 2013).

L'atenuacié de la senyalitzacid dels receptors de membrana sovint es veu
alterada en aquestes cel-lules, com és el cas dels receptors RTKs (Sorkin and von
Zastrow, 2009). La sobreexpressio de certs receptors en molts cancers fa que la seva
atenuacid sigui inviable. Per exemple, en el cas del receptor d’EGF, quan aquest es
troba sobreexpressat en la membrana plasmatica la seva dimeritzacié augmenta i aixo
promou la unié del seu lligand i, per tant, incrementa la seva senyalitzacié (Chung et
al., 2010). En altres situacions, les proteines es troben mutades. Es el cas del receptor
EGFRvIII, un mutant de I'EGFR que, tot i no unir el seu lligand, aquest es troba actiu de
manera basal i per tant confereix un fenotip oncogenic (Nagane et al.,, 1996). A
diferencia del receptor d’EGF, aquest mutant no pot internalitzar de manera eficient i
seguir la via de degradacio sind que, un cop internalitzat, es recicla cap a la membrana
plasmatica (Grandal et al., 2007).

Les cel-lules cancerigenes agressives tenen un estrés oxidatiu elevat degut al
pH acidic del seu entorn el qual augmenta les espécies reactives d’oxigen (ROS)
(Riemann et al., 2011). S’ha vist que I'activitat excessiva dels receptors RTK produeix
radicals lliures. D’altra banda, s’ha demostrat que el peroxid d’oxigen provoca la
fosforilacié i activacio del receptor d’EGF de manera alternativa a la seva activacio per
lligand, augmentant aixi la seva senyalitzacié (Gamou and Shimizu, 1995) i fent-lo
insensible a inhibidors del receptor (Filosto et al., 2011). De fet, els receptors activats
per ROS no segueixen la via de degradacié sind que es reciclen cap a la membrana
plasmatica, cosa que els permet senyalitzar de manera continuada. A més, en
condicions d’hipoxia, el receptor d’EGF perllonga la seva activacié ja que la fusié dels
EE es veu inhibida i per tant el temps que roman el receptor en la via endocitica es veu
incrementat. Aquest fet és causat per la baixa transcripcié de Rabaptina-5, un efector
de Rab5 que permet la fusidé entre EE i, per tant, la seva maduracid a LE i lisosomes
(Wang et al., 2009).

Un altre exemple de I'estreta relacié que hi ha entre I’endocitosi i el cancer és
el paper que Erb-2 juga en aquest procés. ErbB2 forma part de la familia de receptors
Erb. Es troba sobreexpresat en diversos cancers essent un marcador de malignitat
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capac¢ de desencadenar una senyalitzacié prolongada de les MAPK en la membrana
plasmatica retenint Rafl en aquesta (Zhang et al.,, 2002). A més, Erb-2 és un
dimeritzador important del receptor d’EGF i quan ho fa, la via d’internalitzacid i
degradacio d’aquest es veu impedida, reciclant-lo cap a la membrana plasmatica en Ia
seva forma activa des d’on pot continuar senyalitzant (Cornelissen et al., 2011).

Diverses condicions microambientals en la celllula poden canviar la
senyalitzacio de certs receptors com el d’EGF i, per tant, modificar la senyalitzacid, la
supervivencia cel-lular i la tumorogenesi.

41



INTRODUCCIO | APARTATII

2- SUPER FAMILIA DE LES RAS GTPASES

La familia de les Ras GTPases compren un total de 150 membres fins el dia
d’avui. Aquests es coneixen com a small GTPases pel seu petit tamany (20 - 40 kDa) i es
classifiquen en cinc families: Ras, Rho, Rab, Arf i Ran (Fig 7).
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Figura 7. Dendrograma de la familia de les Ras GTPases. La llargaria de les branques és
proporcional a les diferéncies entre les seqiiéncies que es comparen. Les diferents subfamilies
estan indicades amb colors diferent: RAS (blau mari), RHO (verd), Ran (groc), ARF (blau cel) i
RAB (vermell) (Rojas et al., 2012).

Els membres de la subfamilia de RAS, estan implicats en nombrosos processos
biologics com la proliferacié cel-lular, la supervivéncia i la migracié. De fet I'activitat
GTPasa de Ras, va ser la primera en ser descoberta i des de llavors aquesta proteina
oncogenica ha servit de model per a definir les small GTPases. La subfamilia de RHO ha
estat vinculada en processos de remodelacié del citoesquelet i polaritzacié cel-lular.
Les proteines RAB son la subfamilia més extensa de la superfamilia de RAS. Estan
involucrades en processos de trafic intracel-lular, en la regulacié del moviment de
vesicules i en la fusié d’aquestes. Les funcions de la subfamilia d’ARF sén més diverses
ja que es veuen implicades en la regulacié de fosfolipids i també en la remodelacio del
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citoesquelet aixi com en la regulacié del trafic intracel-lular. Per ultim, les proteines de
la subfamilia RAN estan involucrades en el transport nuclear. Aquesta subfamilia esta
composada per només un membre que és present en totes les cel-lules eucariotes. En
plantes, en canvi, se’n troben diverses copies. (Rojas et al., 2012).

2.1- SEMBLANCES ENTRE LES DIFERENTS SUBFAMILIES

La super familia de les proteines RAS presenta una diversitat molt gran. Tot i
aixi, hi ha certes parts en la seva estructura que s’han mantingut al llarg de I'evolucio,
com per exemple, els dominis G. Aquests permeten la unié amb d’altres proteines de
manera especifica i amb gran afinitat (Colicelli, 2004; Wennerberg et al., 2005). De fet,
la diversitat d’aquesta superfamilia rau en el fet que cada subfamilia té diferents
efectors i reguladors. Tot i aixi, algunes de les GTPases comparteixen efectors, encara
que les seves funcions acaben essent diferents, per tant hi ha un altre nivell de
regulacio per a la seva especificitat (Kiel et al.,2007; Barnekow et al., 2009).

Una de les semblances entre els membres d’aquesta superfamilia és el
mecanisme d’activacid i desactivacié. Aquest comporta un canvi de conformacié de la
proteina que ve donat per la unié d’'un nucleotid (GTP o GDP) en les regions
anomenades switch | i switch II. L’activitat GTPasa intrinseca d’aquestes proteines és
més aviat baixa. Qui realment controla el seu estat d’activacié sén les proteines GEF
(guanin-nucleotid-exchange factor), que promouen la unié del GTP activant les
proteines, i les GAP (GTPase activating factor), que hidrolitzen el GTP accelerant
I'activitat GTPasa intrinseca de le proteines Ras (Fig. 8). Tant les GEFs com les GAPs
estan regulades per les GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibidors). Aquestes
actuen inhibint el bescanvi de GDP a GTP unint-se especificament a les GDP-GTPases.
S’han descrit diverses GDIs per a les families de RHO i RAB perd no per a altres
subfamilies.

GEF

-

GTPasa GTPasa Efectors
. . v

Figura 8. Model de I'activacié de les GTPases. Un cop les proteines GEF han realitzat el

bescanvi de GDP per GTP, la GTPasa pot desencadenar un seguit de senyalitzacions.
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A més, molts membres d’aquesta superfamilia pateixen una serie de
modificacions lipidiques post-traduccionals les qual ajuden a les proteines a
interaccionar amb les membranes. Aquestes modificacions, en el cas de les families
RAS, RHO i RAB, tenen lloc a I'extrem C-terminal, a la cisteina de la seqliencia CAAX
(C=Cys, A= aminoacid alifatic i X= qualsevol aminoacid). En canvi, les subfamilies ARF i
RAN poden miristoilar-se a la part N-terminal (Fig.9).

Les proteines Ras es sintetitzen al citosol com a proteines hidrofiliques, perd
pateixen una serie de modificacions lipidiques que les conduiran a les diferents
membranes cel-lulars (Fig. 9). Les proteines Ras contenen una seqiiencia CAAX a la part
C-terminal de la seva estructura, per aixo0 formen part del que es coneix com a
proteines CAAX. Aquest domini és clau per a dur a terme les modificacions post
traduccionals iancorar finalment les proteines a la diferents membranes cel-lulars.

La seqléncia CAAX per si sola serveix com a substrat per a les
preniltransferases, per tant, la primera modificacié que pateix aquesta regié és la
prenilacié a la cisteina de la seqiiéncia CAAX (Seabra et al., 1991). Les proteines que
contenen aquesta modificacioé solen localitzar-se al reticle endoplasmatic, facilitant aixi
I'accié de lI'enzim Rcel (Ras and a-factor converting enzyme 1), que elimina els
aminoacids AAX deixant només la cisteina prenilada. Encara al reticle, I'enzim Icmt
(isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase) metila el grup a-carboxil del grup
farnesilcisteina (veure figura 11, apartat 2.2).
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Figura 9. Esquema general de I’estructura de les small GTPases. Adaptat de (Vigil et al., 2010)

44



INTRODUCCIO | APARTAT II

2.2- Les PROTEINES RAS (HRAs, NRAs 1 KRAS)

Els gens ras van ser els primers oncogens en relacionar-se amb els cancers
humans. Els genomes de les cel-lules humanes codifiquen per tres gens ras: H-ras,N-
ras i K-ras. En el cas del gen K-ras, pot fer un splicing alternatiu que déna lloc a dues
isoformes diferents: KRas4A i KRas4B que difereixen especialment en la part
anomenada hipervariable de I'extrem C-terminal i en I'expressié a diferents teixits,
essent més elevada la quantitat de KRas4B (en aquesta tesi referida com a KRas). Tot i
que majoritariament les isoformes de Ras es troben en la membrana plasmatica,
cadascuna d’elles pot localitzar-se en dominis especifics d’aquesta i també en diverses
endomembranes. La seva localitzacié determina les diferencies biologiques entre elles
(Henis et al., 2009).

2.2.1- Diferencies en les modificacions post-traduccionals de les tres
isoformes de Ras
La incorporacié del grup prenil a 'extrem C-terminal de les proteines Ras, no

és suficient per a la seva localitzacié a les membranes, sind que es necessita una
segona senyal per a poder-ho fer. En les isoformes de Ras es poden diferenciar dues
regions en la seva estructura, un domini globular conservat a la part N-terminal, amb
una homologia del 90%, i una regié a la part C-terminal, que presenta un 15%
d’homologia entre elles, que reb el nom de regié hipervariable (HVR) (Fig. 10). Aquesta
regié és la que caracteritza cadascuna de les isoformes. Es aqui on es troba la
sequencia CAAX abans comentada, i on es troba la segona senyal necessaria per al
direccionalment de les proteines Ras.

1 165 188/9

: Conserved domains

B Hypervariable region

Linker Anchor

Hras|  GEMSEKENES
N-ras GEMGLPEVIVM
K-ras | GRS KTRENIN

CAAX
motif

Figura 10. Comparacido de les seqiiéncies de les proteines HRas, NRas i KRas. La regid

hipervariable de les proteines Ras presenten diferencies en la segona senyal que les conduira
cap a les membranes. (Hancock, 2003).
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Aguesta segona senyal és diferent per a cadascuna de les tres isoformes. En el
cas d’NRas és una pamitoilacié que té lloc a la C181, mentre que en I’'HRas sén dues
palmitoilacions a les cisteines 181 i 184. La palmitoilacio té lloc al Golgi gracies a I'accié
de l'enzim DHHC9-GPC16 (DHHC domain-containing-9 Golgi complex-associated
protein of 16kDa), i facilita I'accés de les proteines a llocs de membrana rics en
colesterol (Henis et al., 2009). La palmitoilacié, al contrari que la farnesilaci6, és
reversible. Mentre que la palmitoilaciéd implica una associacié més estable a les
membranes, el fet de ciclar entre els estats palmitoilat /despalmitoilat permet que les
proteines no s’acumulin en certs dominis de membrana (Laude and Prior, 2008) (Fig.
11).

KRas pero, no es palmitoila sind que conté una regié polibasica de sis lisines
adjacent a la sequiencia CAAX (K175-K180) (Fig.11) (Hancock, 2003). Aquesta regid
polibasica confereix a KRas una regié carregada positivament capa¢ d’interaccionar
amb fosfolipids negatius de les membranes cel-lulars. S’"ha demostrat que ni el grup
farnesil ni la cua polibasica per si soles sén suficients per poder translocar KRas a les
bicapes lipidiques, siné que KRas necessita de les dues senyals per a poder-ho fer
(Silvius et al., 2006). Les segones senyals de Ras comentades, confereixen una
especificitat a ’hora de senyalitzar des de les membranes, ja que segons el lipid que
contenen poden trobar-se en uns microdominis o uns altres.
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Figura 11. Processament del domini CAAX de les proteines Ras. (Wright and Philips, 2006)
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2.2.2- Segregacio espaial de la proteines Ras

La membrana plasmatica és heterogenia, compren tota una serie de
subdominis on hi interaccionen lipids i proteines de manera especifica. Aquestes
interaccions confereixen la formacié de diferents dominis, entre els quals es troben els
dominis ordenats o lipid raft. Les proteines Ras es distribueixen i s’agrupen de manera
especifica en aquests dominis segons les seves modificacions post-traduccionals
formant els anomenats nanoclusters (Hancock, 2003). Aquesta distribucié espaial a la
cara interna de la membrana plasmatica confereix a les proteines una gran fidelitat de
senyalitzacio (Henis et al., 2009).

L'HRas, que queda retingut a la membrana degut als seus dos grups palmitoils i
el grup farnesil (veure Fig. 11), pateix una segregacié lateral segons el seu estat
d’activacié. L'HRas-GDP es troba majoritariament en els dominis ordenats rics en
colesterol, els lipid rafts, mentre que la seva forma activa (HRas-GTP) es localitza en
microdominis desordenats lliures de colesterol. En canvi, KRas que només té un grup
farnesil i una regié polibasica, es troba en microdominis desordenats
independentment del seu estat d’activacié (Fig. 12) (Plowman et al.,, 2008).

Recentment, s’ha descrit que la forma oncogénica de KRas segrega en dominis
de membrana desordenats diferents segons el seu estat de fosforilacié en la serina 181
i que, en els dominis on KRas esta fosforilat, també hi col-localitza la PI3K i el Rafl actiu
(Barcelo et al., 2013). En el cas d’N-Ras, aquesta es troba preferentment en dominis
ordenats quan es troba unit al GTP i en els desordenats quan ho esta al GDP.

Lipid raft
Sphingomyelin Saturated phospholipid
Glycosphingolipid Cholesterol
K-ras H-ras —_— H-ras
GTP loading
Signal Signal Signal

Figura 12. Segregacio espacial de KRas i HRas en la membrana plasmatica. (Hancock, 2003)

2.3- KRaAs

2.3.1- Modificacions post-traduccionals
La regio hipervariable de KRas, tal com s’ha comentat anteriorment, conté una
carrega positiva neta de sis lisines a més del grup farnesil del domini CAAX. S’ha
demostrat que certes proteines prenilades poden interaccionar de manera directa amb
els microtubuls, i que KRas ho fa de manera especifica ja que H-Ras i altres proteines
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prenilades no uneixen tubulina. De fet, aquesta unié amb la tubulina es déna gracies a
la cua polibasica de sis lisines que té KRas (Chen et al., 2000).

Perd a part de les modificacions irreversibles que tenen lloc a I'extrem C-
terminal (veure introduccio, apartat 2.2), KRas pot patir una serie de modificacions
post-traduccionals les quals sén reversibles i modulen la seva activitat oncogenica.
Aguestes modificacions en la proteina tenen com a objectiu fer-la més especifica en la
seva senyalitzacié i la seva funcid. La ubiqlitinitzaci6 de KRas a la Lys-147, per
exemple, impedeix I'activitat d’hidrolisi del GTP de la seva GAP i promou I'associacié
d’alguns efectors (Sasaki et al., 2011). Aquest mecanisme d’activaciéo de KRas sembla
ser especific d’aquesta Lys-147, ja que la ubiquitinitzacié en altres lisines no indueixen
cap defecte en la hidrolisi de les GAP (Baker et al., 2013). L’acetilacié a la Lys-104 en
canvi, promou la inhibicié de KRas impedint I'associacié de certes GEFs com ara Sos1,
per tant s’atenua la proliferacié cel-lular (Yang et al.,, 2012). Aquesta tesi, pero, s’ha
centrat només en la fosforilacié de la Ser-181 de KRas ja que afecta a la regid
polibasica.

2.3.1.1-Fosforilacié de la Ser-181

Una part de I'estudi d’aquesta tesi s’ha centrat en la fosforilacié en la Ser-181.
Ballester et al. hipotetitzaven que la Ser-181 podia ser la diana de la fosforilacié que
patia KRas després de tractar les cél-lules amb ésters de forbol (Ballester et al., 1987).
Anys més tard es va demostrar que efectivament aquesta era la serina fosforilada per
la PKC, que esta localitzada a la regié PBR de KRas (Alvarez-Moya et al., 2010; Bivona et
al., 2006). La fosforilacié d’aquest aminoacid promou que KRas tingui una carrega neta
positiva menor i que, per tant, la seva unié amb la membrana plasmatica disminueixi,
desplacant-se aixi a les endomembranes com ara als mitocondris (Bivona et al., 2006).
Per altra banda, s’ha demostrat que la fosforilacié de la Ser-181 de la forma activa de
KRas no influencia de manera important en |'associacié a la membrana plasmatica,
perd és necessaria per la proliferacid, la mobilitat i la transformacié en cél-lules
dejunades (Alvarez-Moya et al., 2010) aixi com en cel-lules inoculades en ratolins
(Barcelo et al., 2013). Tal com es comentara més endavant, la fosforilacié de KRas a la
Ser-181 pot regular la interaccié amb altres proteines com PRA1, PDE o CaM.

2.3.2- Dinamica de KRas
Silvius et al., mitjancant I'herterodimeritzacié de proteines recombinants de
KRas sensibles a rapamicina (FRB2-CFP-KRas i mitoRFP-FKBP3), demostraven que la
dissociacié de KRas de la membrana plasmatica es donava en qliestido de minuts, tot i
gue es posava en dubte si la permeabilitat de la rapamicina podria estar alterant els
resultats obtinguts en la dinamica (Silvius et al., 2006).
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De totes maneres, hi ha controversia en el grau en que la dissociacié de KRas
de la membrana plasmatica pugui ser el factor clau en la dinamica d’aquesta GTPasa.
També s’ha descrit que el seu bescanvi entre la membrana plasmatica i el citosol és
molt rapid, amb un temps de vida mig (half time, HT) de 1,5 segons (Yokoe and Meyer,
1996). Perd estudis posteriors revelen que tant KRas com la resta d’isoformes sén
forca estables en la membrana plasmatica i que només difonen lateralment en
aquesta, pero que no es bescanvien amb el citosol (Niv et al., 1999; Niv et al., 2002).
D’altra banda hi ha estudis que demostren com les diferents modificacions post-
traduccionals, i interaccions de KRas amb altres proteines, provoquen el bescanvi
d’aquesta entre la membrana i el citosol (Bhagatji et al., 2010; Vartak and Bastiaens,
2010).

2.3.3- Principals proteines d’unioé a I’extrem C-terminal de KRas
S’ha descrit que la interaccié de KRas amb diverses proteines com la PDES
(Chandra et al., 2012), la CaM (Villalonga et al., 2001), PRA1 (Hutt et al., 2000) o la
Galectina-3 (Elad-Sfadia et al., 2004) podrien estar modulant la dinamica de KRas en la
membrana plasmatica.

2.3.3.1- Subunitat 6 de la fosfodiesterasa 6 (PDES)

Amb el descobriment de les proteines RhoGDI com a xaperones de proteines
Rho que contenen el grup geranilgeranil, I'interés per trobar una proteina encarregada
de solubilitzar KRas de la membrana plasmatica va anar creixent. La PDES conté una
butxaca hidrofobica molt similar a la de les proteines RhoGDI, que interacciona
especificament amb el grup prenil de les proteines Rap i Ras. Mentre que moltes
subunitats de la PDE6 estan localitzades a la retina, la subunitat & s’expressa de
manera ubiqua (Philips, 2012). Chandra et al. van identificar la PDE& com una GDI-like
solubilizing factor (GSF) que modula la senyalitzacid de les proteines Ras. La PDES pot
unirse al grup farnesil de KRas incrementant d’aquesta manera la seva solubilitzacid
cap al citosol des de les endomembranes. Aquesta difusié permet que la cinetica de les
proteines KRas solubilitzades augmenti i puguin dirigir-se a la membrana plasmatica
més rapidament ja que la interaccié amb aquesta és més forta i desplacaria la PDES
(Chandra et al., 2012).

De totes maneres també s’ha descrit que, mitjancant el grup prenil de KRas, la
sobreexpressié de la PDES fa augmentar la dissociacié de KRas, tant en la seva forma
activa com inactiva, de la membrana plasmatica, mentre que la inhibicié de I'expressié
de la PDES la fa disminuir (Bhagatji et al., 2010).

Recentment, els estudis del Dr. Philippe Bastiaens, descriuen que la PDES és
al-lostéricament regulada per Arl2/3 i que la forma activa d’Arl2/3, localitzada al
compartiment endocitic de reciclatge (ERC), ajuda a les proteines Ras farnesilades a
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dissociar-se de PDES per poder tornar a la membrana plasmatica a través de transport
vesicular des de I'ERC, regulant aixi el seu trafic entre membranes (Fig. 13) (Schmick et
al., 2014).
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Figura 13. Esquema del cicle de solubilitzacié de KRas per la PDES&. (Schmick et al., 2014)
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2.3.3.2- Calmodulina (CaM)

La CaM és una proteina d’'unidé a calci de 148 aminoacids que actla com a
segon missatger en la traduccié de diverses senyals intracel-lulars i regula diferents
processos cel-lulars. Les seves funcions vénen determinades per la interaccié amb
proteines d’unié a CaM (CaMBP), 'activitat de les quals depen d’aquesta unié (Agell et
al., 1998). Les CaMBPs agrupen un gran nombre de proteines com la CaM-dependent

kinase-1l (CaMKIl), la calcineurina, I'espectrina, la hnRNP A2 i la p21°**

. La majoria de
les interaccions de la CaM amb les CaMBPs son depenents de calci. L'extrem C-
terminal de la CaM uneix el calci amb gran afinitat (K, 107 M), mentre que I"extrem N-
terminal ho fa amb baixa afinitat (K, 10° M). El fet que els nivells de K, es trobin entre
els nivells de concentracid del calci intracel-lulars, fa que sigui un bon sensor de canvis
en el calci intracel-lular (Weinstein and Mehler, 1994). El domini d’unié a la CaM de
moltes proteines consisteix en una seqiiencia de 20 aminoacid que té forma d’a-helix
amfipatica (James et al., 1995).

El grup de la Dra. Neus Agell (Barcelona) va descriure KRas com una CaMBP i la
importancia de la CaM en la seva senyalitzacié des de la membrana plasmatica. Han
demostrat com la inhibicié de la CaM facilita I'activacié de KRas i, donat que la CaM
només pot unir-se a la isoforma KRas4B, descriuen la CaM com una proteina
diferencial en la regulacié de la senyalitzacié de les proteines Ras (Villalonga et al.,
2001). Recentment han demostrat que la CaM inhibeix la fosforilacié de la Ser-181 de
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KRas, la qual és important per a la seva localitzacié i senyalitzacié en la membrana
(Alvarez-Moya et al., 2010; Barcelo et al., 2013). Aixi doncs, quan KRas esta en el seu
estat actiu (KRas-GTP) pot ser fosforilat per la PKC, sempre i quan la CaM no ho
impedeixi. D’altra banda la fosforilacié de la Ser-181 impedeix la unié de KRas a la CaM
(Fig. 14).

Estudis realitzats per Bhagatji et al. mostren com, la dissociacié de la forma
activa de KRas de la membrana palsmatica, perd en canvi, té molt poc efecte en la
cinética del dominant inactiu de KRas (Bhagatji et al., 2010).
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Figura 14. Model de regulaci6 de KRas en la membrana plasmatica per PKC i CaM. En
condicions on Iactivitat de PKC és baixa i la concentracié de Ca®* elevada, KRas es troba en
microdominis rics en GAPs i, per tant esta inactiu. Quan KRas s’activa, pot interaccionar amb la
CaM la qual impedeix que PKC pugui fosforilar KRas. En la situacidn contraria on hi ha una alta
activitat de la PKC i baixa concentracid de calci, KRas es troba preferentment fosforilat i pot
difondre lateralment cap a dominis rics en PI3K o cap a les endomembranes en aquests dominis
les GAPs hi sén en menor concentracid i per tant KRas es mantindria en estat actiu durant més
temps (Alvarez-Moya et al., 2011).

2.3.3.3- Prenilated Rab acceptor (PRA1)

Estudis duts a terme en llevats van identifica la proteina PRA1 com a una
proteina d’interaccié amb Rab i VAMP-2, gracies a estudis en llevats. De fet, PRA1
interacciona amb el GDP dissociation inhibidor 1 (GDI1) i, tot i que ho fa de manera
feble, pot bloquejar I'habilitat de GDI1 d’extreure Rab3A de les membranes
influenciant aixi en la seva senyalitzacid. A més, la unié de PRA1 a VAMP2 pot veure’s
impedida per Rab3A, indicant que aquestes tres proteines no poden estar formant un
complexe (Hutt et al., 2000). PRA1 es troba tant als endosomes, a Golgi, a les vesicules
exocitiques com a la membrana plasmatica. Figueroa et al. demostren que PRA1 no
només interacciona amb proteines Rab sindé que també ho fa amb membres de la
superfamilia de Ras. La interaccid amb aquestes necessita de certes modificacions
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post-traduccionals com la prenilacid. Els seus estudis demostren la necessitat d’un
grup isoprenoide, ja sigui un grup farnesil o isoprenil per a poder interaccionar-hi i
descriuen PRA1 com una proteina escorta de les GTPases, facilitant el seu trafic entre
les endomembranes (Figueroa et al., 2001). Estudis més recents descriuen que la
sobreexpressid de PRA1 augmenta, i la inhibicid de la seva expressié disminueix, la
cinética de dissociacid de la membrana plasmatica dels mutants actiu i inactiu de KRas
(Bhagatji et al., 2010).

2.3.3.4- Galectina-3 (Gal-3)

Les galectines formen part de la familia de les lectines, amb especificitat pels
B-galactosids. Estan involucrades en diversos processos cel-lulars com I'adhesid o la
proliferacié. S’assumeix |’existéncia d’una relacid directa entre els nivells de galectines
i el grau de malignitat en gliomes humans (Camby et al., 2001). La galectina-3 s’associa
preferentment a la forma activa de KRas gracies a la regié HVR i de manera selectiva, ja
que la unié amb H-Ras i N-Ras és molt més feble Elad-Sfadia et al. descriuen com, la
inhibicié de la Galectina-3 augmenta I'activacié d’ERK i la capacitat de transformacid de
KRasG12V, perd no pas la de Rafl ni PI3K. Per tant, al contrari del que passa amb la
Galectina-1, la unié KRas-GTP/Gal-3 augmenta I'activitat de Rafl i de PI3K pero
disminueix I'activitat d’ERK, possiblement generant una segona senyal inhibitoria.
Aquests experiments aportaven un nou mecanisme de control sobre la durada i la
selectivitat de la senyalitzacidé de KRas (Elad-Sfadia et al., 2004).

Tal com s’ha comentat anteriorment, la formacid de nancocluters de la
membrana plasmatica de KRas és essencial per a la seva senyalitzacié. En aquestes
agrupacions hi és present, entre d’altres proteines, la galectina-3. De fet, s’ha
desenvolupat un model matematic que posa de manifest que la preséncia de
galectina-3 al citosol determina la magnitud dels nanoclusters de la membrana
plasmatica del KRas actiu (KRasG12V) (Fig. 15) (Tian et al., 2010).

Bhagatji et al. van demostrar que la dissociacié de la membrana plasmatica de
la forma activa de KRas era més rapida quan s’inhibien els nivells de galectina-3
(Bhagatji et al., 2010).
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Figura 15. Model de difusio i col-lisié de KRas per a la formacié de nanoclusters de membrana.
En aquest model es proposa que KRas-GTP difon de manera atzarosa per la membrana
plasmatica. La galectina-3 es troba al citosol a no ser que sigui reclutada pel KRas actiu (1).
Aquest reclutament promou la formacié de dimers (2) i subseqiientment pentamers (3-5). La
formacié de microdominis amb una estequiometria major és possible gracies a la col-lisié de
KRas-GTP o Gal-3 amb els pentamers (6,7). Els pentamers poden disgregar-se en monomers de
KRas-GTP i complexes KRas/Gal-3 (8-10) o bé per la pérdua de molécules de KRas o complexes
KRas/Gal-3 (6,7,9) (Tian et al., 2010).

2.3.4- Vies de senyalitzacié de KRas

La senyalitzacid de les proteines Ras regula diferents processos cel-lulars com
la proliferacid, la diferenciacié o I'apoptosi (Malumbres and Barbacid, 2003). La forma
activa de KRas (KRas-GTP) és capag d’interaccionar amb multiples efectors activant aixi
diferents vies de senyalitzacié. L'activacid de proteines per part de KRas pot ser de
dues maneres: o bé KRas interacciona directament amb les proteines efectores
estimulant la capacitat catalitica d’aquestes, o bé actiia com una proteina adaptadora
reclutant proteines efectores i per exemple, localitzant-les a les membranes on podran
interaccionar amb altres proteines senyalitzadores o lipids (Omerovic et al., 2007). Avui
en dia es coneixen diversos efectors de KRas com: Raf, PI3K, RalGDS, p120GAP, PLCg,
PKCZ, Tiam1, Rinl, RASSF, Norel, AF6 i la MEKK1 (Fig. 16) (Malumbres and Barbacid,
2003). Les vies més ben caracteritzades fins ara sén les de Raf i PI3K .
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Figura 16. Efectors de Ras. Un cop Ras és activat a la membrana plasmatica pot senyalitzar a
través de diferents proteines. Moltes d’aquestes vies de senyalitzacio estan implicades en la
proliferacio cel-lular, diferenciacid, apoptosi i senescéncia (Castellano and Downward, 2010).
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2.3.4.1- Raf1/MEK/ERK

L'any 1993 es va demostrar per primera vegada que Ras interacciona
directament amb Rafl in vitro (Vojtek et al., 1993; Warne et al., 1993). A partir d’aqui
Ras es va posar en el punt de mira per tal de comprendre la via de senyalitzacié de
Rafl. Aquesta via de senyalitzacié regula diversos processos biologics transmetent
senyals des de la membrana fins al nucli, coordinant aixi nombroses respostes
cel-lulars. L'estreta regulacié de la via és important ja que la seva estimulacié
comporta malalties com el cancer ajudant a la progressié i metastasi dels tumors.

Es coneixen tres isoformes de Raf en cel-lules de mamifer: A-Raf, B-Raf i C-Raf
(o Rafl). Aquesta ultima va ser la primera en ser identificada i la més caracteritzada
(Leicht et al., 2007). Les estructures de les tres isoformes de Raf contenen regions
altament conservades (CR) amb diverses funcions cadascuna d’elles. Cal destacar la
CR1, on es troba el domini d’'unié a Ras (RBD), que a banda d’interaccionar amb KRas,
és crucial per poder interaccionar amb els lipids de membrana. En els CR1 també s’hi
troba el domini ric en cisteines (CRD), necessari també per unir Ras i per a la correcte
autoinhibicié de Raf. El cicle d’activacid/inhibicié de Raf és forca complexe, passant per
una dimeritzacié que activa completament la proteina (Fig. 17).
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Figura 17. Esquema de I'activacié de Rafl (Leicht et al., 2007).

Un cop Raf esta localitzada a la membrana, pot ser fosforilada per diverses
quinases i unir proteines scaffold com la 14.3.3 i fosforilar MEK que, al seu torn,
fosforila ERK1/2. Aquesta, després de la seva dimeritzacio pot entrar al nucli i estimular
I’activitat de diferents factors de transcripcié (Castellano and Downward, 2010).

Les tres isoformes de Raf poden regular la senyalitzacié d’ERK, tot i que
cadascuna d’elles ho fa de manera diversa. Per exemple, en neurones I'EGF és el
principal activador de C-Raf, mentre que NGF (nerve growth factor) ho és de B-Raf. Les
proteines sacaffolding tenen un paper rellevant en la regulacié de C-Raf, moltes d’elles
com ara KSR (kinase supressor of Ras), CNK (multidomain connector- enhacer of KSR) o
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SUR8 (leucine-rich-repeat protein supressor of Ras mutations-8), regulen I'eficiéncia
d’interaccio entre C-Raf i MEK (Wellbrock et al., 2004).

2.3.4.2- PI3K/AKT

Aquesta és la segona via de senyalitzacié de Ras més estudiada i juga un paper
molt important en la proliferacié i la supervivencia cel-lular.

Quan la PI3K es troba en estat actiu, pot convertir els PIP, en PIPs. Aquest ultim
permet que Akt/PKB pugui reclutar-se a la membrana plasmatica i ser fosforilada per
les quinases PDK1 i PDK2provocant la seva activacié. El gran antagonista d’aquesta via
és la fosfatasa PTEN que, mitjancant la seva capacitat catalitica intrinseca, redueix el
pool de PIP; convertint-lo un altre cop en PIP, (Castellano and Downward, 2010). De
fet, PTEN és un gen supressor de tumors amb un paper dual com a fosfatasa ja que té
activitat fosfatasa tant per proteines com per lipids. Les cél-lules amb un defecte en
I’activacié de PTEN contenen alts nivells de PIP; i els efectors més activats (Nakanishi et
al., 2014).

També s’ha descrit que el reclutament de la PI3K als endosomes és depenent
d’EGF i de Ras i que aix0 és essencial per a la seva activacid en aquest compartiment
(Tsutsumi et al., 2009).

Experiments duts a terme en ratolins genéticament modificats que no
contenen la subunitat reguladora de la PI3K (p85) i que contenen la mutacid activa de
KRas (KRasG12V) de manera induible, mostren com la inhibicié de la via de la PI3K
atura la tumurogénesi induida per KRasG12V fins a nivells semblants als dels ratolins
amb una PI3K wild type. En canvi, en ratolins que tenen la PI3K wild type els tumors
induits per KRasG12V no reverteixen a no ser que també se’ls inhibeixi la via de MEK.
Aleshores la regressid dels tumors si que era molt elevada. Aixd suggeria una interaccié
entre les vies PI3K i MEK activades per KRas (Fisher et al., 2001; Jackson et al., 2001)
(Fig.18).
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Figura 18. Interaccio entre les vies de Raf i PI3K. Un cop Ras es troba en els seu estat actiu, pot
senyalitzar a través de Rafl i PI3K, entre d’altres efectors. Rafl pot inhibir-se per Akt en
diferents situacions com la diferenciacié del muscul o en determinats cancers de mama. Al seu
torn, Akt pot activar-se per Rafl en determinades situacions. Un altre punt de connexié entre
aquestes dues vies és mTORC1, que quan es troba inhibit, provoca una senyalitzacié de I'RTK
gue acabara per activar ERK i AKT. Una activacié anormal de totes dues vies indueix la formacié
de tumors (Castellano and Downward, 2010).

2.4- COMPARTIMENTALITZACIO DE LA SENYAL DE LES PROTEINES RAS

Les plataformes de senyalitzacid per excel-lencia han estat la membrana
plasmatica i els endosomes, pero el fet és que tant el Golgi, el reticle endoplasmatic
(RE), com els mitocondris, son capacgos de desenvolupar aquest paper.

2.4.1- Ras des dels endosomes

La primera evidencia de senyalitzacié des dels endosomes va donar-se a partir
del fraccionament cel-lular on I'estimulacié amb EGF o insulina feia variar la preséncia
de certes proteines com Rafl, Grb2, Sos (Di Guglielmo et al., 1994; Pol et al., 1998). A
més, el descobriment que en cél-lules deficients en CDE hi havia una disminucié de
I'activitat d’ERK, va canviar la visid que es tenia dels endosomes com atenuadors dels
senyals provinents de la membrana plasmatica (Kranenburg et al., 1999; Mor and
Philips, 2006). Diversos metodes s’han usat per demostrar I'activitat dels receptors
després de la seva internalitzacid. Per exemple, en el cas del lligand EGF, aquest queda
unit al seu receptor quan es troba en els endosomes, a diferencia del lligand TGF-q,
permetent la senyalitzacio sostinguda al llarg de la via endocitica fins als lisosomes. De
fet, Sorkin et al. que el receptor d’EGF era actiu als endosomes mitjancant experiments
de FRET entre YFP-Grb2 i CFP-EGFR (Sorkin et al., 2000). També s’ha demostrat
I'activitat del receptor d’'EGF mitjancant la microinjeccié d’anticossos antifosfotirosina
conjugats amb un acceptor de FRET, en cel-lules transfectades amb GFP-EGFR
(Wouters and Bastiaens, 1999).

En diversos estudis, mitjancant I'expressid de proteines de fusié fluorescents,
s’ha descrit la localitzacio de les proteines Ras en aquests organuls. L'activacié de Ras
en els endosomes es va descriure mitjancant I'expressié de YFP-RBD i CFP-Ras, els
quals col-localitzaven en aquestes vesicules juntament amb I'EGF (Jiang and Sorkin,
2002). Posteriorment, al nostre Departament es va descriure com KRas és capac de
continuar senyalitzant als endosomes tardans gracies al complexe p14-MP1 (Lu et al.,
2009).

Estudis realitzats amb el mutant negatiu de la dinamia (DynK44A), posen de
manifest la dependéencia de I'endocitosi i del reciclatge dels endosomes per a

56



INTRODUCCIO APARTAT Il

I'activacié de Raf/MEK/ERK en aquests organuls en el cas d’HRas, perdo no per KRas
(Roy et al., 2002).

2.4.2- Ras des del Golgi

Chiu et al. van descriure com, després de I'estimulacié amb factors de
creixement, H/NRas podien localitzar-se de manera activa tant al Golgi com a la
membrana plasmatica. Pero la cinética d’activacié de Ras en els dos compartiments era
diferent. Mentre que I'activacié en la membrana plasmatica era rapida i transitoria, al
Golgi es donava al cap de 20 minuts i era sostinguda (Chiu et al., 2002). Com que es
coneix I'existencia d’un transport retrograd des dels endosomes cap al Golgi, es va
suggerir que l'arribada de Ras en aquest organul podria ser mitjangant el transport
vesicular. Posteriorment, es va demostrar que la translocacié de la proteina RasGRP1
(una GEF de Ras) al Golgi, gracies a un augment del calci intracel-lular, era la
responsable de |'activacié de Ras en aquest organul (Mor and Philips, 2006). Aquesta
activacio de Ras es dona mitjancant I’activacié de la PLCy, la qual promou la hidrolisi de
PIP, i la formacio de DAG (diacilglicerol) i IP; (inositolsfosfats). L'IP; produeix I'augment
de calci lliure intracel-lular que activa la proteina RasGRP1. L’activacié de les proteines
Ras a Golgi poden induir la diferenciacié de cél-lules PC12 o la transformacié de
fibroblasts (Bivona et al., 2003), per tant la senyalitzacié de Ras des del Golgi té una
important funcid biologica i ho fa per diferents vies de senyalitzacid que en la
membrana plasmatica.

Pero aquest no és I'Gnic mecanisme de regulacié de I'activitat de H/NRas al
Golgi. La palmitoilacio/depalmitoilaci6 d’H/NRas permet a aquestes proteines
bescanviar continuament entre I'aparell de Golgi i la membrana plasmatica, on s’inicia
la seva senyalitzacié (Rocks 2005). Les isoformes de Ras palmitoilades no sén les
Uniques que poden trobar-se a Golgi. Estudis realitzats en neurones de I"hipocamp
estimulades amb glutamat, demostren com GFP-KRasG12V transloca des de la
membrana plasmatica fins a diverses endomembranes, entre elles el Golgi, de manera
depenent de calci (Fivaz and Meyer, 2005). La importancia de la seva senyalitzacié aqui
encara no esta clara, i només s’ha pogut observar en neurones.

2.4.3- Ras des del reticle endoplasmatic (RE)

Quan H/NRas presenten deficiéncies en la plamitoilacié s’acumulen al RE i al
citosol enlloc de trobar-se al Golgi. De fet, la coexpressi6 de mutants de Ras no
palmitoilables i el mutant GFP-RBD (mutant de Rafl que conté el domini d’unié a Ras)
s’acumulaven al RE. L'explicacié del perque Ras podia activar-se, tot i estar al RE, la van
descriure Arozarena et al. Els seus estudis demostraven com les Ras GRFs (GEFs de Ras
regulades per calci que s’expressen en neurones) translocaven rapidament al reticle
endoplasmatic i activaven el Ras localitzat en aquest (Arozarena et al., 2004).
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El fet que només el Ras no palmitoilat es trobi al reticle endoplasmatic fa
plantejar-se la importancia de la localitzacié de les proteines Ras en aquests
compartiment i la seva senyalitzacié des d’aqui. Sobering et al. van descriure, en
Saccharomyces cerevisiae, un inhibidor de Ras associat al RE, Eril. Aquesta proteina és
un component de la GPI-GIcNAc transferasa i s’uneix al Ras actiu (Ras-GTP) al reticle
endoplasmatic. De fet, el Ras actiu inhibia aquest enzim, convertint-lo en el primer
efector regulat negativament per Ras (Sobering et al.,, 2003). Donat que en certes
malalties hematopoiétiques I'enzim GPI-GIcNAc transferasa hi esta involucrat, la
senyalitzacio de Ras en aquest compartiment té una especial rellevancia.

2.4.4- Ras des dels mitocondris

Demory et al descrivien que la translocacié de c-Src als mitocondris succeia de
manera semblant a com ho feia I'EGFR, i que I'activitat catalitica del receptor d’EGF i
de c-Src, aixi com I'endocitosi i la localitzacié als mitocondris d’aquests, sén necessaries
per l'activacié de Coxll, proteina relacionada amb la cadena oxidativa, en aquests
organuls. En canvi, el tractament amb EGF redueix els nivells intracel-lulars d’ATP i
I'activitat Cox, que regula la sortida del citocrom c de la cel-lula durant I'apoptosi. Amb
aquests resultats presentaven un model on I'EGF és capag¢ de regular la funcié dels
mitocondris, fet que pot tenir conseqiéencies en la supervivéncia cel-lular (Demory et
al., 2009).

Altres components de la via de les MAPK han estat localitzats en mitocondris.
De fet, les tres isoformes de Ras (HRas, NRas i KRas) s’han descrit en aquests organuls
en cél-lules T murines depenents d’IL-2 (Rebollo et al.,, 1999). S’ha descrit com la
fosforilacié de KRas per PKC a la seva regid polibasica provoca una pérdua d’afinitat de
KRas per la membrana plasmatica permetent la seva translocacid cap a les
endomembranes, entre elles la dels mitocondris (Mor and Philips, 2006).

Quan KRas es troba fosforilat a la Ser-181, pot induir apoptosi mitjancant la via
de Bcl-XL. Aixi ho demostren Bivona et al. quan al tractar les cél-lules amb briostatina
(antagonista de la PKC), aquestes no es transformaven (Bivona et al., 2006).
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3- MOBILITAT CEL'LULAR

3.1- MIGRACIO | INVASIO CEL-LULAR

La migracid cel-lular és un procés complexe i heterogeni que duen a terme
totes les cél-lules nucleades. Per a alguns tipus cel-lulars com ara les neurones o els
fibroblasts, la migraci6 és un procés transitori que finalitza quan comenca
I'especialitzacioé cel-lular. Per a d’altres tipus de cél-lules com els leucocits, la migracio
esta integrada en la seva funcid. La progressio del cancer és un procés complexe que,
per a la migracié de les cél-lules tumorals, inclou la interaccié proteolitica de les
cel-lules amb la matriu extracel-lular (ECM). Les cél-lules invasives es troben amb
diverses barreres estructurals a I’hora de migrar. Hi ha diversos tipus de migracié que
Friedl et al. classifiguen segons les cél-lules es moguin de manera individual o
col-lectiva (Fig. 19) (Friedl, 2004).
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Figura 19. Tipus de migracié. La nomenclatura de migracié intersticial es basa en la tipica
morfologia cel-lular (rodona o allargada) i el patr6 de moviment (individualment o
col-lectivament). Cada tipus de migracié esta regit per mecanismes moleculars especifics, la
regulacio dels quals pot fer variar el tipus de migracié. Les transicions de migracions més ben
estudiades son les de tipus mesenquimal a ameboid o la transici6 de migracié col-lectiva a
individual (Friedl, 2004).

Hi ha diversos factors que indueixena la diferent migracié de les cél-lules i un
d’ells és el medi en que es troben, ja que el contingut en lligands pot ésser molt
variable, aixi com la densitat de 'ECM. En resposta a aquests determinants, el
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citoesquelet d’actina de les cél-lules s’adapta de manera molt dinamica a I’espai on es
troba la cel-lula (Grinnell, 2008). Per evitar els impediments fisics que confereix el medi
on es troben les cel-lules, aguestes desenvolupen una serie de protusions (diferents
per a la migracié en 2D o 3D) que promouran l'adhesié de la cél-lula i el moviment
d’aquesta a través de I'ECM (Paluch et al., 2006).

3.1.1- Migracié en 2D vs 3D

La progressid del cancer és un procés complexe que inclou la migracid
associada a la proteolisi de la matriu extracel-lular per part de les cél-lules
cancerigenes. Les regions de les cel-lules cancerigenes que duen a terme aquests
processos proteolitics sén diferents segons la composicid, les dimensions i I'estructura
de 'ECM que es troba en contacte amb la cel-lula (Wolf and Friedl, 2009). Les cél-lules
invasives es poden trobar amb espais molt diversos durant la seva migracié tals com
superficies en 2D o 3D.

3.1.1.1-Migracid en 2D

Les superficies en 2D solen comprendre membranes basals que contenen
laminina, col-lagen IV i d’altres proteines estructurals localitzades sota els epitelis o
I’endoteli de la pell, ventricles del cervell, vasos sanguinis, etc (Wolf and Friedl, 2009).
Per a I'estudi in vitro de models de migracié en 2D en cultius cel-lulars s’'usen substrats
com ara la fibronectina, matrigel o la gelatina. Les estructures proteolitiques presents
en les cel-lules d’aquests cultius sén basicament els lamelipodis, les adhesions focals i
un front d’avang.

Els lamel-lipodis sén estructures que s’estenen a la apart frontal de la cél-lula
gue migra. Sén estructures riques, entre d’altres proteines, en la metall proteasa MT1-
MMP (Linder, 2007). També s’hi observen podosomes a la part basal de la cel-lula, que
son estructures dot-like riques en actina. Els podosomes es solen trobar en cel-lules
monocitiques com els macrofags, osteoclasts i en cél-lules dendritiques immadures.
Tot i aixi, també poden observar-se en altres tipus cel-lulars com ara les céel-lules
endotelials o cél-lules del muscul llis (Linder and Kopp, 2005). Es molt probable que la
funcié principal dels podosomes sigui I'adhesié cel-lular ja que estableixen contacte
amb el substrat i sén estructures riques en integrines d’adhesié que només es formen
en aquests punts de contacte amb el substrat (Linder and Aepfelbacher, 2003). Tot i
que la funcié principal d’aquest tipus d’estructures sigui I'esmentada, els podosomes
també s’han relacionat amb la migracid i la invasio de les cél-lules

Cal diferenciar els podosomes dels invadopodis, que sén estructures tubulars
fines que van perpendiculars a la membrana basal i solen estar presents en cél-lules
transformades. Mentre que els podosomes solen tenir unes mides d’entre 0.5-1 um de
diametre i 0.2-0.4 um de profunditat, els invadopodis poden arribar a tenir un
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diametre de fins a 8 um i poden elongar-se a través de la matriu extracel-lular fins a
diversos micrometres (McNiven et al., 2004). Ambdues formacions son riques en la
metall proteasa MT1-MMP (Fig. 20).
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Figura 20. Imatges de podosomes i d’invadopodis en cél-lules transformades (B) o no (A)
(Murphy and Courtneidge, 2011).

Una altra caracteristica dels cultius en 2D és que les cél-lules van deixant un
rastre al seu pas pel suport on es trobin, és I'lanomenat microtrack. Aquest és el
resultat de la degradacio proteolitica que ha fet la cél-lula al seu pas (Fig. 21) (Wolf and
Friedl, 2009).

Figura 21. Microtrack. Cél-lules MDA-MB que expressen HA-tagged ARF6(Q67L), plantades en
gelatina fluorescent durant 24h (Tague et al., 2004).
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3.1.1.2- Migracid en 3D

En els assajos fets en cultius amb matrius 3D, les cél-lules adopten una
morfologia més natural que no pas en els experiments fets en 2D. Les cel-lules que
migren en 3D, poden fer-ho de dues maneres: en forma mesenquimal o ameboide.

Durant la migracid cel-lular en 3D el front d’avang de les cél-lules s’allarga i
interacciona amb I'ECM mentre diverses proteines amb funcié proteolitica, com la
metall proteasa MT1-MMP, es focalitzen en aquests punts de contacte (Wolf et al.,
2003). En aquest cas es poden distingir dos grups d’'MT1-MMP. En el pseudopodi
anterior es formen agrupacions de la metall proteasa de durada curta, mentre que en
les espines i el front d’avang, aquests grups duren més estona. Una de les funcions de
'MT1-MMP és la de degradar I'ECM perque la cél-lula pugui avangar a través
d’aquesta.

En aquest tipus de migracid les cel-lules pateixen una serie de deformacions
degudes a la pressid de les fibres de 'ECM. La matriu extracel-lular envolta la cel-lula
amb el que es coneix com a cinturons de pressid, que son fibres de la propia matriu
que pressionen a la cel-lula. Com a mecanisme per a poder migrar malgrat aquestes
resistencies fisiques de 'ECM, la cél-lula promou |'agrupacié de proteines com I'MT1-
MMP i la Bl-integrina, que permetran la protedlisi de les fibres de I'ECM en aquests
punts, deixant el pas lliure per a poder migrar (Wolf and Friedl, 2009).

3.2- METALL PROTEASES DE LA MATRIU EXTRACEL'LULAR (MMPS)

La familia de les metall proteases és extensa i la seva classificacié pot variar
segons es faci per la seva funcio, la seva evolucio, el nom del gen que les codifica o bé
el tipus d’aminoacids que contenen en la seva part catalitica. Si es té en compte el
substrat pel qual tenen afinitat i la seva estructura, es poden classificar aquestes
proteines en els grups que es detallen en la taula seglient (Taula 1). Part dels estudis
realitzats en aquesta tesi s’han centrat en la possible connexié de KRas i la metall
proteasa MT1-MMP.
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TIPUS MMP CARACTERISTIQUES SUBSTRATS
Col-lagenases MMP-1, MMP-8, MMP- Col-lagen fibril-lar
13
Gelatinases MMP-2, MMP-9 Tenen el domini CBD d’unié al Col-lagen 1i IV
col-lagen
Stromelisines MMP-3, MMP-10, MMP- Col-lagen IV
11
Martilisines MMP-7, MMP-26 No tenen el domini Col-lagen IV
hemopexina
Transmembrana MMP-14 (MT1-MMP), Presenten una regio Col-lagen I fibril-lar
(MT-MMP) MMP-15, MMP-16, transmembrana i una cua (només la MMP-14 i
MMP-17, MMP- citosolica petita la MMP-16)
24, MMP-25
Sense classificar MMP-12, MMP-19,

MMP-21, MMP-28

Taula 1. Classificacié de les MMPs segons el tipus de substrat i ’estructura (Sbardella et al.,
2012).

La seva funcié principal, entre d’altres, és degradar la matriu extracel-lular

(ECM). Tot i que existeixen diferents tipus de MMPs, tenen grups estructurals en

comu:

e Domini pro-actiu: format per 80 aminoacids. Es el responsable de deixar en
laténcia I'enzim quan el grup sulfidril de la part N-terminal interacciona amb un
i6 de Zn**. Algunes MMPs (MT1-MMP, MMP-11 i MMP-28) sén activades per la
furina en el seu trafic cap a la membrana plasmatica. Aquesta activacié es déna
pel reconeixement de la furina del domini pro-actiu.

e Domini catalitic: Es troba situat entre el domini pro-actiu i els dominis
d’hemopexina de la cua C-terminal. També s’anomena hinge region o spacer.
Aquest domini és essencial per a estabilitzar I'enzim i per a la correcte
degradacio del substrat. Conté diversos llocs de reconeixement que varia segon
la metall proteasa.

e Domini hemopexina: es troba situat a I'extrem C-terminal de la proteina. Esta
format per 4 fulles f en forma de barril. La seva funcié rau en les interaccions
proteina-proteina. Es el lloc de reconeixement dels TIMPs, els inhibidors de les
MMPs.
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Figura 23. Esquema representatiu de I'estructura general dels principals dominis de les MMPs
(Tomasz Grzela, 2011).

La matriu extracel-lular confereix a les cel-lules informacié en cas d’infiltracidé
d’un patogen, o d’alteracions en la integritat del teixit, etc. Aquesta informacid es déna
gracies a la degradacié del components que formen I'ECM, com el col-lagen. El
col-lagen de tipus | és el principal component de la matriu extracel-lular. A part de
conferir forga mecanica als teixits, aquest és un reservori i regulador de citocines que
s’alliberen i, a més, fa d’organitzador i promotor de l'activacié de proteases de
membrana importants per a la degradacioé del col-lagen, com la MT1-MMP (Tam et al.,
2004). Tot i que la MT1-MMP té activitat col-lagenasa, la seva capacitat de degradacié
de la gelatina és bastant minsa. En canvi, passa el contrari amb la MMP-2, que es
defineix com una gelatinasa. La diferéncia entre col-lagen i gelatina recau en el fet que
el primer esta format per un seguit de proteines fibril-lars i és el component majoritari
de I'ECM dels teixits de mamifers. La gelatina en canvi, és un producte de la
descomposicido del col-lagen, derivada de I’extraccié artificial d’aquests teixits.
Normalment la gelatina s’utilitza per a estudis de degradacié de I'ECM i invasio
cel-lular.

3.3- Tipus D’MMPs
3.3.1- MT1-MMP
Forma part del subgrup de MT-MMPs (metall proteases transmembrana) que
compren 25 membres (Taula 1). Tenen una funcié essencial en la coordinacié de la

degradaci6 de I'ECM, tumorogenesi, angiogenesi i invasié cellular. La cua
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citoplasmatica, que no totes les proteines d’aquest subgrup contenen, té importancia
en la senyalitzacid, la localitzacié subcel-lular de la proteina, en el trafic i en la
dimeritzacié de les MT-MMPs. En el cas de la MT1-MMP, aquesta cua citoplasmatica
pot interaccionar amb Ras i activar aixi la via de senyalitzaci6 de MEK-ERK (Fig.
24)(Gingras and Beliveau, 2010). El seu domini pro-actiu actua com una xaperona
intramolecular, i té especial rellevancia en I’activacié de la pro-MMP-2 (Pavlaki et al.,
2002). Seguidament a aquest domini, aguestes MMPs tenen un lloc de reconeixement
de la furina, el qual és una diana per a aquesta proteina al Golgi, durant el trafic de la
MT-MMP des del reticle endoplasmatic cap a la membrana plasmatica (Hotary et al.,
2000; Zucker et al., 2003). S’han descrit altres vies d’activacio de la MT1-MMP, com ara
a partir de convertases i proteines localitzades a la membrana plasmatica, com la
plasmina en el cas de la MT1-MMP.

La MT1-MMP és, sense dubte, la MT-MMP més estudiada del seu subgrup. Se
la coneix també com MMP-14. El fet de tenir un domini extracel-lular i una cua
citoplasmatica fan que la MT1-MMP sigui I'Unica amb la capacitat de modificar el
microambient extracel-lular aixi com d’estar en contacte al mateix temps amb el
citosol. Aquesta metall proteasa és la més promiscua pel que fa a la varietat de
substrats que pot degradar. Aixi doncs tan pot degradar gelatina, col-lagen (tipus I, Il i
1), fibrina, laminina (I i V), fibronectina, vitronectina o aggreca (Sbardella et al., 2012).
A més, també té la capacitat de tallar el receptor CD44 promovent aixi la migracio
cel-lular (Kajita et al., 2001) (Fig. 24).

Domini catalitic

Domini hemopexina

%3 RRHGTPRRLLYCQRSLLDKV 52

Endocitosi Ras-MEK-ERK Transcripcié de VEGF

N

Migracié cel-lular

Figura 24. Esquema de la MT1-MMP. Representacio esquematica dels diferents dominis de la
MT1-MMP. Es subratllen els aminoacids implicats en I’endocitosi, la transcripcié del gen VEGF i
I'activacio d’ERK. Adaptat de (Gingras and Beliveau, 2010).
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L'MT1-MMP pot trobar-se al llarg de tota la via endocitica. Tan pot entrar per
la via depenent de clatrina (Remacle et al., 2003) o a través de les caveoles (Annabi et
al.,, 2001) gracies a la palmitoilacié de la seva cua citoplasmatica (Anilkumar et al.,
2005). Un cop internalitzada i localitzada als endosomes primerencs, aquesta és capag
de recilar cap a la membrana plasmatica, tant per la via Rab-4 com Rab-11 (Remacle et
al., 2005), o bé degradar-se mitjancant els lisosomes (Takino et al., 2003b).
Recentment, Rossé et al. han descrit el reciclatge de 'MT1-MMP des dels endosomes
tardans cap al Golgi a través de l'activacid de la PKC iota atipica (aPKCi). Aquesta
quinasa, present en els endsomes positius per MT1-MMP, pot fosforilar la cortacina
gue embolcalla els endosomes, fet que afavoreix la interaccié d’aquesta amb Ia
dinamina-2, proteina que promou l’escissié de membranes (Rosse et al., 2014).

A més, quan I'MT1-MMP es troba al Golgi, pot ser activada mitjancant la
furina, I'expressid de la qual ve donada per una convergencia de les vies de
senyalitzacié de Ras i TGF-B (Blanchette et al., 2001). Un cop activada pot continuar el
seu viatge cap a la membrana plasmatica a través de vesicules positives per Rab8
(Bravo-Cordero et al., 2007) i VAMP-7 (Steffen et al., 2008) a través de microtubuls
(Remacle et al.,, 2005) (Fig. 25). Quan la MT1-MMP esta en forma activa, pot
interaccionar amb els seus inhibidors, els TIMPs (Tissue inhibitors of Metalloproteases)
formant el complexe necessari per activar la MMP2 (detallat en I'apartat 3.3.1).
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Figura 25. Esquema representatiu del reciclatge ( —) i activacié ( --->} de la MT1-MMP.
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Diversos estudis posen de manifest el fet que la MT1-MMP no només ha de
tenir capacitat proteolitica per a ella mateixa, sind que ha de poder col-locar-se al lloc
adequat per a poder dur a terme la seva funcié. Estudis duts a terme per Hotary K. et
al., demostraven la importancia de la cua citosolica d’'MT1-MMP per a la degradacié de
la matriu extracel-lular i com la part extracel-lular d’aquesta proteina per se tampoc
pot funcionar de manera correcte (Hotary et al., 2000). Curiosament, si la funcid
catalitica de la proteina es veu inhibida, aquesta pot seguir conferint a la cel-lula
capacitat invasiva, tot i que en menor grau. Aixi ho demostren Li et al. en transfectar
un mutant de MT1-MMP al qual s’ha bescanviat la seva part proteolitica per la d’una
col-lagenasa no relacionada com la MMP-1, la qual no confereix a la cél-lula capacitat
invasiva (Li et al., 2008). Aixd estaria indicant que és tant o més important la
localitzacié a la membrana plasmatica de la MT1-MMP que no pas la seva capacitat
proteolitica per tal que la cel-lula pugui invair. Aixi com la MT3-MMP i la MT5-MMP, la
MT1-MMP és capa¢ d’activar les gelatinases MMP-2 i MMP-9 controlant aixi els
processos cancerigens (Takino et al., 2003a).

S’han dut a terme diversos estudis d’aquesta proteina on es descriu la seva
funcié en diferents processos biologics i fisiopatologics. Els ratolins deficients per MT1-
MMP, s’ha vist que pateixen artritis, fibrosi en teixits tous, dimorfisme cranioencefalic i
mort prematura (Zhou et al.,, 2000). Aquests resultats posen en evidéncia la gran
importancia de I'MT1-MMP durant el desenvolupament. Perdo no tan sols aqui és
important el seu correcte funcionament, ja que aquesta proteina esta involucrada en
molts tipus de cancers com ara el de célon, mama, cervell, coll d’Uter i ovari (Sabeh et
al., 2004).

3.4- MMPs ACTIVADES PER MT1-MMP
3.4.1- MMP-2

Forma part de les gelatinases (Taula 1). Aquest nom ve donat per a la seva
afinitat pel col-lagen desnaturalitzat, anomenat també gelatina. Al ser també un pro
enzim, la podem trobar en dues formes diferent: 72 i 62 kDa segons estigui inactiva o
activa, respectivament. Es troba expressada en gairebé tots els teixits cel-lulars
humans i principalment en fibroblasts i cél-lules epitelials. La part catalitica i el domini
hemopexina sén identics a les altres MMP. Perd té una particularitat diferent: el
domini CBD (col-lagen binding domain). Les gelatinases estan involucrades en
processos inflamatoris i en la progressidé de tumors (Sbardella et al., 2012).

El seu mecanisme d’activacié pot donar-se de dues maneres diferents. La
primera és l'autoactivacid de la proteina per alteracions en el medi extracel-lular
(disulfits, surfactants com I'SDS, oxidants.), que exposen el domini catalitic de manera
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que aquest provoca l'activacié de la proteina alliberant-la del seu pro-domini (Hadler-
Olsen et al., 2011). En el segon model que s’ha proposat hi intervenen la MT1-MMP i
TIMP-2. TIMP-2 fa de pont entre la MT1-MMP i la MMP2 ja que el seu extrem N-
terminal inactiva la MT1-MMP mentre que I'extrem C-terminal s’uneix al domini
hemopexina de la MMP-2. En aquest punt, una altra molécula de MT1-MMP s’uneix al
complexe TIMP-2/pro-MMP2/MT1-MMP activant la MMP2 (Fig. 26) (Tomasz Grzela,
2011).

it
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TIMP-2
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Figura 26. Activacié de la MMP2 per la MT1-MMP (Tomasz Grzela, 2011).
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1- MATERIALS

1.1- ANTICOSSOS:

A continuacié es detallen els anticossos que s’han utilitzat tant en les
immunofluorescéncies com en els westerns blot. S’indica la proteina que reconeixen,
el seu origen, la casa comercial i la dilucié a la que s’ha utilitzat (Taula I).

ANTICOS lari ESPECIE CASA COMERCIAL DILUCIO WB DILUCIO IF

Actina mo Abcam 1:800 -
cortactina mo Upstate - 1:200
EEA-1 mo BD Bioscience 1:2500 1:75
GFP rb Abcam 1:1000 -
KRas mo Sta. Cruz 1:500 -
LBPA mo Echelon - 1:20
MT1-MMP mo Millipore - 1:75
MT1-MMP rb Millipore 1:500 -
P-MAPK rb Cell Signalling 1:1000 -
P-Ser338 Rafl mo Upstate 1:500 1:75
P-cRafl mo BD Bioscience 1:000 1:75
RFP rb Cell signalling 1:500 -
tubulina mo Sigma - 1:150
ANTICOS 2ari WB  CASA COMERCIAL DILUCIO
anti-mo-HRP Bio-Rad,(Cat.170-6516) 1:3000
prot-A-HRP Zymed,( Cat.10-1023) 1:10.000
ANTICOS 2ari IF CASA COMERCIAL DILUCIO

Go-anti-mo-A 488 Molecular Probes A1101  1:500
Go-anti-mo-A 594 Molecular Probes, A1105 1:500
Go-anti-mo-FITC  Sigma, F9259 1:100
Go-anti-rb-A 488 Molecular Probes, A1108 1:500
Go-anti-rb-FITC Sigma, F0382 1:100
Go-anti-rb-A 594 Molecular Probes, A11012 1:500

Taula 1. Anticossos primaris i secundaris utilitzats. Se’n detalla la casa comercial, I'origen i la
dilucié per a western blot i immunofluorescencia ( - = no s’ha utilitzat).
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1.2- REACTIUS:

A la taula 2 es detallen els reactius utilitzats en aquesta tesi.

Producte Concentracid Funcié Casa Comercial
EGF 100 ng/mL lligand de | ‘EGFR Sigma- E4127
EGF-TRITC 200 ng/mL lligand fluorescent de I’ EGFR Molecular Probes-E-

3481
EGF-A647 200 ng/mL lligand fluorescent de I’ EGFR Lab Technologies
HGF 100 ng/mL Lligand de I'HGFR Sigma
Nocodazole 30 uM inhibidor de la polomeritzacié dels  Calbiochem 487928
microtubuls
Wortmanina 10 uM inhibidor de PI3K Calbiochem 681675
w13 5 ug/mL inhibidor de la calmodulina Calbiochem 681636
Bafilomicina Al 30 ng/mL Inhibidor de la bomba vacuolar de  Sigma B-1793-10UG
H" ATPasa

Fibronectina 10 pg/mL proteina adherent de I'ECM Sigma F0895-1MG
Gelatina 2 mg/ml derivat del colagen de I'ECM Sigma G2500-100G
DAPI 1 pg/mi marcador del nucli Molecular Probes

Taula 2. Productes utilitzats en els tractaments de les cel-lules.

diverses funcions cel-lulars, es van fer una série de proteines recombinants que es
detallen a la seglient taula. El vector on es clonaren els diferents DNAs va ser pEGFP-C1
(Clontech) en les diferents variants de proteines fluorescents (GFP, cherry, cerulean,

1.3- PLASMIDS:

Tant per I'analisi de la dinamica de KRas com per I'estudi d’aquesta proteina en

venus).
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Mutant Primers Enzims
GFP-KRasACAAX F: 5'CAGATCTCGAGCTCAAATGACTGAATATAAACTT 3’ Sacl/Smal
R: 5" CCGGTGGATCCCGGGTCACTTTGTCTTTGAC 3’
GFP-KRasPBR6KG | F:5’ GGACGAGCTGTACAAGTCCGGAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGG 3’ BspE1/Smal
R:5'CCGGTGGATCCCGGGTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGAGCCACCGCCTCCGCCACCAC
CATCTTTGCTC3'
GFP2xFYVE- F: 5" CAGATCTCGAGCTCAAATGACTGAATATAAACT TG 3 Sacl/Smal
KRas517NACAAX R: 5 CCG GTG GAT CCC GGG TCA CTT TGT CTT TGAC 3’
GFP2xFYVE- F: 5" CAGATCTCGAGCTCAAATGACTGAATATAAACTTG 3' Sacl/Smal
KRasG12VACAAX R: 5" CCGGTGGATCCCGGGTCACTTTGTCTTTGAC3
GFP-KRas176-177- | F:5'GATCCGGTGGATCCCGGGCCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTGACTGTTCTGCTTTTGTT | BsrGl/BamHlI
178Q TACCATCTTTGC 3
R: 5’CACATGGTCCTGGAGTTCGTG3’
GFP- F: 5" CGAGCTGTACAAGTCCGGAATGACTGAATATAAACTTG 3’ BspE1l/Smal
KRaSWt/GlZ\_/I/Sl7N- R: 5" CTAGATCCGGTGGATCCCGGGTTACAACAGCAGACACTTTGTCTTTGA 3’
gerani

Taula 3. cDNAs clonats i utilitzats en els diferents experiments.
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2- MIETODES

2.1- CULTIUS CEL-LULARS

A la taula seglient es descriuen els diferents tipus cel-lulars que s’han utilitzat
en els diferents experiments. S’indica el nom de la linia cel-lular, I'origen i les
condicions en que es cultiven. Totes les linies utilitzades s’han fet créixer en una
atmosfera amb el 5% de CO, una temperatura de 372C i en condicions d’esterilitat.
Els medis usats s’han suplementat amb aminoacids no essencials (1:100 de MEM-Eagle
Non essential amino acids solutiona 100x, Biological Industries), L-Glutamina 4mM,
piruvat 1 mM (Sigma) i penicil-lina 50 U/ mL/ Estreptomicina 50 pg/mL i 10 % de FBS
(Foetal Bovine Serum) o DBS (Donor Bovine Serum). En el cas del medi per a dejunar les
cél-lules, aquest no conté FBS pero si els aminoacids i I'antibiotic. A la taula seglient
s’especifiquen les particularitats per a cada tipus cel-lular utilitzat.

LINIA CEL-LULAR ORIGEN MEDI

COos-1 Ronyd de mono verd immortalitzades DMEM, 10% FBS
Hela Carcinoma de cervix DMEM, 10% FBS
Vero Fibroblasts de ronyé de mono DMEM, 10% FBS
3T3-NIH wt8 Fibroblasts de ratoli que expressen 'EGFR wt DMEM, 10% DBS
HT1080 Fibrosarcoma huma DMEM, 10% FBS

Taula 4. Tipus cel-lulars utilitzats.

2.2- TRANSFECCIONS
2.2.1- DNA

Per expressar proteines de manera transitoria a les cél-lules s’han fet servir dos
protocols diferents segons I'experiment. En casos on es volia usar les mostres per a
microscopia, el metode de transfeccié utilitzat ha estat Effectene Transfection Reagent
de Qiagen (301427), segons les especificacions del fabricant. En casos on es pretenia
obtenir una elevada eficiéncia i alts nivells d’expressid de la proteina transfectada, com
el cas dels fraccionaments cel-lulars per a I'obtencié de fraccions d’endosomes, s’ha
utilitzat Lipofectamina LTX (Invitrogen 15338-100). En ambdds casos els experiments
s’han realitzat 24 hores després de la transfeccio.

A continuacid es detallen els diferents DNAs utilitzats en les diverses
transfeccions.
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NOM VECTOR ORIGEN
GFP-KRas wt pEGFPC1 -
GFP-KRasG12V pEGFPC1 -
cerulean-KRasG12V mCeruleanC1 -
venus-KRasG12V vCeruleanC1 -
GFP-KRas S17N pEGFPC1 -
GFP-HRas wt pEGFPC1 -
GFP-HRas G12V pEGFPC1 -
GFP-HRas N17 pEGFPC1 -
GFP-2xFYVE pCORON -
cerulean-2xFYVE mCeruleanC1 -
venus-2xFYVE vCeruleanC1 -
GFP-2xFYVE KRaswt ACAAX pCORON -
GFP-2xFYVE KRasG12V ACAAX pCORON -
GFP-2xFYVE KRasS17N ACAAX pCORON -
GFP-KRasG12V-5181D pEGFPC1 -
GFP-KRasN17-S181D pEGFPC1 -
GFP-KRasACAAX pEGFPC1 -
GFP-KRasPBR6KG pEGFPC1 -
GFP-KRasPBR3KQ pEGFPC1 -
cherry-Lact C2 mCherry C1 Dr. Sergio Grinstein
cerulean-LacC2 mCeruleanCl -
venus-LactC2 vCeruleanC1 -

cherry MT1-MMP mCherryC1 Dr. Giorgio Scita
pECFP-Rab5 pECFP-C1 Dr. Alexander Sorkin

Taula 5. cDNA’s utilitzats. es detallen els DNAs utilitzats en aquesta tesi i el seu origen. (- =
clonat al laboratori).
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2.2.2-RNA
Per tal d’inhibir el KRas endogen, aixi com la PDE® mitjancant la transfeccié
d’RNA de transferéncia, s’ha seguit el protocol de la Lipofectamina RNAiIMAX
(Invitrogen 13778-075), que es detalla a continuacio (per a una placa de 6 pous):

- endos eppendorfs diferents s’hi posa:
1. 2 ul d’RNAI (20 nM) + 250 pL Optimem (Gibco)
2. 7,5ul Lipofectamina® + 250 pl Optimem
- esbarregen els dos continguts (1 + 2) i es fa un vortex
- 20 minuts a temperatura ambient
- s’afegeix la barreja d’'RNAI, Lipofectamina i Optimem, a les cél-lules que
préviament hauran estat en un medi sense antibiotics.

2.3- TECNIQUES BIOQUIMIQUES
2.3.1- Electroforesi
La técnica d’electroforesi permet separar proteines de diferents pesos moleculars
presents a la mostra. Els gels d’acrilamida utilitzats sén discontinus i consten de dues
parts:

- empaquetador: aquest gel serveix per tal de concentrar les mostres i que
tota la proteina que aquesta contingui pugui avancar al mateix temps. Té
un percentatge d’acrilamida baix (3.6 %) i un pH de 6.8.

- resolutiu: la funcid d’aquest gel és la de separar les proteines que conté la
mostra segons el pes molecular que tinguin. El seu percentatge
d’acrilamida és variable en funcié del pes molecular de les proteines que
es vulguin separar, el rang sol ser de 5-15 % i el seu pH és de 8.8.

Abans de carregar les mostres al gel, aquestes s’han de barrejar amb tampd de
mostra (2 % SDS, 10 % glicerol i 0.1 mg/ml blau de bromofenol) a una proporcié 1:3
(tampod: mostra liquida). En cas que s’hagi fet una immunoprecipitacié (IP), es posa el
tampd de mostra 1x directament a les boles de sefarosa que contenen
I'immunoprecipitat. Seguidament s’incuben les mostres a 100 2C durant 4 minuts en
un bany sec. En cas de no procedir a carregar les mostres el mateix dia, aquestes
poden mantenir-se a -20 2C, bullint-les un altre cop a 100 2C durant un minut quan es
vulgui realitzar I'electroforesi.
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2.3.2- Western Blot
Aquesta técnica permet detectar proteines de manera especifica mitjancant
anticossos. Préviament, després de l'elaboracié d'un gel d’acrilamida, aquestes
proteines han d’haver estat transferides a una membrana de nitrocel-lulosa, en la qual
aplicarem la tecnica del western blot.

- Esfan tres rentats amb TBST (20 nM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.005
% Tween-20) d’aquesta membrana

- Bloqueigamb 5 % de llet en pols desnatada en TBST durant 45 minuts.

- Tres rentats, de 5 minuts cadascun, amb TBST.

- Incubaci6 amb [I'anticos primari (diluit en TBST) durant 1-2 hores,
depenent de I'anticos.

- Tres rentats, de 5 minuts cadascun, amb TBST.

- Incubacio de I'anticos secundari (diluit en TBST) durant 1 hora, en cas de
gue aquest reconegui anticossos generats en ratoli, i durant 25 minuts en
cas que reconegui anticossos generats en conill.

- 3rentats, de 5 minuts cadascun, amb TBST.

- Un dlitm rentat en TBS (20 nM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl).

Un cop acabat el western blot, la deteccid de I'anticos secundari es realitza
gracies a que aquest esta conjugat amb HRP (horseradish peroxidase). Aquesta
proteina reacciona amb I'ECL (Enhanced ChimioLuminiscence) que s’afegeix a la
membrana (1:1) durant 1 minut. Aixo desencadena una reaccié luminica als llocs de la
membrana ocupats per a la proteina d’interes. Finalment la llum, generada per la
reaccié s’utilitza per velar un film fotografic (Super RX Fuji Medical X-Ray film, Fujifilm)
que s’observa després de revelat.

2.3.3- Fraccionament cel-lular

Aquesta és una de les técniques més emprades per a separar organuls que
tenen densitats diferents, en aquest cas s’han separat endosomes primerencs (EE) i
tardans (LE) d’altres organuls de la membrana plasmatica i del citosol. En aquesta tesi,
s’ha usat la tecnica d’aillament d’endosomes per gradient discontinu de sacarosa. A
partir de la transfeccié de tres plaques de 150 cm? es recullen les cél-lules mitjancant
un tampé d’homogeneitzacid (imidazole 3 nM, sacarosa 250 nM, pH 7,4 i inhibidors de
proteases). Seguidament es fa una centrifugacié a 1000 x g durant 15 minuts amb la
qual s’obté un pellet de cél-lules que resuspenem amb el mateix buffer. Aquest pellet
s’homogeneitza fent 10 passades per una xeringa 22-gauge. Aquests homogenats es
centrifuguen a 1000 x g durant 10 minuts. S'obté un PNS (sobrenedant post-nuclear),
el qual conté tot el material de la cel-lula excepte els nuclis. Després de quantificar el
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contingut de proteina d’aquest PNS, es barreja amb sacarosa fins a obtenir una fase de

3,9 ml amb un percentatge final de 40,2 % de sacarosa en un tub de polyallomer

(Beckman Coulter, 331372). Seguidament s’hi afegeix les altres fases de sacarosa, de

3,9 ml cadascuna, de densitats 35% i del 25%, en aquest ordre. Un cop carregat el

gradient per proteina es fa una ultracentrifugacio de 3 hores a 36.000 rpm fent servir

el rotor SW41Ti, amb la qual es separen els endosomes presents en la mostra enmig de

les dues ultimes fases.

Interfase que

<— contéels

w EE/LE

Figura 1. Esquema representatiu d’una gradient de sacarosa discontinu.

2.3.4- Immunoprecipitacio

Aguesta tecnica permet aillar proteines, tant endogenes com ectdopicament

expressades, en diverses condicions experimentals. Per a dur a terme aquesta técnica

es segueixen els passos seglients:
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un cop s’han realitzat els tractaments corresponents a les plaques on hi ha
les cél-lules cultivades, aquestes es renten amb PBS fred dos cops.

Es recullen les cel-lules amb un tampd de lisi (TGH: Tritd X-100 1 %, Glicerol
30 %, Hepes 50 mM).

S’incuben els lisats en una noria durant 10 minuts a 4 C.

Seguidament es fa una centrifugacié dels lisats a 14000 x g durant 10
minuts a 4 2C.

S’incuba el sobrenedant amb I'anticos primari corresponent durant 2
hores.

S’afegeixen 30 ul de proteina A o G (segons I'anticos primari utilitzat) unida
a boles de sefarosa, i s'incuben durant 45 minuts a 4 2C.

Es centrifuguen els lisats a 14000 x g durant 1 minut a 42C i es renten tres
cops les boles de proteina A o G amb tampd de lisi sense inhibidors.
finalment s’afegeix tampd de mostra i es processen les mostres mitjancant
una l'electroforesi i western blot.
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2.3.5- Enriquiment de membrana plasmatica

Per tal d’obtenir fraccions cel-lulars de les mostres enriquides en membrana
plasmatica es pot fer mitjancant una serie de centrifugacions. En aquesta tesi
interessava enriquir la fraccié de membrana plasmatica per tal de comparar els nivells
de metall proteasa MT1-MMP en cel-lules transfectades amb diferents constructs.

Per a tal efecte, es transfecten dues plaques de 150 cm’ per a cada condicid i,
després de 24h i del tractament experimental, es lisen amb buffer HES (20 mM HEPES,
1 mM EDTA i 250 mM sacarosa). Posteriorment es passa el lisat 10 cops per una
xeringa s’insulina (1 ml, 22-gauge). Es fa una primera centrifugacié a 16.000 rpm
durant 15 minuts, a 4 2C, usant el rotor MLA-130. El pellet que se’n obté es resuspén
en 5 ml de tampd HES (amb inhibidors de proteases). A continuacid es prepara un coixi
de sacarosa (1,12 M) a sobre del qual es posen amb cura els 5 ml de mostra. El
gradient es centrifuga durant 70 minuts a 24.000 rpm usant el rotor SW40.1Ti.
D’aquesta centrifugacid s’obté una interfase, on hi ha la membrana plasmatica
enriquida, i un pellet que conté nuclis, mitocondris i restes cel-lulars. Per tal de fer
I'enriquiment d’aquesta fraccié, fem una altra centrifugacié. Aquest cop a 28.000 rpm
durant 45 minuts a 42C, amb el rotor MLA-130. Resuspenem el pellet amb 100 pul de
tampd de mostra com a maxim per poder carregar-ho en un gel d’acrilamida.

enriquida de
membrana
plasmatica

m < Interfase

Figura 2. Esquema representatiu d’una gradient discontinu per a enriquir membrana
plasmatica.
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2.4- TECNIQUES DE MICROSCOPIA
2.4.1- Col.localitzacié

Per a I'estudi de col-localitzacié de dues o més proteines, és necessari que
totes elles s’expressin en nivells semblants i s’han d’usar, en tots els casos, les
mateixes condicions a I’'hora de prendre imatges al microscopi. En aquesta tesi s’ha fet
servir un microscopi confocal espectral (Leica TCS SP5) acoplat a una camera DMI6000
(Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Alemanya) per a I'analisi de col-localitzacid. Un
cop obtingudes les imatges, es va fer Us d’'una macro del software Image J (National
Institute of Health) que van posar a punt I’Anna Bosch i la Dra. Maria Calvo dels Serveis
Cientificotécnics de la UB. Aquesta macro genera una imatge binaria dels pixels que
col-localitzen, és a dir, genera imatges on els pixels tenen valors 0 o 1. Aquestes noves
imatges obtingudes es multipliquen cadascuna pel canal verd o vermell, segons d’on
provinguin. Aix0 genera una mascara on només es mostren els pixels dels dos canals
que col-localitzen. La macro només té en compte la fluorescéncia dels endosomes de
com a maxim 3 um, i descarta completament la fluorescéncia de la membrana
plasmatica. Aixi doncs, ens permet obtenir la quantificacié de les dues proteines, en
aquest cas EGF-TRITC i KRas, en els endosomes (Fig. 3).

Canals Imatges binaries
AY
Imatge de partida . AN Col-localitzacié
/ T v

1
1
!
1
1
1
1

Figura 3. Esquema dels passos més importants que realitza la macro.

2.4.2- Immunocitoquimica
Aguesta és una tecnica que s’usa en cel-lules fixades i que ens permet
detectar, mitjancant anticossos, la localitzacid subcel-lular de proteines. Per
determinar les proteines d’interés s’usen anticossos especifics i posteriorment un
anticos secundari conjugat amb algun fluordofor que ens permet poder observar
aquella proteina mitjancant el microscopi de fluorescencia. Per a dur a terme la

immunofluorescéncia es segueixen els passos que es detallen a continuacio:
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- en primer lloc es fixen les cel-lules amb 4 % de paraformaldehid durant 10
minuts.

- Seguidament es permeabilitzen, ja sigui amb 0,1 % Tritd X-100 en PBS
durant 3 minuts o bé amb 0,1 % saponina en PBS durant 5 minuts.

- es renten tres cops amb PBS i seguidament es fa un bloqueig amb I'1 % de BSA
en PBS durant 20 minuts en cas d’haver permeabilitzat amb trité, o bé amb un
0,02 % saponina i 1 % BSA en PBS durant 5 minuts, en cas d’haver-ho fet amb
saponina préviament.

- Incubacié de l'anticds primari durant 1 hora a temperatura ambient. Els
anticossos es preparen amb un 0,1% de BSA amb o sense saponina (0,02 %) en
PBS, depenent si se n’ha usat anteriorment o no.

- després de tres rentats amb PBS, es fa la incubacié amb I'anticds secundari
durant 30 minuts a temperatura ambient.

- seguidament els cubreobjectes es renten amb PBS i es fa un rinse amb H,0
abans de muntar-los en mowiol.

2.4.3- Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)

Una de les técniques més utilitzades per tal de determinar la dinamica d’una
proteina, és la de FRAP. Aquesta tecnica es basa en determinar la recuperacio de la
fluorescencia d’una proteina fluorescent després del seu fotpapagat, permetent
determinar el temps que triga una proteina en bescanviar-se amb una altra per
exemple en la membrana dels endosomes. La técnica de FRAP ddéna una idea del
recanvi que té aquesta proteina. Per a aquest proposit, es van transfectar cel-lules
COS-1 amb diverses proteines de fusid fluorescents i es van fer créixer en
cubreobjectes de 25 mm. Després de 24 hores, un cop comprovada la correcta
expressid, es munten aquests cubreobjectes en una cambra Attofluor (Invitrogen). Els
experiments de FRAP es van fer incubant les cél-lules a 37 2C i 5% CO, i amb medi
DMEM 0 % durant una hora i un tractament de 20-45 minuts amb EGF-TRITC o EGF-
A647. Els videos obtinguts amb aquesta técnica es van prendre amb el microscopi
confocal de Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH) usant I'objectiu
APOG63x de glicerol (NA 1.3). Les imatges per GFP, Cherry o TRITC i Alexa-647 es van
prendre usant les longituds d’ona d’emisid i excitacid que es detallen en la segilient

taula:
Canal Emisié (nm) Excitacié (nm)
GFP 488 500-550
cherry o TRITC 561 571-610
Alexa-647 633 633-700

Taula 6. Longituds d’ona d’excitacié i emisié utilitzades per a les proteines fluorescents
indicades.
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Per obtenir una gran rapidesa de deteccié de la recuperacié de la fluorescencia
de les proteines, es va haver de comprometre la resolucié del videos. Per aquest motiu
es va agafar un format de 256x56 nm de pixel de tamany 60 nm, el pinhole es va obrir
fins a 1.5 AU. En tots els casos les imatges es van agafar en intervals de 86 ms usant
Leica Fly Mode a 1400Hz durant 10-15 segons. El fotoapagat (bleach) es va fer de tot
I'endosoma sencer per tal d’evitar la difusié lateral de proteina en el mateix
endosoma. Per realitzar I'analisi del FRAP, es van fotoapagar arees en els endosomes
(ROI, region of interest) de 0.28 um i només es van agafar endosomes d’entre 3 i 5
um?. Finalment les imatges es van analitzar amb els programes LAS-AF Lite i Image J
(WayneRasband,NIH).

Per a cadascun del temps, la intensitat de fluorescéncia de la ROI de I'dltima
imatge abans del fotoapagat, va ser calculada en un full d’Excel (Microsoft, Redmond,
WA, EEUU) de la seglient manera:

Irel = (To x It)/(Tt * Io)

on T, és la mitjana d’intensitats a temps zero d’una area no fotoapagada de la cél-lula,
T, és la mitjana d’intensitats a temps t d’'una area no fotoapagada, |, és la mitjana
d’intensitats en la ROl a temps 0 i I; és la mitjana d’intensitats en la ROl a temps t. La
Mobile Fraction (MF) en la ROl es va determinar segons:

MF = (lend — Ipost)/(lo — Ipost)

on leng és la mitjana d’intensitats en la ROI al final de I'experiment, I, és la mitjana
d’intesitats en la ROI després del fotoapagat i |, és la mitjana d’intensitats en la ROl a
temps 0. Les curves del FRAP es van determinar amb I'equacié exponencial 1-phase del
programa Prism (GraphPad, San Diego, CA, EEUU) per tal d’obtenir el temps de
recuperacio de la meitat de la fluorescéencia (t;/,):

Ft=A(1—exp™™*) +B
on A és la MF en la ROI, B és la fluorescencia de la ROl després del fotoapagat, x és el
temps i A és I'index de recuperacid de la fluorescencia a partir d’on es calcula el ty,. El
Half Time (HT) es defineix com el temps per bescanviar la meitat de la MF entre les

regions fotoapagades i les que no, i es calcula segons:

HT =1n2/A
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Tots els experiments de FRAP que es comparen es van dur a terme el mateix
dia.

Fce

o o
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]
| Hall time ol
I equilibration (1,2)
I

Figura 4. Esquema dels parametres analitzats en un experiment de FRAP.

2.4.4- Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
La técnica de FRET es basa en la transferéncia d’energia entre dos fluorocroms
que estan en estat d’excitacid. El fluorocrom que transmet I'energia es coneix com a
donador, i aquell que rep aquesta energia és 'anomenat acceptor.

FRET
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Figura 5. Esquema representatiu de com funciona la técnica de FRET.

L'eficiencia d’aquesta tecnica depén principalment del grau de solapament
entre els espectres d’emissié i absorcid dels dos fluorocroms (acceptor i donador), és a
dir, quant més es solapin els seus espectres d’emissid i absorcid, millor eficieéncia
s’obtindra. Per tal d’augmentar I'eficiencia de FRET en un experiment s’han de tenir en
compte els seglients punts:

- l'acceptor i el donador han d’estar entre 10 i 100 A de distancia entre
ells.

- els espectres d’emissio i absorcid s’han de solapar

- els dipols del donador i I'acceptor han d’estar orientats en paral-lel.
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Per als experiments fets en aquesta tesi, es van transfectar cel-lules COS-1 amb
les proteines fluorescents venus i cerulean fusionades a les proteines d’interées. Les
imatges s’han pres en un microscopi confocal Leica TCS SL (Leica Microsystems
Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) equipat amb una camera DMIRE invertida, un
laser d’Argd i un objectiu de 63x d’oli d'immersié. Es va usar la técnica de FRET-AB
(FRET- Acceptor Photobleaching), on s’apaga la llum de I'acceptor i es mira si la llum
emesa pel donador incrementa o resta igual. Les imatges es van adquirir de manera
sequencial linia per linia, usant els lasers 458 i 514 nm i usant els seglients rangs de
deteccid per al cerulean i el venus respectivament: 465-510nm i 525-650nm, amb un
pinhole de 1,5 Airy units. Les imatges es van adquirir en format 512 x 512, line average
de 2, un zoom de 2 i un tamany de 230x230 nm de pixel. El fotoapagat de I'acceptor es
va dur a terme amb el mateix sistema d’escanejat i de zoom en una area de ROI de
20x20 um amb el laser514, amb una line average de 2.

En aquestes condicions, un 80% de |'acceptor s’apaga. Les condicions de
fotoapagat van ser les mateixes per a totes les imatges ( fotomultiplicadors, lasers,
zoom, velocitats...). La comparacié d’experiments de FRET entre diferents proteines
recombinants es va fer sempres amb la mateixa proporcié d’acceptor-donador (2:3).
L'eficiencia de FRET (FRET.;) es va calcular normalitzant la diferéncia d’intensitats
entre el donador post (Do) i el prebleach (D) a I'area foto-apagada amb la férmula
seguent:

FRETeff = (Dpost - Dpre) / Dpost

L'analisi d'imatges es va fer amb els programes Image J (Wayne Rasband, NIH) i
Image Processing Leica Confocal.

2.4.5- Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF)

La tecnica de TIRF permet veure processos que es duen a terme a la
membrana de les cellules. El fet que la llum, a diferéncia d’'un microscopi
d’epifluorescéncia, incideixi a la mostra amb un determinat angle, fa que només
aquells processos que tenen lloc al voltant de la membrana plasmatica siguin visibles,
eliminant aixi la fluorescencia que pugui venir de l'interior de la cel-lula (Fig.6). El
microscopi usat va ser AM TIRF MC based on AF7000 DMI6000 B Microscope (Leica)
amb una camera acoblada Andor iXon DU-885. Els laser utilitzats van ser 488, 561 i
I’'objectiu el HCX PL APO 63X/1.47 NA.

Aguesta tecnica es pot usar per a fer experiments in vivo o bé amb cél-lules
fixades. En ambdds casos les cél-lules es van plantar en cubres de 25mm i es va
procedir a la transfeccio tal i com s’ha explicat anteriorment. Els videos es van prendre
durant 30 minuts aproximadament i, per tal de no danyar tant les cel-lules amb la
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fluorescencia, es prengueren imatges cada 20 segons. El gruix de la cel-lula que es va
detectar era de 150 nm. Els experiments duts a terme amb aquest microscopi van ser
realitzats al laboratori del Dr. Giorgio Scita.

llum llum reflexada

Figura 6. Esquema de la técnica de TIRF. La llum incident ho fa en un angle determinat, la qual
cosa permet veure processos que tene lloc només a la membrana plasmatica (punts verds).

2.4.6- Video microscopia

Per a poder fer els experiments in vivo del moviment d’endosomes, hem fet
servir un microspcopi confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH)
usant I'objectiu APO63X de glicerol (NA 1.3) acoplat a un sistema de regulacié de
temperatura a 372C i de CO, (5%). Es fan creixer les cel.lules, que expressen les
proteines d’interes, en cubreobjectes de 25mm. Abans de procedir a fer I'experiment,
es dejunen les cel-lules durant una hora amb medi sense FBS. Un cop passat aquest
temps, es fa el tractament corresponent. Les imatges es prenen de manera seqliencial
per tal d’evitar I'excitacié d’un fluorofor amb un laser que no és el seu. El GFP, cherry i
EGF647 es van excitar amb els seglients lasers: 488, 561, 633, amb les finestres de
deteccio : 500-555nm,571-625nm i 640-700nm respectivament.

En el cas dels experiments de cell tracking les cél-lules es planten directament
a la placa de 6 pous, on préviament s’hi ha fet una capa de fibronectina perquée les
cél-lues pugin moure’s millor, 8 hores abans de procedir a I'experiment. S'utilitza el
mateix tipus de microscopi confocal perd en aquest cas, s’usa 'ojectiu de 20X i es
prenen imatges durant 14 hores amb un interval de temps entre imatges de 7 minuts
per tal d’evitar la fototoxicitat de les cel-lules. També s’ha usat el microscopi d’spinnig
disc, que permet captar imatges a alta velocitat i, per tant, tenir resultats més acurats
d’aquelles vesicules que es mouen a gran velocitat. Es va usar aquest microscopi per
enregistrar el moviment dels endosomes en les diferents condicions experimentals. Els
experiments de spinning disc es van dur a terme en un microscopi confocal Ultra VIEW
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VoX spinning disc (Perkin ElImer) equipat amb un microscopi invertit EclipseTi (Nikon) i
una camara C9100-50 emCCD (Hamamatsu). El software usat en aquest cas va ser el
Volocity (Improvision, Perkin Elmer). Aquest sistema esta equipat amb una cambra
Okolab per mantenir la temperatura a 372C i un 5% de CO2 apropiats per a treballar
amb cel-lules vives. Les imatges van ser preses fent diferents Z-stacks de 1 um de gruix
i cada 7 segons durant 10 minuts amb un objectiu d’oli de 60x (Nikon Plan Apo VC, NA
1.4). El tamany de pixel va ser de 0.24x0.24 nm. Els experiments duts a terme amb
aquest microscopi van ser realitzats al laboratori del Dr. Giorgio Scita.

2.4.7- Degradacio de la matriu extracel-lular
Una de les caracteristiques de les cel-lules que sén invasives, és la capacitat
que tenen de degradar la matriu extracel-lular. Per poder quantificar aquesta
degradacio es planten les cel-lules en cubreobjectes els quals previament s’han tractat
amb una gelatina conjugada a un fluorofor, fent una capa (coating). En el nostre cas es
va fer servir kit Alexa Fluor 594 protein Labeling Kit (A10239) de Molecular Probes, per
conjugar la gelatina al fluorofor. Un cop conjugada la gelatina amb el fluorofor, es fa un
coating dels cubres de la manera seglient:
- posar 20 plL de gelatina ja conjugada segons la casa comercial, i posar el cubre
de 12mm de diametre a sobre. Es deixa durant 10 minuts com a maxim a
temperatura ambient.
- retirar els cubres amb molt de compte i posar-los en gluteraldehid, de manera
que els cubreixi.
- tapar la placa per protegir-la de la llum i posar-la 15 minuts a 49C.
- fer 3 rentats amb PBS.
- posar borat sodic fins que cobreixi els cubres i deixar-ho 15 minuts a
temperatura ambient.
- fer tres rentats amb PBS i afegir el medi corresponent a les cel-lules que
s’utilitzin. Deixar-ho a 372C com a minim una hora.

D’aquesta manera quan les cél-lules degraden aquesta gelatina, deixen un
espai buit no fluorescent, permetent aixi la quantificacié de la fluorescéncia de la
gelatina degradada. Les céel-lules es planten sobre el cubreobjectes, o sobre una placa
(Ibidi) en cas de fer video microscopia, 24 hores després de ser transfectades i es deixa
que degradin la gelatina com a minim 6 hores , depenent del tipus cel-lular.
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Figura 7. Preparacioé de cobreobjectes amb gelatina conjugada.

2.5- ANALISI ESTADISTIC

Tots els analisis han estat duts a terme mitjancant el programa GraphPad
Prism 5.0. Si no es detalla el contrari, tots els analisis es van fer mitjancant una T de

Student. Es mostren les mitjanes + SEM.
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Les diferents isoformes de Ras s’associen a la membrana plasmatica de
manera especifica que els assegura una localitzacié concreta a cadascuna d’elles aixi
com una dinamica Unica. La mobilitat de les proteines Ras en la membrana plasmatica
és el resultat de la difusié lateral, del bescanvi amb el citosol i dels processos
d’endocitosi i exocitosi.

En el cas de KRas s’han publicat resultats divergents pel que fa a la seva
dinamica en la membrana plasmatica. S’ha descrit que la seva dissociacid és el que
contribueix majoritariament en la seva dinamica i que aquest recanvi es déna en un
temps mig (Half Time ,HT), molt curt de 1,5 segons (Yokoe and Meyer, 1996). Altres
estudis demostren, en canvi, que la mobilitat de KRas en la membrana plasmatica es
ddéna només per difusid lateral i no pas per un bescanvi amb el citosol (Niv et al., 1999;
Niv et al., 2002).

Diferents grups confirmen pero, que certes modificacions post-traduccionals
poden modular el bescanvi entre els pools de KRas de la membrana plasmatica i del
citosol en detriment de la difusié lateral (Bhagatji et al., 2010; Vartak and Bastiaens,
2010). Finalment, s’han descrit diverses proteines que, mitjancant la seva unié a KRas,
estarien modulant la dinamica d’aquesta com per exemple la subunitat 6 de la
fosfodiesterasa 6 (PDES), la prenylated Rab protein acceptor protein 1 (PRA1), la
calmodulina (CaM) o la galectina-3 (Bhagatji et al., 2010,Philips, 2012 #7033; Chandra
et al., 2012; Fivaz and Meyer, 2005; Philips, 2012). Tot i que la dinamica de KRas en la
membrana plasmatica ha estat ampliament analitzada, no existeixen estudis del
reclutament i dinamica de KRas en els endosomes.

Lu et al. demostraven la presencia de KRas al llarg de tota la via endocitica i
com aquest manté la seva capacitat de senyalitzacié en els endosomes, tant
primerencs com tardans (Lu et al., 2009). De fet, en els darrers anys s’ha descrit els
endosomes com a importants plataformes de senyalitzacié per a diferents receptors i
lligands.

No es coneix, pero, la rellevancia que té la preséencia i senyalitzacié de KRas en
els endosomes i el possible paper en la regulacié de diferents processos cel-lulars, com
la proliferacié o la mobilitat cel-lular. El paper dels endosomes en el transport i
reciclatge de la metall proteasa MT1-MMP cap a ala membrana plasmatica, la qual té
una gran importancia en la progressié de tumors, ha estat descrit per diversos grups.
Aguesta proteina és la col-lagenasa més ben caracteritzada de la seva familia i el seu
paper en la invasid cel-lular ha estat ampliament estudiat (Bravo-Cordero et al., 2007;
Steffen et al., 2008; Williams and Coppolino, 2011). Amb aquests antecedents i el
proposit d’estudiar la dinamica de KRas en els endosomes aixi com les funcions que
pot desenvolupar en aquests organuls es van definir els seglients objectius per aquesta
tesi:
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1. Caracteritzar el reclutament de KRas als endosomes i el paper que
desenvolupa el seu estat d’activacié.

2. Analitzar la dinamica de KRas en els endosomes primerencs i tardans.

3. Estudiar la funcionalitat de KRas en els endosomes primerencs, concretament
en els processos de mobilitat d’aquests organuls i de la mobilitat cel-lular.
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1- RECLUTAMENT DE KRAS ALS ENDOSOMES

1.1- DeTECCIO DE KRAS EN ELS ENDOSOMES

El compartiment endocitic pot representar una continuitat funcional de la
membrana plasmatica permetent que continui la senyalitzacié generada en aquesta,
també pot actuar com a plataforma de senyalitzacié intracel-lular especifica i a més a
més pot regular la destinacié de complexes de senyalitzacié cap als lisosomes per a la
seva degradacié. S’ha determinat la presencia de proteines GTPases als endosomes,
les quals sén importants per la senyalitzacid intracel-lular. Entre aquestes proteines es
troba KRas4B (d’ara en endavant anomenada KRas). Estudis previs a aquesta tesi,
havien descrit que I'activacid del receptor del factor de creixement epidéermic (EGFR)
provocava un augment del reclutament de KRas als endosomes, augmentant aixi la
capacitat de senyalitzacid del receptor (Lu et al., 2009).

Un primer objectiu d’aquesta tesi va ser quantificar la proporcié de KRas
present als endosomes i analitzar si era modificada pel seu estat d’activacié mitjancant
tecniques bioquimiques i de microscopia. Amb aquesta finalitat es va expressar la
proteina KRas wild-type, o els mutants constitutivament actiu i inactiu (KRasG12V i
KRasS17N, respectivament) units a la proteina fluorescent verda (GFP) en cel-lules
COS-1. Després d’'una hora de deju, les cél-lules es van estimular amb EGF
covalentment conjugat amb TRITC (EGF-TRITC) durant 20 minuts i la proporcié de KRas
present als endosomes (positius per EGF-TRITC) respecte del total es va determinar
per microscopia confocal utilitzant el programa d’analisi d’imatges ImagelJ (Fig. 1).
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GFP-KRasS17N 8.4+1.0
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Figura 1. KRas és reclutat als endosomes independentment del seu estat d’activacié. Cel-lules
COS-1 van ser transfectades amb els diferents mutants de KRas indicats, dejunades durant una
hora i tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ml) durant 20 minuts. Després de fixar-les en cubres de
25 mm, es van prendre imatges al microscopi confocal en diferents plans en Z amb els canals
verd i vermell de manera seqliencial. La col-localitzacié entre les imatges dels dos canals es va
dur a terme mitjangant el programa Image J, tal i com es mostra a la imatge representativa. La
taula mostra la quantificacié del percentatge del KRas endosomal respecte el KRas total de la
cél-lula. (n=15, mitjana + SEM) (Barra = 10 um).

La quantificacié mostra que aproximadament un 10 % del total de KRas es
troba en endosomes marcats amb EGF. Aquesta proporcidé no varia significativament
entre els diferents mutants actiu i inactiu, indicant que I'estat d’activacié de KRas no
modifica el seu reclutament als endosomes (Fig. 1). Resultats similars es van obtenir en
quantificar, per western blot i densitometria, el percentatge dels diferents mutants de
KRas presents en els endosomes purificats mitjancant tecniques de fraccionament
cel-lular per gradients de sucrosa (Fig. 2). A més, els percentatges de KRas obtinguts en
els endosomes (~15-20 %) eren similars als nivells de KRas endogen determinats
préviament al laboratori (Lu et al., 2009). Per tant validen el fet d’estudiar KRas en
aquests organuls a partir de les proteines recombinants fusionades amb GFP.
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Figura 2. Quantificacié dels nivells de KRas als endosomes. Deteccio per western blot dels
nivells dels diferents mutants indicats de KRas en les fraccions obtingudes mitjancant
fraccionament cel-lular i gradient de sacarosa. El grafic mostra el percentatge de KRas detectat
a les fraccions endosomals respecte del total (n = 3, mitjana + SEM).

1.2- SENYALS DE KRAS IMPLICADES EN LA SEVA LOCALITZACIO EN ELS

ENDOSOMES
Un estudi genomic dut a terme pel grup del Dr. Tobias Meyer, va revelar que 48
GTPases eren presents a la membrana plasmatica i que la majoria d’aquestes contenia
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una cua polibasica al seu extrem C-terminal. En el cas de KRas van descriure que
aquesta regid polibasica de sis lisines (PBR) era necessaria per portar la proteina a la
membrana (Heo et al., 2006). En la mateixa linia, al grup del Dr.lan Prior definien
aquesta cua polibasica com a imprescindible per tal que les proteines Ras poguessin
senyalitzar de manera correcte (Laude and Prior, 2008).

Per tal de determinar la implicacié de la cua C-terminal en el reclutament de KRas
als endosomes, es van transfectar cel-lules COS-1 amb mutants de la proteina KRas
que, o bé no contenien la seqliencia CAAX (GFP-KRasACAAX) i per tant no podien
farnesilar-se, o bé tenien la regié polibasica mutada amb aminoacids neutres (GFP-
KRasPBR6KG).

El resultat va ser una deslocalitzacié de KRas en ambdds casos, ja que cap dels
mutants col-localitza amb EEA-1 (Early Endosome Antigen 1) ni amb I'EGF-TRITC dels
endosomes primerencs (Fig. 3). Mentre que el mutant GFP-KRasACAAX mostra una
localitzacié majoritariament nuclear (Fig. 3A), el mutant GFP-KRasPBR6KG es troba
principalment en el citosol i també presenta una intensa localitzacié perinuclear
(Fig.3B).

A GFP-KRasACAAX

B GFP-KRasPBR6KG

Figura 3. La farnesilacié i la regid6 PBR de KRas son necessaris per conduir-lo cap als
endosomes. (A, B) Analisi de la localitzacié de GFP-KRasACAAX (A) o GFP-KRasPBR6KG (B) en
cél-lules COS-1 dejunades durant 1 hora i tractades amb EGF-TIRTC (200 ng/ml). Col-localitzacié
intracel-lular d’ambdds mutants amb I'EGF-TRITC i 'EEA-1 detectat per immunofluorescencia.
Es mostren imatges amplificades de les arees senyalades amb un requadre puntejat (Barra = 10
pum).

97



RESULTATS | APARTATI

A més, la coexpressié de GFP-KRaswt i el mutant cherry-KRasPBR6KG en cél-lules
estimulades amb EGF mostra com les dues proteines presenten una localitzacié molt
diferent. A diferéncia del KRas wt, el mutant KRasPBR6KG presenta una localitzacié
perinuclear molt important i no es troba a la membrana plasmatica (Fig. 4).

Figura 4. La regio polibasica de KRas és important per a la seva correcte localitzacié. Cel-lules
COS-1 van ser transfectades amb GFP-KRaswt i cherry-KRasPBR6KG i tractades amb EGF (100
ng/ml) durant 20 minuts abans de ser fixades. (Barra = 10 um)

La importancia de la regio hipervariable, la qual conté tant el grup farnesil com
la regié PBR, en la correcta localitzacié de KRas es va confirmar en expressar el mutant
GFP-tK descrit pel grup del Dr.Hancock. Aquest mutant només conté els ultims 17
aminoacids de I'extrem C-terminal de KRas (Apolloni et al., 2000). En la Figura 5
s’observa que el GFP-tK és reclutat de manera efectiva en els endosomes primerencs,
ja que col-localitza amb I'EEA-1.

Figura 5. La regio hipervariable és suficient pel reclutament de KRas als endosomes.
Col-localitzacié per immunofluorescéncia del GFP-tK amb els endosomes primerencs (EEA-1) en
cél-lules COS-1 (Barra =5 um).

98



RESULTATS | APARTATI

Aguests resultats estan en consonancia amb els articles anteriorment
comentats i posa de manifest la importancia i la necessitat de totes dues senyals, la
regid PBR i el farnesil, per tal que KRas pugui reclutar-se a la membrana d’aquests
organuls.
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2- ESTUDI DE LA DINAMICA D’ASSOCIACIO-DISSOCIACIO DE KRAS
EN ELS ENDOSOMES

2.1- DINAMICA DE KRAS EN LA MEMBRANA DELS ENDOSOMES

Els resultats anteriors corroboren la preséncia de KRas en el compartiment
endocitic i la importancia i necessitat tant de la cua polibasica com del grup farnesil per
a la correcte localitzacié de KRas en aquests organuls. Seguidament es va determinar
I'origen i la dinamica del KRas en aquest compartiment. La contribucié del transport
vesicular respecte el transport directe des del citosol en la incorporacié del KRas en els
endosomes no estava fins ara caracteritzada. Es probable que KRas pugui arribar al
compartiment endocitic a través d’endocitosi depenent de clatrina mitjancant
transport vesicular des de la membrana plasmatica (Lu et al., 2009). Perd també és
factible que, gracies a la regid hipervariable de I'extrem C-terminal de KRas, aquest
pugui ser reclutat de manera directa a la membrana dels endosomes des del citosol,
mitjancant el seu grup farnesil i la interaccié directa de la regid polibasica (PBR) amb
els fosfolipids negatius de la membrana endosomal.

Per tal de determinar I'origen i la dinamica del KRas que es troba en els
endosomes es va posar a punt una técnica, microscopia de FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching), que permetia analitzar amb detall la dinamica de
proteines en la membrana dels endosomes. Aquesta técnica, explicada en detall a la
seccié de Materials i Metodes, permet apagar de manera irreversible la fluorescéncia
de les proteines fluorescents expressades que es troben a tot I'endosoma i determinar-
ne la recuperacidé durant un temps concret. L’analisi posterior de les dades obtingudes
mitjancant microscopia de FRAP permet coneixer la fraccié de proteines mobils (MF,
mobile fraction) i el temps mig de recuperacié d’aquesta fraccié (HT, half time) en els
endosomes. La tecnica de FRAP pot permetre distingir el percentatge de molécules que
arriben, per difusié des del citosol o per transport vesicular, als endosomes.

La figura 6 mostra la recuperacié del GFP-KRas en la membrana d’endosomes
que contenen EGF-TRITC després de 20 minuts d’estimulaci6 amb EGF (endosomes
primerencs, EE). Es important senyalar la rapida recuperacié de KRas en aquestes
membranes, arribant a bescanviar-se el 84 % de molécules en menys de 10 segons.
Aquest resultat contrasta amb la gairebé inexistent recuperacié de 'EGF-TRITC.
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Figura 6. KRas té una recuperacié rapida i gairebé total en els endosomes primerencs.
Cel-lules COS-1 van ser transfectades amb GFP-KRas i tractades amb EGF-TRITC durant 10-20
minuts. Es va fer I'experiment de FRAP tal i com es detalla en 'apartat de Materials i Metodes
en I'endosoma que contenia EGF-TRITC (fletxa). Es mostren imatges confocals d’abans i després
del FRAP. Els inserts mostren imatges representatives obtingudes en diferents temps de
I’experiment. La taula mostra els parametres, HT i MF, obtinguts en aquest FRAP.

Abans de realitzar un analisi exhaustiu mitjangant FRAP de diferents mutants, i
en diferents condicions experimentals, es va posar a punt aquesta técnica aprofitant la
localitzacié de KRas als endosomes tardans després del tractament amb bafilomicina
Al (BA1) (Lu et al., 2009). La BA1, al inhibir la bomba vacuolar de protons H*-ATPasa i
la conseqlient degradacio proteica als lisosomes (van Weert et al 1995 JCB; Recchi and
Chavrier 2006 Nat Cell Biol), indueix endosomes tardans engrandits i menys mobils.
Per tant, facilita i simplifica la posada a punt del FRAP en els endosomes. A la figura 7
es pot observar que el FRAP del GFP-KRas, en els endosomes després del tractament
amb BA1, desemmascara dos pools de KRas amb dinamiques diferents, un unit a la
membrana i un altre al lumen de I'endosoma. L’analisi de FRAP de tot I'endosoma (HT~
3.3 s, MF~ 48.1 %, Fig. 7A) correspon a la recuperacié de fluorescéncia d’aquests
diferents pools determinats al quantificar ROIs (Region of Interest, 0.28 um?) col-locats
a la membrana (HT~ 2.6 s, MF~ 66 %) o al lumen (HT~ 2.6 s, MF~ 16 % ) de I'endosoma
(Fig. 7B). Els resultats mostren que la fluorescencia del lumen no es recupera en
absolut en el temps de I'experiment i per tant infravalora la rapida recuperacié que es
déna a la membrana. Per aquest motiu, les successives quantificacions de FRAP es
realitzaren de ROIs (0.28 um?) situades a la membrana d’endosomes que havien estat
foto-apagats en la seva totalitat en cel-lules no tractades amb Bafilomicina A1l.
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Figura 7. Diferencies del FRAP de GFP-KRas en el lumen i en la membrana dels endosomes.
Cél-lules COS-1 van ser transfectades amb GFP-KRas i tractades amb BA1 durant 16 hores.
Després d’'una hora de dejd, van ser tractades 30 minuts amb EGF-TRITC (200 ng/ml). (A)
Recuperacié de GFP-KRas analitzant I'area de I’endosoma sencer. (B) Analisi de FRAP de ROIs
(0.28 um?) situats a la membrana o al lumen de I'endosoma. (C) Imatges representatives dels
experiment de FRAP realitzat a (A,B). La fletxa indica I'endosoma que s’ha foto-apagat, els
requadres mostren la recuperacio de fluorescéncia en els temps indicats d’aquest endosoma.

En la realitzacié d’aquests experiments de FRAP amb BA1l s’observen
diferéncies en la dinamica de KRas respecte dels endosomes analitzats en la figura 6,
gue no estaven tractats amb BA1. Aquests resultats s’analitzaran amb més detall a
I'apartat 2.6. Una diferéncia notable entre endosomes és la seva mida. En aquest
sentit, i tenint en compte que la poblacié d’endosomes entre cél-lules i en una mateixa
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cel-lula és molt variable, es va analitzar si parametres com la mida de 'endosoma i/o la
seva curvatura de membrana podien influir en la dinamica de KRas.

Per tal de determinar si la mida dels endosomes podria influenciar en el temps
de recuperacié de la proteina, es va fer una relacié entre el HT o la MF de KRas i la
superficie de diferents endosomes (Fig. 8A). Com s’observa al grafic, en el rang dels
endosomes analitzats, no hi ha dependéencia entre aquests parametres. A més de la
mida de I'endosoma, s’ha de tenir en compte que la curvatura de la membrana
d’aquest organul podria estar influenciant en la dinamica de la proteina estudiada. Per
avaluar I'impacte d’aquest parametre en el cas de KRas, es va representar la HT o la MF
de diferents endosomes i les diferents curvatures Gaussianes que aquests tenien (Fig.
8B). La curvatura es va determinar segons la inversa del quadrat del radi d’un
endosoma. Sembla ser que, les diferents curvatures que els endosomes poden tenir
degut a la seva mida no influeixen en la MF i HT de KRas.
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Figura 8. La HT i la MF de KRas en els endosomes és independent de la superficie i la
curvatura d’aquests. Grafics representatius de diversos experiments de FRAP on es mostra el
HT i MF respecte la superficie (A) o la curvatura Gaussiana (B) dels endosomes analitzats.

Es important remarcar que en apagar la fluorescéncia de I'endosoma sencer
s’evita la recuperacié de fluorescéncia que podria venir de la difusié lateral de les
proteines en el mateix pla de la membrana endosomal, tal com pot passar en els FRAPs
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realitzats en la membrana plasmatica. Aixi doncs, la recuperacié de fluorescencia a
I’endosoma només pot venir donada gracies a transport vesicular o per recanvi amb el
pool de KRas citosolic.

2.2- DIFUSIO O TRANSPORT VESICULAR?

La rapida i gairebé total recuperacio de KRas en els endosomes observada en
els experiments de I'apartat 2.1, apuntava a la hipotesi que KRas estigués incorporant-
se a la membrana d’aquests organuls directament des del citosol enlloc de fer-ho per
transport vesicular. Per excloure aquesta ultima possibilitat es van comparar les
dinamiques d’associacid-dissociaci6 de GFP-KRas amb les d’EGF-TRITC i GFP-HRas
mitjancant experiments de FRAP en endosomes primerencs. L'EGF permet determinar
la dinamica del seu receptor transmembrana i I’'HRas és una GTPasa coneguda per
estabilitzar-se en la membrana plasmatica mitjangant els dos grups palmitoils, a més
del grup farnesil, per tant és probable que només arribi als endosomes mitjancant
transport vesicular.

La figura 9 mostra els resultats de FRAP de les diferents proteines en
endosomes marcats amb EGF-TRITC després de 20 minuts d’estimulacié i per tant en
endosomes primerencs (EE). Mentre que tant 'EGF com I'HRas tenen una recuperacid
gairebé inexistent, el HT de KRas és molt rapid (HT ~ 1.4 s) i la seva fraccié mobil és
gairebé total (MF ~ 84 %). Es a dir, que el 84 % de les molécules de GFP-KRas que hi
havia a la membrana de I'endosoma han estat reemplacades en aproximadament 3
segons. Aquest resultat és perfectament compatible amb la idea que la majoria de les
molecules de KRas que arriben al compartiment endocitic poden fer-ho directament
des del citosol, a través d’un switch electrostatic, on es veuria implicada molt
probablement la regié polibasica (PBR).
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Figura 9. Comparacio dels FRAPs d’HRas i EGF amb el de KRas en EE. Cel-lules COS-1 van ser
transfectades amb GFP-HRas o GFP-KRas, i van ser tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ul) durant
20 minuts després d’'una hora de deju. Les imatges sén una mostra representativa de la
recuperacio de les dues GTPases aixi com de I'EGF. La taula mostra els valors de recuperacié
d’HRas, KRas i EGF (n = 15 endosomes, mitjanes + SEM, Barres = 2 um) (***p < 0.001).

A diferencia del KRas, la majoria d’HRas s’incorporaria als endosomes
mitjancant el transport vesicular, ja que gracies als seus dos grups palmitoils
I'associacié a la membrana d’aquests organuls és més estable, tal com s’ha comentat
anteriorment.

En aquest sentit també es va analitzar la cinética del KRas4A i el mutant no
palmitoilable KRas4A-C180A. Els estudis de Laude et al. caracteritzen la regid
hipervariable de KRas4A com la regié estabilitzadora de la proteina a la membrana,
perd que aquesta és insuficient siné s’Tacompanya d’almenys una palmitoilacié (Laude
and Prior, 2008). Aquests resultats van donar peu a plantejar-se la hipotesi que el
KRas4A, degut a la seva palmitoilacid i farnesilacid, pogués ancorar-se de manera més
estable a la membrana que no pas KRas, el qual només pot farnesilar-se. Aixi doncs, es
va analitzar la recuperacié del KRas4A en els endosomes primerencs. La recuperacié de
KRas4A va ser bastant menor que no pas la de KRas (HT~ 1.5 s, MF~ 47 %), segurament
per una major interaccié de la regié hipervariable del KRas4A, degut al grup palmitoil,
amb la membrana endosomal (Fig. 10). Seguint aquesta idea, el mutant no-
palmitoilable de KRas4A (GFP-KRas4A-C180A), el qual s’uneix a les membranes gracies
al seu grup farnesil i a una regidé polibasica menor a la de KRas4B amb només 3
carregues positives, hauria de tenir una recuperacié major i més rapida a la membrana
dels endosomes que no pas el KRas4A. En efecte, com s’observa a la figura 10, el
mutant no palmitoilable és molt mobil (MF ~ 76 %) i rapid (HT ~ 0.9 s).
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Figura 10. La palmitoilacio del KRas4A estabilitza I'associacié a la membrana dels endosomes.
(A) Analisi del FRAP dels GFP-KRas4A i GFP-KRas4A-C180A en endosomes de cel-lules COS-1
dejunades durant una hora i tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ml, 20 minuts).

De fet, quan es redueixen les carregues positives de la PBR de KRas a només
tres lisines (GFP-KRasPBR3KQ), que sén les carregues minimes que ha de tenir KRas per
interaccionar amb la membrana (Roy et al., 2002), la cinetica d’aquest nou mutant és
molt més rapida que la forma wild type, i similar al mutant GFP-KRas4A-C180A (Fig.
11). Cal remarcar pero, que la MF de les dues proteines recombinants GFP-
KRasPBR3KQ i GFP-KRaswt, no varia, la qual cosa vol dir que el percentatge de
recuperacio de les dues proteines és el mateix, pero que la forma mutada pot fer-ho
de manera més rapida (Fig. 11). Aquest resultat reforca la importancia que tenen les
sis carregues positives de KRas en la dinamica d’associacié a la membrana dels
endosomes.
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Figura 11. La carrega neta de la regio PBR de KRas és important per la dinamica d’aquest en
els endosomes. Ceél-lules COS-1 van ser transfectades amb GFP-KRas i GFP-KRasPBR-3KQ i
dejunades 1 hora després de 24 hores de transfeccié. L'experiment de FRAP es va realitzar
durant 10-20 minuts d’estimulacié amb EGF-647. La taula mostra els resultats de I'analisi del
FRAP (n = 10 endosomes, mitjanes = SEM) (*** p < 0.001).

Els resultats obtinguts amb el mutant KRas4A, conjuntament amb els obtinguts
per I'HRas, estan d’acord amb els cicles de palmitoilacid/depalmitoilacié de les
diferents isoformes de Ras (HRas, NRas i KRas4A). La palmitoilacié incrementa I'afinitat
de les proteines Ras per les membranes i afavoreix el transport vesicular, en canvi,
guan es depalmitoilen per tioesterases, perden afinitat per aquestes i es permet la
reorganitzacié a totes les membranes cel-lulars (Rocks et al., 2005) (Vartak and
Bastiaens, 2010).

La implicacié dels microtubuls en el transport vesicular ha estat ampliament
demostrada (Loubery et al., 2008; Nielsen et al., 1999) i també s’ha descrit la interaccié
de KRas amb els microtubuls (Chen et al.,, 2000). Per tal de descartar el transport
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vesicular de KRas als endosomes mitjancgat per microtubuls, i/o la possibilitat que el
KRas utilitzi la unid als microtubuls per arribar en aquests organuls des del citosol, es
van tractar les cél-lules amb I'agent despolimeritzador de microtubuls nocodazol
durant 30 minuts i es van realitzar els experiments de FRAP (Fig. 12A). L'efecte del
nocodazol en la despolimeritzacié dels microtibuls es va comprovar mitjangant
immunofluorescéncia, utilitzant I'anticos ant-tubulina i pel canvi de distribucio
subcel-lular de les vesicules endocitiques positives per EGF-TRITC (Fig. 12B).

No es van trobar diferencies entre la recuperacié de GFP-KRas de les cel-lules
tractades amb nocodazol i les cél-lules control (HT=0.9+0.2, MF=78+4% i HT=0.9
1+ 0.1, MF =72 + 3 %, respectivament). Els resultats suggereixen que els microtubuls no
estan implicats en el trafic de KRas cap als endosomes descartant el transport vesicular
com a principal vehicle de KRas cap als endosomes. Els resultats mostrats donen forca
al fet que KRas arribi a la membrana dels endosomes a través d’una difusio directa des
del citosol i de manera independent dels microtubuls.

HT MF

A 1.5+ 1001

1.0 T

Temps (s)
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% Fraccié mobil

Figura 12. Els microtibuls no estan implicats en la dinamica de KRas als endosomes. (A)
Cel-lules COS-1 transfectades amb GFP-KRas van ser tractades o no amb nocodazol (30 uM)
durant 30 minuts previ deju d’una hora. Els grafics mostren els resultats de FRAP realitzats
segons el que es detalla a la seccié de Materials i Metodes (n = 16 endosomes, mitjanes + SEM).
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(B) Cel-lules COS-1 tractades amb nocodazol durant 30 minuts (30 uM) i amb EGF-TRITC (200
ng/ml) 20 minuts abans de ser fixades.

2.3- ANALISI DE LA INFLUENCIA DEL DOMINI GLOBULAR EN LA DINAMICA

DE KRAS
2.3.1- Efecte de I'estat d’activaci6 de KRas

Amb el proposit d’analitzar el comportament del KRas actiu i inactiu en els
endosomes, es van expressar els mutants GFP-KRas, GFP-KRasG12V i GFP-KRasS17N
(wild type, actiu i inactiu, respectivament) en cel-lules COS-1 i es va procedir a fer
experiments de FRAP després d’un tractament de 20 minuts amb EGF-TRITC.

Com a resultat d’aquests experiments s’observa que quan KRas es troba en la
seva forma inactiva (S17N) és molt més resident a la membrana dels endosomes, és a
dir que té una mobilitat menor. La seva HT més elevada i la MF menor respecte a la
forma activa de KRas (G12V) indica que I'estat d’activacié de KRas influeix en
I'associacid de la GTPasa a les membranes d’aquests organuls (Fig. 13).

A més de les diferéncies entre les formes activa i inactiva de KRas, un altre
resultat a tenir en compte és que la forma wild type de KRas, té un comportament
similar a la forma activa KRasG12V. Aixd podria indicar que la major part del KRas que
es troba als endosomes primerencs esta actiu.
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Figura 13. L’estat d’activacio de KRas determina la seva dinamica en la membrana dels
endosomes. Experiment representatiu de FRAP d’endosomes per als diferents mutants actiu i
inactiu de KRas en cel-lules COS-1. La taula recull la quantificacié de la recuperacié d’aquestes
proteines (n= 10-15 endosomes, mitjanes + SEM) (**p < 0.01, ***p < 0.001).

Cal destacar que les diferéncies entre els mutants actiu i inactiu sén
especifiques del KRas localitzat en endosomes, ja que no es van observar en FRAPs
realitzats en la membrana plasmatica (dades no mostrades). Potser el motiu de no
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veure diferencies en la membrana plasmatica és perque la dinamica d’intercanvi entre
el KRas unit a la membrana i el pool citosolic és poc important o queda emmascarada
per la rapida difusié lateral d’'ambdds mutants en aquesta membrana.

2.3.2- Comparacio amb altres GTPases

Amb l'interés de comprovar si altres GTPases es comportaven igual que KRas o
si les diferéncies en la mobilitat dels estats actiu i inactiu eren exclusives d’aquesta
proteina, es van dur a terme experiments de FRAP transfectant cel-lules COS-1 amb els
diferents mutants actiu i inactiu d’altres GTPases (Fig. 14). L’estudi de la dinamica dels
diferents mutants d’HRas (GFP-HRasG12V i GFP-HRasS17N) demostraren que les dues
formes eren igual d'immobils, sense diferencies entre elles (Fig. 14A). Aquest fet
concordaria amb que, mentre que la unié de GTP promou la difusié lateral d’HRas, des
dels lipids raft cap als non-raft, la seva influéncia en la dissociacié de la membrana
plasmatica és minima (Gorfe et al., 2007). Posteriorment es va estudiar la dinamica de
I’associacié-dissociacié d’una altra GTPasa, Racl, proteina que presenta una cua
polibasica a la seva regié C-terminal similar a KRas. En aquest cas tampoc es van trobar
diferéncies significatives entre els mutants actiu i inactiu (GFP-Rac1G12V i GFP-
Racl1T17N, respectivament) (Fig. 14B). A més a més, tal i com es pot veure en el grafic,
la seva recuperacié comparada amb la de KRas és molt baixa i similar al KRas4A.

A

100+
3 80
£ e ( TR
o
]
i
= HT (s) MF (%)
=]

HRasG12V  1.6+0.4 29+3
Temps (s) HRasS17N  1.5+03  28.3+2.1
HRasG12 HRasS17N
B

100+
3 80
%
% 601 CPPPVKKRKRK
©
w
s
< HT (s) MF (%)

Rac1G12V 1.5+0.2 38+0.2
Temps (s)

112



RESULTATS | APARTATII

Figura 14. Analisi de les dinamiques dels mutants actiu i inactiu d’HRas i Racl. (A, B)
Experiments representatius de FRAP per a les diferents GTPases. Es van transfectar cel-lules
COS-1 amb els mutants actiu i inactiu d’HRas (GFP-HRasG12V i GFP-HRasS17N) (A) i de Racl
(GFP-RacG12V i GFP-Rac1T17N) (B). Els expriments es van dur a terme amb cél-lules dejunades
durant una hora i posteriorment tractades amb EGF-TRITC durant 10-20 minuts. (n=10-15
endosomes) (**p < 0.01,***p < 0.001).

Una de les causes de la menor mobilitat de Racl (actiu i inactiu) respecte el
KRas, pot venir donada, tal com ha descrit el grup del Dr. Miguel del Pozo (Madrid), pel
fet que Racl es palmotoila a la cisteina 178. D’altra banda, un altre motiu d’aquestes
diferéncies entre les dues GTPases podria ser el fet que Racl, en comptes de
farnesilar-se es geranil-geranila, i el grup geranil (20 C) pot unir-se més fortament a la
bicapa lipidica que no pas el grup farnesil (15 C) que té KRas (Bhagatji et al., 2010;
Shahinian and Silvius, 1995; Silvius et al., 2006).

Per tal de veure la importancia del grup farnesil/geranil en I'associacié a la
membrana endosomal, es va analitzar la dinamica de mutants KRas als quals se’ls havia
canviat el farnesil per un grup geranil (GFP-KRasG12V-geranil i GFP-KRasS17N-geranil).
La recuperacié d’aquests nous mutants és bastant menor, assemblant-se a la de Racl
(Fig. 15). A més, cal destacar que amb el canvi del grup farnesil pel grup geranil no
s’observen diferéncies entre els mutants actiu i inactiu. Una possible explicacié és que
la forta associacié que confereix el grup geranil dificulta I'observacié dels canvis en la
dinamica entre els mutants actiu i inactiu.
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Figura 15. Importancia del grup farnesil per a la dinamica de KRas en la membrana dels
endosomes. Experiment representatiu de FRAP en cel-lules COS-1 transfectades amb els
mutants GFP-KRasG12V-geranil i GFP-KRasS17N-geranil després de ser dejunades durant una
hora i tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ml) durant 10-20 minuts (n = 10-15 endosomes,
mitjanes + SEM).
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2.3.3- Implicacié de Sos1

Una possible explicacid perqué els mutants actiu i inactiu de KRas es comportin
diferent en associar-se a la membrana dels endosomes podria ser que alguna proteina
estigués interaccionant i retenint KRas de manera diferent segons quin sigui el seu
estat d’activacié. Per exemple, alguna de les proteines GEF que s’encarreguen de
bescanviar el GDP pel GTP. Aquestes podrien unir el mutant GFP-KRasS17N provocant
una retencié major d’aquest a la membrana al no poder bescanviar el GDP.

Per tal de comprovar si es donaven canvis en la dinamica de KRas degut a la
preséncia d’alguna GEF, es va coexpressar el GEF Sosl1 fusionat amb cherry (cherry-
Sos1), una de les GEFs més estudiades i importants de les proteines Ras, juntament
amb els mutants de KRas actiu i inactiu en cél-lules COS-1. Els resultats dels
corresponents experiments de FRAP, demostraven que la dinamica de KRas no estaria
influenciada per la presencia de Sosl en la membrana dels endosomes (Fig. 16A). A
més, la rapida i total recuperacié de Sosl en la membrana dels endosomes no
afavoreix la idea que pugi ser la causa de la retenci6 de KRas en aquestes
endomembranes (Fig. 16B).
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Figura 16. Sosl no modifica I’associacié de KRas en els endosomes. (A) La taula mostra els
resultats dels experiments de FRAP duts a terme en cel-lules transfectades amb els mutants
actiu i inactiu de KRas i co-transfectades o no amb cherry-Sosl. L'estadistica es va realitzar
entre les condicions que contenen Sosl i els seus respectius controls (n = 10-15 endosomes,
mitjanes + SEM). (B) El grafic mostra una rapida recuperacio de cherry- Sos1 (n = 1).

2.3.4- Efecte del direccionalment de KRas als endosomes mitjan¢ant
la seqiiéncia 2xFYVE
Per tal de determinar si les diferéncies observades en la dinamica dels mutants
actiu i inactiu de KRas eren degudes a la interaccié d’alguna altra molécula,
independentment de la seva insercié en la membrana a través del farnesil, es van fer
unes proteines recombinants de KRas que tenien la caracteristica d’unir-se als PI3P de
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la membrana dels endosomes primerencs gracies a la seqliencia 2xFYVE introduida a
I'extrem N-terminal de KRas. A més, aquests mutants tenien la seqiiencia CAAX
deleccionada, per la qual cosa no podien farnesilar-se (Fig. 17A). La figura 17B mostra
com, quan els mutants actiu i inactiu de KRas es troben direccionats als endosomes i
no poden inserir-se a la bicapa lipidica d’aquests, les diferéncies entre les seves
dinamiques desapareixen. Aquests resultats posen de manifest la importancia de la
regiéd C-terminal de KRas en la dinamica de KRas ja que sense el grup farnesil, no
existeixen diferencies en les dinamiques dels diferents mutants.
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Figura 17. El direccionament de KRas als endosomes mitjancant la seqiiéncia 2xFYVE,
impedeix les diferéncies entre els mutants actiu i inactiu. FRAP d’endosomes en cel-lules COS-
1 que expressen el GFP-2xFYVE o els mutants actiu o inactiu de KRas, GFP2xFYVEG12VACAAX o
GFP2xFYVES17NACAAX i tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ml) després d’una hora de deju (n=
10-12 endosomes, mitjanes + SEM).

2.3.5- La unié de GTP/GDP a KRas modifica la seva dinamica en la
membrana dels endosomes
Degut a les diferencies observades en les dinamiques dels mutants actiu i inactiu,
es va analitzar el paper del domini globular de KRas. Per saber si la unié de GTP/GDP
podia estar influenciant en la dinamica de KRas es va usar el mutant GFP-tK, descrit pel
grup del Dr. John Hancock. Aquest mutant només conté els ultims 17 aminoacids de
I’extrem C-terminal de KRas per tant, no pot unir-se a GTP/GDP (Apolloni et al., 2000)
(Fig. 18A). Els resultats dels experiments de FRAP duts a terme en endosomes positius

per GFP-tK mostren com la seva recuperacio és similar a la del mutant inactiu de KRas
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(GFP-KRasS17N), suggerint que la unid de GTP al domini globular de KRas estaria
facilitant la dissociacié d’aquesta proteina de la membrana dels endosomes (Fig. 18B).
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Figura 18. Comparativa de la dinamica d’associacié del tK, G12V i S17N. Analisi de FRAP de
cél-lules COS-1 transfectades amb GFP-KRasG12V, GFPKRasS17N i GFP-tK. La taula mostra les
diferéncies en la cinética d’associacio als endosomes entre els diferents mutants (n = 10-15
endosomes) (mitjanes * SEM) (*p < 0.05,**p < 0.01,***p < 0.001).

Sembla ser que tant el domini d’'unié a la membrana (el grup farnesil i la regid
PBR) com I'estat d’activacié de KRas sén claus per a la regulacié de la seva dinamica
d’associacid. L'estat d’activacid podria estar influenciant la interaccié de la cua C-
terminal de KRas a la membrana endosomal a través de proteines d’unid, de certes
modificacions post-traduccionals, o bé d’algun canvi conformacional.

2.4- ANALISI DE LA IMPLICACIO DE LA PART C-TERMINAL DE KRAS EN LA

SEVA DINAMICA EN ELS ENDOSOMES

La interaccié del KRas a la membrana dels endosomes depén de la regié
polibasica i del grup farnesil. Per tant, proteines d’unié a la regié PBR o al farnesil, aixi
com canvis post-traduccionals produits en la regié PBR, podrien modular I'associacié
de KRas als endosomes. Tot seguit s’analitzen alguns d’aquest canvis, aixi com la
influencia d’algunes proteines d’interaccié amb KRas en la seva dinamica.
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2.4.1- Modificacions post-traduccionals de KRas. Fosforilacié de la
Ser-181.

Ballester et al. descrivien la fosforilacié de KRas. El seu estudi demostrava que
la Ser-181 de la regié PBR de KRas és un dels llocs de fosforilacio de la PKC (Ballester et
al., 1987). Aquesta fosforilacid, adquisicié d’un grup fosfat carregat negativament, fa
canviar la carrega neta positiva de la regié PBR i en aquest sentit pot disminuir I’afinitat
d’interaccié de KRas amb els fosfolipids acids de la membrana endosomal. A més, tal
com han descrit altres grups, aquesta fosforilacié pot regular la interaccié de diverses
proteines amb I'extrem C-terminal de KRas, positivament en el cas de la subunitat 6 de
la fosfodiesterasa 6 (PDES), i negativament en el cas de la calmodulina (CaM), afectant
també d’aquesta manera I'associacié de KRas a les membranes (Chandra et al., 2012;
Fivaz and Meyer, 2005).

Per determinar la importancia que exerceix la fosforilacié de la Ser-181 en la
dinamica de KRas, es van expressar els mutants actiu i inactiu mimetics de fosforilacié,
Ser-181 mutada a Asp, en cel-lules COS-1 (GFP-KRasG12V-S181D i GFP-KRasS17N-
S$181D, respectivament) i es van fer experiments de FRAP després de 20 minuts de
tractament amb EGF-TRITC. La taula de la figura 19 mostra com el mutant inactiu de
KRas és més lent i molt més immobil que no pas l'actiu, tal com s’ha mostrat
anteriorment. Pero en canvi en els mutants mimetics de fosforilacié de la Ser-181
aquestes diferencies desapareixen, presentant cinetiques similars al GFP-KRasG12V.

Els resultats suggereixen que la fosforilaciéd de la Ser-181 de la regié PBR de
KRas podria estar implicada en I'associacié diferencial dels mutants actiu i inactiu a la
membrana dels endosomes.
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Figura 19. La fosforilacié de la Ser-181 pot jugar un paper important en I'associacié de KRas
en els endosomes. Analisi del FRAP dels mutants actiu i inactiu de KRas i els seus corresponents
mimetics de fosforilacio (GFP-KRasG12V, GFP-KRasS17N, GFP-KRasG12VS181D, i GFP-
KRasS17NS181D, respectivament). Les cél-lules van ser dejunades una hora abans de ser
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tractades amb EGF-TRITC durant 20 minuts. (n = 10 - 15 endosomes) (mitjanes = SEM). L’analisi
estadistic es va fer respecte el mutant GFP-KRasG12V (*p < 0.05,**p < 0.01, ***p < 0.001).

2.4.2- Implicacié de la Calmodulina en la dinamica de KRas

El grup de la Dra. Neus Agell del nostre Departament, ha descrit i caracteritzat
la interaccié de la calmodulina (CaM) amb KRas. La CaM s’uneix al KRas actiu i, en
aquesta unio, la regid polibasica i el grup farnesil sdn essencials. A més, s’ha descrit
gue quan KRas es troba fosforilat en la Ser-181, la unié a CaM es veu inhibida (Alvarez-
Moya et al., 2011).

En base a aquests resultats es va estudiar la dinamica dels mutants actius
mimeétic de fosforilacio i no-fosforilable (GFP-KRasG12V-S181D i GFP-KRasG12V-S181A
respectivament) en preséncia o no de W13, inhibidor de la CaM. El proposit d’aquests
experiments era veure si, en absencia de la fosforilacié de la Ser-181, la CaM podia
estar unint-se a la regié PBR i modular aixi I'associacié de KRas a la membrana. En la
figura 20 s’observa com la preséncia de W13 no té cap efecte en la dinamica del KRas
mimetic de fosforilacid, pero en canvi si que altera la dinamica del KRas no fosforilable,
essent més lenta la seva dissociacié de I’endosoma en abséncia de CaM.

Aixi doncs, és possible que la unié de la CaM a la regidé polibasica de KRas
provoqui una major dissociacid de KRas de la membrana dels endosomes. Aquests
resultats estarien amb linia amb el fet que la CaM pot afavorir la dissociacié de KRas de
la membrana plasmatica (Bhagatji et al., 2010; Fivaz and Meyer, 2005).
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Figura 20. La CaM pot modular la dinamica de KRas en la membrana dels endosomes. FRAP
d’endosomes amb els mutants GFP-KRasG12VS181D o GFP-KRasG12VS181A i tractats o no amb
W13 (30 uM, 5 min) després del tractament amb EGF-TRITC (200 ng/ml, 10-20 minuts) (n = 10-
15 endosomes) (mitjanes + SEM) (*p < 0.05).

2.4.3- Estudi de la implicacié de la PDES en la dinamica de KRas

S’ha descrit que la PDE& s’uneix als grups farnesil de diverses GTPases i pot
facilitar la dissociacié d’aquestes de les membranes. Estudis realitzats per Bhagatji et
al. demostraven que la inhibicid de I'expressid de PDES reduia considerablement la
dissociacid dels mutants actiu i inactiu de KRas a la membrana plasmatica (Bhagatji et
al., 2010). Estudis posteriors descriuen el paper de la PDES com una proteina GDI-like,
demostrant el seu efecte solubilitzador de KRas de les endomembranes i dirigint-la cap
a la membrana plasmatica un altre cop. Aixi doncs es descriu el paper de la PDES com
una proteina organitzadora de la localitzacié de KRas (Chandra et al., 2012).

Donat que la fosforilacié en la Ser-181 de KRas facilita la unié de la PDES (Schmick
et al., 2014), es va plantejar la hipotesi que aquesta proteina pogués estar influenciant
en la dinamica del KRas actiu, possiblement fosforilat, fent que la seva dissociacid de la
membrana dels endosomes fos més rapida. Per aix0 es van transfectar cél-lules COS-1
amb I'RNAi de PDES i es van dur a terme experiments de FRAP amb els diferents
mutants de KRas. Els resultats mostren que en abséncia de PDES no es modifica la
dinamica de KRas en els endosomes (Fig. 21B).
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Tot i que no es pot descartar que altres proteines estiguin regulant la dinamica
d’associacio de KRas a les membranes endosomals, com per exemple PRA1 (prenylated
Rab protein acceptor protein 1) (Bhagatji et al.,, 2010), els resultats obtinguts
suggereixen que la possible fosforilacié de la Ser-181 o la interaccié de la CaM a la
regid PBR poden disminuir la interaccid electrostatica del KRas actiu amb els fosfolipids
negatius de les membranes dels endosomes per afavorir-ne la dissociacid.

2.5- PAPER DELS FOSFOLIiPIDS EN EL RECLUTAMENT DE KRAS A LA

MEMBRANA DELS ENDOSOMES.

2.5.1- Fosfatidilinositol 3 fosfat (PI3P)

El fosfatidilinositol-3 fosfat (PI3P) és un fosfolipid negatiu caracteristic de la
membrana dels endosomes primerencs. La presencia d’aquest fosfolipid es deu al fet
que Rab5 activa la Vps34, una fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) de classe Il
encarregada d’incrementar la produccié dels PI3P a la membrana dels endosomes
(Murray et al., 2002). Aquest lipid permet la unié de molecules que contenen el domini
FYVE (acronim de les proteines d’on prové aquest residu, FYVE: Fabl, YOTB, Vacl i
EEA1), tals com I'EEA-1 o I'Hrs (Hepatocyte growth factor-requlated tirosine kinase
substrate). La transfecciod de la proteina de fusié GFP-2xFYVE derivada de la proteina
Hrs ha estat ampliament utilitzada per fer un seguiment dels PI3P dels endosomes
primerencs en cel-lules de mamifer (Gillooly et al., 2000).

Per tal d’analitzar el paper d’aquest fosfolipid en la incorporacié de KRas als
endosomes es va inhibir la produccié de PI3P mitjangant wortmanina, un inhibidor
general de PI3Ks. Es van fer experiments de videomicroscopia amb cel-lules expressant
el cherry-2xFYVE i el GFP-KRas. Les cel-lules, préviament dejunades, es van tractar amb
EGF-647 durant deu minuts i posteriorment amb wortmanina durant 25 minuts. Les
imatges de la figura 22 mostren com, mentre el GFP-KRas es manté als endosomes
primerencs durant el tractament amb wortmanina, la sonda cherry-2xFYVE perd
aquesta localitzacié (Fig. 22A). D’altra banda, experiments de FRAP fets en les mateixes
condicions mostren que la dinamica d’associacié-dissociacié de KRasG12V en
endosomes tractats amb wortmanina no varia (Fig. 22B).

Cal tenir en compte que per aconseguir la dissociacié del 2xFYVE (sensor de
PI3P) dels endosomes, van ser necessaries dosis elevades de wortmanina (10 uM). La
wortmanina és una droga fotosensible i que per tant, el seu efecte pot veure’s afectat
per la llum del laser al llarg del temps, fent necessaries concentracions elevades
d’aquesta. La necessitat d’aquesta elevada dosi podria explicar-se perquée la PI3K-II
(PI3KC2a) estigués col-laborant en la formacié del fosfolipid PI3P en els EE. Aquesta
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classe de PI3K és deu cops més resistent a la inhibicid per wortmanina que no pas
altres PI3Ks (Prior and Clague, 1999; Vanhaesebroeck et al., 2001).

De totes maneres, es pot concloure que el PI3P no és necessari per reclutar
KRas a la membrana dels endosomes. Tot i que no es pot descartar que pugui jugar un
paper secundari quan altres lipids de membrana no sén presents, o que en abséncia de
PI3P, altres fosfolipids negatius participen en el reclutament de KRas, com per exemple
la fosfatidilserina (PS).
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Figura 22. Els PI3P no estan involucrats en el reclutament de KRas a la membrana dels
endosomes. (A) Experiment de videomicroscopia realitzats en cél-lules COS-1 que co-
expressaven cherry-2xFYVE i GFP-KRasG12V i tractades amb EGF-647 (200 ng/ml) i wortmanina
(10 uM) durant 25 minuts. Imatges dels canals de GFP, cherry i 647 abans i després del
tractament amb wortmanina. Es mostra una seleccié d’imatges durant el tractament amb
wortmanina (Barra = 2 um). (B, C) Experiment de FRAP en cél-lules que expressaven cherry-
2xFYVE (B) o GFP-KRasG12V abans i després de ser tractades amb wortmanina (C).

2.5.2- Fosfatidilserina (PS)

Un altre fosfolipid negatiu present a la membrana dels endosomes és la
fosfatidilserina. La seva distribucio intracel-lular ha estat analitzada gracies a una sonda
que conté el domini C2 de la lactadherina (LactC2) que s’uneix especificament a la PS
(Yeung et al., 2008).

En base a aquests estudis, es van co-transfectar cel-lules COS-1 amb nivells baixos
de cerulean-LactC2, sonda amablement cedida pel Dr. Sergio Grinstein, i venus-KRas.
En la figura 23A es pot observar que ambdues proteines co-localitzen en endosomes
positius per EGF-647 (20 minuts). Aquest resultat esta en consonancia amb el
recentment publicat pel grup del Dr. John Hancock, on descriuen una major localitzacio
de KRas en els endosomes quan la incorporacié de PS des dels endosomes a la
membrana plasmatica es troba inhibida (Cho et al., 2012).

Els experiments de FRAP, realitzats en aquells endosomes on col-localitzen
cherry-LatcC2 i GFP-KRas, mostren una recuperacié total de KRas i en canvi molt baixa
per a la sonda cherry-LactC2 (Fig. 23B). El baix recanvi de la sonda pot evidenciar un
metabolisme lent de la PS, que facilitaria I'associacid de KRas.
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Figura 23. Col-localitzacié entre KRas i LactC2 en els endosomes. (A) Cel-lules COS-1 van ser
cotransfectades amb mVenus-KRas i mCerulean-LactC2, i tractades amb EGF-647 durant 20
minuts després d’'un dejuni d’'una hora. Les imatges van ser adquirides amb el microscopi
confocal Leica (SP5) amb els corresponents canals. Les fletxes indiquen llocs de col-localitzacié
entre les dues proteines i 'EGF-647 en els endosomes (Barres = 2 um). (B) Experiment de FRAP
en endosomes que contenen ambdues proteines i positius per EGF-647 (n = 15 endosomes)
(***p <0.001).

D’altra banda es va analitzar, mitjangant microscopia de FRET, la proximitat de
KRas a la PS i també al PI3P dels endosomes. El métode emprat va ser FRET-Acceptor
photobleaching (FRET-APB) (Materials i Métodes) i es va fer comparant les parelles
mCerulean-KRas i mVenus-LactC2 (marcador de PS) o bé mVenus-2xFYVE (marcador
dels PI3P). A la figura 24 es mostren els resultats obtinguts d’aquest experiment on es
pot observar una major eficiencia de FRET en la parella mCerulean-KRas i mVenus-
LactC2 en comparacié amb la parella mCerulean-KRas i mVenus-2xFYVE. Aquests
resultats suggereixen que KRas té preferencia pels dominis de membrana enriquits
amb PS.
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Figura 24. KRas té preferéncia per dominis PS positius. Céel-lules COS-1 van ser tranfectades
amb mCerulean-KRasG12V i /o el sensor de PI3P (mCerulean- o mVenus-2xFYVE) o la sonda per
PS (mCerulean- o mVenus-LactC2) per a la realitzacié de I'assaig de FRET-APB (Materials i
Metodes). Les arees foto-apagades es troben en requadres puntejats. Les imatges mostren les
condicions de pre-bleach i post-bleach aixi com les d’eficiencia de FRET. El grafic mostra el
percentatge de |'eficiéncia de FRET-APB de les diferents parelles de proteines recombinants. Les
diferéncies estadistiques entre les parelles cKRasG12V-vFYVE i cKRasG12V-vLactC2 van ser
realitzades mitjancant el test d’ANOVA (n= 15-20 cél-lules/condicid) (mitjanes + SEM) (***p <
0.001).

Finalment, per confirmar el paper de la PS en el reclutament de KRas als
endosomes, es van realitzar experiments de competéncia sobreexpressant cherry-
LactC2 en cél-lules COS-1 i determinant la quantitat de KRas endogen present en els
endosomes respecte del total de KRas de la celllula. Les fraccions purificades
d’endosomes es van obtenir mitjangant tecniques de fraccionament cel-lular i per
gradient de sacarosa. La quantitat de KRas endogen d’aquestes fraccions i dels lisats va
ser determinada per western blot. En la figura 25 es pot comprovar com el cherry-
LactC2 esta present a les fraccions d’endosomes i que, quan aquestes condicions es
donen, el KRas endogen hi és en molt poca quantitat en comparaciéo amb la condicid
control on no hi ha la sonda sobreexpressada.

Aquests resultats, juntament amb els anteriors resultats de videomicroscopia i
FRET-APB, suggereixen que la fosfatidilserina contribueix de forma més important en
el reclutament de KRas a la membrana dels endosomes que no pas els PI3P.
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Figura 25. El lipid PS participa en el reclutament de KRas als endosomes. L’expressié de cherry-
LactC2 fa disminuir els nivells endogens de KRas a les fraccions d’endosomes (F4 i F5)
obtingudes per gradient de sacarosa (Materials i Metodes). El grafic mostra la relacid
normalitzada de KRas en les fraccions d’endosomes i el total en les cél-lules control i sobre
expressant LactC2 (n = 2, mitjanes £ SEM).

2.6- DIFERENCIES EN LA DINAMICA DE KRAS EN ENDOSOMES PRIMERENCS

| TARDANS

Els resultats obtinguts en els apartats anteriors mostren les dinamiques de
KRas i la importancia de la PS en el seu reclutament en els endosomes primerencs.
Amb l'objectiu d’analitzar el recanvi de KRas al llarg de la via endocitica, es van
transfectar cel-lules COS-1 amb GFP-KRas i es van tractar amb EGF-TRITC durant 120
minuts, després d’una hora de dejuni. Com que I'EGF un cop internalitzat arriba als EE i
és dirigit cap als LE i finalment als lisosomes, es van realitzar experiments de FRAP del
KRas que colocalitzava amb I'EGF-TRITC en els endosomes a diferents temps
d’estimulacié. En la figura 26 s’observa com el HT i la MF de GFP-KRas varia amb el
temps, tenint un recanvi més rapid i sent més mobil en temps curts d’estimulacié amb
EGF. Els resultats obtinguts suggereixen diferents dinamiques de KRas en EE i en LE.
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Figura 26. La dinamica de KRas varia al llarg de la via endocitica. Es van realitzar els
experiments de FRAP d’endosomes a diferents temps en cel-lules COS-1 que expressaven GFP-
KRas tractades amb EGF-TRITC (200 ng/ml) durant 120 minuts.
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La via endocitica es caracteritza per diversos marcadors moleculars al llarg
d’aquesta. Per exemple, Rab5 és una marcador d’endosomes primerencs (EE), aixi com
early endosomes antigen-1 (EEA-1) o el PI3P. D’altra banda, Rab7 esta enriquit en els
endosomes tardans (LE), com també ho esta el fosfolipid PI(3,5)P, i I'LBPA
(lysobisphosphatidic acid). (Gruenberg, 2001; Huotari and Helenius, 2011; Scita and Di
Fiore, 2010).

Es va estudiar la dinamica de KRas en cel-lules que co-expresaven cherry-KRas i
CFP-Rab5 (EE) o bé GFP-Rab7 (LE) per tal de confirmar les diferencies en cada tipus
d’endosoma. Els resultats mostren com en endosomes primerencs, positius per Rab5,
KRas té una major mobilitat que no pas en endosomes tardans, positius per Rab7 (MF~
76.7 i MF~54.1, respectivament) (Fig. 27).

A KRas EE
HT(s) MF (%)
8
:;‘?: KRas-EE 1.05+0.04 77 £2.7
£ KRas-LE  1.3+0.1"" 49304
o 2 4 & & 10
Temps (s)
B
KRas LE Figura 27. Diferéncies en les dinamiques de

100+

KRas en EE i LE. (A,B) Cél-lules COS-1 van ser
transfectades amb cherry-KRas i CFP-Rab5 (A)
o GFP-Rab7 (B) i tractades amb EGF durant 20
min (A) o 45 min (B). La taula mostra els

804

unitats arbitraries

valors de HT i MF de KRas en ambdues
condicions (*** p < 0.001).

Temps (s)

Anteriorment s’han comentat les diferencies en les cinétiques entre les formes
activa i inactiva de KRas en els endosomes primerencs on el dominant negatiu
(KRasS17N), aixi com també el domini tK, presentaven una menor dissociacié que el
mutant actiu (KRasG12V). Existeix la possibilitat que en els endosomes tardans, a
diferéncia dels EE, el percentatge de KRas inactiu fos més important. Aixod explicaria la
menor dissociacié de KRas observada en els LE (Rab7) respecte als EE (Rab5) de la
figura 27. Per analitzar aquesta possibilitat, es van transfectar cel-lules COS-1 amb els
mutants actiu i inactiu de KRas i el mutant GFP-tK. En la figura 28 s’observa com les
diferéncies en les cinétiques dels tres mutants (KRasG12V, KRasS17N i tK) obtingudes
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en els EEs, es mantenen o fins i tot sén més importants en els LE (obtinguts després
d’un tractament amb BA1).
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Figura 28. Les diferéncies en les dinamiques del KRas actiu i inactiu es mantenen en els
endosomes tardans. Cél-lules COS-1 van ser transfectades amb GFP-KRasG12V, GFP-KRasS17N
o GFP-tK i tractades o no amb BA1l durant 16 hores. El FRAP en les cel-lules control es va
realitzar després de 20 minuts d’estimulacié amb EGF-TRITC i el de les cél-lules tractades amb
BA1 després de 45 minuts (n = 15 endosomes) (mitjanes + SEM) (*p < 0.1,**p < 0.01,***p <
0.001).

Els resultats indiquen que possiblement alguna caracteristica molecular
diferencial entre els dos tipus d’endosomes estaria regulant la dissociacié de KRas. En
aquest sentit, resultats encara preliminars que no es presenten en aquesta tesi,
semblen indicar que la preséncia de fosfatidilinositol 3,5 bifosfat (P13,5P,) en els LE
(fosfolipid més negatiu que la PS dels EE), podria facilitar una interaccié electrostatica
més forta amb la regid PBR i la retencid a la membrana del KRas.
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3- ImpLICACIO DEL KRAS DELS ENDOSOMES EN DIVERSOS
PROCESSOS CEL-LULARS.

Un altre objectiu d’aquesta tesi ha estat analitzar la funcié de KRas en els
endosomes. En particular determinar el paper del KRas, localitzat en els endosomes
primerencs, en la regulacié de diferents processos cel-lulars com la migracié, mobilitat
o la invasio.

3.1- DIRECCIONAMENT DE KRAs ALS EE, VALIDACIO DE NOUS MUTANTS.

Per tal d’analitzar especificament el paper de KRas en endosomes primerencs es
van dissenyar mutants de KRas dirigits a aquests endosomes. Aquestes noves
proteines recombinants es van aconseguir introduint el péptid senyal 2xFYVE, de
direccionalment als EE (Gillooly et al., 2000), entre el GFP i la part N-terminal de la
proteina. Tal com s’ha comentat en el capitol anterior, el 2xFYVE s’uneix de manera
especifica als fosfolipids PI3P de la membrana dels endosomes primerencs. A més,
també es va eliminar la seqiiéncia CAAX de la part C-terminal de KRas per evitar la unié
a altres membranes, com per exemple, a la membrana plasmatica. D’aquesta manera
el KRas endogen quedava com a background en totes les condicions i, qualsevol efecte
diferencial observat provindria degut al KRas expressat, per tant a la seva senyalitzacié
en els endosomes.

La localitzacid especifica d’aquests mutants en endosomes primerencs es va
validar transfectant cel-lules COS-1 i mirant la seva col-localitzaci6 amb EEA-1 o LBPA
(marcadors especifics dels endosomes primerencs i tardans, respectivament). La figura
29 mostra una elevada col-localitzacié entre el GFP-2xFYVEKRasACAAX i els endosomes
primerencs (EEA-1), pero no pas amb els tardans (LBPA). Els mateixos resultats van ser
obtinguts per als diferents mutants G12V i S17N.

A B
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Figura 29. Col-localitzacié entre GFP-2xFYVEKRasACAAX i EEA-1 o LBPA. (A, B) Imatges de
cél-lules COS-1 transfectades amb GFP-2xFYVEKRasACAAX i tractades amb EGF-TRITC durant 20
minuts (A) o 45minuts (B). Deteccid dels endosomes EE i LE per immunofluorescencia amb
anticossos anti EEA-1 (A) o anti LBPA (B) i els corresponents secundaris conjugats amb Alexa-
647. Les fletxes blanques indiquen la col-localitzacié entre el GFP, I'EEA-1i I'EGF (A) o el GFP i
I'EGF (B), les fletxes grogues indiquen la col-localitzacié entre I'EGF i I'LBPA (Barra = 10 um).

Un cop corroborada la correcta localitzacié dels nous mutants, es va
comprovar si KRas, a part d’estar dirigit als endosomes primerencs, era funcional. Per a
confirmar la correcta activacié de KRas en els endosomes es va analitzar el reclutament
i I'activacié d’un dels efectors de KRas més ben estudiats, Rafl, mitjancant técniques
bioquimiques i de microscopia. Es van co-transfectar cel-lules COS-1 amb els mutants
wild type o actiu de KRas dirigit als endosomes primerencs (GFP-2xFYVEKRasACAAX i
GFP-2xFYVEKRasG12VACAAX, respectivament) i cherry-Rafl, i es van estimular les
cél-lules amb EGF a diferents temps (Fig. 30A). Per tal de quantificar el Rafl reclutat als
endosomes, indicatiu de I'estat actiu de Ras, es va quantificar la relacié entre les
intensitats de fluorescéncia de Rafl (canal vermell) i el GFP (canal verd) (Fig 30B). A
més, mitjancant técniques d'immunofluorescencia, es va procedir a analitzar I'estat de
d’activacié de Rafl, usant I'anticos anti-fosfo-Serina-338 de Rafl ja que la fosforilacié
de la Ser-338 de Rafl esta directament relacionada amb la seva activacié. Per
determinar el grau d’activitat de Rafl es va realitzar la relacid entre les intensitats dels
canals de P-Ser338 (Alexa-647) i Rafl (Alexa-555, vermell) (Fig. 30C), que es va dur a
terme mitjancant el programa Image J.

Tal i com mostren les imatges i la posterior quantificacié, el reclutament de
Rafl en els endosomes primerencs augmenta en el temps amb I'estimulacié d’EGF. A
més, la fosforilacié de Rafl a la serina-338 també augmenta al llarg del temps en
resposta a I'EGF.
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Figura 30. Reclutament i activacié de Rafl en els endosomes primerencs. (A) Cél-lules COS-1
van ser transfectades amb cherry-Rafl i GFP-2xFYVEKRasACAAX tractades amb EGF durant 0, 5,
15 o 30 minuts. La deteccid de P-Rafl es va dur a terme mitjangant I’anticos de conill anti Rafl-
PSer-338 i un anticos secundari conjugat amb Alexa-647 (Barra = 10 um). (B) Quantificacio del
reclutament de cherry-Rafl en endosomes positius per GFP-2xFYVEKRasACAAX (verd) o GFP-
2xFYVEKRasG12VACAAX (gris), relacié calculada entre les intensitats dels canals FITC (KRas) i
Cy3 (Rafl). (€C) Quantificacié de la fosforilacié del Rafl reclutat als endosomes mitjancant la
relacié entre les intensitats dels canals Cy3 (Rafl) i alexa-647 (P-Ser388-Rafl) (n = 7 cel-lules per
condicid) (mitjanes = SEM) (***p < 0.001) .
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El reclutament i I'activacié de Rafl en els endosomes promogut pel KRas dirigit
a aquests organuls, també es va analitzar bioquimicament per immunoprecipitacio i
western blot. Es van transfectar cel-lules COS-1 amb GFP-2xFYVE-KRasACAAX i cherry-
Rafl i es va fer un tractament amb EGF de 30 minuts. El KRas es va immunoprecipitar
utilitzant un anticos anti GFP i la quantitat de Rafl co-immunoprecipitada, aixi com la
seva fosforilacié en la Ser-338, es van detectar per western blot amb els anticossos
especifics corresponents (Fig. 31). Els resultats mostren com |'estimulacié amb EGF
incrementa els nivells de fosforilacié de Rafl.

EGF - _*+ -+
wa LSN L SN IP(GFP)

P-Ser 388

Figura 31. Activaci6 de Rafl pel KRas dirigit a endosomes. Cél-lules COS-1 van ser
transfectades amb GFP-2xFYVEKRasACAAX i cherry-Rafl i tractades, o no, amb EGF durant 30
minuts. La immunoprecipitacié de KRas es va dur a terme amb un anticos anti-GFP i la deteccid
de KRas, Rafl, PSer-338-Rafl i actina dels immunoprecipitats (IP), lisats (L) o sobrenedants d’IP
(SN) es va realitzar mitjangant western blot usant els respectius anticossos primaris indicats
(anti-fosfo-Ser338, anti-Raf1, anti-GFP i anti actina).

Aguests resultats, juntament amb la quantificacio anterior, validen la validacié
I’'Gs dels nous mutants de KRas direccionats als endosomes primerencs per a poder
estudiar la funcié de KRas en aquests organuls.

3.2- IMPLICACIO DE KRAS EN LA MOBILITAT DELS ENDOSOMES
3.2.1- Efecte de I'expressié dels mutants actiu i inactiu de KRas en la
mobilitat dels endosomes
En primer lloc, es va analitzar el paper dels mutants actiu i inactiu de KRas, no
direccionats als endosomes, en la mobilitat d’aquests organuls en cél-lules COS-1
tractades amb EGF durant 20 minuts. Aquests experiments es van dur a terme amb
tecniques de videomicroscopia, registrant el moviment dels endosomes primerencs
durant tres minuts (Cordonnier et al., 2001). L'analisi del moviment d’aquests
endosomes es va realitzar amb el plugin MJTrack del programa Image J.

134



RESULTATS | APARTATIII

Els diagrames de la figura 32A mostren els recorreguts dels endosomes en
cada condicid experimental. S’observa com els endosomes de les cél-lules que
expressen el dominant negatiu de KRas (GFP-KRasS17N) tenen una menor mobilitat
que les célllules no transfectades o les que expressen el mutant de KRas
constitutivament actiu (KRasG12V). La figura 32B mostra la quantificacio dels diferents
parametres obtinguts de la mobilitat dels endosomes: velocitat (um/min), distancia
neta recorreguda (D2S, Distance to Start, um) i direccionalitat (D2S/llargaria del

recorregut).
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Figura 32. La inhibicié de KRas afecta a la mobilitat dels endosomes. Cél-lules COS-1 van ser
transfectades amb diferents mutants de KRas (G12V i S17N) durant 24 hores. Es van dejunar
amb medi DMEM 0% FBS durant una hora i posteriorment van ser tractades durant 20 minuts
amb EGF-TRITC (200 ng/ml). La mobilitat dels endosomes es va enregistrar mitjangant
videomicroscopia durant 3 minuts amb el microscopi confocal Leica-SP5 (SCT-UB). (A)
Representacio dels diferents recorreguts dels endosomes en cada condicid d’un experiment
representatiu de tres indepenents. (B) Quantificacié dels diferents parametres obtinguts en els
recorreguts (n = 15-20 endosomes, mitjanes + SEM). L’estadistica es va fer mitjangcant un analisi
ANOVA (*p<0.05, *** p<0.001).
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La direccionalitat dels endosomes es determina realitzant la relacié entre la
D2S (distance to start) i la longitud del recorregut (Fig 33). En cas que aquesta relacio
sigui propera a 1, es considera que hi ha direccionalitat en el moviment. Si per contra
s’apropa a 0, es considera un moviment a I'atzar. En condicions normals s’espera que
la majoria d’EE madurin a LE i que per tant, es dirigeixin des de la periferia cel-lular cap
a la zona perinuclear. En cap de les condicions, el moviment sembla estar direccionat.
Aix0 podria ser degut a un temps curt de captacié d’'imatges, el qual no ens permet
arribar a veure la direccié d’aquests endosomes.

0 1

ozs / )

<1 e . o
LLARGARIA ~ :g minima maxima

L direccionalitat —J

Figura 33. Esquema representatiu de la relacié entre els parametres D2S i longitud. Si el
resultat de la relacid és proper a 0, es considera que el moviment és a I'atzar. Si, en canvi, el
resultat és molt proper a 1, el moviment dels endosomes esta direccionat.

Un cop demostrada la menor mobilitat dels endosomes primerencs quan es
transfecta el dominant negatiu de KRas, es va determinar la importancia del KRas
endogen en la mobilitat d’aquest organuls. Aixi doncs, es va inhibir I'expressié del KRas
endogen mitjancant 'RNAi de KRas. Es van transfectar cel-lules COS-1 amb I'RNAi de
KRas, o el control GFPi, i es van dur a terme experiments de moviment d’endosomes
mitjancant videomicroscopia.

Els resultats de la figura seglient mostren que la mobilitat dels endosomes és
molt menor en aquelles cel-lules que I'expressid del KRas endogen esta fortament
inhibida (Fig. 34). Aix0 estaria indicant un paper rellevant de la senyalitzacié de KRas en
la regulacié de la mobilitat d’aquests organuls.
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3.2.2- Estudi del moviment dels endosomes en cél-lules que
expressen els diferents mutants 2xFYVEKRas
Un cop demostrat, en I'apartat 3.1, que els mutants de KRas dirigits als
endosomes primerencs son perfectament valids per a I'estudi d’aquesta GTPasa en
aquests organuls, es va procedir a analitzar com afectaven a la mobilitat dels
endosomes.
Part d’aquest estudi es va realitzar en col-laboracié amb el Dr. Giorgio Scita
durant una estada breu al seu laboratori. Es van dur a terme experiments de mobilitat
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d’endosomes mitjangant tecniques de videomicroscopia en els que es va fer servir un
microscopi de spinning disc el qual esta dissenyat per obtenir una adquisicié molt
rapida d’imatges i permet, per tant, captar moviments rapids d’endosomes que es
mouen en diferents plans (Materials i Métodes).

Aixi doncs, es van transfectar cél-lules COS-1 amb els mutants 2xFYVE-KRas i
es van tractar amb EGF-TRITC (20 minuts). Les imatges es van prendre durant 10
minuts. Els grafics de la figura 35A mostren els diferents recorreguts dels endosomes
positius pels diferents mutants i 'EFG-TRITC. Les diferéncies de mobilitat trobades en
I'apartat 3.2.1 entre els endosomes de cél-lules transfectades amb els mutants actiu i
inactiu de KRas es mantenen quan el KRas esta localitzat en els endosomes, essent
menor la velocitat dels endosomes d’aquelles cél-lules que sobreexpressen el
dominant negatiu de KRas dirigit als endosomes primerencs (GFP-2xFYVE-
KRasS17NACAAX). En la figura 34B es mostren les quantificacions dels diferents
parametres obtinguts en els recorreguts: velocitat (um/min), distancia neta
recorreguda (D2S, um) i direccionalitat (D2S/longitud del recorregut).
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Figura 35. El mutant actiu i I'inactiu de KRas dirigits als endosomes, afecten la mobilitat
d’aquests organuls. Cél-lules COS-1 van ser transfectades amb els mutants de KRas direccionats
al endosomes durant 24h i tractades amb EGF-TRITC després d’una hora de deju. Les imatges
van ser enregistrades cada 7 segons durant 10 minuts amb el microscopi spinning disc (n = 2),
tal i com s’explica la seccié de Materials i Metodes. (A) Diagrames representant els diferents
recorreguts dels endosomes positius per EGF-TRITC en cada condicié experimental indicada. (B)
Els grafics mostren la velocitat, el direccionament i la D2S del moviment dels endosomes
representats al panell A (n=15-20 endosomes, mitjanes + SEM) (*p < 0.05, **p < 0.01).

Dels grafics anteriors també es conclou que, en cap cas, hi ha un
direccionament dels endosomes, igual que passava al mesurar aquests parametres
amb els mutants no dirigits als endosomes. En la figura 36 es representen les D2S i les
velocitats per a cadascun dels endosomes en les diferents condicions experimentals i
es pot observar que la velocitat i el recorregut dels endosomes sdn proporcionals, a
més velocitat més recorregut fa un endosoma. Aix0 passa tant en els mutants no
dirigits com en els dirigits als endosomes.
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Figura 36. La D2S augmenta amb la velocitat dels endosomes. Els grafics representen la D2S vs
la velocitat dels endosomes quantificats en les figures 32 i 35. Es mostren les lines de tendéencia
en cada condicid experimental.

La majoria d’endosomes sdOn altament dinamics i capacos de moure’s
bidireccionalment al llarg del citosol. A més, alguns d’ells mentre es mouen poden
aturar-se per uns segons i continuar després en la direccié on anaven, o fins i tot
canviar la direccio (Fig. 37).
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Figura 37. Imatge representativa dels diferents tipus de recorreguts que presenten els
endosomes. (1) immobil, (2) direccionat cap al nucli, (3) aleatori i bidireccional. Ceél-lules COS-1
transfectades amb GFP-KRas G12V i tractades amb EGF-TRITC després d’una hora de dejuni.
(Barra=5pum)

Segons els estudis fets en lisosomes per Cordonnier et al., aquells que recorren
distancies més llargues ho fan a través dels microtubuls, en canvi els moviments curts i
aleatoris es donarien principalment gracies al citoesquelet d’actina (Cordonnier et al.,
2001). Kaksonen et al. van demostrar mitjan¢ant videomicroscopia, com la cortactina
impulsava els endosomes (Kaksonen et al., 2000). Estudis més recents confirmen la
implicacio de la cortactina en el moviment dels endosomes ja que en la seva absencia,
la polimeritzacié d’actina al voltant d’aquests organuls no es ddna i, per tant, el
moviment dels EE queda inhibit. Per tant, es descriu la cortactina com a proteina
reguladora de I'actina als EE (Ohashi et al., 2011).

Amb aquests antecedents, es va comprovar la presencia de cortactina al
voltant dels endosomes. La cortactina es va detectar mitjancant la técnica
d’immunofluorescencia en cél-lules COS-1 transfectades amb els mutants actiu i inactiu
de 2xFYVE-KRas i el seu respectiu control (GFP2xFYVE). La figura 38 mostra una major
preséncia de cortactina al voltant del endosomes positius per GFP2xFYVE-
KRasG12VACAAX i per GFP2xFYVE respecte dels endosomes positius pel dominant
negatiu (GFP2xFYVE-KRasS17NACAAX).
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Figura 38. Deteccié de I'acumulacié de cortactina al voltant dels endosomes positius pel
mutant de KRas dirigit en aquests organuls. Cél-lules COS-1 plantades en cobreobjectes de 12
mm i transfectades amb GFP2xFYVE (A), GFP2xFYVE-KRasG12VACAAX (B) i GFP2xFYVE-
KRasS17NACAAX (C) durant 24 hores. Tractament amb EGF durant 25 minuts. Deteccié de
cortactina per immunofluorescéncia amb anti-cortactina i el secundari Alexa-555, vermell
(1/200) (Barra = 3um).

Aquests resultats sén preliminars i per tant, seran necessaris futurs
experiments per a determinar la implicacié de la cortactina, I'actina i els microtubuls
en les diferéncies observades en la mobilitat dels endosomes primerencs quan
s’expressen els mutants actiu i inactiu de KRas. Tot i aixi apuntarien la possibilitat que
el KRas actiu en els endosomes pogués regular la mobilitat dels endosomes a través de
la modificacié de I'associacié dels endosomes al citoesquelet d’actina.

3.3- EFECTE DE LEXPRESSIO DELS DIFERENTS MUTANTS DE 2XFYVEKRAS

EN LA MOBILITAT CEL-LULAR
Diversos treballs relacionen els endosomes amb la mobilitat cel-lular. En aquest
sentit es va analitzar el paper de KRas en la mobilitat cel-lular, es va escollir treballar
amb cél-lules Vero entre totes les altres linies cel-lulars testades (NIH-3T3, HelLa,COS-1)
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perque presenten una mobilitat més elevada. Aixi doncs, es va analitzar el moviment
de cel-lules Vero que expressaven els diferents mutants de KRas dirigits als endosomes.
Mitjancant microscopia confocal, es van dur a terme experiments de videomicroscopia
durant 13 hores, tal i com es detalla a la seccié de Materials i Métodes.

Els resultats mostren com les cél-lules que sobre expressen el mutant
constitutivament actiu als endosomes (GFP-2xFYVEKRasG12VACAAX), tenen una major
mobilitat (Fig. 39). En canvi, el dominant negatiu de KRas (GFP-
2xFYVEKRasS17NACAAX) sembla que redueixi la mobilitat cel-lular.
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Figura 39. Diferéncies en la mobilitat cel-lular per I'expressié dels diferents mutants de
2xFYVEKRas. Cél-lules Vero van ser transfectades amb els diversos mutants de 2xFYVEKRas
durant 24h i plantades en una cambra IBIDI de 8 pous 6 hores abans d’enregistrar el moviment
cel-lular. Les imatges es van prendre cada 10 minuts durant 13 hores amb el microscopi
confocal (Leica SP5). L’analisi del moviment es va realitzar mitjangant el programa Image J (n=2)
(*p <0.1, ***p < 0.001).

3.4- ImpPLICACIO DEL KRAS ENDOSOMAL EN LA DEGRADACIO DE LA

MATRIU EXTRACEL:LULAR

Diversos grups han descrit el paper dels endosomes en el transport i reciclatge
de la metall proteasa MT1-MMP, la qual té una gran rellevancia en la progressio de
tumors. Aquesta proteina és la gelatinasa més ben estudiada de la seva familia i el seu
paper en la invasio cel-lular ha estat ampliament caracteritzat (Bravo-Cordero et al.,
2007, Steffen et al., 2008; Williams and Coppolino, 2011).

3.4.1- Distribucio d’'MT1-MMP en la membrana cel-lular

Ellerboek et al. descriuen que l'acumulacié d’integrines a la membrana
plasmatica provoca una activacio de MT1-MMP i que el fet que estigui localitzada en
determinats llocs de la superficie cel-lular permet la interaccié amb proteines de les
adhesions focals (Ellerbroek et al., 2001). Per altra banda Ueda et al. van demostrar
gue la inhibicié de I'expressié d’MT1-MMP mitjancant RNAI era suficient per disminuir
la capacitat invasiva de certes linies cel-lulars (Ueda et al., 2003). En aquesta part de la
tesi es va plantejar la possibilitat que la senyalitzacié de KRas pogués influenciar en la
localitzacié de I’'MT1-MMP, ectdopicament expressada, a la membrana plasmatica.

Per analitzar el possible paper de KRas en I'aport de la metall proteasa a la
membrana plasmatica, es va estudiar la localitzacié de 'MT1-MMP en cel-lules Hela,
gue es caracteritzen per tenir poca quantitat de metall proteasa. Aixo permet estudiar
aquesta proteina mitjancant la transfeccio d’'MT1-MMP sense la interferéncia de la
proteina endogena.

Es van transfectar cél-lules HeLa amb cherry-MT1-MMP i els diferents mutants
de 2xFYVE-KRas. Es tractaren amb HGF durant 40 minuts per tal de donar temps a la
metall proteasa de reciclar cap a la membrana (Remacle et al., 2003) i, un cop fixades
les mostres, es va mirar la distribucié de la cherry-MT1-MMP en la membrana basal de
les cel-lules per microscopia confocal.
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Els resultats mostren una menor presencia d’'MT1-MMP en la membrana
plasmatica de les cel-lules que contenen el mutant inactiu de KRas en els endosomes,
mentre en aquelles cél-lules que contenen la forma activa de KRas, hi ha un lleuger
augment de I’'MT1-MMP (Fig. 40).

Figura 40. Localitzacié de MT1-MMP. Cel-lules Hela co-transfectades amb cherry-MT1-MMP i
GFP-2xFYVE (A), GFP-2xFYVEKRasACAAX (B) o GFP2xFYVEKRasS17NACAAX (C) i estimulades
amb HGF durant 40 minuts. Les fletxes indiquen les zones de la membrana plasmatica amb un
augment de la metall proteasa. (Barra = 10 um)

Al transfectar ’'/RNAi de KRas es va observar un efecte semblant a la transfeccio
del dominant negatiu de KRas abans comentat. Tal com es veu en les imatges de la
figura 41, la inhibicié de I'expressié de KRas provoca una menor localitzacié d’'MT1-
MMP a la membrana plasmatica.
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Figura 41. KRas és important per a la correcte localitzacié6 d’MT1-MMP en la membrana
plasmatica. Cel-lules Hela co-transfectades amb cherry-MT1-MMP i I'RNAi de GFP (A) o de
KRas (B) durant 24 hores, dejunades i tractades amb HGF (100ng/ml, 40 minuts). (Barra =10

um)

Per tal d’analitzar la incorporacid in vivo de la metall proteasa a la membrana
plasmatica, es va fer Us d’'un microscopi TIRF (Total Internal Reflecction Fluorescence).
Aquest microscopi permet veure processos que tenen lloc a la membrana. En aquest
cas es van agafar 150 nm de gruix de la cél-lula. Es va fer un experiment de
videomicroscopia amb cél-lules HeLa que expressaven els diferents mutants de KRas
dirigits als endosomes primerencs i cherry-MT1-MMP, estimulades amb HGF durant els
40 minuts de duracié del video.

Tal com mostren les imatges de la figura 42, hi ha un augment de la MT1-MMP
a la membrana plasmatica quan aquesta esta co-transfectada amb GFP-
2XFYVEKRasG12VACAAX respecte el control 2xFYVE, després de 40 minuts
d’estimulacié amb el factor de creixement. En canvi, quan la metall proteasa esta co-
transfectada amb el dominant negatiu de KRas, la seva localitzaciéd a la membrana
plasmatica és menor (Fig. 42).
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Figura 42. Observacio de la localitzacié6 de MT1-MMP a la membrana plasmatica per TIRF.
Cel-lules Hela transfectades amb cherry-MT1-MMP (A) i amb GFP-2xFYVE (B), o GFP-
2xFYVEKRasG12VACAAX (C) o GFP-2xFYVEKRasS17NACAAX (D), tractades amb HGF durant 40
minuts després d’una hora de dejuni. Les imatges van ser adquirides amb un microscopi TIRF
(Materials i Métodes). Les fletxes blanques indiquen els llocs d’acumulacié de MT1-MMP a la
membrana plasmatica. Els nivells d’expressié de cherry-MT1-MMP i dels diferents mutants de
GFP-2xFYVE es van detectar mitjancant western blot amb els anticossos indicats (anti-RFP i anti-
GAPDH, control) (Barra = 10 um).
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La degradacié de la matriu extracel-lular (ECM) es déna gracies, en part, a la
formacié d’invadopodis a la part ventral de les cel-lules. Aquestes estructures
s’observen fonamentalment en cél-lules tumorals. Els invadopodis es caracteritzen per
ser estructures forca estables, que duren més d’una hora (Murphy and Courtneidge,
2011). La formacié d’invadopodis només s’ha observat en cel-lules Hela transfectades
amb 'MT1-MMP i el mutant actiu de KRas dirigit als endosomes (Fig. 43), mentre que
no s’observa la formacié d’aquests en transfectar la metallproteassa amb el control
GFP-2xFYVE o el mutant inactiu de KRas dirigits als EE (dades no mostrades).

Figura 43. Formacié d’invadopodis en cél-lules transfectades amb el dominant actiu de KRas
als endosomes. Cél-lules Hela van ser transfectades amb GFP2xFYVEKRasG12VACAAX i
tractades amb HGF durant 40 minuts després d’'una hora de dejuni. Les fletxes blanques
indiquen invadopodis. Els requadres mostren la imatge ampliada d’aquestes estructures (Barra
=10 um).

Aguestes diferéncies de nivells d’'MT1-MMP en la membrana plasmatica també
van ser mesurades per tecniques bioquimiques, en aquest cas es van usar cel-lules
HT1080 de fibrosarcoma ja que tenen uns nivells endogens elevats de la metall
proteasa. D’aquesta manera només calia transfectar el KRas dirigit als endosomes i
veure’'n l'efecte a la membrana plasmatica. Mitjancant fraccionament cel-lular i
gradients de sucrosa es varen obtenir fraccions enriquides de membrana plasmatica
d’aquestes cél-lules (veure Materials i Métodes). Seguidament es van quantificar els
nivells d’'MT1-MMP de les fraccions que contenien la membrana plasmatica respecte el
lisat total mitjancant densitometria (Fig 44). Tot i que és només un experiment
preliminar, s’observa que quan el KRas present a endosomes esta en la seva forma
inactiva, la quantitat d’MT1-MMP a la membrana és menor. Aquests resultats estan
d’acord amb I'analisi per microscopia TIRF mostrats anteriorment.
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Figura 44. La inhibici6 de KRas fa disminuir els nivells de MT1-MMP en la membrana
plasmatica en cél-lules HT1080. Cél-lules HT10880 sembrades en plaques de 150 mm i
transfectades amb els diferents mutants de KRas indicats. Les cél-lules van ser tractades amb
EGF (100 ng/ml) durant 40 minuts i, posteriorment es va procedir a fer un enriquiment de
membrana plasmatica mitjangant un fraccionament cel-lular per gradient de sacarosa
(Materials i Metodes).

3.4.2- Estudi de la degradacid de la matriu extracel-lular

Les diferencies en la localitzacié de 'MT1-MMP en la membrana plasmatica,
observades en les diferents condicions experimentals, poden comportar canvis en la
degradacié de la matriu extracel-lular (ECM). Un meétode ampliament utilitzat per
determinar aquests canvis és analitzar la degradacié de gelatina fluorescent gracies a
I’activitat gelatinasa que presenta MT1-MMP.

La técnica es basa en plantar cél-lules en cobreobjectes que préviament havien
estat coberts amb gelatina conjugada a un fluorofor, en aquest cas Alexa-488 o Alexa-
594 (Materials i Metodes), i analitzar la perdua de fluorescéncia per microscopia. Es
van usar cel-lules Vero co-transfectades amb HA-MT1-MMP i els cherry2xFYVE-
KRasACAAX corresponents, 24 hores després d’haver sembrat les cél-lules en els
cobreobjectes, es van tractar amb EGF durant 40 minuts per estimular I'activacié de la
metall proteasa i es van deixar que duguessin a terme la degradacié abans de fixar-les.
La deteccid de la metall proteasa es va fer per immunofluorescéncia, usant un anticos
anti-HA i un anticos secundari conjugat amb Alexa-647.

Les imatges segilients demostren que les cel-lules Vero transfectades amb HA-
MT1-MMP tenen una gran capacitat de degradacid, i com aquesta es veu
incrementada quan les céel-lules co-expressen la metall proteasa amb el mutant actiu
de KRas (GFP-2xFYVEKRasG12VACAAX). En canvi, les cél-lules que sobreexpresen el
mutant inactiu (GFP-2xFYVEKRasS17NACAAX) presenten uns nivells de degradacié de
la gelatina molt menors (Fig 45).
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Figura 45. El dominant actiu de KRas augmenta la degradacié a través de MT1-MMP en
cél-lules Vero. (A) Cel-lules Vero transfectades amb HA-MT1-MMP (A) i cherry-2xFYVE (B),
cherry-2xFYVEKRasG12VACAAX (C) o cherry-2xFYVEKRasS17NACAAX (D). La degradacidé es va
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dur a terme durant 16 hores. Es va fer un tractament amb EGF durant 40 minuts préviament a
la fixacié dels cubreobjectes. Deteccid de la metall proteasa amb I'anticos anti-HA i un
secundari conjugat amb Alexa-647. (Barra = 10 um) (B) Quantificacié de la fluorescéncia de la
gelatina en cada condicid (*p < 0.05) (n =2 ).

Per tal d’evitar la variabilitat dels nivells de metall proteasa condicionats a les
transfeccions transitories, es va decidir repetir els mateixos experiments amb céel-lules
que tinguessin nivells endogens elevats d’'MT1-MMP, tals com les HT1080. El resultat
obtingut va ser el mateix que per a les cél-lules Vero, tot i que la degradacié de 'ECM
és menor que quan es transfecta la metall proteasa com anteriorment s’ha descrit.
S’ha de tenir present que el temps de degradacid per a les HT1080 va ser de 6 hores.
La figura seglient mostra la degradacid de la gelatina quan es transfecten les cel-lules
HT1080 amb els diferents mutants 2xFYVEKRasACAAX. A la figura s’observa una major
degradacié de la gelatina en aquelles cél-lules que sobreexpresen el mutant actiu de
KRas als endosomes (GFP-2xFYVEKRasG12VACAAX).

A
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Figura 46. El mutant actiu de KRas augmenta la degradacio de la gelatina en ceél-lules HT1080.
(A) Ceél-lules HT1080 transfectades amb GFP-2xFYVE (A), GFP-2xFYVEKRasG12VACAAX (B) o
GFP-2xFYVEKRAS17NACAAX (C). Després de 5 hores d’haver plantat les cel-lules en
cobreobjectes recoberts de gelatina fluorescent, les cel-lules es van dejunar una hora i
estimular amb EGF durant 40 minuts. Posteriorment es van fixar i muntar per a la seva
observacié al microscopi d’epifluorescéncia (Materials i Metodes) (Barra = 10 um). (B)
Quantificacié normalitzada de la fluorescencia de la gelatina en cada condicié (n = 2) (***p <
0.001).

Per ultim es va voler confirmar la rellevancia que tenia KRas en la degradacié
de 'ECM i per aix0 es van transfectar cel-lules HT1080 amb I'RNAi de KRas i el seu
control (GFPi). Resultats encara preliminars de la figura 47 indiquen com I'abséncia de
KRas en les cél-lules impedeix que aquestes puguin degradar correctament la matriu
extracel-lular.
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Figura 47. KRas és important per a la degradacié de la matriu extracel-lular. (A) Cel-lules
HT1080 transfectades o no amb els RNAi de GFP o KRas. Les cél-lules es van plantar 6 hores
abans de ser fixades. Després de cinc hores, es van dejunar durant una hora en medi DMEM
0%, i seguidament es van tractar amb EGF (100 ng/ml) durant 40 minuts. Posteriorment es van
fixar i muntar per a la seva observacid al microscopi d’epifluorescéncia (Materials i Métodes).
(Barra = 10 um). (B) Quantificacié normalitzada de la fluorescéncia de la gelatina no degradada
en cada condicié (n =2) (*p < 0.05).

Seran necessaris experiments addicionals per tal d’esbrinar la influéncia de la

senyalitzacid i localitzacié de KRas en els endosomes en la preséncia i I'activitat de la
MT1-MMP a la membrana plasmatica.
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Discussio

Aixi com s’ha fet en I'apartat de resultats, la discussié s’estructura en tres
apartats. En els dos primers s’analitzen els resultats referents al reclutament i la
dinamica de KRas en els endosomes mentre que en el tercer s’aprofundeix en I'analisi
de I'estudi de les funcions de KRas en diversos processos cel-lulars.

1- RECLUTAMENT DE KRAS ALS ENDOSOMES

Els resultats obtinguts demostren que el reclutament de KRas als endosomes
primerencs no és depenent del seu estat d’activacid ja que, tant si el KRas es troba en
la seva forma activa o inactiva, pot trobar-se a la membrana d’aquests organuls en
igual proporcio.

En estudis previs realitzats al nostre laboratori es va descriure la preséncia de
KRas al llarg de la via endocitica i com aquesta localitzacié podia afavorir la seva
capacitat de senyalitzacié (Lu et al., 2009). En la figura 1 de 'apartat 1.1 d’aquesta tesi,
s’observa un petit increment del reclutament del KRasG12V respecte el KRasS17N en
els endosomes primerencs. Aquestes diferencies, tot i no ser significatives, podrien ser
degudes a I'activacié de RIN1 a través de KRasG12V. Estudis realitzats per Tall et al.
demostren que I'activacié de Rab5 per RIN1, a través del Ras actiu, augmenta la fusié
entre endosomes i per tant la superficie d’aquests (Tall et al., 2001). Per tant, les
diferéncies observades mitjancant técniques bioquimiques i de microscopia, podrien
venir donades per un augment de superficie endosomal al expressar el dominant actiu
de KRas.

Els percentatges de KRas endosomal trobats per técniques bioquimiques o de
microscopia no sén exactament iguals, essent més elevats en el cas del fraccionament
cel-lular. Aquest biaix es pot entendre si es té en compte que, mentre en els
experiments realitzats per microscopia només es tenien en compte els endosomes
primerencs marcats amb EGF-TRITC, en el fraccionament cel-lular es mesuren
conjuntament les dues poblacions d’endosomes, EE i LE.

Els resultats obtinguts juntament amb els descrits per Lu et al. (Lu et al., 2009),
proporcions similars de KRas endogen o I'expressat ectopicament en el compartiment
endocitic, validen el fet de treballar amb aquests mutants de KRas fusionats a la
proteina fluorescent verda (GFP) per estudiar-ne les diferents dinamiques en els
endosomes.

S’ha descrit que per la correcta localitzaci6 de KRas en la membrana
plasmatica és necessaria tant la seva regid polibasica com el grup farnesil que es
troben a I'extrem C-terminal de la proteina. En I'apartat 2.1 es mostra la importancia
d’aquesta regid de sis lisines aixi com també de la seqiiencia CAAX de KRas per conduir
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la proteina cap a la membrana dels endosomes. A més, el mutant de KRas que conté la
regid6 polibasica neutralitzada (KRasPBR6KG) presenta una localitzacié forga
perinuclear. S’ha intentat col-localitzar aquest mutant amb marcadors del reticle
endoplasmatic (RE), I'aparell de Golgi i dels cossos lipidics pero els resultats van ser
negatius. Recentment, perd, el grup del Dr. Philippe Bastiaens ha descrit que la
localitzacié perinuclear d’aquest mutant coincideix amb els endosomes de reciclatge
positius per Rabll. Aquest mutant, a diferencia del KRas wild type, es dissocia
facilment de totes les membranes gracies a la PDES, localitzant-se majoritariament en
el citosol i també en el compartiment de reciclatge on es troba Arl2/3 que promou la
dissociacié del complex KRas-PDES (veure seccid Introduccid, figura 13). Tot i que en
aquesta tesi no s’ha observat una influéncia de la PDES en la dinamica de KRas (wild
type, actiu o inactiu) (veure apartat 2.4.3, seccié de Resultats), no es pot excloure que
tingui un paper rellevant en la solubilitzacié de KRasPBR6KG.
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2- ESTUDI DE LA DINAMICA D’ASSOCIACIO-DISSOCIACIO DE
KRAS EN ELS ENDOSOMES

En aquest capitol s’ha descrit com la rapida associacié-dissocacié de KRas en la
membrana dels endosomes primerencs es dona en qliestido de segons, i com es veu
afectada pel seu estat d’activacié. També es posa de manifest la importancia de la
regid6 polobasica (PBR) de KRas per a la seva dinamica en aquests organuls.
Contrariament al que es demostra en els endosomes en aquesta tesi, els estudis de
Silvius et al. mostren com, a partir de I’heterodimeritzacié dependent de rapamicina
de FRB2-CFP-KRas i mitoRFP-FKBP3, la dissociacié de KRas de la membrana plasmatica
es déna en l'ordre de minuts. Els mateixos autors comentaven que la cinetica de
permeabilitzacié de la rapamicina podia estar influenciant en aquesta lenta dissociacid
observada de KRas de la membrana plasmatica (Silvius et al., 2006). De fet sdn diversos
els grups que descriuen un bescanvi rapid de KRas entre la membrana plasmatica i el
citosol (HT~ 1,5 s) (Yokoe and Meyer, 1996). Aquests resultats estan amb linia amb els
obtinguts per Leventis i Silvius on, mitjancant models de vesicules in vitro, descriuen
que la regio hipervariable de KRas interacciona amb les bicapes lipidiques de vesicules
de manera molt rapida, amb una HT de I'ordre de segons (Leventis and Silvius, 1998).

Pel que fa a la difusid lateral de KRas en la membrana plasmatica i el seu bescanvi
amb el pool de KRas citosolic també hi ha controversia en la literatura. De fet Niv et al.
postulen que la dinamica de KRas en la membrana plasmatica ve donada per la difusié
lateral en aquesta i no pas per un intercanvi amb el citosol (Niv et al., 1999).
Posteriorment, Vartak et al. indicaven que aquesta difusid lateral pot veure’s
modificada per les modificacions post-traduccionals que pateix KRas (Vartak and
Bastiaens, 2010). En aquest context, aquesta tesi mostra un bon model in vivo per a
analitzar el bescanvi de KRas entre el citosol i la membrana dels endosomes mitjancant
FRAP, ja que la difusio lateral s’ha evitat en fotoapagar els endosomes sencers. Per
tant, la rapida recuperacid6 de KRas en la membrana d’aquests organuls molt
probablement és deguda a I'arribada de KRas directament des del citosol.

A diferencia del KRas4B, la isoforma KRas4A no conté la cua polibasica de sis
lisines a I'extrem C-terminal sind que només té tres carregues positives i, a més, pot
palmitoilar-se en aquesta regid, obtenint aixi la segona senyal per a poder localitzar-se
i estabilitzar-se a les membranes. La cua polibasica i el grup palmitoil faciliten la
localitzacié de KRas4A a la membrana plasmatica (Laude and Prior, 2008). En la seccid
de Resultats (apartat 2.2) es mostra com el KRas4A té un recanvi més lent i menor amb
el citosol que no pas el KRas4B. EI HT més elevat i la menor MF podrien ser degudes a
que, gracies al grup plamitoil que conté, pot quedar més retingut en la membrana

157



DiscussIO |

endosomal. En canvi, la recuperacié del mutant de KRas4A no palmitoilable (GFP-
KRas4A-C180A), és molt rapida i gairebé es recupera en la seva totalitat en els
endosomes. Aquests resultats reforcen la idea que la part C-terminal de KRas esta
implicada en la rapida recuperacid. Aquesta rapida recuperacié es deu al fet que no
conté el grup palmitoil que I'ancori a la membrana lipidica dels endosomes com té el
KRas4A. A més, el mutant no palmitoilable té una cinetica de dissociacié de la
membrana endosomal més rapida que no pas el KRas4B, que tampoc pot palmitoilar-
se pero que conté una cua polibasica de sis lisines enlloc de les tres que conté el GFP-
KRas4A-C180A. Per tant, aquesta rapida recuperacié del mutant no palmitoilable de
KRas4A es pot entendre si es té en compte que conté una menor carrega neta positiva
a la regid PBR que li permet interaccionar amb la membrana de 'endosoma de manera
més debil. Aquests resultats estan en consonancia amb el estudis de Laude et al. on
descriuen la importancia de la palmitoilacid en la regidé hipervariable de les proteines
Ras per a la seva localitzacié subcel-lular (Laude and Prior, 2008). Una altra evidéncia
de la importancia de la carrega neta positiva de les sis lisines de la cua polibasica per a
la dinamica de KRas en els endosomes, es mostra amb els experiments de FRAP amb el
mutant GFP-KRasPBR3KQ. Aquest mutant, el qual conté només tres de les sis lisines en
aquesta regid, té una recuperacié més rapida en la membrana dels endosomes que el
KRaswt probablement degut a la seva menor interaccié amb els lipids negatius de la
membrana dels endosomes.

Els estudis de Silvius et al. demostren que la forma inactiva de KRas té una
dissociacié més rapida de la membrana plasmatica que no pas la forma activa (Silvius
et al., 2006). Aquests resultats, aparentment contradictoris amb els obtinguts en
aquesta tesi en la membrana dels endosomes, es poden explicar tenint en compte els
estudis posteriors d’aquest grup on mostren com la galectina-3 inhibeix la dissociacid
de KRasG12V de la membrana plasmatica (Silvius et al., 2006). Aquests resultats es
basen en altres experiments on es descriu la galectina-3 com una xaperona de KRas
que pot unir-se al grup farnesil d’aquest quan esta a la membrana plasmatica (Ashery
et al., 2006) i que s’uneix selectivament a la forma activa de KRas (Elad-Sfadia et al.,
2004). Aquesta podria ser la causa que, en la membrana plasmatica, la forma activa de
KRas quedi més retinguda que no pas la inactiva. En els endosomes no s’ha descrit la
presencia de la galectina-3 i, per tant, no existiria una major retencié del KRas actiu
respecte de l'inactiu. De fet, en els endosomes s’observa precisament el contrari.

Les diferéncies observades entre les dinamiques de la isoforma de KRas en els
seus diferents estats d’activacio, no s’han vist en altres GTPases com HRas o Racl. En
el cas de I'HRas, els resultats coincideixen amb el que s’ha descrit, mentre que la unié
de GTP promou la difusid lateral d’HRas, des dels lipids raft cap als non-raft, la seva
influéncia en la dissociacié de la membrana plasmatica és minima (Gorfe et al., 2007).
Aix0 s’explicaria per la preséncia dels dos grups palmitoils a la regié C-terminal d’"HRas,
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que no presenta KRas i que, en estabilitzar fortament HRas a la membrana, impedeix
els efectes provocats per I'estat d’activacid. Aquests grups lipidics faciliten la unié amb
la bicapa lipidica dels endosomes. De fet, la dissociacié d’'HRas d’aquesta bicapa depén
del seu cicle d’acilacio, el qual és independent del seu estat d’activacié (Rocks et al.,
2005).

En el cas de Racl, que tampoc presenta diferencies en la dissociacié dels dos
mutants, també s’ha descrit que pot palmitoilar-se, fet que explicaria la major afinitat
per la membrana dels endosomes que no pas KRas (Navarro-Lerida et al.,, 2012). A
més, Racl presenta un grup geranil a I'extrem C-terminal. Aquest grup lipidic, al tenir
més carbonis (20C), facilita una interaccié més forta de la proteina a la membrana
d’aquests organuls. Aques fet estaria provocant que Racl fos més resident que no pas
KRas, la qual presenta només un grup lipidic en aquesta regié de només 15 carbonis.
Per tant, les dues modificacions post-traduccionals de Racl podrien explicar la menor
MF en la membrana dels endosomes primerencs. De fet, el mutant de KRas geranilat
(KRas-geranil) no presenta diferéncies entre els mutants actiu i inactiu, probablement
degut a la preséncia d’aquest grup lipidic que estaria unint amb major intensitat KRas a
la membrana. No es pot descartar, pero, que aquestes diferéncies entre els mutants es
segueixin donant, tot i que en menor grau, perd que degut a la sensibilitat del FRAP, en
les nostres condicions experimentals, no es puguin determinar.

Abankwa et al. mostren imatges de com |'orientacid de la regid PBR de KRas
respecte la membrana plasmatica canvia segons la proteina estigui en estat actiu o
inactiu (unida a GTP o GDP respectivament), essent la orientacié d’aquesta cua més
lliure respecte a la membrana quan KRas es troba unit a GTP (Fig. 1) (Abankwa et al.,
2010). Els seus resultats posen de manifest el fet que segons I'estat d’activacié de
KRas, aquest podria unir-se amb més o menys afinitat a la membrana dels endosomes.
(veure figura 13, resultats apartat 2.3.1).

ﬁw Wh“ wwﬂ-«@mﬁ;&’ﬁ‘?& .

GTP-K-ras

GDP-K-ras ¢

Figura 1. L’orientacié de la regié PBR de KRas canvia segons estigui unit a GTP/GDP. Adaptat
de (Abankwa et al., 2010).
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Les diferencies en les dinamiques dels mutants actiu i inactiu de KRas en els
endosomes es podrien explicar per la implicacié d’alguna proteina que interaccioni de
manera diferent amb KRas segons el seu estat d’activacié. Donat que les proteines
GEFs sén les encarregades de bescanviar el GDP pel GTP, i que Sosl és una de les GEFs
més ben caracteritzades de KRas, es va plantejar la hipotesi que aquesta pogués
modificar la seva dinamica. Els resultats de FRAP sobreexpressant Sosl i KRas,
juntament amb la rapida i gairebé total recuperacié de Sosl en la membrana
endosomal, descarten la implicacié d’aquesta GEF en |’associacio-dissociacié de KRas
en els endosomes primerencs.

Diversos grups han demostrat que la interaccié de diferents proteines d’unid a
la regié PBR o al farnesil, aixi com canvis post-traduccionals produits en la regié PBR,
poden modular I'associacié de KRas a la membrana plasmatica, tals com la CaM o la
PDES (Chandra et al., 2012; Fivaz and Meyer, 2005). Els resultats presentats demostren
la importancia de la fosforilacié en la Ser-181 de KRas en la dinamica de la proteina en
els endosomes. El fet que el dominant negatiu de KRas mimetic de fosforilacié (GFP-
KRasS17NS181D) tingui una dinamica semblant al mutant actiu de KRas (GFP-
KRasG12V), suggereix que la fosforilacié pot estar impedida i que és possible que el
KRas actiu, a diferencia de I'inactiu, es trobi majoritariament fosforilat.

Anteriorment al nostre Departament s’ha descrit que la fosforilacié de la Ser-
181 de KRas inhibeix la seva unié amb la CaM (Lopez-Alcala et al., 2008). També s’ha
demostrat que la CaM afavoreix la dissociacié de KRas de la membrana plasmatica
(Bhagatji et al., 2010; Fivaz and Meyer, 2005). En aquesta tesi es mostra aquest mateix
efecte en la membrana dels endosomes ja que, en abséncia de CaM, el recanvi de KRas
en la membrana d’aquests organuls és menor quan KRas no és fosforilable. En canvi,
quan KRas es troba fosforilat, la preséncia de la CaM no afecta el seu recanvi. Aixi es
postula que la CaM s’estaria unint a la regié PBR quan aquesta no esta fosforilada
provocant una major dissociacié de KRas en la membrana dels endosomes ja que, molt
probablement, aquesta unié dificultaria la interaccid entre les carregues positives de la
PBR de KRas i els lipids negatius de la membrana dels endosomes.

Recentment, s’ha descrit la PDES com una proteina solubilitzadora de KRas,
dissociant-lo de la membrana plasmatica. La PDES uneix el grup prenil de les proteines
Ras i s’ha descrit que la seva sobreexpressid augmenta, mentre que la seva inhibicié
disminueix, I'associacié de KRas de la membrana plasmatica. Perd les dinamiques
d’associacid-dissociacié sén similars per als mutants actiu i inactiu de KRas (Bhagatji et
al.,, 2010). Aixo descartaria la PDES com a responsable de les diferencies entre les
dinamiques dels mutants de KRas en la membrana plasmatica. Tot i aixi, el grup del Dr.
Philippe Bastiaens descriu que KRas, es troba fortament unit a la membrana plasmatica
i que no interacciona amb la PDES expressada ectopicament. Mostren com el mutant
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actiu fosforilat de KRas perd afinitat per la membrana plasmatica en sobreexpressar la
PDES (Chandra et al., 2012). De fet, quan KRas es troba fosforilat a la Ser-181 de la
regid PBR, la seva afinitat per la membrana dels endosomes disminueix (veure apartat
2.4.3). Per tant els resultats mostrats per Chandra et al. encaixarien en la hipotesi que
es proposa en aquesta tesi, on la fosforilaci6 de la Ser-181 de KRas promou una
dissociacid més rapida de la membrana dels endosomes i que, a més, la majoria del
KRas que es troba en els endosomes deu estar fosforilat. En els experiments detallats
en l'apartat 2.4.3 es demostra que, en la membrana dels endosomes primerencs, la
PDES no influeix en la dinamica de KRas ja que la inhibicié de la seva expressié no
altera els parametres de HT i MF de cap dels mutants de KRas (KRasG12V,
KRasG12VS181D o KRasG12VS181A). Els resultats obtinguts en aquesta tesi en cel-lules
COS-1, es veuen reforgats per experiments duts a terme en cél-lules HepG2 (resultats
no mostrats) que es caracteritzen per no tenir PDES (Wilson and Smyth, 2006), on
veuen diferéncies en les dinamiques dels mutants actiu i inactiu de KRas. Aixi doncs,
almenys en les condicions experimentals dutes a terme en aquesta tesi, es pot
descartar la PDES com a moduladora de la dinamica de KRas en els EE.

Una altra aproximacié per determinar si la interaccié d’alguna proteina o lipid
dels endosomes podia estar intervenint en la dinamica diferencial entre el KRas actiu i
inactiu en aquests organuls ha estat el direccionament de KRas a la membrana dels
endosomes primerencs. Per a dur-ho a terme, es va fer Us de la seqliencia 2xFYVE. En
introduir aquesta seqliencia a I’'extrem N-terminal i deleccionar la seqliencia CAAX dels
diferents mutants (actiu i inactiu) de KRas, les diferéncies en la recuperacié entre els
mutants desapareixia. Aquests resultats demostren que la insercié i el reclutament a la
membrana dels endosomes mitjancant la regid polibasica i el grup farnesil de KRas és
necessaria per a que les diferéncies entre els mutants actiu i inactiu de KRas puguin
donar-se.

Després d’observar la necessitat de la regid C-terminal de KRas per a la seva
dinamica, es va voler comprovar si la part globular de la proteina podia estar igualment
implicada en la seva associacié. Els resultats mostren com el mutant GFP-tK, que
només conté els ultims 17 aminoacids de KRas, es comporta de manera similar que el
mutant inactiu de KRas. Aquest resultat demostra com la unié de GTP a la part globular
de KRas és necessaria per observar el canvi en les dinamiques d’associacid a la
membrana dels mutants de KRas. Aixi doncs es pot concloure que ambdues parts (N- i
C-terminal) estan implicades en la dinamica de KRas. Possiblement el fet que el GTP
s’uneixi a la proteina esta influenciant en la cua C-terminal, ja sigui provocant un canvi
conformacional i deixant la regid polibasica més exposada tal i com mostren les
simulacions d’Abankwa et al. (Abankwa et al., 2010) (Fig. 1) o bé influenciant en certes
modificacions post-traduccionals de la proteina o bé potenciant la unié d’altres
proteines a I'extrem C-terminal de KRas que puguin modular la seva dinamica.
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La membrana dels endosomes, tal com es detalla en la Introduccié, és rica en
fosfolipids negatius on KRas podria unir-se potencialment. En aquesta tesi s’ha
mostrat, tant amb experiments amb wortamnina, de FRET com amb assajos de
competicid per bioquimica, que KRas té preferéncia per unir-se a la PS abans que als
PI3P. Tot i aixi, la implicacié de PI3P en la dinamica d’associacié de KRas no pot
descartar-se ja que, en abséncia de PS molt probablement podria unir-se a d’altres
fosfolipids i, com que els PI3P tenen una gran presencia en la membrana d’aquests
organuls, podria veure’s incrementada la uniét de KRas a aquests. De fet, resultats (no
mostrats en aquesta tesi) obtinguts per técniques bioquimiques de competicié on es
sobreexpressa el LactC2 d’unié a la PS, mostren com en les fraccions endosomals d’un
gradient de sacarosa hi ha menys KRas endogen si les cél-lules es tracten amb
wortmanina (inhibidor de la formacié de PI3P) que si no estan tractades. Aquests
resultats estarien indicant que quan la PS es troba poc accessible, KRas podria unir-se
als PI3P pero que aquests no serien els fosfolipids preferents de KRas.

S’ha de tenir en compte que la concentracid de wortmanina, usada per inhibir
la PI3K i la formacié de PI3P, en els diversos experiments de microscopia ha estat
elevada. Una possible explicacid podria ser que, tot i que per inhibir la PI3K de classe Il
(Vps34) dels endosomes es necessitin concentracions baixes de wortmanina, altres
PI3K, com per exemple del tipus Il, sén més resistents a la inhibicié per aquesta droga i
poden contribuir en la formacié de PI3P en els endosomes. (Maffucci and Falasca,
2014; Shin et al., 2005). Una altra possibilitat és que la wortmanina és una droga molt
fotosensible i que, a mida que es prenen imatges a I'hora de fer els videos, el seu
efecte es va perdent.

D’altra banda, no es pot descartar que un altre fosfolipid negatiu com és I'acid
fosfatidic, pugui tenir també algun paper en el reclutament de KRas als endosomes.

La presencia de KRas al llarg de tota la via endocitica va ser descrita per Lu et
al. Els seus estudis demostraven que |’estimulacié amb EGF incrementava el KRas als
endosomes i que podia, a més, trobar-se tant en EE com en LE, aixi com en els
lisosomes (Lu et al., 2009). Tal i com s’ha descrit anteriorment, les membranes dels EE i
dels LE presenten proteines i lipids diferents que els caracteritzen. Mentre que els EE
son rics en PI3P i PS, en la membrana dels LE s’hi troba, a més de la PS, el fosfolipid
PI(3,5)P, que es diferencia per tenir més carrega negativa (veure la seccié de Resultats,
apartat 2.6).

En aquesta tesi s’ha demostrat que la dinamica de KRas varia segons el
compartiment endocitic on es trobi, essent més lent en els endosomes tardans que en
els primerencs. Aquesta menor recuperacié de KRas en els endosomes tardans podria
ser degut a la major preséncia del fosfolipid PI(3,5)P, en la membrana d’aquests
endosomes. Al ser un fosfolipid més negatiu, podria estar reclutant amb més afinitat
KRas. Tot i tenir una cinética més lenta i menys mobil en els LE, les diferencies entre els
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mutants actiu i inactiu de KRas es mantenen. Aquests resultats donen importancia a
I'estat d’activacié de KRas com a modulador de I'associacié a la membrana dels
endosomes, tant primerencs com tardans.

Aixi doncs es postula un model d’associacid de KRas a les membranes dels
endosomes en el qual, quan KRas esta en la seva forma activa la seva cinética és més
rapida i té una MF més elevada, i quan es troba en la forma inactiva, aquesta cinética
es veu disminuida. La fosforilacié en la Ser-181 o la unié de CaM a la regié PBR en el
KRas actiu, podrien ser la causa de les diferents cinetiques d’associacié entre el KRas
actiu i l'inactiu. Les diferéncies entre ambdds mutants es mantenen al llarg de la via
endocitica tot i ser més rapid i més mobil en els EE que no pas en els LE (Fig. 2).

oo ;?1 +MF -HT

PI3P

"

- MF +HT

Figura 2. Model esquematic de la dinamica de KRas en els diferents compartiments
endocitics. En els EE, el KRas actiu (KRas-GTP) estaria bescanviant continuament amb el pool de
KRas citosolic amb una HT petita i una MF elevada, mentre que en estat inactiu ho faria amb
una menor rapidesa i MF també menor. En els LE, en canvi, tot i que la forma activa de KRas
continua essent més rapida i més mobil que no pas el KRas inactiu, les HT d’ambdues proteines
son més elevades i les MF més petites que en els EE.
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3- ImPLICACIO DE KRAS DELS ENDOSOMES EN DIVERSOS
PROCESSOS CEL-LULARS.

Tot i que els mutants de KRas direccionats als endosomes mitjangant la
sequiencia 2xFYVE van ser correctament validats per a poder usar-los en els diferents
experiments (veure seccid de Resultats, apartat 3.1), s’ha de tenir present que una
sobreexpressié de 2xFYVE pot comportar modificacions en la fusié dels endosomes i
aix0 pot fer variar la maduracié d’aquests que es tradueix en una major grandaria.
Aquest efecte en la maduracié dels EE ve donat perque, tal com s’ha descrit en la
introduccid, els PI3P sén importants pel reclutament de proteines que contenen el
domini 2xFYVE o PX per promoure la fusié dels endosomes, per la mobilitat d’aquests i
per a la seva maduracio aixi com per a fer una distribucioé correcte de les proteines que
contenen els endosomes. Aixi doncs, una sobreexpresié incontrolada de 2xFYVE podria
estar inhibint I'accessibilitat als PIP3 de manera que aixo influenciés en la fuincionalitat
dels EE. Per aix0 és important realitzar sempre els experiments en paral-lel amb el
control GFP-2xFYVE, per a poder determinar que qualsevol diferéncia en els resultats
vingui donada pel mutant de KRas i no pas per I'expressié del 2xFYVE.

La implicacid dels microtibuls en el moviment de vesicules tals com els
endosomes o els lisosomes ha estat descrita (Matteoni and Kreis, 1987; Nielsen et al.,
1999) i en aquesta tesi s’han confirmat aquests resultats al fer experiments de FRAP en
presencia de nocodazol. En els experiments de videomicroscopia realitzats s’han
observat diversos tipus de moviments dels endosomes. Mentre que alguns endosomes
presentaven moviments llargs i més aviat direccionats, altres tenien moviments curts i
atzarosos. Segons Cordonnier et al. els lisosomes es mouen de manera rapida i
direccional a través dels microtubuls i en els moviments atzarosos i amb pauses, hi
intervenen els filaments d’actina. En tractar les cel-lules amb citocalasina D, els
filaments d’actina formen agregats en els quals els lisosomes hi queden retinguts.
Quan tracten amb latrunculina A, la probabilitat que els lisosomes s’uneixin als
filaments d’actina disminueix degut a la despolimeritzacié d’aquests i per tant perden
la seva direccionalitat i es mouen de manera atzarosa (Cordonnier et al., 2001).

A més, Tobias et al. descriuen que l'actina és propulsora del moviment dels
endosomes, nucleant-se al voltant d’aquests i formant el que s’Tanomenen cometes
d’actina (Zech et al,, 2012). Tal i com s’ha comentat en I'apartat 3.2.2, la cortactina
esta implicada en la nucleacié d’actina en la membrana i en els endosomes. El fet
d’observar una major concentracié de cortactina al voltant dels endosomes que
contenen el mutant actiu de 2xFYVEKRas indica que d’alguna manera KRas podria estar
regulant aquesta polimeritzacid als endosomes i provocar un major moviment

d’aquests. Com que un dels efectors de KRas és Racl, es va pensar en una connexié
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entre ambdues proteines en els endosomes per tal d’activar la polimeritzacié d’actina
o la mobilitat d’aquests organuls. De fet, Palamidessi et al. han descrit la importancia
dels endosomes per a la correcta activacié de Racl gracies al seu GEF Tiam-1, i que un
cop activada aquesta GTPasa, podia influenciar en la polimeritzacié d’actina al leading
edge de les cel-lules (Palamidessi et al., 2008). Per determinar si Racl podia tenir
alguna conseqliéncia en la mobilitat dels endosomes es varen transfectar cel-lules COS-
1 amb el dominant negatiu de Rac1 dirigit als endosomes primerencs, i es va procedir a
fer experiments de mobilitat d’endosomes. Els resultats, tot i que encara molt
preliminars, mostren com la mobilitat dels endosomes queda reduida en cel-lules
transfectades amb els dominants negatius tant de KRas com de Racl (GFP-
2XFYVEKRasS17NACAAX i GFP-2xFYVERac1T17NACAAX, respectivament). En cap dels
casos s’observa una direccionalitat dels endosomes (Fig. 3).
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Figura 3. Influéncia de Racl en la mobilitat dels endosomes. Cél-lules COS-1 transfectades amb
els mutants de KRas dirigits als endosomes primerencs (GFP-2xFYVE, GFP-
2XFYVEKRasG12VACAAX i GFP-2xFYVE KRasS17NACAAX), o el dominant negatiu de Racl també
dirigit en aquest organuls (GFP-2xFYVERac1T17NACAAX). Cel-lules tractades amb EGF-TRITC
(200 ng/ml) durant 10 minuts ( n= 15-20 endosomes, mitjanes * SEM) (*p<0.05, **p<0.01).

Aquests resultats obren la possibilitat que Racl, a través de la seva activacio
per Tiam-1 gracies a KRas, sigui el responsable d’aquesta major concentracié de
cortactina al voltant dels endosomes observada en cel-lules que expressen el KRas
actiu i, per tant, una major polimeritzacié d’actina podria fer moure els endosomes. De
totes maneres, seran necessaris més experiments per poder relacionar Racl amb els
efectes observats en activar KRas.

En I'apartat 3.3 del Resultats s’ha demostrat una major mobilitat cel-lular quan
les cellules expressen la forma activa de KRas als endosomes (GFP-
2xFYVEKRasG12VACAAX) i una disminucié de la seva velocitat quan expressen el
dominant negatiu. Aquestes diferencies podrien venir donades per la polimeritzacié

d’actina als lamel-lipodis de les cél-lules. Quan KRas es troba en la seva forma activa, és
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capac de senyalitzar i un dels seus efectors millor coneguts és Racl. Aquesta proteina,
tal i com s’ha descrit anteriorment, esta intimament relacionada amb la polimeritzacio
d’actina a la membrana plasmatica. Racl, en activar-se en els endosomes, pot anar a la
membrana plasmatica on augmentara la polimeritzacié d’actina al front d’avang de les
cél-lules i promoura el moviment cel-lular (Palamidessi et al., 2008). Pot ser que KRas
sigui la clau d’aquesta major activacié de Racl als endosomes, a través de Tiam1, i per
tant de la major polimeritzacié d’actina al front d’avanc de les cél-lules.

D’altra banda, proteines com la metall proteasa MT1-MMP estan també
relacionades amb la migracié cel-lular. L'endocitosi de la MT1-MMP pot donar-se per la
via depenent de clatrina o bé de manera independent d’aquesta (Remacle et al., 2003).
Diversos estudis han proposat una regulacid a curt termini de la MT1-MMP a la
membrana plasmatica, depenent del trafic intracel-lular. Aquest és un mecanisme que
permet garantir la preséncia de la metall proteasa en llocs especifics de la membrana
plasmatica en cél-lules migratories (Jiang et al., 2001; Uekita et al., 2001).

En aquesta tesi, mitjancant microscopia confocal i TIRF, s’ha demostrat com
I'expressié de la forma activa de KRas als endosomes augmenta la presencia de MT1-
MMP a la membrana plasmatica de cél-lules HeLa. A més, quan s’inhibeix |'expressio
de KRas no s’observa la metall proteasa en la membrana plasmatica. Aquests resultats
fan pensar en una regulacié del reciclatge de la MT1-MMP cap a la membrana
plasmatica a través de KRas. L’endocitosi facilitada per la preséncia de Ras actiu es
ddna gracies en part a I'activacio de Rab5 a través de RIN1 (Tall et al., 2001). Per tant
podria ser que KRas, al estar actiu als endosomes promogui una major endocitosi que
faria incrementar I'entrada de MT1-MMP a la cél-lula. Aix0 provocaria la necessitat
d’un reciclatge rapid de la metall proteasa per recuperar els nivells d’aquesta proteina
a llocs especifics de la membrana plasmatica. De fet, el reciclatge rapid des dels
endosomes cap a la membrana plasmatica es déna gracies als endosomes de reciclatge
positius per Rab4 que provénen dels endosomes positius per Rab5, en els quals es
troba KRas.

Pel que fa la degradacié de la matriu extracel-lular, s’"ha demostrat que quan el
KRas es localitza en els endosomes en el seu estat actiu, es déna una major degradacié
de la gelatina. Aquests resultats es veuen reforgats amb la inhibicié de I'expressid de
KRas ,mitjancant la transfeccié de I'RNAi de KRas, que comporta una inhibicid
d’aquesta degradacié.

Els estudis duts a terme per Vuoriluoto et al. mostren que I'expressié de
KRasG12V correlaciona amb un increment de I'expressié d’'MT1-MMP aixi com de
I'integrina a2B1 a la membrana plasmatica i com la seva localitzacié aqui comporta una
major invasivitat dels tumors (Vuoriluoto et al., 2011). A més, en cellules
pancreatiques s’ha demostrat com la metall proteasa MT1-MMP coopera amb
KRasG12V per promoure fibrosi pancreatica mitjancant la senyalitzacié de TGF-B
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(Krantz et al., 2011). Per altra banda, Blanchette et al. han descrit una interaccié entre
les vies de senyalitzacié d’ERK i els Smads en I'activacié del gen de la furina, important
per a 'activacié de I'MT1-MMP a I'aparell de Golgi, mitjancant el factor de creixamrent
TGF-B1 (Blanchette et al., 2001). En aquesta tesi es postula que els efectes observats al
expressar la forma activa de KRas, poden ser deguts a la seva activacido en els
endosomes.

Amb els resultats obtinguts en aquesta part de la tesi, i els antecedents que hi
ha en la bibliografia, es postula el seglient model on el KRas actiu que es troba en els
endosomes estaria jugant un paper en la migracio cel-lular a través de I'activacio de
Racl en els endosomes i per altra banda, de manera encara desconeguda,
incrementaria els nivells de la metallproteasa en la membrana plasmatica promovent
la invasié cel-lular (Fig. 4). Seran necessaris futurs experiments per a esbrinar si
ambdues vies estan interrelacionades i de quina manera poden fer-ho.

— —

Racl

|

GTP

Lamel-lipodies Invadopodies
MOBILITAT CEL-LULAR INVASIO CEL-LULAR

Figura 4. Model de la implicaci6 de KRas en els endosomes en la mobilitat i la invasio
cel-lulars.
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L’estat d’activacié de KRas no modifica la seva proporcio en els endosomes.

El grup farnesil i la regidé polibasica sén necessaris pel reclutament de KRas als
endosomes.

KRas intercanvia rapidament entre el citosol i les membranes dels endosomes
a través d’una interaccié electrostatica que es déna entre la seva regid
polibasica i els fosfolipids acids dels endosomes, principalment Ia
fosfatidilserina.

L’estat d’activacié influencia la dinamica d’associacié de KRas als endosomes.
KRas actiu és més mobil que I'inactiu tant en els endosomes primerencs com
en els tardans.

La fosforilacié de la Ser-181 o la unié de la calmodulina al KRas actiu poden
explicar les diferencies en la mobilitat respecte el KRas inactiu.

KRas participa en la mobilitat dels endosomes induida per EGF.

El KRas actiu en els endosomes augmenta la mobilitat cel-lular.

L’activitat de KRas afavoreix la localitzacié de la MT1-MMP en la membrana
plasmatica i, en conseqiiéncia, la degradacié de la matriu extracel-lular.
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