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ADN
AMT
Arg (A)
Arp2/3
ATP
Bleb
BSA
CAAX

CAM
cAMP
CDK

cDNA
CRIB

C-terminal
Cys (C)
CitD

DAPI
DMEM

DMSO
DTT

ECL
EDTA
EGTA
EMT
ERK
F-actina
G418
G-actina
GAP
GDP
GEF

Acido desoxirribonucleico
Transicién ameboide-mesenquimal
Arginina

Actin-related proteins

Adenosina trifosfato

Blebistatina

Albumina de suero bovino

Secuencia de aminoacidos: Cisteina-Alifatico-
Alifatico- Cualquiera

Membrana corioalantoidea
Adenosina monofosfato ciclico

Cycline dependent kinase o quinasa dependiente de
ciclinas

DNA complementario

Cdc42/Rac-interactive binding region (Region de unidén a
Rac y Cdc42)

Carboxilo-terminal

Cisteina

Citocalasina D

4’ ,6-diamino-2-fenilindol

Medio esencial minimo de Eagle, modificado por
Dulbecco/Vogt

Dimetil sulféxido

Dithiothreitol

Quimioluminiscencia ampliada

N'N "N "N "-Etilen-diamino tetra- acetato disédico
Ethylene glicol tetraacetic acid

Transicion epitelio mesénquima

Extracellular regulated kinase

Filamentos de actina

Geneticina

Mondmeros de actina

Proteinas activadoras de la actividad GTPasa
Nucledtido bifosfato de guanina

Factor de intercambio de nucledtidos



GFP
Gin (Q)
Glu (E)
Gly (G)
GRF
GTP
GTPasa

HA

His (H)
JNK

kb

kDa

LB

Leu (L)
LINC

mA
MAPK
MAT
min
MLC
MNE
MNI
MTOC
N17
Noc
N-terminal
NP-40
PAK1
PAGE
pb
PBS
PCR

Green fluroescent protein (proteina verde fluorescente)
Glutamina

Acido Glutéamico

Glicina

Guanine nucleotide releasing factor

Nucleétido trifosfato de guanina

Proteina con capacidad intrinseca de catalizar la hidrdlisis
de GTP

Hemaglutinina

Histidina

Quinasa amino-terminal de c-Jun
Kilobase

Kilodalton

Medio de Luria-Bertani

Leucina

Linker of nucleoskeleton and cytoskeleton (unién entre el
nucleosesqueleto y el citoesqueleto)

Molar

mili-Amperios

proteina quinasa activada por mitégenos
Transicién mesenquimal-ameboide
Minutos

Myosin light chain (Cadena ligera de miosina)
Membrana nuclear externa

Membrana nuclear interna

Centro de organizacién de microtubulos
Mutantes dominante inhibitorios
nocodazol

Amino-terminal

Nonidet-40

p21 activated kinase

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Par de bases (de nucledtidos)

Solucion salina tamponada de fosfato

Reaccion en cadena de la polimerasa



Phe (F)
PI3K
PKA
PKC
Pro (P)
PVDF
QL
RNA
ROCK
rpm
SDS
Ser (S)
SF

SRE
SRF

ST
STAT3
TAE
TBS-T
Thr (T)
Tm

Tyr (Y)
uv

val
WASP
WAVE
WB

wt

Fenilalanina

Fosfatidil-inositol 3 quinasa

Proteina quinasa dependiente de AMP ciclico
Proteina quinasa C

Prolina

Polivinildenofluoruro

Formas constitutivamente activas de las RhoGTPasas
Acido ribonucleico

Proteina quinasa asociada a Rho

Revoluciones por minuto

Dodecil sulfato sodico

Serina

Suero fetal bovino

Elemento de respuesta a suero

Factor de respuesta a suero

Starved (privacién de suero)

Signal transducer and activator transcription 3
Tris-acetate-EDTA

Salino tamponado con Tris-Tween

Treonina

Temperatura melting o unién de oligonucleotidos
Tirosina

Ultravioleta

Valina

Proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich
WASP-family verprolin-homologous protein
Western blot

Wild type o forma salvaje de una proteina






11. Indice






l.1 Superfamilia de GTPaSaS RAS.......cowueeeereerieeeeeseeesesesesssesssssssssesesesssssssssesssssseseses 3

L1, DEFINICION ettt ss s ss s s R R 3
11,2 ESTFUCTUIA GENETAL .oouuuerreeeeesseesreeeeessesssesssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 4
[.1.3 Ciclo de actiVaCion GDP-GTP ... ssseessssseseessssssesssssassesssssssesssssssssssssssesssssans 5
L4 FQMITA AT ettt sssseeess s s ss s sssss s s ss e ss SR s s s s b sa s s saanan 7
11,5 FAMITIA RAD coureeets sttt ssssssssss s sssssssss s s sss s s sss s sss s sssssssssans 7
11,6 FAMITIA RAS oottt ssseessssssessssssessssassess sssss s ss s ssss s s s ssss s ssss s saas st 8
LA4.7 FAMTA RAN ettt ssbasessssssesssss s s sss s s s sss s s s s s saas st 8
[.2 Familia de GTPASAS ROttt ss e ssss s sanens 10
[.2.1 Clasificacion de [as GTPasas RNO ... sssssesssssssssssesssssssssssessssssssasens 10
l.2.2 Regulacion de GTPasas RNO POr RNOGD..... . receessseeseesssssesssssssssssessssssssssssssssssssssens 11
.3 Funciones de las RhoGTPasas Rac1, RhoA Y Cdcd4z ..., 14
I.3.1 Funciones bioquimicas de las GTPasas RNO ... sevesseeenseessanne 14
1.3.1.1 Regulacion de actividades enzimatiCas .......ccovvviviiiiiiiiiiiiiiiieaeans 14

1.3.1.2 Regulacion de la eXpresion geNiCa .....ovuvuierereeiiieie i ieieieneneaeneieenananns 15

1.3.1.3 Regulacion del citoesqueleto: filamentos de actina..........ccvevvvvivinnnnne. 16

I1.3.1.4 Regulacién del citoesqueleto: microtUbulos........covvviiiiviiiiiininiiiiiinenns 19

I.3.2 Funciones biologicas de las GTPasas RNO......eeeeeeeceeeeeeetceeees e evsseseesseseessssens 22
1.3.2.1 Regulacion del Ciclo CIUIAM . ..uvviriiiii e 22

1.3.2.2 Regulacion de uniones adherentes.......cc.coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 25

1.3.2.3 Regulacién de la polaridad celular.......coovuviiiiiniiiii e 26

1.3.2.4 Regulacion de la migracion celular......ccuviiiiiiiiiiiiiiiiinrss e 27

1.3.3 RNOGTPASAS €N CANCEN ...ttt sesese s ssssesssssssessssses s ssasesssssass s sssssessssasesssssas s sssane 33
l.4 Conexion NUCIEO-CItOPIASMA ...t saeeens 34
[.4.1 Complejo LINC: Proteinas SUN Y KASH ... ssssseessssssssssesssssssssssessssssssssens 34
[.4.2 LS TAMINAS ..ovvererreevvesssessssssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 37
7 TN X U= ] - DTSN 38
1.4.4 PleoMOIfiSMO NUCIEAT Y CANCEN ..o eeteeeeeeeeesssssseesessssssseesesesssssssesssssssssssesssssssasans 40



[l1.1. Analisis y manipulacion del ADN......ceeeeeeeeeeseseseeeseseeesesssesesesessens 49

l11.1.1 Purificacion de ADN plasmidiCo ... ssseseessssassessssseessssaseessssans 49
lll.1.2 Purificacion de ADN gendmico de t@jid0. . eersnrreeeesssnssessssssssssssssssssssssssssssssens 50
lll.1.3 Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR....eecoeceeeeeeeeeeeeeeeeseeesesveseesssvane 50
lll.1.4 Digestién con endonucleasas de digestiéon y purificacién de fragmentos de
ADN de geleS dE AQAI0SQA ...ttt s saess s s s e s e e 51
lll.1.5 Clonacion de ADN en vectores plasmidiCos..... oo sseesesseseessssens 51
A6 PLASINIUOS ..ottt ssveese s sssees s b sss s sss s s s s s s s s b ssas 52
1.2 CUITIVOS CRIUIAIES ..ottt s saneeas 53
[11.2.1 Métod0s de tranSTRCCION ...ttt ss s ss s ssssases 53
[11.2.2 Obtencion de sublin@as @STADIES. ...t ssss s ssssases 55
lll.2.3 Ensayos de proliferacion: Curvas de crecimi@nto... ... ecoeeeeeeveseeeeeeeeeevseeseevenne 56
[1.2.4 LIN@AS CORIUIAIES....ommeeee oot esssseeeessessssssesssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssessesssasssesssssssssnee 56
[11.3 ANQALISIS A€ PrOTEINGAS ..ucceeeeeeeeeeeeeeetee et s s sssess s ssssnnens 57
111.3.1 DELECCION A PrOTEINGS ..eceeeeeeeeeeeeeeeteeee et ssssesssssssessssssseessssasesssssesessssss s sssasnssssans 57
lll.3.2 Deteccion de apoptosis mediante marcaje con Anexina V.......coeeereneeseevne. 60
111.3.3 ENSQY0S A€ SENESCENCIA ..coveereereeeeeeresesteese s sssssesssss s sssasess s s s sesss s ssasas 61
11.3.4 ENSAYOS TUCHTEIASA c.ooumeeeeeeeeeeecteeeee et ssssesssssesssssssseesssseseessssassessssmseessssasnssssans 61
111.3.5 Ensayos de invasion €N traNSWEIL....... oo ssssees s sssaseessssens 61
[11.4 Modelos de embrion POIO ...ttt 61
lll.4.1 Ensayo de metastasis en embridn de Pollo ..o 61
lll.4.2 PCR a tiempo real para la deteccién de células humanas.......cccoeneeeererreene. 62
111.4.3 ENSAYO A€ MICTOTUMOFIES .....cccoeeeteeeeteeeteee bbb bbb s 62
1.5 ANALISIS INTOIMATICO oot sses s ssaneees 63
l11.5.1 Analisis de [0S WESTEIN DIOt ...ttt sssesees s sssa s ssans 63
lll.5.2 Analisis de 1as iNnMUNOfIUOIESCENCIAS .....oooeceeeevceeeeeeeetseeeeeeeessssseee e ssssseeessssssssss s ssssasee 63
l11.5.3 Graficas y andlisis @StAdISTICOS ... sssseesss st sssasssssssssssss s ssssasaes 63

[1.5.4 BIDIOGIafia.cuuereeceeesessrcecesssesseessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssns 63



IV.1 Influencia de las RhoGTPasas sobre el NUCI€O .o, 67

IV.1.1 Andlisis en diferentes tipos CEIUIAIES ... et sssens 67

IV.1.2 ANALISTS €N CEIUIAS ABTEP et eeeeeeeseese s sessesese s easeesseesesenesasesaseseseaseessemanesaneneees 68

V.2 Estudio sobre el mecanismo mediante el cual las RhoGTPasas
alteran 1a morfologia NUCIEAN ... 73

IV.2.1 La alteracién en la morfologia nuclear no es debida a la regulacién génica por
PArte de 1as GTPASAS RO ...ttt sssses s ssssesssssssssssssssasssssasesssaesssasesssssssssssesssas 73

IV.2.2 Rac1QL altera la morfologia nuclear a través del citoesqueleto de microtubulos
y de la contractilidad de actina MIOSING ... 77

IV.2.3 Las proteinas SUN y KASH son mediadoras de la regulacién de la morfologia

nuclear Por 1as GTPASAS RNO ...ttt sssseessssasessssssesssssssesssssasenssssens 83
IV.2.4 El cambio morfoldgico del nicleo es un proceso dindmicCo......coeeeecssrmereeeeeennne 86
IV.3 Repercusion bioldgica del cambio morfolégico nuclear.................... 20
IV.3.1 Las Rho GTPasas No indUCEN aPOPLOSIS .....covevrmmresrnsessssmnsessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssens 90
IV.3.2 Las Rho GTPasas N0 iNdUCEN SEN@SCENCIA........uummwwwmmrrrcreesssssssssmsssssesssssssesssssssssssssssssssseses 91
IV.3.3 El cambio morfolégico nuclear no se explica por fallos en el ciclo celular......92
IV.3.4 Las GTPasas Rho no afectan a la proliferacion... ... eessne 95
[V.3.5 RACT INAUCE INVASTION ....oooeeeeeeeeeeetseeeeee s sessssssessssesssssssesssssssssessssssssssssssssssssassesssssssssans 95
IV.4 Analisis in vivo en modelo de embridn aviar.......eceeeereseeenns 96
IV.4.1 RaC1QL promueve iNtravaSaCiON... . reerereesesssesssssesssssssssssesssssssssssssssssesssssssssasssssssessann 96
IV.4.2 La ruptura del complejo LINC evita la intravasaCion.......eeeeeeeeeeeevesseeeeeersonne 99
IV.4.3 La ruptura del complejo LINC evita la invasidn 100
V.1 Influencia de las RhoGTPasas sobre el nucleo......evecrercecerrrnneee, 105

V.2 Mecanismo mediante el cual las GTPasas Rho alteran la morfologia
Q1T o] 1= 1 OO 107

V.3 Repercusion bioldgica del cambio morfoldgico nuclear.................. 113

xi



xii



iii. Indice de Figuras y Tablas



Xiv



Introduccion

Figura 1.1. SUPerfamilia de RaS.......c.uuiiiiuiiiieeiie ettt e et e e e e e e e et ee e e sre e e sennneeesnnneeean 3
Figura 1.2. ESTructura de 1aS GTPasas......c.eeeueeriiieiiiieiiieenittesite ettt e st e st e st e st ee st e sbeesbee s bt e sbeeesaneenaees 4
Figura I.3. Esquema del ciclo de activacién/desactivacidn de las proteinas G..........ccceevueeevereereesreennens 6
Figura 1.4. Transporte nucleo-citoplasma mediado POr RaN...........ccocuiiieeiiiieeeiiee ettt 9
Figura 1.5. Clasificacion de 1as GTPasas RNO.......c..ioiuiiiiiiiiieciee ettt ettt ere e b e enee e 10
Figura 1.6. Funciones de la proteina RNOGDI.........c..cccuveeiiiiiiiieiiiee e ccireesteesreesreesreesbeesbaeeeaaeesaveennneens 13
Figura I.7. Las RhoGTPasas regulan |a eXpresion S8NiCa........cccceevcveieecieee e e et eeeee e sstee e e s 15
Figura 1.8. Regulacion del citoesqueleto de actina......coccueeveeriiiiiiiniiieceeeeee e 18
Figura 1.9. Regulacién del citoesqueleto de microtUbulos........cocvieriiiiieeicee e 21
Figura 1.10. Papel de las RhoGTPasas en |a CitOCIiNESIS..........uuviiieeiiiiciiiiieecee et 24
Figura 1.11. Movimiento mesenquimal frente a ameboide.........cccvvveeeiiee e 31
Figura 1.12. Esquema de 1a @nVOItUra NUCIEAT.........cccuvieciii ettt ettt str e e sre s veeeaaee e 38

Materiales y Métodos

Tabla [11.1. PIasmidos ULIHIZA0S. .. ..eiiiiieiieiiieee et st 51
Tabla I11.2. Lineas celulares utilizadas en este trabajo.......c.cccceeviieeiiieiiiecee e e 54
Tabla 111.3. Anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas........ccccccveeeeciiieececiiieeccciiee e, 58
Resultados

Figura IV.1. Porcentaje de nucleos afectados en distintas lineas celulares...........cccccveeeeviieeeeciee e, 65
Figura IV.2. Clasificacion de las morfologias NUCIEAres........ccueeieciiie i 66
Figura IV.3. Distribucion de los tipos nucleares con las RhoGTPasas constitutivamente activas............ 67
Figura IV.4. Distribucion de los tipos nucleares con las RhoGTPasas dominantes inhibitorias............... 68
Figura IV.5. Distribucion de los tipos de nucleos con el GEF oncoVav2.........ccceeeecveeeeeiiiieecciieeeeiiee e 69
Figura IV.6. Efecto de la sobre-expresién de RhoGDI sobre la morfologia nuclear............cccocveeeevieeennns 70
Figura IV.7. Distribucion de nucleos en células IGR-1, células con Rac1P29S..........cccceevcieeeeciveeeciieenn, 71

Figura 1V.8. Bloqueo de la regulacién génica de las GTPasas Rho mediante la transfeccion de la 72
proteina RanQL..

Figura IV.9.Efecto de las Rho GTPasas sobre la morfologia nuclear en presencia de la GTPasa RanQL. 73
Figura IV.10. RacQLSAAX también es capaz de alterar la morfologia nuclear..........ccocceeviienieeniennneennne 74

Figura IV.11. Efecto de la disrupcién del citoesqueleto sobre el NUCIeO..........ccccveevcieerciieiiieciie e, 76

XV



Figura IV.12. Distribucién con mutantes de RacQL para distintos efectores..........cceveevveiriieenieeniieennnen. 78

Figura 1V.13.Distribucion de la morfologia nuclear en células sobre-expresando PAK1

consSttULIVAMENTE ACHIVO.....cooiiiiiiiiiii i 79
Figura IV.14 Fosforilacion de MLC por las GTPasas constitutivamente activas..........cccceeevvveeeecveeecennnen. 79
Figura IV.15. Efecto de Pak sobre la contractilidad actina miosina y sobre los microtibulos................. 81
Figura 1V.16. Distribucién de las morfologias nucleares con la ruptura del complejo LINC.................... 82

Figura IV.17. Regulacidén de la expresidn de las laminas y de algunos componentes de | complejo
LINC por 1as pequenas RNOGTPaSAS.....cciuuuiiiiiiieeeiiieeeeriieeesireeessiteessiaeeessabeeessssteeessasaeesssseeesnnseeesssnsees 84

Figura IV.18. Time-lapse de 3 horas de nucleos sobre-expresando GFP, RaclQL y RaclQL con

KASNDIN ...ttt ettt ettt e b bt e bt e s a bt e e ab e e st e e e a bt e s bt e e b et e bee e be e e enb e e enbe e e b e e nabeeebeenares 87
Figura IV.19 Apoptosis inducida por las GTPasas Rho constitutivamente activas.........cccccuvveeeeeeeiccnnnns 89
Figura IV.20. Senescencia inducida por las GTPasas constitutivamente activas..........cccccevveeeecvveeesnnennn. 89
Figura IV.21. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo......ccccuveeeeciericciieeecee e, 91
Figura IV.22. Marcaje de y-tubulina en nucleos arrifionados frente a células multinuceladas............... 91
Figura IV.23 Analisis de arre@sto €N G2/M........cccuceeerienieniesiieieeeeiesiesiesteseeeeeseesseseessesseensensessessessesneenean 92
Figura IV.24 Curvas de proliferacién con Las RNOGTPasas activas.........ccecceeevieeeneeeiieenieesieesieesveesneen 93
Figura IV.25 Invasidon en transwell de 8 Um con Matrigel.......c..eoieiviieieiiiii i e 94
Figura IV.26 Tumores en embriones de pollo con las diferentes GTPasas.......ccccceevcveeeeriieeeecneeeesveeenns 95
Figura 1V.27 Sélo las células con RacQL cONSIGUEN INtIraVasar........ceceeerierreeeniernieenreesieesveesreessseesanes 96

Figura 1V.28 Las células que sobre-expresan RaclQL y KASHDN inducen tumores de igual tamafio,
PEIO NO CONSIGUEN EXEIAVASAN.ccuuuururerrrerererrrrrrrrrrererersretseersnseseaeaasaseaeaaaaaeaaaaaaasasansnssssssssssssssssssssssssssssssssss 97

FIZUra IV.29 MOAEIO EX OVO.......ccveeeerie ettt ettt ettt e et e e tae e tae e et e e saae e saseesabeesnbaesasaeesaeensees 98

Figura 1V.30 La ruptura del complejo LINC evita la diseminacidn temprana del tumor inducida por 99
1 ol @ | PP PP OO P PPN

Discusion

Figura V.1. Mecanismo de regulacion de la morfologia nuclear..........c.coccveiiieiieeiiieccee e 109

XVi



XVii



xviii



I. Introduccion I







Introduccién

.1 Superfamilia de GTPasas Ras

l.1.1 Definicion

La superfamilia de GTPasas Ras, también conocidas como proteinas G
pequefias o proteinas G monoméricas, recibe su nombre de las proteinas Ras, ya
que fueron éstas las primeras en ser descubiertas. Todas las proteinas de la
superfamilia tienen en comun su pequefio tamafio (entre 20-29 kDa),
actividad GTPasa intrinseca, su capacidad de unir nucledtidos de guanina y el

hecho de tener que estar unidas a membrana para poder realizar su funcién.

Las proteinas pertenecientes a esta superfamilia actian como
interruptores moleculares que al pasar de su forma inactiva (unida a GDP) a su
forma activa (unida a GTP) inician una serie de respuestas biolégicas muy
variadas como puedan ser la division celular, la apoptosis o motilidad celular
entre otras muchas. (Hoshino, Shimizu et al. 2004; Romano, Maccario et al.
2013)(Wu, Frey et al. 2009). Estos procesos son esenciales para la célula y por
tanto se encuentran altamente regulados, a pesar de lo cual pueden llegar a
desregularse y desencadenar graves patologias entre las que destaca el cancer.
(Barbacid 1987)

En humanos, la superfamilia Ras comprende mas de 150 proteinas
divididas en cinco ramas en funcidon de su similitud tanto estructural como
funcional. (Colicelli 2004). Son la familia de Arf, de Rab, de Ras, de Ran y de
Rho. (Figura I.1).

N Regulacion de trifico vesicular; regulacion de endocitosis

Regulacidn de tréfico vesicular; regulacion de endocitosis y
procesos de secrecion; movimiento de microtdbulos

Regulacién de proliferacion, supervivencia y diferenciacion;
(35 nﬂembmt) Transduccidn de sefales; regulacion de expresion génica

@
8
E
*
g
@

Transporte nucleo-citoplasma; Organizacion del huso mitético

(1 miembro)

Transduccion de sefales; regulacion de organizacion de actina;
Polaridad celular; adhesion célula-célula, célula-matriz

Figura I.1. Superfamilia de Ras. Esquema de las cinco familias en las que se subdivide la superfamilia Ras y los
procesos en los que participan.
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l.1.2 Estructura general

Existen unas secuencias consenso en el extremo N-terminal comunes a
todas las proteinas de la superfamilia que son las responsables de la interaccion
especifica con los nucledtidos de guanina asi como de la actividad GTPasa. Son
las denominadas cajas G. (Wennerberg, Rossman et al. 2005). Existen cinco
cajas G llamadas G1, G2, G3, G4 y G5.(Figura 1.2) Juntas forman el dominio G,
de aproximadamente 20 kDa y cuya estructura conservada confiere una

bioguimica similar a todas las proteinas pertenecientes a la superfamilia.

GXXXXGKS/T T DXXXG N/TKXD S/CAK/L/T
G1 G2 G3 G4 G5

5 10 17 35 57 60 116 119 145 147 166 188

~ IR

32 38 59 67

Switch I  Switch II

. Dominio G
. Cajas G

I:I Region hipervariable

Figura 1.2. Estructura de las GTPasas. Las distintas regiones y secuencias consenso de las cajas G presentes en
las GTPasas de la superfamilia Ras. A, Ala; D, Asp; E, Glu; G, Gly; K, Lys; N, Asn; S, Ser; X, cualquier aminoacido.

La caja G1, también denominada bucle P, es una regién de unidon a
nucleétidos de purina. La caja G2 sdélo presenta una treonina conservada, pero es
de gran importancia para establecer la unidn del fosfato y del GTP. La caja G3
estd relacionada con la unidén a un i6n de Mg?* asociado al nucledtido. Los
residuos de la caja 4 producen puentes de hidrégenos con el anillo de guanina,
de ahi su especificidad de unién a GTP sobre ATP. Los aminoacidos de la caja G5
estan menos conservados y lo que hacen es crear asociaciones indirectas con el

nucleotido de guanina. (Colicelli 2004)

Ademas de las cajas G existen otros dos dominios comunes a todas las
GTPasas pequefias, los denominados switch 1 y switch 1I, ambas regiones
fundamentales para la correcta activacién y funcién de la GTPasa. En funcién del
nucleétido de guanina unido a la GTPasa presentan diferentes conformaciones
estructurales, afectando a la unién de proteinas reguladoras y efectoras.(Ma and
Karplus 1997)



En el extremo C-terminal de las proteinas de esta superfamilia se
encuentra la regién hipervariable (HVR), que es la que presenta mayor grado de
variabilidad como su propio nombre indica. La mayoria de las proteinas de las
familias de Ras y Rho terminan con la caja CAAX (la C equivale a una cisteina, la
A a cualquier aminoacido alifatico y la X a cualquier aminoacido). Es en este
motivo donde se producen una serie de modificaciones post-traduccionales
importantes para la correcta localizacion de la proteina ya sea a la membrana

plasmatica o a endomembranas.

Este motivo CAAX es reconocido por una farnesiltransferasa y una geranil-
geraniltransferasa que catalizan una adicidn covalente de un grupo farnesil o
geranilgeranil isoprenoide respectivamente al residuo de cisteina de la caja CAAX.
(Mitin, Roberts et al. 2012) Las proteinas de la familia Rab poseen un motivo
similar que también es modificado por una geranil-geraniltransferasa para su
correcta localizacién a membrana. Otros miembros de la superfamilia no sufren
modificaciones lipidicas, pero también se asocian a membrana, como por ejemplo
RIT, RhoBTB, Miro y Sarl. También existen ejemplos de proteinas pertenecientes
a la superfamilia que no sufren modificaciones y no se hallan unidas a membrana

como Ran y Rerg. (Wennerberg, Rossman et al. 2005)

1.1.3 Ciclo de activacion GDP-GTP

Como ya se ha mencionado anteriormente, las pequefias GTPasas actlan
como interruptores moleculares que al pasar de su forma inactiva a la activa
inician una serie de respuestas bioldgicas fundamentales para el organismo. Se
ha comentado también que todas ellas poseen actividad GTPasa intrinseca, sin
embargo esta capacidad intrinseca es demasiado baja como para poder llevar a
cabo un cambio rapido y eficiente entre las formas activas unidas a GTP y las

inactivas unidas a GDP.

Asi pues, el intercambio entre los estados inactivo y activo de las
pequefias GTPasas viene acelerado por las denominadas proteinas GEFs (Guanine
nucleotide Exchange Factor) que promueven el cambio de GDP por GTP y las
GAPs (GTPase Activating Proteins) que acabaran con el estado activo provocando
la hidrdlisis del GTP. (Takai, Sasaki et al. 2001) (Figura 1.3).



Para las distintas familias de pequefias GTPasas existen GEFs especificos,
asi es que por ejemplo los GEFs para las proteinas Ras tienen un dominio Cdc25,
los de la familia Arf tienen un dominio Sec7 o los de Rho tienen un dominio DH.
(Vetter and Wittinghofer 2001). Los dominios cataliticos de las diferentes familias
de GEFs son distintos y no estan relacionados entre si, pero en todos los casos el
mecanismo de accién es similar. Lo que hacen es catalizar la disociacién del
nucleétido de la GTPasa al provocar un cambio conformacional en las regiones
switch 1 y switch 11 y en el denominado bucle P. De este modo se libera el
nucledtido GDP y es sustituido por uno de GTP, no porque la proteina G tenga
mayor afinidad por él, sino porque hay una concentracién 10 veces superior de
GTP que de GDP en la célula. (Bos, Rehmann et al. 2007). Con la unién del GTP
se produce un cambio conformacional en el dominio efector que favorece la
interaccién con el fosfato y del GTP y que estabiliza de este modo la GTPasa. Es
en este estado cuando las regiones switch forman una superficie de interaccidon

con las moléculas efectoras. (Figura 1.3)
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Figura 1.3. Esquema del ciclo de activaciéon/desactivacion de las proteinas G. Mediante la accién de las
proteinas GEFs se sustituira el nucledtido GDP por GTP y de este modo se activa la GTPasa que podra actuar
sobre distintos efectores. La desactivacion la llevan a cabo las proteinas GAP.

En el caso de los GAPs sucede lo mismo que con los GEFs, no estan
conservados y existen distintos para las diferentes familias, pero el mecanismo
de accion es similar. Las primeras informaciones en cuanto a cdmo aceleraban la
hidrélisis del GTP se obtuvieron estudiando el complejo Ras-RasGAP. En este caso

RasGAP estabiliza la glutamina en la posicién 61 de la proteina, lo que a su vez



coordina el ataque de la molécula de agua. Al mismo tiempo se sitla una
arginina en el sitio de uniéon a fosfato lo que estabiliza el estado transitorio al
neutralizar la carga negativa procedente del fosfato y. Un mecanismo de accion
similar se ha visto también en la hidrdlisis de GTP catalizada por los RhoGAP. En
muchos tumores humanos se produce una mutacion en la glutamina 61, de modo
gue no pueda llevarse a cabo la hidrdlisis de GTP inducida por los GAP por lo que
la GTPasa permanece siempre en su estado activo unida a GTP. (Bos, Rehmann
et al. 2007).

l.1.4 Familia Arf

Esta familia incluye 26 proteinas. Se encuentran asociadas a membrana
por toda la célula, incluyendo la membrana plasmatica y las membranas de las
vias endosomal-lisosomal y la secretora. Difiere del resto de familias de
pequefias GTPasas en que en el extremo amino terminal se encuentra una hélice
anfipatica crucial para la unidn a membrana. Ademas las proteinas de esta
familia sufren una miristoilacién en el extremo amino terminal. Estas dos
caracteristicas aseguran una estrecha asociacién a la membrana que las
distingue del resto de proteinas de la superfamilia de Ras, cuyo anclaje a
membrana se da por modificaciones post-traduccionales en el extremo carboxi-
terminal. Asi pues, los efectores de las proteinas Arf se encuentran muy
proximos a la superficie de la membrana. En su estado activo, las proteinas Arf
reclutan proteinas de revestimiento que por su especificidad por las distintas
proteinas cargo permitirdn un correcto transporte vesicular. En el Golgi, Arfl
activa la enzima fosfatidil inositol 4-quinasa necesaria para el funcionamiento del
aparato de Golgi. Por ultimo, las proteinas Arf también reclutan proteinas
modificadoras de lipidos que alteran la composicién lipidica de las membranas.
(Donaldson and Jackson 2011)

l.1.5 Familia Rab

Existen hasta el momento mas 60 GTPasas caracterizadas pertenecientes
a esta familia. Todas ellas se encuentran involucradas en la regulacion de los
distintos pasos del trafico de membranas, desde la formacién de vesiculas en el
compartimento dador, hasta la fusion de éstas con la membrana en el

compartimento aceptor. Ademas de su asociacién a membranas, las proteinas



Rab interactian directamente o a través de proteinas adaptadoras con motores
moleculares de dineina y kinesina. De este modo, a través de los complejos
motores, las proteinas Rab pueden controlar la direccion del movimiento a lo

largo del citoesqueleto de microtubulos. (Hutagalung and Novick 2011)

l.1.6 Familia Ras

Las proteinas Ras fueron las primeras pequefias GTPasas en ser
descubiertas. Existen cuatro isoformas distintas: H-Ras, N-Ras, K-Ras4A y K-Ras
4B, dandose estas dos ultimas por splicing alternativo a partir del mismo gen.
Estas proteinas estan involucradas en procesos clave para la célula como son la
proliferacion, la diferenciacién y apoptosis entre muchas. La importancia de las
proteinas Ras en la fisiologia celular es tal, que en aproximadamente el 30% de
canceres humanos aparece una mutacién activadora de alguna de las isoformas.
Las diferencias funcionales entre las distintas proteinas de la familia dependen en
gran medida de su distribucién dentro de la célula. Esta diferencia en la
localizacion se explica por las distintas modificaciones post-traduccionales que

sufren las isoformas. (Arozarena, Calvo et al. 2011)

l.1.7 Familia Ran

Una de las funciones principales de la proteina Ran es la de regular el

transporte nucleo-citopldsmico de macromoléculas durante la interfase.

La GTPasa Ran se encuentra en continuo movimiento entre el citoplasma y
el nucleo. La localizacién subcelular en la que aparece depende del nucleétido de
guanina unido, asi Ran-GTP se acumula en el nucleo y Ran-GDP en el citoplasma.
Esto se debe a la compartimentalizacién de las proteinas reguladoras,
presentandose las proteinas Ran-GAP en el citoplasma y las proteinas GEF como

RCC1 en el nucleo.

Las importinas se unen a su cargo a bajas concentraciones de Ran-GTP
(condicién dada en el citoplasma) y atraviesan de este modo el complejo del poro
nuclear. Una vez en el nucleo se une a la importina el Ran-GTP liberando el

cargo.



Las exportinas, por el contrario se unen a su cargo a altas concentraciones
de Ran-GTP (condiciéon dada en el nucleo). El complejo RanGTP-exportina-cargo
atraviesa el poro hacia el citoplasma, donde la proteina RanGAP1 hidrolizara el
nucledtido de guanina generando asi RanGDP, lo que rompe el complejo y libera
el cargo. El RanGDP es devuelto al nucleo por el factor de tranporte nuclear
NTF2, donde la proteina GEF RCC1 facilitara el intercambio de nucleétido vy
producira RanGTP de nuevo disponible para un siguiente ciclo. (Figura I1.4)
(Guttler and Gorlich 2011) (Clarke and Zhang 2001)

Pi
Ran-GDP4—>———— Ran-GTP

RanGAP1

proteina-NLS proteina-NES
Importina a/f
A .
-\ / exportlna
Citoplasma
: I—
Nucleo
Importin a/B «/Y
proteina-NLS proteina-NES

GTP GDP J K

Ran-GDP A—L)Ran—GTP exportina

RCC1

Figura 1.4. Transporte nucleo-citoplasma mediado por Ran. En el citoplasma las proteinas con secuencia de
localizacion nuclear atraviesan el poro nuclear junto a las importinas y Ran-GDP. Una vez en el nucleo el Ran-
GTP causard la disociacion y liberara el cargo. Las exportinas por el contrario se unen al Ran-GTP y a las
proteinas con secuencia de exportacion nuclear y de este modo cruzan el poro.

Durante la mitosis la GTPasa Ran también tiene un papel importante como
reguladora del huso mitético, siendo indispensable para la organizacién y funcién
dindmica de los microtubulos. En células que expresan los mutantes de Ran Q69L
(mutante constitutivamente activo) o T24N (mutante dominante inhibitorio) se
producen varios fallos como por ejemplo un alineamiento defectuoso de los
cromosomas o husos mitéticos multipolares en lugar de los bipolares. (Clarke
and Zhang 2008)
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.2 Familia de GTPasas Rho

l.2.1 Clasificacion de las GTPasas Rho

Se han descrito hasta la fecha 22 genes en mamiferos que codifican para
GTPasas Rho. Estas pueden ser agrupadas en ocho subclases diferentes: Cdc42,
Rac, RhoBTB, RhoH, Rho, Rnd, RhoD, Miro. (Figura 1.5). Las subclases Rac, Rho,
Cdc42 y RhoD pertenecen a las RhoGTPasas clasicas, mientras que las otras se

incluyen entre las RhoGTPasas atipicas. (Aspenstrom, Fransson et al. 2004)

Subclases de Rho
TCL
TC10 Cdc42
Cdca2 Figura 1.5. Clasificacion de las

Wrch-1 GTPasas Rho. Representacién
I i Chp/Wrch-1 basada en el alineamiento de los

dominios de las RhoGTPasas

Rac2 utilizando el algoritmo Clustal W.
Racl Adaptado de Aspenstdm,
Rac3 Rac Fransson et al, 2004.
RhoG
— RhoBTB1 RhoBTB
L— RhoBTB2
RhoH | RhoH
RhoA B
| l RhoC Rho Rho GTPasas clasicas
RhoB
l nd3 _—
} e “ Rnd Rho GTPasas atipicas
Rnd2
’ RhoD |
Rif RhoD
Miro-1
Miro
Miro-2

Las GTPasas Rho atipicas no son reguladas por GEFs y GAPs como las
otras pequefias GTPasas, sino que son reguladas por expresion génica, por

degradacién proteosomal o por fosforilacién. (Aspenstrom, Ruusala et al. 2007)

Las denominadas clasicas ciclan entre un estado activo unido a GTP y uno
inactivo unido a GDP gracias a la ayuda de GAPs y GEFs, pero ademas en el caso
de esta familia de pequefias GTPasas existe un tercer grupo de proteinas que
participa en la regulacion de su activacién, las denominadas RhoGDI (Guanine

nucleotide Dissociation Inhibitors.)
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l.2.2 Regulacion de GTPasas Rho por RhoGDI

A pesar del amplio niumero de proteinas que componen la familia de

proteinas Rho, sdlo existen tres isoformas distintas de RhoGDI en mamiferos:

- RhoGDI1 (también denominada RhoGDIa). Es la mas abundante y mejor
caracterizada de la familia. Se expresa de forma ubicua e interacciona con
varios miembros de la familia de RhoGTPasas como RhoA, RhoC, Racl,
Rac2 y Cdc42. (Fukumoto, Kaibuchi et al. 1990)

- RhoGDI2 (también RhoGDIB, Ly-GDI o D4-GDI). Se dan niveles de
expresion altos en células hematopoyéticas, pero también se expresa en
otros tipos celulares y estd muy relacionada con el cancer de vejiga y de

colon entre otros. (Griner and Theodorescu 2012; Li, Wang et al. 2012)

- RhoGDI3 (también RhoGDIy). Es la menos expresada de las tres, parece
interaccionar principalmente con RhoB y RhoG. Contiene una extensién
amino terminal que la localiza a Golgi, donde desempefia un importante

papel en el transporte vesicular. (Brunet, Morin et al. 2002)

Las proteinas RhoGDI fueron inicialmente descritas como simples
inhibidores de las GTPasas Rho, sin embargo con el tiempo se les estan

asignando funciones mas complejas. (Figura 1.6)

© RhoGDI como regulador negativo de GTPasas Rho

Cuando se descubrieron estas proteinas se vio que cuando se unian a las
GTPasas Rho lo que hacian era inhibir la disociacion del nucleétido de guanina
unido a ésta. (Ueda, Kikuchi et al. 1990). El dominio N-terminal de las RhoGDI se
une a los dominios switch 1 y switch 11 de la pequefia GTPasa restringiendo asi la
flexibilidad espacial necesaria para que se produzca el intercambio de nucleétido.
Ademas también inhiben la actividad GTPasa intrinseca de las Rho. (Hart, Maru
et al. 1992).
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® RhoGDI como chaperonas

Una de las funciones principales de las proteinas RhoGDI es la de permitir
a la célula tener una reserva de proteinas Rho en el citoplasma, de modo que
pueda producirse una rapida respuesta a un estimulo dado. (Boulter, Garcia-Mata
et al. 2010) Como se ha comentado anteriormente, las pequefias GTPasas sufren
una prenilaciéon en la caja CAAX en su extremo carboxilo terminal para su
correcta localizacién subcelular y senalizacion. (Cox and Der 1992). Las proteinas
RhoGDI protegen este grupo altamente hidrofébico de la exposicién al agua
presente en el citosol evitando asi un plegamiento incorrecto de las proteinas
Rho. Hay estudios en los que se ha observado que en ausencia de la proteina
RhoGDI1 se produce una rapida degradacion proteosémica de las proteinas Rho

citosdlicas. (Boulter, Garcia-Mata et al. 2010)

© RhoGDI como «extractor” de RhoGTPasas de la membrana

Las proteinas RhoGDI catalizan la disociacidon de las proteinas Rho de las
membranas. (Leonard, Hart et al. 1992) Ha sido demostrado que, a pesar de que
en solucion RhoGDI tiene igual afinidad por Cdc42 activo e inactivo, en presencia
de membranas la afinidad por Cdc42 unido a GDP es mucho mayor. De este
modo, al extraer preferentemente las GTPasas inactivas, las proteinas RhoGDI

ayudan a aumentar la cantidad de GTPasas activas en las membranas.

© RhoGDI como transportador entre membranas

Como se ha comentado las proteinas RhoGDI extraen las GTPasas Rho de
las membranas (Hart, Maru et al. 1992) y de la misma forma, se plantea la
posibilidad de que las transporten del citosol a la membrana correspondiente en
respuesta a un estimulo dado. Sin embargo, existe una gran polémica en torno a
esta funcion y se encuentran trabajos que apuntan a que si existe un papel
elemental de las RhoGDI en este proceso, mientras que en otros casos se

demuestra lo contrario.

Existen publicaciones en las que los autores usan unos mutantes de Racl,
CDC42 (mutaciéon Arg66Glu) y RhoA (Arg68Glu) incapaces de unirse a las
proteinas RhoGDI a pesar de lo cual no muestran diferencias en sefializaciéon con

respecto a los wild type. (Gandhi, Gibson et al. 2004; Gibson, Gandhi et al.
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2004). Ademas células que no expresan RhoGDI responden de la misma forma
que células que si lo expresan cuando son transfectadas con los mutantes
constitutivamente activos de Racl, RhoA y Cdc42. Estos datos avalan que las
proteinas RhoGDI no son necesarias para transportar las pequefias Rho GTPasas

a membranas, desde las cuales ejercen su funcion.

Por el contrario, se ha visto que un mutante de Cdc42 (Phe28Leu) que
cicla rapidamente entre el estado GDP y GTP es capaz de inducir la
transformacién celular en NIH3T3. Cuando ademas se le inserta la mutacién
Arg66Glu evitando asi su uniéon a RhoGDI pierde esta capacidad transformante.
(Lin, Fuji et al. 2003) Este doble mutante se acumula en las membranas de la
region perinuclear en vez de llegar hasta la membrana plasmatica. También se ha
visto que Racl Arg66Glu no se transloca correctamente a la membrana
plasmatica tras estimulacion con el factor de crecimiento de hepatocitos HGF.
(Chianale, Rainero et al. 2010)

Una posible explicacion para estos, en apariencia contradictorios,
resultados seria la existencia de dos mecanismos distintos a través de los cuales
las RhoGTPasas llegan a las membranas. Uno de ellos requeriria la accidn de las
proteinas RhoGDI, mientras que el otro seria el trafico vesicular. (Garcia-Mata,
Boulter et al. 2011)

Figura 1.6. Funciones de la proteina RhoGDI. En esta figura se ve cdmo las proteinas RhoGDI extraen GTPasas de
la membrana. También protegen la prenilacion de las RhoGTPasas evitando un plegamiento erréneo y su
degradacion. Se observa que existe una competencia de las distintas GTPasas en su unién por RhoGDI.
Asimismo sirven para que la célula pueda almacenar GTPasas citoplasmaticas y poder responder rapidamente a
un estimulo.

EFECTORES

(&

Extraccién de GTPasas @
de la membrana
por RhoGDI
Y /
Ampmncndn por RhoGDI

& .
'‘Q ©

RhoGDI como chaperona

13

Pull de GTPasas citoplasmaticas



1.3 Funciones de las RhoGTPasas Rac1, RhoA Y Cdcda2

Dentro de la familia de las GTPasas Rho las proteinas mas estudiadas son
Racl, RhoA y Cdc42. A través de una compleja red bioquimica controlan un
abundante numero de procesos biolégicos muy importantes. De los multiples
efectores de estas proteinas caben destacar ROCK para RhoA y PAK para Racl y
Cdc42. A través de estos efectores regulan muchas de las funciones bioquimicas
en las que estan involucradas las GTPasas Rho. (Kumar, Gururaj et al. 2006;

Amano, Nakayama et al. 2010)

I.3.1 Funciones bioquimicas de las GTPasas Rho

Estas pequefias GTPasas llevan a cabo diferentes funciones bioquimicas:
- Regulacién de actividades enzimaticas
- Regulacion de expresidn génica
- Regulacion del citoesqueleto: filamentos de actina

- Regulacion del citoesqueleto: microtubulos

l.3.1.1 Requlacion de actividades enzimaticas

Ademas de las proteinas relacionadas con el citoesqueleto, estas GTPasas
regulan otras muchas actividades enzimaticas. Muchas de éstas son enzimas
involucradas en el metabolismo celular, como por ejemplo la glutaminasa
mitocondrial, cuya actividad se ve incrementada en respuesta a la activaciéon de
las Rho GTPasas. (Wilson, Erickson et al. 2013) Otro ejemplo es el de la proteina
PI3K p110B, a diferencia de las proteinas Ras, que regulan la isoforma p110a.
(Fritsch, de Krijger et al. 2013)

Una de las primeras dianas de Racl en ser identificadas fue la proteina
p67phox, componente esencial del complejo de la oxidasa NADPH presente en
fagocitos. Desde entonces se ha visto que Racl promueve la produccion de ROS
en muchos tipos celulares, proponiendo como mediador de esta actividad a las
oxidasas pertenecientes a las familia Nox. (Diekmann, Abo et al. 1994; Takeya

and Sumimoto 2003)
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l.3.1.2 Regulacion de la expresion génica

Las pequefias Rho GTPasas son capaces de regular varias cascadas de
senalizacion que conllevan finalmente una alteracién en la expresion génica.
Tanto Racl como CDC42 y RhoA son capaces de activar rutas de las MAPK.
(Arozarena, Aaronson et al. 2000;
Mulloy, Cancelas et al. 2010).
También son capaces de activar
Stat3, factor de transcripciéon que

regula multiples genes como myec,

Akt, cyclinD. (Raptis, Arulanandam et

al. 2011) o el factor de transcripcion

NFkB, aumentando asi la migracion,

proliferacion o supervivencia celular.
) (Figura 1.7) (Karin 2006; Gastonguay,
Berg et al. 2012)

Figura I.7. Las RhoGTPasas regulan la expresion génica.
A través de multiples factores de transcripcion las Rho-
GTPasas son capaces de regular la expresion génica de
varios genes relacionados con proliferacién, migracion Otro de los mL'lltipIes
o proteinas del citoesqueleto. L,

factores de transcripcion que regulan

es el factor SRF (Serum Response
Factor). Este factor de transcripcién esta codificado por un Unico gen expresado
abundantemente en muchos tipos celulares y regula la transcripcidon de varios
genes, principalmente implicados en regulacién del citoesqueleto. (Posern and
Treisman 2006; Busche, Descot et al. 2008; Stritt, Stern et al. 2009) Actua sobre
la regién SRE presente en muchos promotores y requiere la presencia de un co-
activador, la proteina MAL (también denominada MRTF-A, MKL1 y BSAC).
(Miralles, Posern et al. 2003) Esta proteina se encuentra en el citoplasma unida a
moléculas de G-actina. Cuando, tras la activacion de las RhoGTPasas se produce
la polimerizacion de F-actina, MAL se libera de la G-actina y entra al nucleo,
donde se une a SRF para regular la transcripcién. Existe también una regulacion
de MAL en el ndcleo dependiente de la G-actina nuclear, regulada por las
forminas nucleares, que inducen la polimerizacién de actina con la consecuente

activacion de SRF. (Olson and Nordheim 2010; Baarlink, Wang et al. 2013)
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l.3.1.3 Regulacion del citoesqueleto: fillamentos de actina

Los filamentos de actina se encuentran en todas las células eucariotas y
son imprescindibles para la mayoria de sus movimientos, especialmente los de la
superficie celular. Los filamentos crecen mediante adicion de mondmeros de
actina (G-actina) a cada uno de los extremos de F-actina, pero la velocidad de

crecimiento es mas rapida en el extremo mas que en el extremo menos.

Las tres RhoGTPasas controlan el citoesqueleto de actina, aunque a través
de mecanismos diferentes con consecuencias distintas. (Ridley, Schwartz et al.
2003) Lo hacen a través de la polimerizacidon/despolimerizacién de actina por una

parte y por la otra controlando la organizacién de los filamentos de actina.

Son varias las proteinas a través de las cuales regulan el citoesqueleto de

actina, como las forminas, el factor ARP2/3 o la cofilina. (Figura I1.8)

o FORMINAS

Las forminas producen filamentos de actina sin ramificar que se
encuentran principalmente en filopodios y en el anillo contractil durante la
citocinesis. Fueron descubiertas inicialmente como dianas de Rholp en lavaduras
(Kohno, Tanaka et al. 1996). Dentro de las forminas de vertebrados las mejor
caracterizadas son las proteinas de mamiferos Dial, 2 y 3 (también conocidas
como Diap o Diaph). Estas forman una de las siete subfamilias de forminas.
(Chesarone, DuPage et al. 2010) La caracteristica comun que define estas
proteinas es la presencia de un dominio FH2 (formin homology 2) y un dominio
FH1 de unidn a profilina adyacente al FH2. Estos dos dominios son los que
cooperan para iniciar el ensamblaje de filamentos de actina. La mayor parte de
las forminas contienen ademas en el extremo carboxilo-terminal un dominio de
autorregulacién inhibitoria (DAD) y en el extremo amino-terminal un dominio de
union a pequenas GTPasas (GBD). En este extremo se encuentra otro dominio
inhibitorio (DID). Los dominios DAD y DID interaccionan entre si y de este modo
mantienen a las forminas en estado inactivo en el citosol. (Nezami, Poy et al.
2010; Maiti, Michelot et al. 2012)
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Cuando las pequefias GTPasas se activan en respuesta a una sefial como
pueden ser factores de crecimiento o algun quimioatrayente, se unen
directamente al dominio GBD de las forminas rompiendo la unién entre DAD y
DID y exponiendo asi los dominios FH2. (Otomo, Otomo et al. 2005; Rose,
Weyand et al. 2005). Estos dominios FH2 estabilizan los dimeros de G-actina
(Pring, Evangelista et al. 2003) dando comienzo a la nucleacién, primer paso en
la formacion de F-actina. Las forminas permanecen entonces unidas al extremo
creciente del filamento de actina a través de los dominios FH2 y asi lo protegen
de las proteinas de capping. (Estas proteinas se unen a la F-actina en su extremo
mas e impiden su elongacion). (Moseley, Sagot et al. 2004; Schirenbeck,
Bretschneider et al. 2005). Por otra parte el dominio FH1 es capaz de unirse al
complejo profilina/actina y traspasar monémeros de ATP-G-actina al dominio FH2

para que los incorpore al extremo creciente de F-actina. (Faix and Grosse 2006)

Ademas de su activacién por pequefias GTPasas, se ha visto que las
forminas también pueden iniciar la nucleacion de actina en respuesta a tension

mecanica. (Higashida, Kiuchi et al. 2013)

Estudios recientes también han visto que las forminas no sélo inducen la
polimerizacion de actina en el citoplasma, sino que ademas la polimerizacidon de
actina en el nucleo en respuesta a suero también depende de la activacién de las

forminas, en concreto de mDial. (Baarlink, Wang et al. 2013)

e FACTOR ARP2/3

La polimerizacién de actina se inicia con el ensamblaje de tres mondmeros
de actina. El complejo ARP2/3 consta de dos moléculas emparentadas con la
actina, de modo que al unirse a una molécula de actina inicia la nucleacién. A
través de este complejo se generan ramificaciones de actina a partir de una
cadena ya existente. (Kurisu and Takenawa 2009) Tanto Cdc42 como Racl son
capaces de activarlo, no directamente, sino uniéndose a proteinas pertenecientes

a la familia de WASP y WAVE respectivamente.

Cdc42 se une a la regidon CRIB (CDC42/Rac-interactive binding region) que
se encuentra en el extremo N-terminal de las proteinas WASP. (Takenawa and

Suetsugu 2007) La sobre-expresién de Cdc42 en células en cultivo dio como
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resultado un aumento en los filamentos de actina en las localizaciones de WASP y
N-WASP. Un experimento contrario, la sobre-expresién de un dominante negativo
de Cdc42 redujo el numero de filamentos originados desde WASP y N-WASP. Asi
es como se determind que las proteinas WASP actuan por debajo de Cdc42 en la

cascada de sefializacién. (Symons, Derry et al. 1996; Miki, Sasaki et al. 1998)

En el caso de Racl la activacion de ARP2/3 se da a través de las proteinas
de la familia WAVE. Sin embargo, a diferencia de Cdc42 que se une a WASP, Racl
no se une directamente a las proteinas WAVE. Estas proteinas se encuentran
formando un complejo de cinco proteinas distintas entre las cuales se encuentra
la proteina de uniéon a Racl PIR121. Es pues a través de esta ultima que Racl
acaba activando la proteina WAVE que a su vez acaba activando el complejo
ARP2/3. (Ismail, Padrick et al. 2009)

e COFILINA

La cofilina produce cortes en los filamentos de actina, (Ghosh, Song et al.
2004; Galkin, Orlova et al. 2011; Bravo-Cordero, Magalhaes et al. 2013) a través
de los cuales regula tanto la polimerizacién como la despolimerizacion. Al
seccionar los filamentos produce mas extremos barbados que sirven como puntos
de elongacién. Sin embargo, hay estudios que han demostrado que la
polimerizacién se produce a una concentraciéon adecuada entre la cantidad de
cofilina activa y la cantidad de ATP-G-actina que haya. (Kiuchi, Ohashi et al.
2007; Normoyle and Brieher 2012) Es por eso que de no darse la concentracién
para que se produzca la polimerizacion, al cortar los filamentos lo que hard sera
despolimerizar. Varios estudios han demostrado que la cofilina juega un papel
muy importante durante la migracién de las células gracias a esta capacidad de
controlar la longitud de los filamentos de actina. Esta activa en las protrusiones
de las células y de hecho la inhibicién de esta proteina tiene como consecuencia
fallo en las protrusiones, en la polaridad celular y en la quimiotaxis. (DesMarais,
Ghosh et al. 2005; Mouneimne, DesMarais et al. 2006; Tania, Prosk et al. 2011)

La actividad de la cofilina estad regulada por varios mecanismos: unién de
PIP,, interaccion con otras proteinas, cambios en el pH o fosforilacion. Cuando es
fosforilada, la proteina se inactiva. Esta fosforilacion es llevada a cabo

principalmente por las LIM quinasas (LIMK) (Arber, Barbayannis et al. 1998) que
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a su vez son activadas por PAK y por ROCK. (Edwards, Sanders et al. 1999;
Maekawa, Ishizaki et al. 1999)

XD IR

I SEe 6 e s

e o
h ! i

AN e ec et e v
OO ’

Control ge la longitud de F-actina Ramificacion ge F-actina Polimerizacidn de
{controla tant imerizacién como F-actina sin ramificar

despolhimerizacion)

Figura 1.8. Regulacion por las GTPasas Rho del citoesqueleto de actina. Rutas a través de las cuales se regula el
citoesqueleto de actina por parte de las GTPasas Rho.

l.3.1.4 Regulacion del citoesqueleto: microtubulos

Los microtubulos tienen un papel organizador crucial en todas las células
eucariotas. Crecen a partir del centrosoma hacia la periferia celular, generando
un sistema de guias a lo largo de las cuales pueden desplazarse vesiculas,
organulos y otros componentes celulares. Una vez producida la nucleacién en el
centrosoma, se produce la elongacion en el extremo mas al afnadirse nuevos
dimeros de « tubulina/B tubulina. Sin embargo, de no unirse este extremo a otra
proteina o a otra estructura celular, rapidamente se invierte la situaciéon vy
empezara a despolimerizarse. Este fendmeno es conocido como inestabilidad

dinamica.

Al igual que sucede con el citoesqueleto de actina, las pequefias Rho
GTPasas regulan tanto la polimerizacion como la despolimerizacién de los
microtubulos. Y esta regulacién la pueden llevar a cabo bien regulando proteinas
que a su vez regulan la dindmica de los microtubulos, o bien regulando proteinas

que se uniran al extremo mas.
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© OP18/STATHMIN

Esta proteina es capaz de desestabilizar los microtubulos de dos formas
distintas. Por una parte secuestra dimeros de « tubulina/B tubulina disminuyendo
asi la concentracién de dimeros disponibles para la polimerizacion e inhibiéndola
de este modo. Por otro lado juega un papel activo provocando lo que se
denomina catdstrofe de los microtubulos en el extremo mds, es decir, induce la
despolimerizaciéon. (Cassimeris 2002) Op18/stathmin puede ser fosforilada en
cuatro residuos diferentes. Cualquiera de estas fosforilaciones inactiva la
proteina, lo cual disminuye la frecuencia de catastrofes con lo que se produce un
crecimiento de los microtubulos. (Andersen 2000) Es aqui donde entran en juego
las GTPasas Racl y Cdc42, ya que en respuesta a distintos estimulos
extracelulares activan PAK que a su vez fosforila el residuo Serl6 de Opl8/
stathmin y la inactiva. (Fig. 1.9) (Daub, Gevaert et al. 2001; Wittmann, Bokoch
et al. 2004)

@ EB1

Es una proteina que estabiliza los microtubulos al unirse a su extremo
mas. Fue inicialmente descrita como proteina de uniéon a APC (adenomatous
polyposis coli), un factor de supresién tumoral. (Su, Burrell et al. 1995) Se han
descrito dos cascadas de sefializacion diferentes que regulan la uniéon de APC/EB1

a microtubulos.

En primer lugar, en astrocitos en migracién, CDC42 se activa por unién a
sustrato mediada por integrina. CDC42 fosforila y activa Par6 que a su vez activa
PKCC que fosforila GSK-3B. Al fosforilarse esta ultima, se produce su inactivacion,
que permitird asi la union de APC/EB1 a los microtubulos. (Fig. 1.9) (Mimori-
Kiyosue, Shiina et al. 2000; Etienne-Manneville and Hall 2003)

Por otro lado, en fibroblastos se ha encontrado que las forminas también
juegan un papel importante en la polimerizacion de microtubulos, funcién
independiente de su efecto sobre la nucleacion de actina. Lo hace a través de su
union a APC/EB1 en una cascada iniciada por RhoA. (Wen, Eng et al. 2004;
Chesarone, DuPage et al. 2010) Dado que las forminas estdn muy implicadas en

la regulacién de la polimerizacion de actina, se cree pueden coordinar la
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colaboracion entre el citoesqueleto de actina y los microtubulos. (Ishizaki,
Morishima et al. 2001; Akhshi, Wernike et al. 2013)

Se ha descrito la proteina EB1 también como un posible mediador entre el
citoesqueleto de microtibulos y el de actina. En células de melanoma, por
ejemplo, se ha visto que la ausencia de EB1 disminuye la cantidad de
lamelipodios y produce una distribucion alterada de filopodios, lo que contribuye

a una menor migracién. (Schober, Cain et al. 2009; Schober, Kwon et al. 2012)

® CLIP-170

A través de la union de los microtubulos a proteinas de la corteza celular,
éstos ayudan a definir la forma y la polaridad de la célula. La proteina CLIP-170
actla como intermediaria entre los microtubulos y el citoesqueleto de actina
presente en la corteza. Se une al extremo mds por una parte y por la otra es
capaz de interaccionar con IQGAP1, proteina de unidén a actina y efector de Racl
y CDC42. (Figura 1.9) (Fukata, Watanabe et al. 2002) También existe una
interaccion entre IQGAP1 y APC, ambas localizadas en el extremo director de la
célula. Este complejo es necesario para mantener a CLIP-170 también en este
extremo director de la célula. De este modo, Racl y CDC42 parecen marcar
zonas concretas dentro de la corteza celular para reclutar extremos mds de los
microtubulos. (White, Erdemir et al. 2012)
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Figura 1.9. Regulacion del citoesqueleto de microtubulos. Ilustracion esquematica de las rutas a través de las
cuales las Rho GTPasas regulan el citoesqueleto de microtibulos
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I.3.2 Funciones bioldgicas de las GTPasas Rho

Entre las funciones bioldgicas que regulan las pequefias Rho GTPasas
estan:
- Regulacion del ciclo celular
- Regulacion de uniones adherentes
- Regulacion de la polaridad celular

- Regulacion de la migracién celular

l.3.2.1 Regulacion del ciclo celular

El ciclo celular en eucariotas esta dividido en cuatro fases diferentes. La
fase M que comprende la mitosis y la citocinesis, la fase S, durante la cual la
célula replica su DNA nuclear, la fase Gi, que comprende el intervalo de tiempo
entre la conclusion de la fase M y el comienzo de la S y la fase Gy, intervalo de
tiempo entre el final de la fase S y el inicio de la M. El papel de las pequefias
RhoGTPasas durante el ciclo celular depende de la fase en la que se encuentre la

célula

@ FASE G,

La progresion a lo largo de esta fase estd regulada por las quinasas
dependientes de ciclinas Cdk4/Cdk6 y Cdk2, que se activan tras la unién a ciclina
D y ciclina E respectivamente. A su vez estas Cdks son inhibidas por miembros
de la familia de proteinas INK4A y Cip/Kip. Aunque de manera distinta
dependiendo del tipo celular, se ha visto que las pequefias Rho GTPasas regulan
positivamente la expresion de la ciclina D1 y la degradacion de las proteinas
inhibidoras de Cdk2 p21¢rl y p27%Pl, De este modo favorecen el paso a la
siguiente fase del ciclo celular. (Coleman, Marshall et al. 2004; Welsh 2004;

Coleman, Densham et al. 2006)

Durante esta fase también tiene lugar la duplicacién del centrosoma,
necesaria para la correcta formacion del huso mitético y posterior segregacion de
los cromosomas. Este proceso es regulado por ROCK II, efector de RhoA (Kanai,
Crowe et al. 2010)
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e MITOSIS

El alineamiento de los cromosomas durante la profase y metafase es
llevado a cabo principalmente por microtubulos que parten de los dos
centrosomas. Asi, durante la mitosis temprana un papel fundamental que juegan
las pequefias RhoGTPasas es el de favorecer el correcto alineamiento de los
cromosomas durante la formacién del huso mitético. Para un alineamiento
adecuado se ha visto que se necesita una correcta separacién de los
centrosomas. En este punto se ha identificado a Racl activado por el GEF Tiam1
como regulador, actuando como antagonista de la kinesina 5 (Eg5) y equilibrando
asi las fuerzas durante la formacidon del huso mitético (Woodcock, Rushton et al.
2010) Para el posicionamiento de los centrosomas también es necesaria la

activacion de ROCK por parte de RhoA.(Chevrier, Piel et al. 2002)

Ademas en el cinetocoro se encuentran multiples efectores de pequenas
RhoGTPasas que favorecen la unidn de los microtibulos a los cromosomas. Un

ejemplo es mDia3, efector de Cdc42. Se ha visto que en el caso de que no haya

ni mDia3 ni Cdc42 se produce un arresto mitético en el que muchos cromosomas

no estan bien unidos a los microtubulos. (Yasuda, Oceguera-Yanez et al. 2004)

o CITOCINESIS

Durante la citocinesis las pequefias RhoGTPasas juegan un papel muy
distinto. (Figura 1.10)

RhoA es un regulador positivo durante este proceso de separacion del
citoplasma en dos. La localizacion espacio-temporal de RhoA activo sugiere que
determina el plano de divisidon, ya que se acumula a lo largo de éste justo antes
de comenzar la separacion. Esta presencia de RhoA activo en el plano de divisién
viene determinada por los microtubulos, ya que asociados a éstos se encuentran
GEFs y GAPs. (Bement, Benink et al. 2005; Murthy and Wadsworth 2008) Un
ejemplo de GEF que activa RhoA en el huso central es Ect2, sin el cual se ha
comprobado que no se da la citocinesis. (Morita, Hirono et al. 2005) Un ejemplo
de GAP es el de p190RhoGAP y se ha visto que su degradacidn es necesaria para

que se produzca una correcta citocinesis. (Manchinelly, Miller et al. 2010) Una
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vez activado, RhoA actlia sobre diversos efectores. Actlia sobre mDia para iniciar
la formacién de filamentos de actina del anillo contractil (Watanabe, Okawa et al.
2010), y sobre ROCK vy la Citron quinasa para iniciar la actividad motora de
miosina-II. (Goto, Kosako et al. 2000; Bassi, Verbrugghe et al. 2011) La miosina-
II activa se une a la actina polimerizada por mDia y estimula la constriccién del
anillo. ROCK también activa LIMK que a su vez fosforila e inhibe la cofilina para

evitar la despolimerizacién de actina. (Amano, Kaji et al. 2002)

A diferencia de RhoA, Racl es un regulador negativo de la constriccién del
anillo contractil durante la citocinesis. De hecho, la sobreexpresién de Racl
constitutivamente activo induce la multinucleacién en muchas lineas celulares
como Hela, RatlA, NIH3T3. (Yoshizaki, Ohba et al. 2004) Al igual que ocurre con
RhoA, la actividad de Racl se regula desde el huso central, en este caso por el
GAP MgcRacGAP. Asi en células HeLa que expresan una version inactiva de
MgcRacGAP y por tanto no realizan bien la citocinesis, la inhibicién de Racl
consigue contrarrestar el fallo. (Bastos, Penate et al. 2012) Asi pues la
inactivacion de Racl es necesaria para una correcta citocinesis en determinados
tipos celulares. Una razdén para esta inactivacion puede ser la de mantener los
niveles de Pak activo bajos, ya que se ha visto que la expresién de Pakl en Hela
conlleva una inhibicion por fosforilacion de MLCK, lo que impide la constriccidon
del anillo mediada por miosina-II. (Yoshizaki, Ohba et al. 2004) Otra posible
razén es la de inhibir la adhesién celular al plano de division. En Hela la
expresion de Racl constitutivamente activo o de MgcRacGAP deficiente resultaba
en una mayor adhesién celular dificultando la constriccion. (Bastos, Penate et al.
2012; Davies and Canman 2012)

En el caso de Cdc42 lo que se ha observado es que es necesaria su
actividad para la citocinesis asimétrica y producir cuerpos polares pequefios
durante la meiosis. (Liu 2012; Maddox, Azoury et al. 2012) Ademas se ha visto
que la sobre-expresion de Cdc42 constitutivamente activo impide la division

dando lugar a células gigantes multinucleadas. (Dutartre, Davoust et al. 1996)
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(Actina sin ramificar) (Miosina II)

Citocinesis

Figura 1.10. Papel de las RhoGTPasas en la citocinesis. Esquema representando el papel mas destacado de las
RhoGTPasas en la citocinesis. Aunque dependiendo del tipo celular, en general, parece que Rac evita la
citocinesis, mientras que Rho la induce.

l.3.2.2 Regulacion de uniones adherentes

Las uniones adherentes entre células estan formadas por interacciones
homofilicas entre cadherinas por su parte extracelular. En su dominio
citoplasmatico, las cadherinas establecen uniones con el citoesqueleto de actina a
través de la B-catenina, que se une a a-catenina y ésta a actina. (Menke and
Giehl 2012)

La interaccion homofilica entre E-cadherinas es el primer paso para
establecer una unién adherente y ésta puede ser facilitada por la formacién de
lamelipodios inducida por Racl. A través de estos lamelipodios entran en

contacto células adyacentes y surgira la unién. (Ehrlich, Hansen et al. 2002)

Una vez establecida la interaccion homofilica se produce un incremento de
Racl activo en las uniones que rapidamente vuelve a decaer. (Nakagawa, Fukata
et al. 2001; Kitt and Nelson 2011) Este incremento indica que hay GEFs para
Racl que responden a la adhesion de cadherina. Se han identificado varios, por
ejemplo Trio, Tiam1l y Vav2 (Malliri, van Es et al. 2004; Fukuyama, Ogita et al.
2006; Charrasse, Comunale et al. 2007) La actividad de Racl en las adhesiones

conlleva una reorganizacion del citoesqueleto de actina cuya principal funcién es
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la estabilizacion de las uniones. La caida en la actividad la lleva a cabo el GAP
MgcRacGAP. (Ratheesh, Gomez et al. 2012)

Al tiempo que se activa Racl, el GAP p190RhoGAP se encarga de inactivar
la GTPasa RhoA. (Noren, Arthur et al. 2003) Sin embargo, para su maduracion,
las uniones requieren un aumento en la actividad de actomiosina que permita
tener capacidad contractil para la expansién de los contactos. Es por ello que al
poco de establecerse la unidn, la actividad de Racl disminuye a la vez que se
produce un aumento en la de RhoA regulado por p114RhoGEF. (Terry, Zihni et al.
2011)

Sin embargo, el papel de las pequefias RhoGTPasas en las uniones
adherentes depende mucho del tipo celular y del contexto. Existen multiples
rutas reguladas por las pequefas RhoGTPasas que afectan a las uniones
adherentes, bien estabilizandolas o rompiéndolas. Esta respuesta varia mucho en
funcidén del tipo celular, de los niveles de activacidon o incluso del sustrato. Por
ejemplo, Rac activo promueve la formacidon de uniones adherentes en células
MDCKII mientras que en células de carcinoma pancreatico disminuye su numero.
(Malliri, van Es et al. 2004; Hage, Meinel et al. 2009)

l.3.2.3 Regulacion de la polaridad celular

La polaridad, la capacidad de una célula de definir un eje geométrico, es
importante para un gran numero de funciones bioldgicas, como la division
asimétrica, la migracion direccional o el establecimiento de la polaridad apico-

basolateral de las células epiteliales. (St Johnston and Ahringer 2010)

Existen tres complejos de proteinas involucrados en el establecimiento de
la polaridad celular en epitelios: PAR6/aPKC/PAR3 y Crumbs3/PALS1/PAT]
localizados en la zona apical junto a las uniones estancas y Dlg/Lgl/Scribble
situado en la zona basolateral. La union de Cdc42 y Racl a PAR6 promueve la
capacidad de éste de activar aPKC. (Iden and Collard 2008)

Las RhoGTPasas también estan involucradas en la pérdida de uniones

estancas durante la transicion epitelio mesénquima (EMT). El factor de
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crecimiento TGFB, un potente inductor de este proceso, promueve la fosforilacién
de PARG6 por el receptor de TGFB. Una vez fosforilado, PAR6 se asocia a SMURF1
y de este modo se induce la degradacién proteosomal de RhoA con la
consecuente pérdida de las uniones estancas. (Ozdamar, Bose et al. 2005) Las
células tumorales invasivas sufren un proceso similar al EMT y de hecho, la
desregulacién de la polaridad contribuye a la progresién del cancer. (Wodarz and
Nathke 2007)

Durante la migracion celular se establece una polaridad antero-posterior
importante para un movimiento dirigido. Ademas de la formacién de protrusiones
en el extremo director, se produce una reorientacion del MTOC de modo que el
crecimiento de los microtubulos sea hacia el frente, favoreciendo asi el transporte
vesicular hacia esa zona. (Woodham and Machesky 2014) Durante el
establecimiento de esta polaridad antero-posterior las pequefias RhoGTPasas

juegan un papel activo.

l.3.2.4 Regulacion de la migracion celular

La migracion celular en organismos multicelulares es crucial y juega un
papel importante no sélo durante la morfogénesis en el desarrollo sino también
en la respuesta inmune, en la cicatrizacion, en la renovacidon de los tejidos o
durante la metdastasis. Las células pueden migrar solas o en conjunto, lo que se
denomina migracion colectiva. En el caso de que migren solas, existen dos tipos

de movimiento que se da en funcidn del contexto, el mesenquimal y el ameboide.

® Migracion mesenquimal

Este tipo de migracién se caracteriza por la morfologia elongada de las
células, la polaridad antero-posterior muy bien establecida, la degradacién de la
matriz extracelular por protedlisis y por una velocidad relativamente lenta de

aproximadamente 0.1-1 pm/min. (Friedl and Wolf 2003) Consta de 5 pasos:

1. Extensidon de lamelipodio en el frente de migracion
2. Adhesién al sustrato mediante la formacidn de complejos de adhesién
focal

3. Secrecion de proteasas para degradar la matriz extracelular
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4. Translocacién celular por contraccion de complejos de actomiosina

5. Despegue del extremo posterior de la célula.

Los lamelipodios son protrusiones de la membrana principalmente
constituidos de filamentos de actina tanto ramificados como sin ramificar. La
RhoGTPasa encargada de su formacion es Racl. Tras la exposicidén de la célula a
ciertos estimulos como factores de crecimiento, citoquinas o componentes de la
matriz extracelular se produce un aumento de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PIP3), producto de la PI3K, en el extremo director que conduce a la activacion
de GEFs especificos para Racl. (Ridley, Schwartz et al. 2003) Ademas de esta
activacion via PI3K, Racl también se activa en el extremo director gracias a que
los microtubulos son capaces de transportar y/o activar RacGEFS en el frente de
la célula. Por ejemplo, un crecimiento neto de microtubulos hacia el extremo
director activa el GEF Asef. (Kawasaki, Senda et al. 2000)

Una vez activada la proteina Racl comienza la polimerizacién de actina a
través del factor de nucleacién Arp2/3. Ademas Racl también induce cambios en
el citoesqueleto al fosforilar la cadena ligera de miosina (MLC) a través de su

efector PAK. (Brzeska, Szczepanowska et al. 2004)

Una vez formada la protrusion, ésta se une a la matriz extracelular (ECM),
por lo que se producen interacciones entre las integrinas de la membrana con
ligandos de la matriz. (Ridley, Schwartz et al. 2003) Como consecuencia de estas
interacciones se reclutan alun mas integrinas a la zona de adhesiéon que seran
recicladas y transportadas a través de los microtibulos desde otras regiones
celulares. (Gu, Noss et al. 2011) La unién de ligandos al dominio extracelular de
las integrinas, produce un cambio conformacional en su dominio citoplasmatico
gue permite la interaccidon con la quinasa de adhesién focal (FAK), con a-actinina
y con talina. Todas estas proteinas son capaces de unirse a través de proteinas
adaptadoras a proteinas de unién a actina (como vinculina, paxilina o mas a-
actinina). (Friedl and Wolf 2003) De este modo se produce una conexidn entre el
punto de unién a ECM con el citoesqueleto de actina. Ademas de estas proteinas,
a través de las integrinas también se reclutan pequefias RhoGTPasas y PI3K que
regulan el complejo focal, que o bien madura a adhesion focal o se desintegra

rapidamente.
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Para la degradacién de la matriz se requiere la llegada a través de los
microtubulos de vesiculas que contengan metaloproteinasas, sobre todo la
metaloproteinasa de tipo membrana 1 (MT1-MMP). (Poincloux, Lizarraga et al.
2009; Frittoli, Palamidessi et al. 2011) Esta se encarga de la fragmentacién del
colageno y de otras moléculas de la matriz, de modo que sean accesibles
posteriormente para su degradacion por gelatinasas (MMP2 y MMP9) o serin-
proteasas. (Friedl and Wolf 2003) Racl juega un papel importante durante esta
fase de secrecidén de proteasas, ya que su activacion induce la expresion de MMPs

en varios tipos celulares. (Parri and Chiarugi 2010)

A continuacion tiene lugar la translocacién celular llevada a cabo gracias a
la fuerza contractil de la actomiosina. La contraccion, debida a la miosina II, esta
principalmente inducida por la GTPasa RhoA. A través de su efector ROCK, RhoA
controla la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) de dos maneras
distintas: inhibiendo fosfatasas que actlan sobre ella y activando la quinasa de
MLC (MLCK). (Amano, Nakayama et al. 2010) La fosforilacion de MLC activa la
miosina y de este modo aumenta la contractilidad y tension en las zonas de

adhesion.

Finalmente se despega el extremo posterior de la célula, para lo cual
tienen que desensamblarse las adhesiones formadas anteriormente. Juegan aqui
un papel muy importante los microtibulos, y de hecho se ha visto que el
tratamiento de las células con nocodazol impide su desintegracidon y provoca
grandes adhesiones focales. Cada interaccion entre los microtubulos y la
adhesion focal estd asociada a una pausa en el crecimiento de los microtubulos
seguida de una rapida despolimerizacién que provoca la disminucion en tamano
de la adhesién focal. El mecanismo exacto de coOmo tiene lugar este
desensamblaje no se conoce del todo, pero se cree que FAK, a través de su
efector paxilina puede estar involucrada en este paso. (Etienne-Manneville 2013)
Ademas del papel de los microtubulos, la proteasa calpaina, que puede degradar
numerosas proteinas presentes en las adhesiones focales, como por ejemplo
talina, es requerida en muchos tipos celulares para la ruptura de las adhesiones.
(Huttenlocher and Horwitz 2011)
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® Migracion ameboide

Este tipo de migracién se caracteriza por ciclos de expansion y contraccion
del cuerpo celular. Las células tumorales con migracion ameboide adoptan una
morfologia redondeada en sustratos 3D. Es a través de la cascada de senalizacién
de Rho/ROCK que se produce un aumento en la contractilidad de la célula que
finalmente permite que ésta sea capaz de colarse entre los huecos de la matriz
extracelular. Al contrario de lo que sucede en la migracién mesenquimal, en este
tipo de migracién no es necesaria la degradacién de la matriz por
metaloproteinasas. (Wyckoff, Pinner et al. 2006) Si bien es cierto que
recientemente se ha visto que las células con este tipo de movimiento si que
secretan metaloproteinasas para invadir a través de colageno 1. (Orgaz, Pandya
et al. 2014) Otra caracteristica de este tipo de migracion es que la célula apenas
se adhiere al sustrato, por lo que la velocidad de la célula es mayor llegando a
alcanzar incluso las 25uM/min, como en el caso de los linfocitos en colageno. La
protrusion tipica que aparece en este tipo de movimiento es una protrusién
similar a una burbuja que en inglés se denomina “bleb” generada por presion
desde el citoplasma. Su formacion consta de tres pasos: iniciacion, expansiéon y
retraccion. (Charras and Paluch 2008) Se inicia cuando al contraerse la actina de
la corteza celular no se rompe la adhesion entre la corteza y la membrana
plasmatica. Esta contraccion es causada por la activacion de miosina a cargo de
los efectores de RhoA: ROCK y MLCK. Para que la célula migre, esta burbuja
tiene que formarse en el extremo director. La presién generada por la contraccion
de actomiosina hace que entre citosol en la burbuja y de este modo la protrusion
se expande. Durante la retraccidon se regenera la corteza de actomiosina y la

burbuja se retrae. (Paluch and Raz 2013)

o Plasticidad entre migracién mesenquimal y ameboide

En la figura I.11 se muestra una comparacidén entre los movimientos
mesenquimal-elongado y ameboide-redondeado. Existen células con preferencia
hacia uno u otro tipo, sin embargo los mecanismos de invasidn mesenquimal y
ameboide son intercambiables, asi suprimiendo o potenciando las rutas de
sefalizacion que determinan el tipo de migracion se consigue un cambio de uno a
otro. Estos procesos se conocen como transicidon mesenquimal-ameboide (MAT),

0o ameboide-mesenquimal (AMT). Estas transiciones requieren cambios rapidos
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en la célula y se dan como respuesta a cambios especificos en el ambiente.
(Taddei, Giannoni et al. 2013)

Como se ha mencionado previamente, la migracion ameboide recae
principalmente sobre la contractilidad de actomiosina regulada por la ruta de
sefalizacion de Rho/ROCK. El silenciamiento de esta cascada fue el primer
mecanismo que se describi6 como inductor de la transicion ameboide-
mesenquimal en las células de melanoma A375m2. (Sahai and Marshall 2003) En
este mismo tipo celular, se vio que la unién de PDK1 a ROCK promovia la
contractilidad de actomiosina. La pérdida de PDK1 resulta en un fenotipo

elongado mesenquimal. (Pinner and Sahai 2008)

La cascada de Rho/ROCK no sélo es que induzca la migracién ameboide al
aumentar la contractilidad, sino que ademas impide la formacion de lamelipodios
mediada por Racl. Esto lo consigue al activar ARHGAP22, un GAP de Racl. Y de
hecho, el silenciamiento de este GAP induce el fenotipo mesenquimal en células
de melanoma. (Sanz-Moreno, Gadea et al. 2008) En este mismo estudio, Sanz-
Moreno et al consiguieron inducir un fenotipo ameboide en A375P al inactivar
Racl directamente o al inactivar su GEF DOCK3, o NEDD9, una proteina
adaptadora que forma parte del complejo que se forma con DOCK3. (Sanz-
Moreno, Gadea et al. 2008)

La inhibicidon de la contractilidad en el extremo director es necesaria para
una correcta formacion de las protrusiones durante la migracion mesenquimal. La
ausencia de RhoA en este extremo corre a cargo de la E3-ubiquitin ligasa
Smurfl, ya que promueve su degradacion proteolitica. Se ha visto que la
inhibicion de Smurfl en células de carcinoma de colon es suficiente para inducir

una transicién mesenquimal-ameboide. (Sahai, Garcia-Medina et al. 2007)

Existen muchos mas ejemplos de como se pueden inducir transiciones
entre los dos modos de migracién. (Sanz-Moreno and Marshall 2010) Lo
importante es que las células son capaces de intercambiarlos y adaptarse al
ambiente. Esto dificulta los tratamientos antitumorales, ya que no basta con

bloquear un Unico tipo de invasion.
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Introduccion

Elongado-Mesenquimal Redondeado-Ameboide

Velocidad Lenta < 1um Rapida, -10 pm
Polaridad Multiple, varios lamelipodios Bien establecida
Adhesién Fuertg; complejos de lad.he5|or.1 ala Débil
matriz extracelular via integrinas

Organizacion citoesqueleto de F-actina en el extremo director, L

? . 3 , Estructuras contractiles
actina fibras de estrés atravesando la célula
Contractilidad actina miosina Baja Alta
GTPasas RhoA bajo, Rac1 alto, Cdc42 RhoA alto, Racl bajo, Cdc42
Protrusiones celulares Filpodios y Lamelipodios Blebs

Figura 1.11. Movimiento mesenquimal frente a ameboide. Comparacién de los dos tipos de movimientos y sus
caracteristicas mds importantes

@ Migracion colectiva

La migracion colectiva es una migracion coordinada de un grupo de células
durante la cual las células se ven influenciadas por interacciones con sus vecinas.
Se ha observado este tipo de migracién entre otros procesos durante el
desarrollo o durante la invasién de células cancerigenas. La comunicacidon entre
las células se mantiene principalmente a través de las uniones adherentes. Se da
tanto en células epiteliales como en células mesenquimales, ya que en muchos
casos éstas siguen manteniendo cadherina en sus membranas. El conjunto de
células se comporta como una Unica célula, en la que las células que se
encuentran en el frente, las denominadas células lideres, son las que generan
adhesiones via integrinas y van abriendo paso al deshacer la matriz secretando
metaloproteasas. Estas células lideres intercambian con el resto de células
informacion, ya sea por interaccion directa, o de forma paracrina con la secrecién
de factores solubles. Quedan aun muchas preguntas por responder en relacion a
este tipo de migracion, como por ejemplo, qué sefiales inducen la formacién de
las células lideres. (Friedl and Gilmour 2009; Theveneau and Mayor 2013; Cai,
Chen et al. 2014; Etienne-Manneville 2014)
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|.3.3 RhoGTPasas en cancer

Teniendo en cuenta la cantidad de procesos importantes en los que
participan las pequefias RhoGTPasas, como la proliferacion, la migracién,
apoptosis o la supervivencia celular, no es de extrafiar que jueguen un papel
crucial en cancer. De hecho, la expresién y/o actividad de las proteinas
reguladoras de GTPasas, asi como de las GTPasas mismas o de sus efectores se

ha visto alterada en cancer.

Diversos trabajos han publicado que la expresién de RhoA y RhoC estd
frecuentemente aumentada en tumores mientras que la de RhoB se encuentra
disminuida. RhoA estd implicada en la proliferacion y supervivencia celular
estimulando la transformacion, y durante la progresion tumoral afecta a las
uniones epiteliales. En cambio RhoC parece tener un papel mas tardio, durante la
invasién y metdstasis, tal como se ha descrito en el cancer de mama o durante la

transicién epitelio-mesénquima en cancer de colon. (Parri and Chiarugi 2010)

Racl también aparece sobre-expresado en varios tipos de cancer. Ademas,
Racl es de las pocas RhoGTPasas que aparecen mutadas en algunos tumores. Se
encuentra una mutacion activadora de Racl (P29S) en mama y melanoma
(Krauthammer, Kong et al. 2012; Davis, Ha et al. 2013) Es la tercera mutacion
activadora mas frecuente en melanoma detras de BRaf y NRas. Esta mutacion
confiere un cambio conformacional que induce una mayor unidn a los efectores y
promueve mayor proliferaciéon y migracion en melanocitos. (Bertolotto 2013)
Ademas de la mutacion directa de Racl, existen varias mutaciones en melanoma
que afectan a GEFs especificos de Racl como por ejemplo Tiam1, P-Rex1,2 y
Ect2. (Lindsay, Lawn et al. 2011) De hecho, teniendo estos datos en cuenta, se
han hecho estudios que demuestran que la inhibiciéon de Racl mediante el uso de
farmacos impedia el crecimiento del tumor y su propagacién a otros 6rganos en

modelos de ratéon con NRas mutado. (Li, Ma et al. 2011; Li, Ma et al. 2012)

En el caso de Cdc42 también se ha encontrado una mutacién activadora
en melanomas, Cdc42G12V. (Hodis, Watson et al. 2012) Ademas CDC42 también
aparece sobre-expresada en varios tipos de cancer, como cancer de mama o de
testiculos. (Alan and Lundquist 2013)
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.4 Conexion nucleo-citoplasma

La envoltura nuclear comprende dos endomembranas concéntricas, la
membrana nuclear externa (MNE) y la interna (MNI), relacionadas con el
citoplasma y el nucleoplasma respectivamente. El nexo que une estas
membranas desde el nucleoesqueleto hasta el citoesqueleto estd formado por las
proteinas SUN y KASH y se denomina complejo LINC. (Starr and Fridolfsson
2010)

La conexién entre el nucleo y el citoplasma es critica para un correcto
posicionamiento del nulcleo dentro de la célula. Este posicionamiento es
fundamental para procesos como la migracion nuclear, la adhesién de los
centrosomas al nucleo o la transmisién de fuerza entre el ndcleo y el
citoesqueleto. (Starr, Hermann et al. 2001; Zhang, Lei et al. 2009; Lombardi,
Jaalouk et al. 2011) La importancia de esta conexidn se ve reflejada en el hecho
de que mutaciones en las proteinas que participan en esta unién contribuyen a
enfermedades como la distrofia muscular de Emery-Dreifuss, ataxia, progeria y
cancer. (Chen, Chi et al. 2012; Luxton and Starr 2014)

l.4.1 Complejo LINC: Proteinas SUN y KASH

Como se ha mencionado, son las proteinas SUN y KASH las que establecen

el puente entre el citoesqueleto y el nacleo.

® Proteinas SUN

Las proteinas SUN (de Sadl y UNC-84) se encuentran principalmente en la
MNI. (Figura I.12) Su conservado dominio carboxilo-terminal (el dominio SUN) se
encuentra localizado en el espacio perinuclear (el espacio entre la MNI y la MNE),
mientras que el variable dominio amino-terminal se encuentra en la regién
nucleoplasmica. En mamiferos existen 5 isoformas diferentes, SUN1-5, cuya
expresion depende del tipo celular. (Sosa, Kutay et al. 2013) En el nucleoplasma,
estas proteinas interaccionan con la lamina nuclear subyacente a la MNI. Esta
[dmina estd constituida por una red de filamentos intermedios denominados
laminas, incluyendo los tipos A, C (dos isoformas diferentes a partir de splicing
alternativo del mismo gen) B1 y B2. El dominio N-terminal de las proteinas SUN1

y SUN2 se une a la lamina A.(Haque, Lloyd et al. 2006) Ademas de unir la Iamina
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nuclear a la envoltura nuclear, las proteinas SUN también se anclan directamente
a la cromatina y regulan de esta manera la expresiéon génica. (Starr and
Fridolfsson 2010; Dahl and Kalinowski 2011)

e KASH

Las proteinas KASH (Klarsicht, ANC-1, Syne homology) se localizan en la
MNE. La hélice transmembrana junto con los 8-30 residuos que forman la cola de
la proteina localizada en el espacio perinuclear estan muy conservadas y forman
el denominado dominio KASH. (Sosa, Kutay et al. 2013) En humanos las
proteinas KASH, llamadas nesprinas, estan codificadas por 5 genes diferentes,
algunos de los cuales pueden dar lugar a multiples isoformas por splicing
alternativo. Las nesprinas-1 y 2 contienen un dominio N-terminal citoplasmatico
que se une a la actina del citoesqueleto, Nesprina-3 se une a filamentos
intermedios y Nesprina-4 se une a los microtubulos a través de la kinesina.
(Figura 1.12) Ademas, recientemente se ha visto que las nesprinas-1 y 2 son
capaces de unirse al extremo N-terminal de otras proteinas KASH. (Lu, Schneider
et al. 2012) También se sabe que las nesprinas-1 y -2 interaccionan con los
motores de microtubulos dineina y kinesina, pero no esta claro que esta conexion

sea directa. (Gundersen and Worman 2013)

® El complejo LINC

Este complejo lo componen las proteinas SUN y KASH. Su funcién principal
es la de mantener una union entre el citoesqueleto y el nucleoesqueleto, y dado
que la fuerza que se transmite entre estas dos estructuras es alta, la interaccion
entre SUN y KASH tiene que ser fuerte y estable. En la regién perinuclear las
proteinas SUN forman un homotrimero que sirve de plataforma para la unién de
tres péptidos de KASH. (Rothballer, Schwartz et al. 2013)

Las proteinas KASH, gracias a la unién que establecen con las proteinas
SUN son capaces de mover el nucleo. Esto lo consiguen mediante dos
mecanismos diferentes. Por una parte por la unidon de Nesprina-4 a proteinas
motoras como dineina o kinesina, que proporcionan la fuerza para que los
nucleos se muevan a lo largo de los microtubulos. (Fridolfsson and Starr 2010) El
segundo mecanismo mediante el cual consiguen mover el nucleo es a través de

la unidon de nesprina-1 y 2 a los filamentos de actina. (Luxton, Gomes et al.
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2010) En ratones dobles knockout para SUN1 y SUN2 y nesprinas-1 y -2 la
neurogénesis y la migracidon neuronal se ven alteradas precisamente por una fallo

en el movimiento nuclear. (Zhang, Lei et al. 2009)

La elasticidad del nucleo viene en parte determinada por las proteinas del
complejo LINC. (Hale, Shrestha et al. 2008) De hecho, la deplecion de alguno de
los dos componentes del complejo acarrea defectos en la estructura nuclear y
una consecuente disminucion de la rigidez tanto del nlcleo como del citoplasma.
(Lammerding, Schulze et al. 2004) Las moléculas del complejo LINC juegan un
papel importante en la migracion colectiva en 2D, si bien es cierto que se sabe
poco sobre su implicacion en 3D. (Wirtz, Konstantopoulos et al. 2011) Se han
encontrado mutaciones en cancer de mama en nesprinas y laminas A/C que
podrian afectar a la conexién nucleo-citoplasma y alterar la motilidad y la

capacidad invasiva de estas células. (Wood, Parsons et al. 2007)

El complejo LINC también sirve para la mecanotransduccion (la conversion
de un estimulo mecanico extracelular en sefiales bioquimicas) a través de la
envoltura nuclear. (Isermann and Lammerding 2013) Es decir, una estimulacion
mecanica de la célula produce cambios morfoldgicos en el nucleo que como
consecuencia produce cambios en la organizacion de la cromatina favoreciendo la
unién al DNA de determinadas enzimas y factores de transcripcién, modulando
asi la expresion génica. Ademas la sobre-expresion de un dominante negativo de
SUN tiene como consecuencia la acumulacion de NFkB en el nucleo. (Brosig,
Ferralli et al. 2010) Es decir, un complejo LINC intacto parece regular no sélo la
transcripcién a través de la reorganizacion de la cromatina, sino que ademas

regula la presencia de factores de transcripcién en el nucleo.

La estabilidad mecanica de las células y la capacidad de responder
adecuadamente a la tensién a la que se ven sometidas se ve deteriorada al
romper el complejo LINC y ello conlleva fallos en la motilidad de la célula y la
mecanotransduccidon. Esta desregulacién en la mecanotransduccién se esta
viendo que tiene consecuencias importantes que pueden promover la
tumorigénesis y metastasis. Dado que la conexidén nucleo-citoplasma es clave en
este tipo de sefalizacion se puede deducir que la envoltura nuclear en su
conjunto puede jugar un papel clave en el desarrollo del cancer. (Jaalouk and
Lammerding 2009; Wang, Tytell et al. 2009; Lombardi, Jaalouk et al. 2011)
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l.4.2 Las laminas

No forman parte directa del puente que une el nucleo con el citoesqueleto,
pero dado que SUN1 y 2 se unen a las laminas juegan un papel muy importante

en el proceso de conectar las sefiales citoplasmaticas con las nucleares.

Las laminas son filamentos intermedios de tipo V y componentes
fundamentales del nucleoesequeleto. En humanos hay tres genes que codifican
para laminas, el gen LMNA que por splicing alternativo genera las laminas A y C,
y los genes LMNB1 y LMNB2 que codifican para las laminas Bl y B2
respectivamente. (Gruenbaum, Margalit et al. 2005) La lamina B3 especifica de
testiculos se da por splicing alternativo de LMNB2. (Furukawa and Hotta 1993)
Cuando fueron descubiertas hace 35 afios se creyé que eran meras proteinas
estructurales, pero hoy en dia se sabe que ademas de eso son mucho mas. Son
capaces de regular la organizacion de la cromatina y otros aspectos del
metabolismo nuclear incluyendo la transcripcion y la replicacion, por ejemplo la
lamina B1 es esencial para la sintesis de RNA y actividad de la RNA polimerasa I
y II. (Tang, Maya-Mendoza et al. 2008) Ademas, las laminas estan en contacto
con proteinas de la envoltura nuclear, como SUN1 y SUN2 (Haque, Mazzeo et al.
2010) de modo que forman parte de la maquinaria que contacta el citoesqueleto
con el nucleo pudiendo influir sobre el comportamiento celular. Por lo general las
laminas A/C contribuyen mas a las funciones mecanicas del nucleo, asi, una
disminucion en su expresidon estd asociada con menor rigidez nuclear y por tanto
también citoplasmica. Es necesario un equilibrio, ya que menor rigidez nuclear
puede implicar mayor migracion en algunos casos (Harada, Swift et al. 2014),
pero si es demasiado baja puede limitar la supervivencia. De hecho existen
muchas enfermedades asociadas a mutaciones en el gen LMNA y una ausencia de
lamina A/C induce defectos en la mecanica celular en la polarizacion y en la
migracion. (Lee, Hale et al. 2007; Worman and Bonne 2007) La expresion de la
lamina A se ve alterada en varios tipos de cancer. De hecho, la pérdida de lamina
A es bastante habitual en ciertos tumores y se utiliza como biomarcador e
indicador de mala prognosis. (Prokocimer, Margalit et al. 2006; Foster, Przyborski
et al. 2010) No se explica bien la razén por la cual se produce esta pérdida en
ciertos tumores, sobre todo porque no es algo comun a todos los tipos de cancer,
mas bien todo lo contrario, en carcinoma colorrectal es la sobre-expresion de

lamina A la que correlaciona con un mayor potencial metastatico jugando un
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papel importante en el potencial tumorigénico de estas células. (Willis, Cox et al.
2008)

En el caso de las laminas B, bloquear su expresién en células Hela
conlleva una parada proliferativa y apoptosis. (Burke and Stewart 2013) De
acuerdo a estos experimentos, en fibroblastos humanos se asocia una
disminucién en la expresion de la proteina lamina B1 con mayor senescencia.
(Shimi, Butin-Israeli et al. 2011) Aunque la senescencia también esta ligada a la
lamina A. Dafios producidos en la lamina A causados por la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) también provocan senescencia. (Pekovic,
Gibbs-Seymour et al. 2011) Dado que muchas cascadas de sefalizacidon
convergen en las laminas, no es de extrafar que dafios en las laminas activen

sefiales que induzcan senescencia o muerte celular. (Simon and Wilson 2011)

En conclusién, existe una estrecha relacion entre el comportamiento

celular, las laminas y el citoesqueleto.

l.4.3 Emerina

La proteina emerina es una proteina localizada principalmente en la
membrana nuclear interna y se une directamente a la lamina subyacente (Figura
[.12). Ademas, también es capaz de unirse al dominio nucleoplasmico de las
proteinas SUN y a nesprinas (Mislow, Holaska et al. 2002; Haque, Mazzeo et al.
2010) Asi pues existe un contacto directo entre el complejo LINC y emerina,
pudiendo ésta de este modo contribuir a la transmisién mecanica entre
citoplasma y nucleo entre otras cosas. De hecho, se sabe que la emerina es
necesaria para la acumulacidon nuclear del factor de transcripcion MKL1. Este
factor de transcripcion es traslocado al nucleo en respuesta a una sefial
mecanica, donde finalmente activa la transcripcion de genes relacionados con
proteinas del citoesqueleto. En MEFS emerina -/- apenas hay MKL1 tras un

estimulo mecénico. (Ho, Jaalouk et al. 2013)

Mutaciones en el gen de la emerina conllevan enfermedades como la
distrofia muscular de Emery-Dreisfuss, causada también por mutaciones en la
lamina A. En MEFs sin emerina se ha observado que el porcentaje de células con

morfologia defectuosa de los nucleos es mas alto que en los que si que tienen
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emerina. (Lammerding, Hsiao et al. 2005) Estas células ademas son mas
propensas a entrar en apoptosis cuando se ven sometidas a una fuerza mecanica
continua, posiblemente debido a su imposibilidad de activar ciertos genes en
respuesta a estrés mecanico, como por ejemplo el gen IEX-1. La expresién de
este gen evitaria que las células entraran en apoptosis. Se produce una reduccion
en la elasticidad de la envoltura nuclear que probablemente también contribuya a

la fragilidad nuclear en pacientes con la enfermedad de Emery-Dreifuss.

En resumen, hay varios estudios que sugieren que la proteina emerina
contribuye a la arquitectura nuclear y es importante para mantener la integridad

estructural y la funcién de la envoltura nuclear. (Berk, Tifft et al. 2013)

Nucleo Citoplasma

Actina

Nesprin-1

Nesprin-2

——

Nesprin-3

Filamentos intermedios

Nesprin-4

Microtubulos

p =
mering

Lamina

MNI MNE

Figura 1.12. Esquema de la envoltura nuclear. Esquema que muestra los componentes principales involucrados
en la conexidon nucleoesqueleto-citoesqueleto. Las nesprinas en su dominio citoplasmatico se unen al
citoesqueleto, mientras que las proteinas SUN y emerina se unen a las laminas. En el espacio entre la membrana
nuclear externa e interna es donde entran en contacto los dominios SUN y KASH.
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l.4.4 Pleomorfismo nuclear y cancer

Las células cancerosas se caracterizan en muchas ocasiones por la
presencia de nucleos con morfologia aberrante, similares a aquellos nucleos
deficientes en laminas. (Dey 2009) De hecho, cambios en la expresion de las
laminas han sido correlacionados con un mayor potencial tumorigénico. (Chow,
Factor et al. 2012). Por ejemplo, una disminucidn en la expresion de las laminas
A/C se asocia a linfomas, leucemias, cancer de colon o cancer de mama entre
otros. (Belt, Fijneman et al. 2011; Capo-chichi, Cai et al. 2011) Uno de los
procesos mas importantes en el desarrollo del cancer es la metastasis, para la
cual la célula tiene que migrar escapando del tumor primario, intravasar al
torrente sanguineo, transportarse a otros lugares, salir del torrente sanguineo
(extravasar) y colonizar un érgano nuevo. Como se ha comentado previamente,
cambios en la expresidon de algunos elementos clave de la envoltura nuclear
aumentan la plasticidad de dicho organulo. Esto finalmente puede favorecer la
migracion celular al facilitar el paso a través de lugares mas estrechos. (Friedl,
Wolf et al. 2011)

Sin embargo, no sélo el cambio en la expresion de las laminas se asocia al
cancer. Asi por ejemplo, la nesprina-1 se asocia a cancer de ovario y cancer

colorrectal y la nesprina-2 a cancer de mama. (Luxton and Starr 2014)

El pleomorfismo nuclear también puede deberse a defectos en la
segregacion de cromosomas durante la mitosis, dando lugar, por ejemplo a
nucleos lobulados. (Chow, Factor et al. 2012) La alteracién en la expresion de los
componentes de la envoltura nuclear puede inducir estos fallos en mitosis que

contribuyen a la inestabilidad genémica presente en muchos tumores.

Por tanto, la expresién de las proteinas de la envoltura nuclear se ve
alterada en numerosos tipos de cancer y, de hecho, el pleomorfismo nuclear es
usado por los patdlogos en el diagndstico de esta enfermedad (de Las Heras,
Batrakou et al. 2013)

A pesar de todo, poco se sabe del mecanismo a través del cual se
producen estas alteraciones en la morfologia nuclear. Durante la introduccion de

esta tesis se ha descrito cOmo existe una estrecha relacion entre el
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nucleoesqueleto y el citoesqueleto a través del complejo LINC y como los
componentes de la envoltura nuclear contribuyen a la plasticidad del nucleo. Por
otro lado, se sabe que las pequefias RhoGTPasas son unas proteinas clave en la
regulacién del citoesqueleto, tanto de actina como de tubulina y que controlan
funciones bioldgicas importantes como la migracion y la divisién celular. Es por
ello que nos propusimos estudiar si las RhoGTPasas, a través del citoesqueleto y

el complejo LINC, tenian capacidad de regular la morfologia nuclear.
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En concreto los objetivos de esta tesis han sido:

1. Determinar si las pequefias RhoGTPasas influyen sobre la

morfologia nuclear.

2. Determinar el mecanismo a través del cuadl las pequeinias GTPasas

Rho regulan el cambio morfoldgico nuclear

3. Determinar la repercusion bioldgica de dicha alteracion.
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Materiales y Métodos

I11.1. Analisis y manipulacion del ADN

I1l.1.1 Purificacion de ADN plasmidico

La purificacién de ADN plasmidico se llevé a cabo a partir de cultivos
bacterianos derivados de cepas transformadas de Escherichia coli DH5a. Los
cultivos bacterianos se crecieron en un volumen total de 400 ml de medio de
cultivo Luria Broth (LB) durante 12 horas, a una temperatura de 37 ©°C en
presencia del antibiético de seleccién adecuado a la resistencia proporcionada por
el plasmido (generalmente ampicilina o kanamicina) a una concentracién de 50

Mg/ml.

Tras ese periodo, los cultivos bacterianos se centrifugaron durante 10
minutos a 6.000 rpm. El sedimento celular se resuspendié en 10 ml de un
tampon de resuspension (50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA, 10 pg/ml RNasa
A), y se lis6 con 10 ml de un tampodn de lisis (200 mM NaOH y 1% SDS),
mezclandolo por inversidon e incubandolo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, se anadié 10 ml de una solucién de neutralizacidon que
contiene 3 M de acetato potdsico a un pH 5.5, y se incubd durante 5 minutos en
hielo. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se centrifugd en una centrifuga
refrigerada (4°C) durante 20 minutos a 10.000 rpm, o bien se pasd por una
jeringa con filtro. Finalmente, el sobrenadante se pasd por columnas de
intercambio de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAfilter
Plasmid Maxi Kit). Al eluido obtenido se le afadié 15 ml de isopropanol frio,
dejando precipitar el ADN durante cinco minutos a temperatura ambiente. Para
obtener el ADN precipitado, se centrifugd la mezcla durante 30 minutos a 10.000
rpm y a 4°C. A continuacion se realizé un lavado del precipitado utilizando etanol
al 70%, se seco y se resuspendid en un volumen de 300 ul de agua destilada
estéril. El ADN purificado se guardé a una temperatura de -20°C para su

posterior uso tanto en transfecciones celulares como en clonajes.

También se realizaron purificaciones a pequeina escala de ADN plasmidico,
partiendo de 5 ml de cultivo bacteriano y siguiendo las instrucciones
recomendadas por Macherey-Nagel, fabricante del kit de extraccién de ADN
plasmidico NucleoSpin Plasmid. Este kit también consiste en un primer paso de

resuspension del sedimento del cultivo, procedido de una lisis durante un minuto
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y una neutralizacidon. A continuacién, la mezcla neutralizada se pasé por una
columna de intercambio, sobre la cual se realizaron una serie de lavados. Por
Ultimo, el ADN plasmidico se resuspendi6 en un volumen final de 40 upl,

almacenandose a -20°C, para su posterior uso para clonajes.

l1l.1.2 Purificacion de ADN gendmico de tejido

Para la extraccion de DNA gendmico de tejido de embrién de pollo se usd
el Gentra Puregen Tissue kit de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se lisa el tejido con el buffer de lisis en un politrén y se deja luego
toda la noche a 55 °C para completar ala lisis. Se anade RNasaA y la solucion de
precipitacién de proteinas. Se da con el vortex y se centrifuga 3 minutos a 13000
g. El sobrenadante se afiade luego a un tubo con isopropanol y se mezcla bien
para conseguir que precipite el ADN. Se centrifuga 1 minuto a 13000 g y se tira
con cuidado el sobrenadante. Para lavar el ADN se afiade etanol al 70% vy se
centrifuga 1 minuto a 13000 g. Se quita el etanol y se deja secar 10 minutos al
aire. Posteriormente se afiade la solucion de hidratacion y se deja agitando toda

la noche para que se disuelva el ADN

I1l.1.3 Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR

Para la amplificacion de fragmentos de ADN, siempre se buscd alta

fidelidad en la polimerizacién usando polimerasas oportunas (Roche).

Las condiciones usadas para llevar a cabo la PCR (Polymerase Chain
Reaction) variaron en funcién de los oligonucleétidos empleados y del ADN molde
en cuestion. Normalmente, la técnica comienza con un primer paso de 95 °C
durante 3 minutos para desnaturalizar la doble hebra de ADN, seguido de 30-35
ciclos de [ 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 54-58 °C para la éptima hibridacién de
los oligonucledtidos, 1 minuto a 72°C para elongar la hebra naciente ] y por
ultimo 72 °C durante 10 minutos, con el que se completa la elongacién de los
fragmentos. Las reacciones se hicieron en un volumen de 50 pl y las
concentraciones de los reactivos se eligieron segun la recomendacién de cada
fabricante. Para calcular la temperatura de hibridacion se escogié la Tm mas baja
de los dos cebadores y se restaron 5 °C a esta temperatura. Una vez terminada

la amplificacién se mantienen indefinidamente las muestras a 4 °C. Segun el
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tamafio de PCR obtenido se corre la muestra en geles de agarosa variando el

porcentaje en funcién del tamafo de inserto.

I1l.1.4 Digestion con endonucleasas de digestion y purificacion de
fragmentos de ADN de geles de agarosa

Para la realizacion de clonajes y subclonajes, uno de los abordajes mas
empleados ha sido mediante digestiones realizadas con endonucleasas de
restriccion. Las digestiones de los plasmidos se llevaron a cabo siguiendo las
instrucciones de la casa comercial correspondiente (Fermentas o Invitrogen) en

funcion de la enzima utilizada.

Tanto los fragmentos originados en las digestiones, como aquellos
originados tras realizar una PCR fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa (Pronadisa) en un tampdén TAE (0.09 M Tris-acetato, 2 mM EDTA),
utilizando SYBR Safe (Invitrogen) como agente intercalante de tincién de ADN.
Se afadié a las muestras un tampén de carga (0.005% (w/v) de azul de
bromofenol y 30% de glicerol), y se sometieron a un campo eléctrico de 70-80V
en un gel de agarosa de concentracion variable en funcién del tamafio del inserto
que queramos analizar. Como marcadores de peso molecular se us6 1Kb DNA
ladder y 100 pb DNA ladder de Invitrogen.

La banda correspondiente al fragmento de ADN que se desea purificar se
recorté del gel de agarosa. Posteriormente, se extrajo el ADN de la agarosa
mediante kits especiales de purificacion de ADN en gel, como es el caso de
JETquick o GeneClean. Ambos se basan en la fusiéon de la banda de gel que
contiene el ADN de interés, a continuacién se deben pasar por una columna de
intercambio o incubarse con una resina de intercambio, respectivamente. Por

ultimo, se realizaron lavados de las muestras y se eluyeron en un volumen de 20

.

I1l.1.5 Clonacion de ADN en vectores plasmidicos

Los fragmentos digeridos o amplificados por PCR y posteriormente
digeridos, se incubaron junto a los vectores plasmidicos digeridos con las mismas
enzimas de restriccién, bajo una reaccidon catalizada por la enzima T4 ligasa
(Promega) en un tampdn de ligacion (300 mM Tris-HCI pH 7.8, 100 mM MgCl;, 10
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mM ATP, 100 mM DTT). Las reacciones se hicieron utilizando 20 unidades
enzimaticas en un volumen de 20 pl e incubdndolas minimo 3 horas a

temperatura ambiente.

Posteriormente, las ligaciones se utilizaron para transformar la cepa
bacteriana DH5a de Escherichia coli (Invitrogen). Para ello, se anadié 2 ul de la
mezcla de ligacion a una alicuota de bacterias competentes. Se mantuvieron
durante 30 minutos en hielo, a continuacidon se les sometid a un choque térmico
de 1 minuto a 42 °C, y por ultimo 5 minutos de hielo. Tras el choque térmico,
durante una hora se mantienen las células en un medio de cultivo permisivo SOC
(Invitrogen), carente de antibiodticos, con el fin de dar tiempo a las células a que
expresen resistencia al antibidtico codificado por el plasmido incorporado. Por
ultimo, la mezcla se siembra en una placa de LB-Agar con 1.5% de agar y 50 pg/
ml de ampicilina o kanamicina en funciéon del antibiético de seleccion necesario.
Se obtuvieron, a las 24 horas, colonias de bacterias con expresion del plasmido
clonado. Estas colonias de bacterias pueden ser trasladadas a un medio de

cultivo liquido para la posterior purificacion de ADN plasmidico.

I1l.1.6 Plasmidos

A continuacién se detallan los plasmidos utilizados para la realizacién de

esta tesis.
Plasmido Descripcion
PEGFP Se usd para igualar las concentraciones de ADN de cada

transfeccion realizada; Se usé como control.

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa; Fusionada a

PEGFP Rac1Q61L GFP; Cedido por X.Bustelo

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa; Fusionada a

pmCherryRacl V12 proteina cherry; Cedido por X.Bustelo

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa; Contiene el
pCEFLHA Racl1Q61L epitopo HA
Expresa la proteina Racl dominante negativa; Contiene el
pCEFLHA Racl1N17 epitopo HA

pEGFPRac1N17 Expresa la proteina Racl dominante negativa; Fusionada a GFP

Expresa la proteina RhoA constitutivamente activa; Fusionada a

PEGFP RhoAQ63L GFP; Cedido por X.Bustelo

Expresa la proteina RhoA constitutivamente activa; Contiene el

pCEFLHA RhoAQL epitopo HA
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pCEFLHA RhoAN17

pEGFP Cdc42Q61L

pCEFLHA Cdc42Q61L

pCEFLHA Cdc42N17

pEGFPRac1QL,F37A

pEGFPRac1QL,Y40C

pCDNA3HA Racl1SAAX

pCEFLFlag RhoGDI

pCEFLHA RanQ69L

pEGFP Kash2 Domain

pCDHEF1-SUNDN

pEGFP Oncovav2

pCEFLFlag Stathmin

pSRE luc

Materiales y Métodos

Expresa la proteina RhoA dominante negativa; Contiene el
epitopo HA

Expresa la proteina Cdc42 constitutivamente activa; Fusionada
a GFP; Cedido por X.Bustelo

Expresa la proteina Cdc42 constitutivamente activa; Contiene el
epitopo HA

Expresa la proteina Cdc42 dominante negativa; Contiene el
epitopo HA

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa con la
mutacion F37A; Fusionada a proteina GFP; Cedido por
X.Bustelo

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa con la
mutacion Y40C; Fusionada a proteina GFP; Cedido por
X.Bustelo

Expresa la proteina Racl constitutivamente activa, pero no se
une a membranas ni a RhoGDI; Contiene el epitopo HA; Cedido
por X.Bustelo

Expresa la proteina RhoGDI en su forma silvestre; Contiene el
epitopo Flag

Expresa la proteina Ran constitutivamente activa; Contiene el
epitopo HA

Rompe la interaccién entre SUN y KASH; Fusionada a la
proteina GFP; Cedido por I.Lammerding

Expresa el dominio luminal de la proteina SUN1; Rompe la
interaccion entre SUN y KASH; Fusionada a la proteina GFP;
cedido por

Expresa la proteina Vav2 constitutivamente activa; Fusionada a
GFP; Cedido por X.Bustelo

Expresa la proteina estatmina en su forma silvestre; Contiene
el epitopo Flag

Vector para ensayo luciferasa. La luciferesa se encuentra bajo
el promotor SRE; Cedido por X. Bustelo

Tabla lll.1. Plasmidos utilizados.

I1l.2 Cultivos celulares

I1l.2.1 Métodos de transfeccion

o Precipitacién con fosfato de calcio

Las células fueron plaqueadas el dia previo a la transfeccion con una

densidad de 3x10° células en cada placa de 60 mm. Al dia siguiente, para cada

placa se prepararon dos mezclas de transfeccion consistentes en:
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solucién 1: Hepes 50 mM/NaCl 280 mM; pH 7.1 (490ul) y Na2HPO4 70
mM; pH 7.1 (11.2ul)

solucién 2: CaCl2 0.25 M (502,5ul) y la cantidad apropiada de cada ADN
(1ug de cada plasmido)

El contenido de la solucién 2 se mezcld, gota a gota, con el contenido de la
solucion 1, al tiempo que se burbujea suavemente. A continuacidon, se dejo
reposar durante media hora, tras lo cual se agrego el precipitado a las placas. La
cantidad total de ADN fue igualada en todas las muestras con el vector vacio. Al
dia siguiente las células fueron lavadas con PBS 1X y se les puso medio DMEM
suplementado con un 10% de suero. Se dejé un tiempo oportuno para el

crecimiento de las células y la expresidon de la proteina exdgena (1 6 2 dias).

® Transfeccidon con el reactivo Fugene

Este método de transfeccién aporta la ventaja de que las células pueden
ser pasadas en el mismo momento de la transfeccion, sin necesidad de plaquear
las células el dia antes. En contra, su eficiencia es muy baja por lo que puede ser
buen método para la generacion de sublineas estables. Ademas también se
puede usar para las células que vayan a ser procesadas para

inmunofluorescencia, ya que es el método que menos sefial de fondo genera.

En primer lugar se realizé6 una mezcla con 3 pl del reactivo FuGene y 97 ul
de medio de cultivo DMEM. Se agité la mezcla y se dejé reposar durante 5
minutos. Posteriormente se afiadié la cantidad de ADN necesario, agitando de
nuevo y dejandolo 20 minutos mas de reposo. A continuacion, la mezcla
generada se afadié a las células encima de su medio de cultivo completo. Las
células permanecieron con la mezcla el tiempo necesario para la expresion de la

proteina, normalmente 1 6 2 dias.

® Transfeccidon con el reactivo lipofectamina 2000

En el laboratorio utilizamos dos métodos diferentes de transfecciéon con
lipofectamina 2000. En el primero se preparan dos tubos con igual volumen de
medio Optimem y se aflade por una parte el ADN y por otra el reactivo, tres
microlitros/microgramo de ADN. Tras cinco minutos se juntan los dos tubos y se
dejan 25 minutos. Pasado este tiempo se afiade a las células, habiendo lavado

éstas previamente con PBS, y se deja durante 5 horas con la mezcla y medio
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DMEM sin suplementar. Transcurridas estas horas, se lava la placa y se anade

medio nuevo.

El siguiente método es mas efectivo para algunos tipos celulares, como
por ejemplo las A375p. En este caso, se preparan igualmente dos tubos, con 250
microlitros de Optimem cada uno por pocillo de T6. A uno de los tubos se le
afade el ADN, al otro 7,5 microlitros de lipofectamina 2000. Se da un pequefo
vortex y se espera cinco minutos antes de juntar el medio de los dos tubos y
volver a dar vortex. Llegado a este punto se espera 25 minutos antes de echarlo
a las células, previamente lavadas con PBS. Se deja a las células con esos 500
microlitros durante 30-45 minutos, periodo tras el cual se completa las células

con dos mililitros de DMEM con una concentracion de suero de 10%.

Se dejaron las células 24-48 horas con el fin de que expresaran la proteina

exogena.

Posteriormente a cada tipo de técnica de transfeccién empleada y una vez
sometidas a las condiciones deseadas en cada experimento, las células se
recogieron en hielo, o a temperatura ambiente, con el tampdn de lisis adecuado
para cada experimento en concreto. O bien fueron fijadas en paraformaldehido al

4% o en metanol a -20 grados centigrados.

I11.2.2 Obtencion de sublineas estables

A partir de las células parentales se transfectaron diferentes vectores, en
funcion de la sublinea que se pretendia generar, siguiendo distintos métodos de
transfeccion, generalmente Lipofectamina o FuGene. Todos los vectores usados
llevan un gen de resistencia a algun antibiético que permite seleccionar las
células transfectadas con la concentracion o6ptima de dicho antibidtico. El
antibiotico utilizado para la realizacion de dicha tesis ha sido la geneticina (0.75
Hg/ul).

Tras, aproximadamente, 10 6 15 dias en presencia del antibiético se
obtuvieron colonias puntuales, que permitieron ser aisladas para continuar su
crecimiento por separado utilizando para ello discos de tripsina. En otros casos,
los clones de colonias transfectadas se mezclaron obteniendo un pool/ de

sublineas, resultantes de la misma transfeccidon. La expresidén ectdpica de cada
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linea fue comprobada mediante la técnica de western blot, utilizando para su
deteccién un anticuerpo frente a la proteina sobreexpresada, o bien un

anticuerpo para un epitopo en el caso de que la proteina lo portara

l1l.2.3 Ensayos de proliferacion: Curvas de crecimiento

Como primer paso, las células de cada tipo celular con las que se iba a
realizar el ensayo fueron tripsinizadas y recogidas para ser contadas mediante la
camara de Neubauer o el empleo del Nucleocounter (técnica basada en la tincidn
con ioduro de propidio del DNA de los nucleos). Posteriormente, tras realizar las
diluciones oportunas, las células fueron sembradas en igual numero inicial,

utilizando para cada punto un minimo de dos réplicas.

A cada tiempo estimado en el experimento (normalmente 24 horas) las
células eran recogidas en tripsina, a la que se afiadia medio con suero con el fin
de inactivarla, realizando el contaje en cada punto con cualquiera de los dos
métodos descritos previamente, repitiendo este procedimiento hasta el tiempo

maximo requerido.

I11.2.4 Lineas celulares

Origen de

Linea celular Origen Propagacién

Células embrionarias de rindn humano

0]

HEK 293T Antigeno T positivas DMEM 10% SF
Hela Células epiteliales de endometrio humanas DMEM 10% SF
C2C12 Mioblastos de ratén DMEM 10% SF
SK-MEL 2 células humanas derB/i:?as de metastasis en DMEM 10% SF
SKMEL 28 células humanas derivadas de melanoma DMEM 10% SF
CHL células epiteliales de melanoma humano DMEM 10% SF
A375P células epiteliales de melanoma humano DMEM 10% SF

Tabla 11l.2. Resumen de las lineas celulares utilizadas en este trabajo. Se detallan las diferentes lineas
celulares utilizadas en la realizacién de esta tesis.

@ Tratamientos

En algunos experimentos hubo que tratar las células con los siguientes

compuestos. Blebbistatin 5 uM, citocalasina D 1 uM y nocodazol 0,5 pM.
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I11.3 Analisis de proteinas

I1l.3.1 Deteccion de proteinas
© Western Blot

Para la obtencion de los extractos totales de proteina proveniente de
cultivos celulares, se elimind el medio de cultivo de las placas y se lisaron con el
volumen adecuado de un tampén de lisis apropiado. En nuestro caso se usd un
tampon de lisis constituido por: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 Mm EGTA, 40 mM B-

glicerofosfato, 1% detergente no idnico NP40, 2.5 mM MgCl2, 1mM ortovanadato,

1mM DTT y extemporaneamente 10ug/ml aprotinina y 10ug/ml leupeptina. Las
células se recogieron y se centrifugaron a 13.000 rpm, durante 7 minutos y a 4
OC, para su clarificacion. Se separaron los extractos de proteinas del resto de
componentes de las células y se procedié a la cuantificacién de la concentracion
proteica de cada lisado. Para la determinacién de la cantidad de proteina se usoé
el método de Bradford (Bradford, 1975) y se realizé la medida a una longitud de

onda de 620 nm en un aparato de ELISA.

Se tomaron aproximadamente 50 pg de proteina, a los que se anadio
tampon Laemli 5X (100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 20 mM DTT y
0.005% azul de bromofenol). Tras hervir las muestras durante cinco minutos, se
sometieron a electroforesis en un gel vertical de poliacrilamida (29:1)-SDS
(dodecil sulfato sédico) de un porcentaje adecuado al tamafio de la proteina a
analizar. Se uso6 un porcentaje del 12% de acrilamida para las proteinas menores
de 45 kDa, del 10% para detectar proteinas entre 45 y 100 kDa, y del 8% para
proteinas de gran peso molecular. La electroforesis vertical se llevd a cabo en un
tampon con 25 mM Trizma base, 192 mM glicina y 0.1% SDS. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa fijando el amperaje en 400 mA
durante el tiempo apropiado en funcion del tamafio de la proteina, en un tampoén
de Trizma base 25 nM y 192 mM Glicina, o bien en membranas de PVDF a un
voltaje constante de 100 V durante una hora en un tampoén Trizma base 25 nM,

192 mM glicina y 10% metanol.

Finalizada la transferencia, las membranas se incubaron durante una hora,
a temperatura ambiente y con agitacién, en una soluciéon de TBS-T (Tris Buffered
Saline-Tween; 20 mM Tris pH 7.5, 137 mM NaCl y 0.05% de Tween 20) con un
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4% de BSA, para bloquear los sitios inespecificos. Tras ello, los filtros fueron
incubados con el anticuerpo primario (0.2-0.4 pg/ml o las concentraciones
indicadas por la casa comercial, en cada caso concreto) diluido en BSA al 4% en
TBS-T durante una hora como minimo. Se realizaron dos lavados con TBS-T
durante un total de quince minutos, tras los cuales se incubaron los filtros con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, diluido 1:5.000 o
1:10.000 en leche al 0.4% en TBS-T durante una hora a temperatura ambiente.
Se realizaron de nuevo dos lavados con TBS-T y se procedid a la deteccion de la
proteina por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL. Se realizd6 una
autorradiografia de los filtros con peliculas Kénica que nos permitié detectar una
banda alli donde el anticuerpo primario habia reconocido de forma especifica la

proteina de interés.

® Inmunofluorescencia

Las células se crecieron hasta subconfluencia sobre cubreobjetos de vidrio
de 10 mm de didmetro estériles. En el momento de hacer la
inmunofluorescencia, las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con una
solucion al 4% de paraformaldehido en PBS 1X, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, excepto en el caso en que nos interesaba ver la gamma
tubulina en el cual fijamos durante 5 minutos en metanol a -20°C. Tras la fijacion
de las células, se realizaron dos lavados con PBS 1X, cinco minutos cada lavado.
En el caso en el que las células tuvieran que ser permeabilizadas, se incubaron
durante 5 minutos con una dilucién 0.5% de Tritdn X-100 en PBS, seguido por
tres lavados de PBS 1X de cinco minutos cada uno. A continuacién, las células se
incubaron con el anticuerpo primario necesario a una concentracion 1/100 o
1/150, durante una hora en una camara himeda. Tras tres lavados con PBS, de
cinco minutos cada uno, se afadid el anticuerpo secundario conjugado con un
fluoréforo: FITC (Conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina) o bien Texas Red,
incubandolo durante 45-50 minutos en una camara humeda y en oscuridad.
Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos nuevos lavados, de cinco minutos cada
uno, con PBS 1X.

En el caso de los ensayos de doble marcaje por inmunofluorescencia, el
anticuerpo primario de cada una de las proteinas debe ser de diferente especie

para poder detectar cada uno de ellos con un fluoréforo diferente.
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Por ultimo, se anadié sobre un portaobjetos una gota de medio de montaje
Prolong con DAPI y posteriormente se colocé encima el cubre con las células. Las
células se examinaron mediante microscopia de fluorescencia (fotomicroscopio
Axiophot, Carl Zeiss). Las imagenes se digitalizaron y procesaron utilizando el
programa Fiji.

Dilucion Dilucion

Anticuerpo Especificidad western inmunofluore Casa-
Blot scencia comercial
anti-HA monocional de 1:1000 1:150 SNt e
anti-HA po"cco"r’]g;’c') de 1:1000 1:100 Sagz?S%;“Z;
anti-Flag monocional de 1:1000 1:150 Sigma; F1804
anti-GFP po"cﬂcr’lgj'(') de 1:1000 Cell 25;95%""5””9;
anti-Racl pO'Lﬂ‘:‘Z?A de 1:1000 5322?229“2;
anti-RhoA mon‘i;'t%rr‘]a' de 1:1000 Sa;‘f‘ﬁ;“&
anti-Cdc42 po"cco'(r’]gf; de 1:1000 Santa Lz
anti-RhoGDI Po'icco"r’]g;a(') de 1:1000 1:100 Santa Chzi
anti-lamina A/C po"cﬂ‘r)lgz de 1:1000 1:100 Sante
anti-lamina A/C monoclqnal de 1:2000 1:150 Sigma;
ratén SAB4200236
anti-lamina B1 mon?;:!c%r;al de 1:1000 S:(l;\_t5a6(i;u52;
anti-lamina B2 p0|::(2:(:]2?c|) de 1:1000 Ssir_‘if;%’
anti-Emerin 1:1000
anti-MLC pO'LCC:ﬁZ?C') de 1:1000 Sgg_tfs(;%z?
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monoclonal de

anti-y tubulina ratén 1:2000 1:200 Sigma; T6557
anti-a tubulina monoclqnal de 1:2000 1:200 Sigma; T5168
raton
. monoclonal de . BD-Bioscience;
anti-caspasa 3 ratén 1:1000 610323
anti-cleaved policlonal de 1-1000 Cell Signaling;
caspasa 3 conejo ’ 9464S

anti- mouse-

Biorad;

HRP Cabra 1:5000 4
(IgG de raton) 170-5047

anti- Rabbit- Biorad:
HRP Cabra 1:5000 170-5046

(IgG de conejo)

Tabla 111.3. Resumen de los anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas. Se detallan los diferentes
anticuerpos utilizados tanto primarios como secundarios, detallando la casa comercial, la referencia del
productos asi como la concentracién a la cual se han utilizado.

l1l.3.2 Deteccion de apoptosis mediante marcaje con Anexina V

La Anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos con gran afinidad por
PS, un componente de la membrana que normalmente esta localizado en la cara
interna de la membrana celular. Ya al inicio de la apoptosis se transloca a la cara

externa de la membrana donde la anexina podra unirse a ellas.

Para este analisis utilizamos el Guava Nexin Reagent de Millipore,
apropiado para citdbmetros Guava. 48 horas después de la transfeccién, se
recogen las células (tanto las adheridas como las muertas) y se centrifugan,
incluidos los controles positivos y negativos, a 1200 rpm durante 5 minutos. Las
células se resuspenden a una concentracién de entre 2 x 10°0 2 x 10° células/ml
en PBS con 1% de BSA. Se toma 100 pl de la suspensidon de células y se afiade
100 microlitros del reactivo Guava previamente atemperado. Se deja incubar
durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Pasado este
tiempo se lleva a analizar al citdmetro. Las células que aparezcan en el cuadrante
inferior derecho son células en apoptosis temprana, las células en el cuadrante

superior derecho son células muertas o en apoptosis tardia.
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11l.3.3 Ensayos de senescencia

Para los ensayos de senescencia se uso el kit de Cell Signaling Senescence
B-Galactosidase staining kit. (#9860) Este kit se basa en detectar la actividad -
galactosidasa a pH6 caracteristica de las células senescentes.

Se transfectan las células A375P con el plasmido correspondiente y se deja
72 horas antes de fijar las células, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se afiade la solucidn de tincién de galactosidasa y se deja durante
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se miran las células al microscopio para

ver si se han tefido de azul, sefial de que estaban senescentes.

I1l.3.4 Ensayos luciferasa

Se transfectaron células A375P con los plasmidos indicados, incluyendo
pRL Null Renilla y pSRE luc. Pasadas 24 horas se les cambia el medio por medio
sin factores de crecimiento y se incuban durante 16 horas. Se estimulan con EGF
(100 ng/ml, 2 horas) y se lisan con 200 ul de pasive lysis buffer (Promega). La
medicién se realizé utilizando los reactivos del kit de Promega Dual-Luciferase
Reporter assay (#E1910, E1960 y E1980) en un lumindmetro Monolight 3010.

I1l.3.5s Ensayos de invasion en transwell

Para estos ensayos se utilizaron los transwell de Corning de 8.0 pm
Polycarbonate Membrane. Tras afiadir 50 pl de matrigel de BD diluido 1:50 en
medio sin suero y dejar secar se anadieron 15000 células verdes al pocillo. Tras
16 horas se retiran con un bastoncillo las células que no han sido capaces de
atravesar la membrana y se cuentan las células verdes que han sido capaces de

migrar.

I11.4 Modelos de embrion pollo

I1l.4.1 Ensayo de metastasis en embrion de pollo

Los huevos fertilizados fueron incubados en un incubador rotatorio a 38°C
con el 60% de humedad durante 10 dias. En este punto se hace caer la CAM al
perforar la cascara de huevo en el saco de aire y un segundo agujero cerca de la

vena alantoica que penetra la membrana de la cascara de huevo pero no la CAM.
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La CAM cae al aplicar vacio en el agujero sobre el saco de aire. Una vez caida,
con una dremel se hace una ventana en la cascara para exponer la CAM
subyacente. Se anaden 106 células A375p resuspendidas en 25ul de medio DMEM
sin suero. Se cierra la ventana y se devuelven los huevos al incubador, pero esta
vez sin rotacion. Pasados 7 dias se toman la CAM, el tumor y el higado para

analizarlos mediante PCR cuantitativa.

lll.4.2 PCR a tiempo real para la deteccion de células humanas

Las células humanas dentro del tejido de pollo fueron detectadas mediante
PCR a tiempo real amplificando las secuencias Alu humanas. Se usaron 30 ng de

DNA gendmico como molde en una reaccion de 25 pl con los siguientes primers:

Alu sense (ACGCCTGTAATCCCAGCACTT)
Alu antisense (TCGCCCAGGCTGGGTGCA)

Las condiciones de la PCR fueron 95°C durante 4 minutos seguidos de 40
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 63°C durante 30 segundos y 72°C durante
30 segundos. El numero de células humanas amplificadas fue determinado
gracias a una curva estandar generada mediante diluciones seriadas de células
tumorales. Este proceso viene bien detallado en el articulo de Zijlstra et al.
(Zijlstra, Mellor et al. 2002)

l1l.4.3 Ensayo de microtumores

Los huevos fertilizados fueron incubados durante tres dias en un incubador
rotatorio a 38°C con el 60% de humedad. En este punto se cascan los huevos y
se dejan crecer los embriones ex ovo hasta dia 10. Se resuspenden las células
A375P a una concentracion de 1x 10 /ml y se afiaden por embridn cinco o seis
futuros microtumores (20 pl de células). Se devuelven los embriones al
incubador, esta vez sin rotacién. Se dejan ahi creciendo durante 3 dias mas hasta
que llega el momento de su analisis al microscopio. La cuantificacién de las
células que escapan el tumor, asi como la distancia a la que se alejan fue

calculada gracias al software Imagel.
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Ill.5 Analisis informatico

I1l.5.1 Analisis de los western blot

Las bandas obtenidas en las peliculas fueron escaneadas y se cuantificé la

intensidad de éstas con el software image j.

Ill.5s.2 Analisis de las inmunofluorescencias

Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron posteriormente

montadas con el software image j.

lll.5.3 Graficas y analisis estadisticos

Las graficas y disefios de esta tesis se han realizado mediante el uso del

software GraphPad Prism 6, PowerPoint2011 y Adobe Illustrator CS5.

Para el andlisis del nivel de confianza o significancia de los distintos
experimentos se empled el software GraphPad Prism 6. En todos los casos se
analizaron mediante el t de student de dos colas. Las diferencias se consideraban
estadisticamente significativas cuando: *p<0,05; **<0,01; ***<(0,001;

**%%¥p<0,0001;

lll.s.4 Bibliografia

La bibliografia presente en este trabajo se realizd usando el software
EndNote X7.
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IV.1 Influencia de las RhoGTPasas sobre el nucleo

Como vya se ha mencionado previamente, las pequefias RhoGTPasas son
grandes reguladoras del citoesqueleto. Este a su vez estd conectado al
nucleoesqueleto a través del complejo LINC. De modo que la hipdtesis de partida
fue que a través del citoesqueleto, estas proteinas podian estar transmitiendo

sefiales al nucleo y afectar a su posicionamiento o a su morfologia.

IV.1.1 Analisis en diferentes tipos celulares

El primer abordaje consistié en observar en diferentes lineas celulares si la
sobre-expresion de las pequefias RhoGTPasas constitutivamente activas producia
algun efecto sobre el nucleo. Las construcciones portan la mutacion Q61L que
impide la accion de las proteinas reguladoras GAP, de modo que permanecen
siempre unidas a GTP. Dado que al microscopio de fluorescencia se pudieron
apreciar aberraciones en los nucleos, se procedié a determinar el porcentaje de
nlcleos afectados en funcidn de la proteina sobre-expresada. (Figura IV.1) En
todas las lineas celulares analizadas la proporcién de nucleos afectados era

mayor en caso de que las proteinas sobre-expresadas fueran Racl o Cdc42.

PORCENTAJE DE NUCLEOS AFECTADOS

GFP RacQL RhoQL Cdc42QL
c2C12 21% 70% 38% 65%

SKMEL28 21% 63% 50% 68%
SKMEL2 11% 67% 15% 72%
A375P 20% 62% 42% 60%

Figura IV.1. Porcentaje de ntcleos afectados en distintas lineas celulares. Tabla que muestra el porcentaje de
nucleos afectados en funcién de la RhoGTPasa sobre-expresada. Se puede apreciar que en todas las lineas
celulares aumenta la cantidad de nucleos aberrantes al expresar las proteinas constitutivamente activas siendo
este incremento mas acentuado con Racl y Cdc42.

Con el fin de alcanzar un estudio mas exhaustivo se procedié a establecer
una clasificacién de los nucleos en funcién de la morfologia que presentaban en
respuesta a la sobre-expresion de las proteinas Rho. Se detectaron seis tipos de
nucleos en las preparaciones: “normal” redondeado, arrifionado, multinucleado,

multilobulado, alargado y donut. (Figura IV.2)
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Redondo Arrifionado Multinucleado  Multilobulado Alargado Donut

Figura IV.2. Clasificacion de las morfologias nucleares. Figura que muestra los diferentes tipos nucleares con las
pequerias RhoGTPasas. En azul se muestra el nucleo, en verde la GTPasa y en rojo el citoesqueleto de actina.

IV.1.2 Analisis en células A375P

Una vez hecha esta clasificacién se procedi6 a observar cémo se
distribuian los tipos de nucleos segun la GTPasa sobre-expresada. A partir de
este momento se centraron los analisis en las células de melanoma A375P. Como
se muestra en la figura IV.3, en el caso de las células transfectadas con RaclQL
lo que se producia era sobre todo un incremento en la cantidad de nucleos
arrinonados con respecto a las células control, transfectadas Unicamente con la
proteina GFP (Green Fluorescent Protein). Sin embargo, en el caso de Cdc42QL lo
que se produjo fue un incremento en la cantidad de células multinucleadas. Asi, a
pesar de que con ambas GTPasas el porcentaje de nucleos aberrantes era similar,
las morfologias nucleares eran diferentes. Ademas, en las células que expresaban
exdgenamente alguna de las pequefias RhoGTPasas aparecieron fenotipos
nucleares que no se daban en el caso de las células control, como la morfologia

alargada y el donut.
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Figura IV.3. Distribucion de los tipos nucleares con las RhoGTPasas constitutivamente activas. En la grafica A
se puede apreciar como varian los tipos nucleares en funcion de la pequefia GTPasa dominante. A pesar de que
tanto con Rac1QL como con RhoAQL y Ccd42QL disminuye el porcentaje de nicleos redondos, la distribucion es
diferente. Asi, con Rac1QL aumentan mucho los denominados nucleos arrifionados y con Cdc42QL aumentan las

células multinucleadas. B. Western Blot de los niveles de expresién de las diferentes construcciones. C.
Inmunofluorescencias mostrando la morfologia nuclear resultante.

Como control, para asegurar que el cambio morfolégico de los nucleos
fuera debido a la accién de las pequefias RhoGTPasas, se procedié a hacer el
mismo experimento, pero esta vez utilizando mutantes dominantes inhibitorios
que llevan la mutacién S17N, de modo que las GTPasas estan inactivas, unidas a
GDP. Con estas construcciones no se produjo ninguna alteracion significativa en
los nucleos (Figura IV.4) De este modo, se concluyd que el pleomorfismo nuclear
se debia a la actividad de las pequenas RhoGTPasas a través de alguno de sus

efectores.
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Figura IV.4. Distribucion de los tipos nucleares con las RhoGTPasas dominantes inhibitorias. A pesar de la
sobre-expresién de las GTPasas, al ser éstas dominantes inhibitorias, no ejercen ninguna influencia sobre la
morfologia nuclear, el porcentaje de nucleos redondos es en todos casos practicamente igual al control (GFP).

También se decidié determinar si la activacién de las GTPasas enddgenas
inducia el mismo efecto sobre la morfologia nuclear que la sobre-expresién de las
versiones constitutivamente activas. Para ello se utilizd la sobre-expresién del

GEF oncoVav2. Vav2 es un GEF que facilita el intercambio de nucleétidos de GDP
a GTP tanto en Racl como en RhoA y Cdc42. (Abe, Rossman et al. 2000)
OncoVav2 es la forma oncogénica de Vav2, cuya actividad de intercambio de
nucleotidos es superior a la de Vav2 wild type. (Liu and Burridge 2000) Con la

sobre-expresion de este GEF aumentd considerablemente el nimero de nucleos
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con morfologia arrifionada (Figura IV.5), reproduciendo el efecto obtenido con la
sobre-expresion de la GTPasa Racl1Q61L. (Figura IV.3) A pesar de tener una
influencia similar sobre los nucleos, el efecto de oncoVav2 no fue tan pronunciado
como la sobre-expresion de la GTPasa, lo cual pudo deberse a que con la sobre-
expresion de oncoVav2 se produjo un incremento en la activacidon de la proteina
Racl enddgena, mientras que con la transfeccion de Rac1QL no sdlo se indujo el
correspondiente efecto, sino que ademas se incrementd la cantidad de Racl en

las células.
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Figura IV.5. Distribucion de los tipos de nticleos con el GEF oncoVav2. La distribucidn con la activacion de las
RhoGTPasas enddgenas mediante la sobre-expresion del GEF oncoVAV2, la morfologia del nicleo también se ve
afectada, asemejandose a la distribucion observada con Rac1QL. Inmunofluorescencia mostrando dos nucleos
afectados.

De igual forma que al sobre-expresar la proteina oncoVav2 se aumenté la
actividad de las proteinas enddégenas, se planteé analizar el efecto de la
inhibicidn de las GTPasas enddgenas mediante la sobre-expresién de la proteina
RhoGDI, la cual se une a las GTPasas evitando asi su interaccién con sus
efectores. Se hipotetizd que quizads de esta manera disminuia el niamero de
nucleos afectados en las células A375P transfectadas con GFP Unicamente. Sin
embargo, no disminuyd el nimero de nucleos arrifionados con respecto a las

células control, aunque si aumentdé mucho el nimero de células binucleadas.
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(Figura IV.6) Ya se ha comentado en la introduccion que las GTPasas Rho juegan
un papel importante durante la citocinesis. Es por ello que su inhibicion mediante

la accion de la proteina reguladora RhoGDI tenga como consecuencia fallos en

citocinesis y por ende aumente el numero de células multinucleadas.
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Figura IV.6. Efecto de la sobre-expresion de RhoGDI sobre la morfologia nuclear. Al sobre-expresar la proteina
reguladora de RhoGTPasas, se induce un aumento en la cantidad de células binucleadas.

Finalmente, como se ha comentado en la introduccion, existe una
mutacion en Racl en melanomas, la mutacidn P29S, que provoca la actividad
constitutiva de la GTPasa y promueve la proliferacion y la migracién de
melanocitos. (Davis, Ha et al. 2013) Puesto que tienen Racl activo de manera
incontrolada, se planted estudiar si la proporcién de nucleos aberrantes en estas
células era alta y comparar el resultado con el efecto de RaclQL sobre los
nucleos en A375P. Se cuantificaron los nucleos aberrantes en las células IGR-1,
que portan la mutacién RaclP29S y se comprobd que efectivamente un alto
numero de nlcleos en estas células poseia una morfologia alterada. (Figura IV.7)
De manera que se corroboré en un modelo fisioldgico de hiperactividad de Rac1l
el cambio morfoldgico en los nucleos. La proporcién de nucleos deformados en

células IGR-1 y A375P que sobre-expresan Rac1QL era muy similar, aunque en el
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caso de las células IGR-1 el nUmero de nucleos multilobulados era mayor que en
las A375P-Rac1QL.
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Figura IV.7. Distribucion de ntcleos en células IGR-1, células con Rac1P29S. En estas células que poseen una
mutacién en Racl, la proporcion de nucleos con morfologias alteradas es tan alta como en aquellas células que
sobre-expresan la mutacién de Rac1QL.

IV.2 Estudio sobre el mecanismo mediante el cual las
RhoGTPasas alteran la morfologia nuclear

Una vez establecida la relacién entre la actividad de las RhoGTPasas y el
cambio morfoldgico en los nlcleos, se pretendid dilucidar el mecanismo de accién
mediante el cual las GTPasas, en particular Racl, ejercian estos cambios en los

nucleos.

IV.2.1 La alteracion en la morfologia nuclear no es debida a la
regulacion génica por parte de las GTPasas Rho

La primera incdgnita que se intentd aclarar, era si el efecto de las GTPasas
sobre los nucleos se estaba ejerciendo desde el citoplasma o desde el nlcleo en
respuesta a regulacion génica. Para ello se bloqued la entrada de proteinas al
ndcleo mediante el uso de otra pequefia GTPasa, la GTPasa Ran. Como se ha

mencionado en la introduccion de esta tesis, Ran esta implicada en el transporte
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nlcleo-citoplasma. En caso de que porte una mutacién activadora que mantenga
la proteina unida a GTP (como por ejemplo la mutacién Q69L), la importacién de

proteinas al nucleo se ve suspendida. (Steggerda and Paschal 2002)

Se ha descrito en la introduccién de esta tesis como las pequefas
RhoGTPasas Racl, RhoA y Cdc42 son capaces de regular la expresion de genes
gue se encuentran bajo promotores que contienen la region SRE (serum
response element). Para la correcta regulacién de estos genes se requiere la
unién del co-activador MAL al factor de transcripcion SRF. MAL se encuentra en el
citoplasma y se transporta al ndcleo tras la activacién de las GTPasas Rho. Una
vez en el nucleo se une a SRF y comienza la transcripcién de los genes que se
encuentran bajo el promotor SRE. De manera que bloqueando la entrada de MAL
al nucleo mediante la sobre-expresién de RanQL se impediria la expresion de los
genes dependientes de la activacidon de las RhoGTPasas. Para asegurar que con
RanQL se evitaba la expresidn de los genes regulados por las GTPasas, se co-
transfectaron células A375P con la RhoGTPasa correspondiente, la proteina
RanQL y ademas un gen luciferasa bajo el promotor SRE. De este modo al hacer
un ensayo luciferasa, en los casos en los que se estuvieran co-expresando la
RhoGTPasa constitutivamente activa y la proteina RanQL se deberia observar una
disminucién en la actividad luciferasa con respecto a los casos en los que no se
transfectaba RanQL. Y efectivamente, al hacer esta comprobacién, se detectd
una menor actividad luciferasa en aquellas células que ademas de la RhoGTPasa
expresaban Ran constitutivamente activo. (Figura IV.8) Como control negativo
para este experimento se tomaron unas células que habian sido privadas de

suero durante 16 horas.

Figura IV.8. Bloqueo de la regulacion génica de las
T GTPasas Rho mediante la transfeccion de la proteina

RanQL. Este ensayo luciferasa muestra cémo al co-
40 transfectar las RhoGTPasas con la pequefia GTPasa
Ran activa, se ve mermada la capacidad de Rac, Rhoy
Cdc42 de regular la expresion de los genes que se
encuentran bajo un promotor dependiente de las
GTPasas Rho. En presencia de la GTPasa RanQL la
actividad luciferasa disminuye significativamente con
respecto a las condiciones en las que esta proteina
estaba ausente.

Luciferase fold activity
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A continuacién se analizé la capacidad de las GTPasas Rho de inducir
cambios morfoldgicos en los nucleos en células A375P en presencia de RanQL, es
decir, impidiendo la entrada de las GTPasas al nucleo y su implicacion en la
regulaciéon génica. Se observé que la distribucidon de las diferentes morfologias
nucleares era similar a la descrita en ausencia de RanQL, con la excepcién de
Cdc42QL, en cuyo caso se vio potenciada su capacidad para inducir nucleos
arriflonados, mientras que disminuydé el nimero de células multinucleadas.
(Figura IV.9) Por tanto, este resultado permitié concluir que la capacidad de las
GTPasas Rho de inducir alteraciones en la morfologia nuclear es independiente de

su entrada al nucleo y de su papel en la regulacién génica.
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A raiz del experimento realizado bloqueando la entrada de las GTPasas al
nucleo se pensd que el efecto observado era fruto de la accidon de las GTPasas
desde el citoplasma. Nos preguntamos si era necesario el anclaje de las GTPasas
Rho a membranas o bien podian causar un cambio morfolégico desde el citosol.
Se decidié por tanto abordar el experimento de la sefalizacion de las GTPasas
desde el citosol utilizando un mutante de Racl que ademas de la mutacion Q61L
porta una mutacién en la cisteina 189 pasando ésta a ser serina. En la
introduccién de esta tesis se ha mencionado que las Rho GTPasas contienen en
su extremo C-terminal un motivo denominado caja CAAX. Esta cisteina (189 en
el caso de Racl) es prenilada para facilitar la union a membranas. Esta
modificacién es necesaria también para la union a RhoGDI. (Michaelson, Silletti
et al. 2001) Por tanto, el mutante Rac1QLSAAX no se ancla a membranas y
ademads tampoco se une a las proteinas RhoGDI. Al no interaccionar con RhoGDI
si es capaz de unirse a los efectores. (Del Pozo, Kiosses et al. 2002) A pesar de
qgue hay articulos donde se describe que el mutante Racl1QLSAAX se localiza
principalmente en el nucleo, en nuestras manos aparecia fundamentalmente en
el citoplasma. (Figura IV.9) (Navarro-Lerida, Sanchez-Perales et al. 2012) Al
cuantificar los nucleos afectados se aprecié que el mutante citoplasmatico no
llegaba a tener tanto efecto como el Rac1QL salvaje, pero aun asi, si que produce
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Figura 1V.10. RacQLSAAX también es capaz de alterar la morfologia nuclear. Distribucion de los diferentes
fenotipos nucleares con el mutante Rac1QLSAAX. Observamos que aunque en menor medida que el mutante
RaclQLl a secas, el doble mutante también produce pleomorfismo nuclear. Inmunofluorescencia que muestra
nucleos alterados con el mutante Rac1QLSAAX. Nétese la presencia principalmente citosdlica de la proteina.
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IV.2.2 Rac1QL altera la morfologia nuclear a través del citoesqueleto de
microtubulos y de la contractilidad de actina miosina

Las RhoGTPasas son grandes reguladoras del citoesqueleto, tanto de
actina como de tubulina, a través de sus multiples efectores. (Bishop and Hall
2000) Por ello se propuso estudiar cual de los dos podia estar involucrado en el
cambio morfoldgico del nucleo, si es que alguno de los dos participaba. Para ello
se utilizaron diferentes compuestos que atacan al citoesqueleto. Uno de los
farmacos elegidos para alterar el citoesqueleto de actina fue la citocalasina D,
compuesto de origen flungico que se une a los filamentos de actina e impide asi
su elongacién. (Goddette and Frieden 1986) Otro tratamiento utilizado para la
alteracion del citoesqueleto de actina fue la blebistatina. Con este farmaco lo que
se consigue es inhibir la miosina no muscular II. (Kovacs, Toth et al. 2004) La
miosina II es un motor molecular involucrado en la contracciéon actina miosina
que regula procesos como la migracion o la division celular. Para alterar el
citoesqueleto de tubulina se anadié nocodazol, un agente antimitético que se une
a la B-tubulina interfiriendo con la polimerizacién de los microtubulos. (Jordan,
Thrower et al. 1992)

Se transfectaron las células A375P con el mutante Rac1QL y a los dos dias
se trataron durante tres horas con los compuestos mencionados para ver si con
alguno de los tres tratamientos se conseguia revertir el efecto producido por la
RhoGTPasa Racl constitutivamente activa. Tanto con citocalasina D (CytD) como
con blebistatina (Bleb), lo que se produjo fue un aumento en la cantidad de
células binucleadas, lo que no resulta sorprendente, dado que con este
tratamiento lo que se produce es un fallo en la citocinesis. También observamos
una disminucién en el porcentaje de nucleos arrifionados, sin embargo este
efecto fue mas pronunciado cuando tratamos con nocodazol (Noc). En este caso
la distribucién de las diferentes morfologias nucleares era muy similar a la de las
células control. (Figura IV.11) De esta forma, se concluyé que el efecto de la
pequefia RhoGTPasa Racl sobre los nucleos estaba relacionado con su funcién

como reguladora de microtubulos.
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Ademas de esta aproximacion mediante el uso de farmacos, decidimos
utilizar dos mutantes de Rac1QL deficientes en la union a distintos efectores, el
mutante RaclQLF37A y el mutante RaclQLY40C. De esta forma podemos
discriminar entre rutas de sefnalizacién activadas por Rac1QL. El mutante F37A es
capaz de unirse a proteinas efectoras como Pakl o JNK, sin embargo no induce
cambios en el citoesqueleto de actina. En el mutante Y40C la cisteina 40 es
sustituida por una tirosina en el dominio efector de Racl, de modo que se impide
su unidn a Pakl o JNK, pero sigue induciendo “membrane ruffling”, es decir, es
capaz de modificar el citoesqueleto de actina (Joneson, McDonough et al. 1996;
Lamarche, Tapon et al. 1996) Se procedid a la transfeccién de estos mutantes y a

la comparacidon con el RaclQL a ver si con alguno de los dos se impedia la
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formacion de nucleos aberrantes. Con ambos mutantes se produce una
disminucion en el niumero de nucleos aberrantes, si bien este efecto es mas
pronunciado con el mutante Y40C que no es capaz de unirse a Pakl. (Figura IV.
12) Este resultado parecid coherente con el obtenido en el experimento anterior
en el que se revertia el efecto de RaclQL al tratar las células con nocodazol.
Como se ha explicado en la introduccién, la activacion de PAK1 induce la
fosforilacion de la proteina estatmina evitando asi que ésta despolimerice los
microtubulos. Por lo tanto, con el mutante deficiente en la unidn a PAK, esta
inhibicién no se produce, por lo que la estatmina continuara ejerciendo su papel
promoviendo el desensamblaje de los microtubulos. Con este resultado y con el
anterior, con el nocodazol como agente despolimerizante, se dedujo que Racl
inducia su efecto principalmente a través de su capacidad de regular la
polimerizacién de microtibulos. No obstante, parecia existir otro mecanismo
adicional por el que se inducia el cambio morfoldgico en los nucleos, ya que con
el otro mutante habia también cierto grado de reversion.

A.

Rac1QLF37A

Rac1QLY40C
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Figura IV.12. Distribucién con mutantes de RacQL para distintos efectores. A. Inmunofluorescencia mostrando
nucleos de células con los mutantes de Rac1QL para diferentes efectores B.Con el mutante incapaz de unirse a
PAK1, el Y40C, se puede observar que el nimero de nucleos redondos pasa del 35% en el caso de RacQL al 66%.
C. WB de expresion de las diferentes construcciones.

Asi pues, a la luz de estos resultados, se analizo la influencia de la sobre-
expresion de una construccién de PAK constitutivamente activa sobre es aspecto
de los nucleos. En un principio se esperd ver un aumento de nucleos aberrantes
y, efectivamente, al cuantificar el porcentaje de nlcleos afectados se detectd una
desviacién con respecto al control. Sin embargo, no se produjo un aumento en la
proporcién de nucleos arrifonados, como en el caso de Rac1QL, sino que que la
morfologia mas destacada fue la de los nlcleos alargados. (Figura IV.13) Este
dato llevd a concluir que probablemente PAK estd jugando un papel en la
regulacion de la morfologia nuclear, pero Rac1QL debe de estar provocando estos

cambios a través de otros efectores adicionales.
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Figura IV.13. Distribucion de la morfologia nuclear en células sobre-expresando PAK1 constitutivamente
activo. Figura que muestra cdmo la sobre-expresion de PAK1 constitutivamente activo no induce los cambios
morfoldgicos que vemos con RaclQL, es decir, nucleos predominantemente arrifionados, sino que lo que
provoca es un aumento en el nimero de nucleos alargados.

Llegados a este punto se pensé que quiza existia una colaboracion entre el
citoesqueleto de microtubulos y la contractilidad de actina/miosina para inducir
este cambio en la morfologia nuclear. Dado que con el tratamiento con la
blebistatina también se reducia en parte el porcentaje de nucleos arrifionados se
quiso comprobar si quiza era la combinacién entre contractilidad actina/miosina y
los microtubulos la que proporcionaba la fuerza suficiente para inducir los
cambios al nucleo. Lo primero que se analiz6 fue si con la sobre-expresién de las
pequefias RhoGTPasas aumentaba la contractilidad. La actividad de la miosina II
esta regulada por la fosforilacién en la Serina 19 de la cadena ligera de miosina
(MLC) por ello la fosforilacién en este residuo es un indicador de contractilidad.
Se transfectaron las células con los mutantes constitutivamente activos y a las 48
horas se lisaron y se hizo un western blot para ver si aumentaba la fosforilacion
de MLC. En la figura IV.14 se puede ver que efectivamente se produce un
aumento en la fosforilacién de MLC con Rac1QL y Cdc42QL.
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Figura IV.14 Fosforilacion de MLC por las GTPasas constitutivamente activas. Aumento en la fosforilacion de
MLC por parte de las RhoGTPasas constitutivamente activa. Este aumento es significativo en el caso de Rac1QL y
de Cdc42QL. Analisis de un total de 5 western blots, haciendo un t de student de dos colas.

Nos sorprendid mucho no ver aumento en contractilidad con RhoAQL dado
gue esta proteina a través de ROCK induce contractilidad. En todo caso, si se
produjo un incremento en contractilidad con las otras dos RhoGTPasas y eso
condujo al siguiente punto. De ser una combinacion entre contractilidad y
cambios en la dindmica de los microtiubulos lo que potencia el cambio
morfoldgico en el nucleo, PAK deberia estar promoviendo sélo uno (o ninguno) de
estos dos procesos. Por ello se planted determinar si PAK1 inducia contractilidad

y analizar si al tratar con nocodazol las células con el mutante de PAK1
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constitutivamente activo se revertia su capacidad de inducir una morfologia

alargada.

En el primer caso observamos que la diferencia en la fosforilacion de MLC
en las células que sobre-expresan PAK1 constitutivamente activa era menor vy
estadisticamente significativa con respecto a las células que sobre-expresaban
RaclQL. (Figura IV.15A) No se produjo tanta contractilidad actina miosina como
con RaclQL. Si que aumentd con respecto al control, y de hecho, esta descrito
gue PAK induce contractilidad, pero en nuestro sistema tiene que haber algun
otro mecanismo a través del cual RaclQL esté induciendo contractilidad.

(Goeckeler, Masaracchia et al. 2000; Brzeska, Szczepanowska et al. 2004)

En el segundo experimento, se transfectaron las células A375P con Pakl
constitutivamente activo y a las 48 horas se trataron con nocodazol durante 3
horas. Posteriormente se procedié a ver si disminuia el porcentaje de nucleos
alargados. En la figura IV.15B se muestra que efectivamente, el tratamiento con

nocodazol revierte el efecto producido por PAK sobre los nucleos.

Gracias a estos experimentos podemos deducir que RaclQL a través de
Pak esta regulando los microtubulos y ello conlleva un cambio morfoldgico en los
nlcleos, pero para una deformacidén nuclear mayor, es necesario un aumento en
contractilidad actina miosina que no se produce por Pak, sino por algun otro

efector que desconocemos.

>

2.0

pMLC

1.5 _

0.59

fosforilacion de MLC normalizada

82



Resultados

Donut
Alargados
Multilobulados
Multinucleados
Arrifionados
Redondos

(en porcentaje)

distribucion de fenotipos nucleares

& <
Q W N
© & &
& & &

Figura IV.15. Efecto de Pak sobre la contractilidad actina miosina y sobre los microtubulos. A. PakT423E no
induce tanta fosforilacion en MLC como RaclQl, por lo que RaclQL induce la fosforilaciéon a través de otro
efector. B. El tratamiento con nocodazol impide que Pak constitutivamente activo induzca cambios en la
morfologia nuclear.

IV.2.3 Las proteinas SUN y KASH son mediadoras de la regulacion
de la morfologia nuclear por las GTPasas Rho

Como ya se ha comentado anteriormente, la idea inicial era que las
proteinas SUN y KASH sirvieran de conexidén entre el citoesqueleto y el ndcleo
transmitiendo los efectos de la accién de las proteinas Rho al nucleo. De ser
correcta esta hipotesis, romper esta conexion deberia evitar el cambio
morfoldgico en los nlcleos. Esta cuestién se abordé mediante la ruptura de las
uniones LINC al citoesqueleto. Para esta ruptura se sobre-expresaron dos
construcciones dominantes negativas de SUN y KASH. (SUNDN y KASHDN) Estas
construcciones son conocidas por interferir en la interaccion de componentes
enddégenos del complejo LINC, causando la disminucidn de nesprinas en la
membrana nuclear externa. (Crisp, Liu et al. 2006; Stewart-Hutchinson, Hale et
al. 2008) Efectivamente, la sobre-expresién de estas construcciones disminuyé el
porcentaje de nucleos andmalos al co-transfectarlo con Racl1QL comparandolo
con el nimero de nucleos aberrantes obtenido con la sobre-expresién de Rac1QL
solo. (Figura IV.16) Algo que captd nuestra atencion fue el cambio de distribucién
de RaclQL cuando se sobre-expresaba la proteina KashDN. En lugar de una
distribucién, en apariencia, predominantemente perinuclear, la GTPasa en

presencia de KashDN adquiria una distribucion menos definida, de aspecto
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vesicular distribuida por toda la célula. Si bien es cierto que no en todas las
células que expresan estas dos proteinas vemos esta distribucion de RaclQL si
gue se da en un alto nimero de células. En cualquier caso, la ruptura del

complejo LINC impide en gran medida el cambio morfoldgico nuclear inducido por

las pequefias Rho GTPasas.
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Figura 1V.16. Distribucion de las morfologias nucleares con la ruptura del complejo LINC. Al sobre-expresar
dominantes negativos que rompen el complejo LINC se inhibe el pleomorfismo nuclear generado por RacQL

Una vez obtenido este resultado se pretendié determinar si la sobre-
expresion de las GTPasas Rho estaba influyendo en la expresién de las laminas

(Figura IV.17A) y en la de algunos componentes del complejo LINC. (Figura IV.
17B)
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Al cuantificar la expresion de las laminas en A375P sobre-expresando las
GTPasas constitutivamente activas se observd que en el caso de la lamina A/C su
expresion se vio disminuida cuando las células sobre-expresaban RaclQL. En el
caso de la lamina Bl se vio mermada con todas las pequefias GTPasas
constitutivamente activas, si bien es sobre todo llamativa la bajada en expresion
si las células sobre-expresaban RhoAQL o Cdc42QL. Con la lamina B2 sucedid lo
mismo que con la lamina A/C, la proteina RaclQL causé una bajada en la
cantidad de lamina B2 presente en las células. Por tanto Rac1QL fue capaz de
influir en la expresidon de todas las laminas. Si bien es cierto que en todos los
casos la diferencia con respecto al control fue estadisticamente significativa, la
disminucion en la expresién de las laminas no fue muy drastica. Aan asi, puede
gue esta pequefia alteracion sea suficiente para provocar un cambio en la rigidez
del nucleo que facilite su posterior deformacién. Ya se ha comentado en la
introduccién de esta tesis que estos filamentos intermedios son importantes a la

hora de mantener la arquitectura nuclear.

Dado el gran tamano de las proteinas nesprinas no fuimos capaces de ver
su expresion. Con respecto a la expresién de SUN1/2 y de emerina, a diferencia
de la situacién que nos encontramos con las laminas, las pequeifias RhoGTPasas

no parecen modular la expresion de ninguna de estas proteinas. (Figura IV.13B)
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Figura IV.17. Regulacidon de la expresion de las laminas y de algunos componentes del complejo LINC por las
pequeinias RhoGTPasas. En la figura A se muestra cdmo las pequefias RhoGTPasas son capaces de modular la
expresion de las laminas, en el caso de las laminas A/C Rac1QL disminuye su expresion, en el caso de la lamina
B1 todas disminuyen su expresion, sobre todo RhoAQL y Cdc42QL. La lamina B2 disminuye ligeramente en el
caso de que la proteina sobre-expresada sea Rac1QL. B. La expresion de componentes de | complejo LINC no se
ve afectada por ninguna RhoGTPasa. En todos los casos se analizaron 4 western blots diferentes y se analizo la
estadistica con un test de student de dos colas.

IV.2.4 El cambio morfologico del niicleo es un proceso dinamico

De los experimentos realizados hasta este punto se podia concluir que las
pequefias RhoGTPasas y en especial Racl eran capaces de inducir cambios
morfoldgicos en el nucleo. Quedaba por dilucidar si este efecto era permanente,
o si por el contrario el nucleo sufria continuas remodelaciones, es decir, si se
trataba de un proceso dindmico. Para aclararlo se utilizd la construccién de Racl
constitutivamente activa fusionada a la proteina GFP, de modo que se pudiera
monitorizar la dinamica del ndcleo de las células transfectadas. Para ello el
nucleo se tifid con Hoechst, con el fin de hacer el seguimiento de su morfologia a
lo largo del tiempo. Se tomaron fotos de los nucleos cada 10 minutos durante un

intervalo de tres horas para analizar cambios en la morfologia nuclear.

Habiamos descrito también que con la sobre-expresion de las proteinas

dominante negativas de SUN y KASH se reducia la proporcién de nucleos con
morfologia alterada.
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Para este andlisis se grabd el movimiento nuclear de las células A375P en
tres condiciones diferentes:

- Células control sobre-expresando GFP

- Células sobre-expresando la proteina de fusién GFP-Rac1QL

- Células sobre-expresando las proteinas mCherry-Rac1QL y GFP-KashDN

Aquellas células que sobre-expresaban RaclQL mostraron un cambio
morfoldgico nuclear mas dinamico que aquellas que sobre-expresaban la proteina
GFP, donde no se produjo cambio apreciable. Por el contrario, en las células que
sobre-expresaban tanto Racl1QL como KashDN los nlcleos parecian estar mas
estaticos. Si bien es cierto que algunas de las células que sobre-expresaban
ambas proteinas poseian nucleos arrifionados, éstos no variaron a lo largo de las
tres horas de monitorizacion. En la figura IV.18A se muestra en las fotos del
video con Rac1QL y KashDN cémo uno de los nucleos, arrifionado, en la esquina

inferior de la foto, permanece arrifionado durante las tres horas.

Se pretendié cuantificar el cambio que se producia en los nucleos a lo
largo del tiempo para poder compararlos. Se decidié analizar 10 nlcleos al azar
de cada condicién y medir la redondez, el perimetro y el area del nucleo
mediante el uso del programa Imagel. Para hacer la comparativa mas visual, en
las graficas se representaron las medidas normalizadas con respecto al primer
fotograma, de modo que el primer fotograma tiene siempre el valor “1”. Se
estudio la variacién a lo largo del tiempo. Efectivamente, tanto la redondez como
el drea como el perimetro en las células GFP se mantuvo estable, mientras que
en las RaclQL se produjeron alteraciones importantes. En el caso de las células
que expresaban tanto Racl1QL como KashDN el nlcleo sufrid cambios, pero no
fueron tan acentuados como con RaclQL solo. Ademas, cabe destacar que el
perimetro nuclear de las células que sobre-expresaban Rac1QL no sufrié tantos
cambios a lo largo del tiempo como la redondez o el area. De las tres
caracteristicas nucleares medidas la que mayor diferencia mostré con respecto al
control y con respecto a las que también sobre-expresaban KashDN fue la
redondez. (Figura IV.18B)
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Figura IV.18. Time-lapse de 3 horas de nucleos sobre-expresando GFP,

Tiempo (min)
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Rac1QL y RaclQL con KashDN. En la

figura A se muestras fotos del time-lapse en las que se puede apreciar cémo la célula que sobre-expresa Rac1QL
tiene un nucleo que va variando de forma a lo largo del tiempo, mientras que ni las células que expresan GFP ni
las que co-expresan Rac1QL y KashDN tienen unos nucleos tan dinamicos. B. Andlisis de diez nucleos al azar de
cada una de las condiciones en las que estudiamos la variacién en redondez, drea y perimetro en un intervalo de
tiempo de 3 horas. La redondez del nucleo es la que mas varia cuando la célula sobre-expresa Rac1QL frente a
las células control (GFP) o las células que co-expresan Rac1QL y KashDN.
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IV.3 Repercusion biologica del cambio morfologico
nuclear

Otro de los objetivos marcados era comprender qué proceso estaban

regulando las GTPasas al provocar este cambio morfoldgico de los nucleos.

IV.3.1 Las Rho GTPasas no inducen apoptosis

Las RhoGTPasas regulan multiples procesos bioldgicos, entre los que se
encuentra la apoptosis. La induccién de apoptosis esta estrechamente ligada con
la capacidad de las pequefias RhoGTPasas de activar proteinas como las JNK o la
de regular proteinas de produccion de ROS, como las de la familia NOX.
(Embade, Valeron et al. 2000; Munoz-Alonso, Gonzalez-Santiago et al. 2008;
Selimovic, Badura et al. 2013) Dado que durante la apoptosis se generan
cambios en el nucleo como la condensacién de cromatina o la fragmentacion
nuclear (Ziegler and Groscurth 2004), se especuld que quizd los nucleos
aberrantes eran pasos previos a la fragmentacion o condensacién. Por ello, se
transfectaron las células con las construcciones de las RhoGTPasas activas y a las
48 horas se analizaron las células (tanto las muertas flotantes como las
adheridas a la placa) para ver si habian entrado o estaban entrando en
apoptosis. Por una parte se midié la cantidad de células anexina-V positivas, por
otra la fragmentacion de la caspasa 3, ambos métodos indicadores de apoptosis.
Se produjo un ligero incremento de la apoptosis con respecto al control cuando
se calculdé la presencia de células anexina-V positivas, pero tras un analisis

estadistico t de student en todos los casos salié no significativo. (Figura IV.19)
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Figura IV.19 Apoptosis inducida por las GTPasas Rho constitutivamente activas. En la figura A se muestra la
apoptosis medida por células anexina positivas. En la B miramos la apoptosis por la fragmentacion de la caspasa
3. Con ninguno de los dos métodos se observa aumento significativo de muerte celular. Andlisis en tres
experimentos independientes con t de student de dos colas.

IV.3.2 Las Rho GTPasas no inducen senescencia

Otra de las funciones que regulan las GTPasas a través de sus diferentes
efectores es la senescencia. (Debidda, Williams et al. 2006; Caino, Meshki et al.
2009; Gorgoulis and Halazonetis 2010) Igual que sucede con la apoptosis, el
aspecto morfoldgico de los nucleos senescentes se ve alterado, asi por ejemplo,
en muchas ocasiones las células presentan poliploidia, la expresiéon de las
laminas se ve alterada y pueden presentarse nucleos lobulados (Mehta, Figgitt et
al. 2007; Ohshima 2008; Barascu, Le Chalony et al. 2012) De hecho, la pérdida
de lamina B1 es un biomarcador de senescencia (Freund, Laberge et al. 2012) y
como se ha visto en la figura IV.17 con las tres GTPasas constitutivamente

activas disminuia su expresidn, sobre todo con RhoA y Cdc42.

Las células senescentes expresan una [-galactosidasa asociada a
senescencia, de modo que para detectarlas se aflade B-gal a las células fijadas,
previamente transfectadas con nuestras construcciones, y se analiza al
microscopio la existencia de tincion azul, indicador de que la célula esta
senescente. Al hacerlo pudimos observar que no se produjo aumento significativo
en senescencia con respecto al control, si bien si hubo tendencia a aumentar con
RaclQL y RhoAQL. (Figura IV.20) A pesar de este aumento, al no ser significativo
pudimos descartar que el efecto producido sobre el nlcleo estuviera asociado a

senescencia.
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Figura IV.20. Senescencia inducida por las GTPasas constitutivamente activas. La sobre-expresion de la GTPasa
Rho constitutivamente activa induce un aumento de senescencia, medida por actividad B-galactosidasa, sin
embargo no son cambios estadisticamente significativos.

IV.3.3 El cambio morfolégico nuclear no se explica por fallos en el
ciclo celular

Dado que, como se puede observar en la figura IV.3, la sobre-expresiéon de
las pequefias GTPasas en A375P contribuyé al aumento del nimero de células
multinucleadas, era importante estudiar si las alteraciones en la morfologia
nuclear eran consecuencia de fallos en mitosis. En algunos estudios se ha visto
que las células pueden salir de mitosis sin la segregacion de cromosomas o
citocinesis, dando lugar a nucleos poliploides ya sean de apariencia normal o
aberrantes. Por esta razon se planted la posibilidad de que las células con nucleos
aberrantes fueran resultado de una mitosis incompleta. (Ohshima 2008) Es decir,
independientemente de la presencia de uno o varios nucleos, la carga de DNA y
de proteinas podria ser doble. Por ello, se transfectaron las células con las Rho
GTPasas constitutivamente activas fusionadas a GFP y se hizo un anélisis del ciclo
celular mediante citometria en la que se midid la cantidad de DNA mediante
tincion con ioduro de propidio de las células verdes. La intensidad de
fluorescencia obtenida con el ioduro de propidio por tanto, correlaciona con la
cantidad de DNA. Se obtienen al hacer esto tres picos, el primero equivale a
células en G1, el segundo equivale a células en interfase S y el Ultimo es el de
células en G2-mitosis. Este ultimo pico implica que esas células tienen doble

carga de DNA.

El andlisis de las células transfectadas revelé que efectivamente se
producia un ligero incremento en el niumero de células en el tercer pico con
respecto a las células control, siendo esta diferencia mas acentuada en aquellas
células que habian sido transfectadas con Cdc42QL, de hecho fue el Unico punto
en que la diferencia salia significativa. (Figura IV.21) Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en la figura IV.3. Ahi veiamos que la cantidad de células
binucleadas era mayor en caso de haber sido transfectadas con Cdc42QL. Por
tanto, la informacion obtenida con este experimento indicaba que el porcentaje
de nucleos aberrantes presente en células transfectadas con RaclQL no parecia

ser consecuencia de fallos en mitosis.
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Figura 1V.21. Analisis del ciclo celular mediante

= 354 *
§ citometria de flujo. Resultado de la citometria para el
g 28 analisis del ciclo celular con las diferentes RhoGTPasas,
a mostrando el porcentaje de células que se encuentran en
o 21 el pico de G2. Haciendo un analisis estadistico con t de
8 student vemos que la Unica diferencia significativa con
% 144 respecto al control se obtiene con Cdc42QL.
2
©
€ 71
Q
5
[« O' T T
Q 2 2 \Z
<;< (,}Cb o\?Q (P"I'Q
® & &

A pesar del resultado anterior se continud estudiando la hipdtesis de que
posibles fallos en mitosis fueran la causa de la morfologia alterada de los
nucleos. Una célula con un ciclo sin alteraciones, tiene uno o dos centrosomas
dependiendo de la fase del ciclo en la que se encuentre. Por el contrario, una
célula que haya sufrido una citocinesis incorrecta, poseerd mas centrosomas. Por
ello se quiso determinar el nimero de centrosomas de aquellas células con
nucleos andmalos. Como marcaje de centrosomas se utilizé la y-tubulina. Como
se puede observar en la figura IV.22 en el caso de las células con nucleos
arrifonados, se cuantificd o bien uno o dos centrosomas, pero nunca mas de dos.
Sin embargo, en las células con mas de un nucleo el nimero de centrosomas

estaba por encima de dos. Este resultado apuntaba a que la apariencia aberrante

de los nucleos no era consecuencia de una citocinesis incompleta.

. DAPI

.

Figura IV.22. Marcaje de y-tubulina en nicleos arrifionados frente a células multinuceladas. la figura muestra
que las células con mas de un nucleo tiene el doble de centrosomas que la arrifionada, dando a entender que
las células arrifionadas no han sufrido un fallo en citocinesis.
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Finalmente se analizé un posible arresto de las células A375P en G2/M
causado por las RhoGTPasas. Para ello, se estudié la capacidad de las células de
salir de esta fase del ciclo. Con este motivo se forzdé a las células previamente
transfectadas con la GTPasa correspondiente a arrestarse en G2/M mediante el
tratamiento durante 16 horas con nocodazol. En caso de que las GTPasas
impidieran el paso a la siguiente fase del ciclo, tras la retirada de nocodazol del
medio, las células continuarian arrestadas en G2/M. El analisis de la citometria de
flujo mostré que independientemente de la GTPasa con la que estuvieran
transfectadas las células, éstas eran capaces de continuar con el ciclo celular al
retirar el nocodazol del medio. (Figura IV.23) Como control de que el nocodazol
estaba induciendo una parada del ciclo en G2 se utilizaron unas células
transfectadas con GFP a las que no se les retird el tratamiento del medio. Este
analisis permitié concluir que las RhoGTPasas no estaban causando un arresto en
G2 y que por tanto los nucleos aberrantes no eran consecuencia de una parada
en G2/M.
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Figura 1V.23 Analisis de arresto en G2/M. Las células fueron arrestadas mediante el tratamiento con nocodazol
en fase G2/M. Posteriormente se permitié que continuaran el ciclo al quitarles el nocodazol del medio. En caso
de que la GTPasa que estuvieran sobre-expresando hubiera provocado parada del ciclo en G2, las células no
serian capaces de continuar con la mitosis. Sin embargo, en este experimento no vemos diferencias
significativas con respecto al control.

Teniendo todos estos experimentos en cuenta, parecid razonable concluir
que el efecto de las RhoGTPasas sobre la morfologia nuclear no estaba

relacionado con un fallo en el ciclo celular.
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IV.3.4 Las GTPasas Rho no afectan a la proliferacion

Otro efecto bioldgico a estudiar fue el de la proliferacion celular. Nos
interesaba saber si las RhoGTPasas estaban influyendo sobre la proliferacion, ya
gue hay multiples estudios que observan que las pequefas GTPasas actuan sobre
la proliferacion en diferentes tipos celulares y en varios tipos de cancer. (Morin,
Flors et al. 2009; Gastonguay, Berg et al. 2012; Melendez, Liu et al. 2013;
Hofbauer, Krenn et al. 2014) Para este caso, se transfectaron las células A375P
con una de las tres GTPasas constitutivamente activas y con GFP y se
seleccionaron con geneticina para conseguir células que expresaran de forma
estable las GTPasas. Posteriormente se plaquearon inicialmente 20000 células y
se contaron durante 3 dias cada 24 horas. En la figura IV.24 se muestran las
curvas de proliferacién en las que se puede apreciar que ninguna de las GTPasas

transfectadas confirié una ventaja proliferativa a las células.
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IV.3.5 Rac1 induce invasion

Las pequefias RhoGTPasas estan estrechamente ligadas a la migracion
celular y a la capacidad invasiva de las células. Por tanto una hipdtesis que se
barajo fue que la deformacion nuclear inducida por las RhoGTPasas, en especial
por Racl, aportara ventajas invasivas permitiendo el paso de las células a través
de espacios mas pequefios. El nlcleo es el organulo mas grande y rigido dentro
de una célula y por tanto es el que determina el didmetro que ésta podra
atravesar. (Wolf, Te Lindert et al. 2013). Se pretendid analizar si las células que
sufrian mayor deformacion nuclear tenian mayor capacidad invasiva. Para ello, se
utilizaron unos transwell con poros de didmetro de 8 pym con una capa de
matrigel para estudiar la invasion de las células transfectadas con las GTPasas

Rho constitutivamente activas. Tras 16 horas se cuantificd el nimero de células
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verdes (es decir, aquellas que sobre-expresaban la GTPasa correspondiente) que
habian sido capaces de atravesar la membrana. Aquellas células que sobre-
expresaban RaclQL atravesaron en mayor numero la membrana y aumentan

significativamente con respecto al control. (Figura IV.25)
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A raiz de estos resultados se concluyd que RaclQL estaba favoreciendo la
invasion de las células en ensayos en transwell. Por esta razén se planted

profundizar en estos resultados en modelos de invasion in vivo.

IV.4 Analisis in vivo en modelo de embrion aviar

IV.4.1 Rac1QL promueve intravasacion

A tenor de todos los resultados descritos hasta este punto, se habia
llegado a la conclusion de que RaclQL estaba induciendo un cambio morfoldgico
en los nucleos regulando el citoesqueleto (tanto los microtubulos como la
contractilidad actina miosina) y a través de las proteinas SUN y nesprinas. Tras el
estudio en el que se traté de asociar la morfologia nuclear aberrante a un
determinado papel bioldgico, se observdé que Racl1QL aumentaba la invasion de
las células A375P en ensayos en transwell. Por todo esto, se decidid hacer un
estudio in vivo en un modelo de embridn aviar. Para ello se inocularon células

A375P sobre-expresando la RhoGTPasa correspondiente sobre la membrana
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corioalantoidea (CAM) y se dejaron crecer hasta desarrollar un tumor durante
siete dias. Esta membrana se encuentra debajo de la cadscara del huevo, estd
muy vascularizada y permite el desarollo del tumor. Transcurrido este tiempo se
tomaron los tumores y se pesaron con el fin de determinar si existian diferencias
en tamano en funcién de la RhoGTPasa sobre-expresada. (Figura IV.26) No se
detectd ningun cambio estadisticamente significativo en este aspecto, dato que
no es sorprendente, ya que en el analisis previo en curvas de proliferacion con
las células se habia observado una proliferacion muy similar de las células

independientemente de la RhoGTPasa sobre-expresanda.
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Figura 1V.26 Tumores en embriones de pollo con las diferentes GTPasas. Tanto la dimensidn (A) como el peso
(B) del tumor que obtenemos con las diferentes GTPasas es muy similar y no da resultados estadisticamente
significativos. C. Western blot anti-GFP mostrando la expresion de las GTPasas en los tumores.

El interés en este experimento radicaba en el analisis de una posible
metastasis incrementada por la sobre-expresion de las RhoGTPasas. Uno de los
pasos clave dentro de la metastasis es la entrada de las células tumorales al
torrente sanguineo, proceso denominado intravasacién. Para estudiar la
intravasacion en este modelo, se toma la parte de la CAM mas alejada al tumor
primario. Este tejido se analiza mediante PCR cuantitativa frente a secuencias
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Alu. Estas son secuencias repetitivas que se dan muy abundantemente en el
genoma humano y que son caracteristicas de humano y otros primates, (Mighell,
Markham et al. 1997) por lo que que sdlo se obtiene amplificacion de estas
secuencias en caso de que haya células humanas en la CAM. A mayor
amplificacién mayor numero de células presentes en la CAM, indicador de mayor
intravasacion. Mediante una recta patréon con un nimero de células conocido se

puede cuantificar cuantas células humanas hay en funciéon de la amplificacién

resultante de la PCR cuantitativa.
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Como se observa en la grafica (Figura IV.27) con la Unica GTPasa con la
gue aumentod la cantidad de células capaces de intravasar fue con RaclQL. A
pesar de la gran variabilidad obtenida en los experimentos con RaclQL la

diferencia con respecto al control es estadisticamente significativa.

La metdastasis es un proceso de varios pasos en que tras la intravasacion
las células tienen que sobrevivir en el torrente sanguineo y finalmente salir de
éste en un proceso denominado extravasacion. Una vez fuera del torrente podran
proliferar y generar un tumor secundario en otro érgano. Por ello, con el fin de
determinar si las RhoGTPasas conferian ventajas a las células para colonizar
otros organos, se analizaron los higados de los embriones de pollo en busca de
secuencias Alu. En este caso en ninguna de las condiciones se obtuvo
amplificaciéon de estas secuencias, lo que implica que las células A375P no

llegaron hasta el higado en ningun caso.

De estos resultados se pudo deducir que la GTPasas RaclQL estaba
facilitando la entrada al torrente sanguineo de las células, pero que no conferia

ninguna ventaja a la hora de continuar con el proceso metastasico.
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IV.4.2 La ruptura del complejo LINC evita la intravasacion

Resultados previos en las células A375P habian mostrado que la ruptura
del complejo LINC mediante la sobre-expresion de la construccion dominante
negativa de KASH impedia que Rac1QL modificara la morfologia nuclear. Teniendo
estos datos en cuenta se planted estudiar si la sobre-expresién de KASHDN en
las células que también tuvieran Rac1QL lograba evitar la intravasacion de éstas

en el modelo de embridon aviar.

Tras la formacion del tumor, se procedidé a analizar su tamafo y peso y se
determind que no existian diferencias en este aspecto. (Figura IV.28A). Este dato
es importante, ya que de encontrar diferencias en el numero de células
intravasadas no se podria achacar a una mayor capacidad proliferativa, sino

Unicamente a su capacidad de entrar en el torrente sanguineo.

El andlisis de la PCR cuantitativa mostré que aquellas células que sobre-
expresan tanto RaclQL como KASHDN eran incapaces de intravasar al
compararlas con las que tan sélo sobre-expresan Rac1QL. (Figura IV.28B). Este
resultado demuestra que la conexion del citoesqueleto con el nucleoesqueleto a
través del complejo LINC es la que otorga a las células que sobre-expresan
RaclQL la ventaja de intravasar y que la disrupcién de dicho complejo evita la
entrada de las células al torrente sanguineo, a pesar de la presencia de la
GTPasa.
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Figura 1V.28 Las células que sobre-expresan Rac1QL y KASHDN inducen tumores de igual tamafo, pero no
consiguen intravasar. Las células que sobre-expresan ademds de la proteina RaclQL la proteina KashDN
provocan un tumor de igual tamafio que las que sélo expresan la proteina RaclQL. (A). Sin embargo, al co-
expresar las dos proteinas la intravasacién a la CAM es mucho menor. En este caso el nimero de huevos
utilizados fueron 10 para GFP, 9 para RaclQL y 12 para RacQL + KASHDN. El analisis estadistico fue el t de
student de dos colas. El analisis t de student de dos colas se hizo comparando la condicion Rac1QL con RaclQL
+KashDN.
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Los higados de estos embriones de pollo también se analizaron en busca
de células humanas y en este caso, igual que en el anterior, las células no

llegaron a colonizar este érgano.

IV.a.3 La ruptura del complejo LINC evita la invasion

El resultado anterior indicaba que el complejo LINC era crucial para la
ventaja que otorgaba RaclQL a las células. Se pretendido corroborar este
resultado mediante un segundo abordaje en un modelo en embrién de pollo, pero
diferente al anterior. En este caso se deja crecer el embridn ex ovo. Para ello, a
dia tres de desarrollo se extrae el embridon del huevo y se deja crecer en una
navecilla de pesaje hasta el dia 10. En ese momento se inoculan las células
A375P directamente sobre el mesodermo de la CAM cerca de los vasos

sanguineos y se dejan aumentar los microtumores durante tres dias mas.

Posteriormente se toman estos microtumores y se analizan al microscopio.
(Figura IV.29)

Figura IV.29 Modelo ex ovo. Fotos que muestran el modelo ex ovo a dia 3, segln se casca el huevo, a dia 10,
recién puestas las células, las flechas indican algunos de los futuros microtumores, a dia 13, las flechas indican
algunos de los microtumores. En ese punto se corta el microtumor para observarlo al microscopio.

En este modelo las células inician a los dos dias la evasién del microtumor
mesodermal y comienzan la invasidn intersticial que se puede visualizar en un
microscopio de epifluorescencia, ya que las células llevan las construcciones
fusionadas a GFP, de modo que puede cuantificarse la migracion. (Casar, Rimann
et al. 2014)(Figura IV.30A) Por un lado se puede cuantificar la distancia maxima

gue recorren las células desde el borde del microtumor y por otro ademas se
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puede cuantificar el nUmero de células que escapan del microtumor. (Figura IV.
30B) En ambos casos disminuyé el nimero considerablemente cuando las células
expresan ademas de Rac1QL la construccion dominante negativa de KASH. Estos
datos corroboran los datos anteriores.
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Figura 1V.30 La ruptura del complejo LINC evita la diseminacidon temprana del tumor inducida por Rac1QL. A.
Células escapando e invadiendo en el modelo de microtumor intramesodermal. En el caso de microtumor con
RaclQLl las células verdes son aquellas que sobre-expresan la pequefia GTPasa. En el caso del microtumor con
RaclQL y KashDN la construccion fusionada a GFP es KashDN. Esta construccion se expresa en menores
cantidades que la GTPasa, y hemos podido comprobar por inmunofluorescencia que en el 90% de los casos si
expresa la proteina Kash, también sobre-expresa la pequefia GTPasa. B. Graficas que muestran cémo disminuye
la distancia recorrida cuando las células sobre-expresan el KashDN ademas de Rac1QL y el numero de células
que escapan del microtumor. El analisis que se hizo es un t de student de dos colas.
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V.1 Influencia de las RhoGTPasas sobre el nucleo

Dentro de los modelos celulares usados para el estudio de algunas
laminopatias como HGPS o la distrofia muscular de Emery-Dreifuss estan las
células C2C12, células de mioblasto de ratén. En estas células cuando se sobre-
expresan mutantes de lamina se ha observado que se producen anormalidades
estructurales en la membrana nuclear. (Favreau, Dubosclard et al. 2003) Es por
ello que seleccionamos este modelo para el primer abordaje que realizamos.
Queriamos ver si al sobre-expresar las pequefias RhoGTPasas constitutivamente
activas conseguiamos nucleos aberrantes. Ademas quisimos hacer el estudio en
células tumorales, ya que se han observado cambios en la morfologia nuclear en
varios tipos de cancer. Las invaginaciones de la envoltura nuclear son frecuentes
en varios tipos de cancer, la aparicion de lobulos se asocia principalmente a
adenocarcinomas. También se pueden producir surcos a lo largo del nucleo que
se asocian a varios tipos de tumores. (de Las Heras, Batrakou et al. 2013) Y ya
que la activacion de las pequefas RhoGTPasas (normalmente por expresion
alterada de GEFs) es frecuente en melanoma, se utilizaron lineas de melanoma.
(Cook, Rossman et al. 2014)

Al hacer el analisis morfoldgico de los nucleos obtenidos con las diferentes
GTPasas observamos que en todos los casos la proporcién de nlcleos aberrantes
es mayor con la sobre-expresién de alguna de las tres RhoGTPasas. Este primer
resultado apoya la teoria de que efectivamente existe una relacion entre las
GTPasas y la estructura nuclear. Si bien en todos los casos se produce un
aumento en el porcentaje de nucleos con morfologia alterada, la diferencia con
respecto al control es mas acentuada cuando las GTPasas sobre-expresadas son
Racl o Cdc42. Sin embargo, en este primer andlisis no tuvimos en cuenta la
morfologia nuclear obtenida y pensamos que al no hacerlo se perdia informacién
relevante, ya que cada GTPasa podria estar favoreciendo una morfologia
determinada. Con este fin se establecieron las morfologias nucleares mas
frecuentes y, esta vez centrandonos en una unica linea celular, se cuantificé la

distribucion con las diferentes RhoGTPasas.

Tras la cuantificacién se determind que en las A375P, la linea celular por la
gue nos decantamos, el porcentaje de nucleos redondos en células transfectadas

con Racl y con Cdc42 es practicamente igual. La diferencia estriba en que en el
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caso de Racl la mayor parte de los nucleos aberrantes que encontramos son
nlcleos con una morfologia arrifonada y en el caso de Cdc42 la alta proporcion
de nucleos afectados se debe a que las células son binucleadas. De hecho,
existen varios estudios que describen la importancia de Cdc42 a la hora de la
correcta segregacién de los cromosomas y como la sobre-expresién de su forma
constitutivamente activa o la de algin GEF de Cdc42 conlleva la multinucleacion
de las células. (Lin, Fuji et al. 2003; Yasuda, Oceguera-Yanez et al. 2004;
Yasuda, Taniguchi et al. 2006) A la luz de este resultado parece légico pensar que
las dos GTPasas estan ejerciendo influencia sobre el ndcleo a través de
mecanismos diferentes. Con RhoA constitutivamente activo se produce
igualmente un incremento en nulcleos aberrantes, a pesar de no ser tan llamativo
como con las otras dos proteinas y en este caso no hay ninguna morfologia

predominante.

Con el propdsito de corroborar que el cambio morfoldgico observado en los
nucleos era debido a la actividad de las RhoGTPasas se llevaron a cabo varios
experimentos que consistieron en sobre-expresar las pequefias RhoGTPasas
dominante negativas y en sobre-expresar un GEF que lo que causara fuera la

activacién de las RhoGTPasas enddgenas.

En el primer caso, al sobre-expresar la version dominante negativa de las
pequefias RhoGTPasas no vemos ningun efecto sobre los nucleos, confirmando la
hipotesis de que es la actividad de las GTPasas constitutivamente activas la que

induce el cambio morfoldgico.

Con la sobre-expresiéon de oncovav2, un GEF capaz de activar las tres
pequefas GTPasas (Liu and Burridge 2000), aumenta la cantidad de nucleos
aberrantes, principalmente el nimero de arrifionados. Se asemeja a la
distribucidn obtenida con RaclQL sin llegar a ser tan elevado el niumero de
nucleos deformados. Este menor porcentaje en nucleos aberrantes se deba
probablemente a que al activar la GTPasa enddgena, la cantidad de moléculas de
Racl activas sea menor que en el caso de sobre-expresar la proteina
constitutivamente activa directamente. Ademas, Vav2 no sélo esta activando
Racl, sino que también activa RhoA y Cdc42. Sin embargo, aun mostrando
menor efecto, con este experimento deducimos que incluso activando las

GTPasas enddgenas conseguimos un cambio morfoldgico de los nucleos.
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El inconveniente obvio de todos los experimentos anteriores, es que el
resultado obtenido es a base de la sobre-expresion de alguna proteina, ya sean
las GTPasas propiamente dichas o un GEF que produce su activacion. Por ello, el
resultado en la linea celular IGR-1 que porta la mutacion RaclP29S es muy
valioso. Se demuestra en un modelo fisiolégico que la hiperactividad de Racl
correlaciona con un aumento en el nimero de nucleos deformados. De hecho, la
proporcion de estos nucleos es similar a la obtenida en los modelos de sobre-
expresion de RaclQL. Esta linea celular es por tanto una gran herramienta y
habria que seguir estudiando en ella como revertir la deformacidon nuclear o la

conexidén entre el nucleo y citoplasma a través del complejo LINC.

La conclusidon que se puede extraer de esta parte del trabajo es que existe
una relacién entre la actividad de las RhoGTPasas y la morfologia nuclear. Dentro
de las tres GTPasas estudiadas es RaclQL la que tiene mayor influencia sobre el

aspecto de los nucleos.

V.2 Mecanismo mediante el cual las GTPasas Rho
alteran la morfologia nuclear

La hipdtesis de partida consistia en que las pequeifias RhoGTPasas, a
través de su papel como reguladoras del citoesqueleto y conectando con las
proteinas del complejo LINC podian estar modulando la forma nuclear. Por esta
razon se nos ocurrio que podiamos probar a bloquear el transporte nucleo-
citoplasma a través de los poros nucleares y observar si incluso asi se producia
un efecto. De esta manera pretendiamos corroborar que existe una relacién entre
el citoesqueleto y el nucleoesqueleto independiente de los poros nucleares e
inducida por las pequefias RhoGTPasas que causa el cambio morfoldgico en los
ndcleos. Para bloquear el transporte entre esos dos compartimentos celulares se
utilizé la pequefia GTPasa Ran con la mutacion que la mantiene siempre en su
estado activo. Al comparar los resultados obtenidos transfectando Unicamente las
RhoGTPasas con los obtenidos con la co-transfectaccion de las RhoGTPasas vy
RanQL, se observa que el nucleo sigue sufriendo una deformacién, pero hay
muchas menos células binucleadas. Ademas esta disminucion en células
binucleadas se correlaciona con un incremento en el nimero de células con
nucleos arrifionados. Este resultado se hace evidente sobre todo en el caso de

Cdc42, ya que con esta GTPasa en ausencia de RanQL el efecto mas Ilamativo es
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el alto nUmero de células poliploides. Este resultado puede explicarse si se tiene
en cuenta que la pequefia GTPasa Ran ademas de estar involucrada en el
transporte nucleo-citoplasmas a través de los poros, también juega un papel muy
importante durante la mitosis y durante el ensamblaje de la envoltura nuclear
tras la mitosis. (Askjaer, Galy et al. 2002; Li and Zheng 2004; Kalab and Heald
2008; Zhang, Arnaoutov et al. 2014)

AUn asi lo importante de este resultado es que en presencia de RanQL, es
decir, impidiendo el transporte a través de poro nuclear y la regulacién génica
inducida por las GTPasas Rho, continlla observandose un efecto sobre el aspecto
de los nucleos. Por tanto, existe una conexidon entre estos dos compartimentos
celulares independiente del poro que parece estar regulando la morfologia

nuclear.

Este resultado resulta confirmado con la sobre-expresién del mutante de
Racl gque ademas de la mutacién que hace que se encuentre constitutivamente
activo, lleva la mutacién que lo deja en el citosol. Incluso con este mutante se
producen cambios en la morfologia de los nucleos, si bien no tan pronunciados
como con RaclQL con la caja CAAX intacta, debido probablemente a que este
ultimo se une mas eficientemente a los efectores. Es por ello que deducimos que
el efecto de RacQL sobre los nucleos viene determinado desde el citoplasma. Sin
embargo, a este respecto se ha publicado recientemente un articulo en el que
aseguran precisamente lo contrario. (Navarro-Lerida, Pellinen et al. 2015) En ese
articulo los autores describen cdmo Racl desde el nucleo induce cambios en su
morfologia a través de la actina nuclear. Ven también que la acumulacion de Rac1l
en el nucleo permite un aumento de contractilidad en el citoplasma asociado a la
actividad de RhoA. Nosotros, a lo largo de la tesis, en muy pocas ocasiones
vemos RaclQL en el nucleo, de hecho, el mutante con la caja CAAX mutada
también lo vemos en citosol predominantemente. Es por ello que a raiz de la
aparicion de este articulo nos planteamos que deberiamos ver el efecto sobre los
nucleos de un mutante de Racl que se sepa a ciencia cierta que apenas entra en
el ndcleo. En este mismo articulo los autores describen cémo los ultimos 50
aminoacidos de la parte C-terminal de Rac son claves para su localizacién celular.
Por ello, las quimeras de Racl con el C-terminal de Rac2 o Rac3 (citoplasmaticos
principalmente) son incapaces de traslocarse al nucleo, de modo que habria que

analizar el efecto de estas quimeras sobre el nucleo en nuestro modelo celular.
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Con el tratamiento de los diferentes inhibidores del citoesqueleto, tanto de
actina como de tubulina, y con la sobre-expresion de los mutantes deficientes en
la unién a determinados efectores se ha podido determinar que el citoesqueleto
de tubulina parece ser imprescindible en el cambio que induce RaclQL en el
nlcleo. Existen otros trabajos en los que se asocia la deformacién nuclear a los
microtUbulos. En un estudio en nucleos de embriones de Drosophila
melanogaster concluyen que los microtubulos ejercen una fuerza sobre el nucleo
capaz de cambiar su aspecto. Ademas este proceso de cambio en los nucleos a
través de los microtubulos es dependiente de la dineina. Los autores proponen en
su trabajo que la polimerizacion de los microtubulos es necesaria para la
deformacidn nuclear, pero que es gracias a la organizacién de éstos en haces por
la dineina que son capaces de generar los nucleos lobulados. (Hampoelz, Azou-
Gros et al. 2011) Otro ejemplo mas de cédmo los microtubulos ejercen la fuerza
necesaria para cambiar el aspecto nuclear es el caso de los neutroéfilos. Durante
la granulopoyesis (proceso de diferenciacién para dar neutroéfilos maduros), los
promielocitos adoptan nucleos multilobulados. Este cambio nuclear se asocia a
una menor expresiéon de la lamina A y otros componentes de la envoltura nuclear
gue finalmente conllevan una menor rigidez nuclear, de modo que éstos sean
mas maleables por los microtubulos, si bien el proceso molecular por el que esto
sucede no se conoce aun. (Zwerger, Ho et al. 2011) En otro estudio, con células
MDCK, los autores investigan la capacidad de deformaciéon de los nucleos de
estas células observando que no cambia por igual el eje mayor del nlcleo que el
menor. Finalmente concluyen que son los microtubulos los responsables de
mantener la estructura nuclear. (Tremblay, Andrzejewski et al. 2013) Lo cierto es
gue nosotros al impedir la dindmica de los microtubulos cuando sobre-
expresamos las RhoGTPasas constitutivamente activas advertimos que se

revierte el efecto sobre los nlcleos practicamente en su totalidad.

No obstante, también el citoesqueleto de actina debe de desempefiar un
papel en este proceso. Con el tratamiento de citocalasina D y con la blebistatina
se induce una disminuciéon en el niUmero de nucleos deformados con respecto a
las células con Rac1QL sin tratar. Es cierto que no reduce el efecto tanto como el
nocodazol, pero aun asi el numero de nucleos arrifionados es menor. Lo mismo
sucede con la sobre-expresion de los mutantes. El mutante Rac1QLY40C produce

menos efectos sobre el aspecto de los nucleos que el que porta la mutacion que
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impide a RaclQL regular el citoesqueleto de actina. Pero ambos mutantes son
menos efectivos que el RaclQL a la hora de inducir cambios en la estructura
nuclear. Existen numerosos trabajos que asocian la contractilidad y la actina con
la dindmica del nucleo. En un trabajo hecho en fibroblastos de ratén Khatau et a/
observan que los ndcleos cambian en funcién del aspecto de la célula, asi, por
ejemplo, una célula alargada tiene un nucleo alargado. Este cambio se produce
gracias a una capa de actina que rodea al nucleo y que esta conectada con éste a
través del complejo LINC. Mediante la utilizacidn de unos farmacos para inducir la
despolimerizacion de actina o impedir la contractilidad, esta capacidad del nucleo
de adaptar su forma a la de la célula se ve mermada. (Khatau, Hale et al. 2009)
En un estudio similar, en el que al igual que en el anterior también se analiza la
capacidad del ndcleo de adquirir una morfologia alargada, los autores atribuyen
la elongacion del nucleo a un aumento en contractilidad, en este caso mediada

por la pequefia GTPasa RhoA. (Versaevel, Grevesse et al. 2012)

Todos los articulos que relacionan el citoesqueleto de actina con la
mecanica del nucleo y su cambio morfoldgico convergen en que la contractilidad
actina-miosina es clave. Por eso se analizd la fosforilacion de MLC en nuestro
modelo. RhoA estd descrito como el principal mediador de la contractilidad
(Sadok and Marshall 2014), pero la implicacién de Racl y Cdc42 en la
contractilidad es compleja, ya que a veces actuan como reguladores negativos y
otras como reguladores positivos. (Brzeska, Szczepanowska et al. 2004; Jean,
Majumdar et al. 2013)(Gad, Ronnlund et al. 2012) En este caso, en las células
A375P en plastico, la sobre-expresién de RaclQL conlleva un aumento en la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina. Este aumento en contractilidad
con RaclQL parece ir en concordancia con lo descrito, es decir, a mayor

contractilidad, mayor cambio en la morfologia nuclear.

Por otro lado al sobre-expresar PAK constitutivamente activo lo que
obtenemos es un aumento en el numero de nucleos alargados, pero no
conseguimos simular totalmente el efecto que produce RaclQL, a pesar de que
con el mutante de Racl que no activa PAK apenas vemos nucleos arrifionados. Es
decir, PAK es necesario en la regulacidon de la morfologia nuclear, pero no seria el
unico efector implicado. El hecho de que la sobre-expresién de PAK en células
gue se tratan con nocodazol no induzca estos nucleos alargados, nos lleva a

pensar que PAK ejerce este efecto a través de los microtibulos y por ende que
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Racl regula los microtubulos a través de PAK para inducir cambios morfoldgicos.
Pero la sobre-expresion de PAK no aumenta la contractilidad en estas células. De
modo que RaclQL ejerce la fosforilacion de MLC a través de algun otro efector
que desconocemos. Y el hecho de que sin aumento en contractilidad PAK no sea
capaz de inducir nucleos arrifonados o multilobulados nos lleva a deducir que es
la combinacién de ambas fuerzas la que provoca los nlcleos aberrantes. Si bien
los microtubulos parecen ser imprescindibles en ese proceso, ya que el
tratamiento con nocodazol evita practicamente cualquier distorsion de estos
nucleos, ellos por si solos no consiguen moldear los nucleos en su totalidad. Se
abre aqui la incognita del posible efector de Racl que provoca el aumento en
contractilidad y seria interesante seguir trabajando en buscar posibles
implicados. JAK1, activado por RhoA, sefializa en favor de la fosforilacion de MLC.
(Sanz-Moreno, Gaggioli et al. 2011) Racl y Cdc42 también son capaces de
sefalizar a través de JAK1 (Raptis, Arulanandam et al. 2011), por lo que éste

podria ser un posible candidato.
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Figura V.1. Mecanismo de regulacion de la morfologia

nuclear. La cooperacidon entre los microtubulos,
l l regulados por Racl a través de PAK y la contractilidad
actina-miosina, a través de un efector desconocido, es

o ’ la responsable del cambio morfoldgico de los nucleos.
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En varios estudios se ha visto que impedir la conexidén nucleo-citoplasma a
través del complejo LINC tiene un efecto negativo sobre la dinamica nuclear. En
el articulo ya mencionado de Khatau et al, los autores impiden el cambio en la
morfologia del nucleo al desplazar de la envoltura la nesprina-2. (Khatau, Hale et
al. 2009) En otro estudio en el que no se centran en el cambio morfoldgico del
nucleo, pero si en el movimiento del nucleo dentro de la célula, el silenciamiento
de la nesprina-3 mediante siRNA frena este fendmeno. (Petrie, Koo et al. 2014)

Un tercer ejemplo seria el trabajo de Lombardi et al en el cual demuestran que el
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complejo LINC es critico para la transmisidn de fuerza entre el citoplasma y el
nucleo y que romper la interaccién entre estos dos compartimentos conlleva
fallos en la posicion del nucleo y en su capacidad de deformacién que puede
provocar una menor migracion. (Lombardi, Jaalouk et al. 2011) Por tanto, el
hecho de que en nuestros experimentos con la sobre-expresién de las proteinas
que provocan la disociacion del complejo LINC veamos menor nimero de nucleos
aberrantes no es de extrafar. Aunque el hecho de asociar la ruptura del complejo
LINC con las RhoGTPasas si que es algo llamativo y novedoso. También llamo
nuestra atencién que en muchos casos la localizacion de RaclQL parece verse
alterada cuando sobre-expresamos la proteina KashDN y de hecho en este
aspecto deberiamos sequir trabajando. A lo largo de la realizacién de esta tesis
hemos podido observar que Rac1QL parece acumularse siempre cerca del nucleo.
Por tanto, tendriamos que estudiar por una parte donde se produce esta
aglomeracién, dado que no hemos hecho ningun estudio al respecto y a partir de
ahi estudiar qué sucede con ese acumulo de Rac1QL cuando sobre-expresamos la
proteina KashDN. Si observamos las fotos del time-lapse, podemos apreciar
cémo el tamafio y la posicién de ese pool/ de Rac1QL va cambiando con el tiempo
a la vez que varia también la morfologia del ndcleo. A pesar de la importancia
gue tiene el complejo LINC a la hora de moldear el nucleo, los componentes de
este complejo no sufren cambios significativos en su expresidon cuando

transfectamos Rac1QL.

Sin embargo si observamos que se reduce la expresion de las laminas
cuando transfectamos las RhoGTPasas constitutivamente activas. RaclQL
provoca una disminuciéon en todas las laminas. A pesar de que la bajada que
produce no es muy drastica, es algo que observamos repetidamente en los
diferentes experimentos que hemos realizado. Es posible que esta pequefa
alteracién en la expresion de las laminas sea suficiente para disminuir la rigidez
del nucleo y asi poder moldearlo. Existen varios estudios que asocian la
deformacion del nucleo a las laminas. (Dahl, Ribeiro et al. 2008; Dittmer and
Misteli 2011) Como se ha comentado en la introducciéon es necesario mantener
cierta rigidez nuclear, ya que la pérdida total de rigidez puede limitar la
supervivencia de las células. De modo que un pequefio cambio en la expresion de
las laminas puede ser suficiente para permitir al citoesqueleto cambiar la
morfologia de los nulcleos, pero seguir manteniendo una integridad nuclear

suficiente para resistir las tensiones a las que se vea sometida la célula.
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V.3 Repercusion biologica del cambio morfologico
nuclear

Analizamos varias posibles implicaciones de esta deformacidon nuclear en
procesos bioldgicos y vimos que con la sobre-expresién de Rac1QL obteniamos
una mayor migracion celular, tanto en los ensayos en transwell como en el
modelo de embrion de pollo. Dado que en otros trabajos realizados se obtiene
mayor migracion celular e invasién cuando las células tienen activada la ruta de
Rho-ROCK y con ello mayor contractilidad, en un principio este resultado puede
resultar desconcertante. Sobre todo teniendo en cuenta que en el caso del
trabajo de Sanz-Moreno et al utilizan el mismo modelo celular. (Sanz-Moreno,
Gadea et al. 2008) Sin embargo, pensamos que nuestro modelo es algo diferente
y por ello obtenemos distintos resultados. En caso de inhibir la actividad de Racl
mediante el inhibidor NSC23766 en las células A375P Lorentzen et al ven una
reduccion en el numero de células capaces de invadir en matrices de coldgeno
tipo I dando a entender que esta linea celular depende de Racl para la migracion
e invasion. (Lorentzen, Bamber et al. 2011) En nuestro trabajo miramos la
capacidad de invadir en matrigel al sobre-expresar la proteina constitutivamente
activa y, en concordancia con el trabajo citado, vemos un aumento en el nimero
de células que migran, demostrando la importancia de Racl en esta linea celular
para la invasién. Este resultado lo validamos también gracias al modelo de
embrién de pollo, en el cual, en caso de que las células se encuentren sobre-
expresando la proteina RaclQL son capaces de diseminarse del tumor inicial y
entrar en el torrente sanguineo del embrion de pollo. A pesar de lograr
intravasar, las células posteriormente no consiguen colonizar el higado, por lo
gue es probable que Racl confiera ventajas en los primeros pasos de metastasis,
pero que su sobre-expresion no favorezca la extravasacién. El su trabajo, Sanz-
Moreno et al utilizan un modelo de ratén en el que inyectan las células
directamente en el torrente sanguineo del animal y observan mayor colonizacion
de otros 6rganos cuando las células tienen una elevada actividad de RhoA. Por
tanto, seria posible que Racl estuviera favoreciendo la intravasacidon, mientras
que la actividad de RhoA permitiera la salida del torrente sanguineo y la
colonizacion consecuente. Para dicha entrada al torrente sanguineo favorecida
por la sobre-expresion de RaclQL es necesaria una relacion entre el

citoesqueleto y nucleoesqueleto, ya que la disrupcién del complejo LINC evita la
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diseminacién de las células del tumor primario, tal como puede observarse en el
modelo ex ovo.

Asi pues, la proteina Racl mediante su papel como regulador del
citoesqueleto induce una serie de cambios en la morfologia nuclear a través del
complejo LINC que otorga a las células una mayor capacidad invasiva. La
mutacion en Racl P29S es de las pocas mutaciones activadoras de RhoGTPasas
asociada a cancer. Ademads, muchos tumores humanos se caracterizan por la
sobre-expresion o la hiperactivacién de Racl. (Karlsson, Pedersen et al. 2009) Es
por ello que seguir indagando en el mecanismo de accién por el cual Racl induce
estos cambios en los nucleos y comprenderlo mejor seria muy importante para

en el futuro poder evitar que este proceso tenga lugar.
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Conclusiones

Las pequefias RhoGTPasas constitutivamente activas, en especial Racl, son
capaces de inducir cambios morfoldgicos en los nucleos. No s6lo en modelos
de células en los que sobre-expresamos la proteina, sino también en modelos

fisioldgicos en que la mutacién en Racl aparece de forma natural.

Hace falta una colaboracién entre los microtubulos, a través de PAK, y la

contractilidad actina miosina para generar los nucleos aberrantes.

La ruptura del complejo LINC evita la deformacion de los nucleos por parte de
RaclQL.

Rac1QL favorece la invasién y la intravasacién en las células A375P siempre y

cuando el complejo LINC esté intacto.
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