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1 Les unions adherents

1.1 Introduccio

En els organismes multicel-lulars, les unions intercel-lulars serveixen per mantenir
polaritat a nivell cel-lular i tissular i per mantenir la integritat del teixit. Aquestes
unions sén especialment abundants als teixits epitelials, i s6n necessaries per
mantenir I'associacié entre les cél-lules, perd també per formar la barrera epitelial
gue separa diferents teixits (Revisat a [1]).

Les unions cel-lulars del teixit epitelial estan formades per tres estructures
adhesives fonamentals: les unions estretes, les unions adherents i els
desmosomes, ordenades de més apical a més basal en cel-lules polaritzades de
certs teixits, com l'intesti [2].

Les unions estretes representen la frontera entre els dominis apicals i basolaterals

de la membrana i controlen el transport paracel-lular de ions i soluts (Figura 1).
Aquestes unions estan formades per dos tipus de proteines transmembrana
(occludines i claudines) que s’associen amb proteines citoplasmatiques. Les unions
adherents es localitzen immediatament sota les unions estretes i es caracteritzen
per unir els filaments d’actina entre cel-lules adjacents. Finalment, els desmosomes
son connexions més fortes que uneixen els filaments intermedis entre cel-lules
adjacents. Tant les unions adherents com els desmosomes estan composats per
proteines transmembrana de la superfamilia de les cadherines [3].

Figura 1: Diferents tipus
d’unions del teixit epitelial.
Unions estretes (tight junctions
en angles), unions adherents
(adherens junctions) i
Desmosomes. Figura adaptada
de: http://www.studyblue.com

Tight junctions

Adhgrons junctions




1.2 Caracteristiques de les unions adherents

Les unions adherents son estructures dinamiques importants en el manteniment
de la polaritat cel-lular, en la funcid de barrera epitelial, pero també son rellevants
en la regulacid de la homeostasi cel-lular. En l'epiteli, 'adhesié estable és
necessaria per mantenir una monocapa robusta i polaritzada. Al mateix temps,
pero, el dinamisme d’aquestes unions també es requereix per regular els canvis
durant el desenvolupament embrionari, durant la regeneracidé tissular o per
permetre la motilitat cel-lular [4].

La funcionalitat de les unions adherents depen de la unié de les cadherines amb el
citoesquelet d’actina i esta controlada a nivell intracel-lular per la interaccié amb
les catenines.

1.3 Components
1.3.1 Cadherina

1.3.1.1 Estructura i funcio

Les cadherines sén I'element principal de les unions adherents, i estan ampliament
caracteritzades en vertebrats i en alguns homolegs d’invertebrats [5]. Les
cadherines sén proteines de membrana dependents de calci i que contenen una
regio extracel-lular o ectodomini format com a minim per dues repeticions del
domini cadherina extracel-lular (EC), una regié que conté 110 aminoacids [6].

Les cadherines estan classificades en diferents families, i la més estudiada és la
coneguda com a cadherines “classiques”. Aquesta familia es troba en les unions
adherents i també en els desmosomes, i la formen diferents proteines, entre elles
I’E-cadherina i I'N-cadherina [7].

L'estructura de les cadherines classiques es caracteritza per un ectodomini format
per 5 EC, un domini transmembrana i una regidé carboxi-terminal intracel-lular.
(Figura 2).

La regid extracel-lular regula la unié entre cel-lules oposades a través de Ia

interaccio entre els ectodominis de les cadherines de cada cél-lula (unio trans). En
concret, les cadherines s’uneixen a través dels dominis EC1 [8]. L’estructura
cristal-litzada de la cadherina mostra que la connexid entre els successius dominis
EC que formen l'ectodomini requereix de ca”, el qual confereix rigidesa a



I’estructura. Els llocs d’unidé de calci sén la part de la seqiiéncia de les cadherines
gue esta més conservada a través de les diferents espéecies [9](Figura 2).

El domini extracel-lular interacciona de forma homofilica entre les cadherines de
les cel-lules adjacents, el que significa que les molécules d’un subtipus determinat
interaccionen amb molecules del mateix subtipus i no amb d’altres cadherines d’un
altre subtipus [10]. Tot i aix0, la nocié de que les unions entre cadherines son
exclusivament homofiliques no és correcte del tot. Experiments in vitro revelen
unio creuada entre subtipus de cadherines, com per exemple entre E-cadherina i
N-cadherina [11].

Tot i que esta menys descrit, hi ha estudis que proposen que els ectodominis de les
cadherines de la mateixa cel-lula (unié lateral/cis) també es podrien unir, formant
un agrupament de cadherines que estabilitzaria les unions adherents [12], [13].

A Cadherin B
EC1
ECE
EC3
EC4 Plasma

membrane

p120 catenin
. B-catenin
\ T C-catenin

b

Actin filament

Figura 2: Estructura de la cadherina. (A) La cadherina esta formada per 5 regions EC a
la part extracel-lular, i a la part intracel-lular s’uneix amb p120-catenina i amb [3-
catenina que la connecta amb el citoesquelet d’actina. (B) Estructura cristal-lografica
de la unié entre els ectodominis de dues cadherines. Els ions de Ca*" estan indicats
amb el color verd. Figura adaptada de [14], [15].

La regid intracel-lular esta formada per 150 aminoacids, i esta molt conservada

entre les cadherines classiques. Aquesta regid regula la reorganitzacié del



citoesquelet d’actina i promou la senyalitzacié intracel-lular a través de la unié amb
les catenines. La 3-catenina s’uneix a la regié carboxi-terminal de la cadherina [16],
mentre que la p120-catenina s’uneix a la juxtamembrana [17]. Finalment, la (-
catenina també interacciona amb l'a-catenina que esta unida al citoesquelet
d’actina.

1.3.1.2 Regulacio

Les cadherines presents a la superficie cel-lular sén controlades a nivell
transcripcional i post-transcripcional. S’ha vist que diferents factors de transcripcio
de la familia zinc finger controlen I'expressié de les cadherines. Per exemple, el
factor de transcripcié Snail és un repressor de I’'E-cadherina, i afavoreix la transicié
epiteli-mesenquima (EMT), procés pel qual les cel-lules epitelials perden Ia
polaritat i les unions intercel-lulars, i esdevenen cél-lules mesenquimals [18].

A nivell post-transcripcional, el fet que I'E-cadherina necessiti la unié d’altres
proteines per la seva funcionalitat, és important en la aquesta regulacié. L'E-
cadherina acabada de sintetitzar s’associa amb la [-catenina ja en el reticle
endoplasmatic, i les dues proteines van cap a la superficie cel-lular [19]-[21]. Un
cop a la membrana, I'E-cadherina s’estabilitza mitjangant les interaccions
homofiliques i es regula a nivell intracel-lular per la p120-catenina, que promou la
seva estabilitat (Veure més endavant).

L’E-cadherina també es regula per fosforilacid. S’ha descrit que la fosforilacié del
domini citoplasmatic de I'E-cadherina per CK2 augmenta la seva afinitat per la 3-
catenina promovent una major unié i estabilitat de les unions adherents [22],
mentre que la fosforilacidé per CK1 disminueix I'afinitat entre aquestes dues
proteines [23].

1.3.1.3 E-cadherina i N-cadherina

Dues de les proteines més caracteritzades que trobem dins de la familia de les
cadherines classiques, son la E- (epitelial) i N- (Neural) cadherines. L’E-cadherina
s’expressa basicament en teixits epitelials, on manté I'adhesié cel-lular i
I'arquitectura tissular. A més, s’ha descrit ampliament el paper d’aquesta proteina
com a supressora de tumors, ja que promou la disminucié de la motilitat i la
invasivitat cel-lular [24]. Els nivells de I'E-cadherina disminueixen durant I'EMT,
mentre que els nivells d’altres cadherines, com els de I'N-cadherina, augmenten. L’
N-cadherina es troba en una gran varietat de cel-lules, com en les neurals, les
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musculars o les cel-lules mesenquimals. A més, la funcid de I’'N-cadherina és
dependent de context, ja que per una banda controla I'adhesié entre cel-lules del
cor a partir de la formacid d’unions adherents, perd també indueix canvis cel-lulars
per promoure un fenotip més migratori i invasiu durant 'EMT, caracteristic de la
transformacié tumoral (Revisat a [25]).

La E- i I'N-cadherina comparteixen caracteristiques funcionals i estructurals
relacionades amb la seva activitat adhesiva. Els dominis extracel-lulars d’ambdues
proteines contenen 5 dominis EC, pero estan menys conservats que els respectius
dominis citoplasmatics, que presenten un alt index de conservacid i sén els que
interaccionen amb les catenines [26](Figura 3).

Ecad hs.protein EAGLOIPAILGILGGILALLILILLLLLFLERR———AVVEEFLLEPEDDTRDNVYIYYDEE 7358
HNcad hs.protein GAGLEGTEAITAILLCIIILLILVLMFVVAMERRDEERQARQLLIDPEDDVRDNILEYDEE 776
P Wk k% d g kA adggpgpgzgpped R T R L e T LA L
Ecad hs.protein GGGEEDODFDLSOLHRGLDARFEVTR————- NDVAPTLMSVERYLPRPANPD--EIGNFI 211
HNcad hs.protein GEEEEDODYDLS0OLOOPDTVEFDAIEPVGIRRMOERPIHAEPOYPVRSAAPHPGDIGDFTI 536
e L I A Lok o . T
Ecad_hs -protein DENLEAADTDPTAPPYDSLLVFDYEGSGSEARSLSSLNSSESDEDQDY DYLNEWGHNRFEE 571
HNcad hs.protein HEGLFEAADNDETAFPFYDSLLVEFDYEGSGSTAGSLSSLNSS555GGEQDYDYLNDWGPRFEE £ 96
pd ARk hd kA kA A A Ak A kA kd b o kkdkddhd k| ok Ak ok ddokpdd dddd
Ecad hs.protein LADMYGGGEDD 552
Ncad hs.protein LADMYGGGEDD- 906

ke e ok ok okl

Figura 3: Alineament de la seqiiéncia d’aminoacids de la regié citoplasmatica de I’E-
cadherina i de I’'N-cadherina. La regio citoplasmatica s’inicia amb la regié marcada de
color groc, que és la regidé juxtamembrana on s’uneix la pl20-catenina. La regid
marcada en gris és la regié per on s’uneix la 3-catenina.

Tenint en compte la semblanca entre aquestes dues proteines, s’han realitzat
estudis per comprovar si una de les cadherines podria reemplacar I'altra en les
seves funcions dins de cada teixit. Un d’aquests estudis mostra que I'E-cadherina
pot reemplacar la morfogénesi cardiaca en embrions que no expressen N-
cadherina [27], tot i que un altre estudi similar mostra que aquests ratolins no
tenen una funcid cardiaca normal i desenvolupen cardiomiopaties [28].
Experiments contraris, en els quals s’expressa N-cadherina en el teixit epitelial de
I'intesti en ratolins que no expressen E-cadherina, mostren que I’'N-cadherina
substitueix I'E-cadherina a nivell estructural, pero en aquests casos s’indueix la



hiperplasia del teixit epitelial i la formacio de polips [29]. Aquests experiments
demostren que tot i que aquestes proteines actuen de forma similar a nivell
estructural, hi ha funcions que exerceix cada una d’elles en cada teixit que no
poden ser reemplagades.

Finalment, estudis del nostre grup i d’altres a nivell cel-lular, indiquen que tant I’'N-
com I’E-cadherina s’uneixen directament al correceptor LRP5/6 de la via de Wnt
pel domini citoplasmatic [30], [31]. En presencia del lligand Wnt, ambdues
proteines es fosforilen a la regio citoplasmatica per CK1, promovent la separacié
del complex cadherina-LRP5/6 [31], [32]. Tenint en compte el paper similar que
tenen les dues cadherines en I'activacié de la via de Wnt, s’han utilitzat ambdues
proteines indistintament per realitzar els experiments presentats en aquest treball.

1.3.2 [-catenina

1.3.2.1 Estructura

La B-catenina és una proteina molt conservada evolutivament, de 781 aminoacids.
La seva estructura esta formada per un domini central armadillo que conté 12
repeticions de 33 aminoacids que formen una superhelix molt rigida i dos extrems
N- i C-terminal [20]. El domini armadillo interacciona amb la regié C-terminal de la
cadherina mentre que I'extrem N-terminal s’uneix a l'O-catenina. D’aquesta
manera la [3-catenina connecta la cadherina amb el citoesquelet d’actina (a través
de I'a-catenina) per tal de regular les unions adherents [16] (Figura 4). Per altra
banda, proteines involucrades amb la senyalitzacié de la via de Wnt com APC, TCF i
Kaiso s’uneixen a la 3-catenina a través del domini armadillo, i competeixen amb la
cadherina [33]—[35].

1.3.2.2 Regulacio

La fosforilacié de la B-catenina en tirosines és important en la regulacié de les
unions adherents. Tal i com s’ha descrit al nostre laboratori, la fosforilacid del
residu Tyr654 pel receptor d’EGF (Epithelial Growth Factor) fa disminuir la seva
interaccid amb I'E-cadherina [36], [37], mentre que la fosforilacid en la Tyr142 per
Fyn o Fer inhibeix la unié amb I'a-catenina [38].

Tal i com s’explica al capitol seglient, a més de formar part de les unions adherents,
la [-catenina té una altra funcié rellevant al nucli com a coactivadora
transcripcional de la via de Wnt.
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1.3.3 a-catenina

L'a-catenina és una proteina d’unid a I'actina que presenta tres dominis homolegs
a una altra proteina que també s’uneix a l'actina, la vinculina [40]. La regio N-
terminal conté un domini d’unié a la 3-catenina mentre que el domini C-terminal
s’uneix a I'actina [16], [41].

El model classic que proposa que |'a-catenina connecta el complex format per
cadherina, pl20-catenina i [-catenina amb I'actina, ha estat questionat [42].
Recentment s’ha descrit que I'a-catenina no s’uneix amb I’actina i amb el complex
de la cadherina de forma simultania, sind que hi hauria dues poblacions diferents
d’a-catenina a la cél-lula. Una de les poblacions s’associaria a la [3-catenina de
forma directa o indirectament (a través de la unié de proteines com Formina-1 o
Eplina [43], [44]); mentre que l'altra poblacié d’a-catenina es trobaria al citosol
formant homodimers. Aquests homodimers sén els que regularien I'organitzacio
de I'actina per controlar la migracio cel-lular [42], [45].



1.3.4 p120-catenina

1.3.4.1 Estructura

La p120-catenina es va identificar per primera vegada en un cribatge de substrats
de la tirosina quinasa Src [46], i es va observar que interacciona amb la familia de
cadherines classiques formant part de les unions adherents, perd també esta
implicada en molts fenomens de transduccid de senyals (adhesid, mobilitat i
creixement cel-lular). A més, tal i com s’explica més endavant, el nostre grup ha
descrit que la p120-catenina també té un paper essencial en |'activacié de la via de
Wnt (Veure apartat 2.2.2).

Aquesta proteina p120-catenina déna nom a una subfamilia dins del grup de
catenines que contenen repeticions armadillo (ARM). Dins de la subfamilia s’hi
troben altres proteines que també estan presents en les unions entre cel-lules:
ARVCF, d-catenina i p0071.

Estructuralment la pl20-catenina, igual que la B-catenina, esta formada per un
domini central armadillo flanquejat per una regié N-terminal i C-terminal (Figura
5). El domini armadillo és la regié per on la p120-catenina interacciona amb el
domini juxtamembrana de la cadherina i amb la proteina Kaiso, mentre que el
domini N-terminal és important per la regulacié de la p120-catenina. Aquest conté
la majoria de residus tirosina, serines i treonina de la proteina fosforilables per
diferents quinases (Revisat a [47]). Aquesta proteina presenta multiples isoformes
gue vénen determinades per I'splicing alternatiu dels exons (A-C) i perque té
qguatre origens diferents de la transcripcid, que determina el nom de les 4
isoformes: isoforma | (s’inicia en I'aminoacid 1), isoforma Il (aminoacid 55),
isoforma Il (aminoacid 102) i isoforma IV (aminoacid 324) (Figura 4) [48].

p1 20 = NTR o ARM domain ——s—aCTR
Coil c AEB

1nec: §—— QOO0 18-
1 55 102 324

Figura 5: Esquema de la proteina p120-catenina. La p120-catenina conté el domini N-
terminal (NTR), el domini armadillo central (ARM) format per 9 repeticions armadillo i
el domini C-terminal. En la figura també hi ha representats els 4 inicis diferents de la
transcripcié de la proteina, i els 3 exons (A-C) que determinen I'splicing alternatiu.
Figura adaptada de [13].
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Les isoformes s’expressen de diferent manera segons el tipus cel-lular, indicant que
hi ha diferéencies funcionals entre elles. Per exemple, els fibroblasts expressen més
guantitat de la isoforma |, mentre que les cél-lules epitelials tenen preferéncia per
la isoforma IlI [49].

1.3.4.2 Funcio

1.3.4.2.1 Estabilitzaci6 de 'E-cadherina a la membrana

Una de les funcions importants de la p120-catenina és la d’estabilitzar la cadherina
a la membrana plasmatica i induir I'agrupament lateral (o unid cis) d’aquestes
cadherines. Tal i com ha estat descrit, la dissociacié de la p120-catenina del
complex promou la internalitzacié endocitica de les cadherines [50], [51]. El model
acceptat actualment per explicar el paper de la pl20-catenina en aquesta
endocitosi es basa en la publicacio recent de I'estructura cristal-litzada de la p120-
catenina unida a I'E-cadherina [13]. En aquest article es descriu que la regio
juxtamembrana de I'E-cadherina on s’uneix la p120-catenina conté residus
implicats en I'endocitosi via clatrina i en la ubiquitinitzacié depenent de Hakai.
D’aquesta manera, la separacié de la p120-catenina de la cadherina mostra els
llocs d’unié de la proteina adaptadora 2 (AP-2) i de la lligasa E3 Hakai. L'AP2
promoura |I'endocitosi de la cadherina que podra reciclar-se de nou a la membrana.
Per altra banda, la proteina Hakai indueix la ubiquitinacié de la cadherina i la
degradacio via proteosoma (Figura 5).

Clathrin- :  Haokal-
dependent | dependent
Endocytosis : Ublquitinaion
: Figura 6: Esquema de la regulacié de I'E-
cadherina dependent de p120-catenin. Els
detalls de I'activacid es troben al text.

; Figura adaptada de [13].
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Paral-lelament, s’ha descrit el paper d’una altre proteina, la Numb, en aquest
procés. Aquesta proteina controla la polaritzacié de les cel-lules epitelials,
promovent I’endocitosi de I'E-cadherina excepte en les zones on es formen les
unions adherents [52].

La presencia de la cadherina a les unions adherents depén de I'equilibri entre la
cadherina estabilitzada a la membrana per la pl20-catenina i I'endocitada. La
regulacié d’aquest procés també es controla per fosforilacié. La p120-catenina és
una proteina acobladora que uneix diferents tirosina quinases com Fer i Fyn,
tirosina fosfatases i també interacciona amb la serina/treonina quinasa CK1g [31],
[38], [53], [54]. S’ha descrit que la fosforilacid de determinats residus tirosines de
la p120-catenina tant pot incrementar la unié amb les cadherines [37], [38], [55],
com promoure la separacidé de les unions adherents en segons quines situacions,
com en l'activacié de cascades que activen la migracio cel-lular (Revisat a [53]). Per
altra banda, la fosforilacié en tirosines de I’'E-cadherina en els residus Y755/756
[13] o la fosforilacié de les serines 268,269 de la p120-catenina per la CK1 promou
la disrupcié del complex p120-catenina/cadherina [31].

1.3.4.2.2 Control de I'activitat de les GTPases de la familia Rho

Les RhoGTPases RhoA, Racl i Cdc42 sén interruptors moleculars que controlen la
migracio cel-lular aixi com I'adhesid entre cél-lules depenent de cadherina, a través
de la regulacié del citoesquelet d’actina [56]—[58]. Aquesta regulacid requereix de
la p120-catenina. S’ha descrit que la localitzacio d’aquesta proteina al citosol
augmenta l'activitat de Racl i de Cdc42, mentre que suprimeix I’activitat de RhoA
[56], [59]. L'activacio de Racl i Cdc42 es produeix a través de I'associacio de Vav2,
un factor d’intercanvi de la familia Rho [60].

Les RhoGTPases tenen efectes variats en la motilitat cel-lular. S6n essencials en la
reorganitzacio del citoesquelet d’actina durant el moviment cel-lular, pero
I’activacié de Racl i de Cdc42 també promou la disminucié de la motilitat en les
cel-lules epitelials, incrementant I'adhesid cel-lular [53]. La diferent localitzacié de
p120-catenina entre el citosol i la membrana controla aquesta activitat. Quan la
pl20-catenina esta a la membrana promou un fenotip menys mobil, a diferéencia
del que succeeix quan aquesta esta localitzada al citosol.

A part d’estar involucrades en la motilitat cel-lular, les RhoGTPases també tenen un
paper important en el transit vesicular, regulant I’estabilitat de I'E-cadherina.
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1.3.4.2.3 Senyalitzacié a nivell nuclear

Una altra de les funcions de la p120-catenina és la regulacié de la transcripcio
geénica, en particular la regulacié de gens diana de la via de Wnt. La p120-catenina
citosolica afavoreix I'entrada de la B-catenina (I'element central de la via de Wnt)
dins del nucli a través de I’activacid de la Racl [61], i promou que aquesta proteina
pugui activar gens diana de la via de Wnt com els relacionats amb la proliferacio.
Per altra banda, la p120-catenina també pot entrar al nucli i unir-se al repressor
Kaiso alliberant la seva inhibicié sobre el complex transcripcional B-catenina/TCF-4
i afavorint l'activacié de la transcripcid génica [35], [62]. (Veure apartat
Senyalitzacié de Wnt).

1.3.4.2.4 Lapl20-catenina en cancer
En la tumorogenesi epitelial, la p120-catenina pot actuar com a proteina pro-
tumoral o tenir funcions antitumorals.

Per una banda, estabilitza I'E-cadherina a la membrana, afavorint el paper de
proteina supressora de tumors que té aquesta cadherina epitelial. Diferents estudis
mostren que la deplecié de la p120-catenina doéna lloc a I'aparicid de diferents
cancers [63].

Per altra banda, el procés d’EMT que es produeix durant la progressié tumoral
promou la deplecid dels nivells d’E-cadherina i I'expressi6 de la proteina
mesenquimal N-cadherina. La falta d’E-cadherina promou la localitzacié de la p120-
catenina al citosol, i aquest fet és un marcador de prognosi tumoral dolent [64].
També s’ha observat que la p120-catenina indueix la motilitat i invasié cel-lular a
través de l'activacié de la senyalitzaci6 de Racl depenent de les cadherines
mesenquimals [65], [66].

Aixi doncs, sembla que la p120-catenina exerceix el paper de proteina pro-tumoral
o anti-tumoral depenent del tipus de cadherina present [47].
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2 Viade senyalitzaciéo de Wnt

La via de senyalitzacié de Wnt regula diferents funcions cel-lulars com la
proliferacié, la polaritat i la determinacié del desti cel-lular durant el
desenvolupament i durant la homeostasi tissular (Revisat a [67]). Com a resultat,
mutacions en aquesta via estan implicades en el cancer i en altres malalties
(Revisat a [68]).

Hi ha diferents vies de senyalitzacié de Wnt, que es classifiquen segons si depenen
de la B-catenina o no: la via canonica de Wnt (o via de Wnt/B-catenina) i les vies no
canoniques de Wnt (o vies independents de B-catenina). En tots els casos, els
diferents factors Wnt sén els que activen i regulen aquestes vies.

2.1 Elfactor Wnt

Els factors Wnt es troben conservats en tots els animals metazous, i es sintetitzen
per 19 gens independents en huma i ratoli. Aquests factors son glicoproteines de
350-400 aminoacids riques en cisteines i que contenen un péptid senyal en N-
terminal que les marca per la secrecido [69]. Tot i que hi ha lligands que es
considera que activen la via no-canonica (com el Wnt4, Wnt5a i el Wnt11) i d’altres
gue activen la canonica (com el Wnt3a i el Wntl), no hi ha diferéncia entre la
sequencia o I'estructura basica entre cada grup de lligands. Sembla que el que
promou que s’activi la via canonica o la no canonica és el patrd d’expressio dels
correceptors de Wnt [70].

Les proteines Wnt es modifiquen al llarg del reticle endoplasmatic mitjancant
I’addicio de glicosilacions i acilacions necessaries per la secrecio de la proteina [71].
Recentment s’ha descrit a partir de la publicacié de I'estructura del lligand Whnt,
gue Unicament la serina conservada i corresponent a la 209 en Wnt3a, conté una
modificacio lipidica, que és la que confereix la poca solubilitat al lligand [72].
Aguesta modificacié és promoguda per la proteina Porcupine al reticle
endoplasmatic [73], i és necessaria perque la proteina Wntless (WIs) s’uneixi al
factor Wnt a l'aparell de Golgi i "'acompanyi fins a la superficie cel-lular per
promoure la secrecio del lligand [74].

En aquest treball s’ha utilitzat el lligand Wnt3a per activar la via canonica de Wnt,
ja que és un factor més soluble que la majoria de lligands.
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2.2 Viacanonica de Wnt

La via canonica de Wnt o també anomenada via de senyalitzaci6 Wnt/B-catenina,
és una via molt conservada en els vertebrats i en Drosophila, i té¢ com a element
central la regulacié del coactivador transcripcional B-catenina.

En abséncia del lligand Wnt, el complex de degradacié format per Axina, APC i les
guinases GSK-3 i CK1a fosforila la B-catenina citoplasmatica no unida a les unions
adherents, promovent la degradacio d’aquesta via proteosoma. D’aquesta manera
es mantenen nivells baixos de B-catenina en el citoplasma i al nucli. En canvi, en
preséncia de Wnt, el lligand s’uneix al receptor Fz i al coreceptor LRP5/6, afavorint
el reclutament de Dvl i d’Axina a la membrana. Aquest reclutament provocara la
inhibicié de la degradacid de B-catenina i |'estabilitzacié d’aquesta proteina.
L'augment dels nivells citosolics i nuclears de B-catenina afavorira |'expressio de
gens relacionats amb la via de Wnt, induint processos com la proliferacido o
diferenciacio (Figura 7)(Revisat a [75]).
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Figura 7. Esquema de la senyalitzacié de la via canonica de Wnt. (A) Sense Wnt, el
complex de degradacié esta actiu i la B-catenina és fosforilada, ubiquitinada i
degradada via proteosoma. (B) En presencia del lligand Wnt, la unié de Fz i LRP5/6
promou el reclutament de Dvl-2 i del complex de degradacié a la membrana. En
conseqiencia la B-catenina no es fosforila i es transloca al nucli on activara gens de la
via de Wnt. Figura adaptada de [76].
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2.2.1 Components de la via

2.2.1.1 Complex de degradacio. Axina, GSK-3 i APC

Tal i com s’ha comentat anteriorment, en absencia d’estimulacié del lligand Wnt,
els nivells de la [B-catenina es controlen pel complex de degradacié de la [3-
catenina, format per la proteina acobladora Axina que s’uneix directament als
altres membres del complex: la B-catenina, les quinases glycogen synthase kinase 3
(GSK-3) i casein kinase a (CK1a), la proteina adenomatous polyposis coli (APC), la
fosfatasa protein phosphatase 1 (PP1) i la subunitat catalitica i subunitat
reguladora PR61 de la protein phosphatase 2A (PP2A) [77]-[82].

L’Axina exerceix el paper d’acobladora del complex, i és essencial per permetre la
fosforilacio de la B-catenina en la regié N-terminal per les quinases GSK-3 i CK1a.
La CK1a fosforila inicialment la Ser45 de la B-catenina, que primara la fosforilacié
del residu Thrd1 per la GSK-3, i les posteriors fosforilacions seqiiencials a les Ser 37
i 33 també per GSK-3 [81]. Les serines fosforilades 33 i 37 sdn reconegudes per la
proteina B-TRCP que forma part del complex ubiquitina lligasa SCF (Skp1-Cull-F-
box-protein). D’aquesta manera la [B-catenina és ubiquitinada i marcada per
posterior degradacid via proteosoma [83], [84].

La GSK-3 és una serina/treonina quinasa que és multifuncional i que es troba a tots
els organismes eucariotes. A més de regular la via de Wnt, aquesta quinasa esta
involucrada en molts altres processos com en la biosintesi de glicogen, I'estabilitat
de microtubuls o en el control del cicle cel-lular [85]. La GSK-3 presenta dues
isoformes (a i ) que funcionen de forma redundant en la via canonica de Wnt
[86].

La GSK-3 s’activa després de la fosforilacié del seu loop activador [87], i a diferéncia
del que passa en altres vies on aquesta quinasa esta implicada, la GSK-3 no
s’inhibeix a través de la fosforilacié de la ser21 (isoforma a)/ ser 9 (isoforma [3)
guan s’activa la via canonica de Wnt [88]. En el complex de degradacid, la GSK-3 no
només fosforila la B-catenina marcant-la per a la degradacié, sind que també
fosforila I’Axina, augmentant l'afinitat entre aquests dos factors [89], [90]. La
fosfatasa PP1, en canvi, actua defosforilant I’Axina tot separant-la de la 3-catenina i
regulant de forma negativa la formacio del complex de degradacié [79], [91].
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L’APC és una proteina de més de 300 aminoacids que es troba alterada en el 90%
de cancers de colon [68]. Aquesta proteina conté tres repeticions amb la seqiiéncia
SAMP (Ser-Ala-Met-Pro) que faciliten la interaccid entre APC i Axina [92] i tres
repeticions de 15 aminoacids i set de 20 aminoacids per on interacciona
directament amb la B-catenina [93], [94]. A més, la fosforilacié de les repeticions
de 20 aminoacids per GSK-3 i per CK1 augmenten I’afinitat amb la 3-catenina fins a
500 vegades [93]. L'APC també s’uneix a la familia de subunitats reguladores PR61
de la fosfatasa PP2A per la regié amino-terminal [95].

Tot i que s’ha descrit ampliament que I’APC és necessari per la regulacié de la via
canonica de Wnt afavorint la degradacié de la [3-catenina [92] i que les mutacions
d’APC sén oncogeniques [96]; encara no esta clar el paper a nivell molecular d’APC
en la destrucciéo de [-catenina. Un dels models proposats suggereix que I’APC
promouria I'estabilitzacié del complex de degradacié i la fosforilacio de la [3-
catenina a través de les quinases unides a I’Axina [97]. Un altre model es basa en el
fet de que I'APC es fosforila per GSK-3 i CK1 després de que la 3-catenina hagi estat
fosforilada a la regid amino-terminal [93]. La fosforilacié d’APC faria augmentar
I’afinitat d’aquesta proteina per [3-catenina que se separaria de I’Axina, deixant
aquesta proteina lliure per unir-se amb més [-catenina [98], [99]. Aquest model
també suggereix que la familia PR61 de les subunitats reguladores de la PP2A
defosforilaria I’APC, permetent la separacié d’aquest amb la 3-catenina i alliberant-
lo per una nova ronda de fosforilacié i degradacié de B-catenina [78]. Finalment, un
altre mecanisme plantejat és el que descriu que el paper de I’'APC es basaria en
promoure la ubiquitinacié de la B-catenina, regulant la unié de la B-TRCP amb la [3-
catenina [94], [100].

2.2.1.2 Receptors de la senyal de Wnt. Fz, LRP5/6 i Dvil

2.2.1.2.1 Components

L'inici de la senyalitzacio requereix de la unié del lligand Wnt al complex receptor.
Aguest complex esta format per dues proteines transmembrana diferents: Frizzled
(Fz) i LDL-receptor related protein 5/6 (LRP5/6). La proteina Fz s’uneix al lligand
Wnt amb alta afinitat, i és un receptor necessari tant per la via canonica com per la
via no canonica de Wnt, a diferéncia de I'LRP5/6 que només actua en la via
canonica. La unié de les dues proteines al lligand Wnt permet la transmissié de la
senyal (Revisat a [101]).
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El receptor Fz presenta un domini extracel-lular ric en cisteines (CRD) en la regio
amino-terminal de la proteina, necessari per la unié del lligand Wnt, i set segments
transmembrana similars als que tenen els receptors acoblats a proteines G (GPCR).
A més, conté un motiu KTxxxW juxtamembrana a la regié de la cua carboxil,
necessari per a la senyalitzacié [72] (Figura 8A). En humans hi ha deu proteines Fz
diferents, numerades de I'1 al 10, de les quals Fz 3 i Fz 6 estan implicades en la
transmissio de la senyal en la via no canonica.

Les proteines LRP5 i LRP5/6 sén receptors amb un Unic segment transmembrana i

representen I'Unic grup de la familia LDLR. Aquestes dues proteines presenten un
70% de similaritat entre elles, i un 45% de similaritat amb Arrow, la proteina
homologa d’aquest receptor en mosca [102], [103]. Entre els dos receptors LRP,
LRP5/6 té un paper més dominant i és essencial per I'embriogénesi. L'LRP5, en
canvi, no és necessari per I'embriogenesi perdo és determinant per ’lhomeostasi
ossia. Tot i aix0, I'LRP5, i I'LRP5/6 sén redundants parcialment [102].

La proteina LRP5/6 presenta un domini extracel-lular (ECD) de més de 1600
aminoacids que conté quatre tandems de B-propeller i epidermal growth factor
(EGF), seguits de tres repeticions d’LDLR tipus A [104]. L'ECD media la interaccid
entre I'LRP5/6 i lligands extracel-lulars com Wnt, o I'inhibidor Dickkopft (Dkk1) a
través dels quatre tandems diferents que conté [105]. La regi6 citoplasmatica (ICD)
esta formada per 200 aminoacids i conté 5 motius PPSPxS (P=Prolina, S=Serina i
X=qualsevol aminoacid) que estan altament conservats des dels invertebrats fins
als humans (Figura 8B). Les dues serines del motiu (que també poden ser
treonines) es fosforilen després de l'activacié de Wnt i sén necessaries per a
I'estabilitzacié de la B-catenina. Anterior a aquests motius, a més, hi ha el cluster
S/T que també es fosforila en Wnt [106]-[108].

Els mutants de I'LRP5/6 que no contenen la regié citoplasmatica (LRP5/6AC) o
tenen totes les serines dels 5 motius mutades a alanines actuen com a dominants
negatius de la via de Wnt [103]. En canvi, els mutants de I'LRP5/6 que no contenen
la regio extracel-lular perd que mantenen la part transmembrana que els localitza a
la membrana (LRP5/6AN o CA-LRP) actuen com a receptors constitutivament actius
i tenen els motius PPSPxS fosforilats també de forma constitutiva [106], [109].
Aquests resultats suggereixen que la regio extracel-lular de I'LRP5/6 actuaria com a
auto-inhibitoria en la senyalitzacié de Wnt.

18



A més de les proteines transmembranes que s’uneixen directament al lligand Wnt,
la proteina citoplasmatica Dishevelled també és necessaria per permetre la
transduccio de la senyal.

La proteina Dishevelled (Dvl 1-3 en huma, Dsh en Drosophila) és multifuncional i té
un paper rellevant tant en la via canonica de Wnt com en la via no canonica. Les
proteines Dvl tenen uns 700 aminoacids i contenen tres dominis principals: DIX
(Dishevelled, Axin), PDZ (Postsynaptic density 95, discs large, zona occludens-1) i
DEP (Dishevelled, Eg1-10) (Figura 8C).
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Figura 8. Diagrama dels diferents dominis del receptor Fz, del correceptor LRP5/6 i de Dvl. (A)
Representacid del receptor Fz amb la regid extracel-lular rica en cisteines (CRD), els set
fragments transmembrana i la regid juxtamembrana de la cua carboxil. (B) Representacio dels
dominis del receptor LRP5/6, a nivell extracel-lular i intracel-lular, i esquema de la regid
intracel-lular que conté els 5 motius PPSPxS. (C). Esquema de la proteina Dvl amb els seus tres
dominis. Figura adaptada de [101], [105])
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El domini més N-terminal és el DIX, que també es troba en I’Axina. Aquest domini
permet tant ’hnomo- com |'heteropolimeritzacid i la formacié d’una plataforma de
proteines Dvl que permet la unié entre diferents factors, com Dvl-Axina [110]. El
domini PDZ és essencial per unir la proteina Dvl amb Fz a través del motiu
juxtamembrana KTxxxW del receptor [111]. Finalment, el domini DEP també
participaria en la unid de Dvl amb Fz, tot i que diferents estudis suggereixen que
aquest domini no seria necessari per la senyalitzacido canonica de Wnt (Revisat a
[101]) (Figura 8C).

Dvl s’associa amb quinases com la CK1g, i s’hiperfosforila després de I'activacid
canonica de la via de Wnt [112]. Tot i que esta documentat que aquestes quinases
activen la via canonica de Wnt, el paper que desenvolupa la fosforilacié de Dvl
encara no esta clar [101], [113].

2.2.1.2.2 Activaci6 del complex receptor de Wnt
La unié del lligand Wnt al complex receptor format per Fz i LRP5/6, indueix
I’activacié de la senyalitzacio de la via a través de la fosforilacié de I'LRP5/6.

La fosforilacid de I'LRP5/6 es produeix als motius PPSPxS de la regio citoplasmatica
de I'LRP5/6, i promou el reclutament d’Axina al correceptor. Els dominis PPSPxS es
fosforilen per GSK-3 en la primera serina del motiu, que primara la posterior
fosforilacié de l'altra serina per CK1. Una de les serines que esta ampliament
descrit que es fosforila per GSK-3 és la 1490 que es troba al primer domini PPSPxS
[114]. Les quinases de la familia de la CK1 que sembla que fosforilen els diferents
motius son la CKl1la, i la CK1e/d que estan associades a Axina i a Dvl-2,
respectivament. A part de la GSK-3 i la CK1, s’han descrit altres quinases que estan
implicades en la fosforilacio dels motius PPSPxS com la Grk5/6, la PKA i la
Pftk1/Ccny (Revisat a [105]).

Previament a les fosforilacions dels motius PPSPxS, s’indueix la fosforilacio del
cluster S/T que es localitza més N-terminal respecte tots aquests dominis (Figura
8B). En aquest cas la CK1ly, una quinasa unida a la membrana a través
d’isoprenilacid, fosforila el residu 1479 [75], [108]. L’explicacié funcional d’aquesta
fosforilacié encara no esta clara, tot i que un estudi suggereix que podria promoure
un lloc d’unid per la GSK-3 que d’aquesta manera podria iniciar la fosforilacié dels
motius PPSPxS [115].
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El receptor Fz és necessari per la fosforilaci6 de GSK-3 als motius PPSPxS de
I’LRP5/6, i necessita també la unioé directe de Dvl-2 per regular aquesta fosforilacio
[116]. A més, també s’ha descrit que I’Axina és requerida per promoure aquesta
fosforilacié del correceptor, perdo només quan esta unida a GSK-3 [106].

Aquests resultats porten a descriure diferents models de fosforilacié de I'LRP5/6 i
d’activacié del complex receptor de Wnt. El model d’iniciacié i amplificacio

s’origina amb la formacid del complex Wnt/Fz/LRP5/6 que provoca la localitzacio
de Dvl-2 a la membrana i el reclutament d’Axina unida a GSK-3 i a CK1a al complex.
La GSK-3 iniciara la fosforilacio del primer motiu PPSPxS que reforgara la interaccié
de I'Axina al complex, promoura un feed-back positiu que fosforilara els altres
motius PPSPxS i provocara un major reclutament d’Axina al complex (Figura 9A)
[116]. Aquest model és complementari i similar al conegut com a model del
signalosoma i es basa en I’homopolimeritzacié de Dvl-2 al citosol a través del
domini DIX. La polimeritzaci6 de Dvl-2 permet la formacié de plataformes
dinamiques d’aquesta proteina a la membrana plasmatica que estabilitzen el
complex Fz-LRP5/6 i promouen la fosforilacié del correceptor LRP5/6 per GSK-3 i
CK1, i el reclutament d’Axina (Figura 9B) [110], [117].

LRPSS

Imiliafion Amplification

[ Dvi | ] Dvl ]

T -unh-l

Dvl-mediated recapior clustering Signalsome

Figura 9: Models d’activacié del complex receptor de Wnt. (A) Model d’iniciacio i
amplificacio (B) Model del signalosoma. Figura adaptada de [75].
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2.2.1.2.3 Estabilitzacié de la 3-catenina

L’activacio de la via canonica de Wnt promou I’estabilitzacié de la B-catenina, pero
encara és materia de debat com [l'activacié del complex receptor estabilitza
aquesta proteina. Han sorgit diferents models que postulen que I'estabilitzacio de
la B-catenina es produeix com a consequéncia de la dissociacié del complex de
degradacid, de manera que I’Axina [67], [118], 'APC [97] o la GSK-3 [119] se
separarien del complex i s'impediria la fosforilacié de la B-catenina.

També s’han publicat altres models proposant que l'activacié de la via de Wnt
provoca la degradacié de la proteina Axina, inhibint d’aquesta manera el complex
de degradacié [120], [121]. Aquest model, perd, quedaria descartat després de
resultats que descriuen que I'estabilitzacié de la [B-catenina i I'aparicié de gens
diana de la via de Wnt es produeixen préviament a la degradacié de I’Axina [100].

Recentment, un dels models més acceptats és el que proposa que la fosforilacié
dels motius PPSPxS de I'LRP5/6 crea un lloc d’inhibicié directe de la quinasa GSK-3,
de manera que aquesta no pot fosforilar la -catenina [115], [122], [123]. Aquest
model es basa en resultats que indiquen que la fosforilacié in vitro de I'LRP5/6
recombinant uneix la GSK-3 i inhibeix la fosforilacié in vitro de la [3-catenina per
aquesta quinasa (Figura 10A). Aquest mecanisme explicaria la inhibicié de forma
selectiva de la fraccido de la quinasa que forma part del complex Axina-GSK-3
responsable de la fosforilacié de la 3-catenina. El model es pot complementar amb
els resultats publicats que afegeixen que la inhibicid de la GSK-3 per la unié directe
de I'LRP5/6, provoca una defosforilacié de I’Axina a través de la fosfatasa PP1 que
la separa de la 3-catenina [79], [91].

Paralel-lament a aquest mecanisme, s’ha descrit un altre model que es basa en el
fet de que el complex de degradacid no es dissocia després de I'estimulacié per
Wnt sind que les quinases romanen actives i segueixen fosforilant la B-catenina, tot
i que aquesta no es degrada degut a que la B-TRCP no la ubiquitina [100].

Finalment, s’ha publicat un altre article que proposa que després del reclutament
de tot el complex al correceptor LRP5/6, aquest s’internalitza dins de cossos
multivesiculars (MVB), de manera que s’impedeix la fosforilacié de la B-catenina
per part de la GSK-3, que es trobaria en un altre compartiment. En aquest model
I'activitat quinasa de la GSK-3 no s’inhibeix, per0 en internalitzar-se a través
d’endosomes, no pot fosforilar la [B-catenina del citoplasma (Figura 10B)[124].
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Aguest model és compatible amb articles publicats préviament on es descriu que la
fosforilacié de I'LRP5/6 en els lipids rafts (un microdomini de la membrana
plasmatica ric en colesterol), i la posterior endocitosi a través de caveolina és
necessaria per la senyalitzacié de Wnt. Aquest mecanisme descriu que els
processos de fosforilacio i d’internalitzacié del correceptor via caveolina sén
independents i necessaris per permetre I'acumulacié de [-catenina [109], [125]-
[127].

Tenint en compte que encara no es coneix quin dels anteriors models presentats és
el que promou I'estabilitzacié de la B-catenina, s’espera que aquest treball ajudi a
elucidar aquesta qliestid, una de les claus per entendre I'activacié de la via de Wnt.

A Dimecl mhibition of GSK3
hnaugh pLAPS

2. MVB lormaton
B 1, Irfernalized vesiclo
{@arty endosoma)
Meullvesicular

Figura 10: Models per promoure [I'estabilitzaci6 de la [-catenina. (A) Model
d’inhibicié de la GSK-3 per interaccid directa amb I'LRP5/6. (B) Model d’internalitzacié
del complex de Wnt dins de MVBs. Figura adaptada de [101].

2.2.1.3 Activadors de la transcripcio

2.2.1.3.1 Translocaci6 de [3-catenina al nucli
L’estabilitzacié de la B-catenina correlaciona amb I'entrada d’aquesta proteina dins
del nucli i I'activacio de gens diana de la via de Wnt.
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Tot i que la localitzacié nuclear de la 3-catenina en resposta a Wnt és essencial per
a la senyalitzacid, els mecanismes que controlen aquest procés encara no estan
clars. Estudis inicials suggerien que un coactivador de la [3-catenina, BCL9, podria
promoure I'entrada de [3-catenina al nucli [128], mentre que I’APC exportaria la
proteina al citosol [129], [130]. Tot i aix0, un estudi posterior conclou que aquestes
molécules funcionen basicament retenint la 3-catenina al nucli o al citoplasma i no
afavorint I'import o I’export nuclear de la proteina [131]. Altres resultats publicats
suggereixen que l'activacié de Racl és necessaria per la translocacié de la [3-
catenina i actua promovent la fosforilacié de [-catenina per c-Jun N-terminal
kinase (JNK) [132]. Experiments realitzats al nostre laboratori, afegeixen, a més,
gue la p120-catenina seria necessaria per aquesta activacio de la GTPasa Racl [61].

2.2.1.3.2 Formacio del complex transcripcional

Dins del nucli, la B-catenina s’uneix a la familia de factors transcripcionals TCF/LEF.
La familia de proteines TCF és expressada per 4 gens diferents en mamifers, pero
I'splicing alternatiu produeix un gran nombre de variants proteiques (Revisat a
[133]). Quan la via de Wnt no esta activada, TCF-4 impedeix I'expressié génica
mitjancant la unié amb el repressor Groucho (TLE1 en humans) [134]. En canvi,
quan la B-catenina s’acumula al nucli com a resposta de I'activacié de Wnt, aquesta
desplaga a la proteina TLE1l, s’uneix amb TCF-4 [135] i es recluten altres
coactivadors com BCL9/Pygo o p300/CBP, entre d’altres, per activar |'expressio
génica. Hi ha diferents repressors i inhibidors que impedeixen la formacio del
complex B-catenina/TCF-4 (Revisat a [75], [136]). Un exemple és el repressor Kaiso
gue s’uneix directament a TCF-4 i que és regulat per la proteina p120-catenina
durant I'activacio de la via de Wnt [137]-[139].

2.2.1.3.3 Gens diana de la via canonica de Wnt

Degut a que la via de Wnt/B-catenina regula diferents processos com la
proliferacid, la diferenciacid i I’'homeostasi de teixits en adults, els gens diana de la
via de Wnt son diversos i dependents de la cel-lula i del context especific. En
aquest treball s’ha analitzat I'expressié dels seglients gens, com a exemple de gens
diana de Wnt: AXIN2 [140] i TCF7 [141] que promouen un efecte de feedback
negatiu en la via; CCND1, que expressa una ciclina involucrada directament en
I'augment de proliferacid [142] i 'EPHB3, que expressa un receptor implicat en el
correcte posicionament de les cel-lules epitelials al llarg de la cripta de l'intesti i del
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colon [143]. Per una descripci6 completa dels gens activats pel complex B-
catenina/TCF-4, anar a http://web.stanford.edu/group/nusselab.

2.2.1.4 Familia proteina quinasa CK1

La Casein Kinase | (CK1) és una familia de proteines serina/treonina quinasa i
monomeriques que regula diferents processos cel-lulars com els ritmes circadians,
la senyalitzacié de la via de Wnt i la replicacié de DNA (Revisat a [144]).

2.2.1.4.1 Estructura

La familia CK1 s’expressa per sis gens diferents en humans (a, 9, €, y1, y2 i y3) que
juntament amb les modificacions transcripcionals que es produeixen, déna lloc a
11 variants diferents de la familia. Els diferents membres comparteixen una gran
homologia en el domini quinasa, pero difereixen en la llargada i la seqliencia
d’aminoacids de les extensions en N-terminal i en C-terminal (Revisat a [145]). En
general, les quinases d’aquesta familia son actives de forma constitutiva, pero les
quinases CK1d i CK1e presenten una regid autoinhibitoria en C-terminal. Aquesta
regid s’autofosforila inhibint l'activitat del domini quinasa, i s’activa per la
defosforilacié realitzada per fosfatases [146], [147].

Un dels llocs conservats de fosforilacié de la familia CK1 és el S/Tp-X-X-S/T, on S/Tp
significa una serina o una treonina fosforilada, indicant que aquesta familia
requereix de fosforilacié encebadora previa [148]. Tot i aixi la CK1 també pot
fosforilar sense necessitat d’encebament, com en la fosforilacié de I'extrem N-
terminal de la B-catenina. En aquest cas, pero, és necessita que la serina que s’ha
de fosforilar vagi seguida d’un cluster de residus acidics [149].

2.2.1.4.2 La CK1 alavia canonica de Wnt
S’ha descrit que les diferents isoformes de la CK1 estan implicades en la regulacio
de la via de Wnt, tant de forma positiva com de forma negativa.

La CK1 a través de les isoformes a, € i y fosforila diferents dominis de I'LRP5/6
promovent I'activacié del receptor i de la via (veure apartat 2.2.1.2.2). També
fosforila components del complex de degradacid, provocant la seva
desestabilitzacio i per tant facilitant I'estabilitzacié de la 3-catenina [150]. A més, la
CK1e s’uneix a Dvl-2 i fosforila aquesta proteina, activant la via canonica de Wnt
[32], [119], [151]-[153]. Finalment, el nostre grup ha descrit que la CK1a també
actua de forma positiva en la via, fosforilant proteines que formen part de les
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unions adherents i que sdn essencials per 'activacid de la ruta [31], [32], [35], [61]
(veure apartat 2.2.2).

No obstant, les diferents isoformes de la CK1 també regulen la via canonica de Wnt
de forma negativa. Basicament fosforilen la [3-catenina i 'APC promovent la
degradacié de la B-catenina i impedint I'activacid de la senyal de Wnt [81], [93].

2.2.1.4.3 Regulaci6 i activacio de la CK1¢€ en la via de Wnt

La CK1le necessita activar-se per tal de poder fosforilar Dvl-2 com a resposta a la
unio del lligand Wnt als receptors [119]. Esta descrit que l'activitat de CKle
augmenta quan s’activa la via, i que un mutant d’aquesta quinasa que li falten els
llocs d’autofosforilacio és més actiu que la quinasa wild type, i no respon a
I'activacié de Wnt. A més, en el mateix treball és descriu que inhibidors de les
fosfatases PP1, PP2A i PP2B bloquegen I'activacid de la quinasa CK1€ wild type en
Wnt, pero no la de la mutant [154]. Aquests resultats suggereixen que Wnt activa
una fosfatasa que defosforila la cua inhibitoria C-terminal de CK1g, activant
d’aquesta manera la quinasa [154](Figura 11). Aquesta és una de les etapes inicials
de la via de Wnt.

Un dels objectius plantejats en aquest treball és identificar quina és la fosfatasa
que defosforila i activa la CK1le en la via de Wnt. Resoldre aquesta questio
permetra tenir noves dades de la regulacié d’aquesta via.

S’ha descrit que la CK1€ també es pot activar de forma complementaria mitjancant
activadors al-losterics. S’ha identificat que després de I'activacio de Wnt, I'helicasa
d’RNA DDX3 s’uneix directament a la CK1€ i I'activa, promovent la fosforilacié de la
proteina Dvl-2 [155](Figura 11).

Activating Figura 11: Esquema de la regulacié de
Phosphatases  la quinasa CK1€ en Wnt. La quinasa
/ CK1e s’activa a través de les fosfatases
I:"_'_'I:I';:::i':'l""' que defosforilen els llocs autoinhibitoris
termitnal tuil de la regi6 C-terminal, i a partir
d’activadors al-lostérics com la proteina

DDX3. Figura adaptada de [156].
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2.2.1.5 Proteina fosfatasa PP2A

La PP2A pertany a la familia de les serina/treonina fosfatases i té com a funcid
revertir I'accio de diferents quinases que actuen en la majoria de cascades de
senyalitzacid, com en la via canonica de Wnt. Juntament amb la fosfatasa PP1,
representen el 90% de les fosfatases serines/treonines que actuen dins la cel-lula
[157].

2.2.1.5.1 Estructura

La PP2A és un holoenzim format per tres components diferents: la subunitat
catalitica (PP2Ac), la subunitat estructural (PR65) i la subunitat reguladora (B). La
PP2Ac i la PR65 s’uneixen directament creant el nucli de I'enzim, i la subunitat
reguladora B és la que aporta I'especificitat de substrat a la fosfatasa (Revisat a
[157]) (Figura 12).

La subunitat catalitica (PP2Ac) s’expressa per dos gens diferents (PP2Aca i [3) que

es troben a gairebé a tots els teixits. Aquesta subunitat conté un domini conservat
gue forma un lloc actiu per a la hidrolisi dels grups fosfat presents en serines,
treonines, i en segons quines condicions també en tirosines [158]. L'estructura
cristal-litzada dels tres dominis de la PP2A indica que tant la subunitat estructural
com la subunitat reguladora s’uneixen per la regié conservada C-terminal de la
subunitat catalitica [159]. A més, el reclutament de la subunitat reguladora al nucli
de I'enzim esta regulat per la fosforilacid i metilacid d’aquesta regié C-terminal
[160].

La subunitat estructural (PR65) s’expressa per dos gens diferents, de manera

similar a la subunitat catalitica, la PR650 i la PR65[3. Tal i com indica el seu nom,
aquesta subunitat actua de forma estructural facilitant la interaccid de la subunitat
catalitica amb la subunitat reguladora. La unié de la PP2Ac amb la PR65 forma una
estructura en forma de ferradura que afavorira el reclutament de la proteina
substrat a través de la subunitat reguladora [159].

C Figura 12: Representacio esquematica de la PP2A.
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La_subunitat reguladora (B) s’expressa per 15 gens diferents en humans, que

codifiquen per unes 26 variants transcripcionals diferents. Aquestes diferents
subunitats sén les que doten a la fosfatasa PP2A d’especificitat de substrat. Les
diferents subunitats es classifiquen en quatre families diferents: La B/PR55, la
B’/PR61, la B”’/PR72 i la PTP/PR53; que no comparteixen similitud de seqliéncia
excepte en la regié que les uneix amb la subunitat estructural [161].

2.2.1.5.2 La PP2A alavia canonica de Wnt

La PP2A té un paper important a la via de Wnt i esta implicada en la regulacié
d’aquesta a diferents nivells. Tot i que hi ha subunitats reguladores que exerceixen
papers positius i d’altres que exerceixen papers negatius en |'activacid de la via, el
rol que domina és el d’inhibidor. Aquest fet s’ha demostrat mitjangant I'ds de I’acid
okadaic, un inhibidor que a determinades concentracions és especific de la PP2A.
L’Gs de I'inhibidor promou I'estabilitzacié de [B-catenina [95].

Les families PR55 i PR61 estan implicades en la regulacié d’aquesta via. Es va
descriure mitjancant un assaig de doble hibrid que la PR610a i la PR61d s’uneixen a
APC, i que la sobreexpressié d’aquestes subunitats fa disminuir els nivells de [3-
catenina [95]. Posteriorment es va publicar que aquestes subunitats també
s‘'uneixen a Axina i que inhibeixen la senyalitzaci6 de Wnt durant el
desenvolupament dels vertebrats [82], [162]. Aquests resultats mostren el paper
negatiu d’aquestes subunitats reguladores en la via de Wnt, i sén concordants amb
el model de que I’APC al complex de degradacid necessita ser desfosforilat per
separar-se de la B-catenina ja fosforilada i poder seguir promovent la degradacié
de més B-catenina (veure apartat 2.2.1.1 complex de degradacid).

Experiments inicials també van descriure la PR61€ com un regulador negatiu de la
via de Wnt que s’unia a Dvl-2 i a APC [95]. Tot i aix0, experiments de knockdown
realitzats posteriorment indiquen que aquesta subunitat és activadora de la via i
actuaria per sobre de Dvl-2 [163]. La subunitat PR550 també té un paper positiu en
Wnt, pero en aquest cas promovent la defosforilacié de la 3-catenina i impedint la
seva degradacid [164]. Finalment, també s’ha publicat que la PP2Aca es localitza a
la membrana plasmatica formant un complex amb la B-catenina i I'E-cadherina que
estabilitza aquestes dues proteines. En aquest cas, pero, encara no s’ha descrit la
subunitat reguladora especifica que realitzaria aquesta funcié [165].
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2.2.2 Implicacio de les unions adherents en I'activacioé de la via

El nostre grup ha descrit una connexié entre el correceptor de la via canonica de
Whnt i els components de les unions adherents. Aquests resultats mostren el paper
crucial de la p120-catenina en la regulacié de I'estabilitat i I’activitat transcripcional
de I'element central de la via, la B-catenina [31], [32], [35], [61]. Amb els resultats
obtinguts al laboratori, juntament amb el que s’ha descrit previament de la via
canonica de Wnt, s’ha proposat el seglient model d’activacio de la via:

En cél-lules no estimulades, la cadherina s’uneix directament a I'LRP5/6 per la regio
citoplasmatica, i connecta la p120-catenina amb el correceptor de la via de Wnt. La
regido N-terminal de la p120-catenina es troba unida directament a la quinasa CK1¢€
gue esta inactiva (Figura 13A). L'estimulacié de Wnt3a promou l'associacié de tot
aquest complex amb el receptor Fz, i activa la CK1€ mitjangant la defosforilacié dels
residus autoinhibitoris per una fosfatasa no identificada. La CK1€ activada fosforila
diferents substrats com Dvl-2, que polimeritzara i s'unira al complex de Fz-LRP5/6.
Tant la p120-catenina com la CK1g, sOn necessaries per aquesta fosforilacid de Dvl-
2 i per la posterior activacio de la via, i la seva deplecid resulta en el bloqueig de la
via. A continuacié CK1ly fosforila el residu 1479 de I'LRP5/6, provocant el
reclutament d’Axina unida a GSK-3 i a CK1la, que fosforilaran més motius de
I’LRP5/6 afavorint el reclutament de més Axina (Figura 13B). La CK1a reclutada al
complex també fosforila la p120-catenina, a les serines 268, 269, i la cadherina.
Aguestes modificacions fan que la p120-catenina se separi de la cadherina, i també
que la cadherina se separi del correceptor LRP5/6 (Figura 13C) [31], [32].

Aqguesta activacio dels receptors de Wnt que afavoreix la formacié del complex
signalosoma, promou l'estabilitzacié de la B-catenina a través de la inhibicié de
I'activitat de la GSK-3 sobre B-catenina. Diferents models per explicar aguesta
inhibicié de la GSK-3 s’han descrit a I'apartat 2.2.1.2.3. L'efecte de Wnt no es limita
a estabilitzar la B-catenina, sind que també regula senyals addicionals que es
requereixen per una resposta completa. Aixi, la p120-catenina alliberada del
signalosoma de Wnt afavoreix I'activacié transcripcional de la B-catenina de dues
maneres diferents. Per una banda, la p120-catenina activa la GTPasa Racl que
fosforilara la 3-catenina a través de la quinasa JNK, promovent la translocacié de la
[B-catenina al nucli [61]. Per l'altra banda, la p120-catenina és necessaria per
I’export nuclear del repressor transcripcional Kaiso, permetent que es formi el
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complex transcripcional entre la [3-catenina, el TCF-4 i el promotor i que es puguin
activar els gens dependents de la via de Wnt (Figura 13D) [35].
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2.3 Via no canonica de Wnt

La via no canonica de Wnt o independent de B-catenina, s’activa per factors Wnt
com el Wnt5a i el Wntlla i pot iniciar diferents cascades de senyalitzacié. Les vies
més descrites son la via Planar cell polarity (PCP) i la via Ca*, tot i gue n’existeixen
d’altres.

La via PCP promou la polaritzacié dins del pla d’'un determinat teixit, que significa
qgue les cel-lules s’organitzen en una orientacid particular respecte I'axis del cos.
Aqguesta via esta regulada pel receptor Fz i el receptor tyrosine kinase-like orphan
receptor 2 (Ror-2), a més de Dvl-2, i activa proteines G com Rac i Rho que indueixen
canvis en el citoesquelet [166](Figura 14Figura 14).

La via Ca** promou la migracié cel-lular a través de I'augment de calci intracel-lular
que activa quinases com la Ca®’/calmodulin-depenent kinase (CaMK) i la protein
kinase C (PKC) [167](Figura 14).

Figura 14: Esquema de la via no canonica de Wnt.
Wnt no canonic s’activa per la via PCP/CE i per la via
Ca”*. Figura adaptada de [166].

2.4 Regulacioé funcional de la via de Wnt

2.4.1 Senyalitzaciéo de Wnt a I'intesti

Inicialment, els estudis de la via de Wnt es van focalitzar en el seu paper en el
desenvolupament animal (Revisat a [168]). Més endavant és va descobrir que
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aquesta via esta involucrada també en adults, en el manteniment de les criptes
intestinals i en d’altres processos, com en la regulacié de la homeostasi de la pell
[169], [170].

L’epiteli de I'intesti presenta una constant renovacié cel-lular i representa el teixit
adult d’animals amb una taxa de proliferacié més elevada. Esta format per un gran
nombre de vellositats (per maximitzar la superficie d’absorcié de nutrients) i de
criptes. Les cel-lules mare resideixen a la part basal de la cripta, on romanen
estatiques. Aquestes ceél-lules, que ciclen lentament, produeixen les cel-lules
progenitores capaces de diferenciar-se a tots els tipus cel-lulars epitelials. Les
cel-lules progenitores de la cripta i les diferenciades de la vellositat formen una
capa continua en constant moviment cap a la part apical de la vellositat. En arribar
alla, les cel-lules diferenciades indueixen el procés d’apoptosi [68] (Figura 15).

Aquests processos de proliferacié i de regulacié del desti cel-lular estan coordinats
per la via de Wnt. Les cél-lules de la cripta presenten nivells elevats de [3-catenina
nuclear, i aquests nivells disminueixen de forma gradual a mida que s’arriba a la
part apical de la vellositat [171]. Aquest gradient de Wnt regula |'organitzacié
espacial de I'epiteli, a través de |'expressio de gens diana com els receptors d’efrina
(EphB2 i EphB3) [172].

Estudis recents demostren que les cel-lules mare de la base de la cripta expressen
de forma diferencial el receptor LGR. Aquest promou l|’activacio de la via de Wnt a
través del seu lligand R-spondin i sinérgicament amb el receptor LRP5/6 [173].
També s’ha vist que les cel-lules mare de la cripta estan intercalades amb les
cel-lules Paneth, que formen part del ninxol de les cél-lules mare. Aquestes
proveeixen de senyals com Wnt3a, Egf, Tgf a les cél-lules LGR" perqué es pugui
seguir mantenint el fenotip de cél-lula mare [174] (Figura 15).

L’activacié anormal de la via de Wnt en l'intesti i en el colon causa cancer
colorectal. La majoria d’aquests cancers estan provocats per una mutacié del gen
APC [175] pero també poden ser provocats per mutacions de I’Axina2 [176] o
mutacions puntuals en les serines de la -catenina que regulen la seva degradacio
[177]. Tot i que la hiperactivacié de la via de Wnt provoca la iniciacié de polips al
colon, es requereixen mutacions addicionals perqué es produeixi un
adenocarcinoma.
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Figura 15: Esquema de la cripta i part de la
vellositat de l'intesti prim. Les cél-lules mare
LGF" estan a la base de la cripta i empenyen
la progénie cap a la vellositat. (Figura de
[178]).

Panath cell ’ ‘ g
Crypt base

2.4.2 Senyalitzacio de Wnt a I'adipogenesi

La via de Wnt també regula l'estat d’autorenovacié de les cel-lules mare
mesenquimals (MSC) i el control de la diferenciacié d’aquestes a osteoblasts,
adipocits, condrocits o mioblasts (Revisat a [179]).

En aquest treball, com a exemple de model funcional on actua Wnt, s’ha utilitzat la
regulacié de l'adipogenesi. L'adipogénesi és el procés de diferenciaciéd de les
cél-lules mare mesenquimals (MSC) primerament a preadipocits i finalment a
adipocits madurs. Aquests ultims contenen gotes de lipids i tenen la capacitat de
respondre davant d’hormones com la insulina [166].

S’ha descrit que la via canonica de Wnt té un paper important en inhibir
I’adipogénesi. Per una banda s’ha observat que la inactivacié de la via Wnt/[3-
catenina és necessaria per l'inici de I'adipogenesi [180], i també s’ha vist que
I’activacié canonica de la via mitjancant el lligand Wntl o Wnt10 impedeix la
diferenciacio a adipocits madurs [181].
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3 Procés d’endocitosi i transit de membranes

L’endocitosi s’ha considerat tradicionalment com un mecanisme per disminuir els
nivells dels receptors cel-lulars i impedir I'activacié de diferents vies. Recentment,
pero, s’ha demostrat que |’endocitosi també actua com a activadora de la
senyalitzacid. Un exemple és en la via de Wnt canonica, on diferents models
proposen que I'endocitosi del correceptor I'LRP5/6 o I’endocitosi de tot el complex
del signalosoma és necessari per a I'activacié de la via [124], [125], [182].

La internalitzacio de les proteines i lipids de membrana segueix diferents rutes, les
més caracteritzades son I'endocitosi dependent de clatrina i la dependent de
caveolina (Figura 16).

L'endocitosi depenent de clatrina s’inicia amb la unié de la proteina clatrina a la

membrana plasmatica i la invaginacid d’una part d’aquesta que conté el receptor
gue s’endocita. Tot seguit, la proteina clatrina encapsula tot aquest complex i
forma les vesicules amb revestiment de clatrina dins del citoplasma. Aquest procés
requereix d’altres proteines, com I’AP-2 i la dinamina. Un cop formada la vesicula,
aquesta se separa de la clatrina i es fusiona amb els endosomes primerencs,
organuls multifuncionals que regulen el transport entre la membrana plasmatica i
diferents components intracel-lulars. D’aquesta manera, les vesicules que arriben
als endosomes primerencs poden retornar a la membrana plasmatica, connectar-
se amb l'aparell de Golgi o ser transportades als endosomes tardans. Els
endosomes primerencs i tardans es poden distingir a nivell morfologic. Mentre que
els endosomes primerencs sén tubulars i es localitzen a la periféeria cel-lular, els
endosomes tardans son més esferics i s’orienten prop del nucli. A més, els
endosomes tardans poden presentar vesicules intraluminals, i és per aix0 que
també se’ls anomena cossos multivesiculars (MVBs) [183]. Les proteines que es
dirigeixen als cossos multivesiculars han estat préviament ubiquitinades per
lligases E3 especifiques. Aquesta ubiquitinacié és reconeguda pel complex ESCRT
(endosomal sorting complex for transport) a la membrana endosomal que
promoura la formacié de vesicules intraluminals dins de les MVBs. Finalment, les
proteines presents en aquests organuls seran degradades via lisosomal (Revisat a
[184], [185]).

L'endocitosi depenent de caveolina es basa en la formacié de les invaginacions

conegudes com a caveolae als microdominis rics en colesterol i en esfingolipids de
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la membrana plasmatica, on hi ha concentrades diferents proteines de membrana.
La formacio de la caveolae depén de la proteina caveolina que s’uneix directament
al colesterol i recobreix la invaginacié. S’ha demostrat que aquest tipus
d’endocitosi comparteix moltes caracteristiques amb la dependent de clatrina, com
el requeriment de proteines com la dinamina pel procés. A més, tot i que aquest
mecanisme no ha estat tan caracteritzat com el procés d’endocitosi depenent de
clatrina, diferents estudis mostren que el trafic intracel-lular de I'endocitosi de
caveolina és paral-lel al de la clatrina, i les vesicules també es fusionen amb els
endosomes primerencs [186]-[188].

Plasma membrane Vesicular Tubular

Dynamin’ s an
Clathrin- wﬂﬂh‘ﬁ
coated pit \
Clathsin-
I:D-l.l't.l'ld
wiesicle ﬂ?
@ £
? ot Recycling

e

o

/1/[:_[11 rly endosome

]
O3
OI.!

b

Lysosome

Figura 16: Procés d’endocitosi depenent de clatrina o de caveolina. Les proteines
s’endociten a través de clatrina o caveolina, entre d’altres. Les vesicules formades al
citoplasma es fusionen amb els endosomes primerencs (early endosome). D’aqui, les
vesicules es recilen o es dirigeixen als endosomes tardans o cossos multivesiculars
(MVBs). Les proteines que arriben als MVBs son degradades al lisosoma. Figura extreta
de [189].
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OBIJECTIUS







OBJECTIUS

Estudis recents al nostre laboratori han demostrat que la via de senyalitzacié de
Wnt esta directament connectada amb les proteines de les unions adherents, i que
aquestes son necessaries per a la regulacié de la via. La p120-catenina juntament
amb la quinasa CK1€ que porta unida, estan associades al correceptor de Wnt i son
essencials per a I'activacio de la senyalitzacid i per afavorir I'acumulacio citosolica
de B-catenina, un pas determinant de la via canonica. A més, la p120-catenina
també regula I'activitat transcripcional de la -catenina en estadis més tardans de
la via canonica de Wnt.

A partir d’aquests antecedents, els objectius d’aquesta tesi doctoral han estat els
seglents:

e Caracteritzar a nivell molecular com un mutant de delecié del correceptor
LRP5/6 activa la via Wnt/[3-catenina de manera constitutiva i en abséncia de
lligand, i el possible requeriment de la p120-catenina en aquesta activacio.

e Identificar la fosfatasa que activa la quinasa CK1lg, un dels primers
esdeveniments en la via de Wnt, ja que la desfosforilacid del seu domini
autoinhibitori és essencial per a la senyalitzacié.

e Caracteritzar quins esdeveniments moleculars promouen I'estabilitzacié de
la B-catenina i I'endocitosi de GSK-3 induides per Wnt. Recentment s’ha
descrit que aquesta estabilitzacié és deguda a la internalitzacié de GSK-3 en
multivesicules, facilitant aixi que la [B-catenina no es degradi i es pugui
acumular al citosol. Es vol validar aquest model i caracteritzar si les unions
adherents estan involucrades en la internalitzacid de GSK-3 induida per
Whnt.
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1 El mutant de I'LRP constitutivament actiu (CA-LRP) permet
diferenciar efectes inicials i tardans de la p120-catenina en
la via de Wnt

Previament s’havia descrit que un mutant del correceptor LRP5/6 que li falta tot el
domini extracel-lular, és un potent activador de la via canonica de Wnt [106].
Abans d’utilitzar aquest mutant com a eina alternativa d’aquesta via, es van
analitzar els esdeveniments moleculars de I'activacié i es van comparar amb els
descrits al laboratori obtinguts amb el lligand Wnt.

1.1 EI CA-LRP imita els senyals de Wnt en I'activacio de la via

1.1.1 El CA-LRP promou la formacié del signalosoma de Wnt i la
separacio de p120-catenina i N-cadherina de I'LRP5/6

L’activacié de la via de Wnt promou la formacié del signalosoma a nivell inicial. La
unié de Dvl-2, Axina i CKla al correceptor LRP5/6 es pot observar per
immunoprecipitacié després de l'estimulacio6 amb el lligand Wnt3a durant 30
minuts [32]. Es va investigar si la transfeccié del mutant CA-LRP també promou la
formacié d’aquest signalosoma en abséncia del lligand Wnt. Es van utilitzar
cel-lules HEK293T que responen a l'activacié de la via, i es va immunoprecipitar
I'LRP5/6 endogen de cel-lules préviament transfectades amb el mutant CA-LRP o
amb un control. Tal i com es mostra a la Figura 17, la transfeccié del CA-LRP
promou la unié de Dvl-2, Axina i CK1a a I'LRP5/6 endogen, i també augmenta la
fosforilacié de LRP5/6 en la Thr 1479 i en la Ser 1490, altres respostes inicials de la
via i relacionades amb I|’activacio del correceptor.

El mutant CA-LRP també promou respostes més tardanes de la via de Wnt. Esta
descrit que un cop el complex del signalosoma esta format després de I’estimulacid
amb el lligand Wnt, la p120-catenina i la Cadherina es fosforilen per la CKla
provocant la seva separacié dels receptors de Wnt [31]. La Figura 18 mostra a
través d’una immunoprecipitacio de I'LRP5/6, que s’observen els mateixos
resultats quan s’activa la via amb el CA-LRP.
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Wht: 30 min

IP: LRIPS/S  IP: Irr IgG Input

CtlWnt Gl CuWntCtl  Ctl Wnt Ctl
CALRP - - + . . +

180 kDa —

180 kDa — FThri4Te
LRPSI6

180 kDa —

Figura 17: l’activacié de la via de Wnt amb el lligand Wnt o amb el mutant CA-LRP
promou la formacid del signalosoma. Es van transfectar les cel-lules HEK293T amb el
mutant CA-LRP o amb un vector buit i van ser tractades amb medi control (Ctl) o medi
condicionat Wnt3a (Wnt) durant 30 minuts. El coreceptor LRP5/6 endogen es va
immunoprecipitar d’extractes cel-lulars obtinguts amb tampé lisi amb digitonina i les
proteines es van analitzar per Western Blot.

Wnt: 2 h
IP: LRPS/6 IP: Irr lgG Input
Ctl Wnt Ctl Ctl Ctl Wit Ctl
CA-LRP o = + - - + WE:

180 kDa — [ e &0 --- LRPS/6
0i0s — il b I - coanerin

105 kDa —
95 kDa —— pi20-catenin

47kDa — —— . CKie

Figura 18: La p120-catenina i 'N-cadherina es separen de 'LRP5/6 quan s’activa la
via de Wnt amb el lligand Wnt o amb el mutant CA-LRP. Cél-lules HEK293T
transfectades amb el mutant CA-LRP o amb un vector buit van ser tractades amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt) durant 2 hores. El coreceptor LRP5/6
endogen es va immunoprecipitar d’extractes cel-lulars obtinguts amb tampé lisi amb
digitonina i les proteines es van analitzar per Western Blot.



1.1.2 El mutant CA-LRP promou l'estabilitzacio i la translocacié nuclear
de la B-catenina

Ja que una etapa central de la via canonica de Wnt és I'acumulacié de [3-catenina,
es va explorar que succeeix quan s’activa la via amb el mutant CA-LRP.

En resposta al CA-LRP, els nivells de 3-catenina augmenten al citosol i al nucli, de la
mateixa manera que quan s’activa la via amb el lligand Wnt3a (Figura 19 [61]).

Cytosol +
Membrane Nucleus

CALRP - + - ¢

95 kDa — *‘ B-catenin

66 kDa — Lamin-g1

Figura 19: El mutant CA-LRP promou I’estabilitzacid i la translocacié nuclear de la -
catenina. Es va realitzar un assaig de subfraccionament cel-lular en cél-lules HEK293T
transfectades amb un plasmidi control o amb el vector CA-LRP. La distribucid
subcel-lular es va analitzar per Western Blot, utilitzant la Piruvat quinasa (PyrK) i la
Lamina B (Lamin B), com a marcadors citosolics i nuclears, respectivament.

PyrK

1.1.3 El CA-LRP promou l'activitat transcripcional de la [3-catenina i
I'activacio de gens diana de la via de Wnt

Per analitzar I'activitat transcripcional de la [3-catenina es va utilitzar el plasmidi
TOP-FLASH en ceél-lules préviament transfectades amb el mutant CA-LRP, i es va
comparar amb cel-lules estimulades amb medi condicionat Wnt3a. El plasmidi TOP-
FLASH és un promotor sintetic sensible a I'activitat del complex B-catenina-TCF4, i
conté tres copies de la seqliencia d’'unié del TCF4 al DNA que controlen I'expressio
de Luciferasa.

La Figura 20A mostra que I'activitat transcripcional de la 3-catenina augmenta amb
CA-LRP i que els nivells son similars als obtinguts després d’estimular les cel-lules
amb medi condicionat Wnt3a durant 24 hores.
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També es va analitzar si les cel-lules transfectades amb el CA-LRP activen
I’expressié d’un dels gens diana representatius de la via de Wnt, ’AXIN2 [140]. Es
va extreure I'RNA de cel-lules HEK293T transfectades amb el plasmidi CA-LRP o
estimulades amb el medi condicionat Wnt3a, es va realitzar una retrotranscripci6 i
es va analitzar I'activacié de I'AXIN2 mitjangant PCR-quantitativa. Els resultats
mostrats a la Figura 20B, indiquen que el CA-LRP activa gens diana de manera
similar a I'estimulacié del lligand Wnt3a durant 24 hores.
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Figura 20: El lligand Wnt i el mutant CA-LRP incrementen I’activitat transcripcional de
la B-catenina i I'activacié del gen diana AXIN2 de la via de Wnt. (A) Lactivitat
transcripcional de la B-catenina es determina utilitzant el plasmidi TOP-FLASH en
cel-lules HEK293T transfectades amb el CA-LRP o tractades amb medi condicionat
Whnt3a durant 24 hores i previament a la lisis cel-lular. (B) Es va aillar RNA procedent
de cél-lules HEK293T transfectades amb el CA-LRP o tractades amb Wnt durant el
temps indicat. L'expressid d’AXIN2 es va mesurar mitjangant PCR-RT quantitativa.

1.2 La p120-catenina no és necessaria pels esdeveniments inicials
quan s’activa la via amb el CA-LRP

1.2.1 La p120-catenina no és necessaria per la formacio del signalosoma
quan s’activa la via amb CA-LRP

Resultats previs del laboratori havien demostrat que la p120-catenina és essencial
per activar la via de Wnt [31]. Es va analitzar si la p120-catenina també és

necessaria quan s’activa la via amb el mutant CA-LRP.
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Es va immunoprecipitar LRP5/6 de cel-lules HEK293T deplecionades de p120-
catenina i posteriorment transfectades amb CA-LRP o tractades amb medi
condicionat Wnt3a, i es va analitzar el reclutament de Dvl-2. El resultat de la Figura
21 indica que Dvl-2 es recluta a I'LRP5/6 en cel-lules deplecionades de p120-
catenina i activades amb el CA-LRP, a diferéncia del que succeeix quan s’activa la
via amb el lligand Wnt.

En aquest cas el comportament és diferent entre el mutant CA-LRP i el lligand
Whnt3a.

IP: LRPS/& IP: Irr IgG Input

shRNACH shRNA p120ctn shRMNACH  shRNACHl shRNA p120ctn

Ctl Wnt Ctl CtiWnt Cti Ctiwnt cy Ctl Wnt Cl CtiWnt Ctl  wg.

CA-LRP - - + - R - - o+ - - + - - + .
sskDa- i M N o A !‘.ﬂh- DvI-2
= o

180 kDa - - - - ] LRPSE

42 kDa - ———— s  |-ACtin

Figura 21: DvI-2 s’uneix a 'LRP5/6 en cél-lules deplecionades de p120-catenina en
activar la via amb el CA-LRP. Cél-lules HEK293T transfectades amb el shRNA control o
ShRNA p120-catenina i transfectades amb el mutant CA-LRP o amb un vector buit van
ser tractades amb medi control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt) durant 30
minuts. El coreceptor LRP5/6 endogen es va immunoprecipitar d’extractes obtinguts
amb tampd lisi amb digitonina i les proteines es van analitzar per Western Blot.

1.2.2 No es requereix p120-catenina per a l'estabilitzacié de [3-catenina
en transfectar CA-LRP

Ja que la p120-catenina no és necessaria per a la formacié del signalosoma activant
la via amb el CA-LRP, a continuacio es va estudiar si aquesta proteina és requerida
per esdeveniments més tardans de la via, com I'estabilitzacié de (-catenina. Tal i
com es mostra a la Figura 22A, els nivells de B-catenina de cel-lules activades amb
el CA-LRP son similars en les cél-lules control comparades amb les deplecionades
de pl20-catenina. Es a dir, a diferéncia del que passa en activar la via amb el
lligand Wnt, no es requereix pl20-catenina per a |'estabilitzaciéo de [B-catenina
qguan s’activa la via amb el CA-LRP.
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Per altra banda, la p120-catenina és una proteina d’ancoratge de la quinasa CK1g, i
és aquesta quinasa la que fosforila a Dvl-2 i permet I'inici de la senyalitzacid per
Wnt [31], [32]. A la Figura 22B es pot observar que la CK1e no és necessaria per
I'’estabilitzacié de [3-catenina quan s’activa la via amb el CA-LRP, el mateix resultat
gue s’ha obtingut amb la p120-catenina.

shRNA ot piz2o-cat B shRMA
CA-LRP . + . + WE: ctl CK1e

CA-LRP - * s +  WE:

95 kDa— S SN See gl P-catenin
S5 kDa — o . e p=catenin

105 kDa —— Pr—

G5 kiDa = — p—— pizb-catenin
47kDa — g - CK1e

42kDa — SN 42kDa — S S S N -Actin

Figura 22: Ni la p120-catenina ni la CK1e s6n necessaries per activar la via de Wnt
amb el CA-LRP. Les cél-lules HEK293T van ser transfectades amb shRNA especific per la
p120-catenina (p120-cat) (A) o amb shRNA especific per la CKle (B), abans de la
transfecci6 amb CA-LRP o amb el vector buit. L'acumulacié de [-catenina es va
analitzar per Western Blot després de la lisi cel-lular amb tampd SDS 1%.

1.3 La p120-catenina és essencial per esdeveniments més tardans
de la via de Wnt activada amb el CA-LRP

Els resultats anteriors mostren que ni la p120-catenina ni la CK1€ sén necessaries
per I'activacio inicial de la via canonica mitjangant el mutant CA-LRP. Ara bé, la
p120-catenina intervé en altres processos de la via de Wnt dependents de la seva
fosforilacié i de la separacié de la Cadherina. La p120-catenina alliberada de la
Cadherina realitza altres funcions relacionades amb I’activacio transcripcional de la
[B-catenina. Per una banda promou la translocacié al nucli de la B-catenina, i per
I'altra facilita la formacié del complex transcripcional [-catenina/TCF-4, induint
I’export nuclear del repressor transcipcional Kaiso que estava unit a TCF-4 [35],
[61].
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1.3.1 La p120-catenina és necessaria per la separaciéo del complex TCF-
4 /Kaiso en CA-LRP

Primerament es va realitzar una immunoprecipitacié de TCF-4 en cel-lules control o
activades amb el mutant CA-LRP. Tal i com es mostra a la Figura 23, el TCF-4 de les
cél-lules control esta unit al repressor Kaiso en situacid basal, i aquesta unid es
perd en activar la via de Wnt amb el CA-LRP, a diferéncia del que s’observa
utilitzant les cél-lules interferents de p120-catenina, on I'associacié de TCF-4 amb
el repressor es manté. Es a dir, la p120-catenina és necessaria per extreure el
repressor Kaiso de la unié de TCF-4, encara que s’activi la via de Wnt amb el
mutant CA-LRP.

IP: TCF-4 1P: Irr IgG Imput

shRMA cu pl2f-cat Ctl pi120-cat cil pi20-cat

Haiso

pi20-cat

fActin

Figura 23: La p120-catenina és necessaria per la separacié del complex TCF-4-Kaiso
en l'activacio de la via de Wnt amb CA-LRP. Cél-lules HEK293T van ser transfectades
amb shRNA especific per la pl120-catenina (p120-cat), i posteriorment es van
transfectar amb CA-LRP o amb vector buit. Es van lisar les cel-lules i es va
immunoprecipitar el TCF-4 endogen dels extractes. Les proteines unides al complex es
van detectar per Western Blot.

1.3.2 Es requereix pl20-catenina per la translocacié nuclear de f(3-
catenina en CA-LRP.

A continuacio es va analitzar el paper de la p120-catenina en la translocacié al nucli
de la B-catenina quan la via és activada pel mutant CA-LRP. S’ha descrit préviament
al laboratori que la p120-catenina juntament amb Vav2 és necessaria per a
I'activacié de Racl quan la via s’activa amb el lligand Wnt. Aquesta activacio de
Racl és requerida per a I'activacié de JNK i per la posterior entrada de [3-catenina
dins del nucli [61].
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Per analitzar I'activacié de Racl en les diferents condicions, es va realitzar un Pull-
Down amb I'efector de Racl, PAK [61]. Aquesta técnica es basa en el fet de que
PAK esta unit especificament a Racl actiu. Tal i com es mostra a la Figura 24, la
transfeccido del mutant CA-LRP activa Racl en les cel-lules control, a diferéncia del
gue s’observa en les cél-lules interferides de p120-catenina.

shRNA ctl pl20-cat
EA-LRP - + WE:

. +
21402 — [ Rt

105 kDa ____
95kDa — MR MRS S pi20-cat | input

Figura 24: L’activacié de Racl en la via de Wnt iniciada amb CA-LRP, requereix de
pl20-catenina. Es va realitzar un Pull-Down amb PAK en cellules HEK293T
transfectades amb shRNA Control (Ctl) o amb shRNA p120-catenina (p120-cat) i
posteriorment transfectades amb el mutant CA-LRP. Els nivells de Racl i el de les altres
proteines van ser detectats per Western Blot.

Per validar el resultat anterior, es van utilitzar les mateixes cél-lules per estudiar la
translocacid de la B-catenina al nucli. La Figura 25A mostra que a diferéncia del que
passa en les cel-lules control, les cel-lules interferents de pl120-catenina no
presenten augment de [3-catenina nuclear quan s’activa la via amb el mutant CA-
LRP. Es a dir, la pl20-catenina és necessaria perqué es produeixi aquesta
translocacié. Es va repetir el mateix experiment amb cel-lules deplecionades de
CKle. Tal i com es veu a la Figura 25B, la CK1e és prescindible per a la translocacio
nuclear de la B-catenina en activar la via amb el CA-LRP.

Aquests experiments indiquen que la pl20-catenina és necessaria per la
localitzacié nuclear de la B-catenina, i per permetre la unié d’aquesta a TCF-4.
Aquests efectes, a més, serien independents de la funcio de la quinasa CKlg, que
regularia Unicament I'activacio dels esdeveniments més inicials de la via de Wnt.
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Figura 25: La pl120-catenina, a diferéncia de la CKlg, és necessaria per a la
translocacié de B-catenina dins del nucli en activar la via amb el CA-LRP. Es va
realitzar un assaig de subfraccionament cel-lular en cel-lules préviament transfectades
amb shRNA control (Ctl), shRNA p120-catenina (A) o shRNA CKle (B) i posteriorment
transfectades amb un plasmidi control o amb el vector CA-LRP5/6. La distribucio
subcel-lular es va analitzar per Western Blot, utilitzant la Piruvat quinasa (PyrK) i la
Lamina B (Lamin B), com a marcadors citosolics i nuclears, respectivament.
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2 La PRé61g, una subunitat reguladora de la PP2A, promou
I'activacio de la via de Wnt

2.1 La CKl1e és necessaria pel reclutament de Dvl-2 a I'LRP5/6 en
Wnt

Tal i com s’ha comentat a la introduccid, el lligand Wnt3a promou la unié del
receptor Fz amb el correceptor LRP5/6, i conseqlientment amb la Cadherina i la
p120-catenina. A continuacio la quinasa CK1€, que esta constitutivament unida a la
p120-catenina, s’activa per la defosforilacié del seu domini autoregulador per una
fosfatasa que encara no esta descrita [154]. Una vegada activa, aquesta quinasa
promou la fosforilacié de Dvl-2 i el reclutament d’aquesta proteina a Fz.

A la Figura 26 es mostra que en activar la via amb Wnt apareix una banda de
menys mobilitat en el WB corresponent a Dvl-2 fosforilat, i aquesta banda no
apareix en estimular cél-lules interferents de CK1€ amb Wnt. Quan es realitza una
IP del correceptor de I'LRP5/6 utilitzant aquestes cél-lules, s’observa que el Dvl-2
fosforilat s’uneix a I'LRP5/6 en cél-lules control, pero no en cél-lules shRNA CK1Eg.

Aquests resultats suggereixen que la CK1€ és necessaria per la fosforilacié de Dvl-2
i per la unié d’aquesta proteina amb I'LRP5/6.

IP: LRPS/S IP: Irr IgG Input
shRNaA: Gt CHic il =i CKie

Ctl Wnt CH Wnt CH Wnt CH Wnt Cil Wnt

180 kDA —

95 kDa —

47 kDa —

42 kDa —

Figura 26. La CK1€ és necessaria per la fosforilacié de Dvl-2 i pel reclutament de Dvl-2
a 'LRP5/6 en Wnt. Cél-lules HEK 293T interferides amb I’'shRNA Control (Ctl), I'shRNA
CK1g, van ser estimulades durant 30 minuts amb medi control (Ctl) o medi condicionat
Whnt3a (Wnt), es van lisar amb tampd lisi amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig
de coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6. El resultat es va analitzar per WB.
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2.2 LaPP2A és necessaria per l'activacio de CK1€ en Wnt

2.2.1 Lainhibicié de I'activitat de la PP2A impedeix la fosforilacio de Dvl-
2 iel reclutament de Dvl-2 aI’LRP5/6

Esta descrit que la PP2A és una fosfatasa implicada en la regulacié de la via de Wnt
a diferents nivells, per exemple en el complex de degradacié de la B-catenina
[190]. Es per aixd que es va testar si aquesta és la fosfatasa que defosforila i activa
la CK1g en la senyalitzacié de Wnt.

Es va utilitzar un inhibidor quimic, I’acid Okadaic (OA), que a concentracions baixes
inhibeix especificament la PP2A. Es van tractar les cel-lules amb OA i posteriorment
amb medi condicionat Wnt3a durant 30 minuts, per analitzar la fosforilacié de Dvl-
2 i el seu reclutament al correceptor I'LRP5/6. Tal i com es mostra a la Figura 27, el
tractament amb OA impedeix la fosforilacié de Dvl-2, que si que s’observa en les
cel-lules tractades Unicament amb Wnt. A més, aquest inhibidor també impedeix la
fosforilacié de I'LRP5/6 en la ser1490 i el reclutament de Dvl-2, CK1ly i d’Axina a
I"'LRP5/6.

IP: LRPS/S IP: Irr IgiG Inpaut

=] Oa cu 04 cu oA

Ctl Wni C Wnl Cil Wit Cil Wni Cil Wnt Ctl Wnt

PSarid30 LRPS/E

CK1y

P-Actin

Figura 27: El tractament amb acid Okadaic impedeix la fosforilacié de Dvl-2 i el
reclutament de Dvl-2 a 'LRP5/6. Cél-lules HEK293T préviament tractades amb 10 nM
d’acid okadaic (OA) durant 1 hora, van ser estimulades durant 30 minuts amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt) juntament amb OA quan s’indica. Les
cél-lules es van lisar amb tampé lisi amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de
coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6. El resultat es va analitzar per WB.
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A continuacio es va realitzar el mateix experiment interferint les cel-lules HEK293T
de la subunitat catalitica de la PP2A (PP2Ac). La subunitat catalitica és la que
confereix d’activitat a la fosfatasa, aixi que és una altra manera d’inhibir aquesta
proteina. A la Figura 28 s’observen els mateixos resultats que en la Figura anterior.
Les cel-lules shRNA PP2Ac no presenten Dvl-2 fosforilat quan aquestes s’estimulen
amb Wnt i tampoc s’observa la interaccié de Dvl-2 amb I'LRP5/6 que si que es
produeix en les cél-lules no deplecionades i activades amb Wnt3a.

IP: LRPS/E IP: Irr IgG Input

shRNA: Ctl PP2Acat Ct PP2Acat Ctl  PP2Acat

Ctl Wnt CHl Wnt CHl Wnt Cl Wnt  CHl Wnt Cl Wnt 'O

] B - —
PRRER ﬁ... - B - Dvi2
wo— T N -

= I -

Figura 28: La PP2A. és necessaria per la fosforilacio de Dvl-2 i pel reclutament de Dvl-
2 a 'LRP5/6. Cél-lules HEK293T préviament interferides amb I’'shRNA control (Ctl) o
I’'shRNA PP2A. van ser estimulades durant 30 minuts amb medi control (Ctl) o medi
condicionat Wnt3a (Wnt). Les cel-lules es van lisar amb tampé lisi amb digitonina 1% i
es va realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6. El resultat es va
analitzar per WB.

2.2.2 Lainhibicié de I'activitat de la PP2A impedeix I'activacio de CK1¢g

Tot seguit es va investigar la capacitat d’activacié de la CK1€ en condicions on la
PP2A esta inhibida.

La CK1g és capac de fosforilar in vitro les serines 268, 269 de la p120-catenina [31],
tot i que in vivo, és la CK1a la que fosforila la p120-catenina en la via de Wnt. La
similitud que presenten les sequeéencies de les diferents isoformes de la CK1 en la
regio catalitica permet que la CK1€ també pugui fosforilar els residus 268, 269 de la
p120-catenina in vitro.
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Degut a que disposavem d’un anticos fosfoespecific contra la serina 268
fosforilada, es va utilitzar la p120-catenina com a substrat de la CK1g, i es van usar
cel-lules tractades amb OA o deplecionades de PP2A¢ per investigar la capacitat
d’activacio de la CK1€ en aquestes condicions.

Es va immunoprecipitar la CK1€ en cél-lules préviament tractades amb OA o amb
una solucié control, i estimulades 10 minuts amb Wnt (temps necessari per veure
la fosforilaciéd de Dvl-2). A continuacié es va afegir p120-catenina-GST a la CK1e
immunoprecipitada i la mescla es va posar en les condicions de fosforilacio. La
Figura 29 mostra que la p120-catenina es fosforila més en el residu 268 quan les
cel-lules es tracten Unicament amb Wnt i tenen ATP per permetre la fosforilacid. En
canvi, la CK1e de les cél-lules tractades préviament amb OA i Wnt, no és capac de
fosforilar tant la p120-catenina.

Input IP: CH1g IP: CH1g IP: Ier IgG
Ctl OA cH OA ct Qi ctl
Ctl Wit Ctl Wnt Ctl Wnt CH Wnt CH Wnat CU Wnt Ctl Wnt
ATP: + + + + = = = = + + WB
120 kD3 = _— o PSer 268
GET-p120-catenin pl120-catenina
substrate
120 kDa — —— —— D W — W —— o
Cell extracts 4T kDa = ---- —— A — O — — CK1c
[ .

Figura 29: ’acid Okadaic impedeix I’activacié de CK1e. Cel-lules HEK293T previament
tractades amb 10 nM d’acid okadaic (OA) durant 1 hora o amb solucié control (Ctl),
van ser estimulades durant 10 minuts amb medi control (Ctl) o medi condicionat
Whnt3a (Wnt) juntament amb OA quan s’indica. Extractes obtinguts de la lisis amb
tampo NP40 0,1% van ser immunoprecipitats amb anticos CK1€ i es va realitzar un
assaig de fosforilacid utilitzant una quinasa purificada de linies cel-lulars usant 1 pmol
de GST-p120-catenina com a substrat. La fosforilacio de la Ser268 de la p120-catenina
es va analitzar per WB utilitzant un anticos especific.

Els mateixos resultats s’observen en repetir I'experiment utilitzant cel-lules
interferents de PP2Ac (Figura 30).
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En global, aquests resultats suggereixen que la inhibicié de I'activitat de la PP2A
impedeix I'activacié de CK1e.

Inipurt IP: CK1e IP: CK1x IP: brr IgGi

shRNA: ctl FPZA cat Gl PPZA cat (%] FPZA cat cu

Gt Wnt Gt Wnt CH Wnt Gt Wnt Gt Wnt ©H Wnt Gt Wnt
ATP: + + + + - = = = + + Wi

PSer 268
— - e - ————
e e P20 catanin
e i GST

Cell extracts

Figura 30: La PP2A. és necessaria per 'activacié de CK1g in vitro. Cél-lules HEK293T
préviament deplecionades de PP2A. van ser estimulades durant 10 minuts amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt). Extractes obtinguts de la lisis amb
tampod NP40 0,1% van ser immunoprecipitats amb anticos CK1€ i es va realitzar un
assaig de fosforilacid utilitzant una quinasa purificada de linies cel-lulars usant 1 pmol
de GST-p120-catenina com a substrat. La fosforilacié de la Ser268 de la p120-catenina
es va analitzar per WB utilitzant un anticos especific.

120 kDa —

GET-p120-catenin
subsirale

120 kDA —

2.3 La subunitat reguladora PR61¢ activa la via de Wnt

La fosfatasa PP2A presenta tres subunitats diferents: la catalitica, I'estructural i la
reguladora (Veure Introduccid). La subunitat reguladora presenta una gran varietat
d’isoformes classificades en quatre grans families, i és la que confereix
I'especificitat de substrat a la fosfatasa [161]. Per trobar quina és la subunitat
reguladora que actua en l'activacié de la CK1€ es va explorar la familia B56/PR61, ja
gue esta descrit que aquesta té un paper destacat a la via de Wnt com a fosfatasa
inhibidora o activadora de la via [157].
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2.3.1 LaPR61¢ és essencial per I'activacio de CK1€ en Wnt

2.3.1.1 La PR61¢g a diferéncia de la PR61a i la PR61f, és necessaria pel
reclutament de Dvl-2 a 'LRP5/6

Es van interferir les cel-lules epitelials SW480 utilitzant shRNA de SIGMA de tres de
les cinc isoformes que confereixen la familia (a, B i €), i es va realitzar una RT-PCR
guantitativa per comprovar aquesta interferéncia. Tal i com es mostra a la Figura
31, les cel-lules interferents de les diferents isoformes han reduit I'expressié dels
gens aproximadament un 50%. A continuacid es va realitzar un experiment
d’immunoprecipitacié de I'LRP5/6 per observar la fosforilacio de Dvl-2 i el
reclutament d’aquest a I'LRP5/6 en les diferents cel-lules deplecionades. La Figura
32 mostra que tant les cel-lules control com les cel-lules interferides de PR610 o de
PR61[3 activades amb Wnt presenten la banda fosforilada de Dvl-2, a més del
reclutament d’aquesta proteina a I’'LRP5/6. En canvi, les cél-lules deplecionades de
PR61€ no presenten Dvl-2 fosforilat després de I'activacié de la via, ni hi ha un
augment d’unié del complex DvI-LRP5/6.

Es va validar el resultat utilitzant cel-lules HEK293T interferents de PR61¢€ i repetint
I’'experiment d’immunoprecipitacié de I'LRP5/6. Els resultats mostrats en la Figura
33 sén els mateixos que en I'experiment anterior. En les cel-lules shRNA PR61¢€ Dvl-
2 no es fosforila ni es recluta a I'LRP5/6.

SW480
& 151
2 8 PRS1a
; PRE1[!
E 1.0+ - Bl PR61:
£
5
% 0.5 |
2
L8
=
£ 00

shRNA: Ctl PR61a Ctl PRG1E Ctl PRE1e

Figura 31: Les cél-lules SWA480 interferides de PR61a, PR613 o PR61E, expressen
menys nivells de cada un dels transcrits. Es va aillar 'RNA de cél-lules shRNA control
(Ctl), shRNA PR610, shRNA PR61[3 o shRNA PR61¢€ i es va analitzar I'expressié dels gens
PP2A PR61a, PP2A PR6150 PP2A PR61& mitjangant RT-PCR quantitativa.
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IP: LRP5/6 IP: Irr IgG Input

shRMNA: ctl FRE1a  PRE1R PRE1c ci < PRE1a  PREIR PRE1C

Cd Wnt Cd Wnt Ctl Wnt Cd Wnt CH Wnt Ctl Wt Ctl Wnt CH Wnt Ctl ‘Wnt

Figura 32: PR61g, a diferencia de la PR61a i la PR61B, és necessaria per a la
fosforilacié de Dvl-2 i pel reclutament de Dvl-2 a 'LRP5/6 en Wnt. Cél-lules SW480
préviament interferides amb I'shRNA control (Ctl), I'shRNA PR61a, I'shRNA PR61[ o
I’'shRNA PR61g, van ser estimulades durant 30 minuts amb medi control (Ctl) o medi
condicionat Wnt3a (Wnt). Les cel-lules es van lisar amb tampé lisi amb digitonina 1% i
es va realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6. El resultat es va
analitzar per WB.

IP: LRPSIE IP: Irr igG Input
shRMA: ctl PRE1C ctl PRE1C ctl PRE1C
Cti Wnt CH Wnt CH Wnt CH Wnt Ctl Wnt CH Wnt

won— I
- BESEEEEN] - -

o —ww

PRE1e
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Figura 33: La PR61€ és necessaria per la fosforilacié de Dvl-2 i pel reclutament de Dvl-
2 a 'LRP5/6 en Wnt. Cél-lules HEK293T préviament interferides amb I’'shRNA control
(Ctl), 'shRNA PR61q, I'shRNA PR61P o I'shRNA PR61g, van ser estimulades durant 30
minuts amb medi control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt). Les cel-lules es van
lisar amb tampd lisi amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de
coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6. El resultat es va analitzar per WB.
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Aqguests resultats suggereixen que la PR61€ és la subunitat reguladora de la PP2A

gue activa la quinasa CK1€ en Wnt.

2.3.1.2 La inhibicié de l'activitat de la PR61 £ impedeix I'activacio de CK1&

Es va analitzar la capacitat d’activacié de la CK1€ en cel-lules interferides de PR61E.
Es va realitzar I'experiment tal i com s’explica a I'apartat 2.2.2 de Resultats, pero en

aquest cas utilitzant cel-lules deplecionades de PR61¢€. La Figura 34 mostra que la

p120-catenina es fosforila millor amb la CK1€ de les cel-lules control activades amb

Wnt, que amb la quinasa de cél-lules shRNA PR61¢.

GST-p120-catenin
subsirate

Call extracts

Input IP: CK1e 1P: CH1c 1P Irr IgG

shRMA: Ctl PRE1E Ctl PRE1E Ctl PRG1L Ctl

Ctl Wnt Ctl Wnt CH Wnt CH Wnt CH Wnt CH Wnt CH Wnit
ATP: - 4 - - * + + 4+ + 4+ W8

120 kDa — - PSer2e8

120 kD& — “ @sT

Figura 34: La PR61€ és necessaria per I'activacié de CK1g in vitro. Cél-lules HEK293T
préviament deplecionades de PR61€ van ser estimulades durant 10 minuts amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt). Extractes obtinguts de la lisis amb
tampod NP40 0,1% van ser immunoprecipitats amb anticos CK1€ i es va realitzar un
assaig de fosforilacid utilitzant una quinasa purificada de linies cel-lulars usant 1 pmol
de GST-p120-catenina com a substrat. La fosforilacié de la ser268 de la p120-catenina
es va analitzar per WB utilitzant un anticos especific.
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2.3.2 La PR61te és necessaria per l'estabilitzaci6 i per I'activitat
transcripcional de la 3-catenina

Seguidament, es va analitzar el requeriment de la subunitat reguladora PR61¢€ en
efectes més tardans de la via de Wnt.

Cel-lules HEK293T control i deplecionades de la subunitat PR61€ de la PP2A van ser
estimulades amb Wnt3a o activades amb el CA-LRP.

Tal i com es mostra a la Figura 35, els nivells de B-catenina augmenten en les
cél-lules control activades amb el lligand Wnt3a (Carrils 1 i 2). En canvi, en cél-lules
deplecionades de PR61g, els nivells de B-catenina no augmenten amb el lligand
Whnt (Carrils 4 i 5), tot i que si que ho fan en sobreexpressar-se el mutant CA-LRP
(Carrils 4i 6).

Aquests resultats confirmen que la subunitat PR61€ té un paper essencial en
I'activacié de la via de Wnt, i que aquesta no és necessaria per activar la
senyalitzacié en cel-lules transfectades amb el CA-LRP. Aix0 és degut a que la
guinasa CK1e que és activada per la fosfatasa, tampoc és necessaria quan la via
s’activa amb el CA-LRP, tal i com s’ha demostrat al Capitol 1 de Resultats.

shRNA: Ctl PR61e B 4-
Ctl Wnt CtI CtI Wnt Ctl .
CA-LRP: - - + - -+ WB: - o
s 2 H
95kDa — B-catenin £ 5
=
42kDa — B-Actin T3
=5 11
62kDa — PR61¢ o
Ctl Wnt CA- Ctl Wnt CA-
1 2 3 4 5 6 L L
shCtl shPRE1c

Figura 35: La PR61¢ és necessaria per I’estabilitzacié de la B-catenina amb el lligand
Wnt. (A) Les cel-lules HEK293T van ser transfectades amb shRNA especific per la
PR61g, abans de la transfeccié amb CA-LRP o amb el vector buit. Es van estimular les
cél-lules amb medi condicionat Wnt3a (Wnt) durant 6 hores i I'acumulacié de (-
catenina es va analitzar per WB després de la lisi cel-lular amb tampo6 SDS 1%. (B)
Autoradiogrames de 3 experiments diferents realitzats en A van ser quantificats. La
mitjana i la desviacié estandard van ser calculats en cada condicid.
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A continuacid es va investigar si la PR61€ és requerida per la translocacié nuclear
de la B-catenina en cél-lules activades amb Wnt3a o amb el mutant CA-LRP. A la
Figura 36 s’observa que la fosfatasa és necessaria per veure la 3-catenina nuclear
amb el lligand Wnt, ja que les cél-lules shRNA PR61€ presenten menys [-catenina
dins del nucli que les cel-lules control. En canvi, I'abséncia d’aquesta fosfatasa no
impedeix la translocacié nuclear de la proteina en cél-lules que expressen el CA-
LRP, tal i com es pot veure en comparar els carrils 9 i 12. Aixd es degut a que la
translocacié nuclear de B-catenina en Wnt és dependent de la p120-catenina, pero
independent de la quinasa CK1€ (Veure Capitol 1 Resultats).

Es van obtenir resultats similars en cél-lules SW480 shRNA PR61€g, en aquest cas
activades Unicament amb el lligand Wnt (Figura 37). En aquestes cél-lules, pero, no
es veu estabilitzacié de la 3-catenina al citosol després de I'activacié de Wnt. Aixo
és degut a que les SW480 contenen una mutacié d’APC que impedeix la degradacio
de B-catenina, i presenten nivells elevats d’aquesta proteina al citosol [177].

Cytosol + Membrane Nucleus
shRNA: ctl PRE1e ctl PRE1E

CA- CA- CA- CA-
Ctl Wnt | pp Ctl Wnt po Ctl Wnt | pp Ctl Wnt oo

v EEEEEES S
I L——

12 3 45 6 78 910 11 12

Figura 36: La PR61¢ és requerida per la translocacié nuclear de la B-catenina en
cél-lules HEK293T quan s’activa la via amb el lligand Wnt, pero no amb el CA-LRP. Es
va realitzar un assaig de subfraccionament cel-lular en cel-lules HEK293T transfectades
amb shRNA especific per la PR61€, abans de la transfeccio amb CA-LRP o amb el vector
buit. Es van estimular les cél-lules amb medi condicionat Wnt3a (Wnt) durant 6 hores i
la distribucié subcel-lular es va analitzar per Western Blot.
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Figura 37: La PR61¢ és requerida per la translocacié nuclear de la B-catenina en
cel-lules SW480 quan s’activa la via amb el lligand Wnt. Subfraccionament cel-lular en
cél-lules SW480 transfectades amb shRNA especific per la PR61€. Es van estimular les
ceél-lules amb medi condicionat Wnt3a (Wnt) durant 6 hores i la distribucio subcel-lular
es va analitzar per Western Blot.

2.3.2.1 La inhibicié de la PR61 ¢ impedeix I'activitat transcripcional de la
catenina-TCF-4 i I'activacio de gens diana de la via de Wnt

Tot seguit, es va investigar [’activitat transcripcional del complex B-catenina-TCF4
en cel-lules control i cel-lules deplecionades de PR61g, utilitzant el plasmidi TOP-
FLASH.

La Figura 38 mostra que les cel-lules control estimulades amb medi condicionat
Wnt3a presenten més activitat transcripcional de B-catenina que les estimulades
amb medi control. En canvi, les cel-lules deplecionades de PR61g, presenten un
augment inferior en ser activades per Wnt3a.

HEK293

Figura 38: Cél-lules deplecionades de
PR61g impedeixen I’activitat
transcripcional de la  B-catenina.
L’activitat transcripcional de la B-catenina
es determina utilitzant el plasmidi TOP-
FLASH en cel-lules HEK293T préviament
interferides amb I'shRNA PR6le i
tractades amb medi condicionat Wnt3a
durant 6 hores.

{arbitrary units)

[-catenin transcriptional analysis
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Finalment es va investigar si I'activacié de dos gens diana de la via de Wnt, 'AXIN2 i
CCND1, depen de I'expressid de la proteina fosfatasa PP2A PR61¢.

Tal i com s’ha observat en els experiments anteriors d’estabilitzacié i translocacio
de la B-catenina, les cel-lules shRNA PR61¢€ estimulades amb el lligand Wnt activen
menys els gens diana en comparacié amb les cél-lules control (Figura 39). En canvi,

tant les cel-lules control com les deplecionades de la fosfatasa i activades amb el

CA-LRP, expressen nivells similars dels transcrits dels dos gens analitzats.

Tots aquests resultats suggereixen que tot i que la PR61E és essencial per a

I'estabilitzacié de la [-catenina, i per I'activitat transcripcional del complex B-
catenina/TCF-4, la fosfatasa no és necessaria per I'activacio de la via amb el mutant

CA-LRP.

RMA levels (arbitrary units)

HEK293

E AKIN2

T T CCND1

CtlWntCA- CHWntCA- CHWntCA- CtIWntCA-
LRP LRP LRP LRP

shCtl shPRE1e shCtl shPREB1e

Figura 39: La PR61€ és necessaria per I’expressio transcripcional dels gens diana quan
s’activa la via amb el lligand Wnt. Cél-lules HEK293T previament interferides amb
I’'shRNA PR61e van ser transfectades amb la construccid CA-LRP o amb el vector
control. Aquestes cél-lules van ser estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a
(Wnt) durant 16 hores. Es va aillar 'RNA i es va analitzar I'expressié dels gens AXIN2 i
CCND1 mitjangant RT-PCR quantitativa.
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2.3.3 La PR61¢ té un paper rellevant en la diferenciacié de les MSC a
adipocits

Per validar la implicacié de la PR61€ en la via de Wnt, s’ha utilitzat un model més

funcional: la diferenciacié de les Mesenchymal Stem Cells (MSC) a adipocits. Tal i

com s’ha comentat a la Introduccid, |la via canonica de Wnt impedeix el pas de MSC

a adipocits madurs, inhibint d’aquesta manera la diferenciacié [181].

Aprofitant aquesta funcié de Wnt3a, es va realitzar un assaig de diferenciacio a
adipocits (explicat a Materials i Méetodes). Cél-lules MSC control o shRNA PR61¢€ es
van posar amb medi de diferenciacié juntament amb medi control o medi Wnt3a
durant 3 dies. Després d’una setmana des de I'addicio dels medis es va analitzar si
les cel-lules havien diferenciat a partir de I'observacié dels nivells de Glut4. Aquesta
és una proteina transportadora de glucosa que s’ha descrit que els seus nivells
augmenten després de la diferenciacio de MSC a adipocits [191].

A la Figura 40 s’observa que els controls positius han funcionat. Per una banda les
cel-lules MSC expressen més Glut4 quan s’han posat amb medi de diferenciacid, en
comparacio amb les ceél-lules que no han estat estimulades (Carrils 1 i 2). Per altra
banda, les cel-lules MSC shRNA CV expressen menys Glut4 després del tractament
amb medi de diferenciaci6 més medi Wnt (Carrils 3 i 4), mostrant que el Wnt3a
inhibeix la diferenciacié a adipocits. En canvi, les cel-lules shRNA PR61€ tenen
nivells similars de Glut4 tant si s’han posat a diferenciar juntament amb medi
control com amb medi Wnt3a (Carrils 5i 6).

Aguests resultats suggereixen que la PR61€ és necessaria per 'activacié de la via
canonica, i que la seva deplecié promou la diferenciacié a adipogenesi, I'efecte
contrari del que provoca I'estimulacié amb medi Wnt3a.
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Figura 40: La PR61€ és necessaria per I'efecte inhibidor de Wnt3a en I’adipogénesi.
MSC han estat transfectades amb el vector shRNA Control (Ctl) o amb el vector shRNA
PR61g i s’han posat amb medi control o medi diferenciacié quan s’indica, juntament
amb medi condicionat control (Ctl) i medi condicionat Wnt3a (Wnt), tal i com s’explica
a Materials i Métodes. La diferenciacié s’"ha determinat quantitativament a partir de la
lisis de les cel-lules amb tampd RIPA i mitjangcant I'Us de I'anticos anti-Glut4 en un
Western Blot.

2.4 Lasubunitat reguladora PR61¢ esta unida al receptor de Wnt3a

2.4.1 LaPR61¢s’uneix a Fz en situacio control i al correceptor LRP5/6 en
Wnt

Una vegada demostrat que la subunitat reguladora PR61¢€ activa la via de Wnt3a a
través de I'activacio de la CK1g, es va voler descriure a quina proteina del complex
receptor de Wnt esta associada aquesta fosfatasa. Es va immunoprecipitar la PP2A
catalitica i es va analitzar la unié amb el receptor de Wnt i el correceptor, a més
d’amb la CK1g, la p120-catenina, la GSK-3B i I’Axina a diferents temps d’estimulacid
per Wnt.

Els resultats obtinguts mostren que la PP2A catalitica interacciona amb I’Axina, tal i
com s’havia descrit previament [77]. En canvi no s’observa unié d’aquesta
fosfatasa amb les altres proteines analitzades, ni en situacié control ni en activacio
de la via de Wnt (Dades no mostrades).

Com que la subunitat reguladora de la PP2A és la que s’uneix directament al
substrat [161], es va immunoprecipitar la PR61€ per trobar a quines proteines esta
unida aquesta fosfatasa. Es va observar que el receptor de Wnt3a, Fz, esta associat
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a la fosfatasa tant en la situacid control com en Wnt3a, mentre que I'LRP5/6
s’uneix a la fosfatasa només quan la via esta activada (Figura 41).

IP: Irr
IP: PRE1E igG Input

5 min 30 min 0 Smin30 min WHE:
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Figura 41: La PR61€ s’uneix a Fz en situacié control i al correceptor LRP5/6 en Wnt.
Cel-lules HEK293T van ser estimulades durant el temps indicat amb medi condicionat
Wnt3a (Wnt). A continuacié es van lisar amb tampo lisi amb digitonina 1% i es va
realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de la PR61¢. El resultat es va analitzar per
WB.

Els mateixos resultats s’obtenen quan es fa un Pull-Down utilitzant la GST-PR61¢€ i
extractes obtinguts de cel-lules HEK293T. A la Figura 42 s’observa que el receptor
Fz esta constitutivament unit a la PR61€, mentre que el correceptor LRP5/6 s’uneix
a la fosfatasa després de I’estimulacié per Wnt3a.

Aquests resultats suggereixen que la PR61¢€ es troba unida a Fz en situacié control, i
posteriorment s’uneix indirectament a I'LRP5/6 en Wnt3a degut a la formacio del
complex Fz-LRP5/6.
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Figura 42: La PR61€ s’uneix a Fz en situacié control i al correceptor LRP5/6 en Wnt Es
va realitzar un assaig de Pull-Down amb GST-PR61€ o GST amb extractes de HEK293T
previament tractats amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt) durant 1 hora. Els
resultats es van analitzar per Western Blot.
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3 La interaccio entre les unions adherents i el coreceptor
LRP5/6 regula la internalitzaci06 de GSK-3 dins
d’endosomes en la via de Wnt

3.1 L’activaci6 de Wnt indueix la internalitzaci6 de diferents
components de la via dins de cossos multivesiculars

En el decurs d’aquesta tesi el grup de De Robertis va descriure per primera vegada
gue la inhibicié de la fosforilacié de GSK-3 induida per Wnt podia ser deguda a
I’endocitosi de la GSK-3, I’Axina i el correceptor LRP5/6 en cossos multivesiculars
(MVBs). L'endocitosi d’aquest complex aillaria la GSK-3 dels seus substrats del
citosol i afavoriria I'estabilitzacié de la 3-catenina que podria activar els seus gens
diana [124].

3.1.1 L’Axina, la GSK-3, LRP i el Dvl-2 s’internalitzen amb l’'activacio de
Wnt, mentre que la p120-catenina i I'N-cadherina no

Vam voler validar aquests resultats i analitzar el comportament de la cadherinai la
p120-catenina en aquesta internalitzacié induida per Wnt. Es van utilitzar les
cel-lules HEK293T com a model, tractades amb medi condicionat Wnt durant 4
hores o amb el mutant CA-LRP. Per detectar les proteines dins dels MVBs es va
utilitzar la permeabilitzacié amb digitonina i assaig de proteccid de proteasa (PDPK)
descrit a l'apartat 4.4.3.1 de Materials i Métodes. Aquesta técnica utilitza la
digitonina que solubilitza la membrana plasmatica pero deixa els endosomes
intactes, i a continuacié el tractament amb la Proteinasa K que digereix totes les
proteines contingudes en els compartiments permeabilitzats i deixa intactes les
proteines de dins dels endosomes (PK). Com a control també es tracten cél-lules
amb Tritd i Proteinasa K (el tritd solubilitza totes les membranes, i per tant, es
degraden totes les proteines, PK+TX-100) i cel-lules amb aigua (les proteines de
tots els compartiments es mantindran intactes, Total Extracts ).

Tal i com es mostra a la Figura 43, les dues isoformes (a i 3) de la GSK-3, el Dvl-2,
I’Axina i LRP5/6 s’internalitzen quan s’activa la via de Wnt amb lligand Wnt o amb
el mutant CA-LRP (Carrils PK, 2 i 3). També s’observa internalitzacié de la [3-
catenina, en concret la internalitzacio de la que esta fosforilada en la Ser33, Ser37 i
Thr4l (P-B-catenina). En canvi, I'anticos anti-B-activa (que detecta la [B-catenina
gue no esta fosforilada en aquests tres residus) no detecta la proteina dins del
MVBs. Com a control positiu de carrega s’ha utilitzat el marcador d’endosomes
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EEA1, ja que s’ha observat previament al nostre laboratori que aquesta proteina
qgueda protegida de la proteinasa K en cél-lules permeabilitzades amb digitonina, i
no es detecta en ser tractada amb PK+TX-100 (Carrils 4-6).

No obstant, no es veu internalitzacié de la p120-catenina ni de I’'N-cadherina (la
cadherina que presenten les cél-lules HEK293T) o de la ubiquitina lligasa 3-TRCP
(Carrils PK, 2 i 3). Tampoc s’observa presencia de cap proteina en els carrils PK+TX-
100, mostrant que la Proteinasa K és efectiva degradant les proteines.

PK + TOTAL
P TX-100 EXTRACT
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3.1.2 La internalitzacio de GSK-3 es produeix posteriorment a senyals

inicials de la via de Wnt.

Tot seguit es va dur a terme una cinetica d’internalitzaci6 mitjangant un

experiment de proteccio de la proteasa a diferents temps d’activacié de Wnt. Es va

avaluar quan s’inicia la internalitzacié de GSK-3 i quines senyals de Wnt previament

identificades precedeixen aquesta internalitzacio.

La Figura 44 i la 45 mostren que la internalitzacié de la GSK-3 s’observa a partir de

les 2 hores d’activacié de la via, i que aquesta és maxima a 4 hores d’estimulacié.

Aquests resultats, a més, correlacionen amb I'estabilitzacié de la [3-catenina.
Senyals inicials de la via de Wnt com soén la fosforilacié de la Ser1490 de I’ LRP5/6 o
la fosforilaci6 de la pl20-catenina en la Ser268 s’observen abans que la
internalitzacié de la GSK-3 (veure a extractes totals). Tenint en compte que la

fosforilacié de la pl20-catenina a la Ser268 és necessaria per la separacié

d’aquesta proteina de la Cadherina, aquests resultats suggereixen que la

internalitzacid de la GSK-3 s’iniciaria posteriorment a la separacié del complex
p120-catenina/Cadherina.
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Figura 44: La GSK-3 s’internalitza a partir de 2 hores d’estimulacié per Wnt. Les
cél-lules HEK293T van ser estimulades amb medi condicionat Wnt durant el temps que
s’indica i es va realitzar una permeabilitzacié de digitonina i un assaig per proteccié de
la proteasa. Els resultats es van analitzar per Western Blot.
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Figura 45: Grafic d’activacié de tres senyals de la via de Wnt. La fosforilacié de la
Ser1490 de I'LRP5/6, la internalitzacié de la GSK-3 dins de MVBs i els nivells de la [3-
catenina es van mesurar en cél-lules HEK293T a diferents temps de tractament amb
Whnt.

3.2 La pl20-catenina i I'N-cadherina sOn necessaries per la
internalitzacio de GSK-3 en cel-lules activades amb el lligand
Wnt

3.2.1 La p120-catenina és necessaria per la internalitzaciéo de GSK-3
quan s’activa la via amb el lligand Wnt, pero no quan s’activa amb
el mutant CA-LRP.

Tenint en compte que la p120-catenina es troba constitutivament unida a I’'LRP5/6
pero no s’internalitza amb el complex del correceptor, es va investigar si aquesta
és necessaria per promoure la internalitzacid. Es va realitzar un assaig de
permeabilitzacié amb digitonina i immunofluorescéncia (veure apartat 4.4.3.2 de
Materials i Métodes) activant les cél-lules amb el lligand Wnt o amb el mutant CA-
LRP. Aquest assaig mostra Unicament les proteines que estan dins dels endosomes,
fent Us de la tecnica de la Immunofluorescéncia. A la Figura 46 s’observa que les
ceél-lules activades amb Wnt presenten més GSK-3[3 internalitzada que les control, i
aquesta correlaciona amb el marcador EEAl. També es detecta GSK-3[3
internalitzada quan les cél-lules deplecionades per p120-catenina sén activades
amb el mutant CA-LRP. En canvi, no s’observa aquest efecte quan les mateixes
cel-lules interferides de pl120-catenina s’activen amb el lligand Wnt. Resultats
similars s’observen en realitzar un assaig de PDPK en les mateixes condicions
anteriors (Figura 47).
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Es van validar els resultats anteriors en cel-lules MEF, de fenotip fibroblastic i que
també expressen N-cadherina. Tal i com succeeix amb les cél-lules HEK293T, les
cel-lules MEF internalitzen GSK-3 (tant la isoforma o, com la 3) en ser estimulades
amb el lligand Wnt. En canvi la GSK-3 no s’internalitza en les cel-lules shRNA p120-
catenina activades amb Wnt (Figura 48).
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Figura 46: Les cel-lules shRNA p120-catenina no internalitzen GSK-3f3 dins de MVBs
quan s’activa la via amb el lligand Wnt3a. (A) Cel-lules HEK293T transfectades amb
shRNA Control (Ctl) o shRNA p120-catenina (shp120-cat) i posteriorment transfectades
amb el plasmidi CA-LRP o un plasmidi control van usar-se per un assaig de
permeabilitzacié de digitonina i inmunofluorescéencia després de I'estimulacié amb
medi condicionat control o Wnt durant 4 hores. La tincié del nucli es va realitzar per
DAPI. La barra correspon a 4UM. (B) Es va realitzar un WB de les ceél-lules utilitzades
per 'experiment d’immunofluorescencia.
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Figura 47: Les cél-lules HEK293T shRNA p120-catenina no internalitzen GSK-3[3, ni
Dvl-2 ni LRP5/6 dins de MVBs quan s’activa la via amb el lligand Wnt3a. Cél-lules
HEK293T transfectades amb shRNA Control (Ctl) o shRNA p120-catenina (shp120-cat) i
posteriorment transfectades amb el plasmidi CA-LRP o un plasmidi control van usar-se
per un assaig de PDPK després de I'incubacié durant 4 hores amb medi condicionat
control (Ctl) o Wnt3a (Wnt). Els resultats es van observar mitjancant Western Blot.
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Figura 48: Les cél-lules MEF shRNA p120-catenina no internalitzen GSK-3 quan
s’activa la via amb el lligand Wnt3a. Cel-lules MEF shRNA p120-catenina transfectades
de forma estable amb shRNA Control (Ctl) o shRNA p120-catenina (p120-cat) van usar-
se per un assaig de PDPK després de I'incubacié durant 4 hores amb medi condicionat
control o Wnt. Els resultats es van observar mitjancant Western Blot.
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3.2.2 L’'N-cadherina és necessaria per la internalitzacié de GSK-3 quan
s’activa la via tant amb lligand Wnt com amb el CA-LRP.

A continuacid es va analitzar si es requereix N-cadherina per a la internalitzacié de
GSK-3[3 induida per Wnt. Un assaig de PDPK en cél-lules control i interferents de
I’'N-cadherina mostra que aquesta proteina és necessaria per la internalitzacié de
GSK-3[B i de Dvl-2 tant si la via s’activa amb el lligand Wnt com si es fa amb el
mutant CA-LRP (Figura 49). A més, en aquest experiment es va sobreexpressar |'E-
cadherina (carrils 7, 8 i 9) i es va veure que aquesta proteina és capag de restablir
I'efecte de la internalitzacié. Aquest resultat suggereix que I'E- i I’'N-cadherina
actuen de forma similar en aquest comportament de la via.

L8 PR+TE-100 TOTAL EXTRACT
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Figura 49: Les cél-lules shRNA N-cadherina no internalitzen GSK-3f3 ni Dvl-2 quan
s’activa la via amb el lligand Wnt3a o amb el CA-LRP. Cel-lules HEK293T transfectades
amb shRNA Control (Ctl) o shRNA N-cadherina (shN-Cadh) i posteriorment
transfectades amb el plasmidi CA-LRP o amb E-cadherina quan s’indica, van utilitzar-se
per un assaig de PDPK després de I'estimulacio amb medi Control o Wnt3a durant 4
hores. Els resultats es van observar mitjancant WB.

3.2.2.1 L’N-cadherina és essencial per la unio del mutant CA-LRP a LRP5/6
endogen i pel reclutament de Dvl-2 i Axina en I'activacio de Wnt

Experiments no mostrats, indiquen que el mutant CA-LRP s’uneix a I'LRP5/6
endogen formant un clister de receptors que activa la via de Wnt. Tenint en
compte que I’'N-cadherina és necessaria per activar la via tant amb lligand Wnt com
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amb el CA-LRP, es va analitzar el complex CA-LRP/LRP5/6 endogen en deplecionar
I’'N-cadherina. Es va realitzar una immunoprecipitacio de I'LRP5/6 endogen
utilitzant un anticos que detecta un epitop de la regié extracel-lular de la proteina.
Tal i com es mostra a la Figura 50, les cel-lules deplecionades d’N-cadherina
presenten menys unié entre I'LRP5/6 endogen i el CA-LRP. En aquesta mateixa
Figura també s’observa que el Dvl-2 i I'Axina en cel-lules deplecionades d’N-
cadherina no es recluten a I'LRP5/6 quan s’activa la via amb el CA-LRP (Comparar

carrils 2i 4).
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Figura 50: L’N-cadherina és essencial per la unié del mutant CA-LRP a LRP5/6
endogen i pel reclutament de Dvl-2 i Axina en l'activaci6 de Wnt. Es va
immunoprecipitar LRP5/6 endogen de cél-lules HEK293T préviament transfectades
amb shRNA Control (Ctl) o shRNA N-cadherina (N-cadh) i posteriorment transfectades
amb CA-LRP o un vector control. Els resultats es van analitzar per WB.

3.2.2.2 L’N-cadherina controla la localitzacié de LRP5/6 a la membrana

Tenint en compte que la deplecié d’N-cadherina també afecta la unié del mutant
amb I'LRP5/6 endogen, es va hipotetitzar que I'N-cadherina podria estar regulant la
localitzacié de I'LRP5/6 a la membrana.

Per demostrar-ho es van interferir les cel-lules d’N-cadherina i es van realitzar dos
assajos diferents de localitzacié de proteines a la membrana plasmatica: un assaig
de biotinilacio de la superficie cel-lular i un assaig de digestié de proteines de la
superficie cel-lular (veure Materials i Métodes apartat 4.4.4). L'experiment de
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biotinilacié de la Figura 51 ensenya que la biotina previament unida a la superficie
cel-lular forma un complex amb LRP5/6 en les cél-lules control, mostrant que el
coreceptor es troba a la membrana en aquesta situacié. En canvi, LRP5/6 no esta
unit a la biotina en cel-lules interferents de I'N-cadherina. En I'experiment que
s’observa a la Figura 52 s’utilitza la Proteinasa K en cél-lules no solubilitzades, per
tant I'’enzim només podra digerir les proteines de la membrana plasmatica. Els
resultats son similars als obtinguts amb la biotinilacié: I'LRP5/6 només es digereix
en presencia de PK en les cel-lules control, i es manté intacte en les cél-lules shRNA
N-cadherina.

En conjunt, aquests resultats mostren que les cel-lules interferents d’N-cadherina
no presenten LRP5/6 a la membrana.

biotin pull-down Input
biotin ” . s .
shRNA Ctl N-cad Ctl M-cad Ctl M-cad Ctl MN-cad WB

Figura 51: L'N-cadherina controla la localitzacié de LRP5/6 a la membrana. Es va
realitzar un assaig de biotinilacié de la superficie cel-lular utilitzant cél-lules HEK293T
préviament transfectades amb shRNA Control (Ctl) o amb shRNA Ncadherina (N-cad).

shCtl  shN-Cadh

PK - * . + WEB:

Figura 52: L’'N-cadherina controla la localitzacié de LRP5/6 a la membrana. Es va
realitzar un assaig de digestio de proteines de la superficie cel-lular utilitzant cel-lules
HEK293T préviament transfectades amb shRNA Control (Ctl) o amb shRNA N-cadherina
(N-cad).
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3.3 La regulacié de la interaccié p120-catenina/Cadherina és
rellevant per a la internalitzacié de GSK-3

A continuacid es va investigar si la p120-catenina podria regular I’endocitosi del
complex de degradacio de la via de Wnt a través de la interaccido amb |la Cadherina.

3.3.1 Mutants de la p120-catenina que afecten la interacci6 p120-
catenina/Cadherina, no permeten la internalitzacioé de GSK-3

3.3.1.1 El mutant Ser268,269A-p120-catenina no permet la internalitzacio
de GSK-3 en Wnt

Es va realitzar un assaig de PDPK en cel-lules interferents de p120-catenina i
rescatades amb una forma salvatge de la p120-catenina (WT) o amb un mutant
obtingut al laboratori p120-catenina-Ser268,269A (S268,269A). Aquesta
construccio conté una mutacidé puntual en els residus 268 i 269 de la p120-catenina
gue impedeix que aquests es fosforilin per CK1 i que la p120-catenina se separi de
la Cadherina en activar-se la via de Wnt [31].

A la Figura 53 s’observa que GSK-3, Dvl-2 i Axina s’internalitzen en les cél-lules
control activades amb Wnt3a (veure carril 2) i no es veu cap d’aquests components
en MVBs quan s’activa la via en les interferents de p120-catenina (veure carril 4).
Quan es sobreexpressa la forma WT de la p120-catenina en cel-lules shRNA p120-
catenina i s’activa la via, es recupera la internalitzacié (veure carril 6), perd no en el
cas de sobreexpressar el mutant S268,269A (veure carril 8).

Resultats similars s’obtenen quan es transfecta la forma mutada S268,269A en
cel-lules interferents de p120-catenina, s’activa la via amb el mutant CA-LRP i es
realitza el mateix experiment PDPK (Veure carril 8 Figura 54). En aquest cas, pero,
es veu internalitzacid dels diferents components del complex en les cél-lules shRNA
p120-catenina activades amb el CA-LRP (veure carril 4 Figura 54), tal i com s’havia
descrit anteriorment en la Figura 47.
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Figura 53: La separacié de la p120-catenina de I’N-cadherina és necessaria per la
internalitzacié de la GSK-3f3 quan s’activa la via amb el lligand Wnt. Cél-lules HEK293T
previament interferides amb I’'shRNA Control (Ctl) o I'shRNA p120-catenina (shp120-
cat) van ser transfectades amb la construccié GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la
construccié GFP-Ser268,269A-p120-catenina (5268,269A). Es van estimular les cél-lules
durant 4 hores amb medi control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt) i es va realitzar
un assaig PDPK.
PK PK + TH-100 TOTAL EXTRACT
shitl shp130-cat shitl shpi20-cat  shCu shpi2f-cat
GFP-p1 20-catenin - - WT 52682634 - WT - - WT 52832694
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Figura 54: La separacié de la p120-catenina de I’N-cadherina és necessaria per la
internalitzacié de la GSK-3f3 quan s’activa la via amb el CA-LRP. Cél-lules HEK293T
previament interferides amb I’'shRNA Control (Ctl) o I'shRNA p120-catenina (shp120-
cat) van ser transfectades amb la construccié GFP, GFP- p120-catenina (WT) o amb la
construccié GFP-Ser268,269A-p120-catenina (S268,269A) i amb un plasmidi control o
amb CA-LRP. A continuacio es va realitzar un assaig PDPK.
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Els resultats observats utilitzant la técnica PDPK es van validar realitzant un assaig
de Permeabilitzacié amb Digitonina i Immunofluorescéncia.

Tal i com s’observa a la Figura 55, les cel-lules shRNA p120-catenina i
sobreexpressades amb el mutant $268,269A i amb CA-LRP presenten menys GSK-
3[3 internalitzada que les cél-lules rescatades amb la forma WT i activades també
amb el CA-LRP.

CA-LRPE-GFP EEA1 GSKA[ merge

shCtrl
pl2-catenin
shp120-cat WT
piZb-catenin
5268, 26094,

Figura 55: La separacié de la p120-catenina de I’'N-cadherina és necessaria per la
internalitzacié de la GSK-3f3 quan s’activa la via amb el CA-LRP. Cél-lules HEK293T
transfectades amb shRNA Control (Ctl) o shRNA p120-catenina (shpl20-cat) i
posteriorment transfectades amb els plasmidis GFP, GFP-p120-catenina (p120-
catenina WT), GFP- Ser268,269A-p120-catenina, CA-LRP o un plasmidi control van
usar-se per un assaig de permeabilitzacié de digitonina i inmunofluorescéncia. La tincid
del nucli es va realitzar per DAPI. La barra correspon a 4pM.

3.3.1.2 La isoforma 4 de p120-catenina no permet la internalitzacio de
GSK-3 en activar la via amb el CA-LRP

A continuacio, es va utilitzar un altre mutant de la p120-catenina que tampoc es
separa de la Cadherina en activar-se la via de Wnt. La isoforma 4 de la p120-
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catenina s’inicia a I'aminoacid 324, de manera que a aquest mutant li manca tot el
domini N-terminal. Per tant aquesta isoforma no conté els residus 268, 269, que
son fosforilats per la CK1la i que permeten la separacié de la Cadherina en
I'activacié de la via. A més, el mutant tampoc conté la regié d’'unié amb la CK1€ que
es troba a I'extrem N-terminal, aixi que la via no podra ser activada amb el lligand
Wnt perque no es forma el complex p120-catenina-CK1e. Aixi doncs, per estudiar
I’efecte de la isoforma 4 en la internalitzacié de GSK-3, s’haura d’activar la via amb
el mutant CA-LRP que no requereix de la CK1€ (Veure Figura 22).

En la Figura 56 s’observa el mateix efecte que el descrit amb el mutant S268,269A.
Quan es realitza un assaig PDPK en cel-lules control i shRNA p120-catenina,
rescatades amb la forma WT de la p120-catenina o amb la isoforma 4, es mostra
gue a diferéncia del que passa en les cel-lules control activades amb el CA-LRP
(veure Carril 2), les cél-lules shRNA p120-catenina que expressen la isoforma 4 no
internalitzen la GSK-3 en activar-se amb el CA-LRP (veure carril 8).

P PK + TX-100 TOTAL EXTRACT
shCtl shp120-cat shCtl shp120-cat  shCl shp120-cat
GFP-p120-catenin - - WT 150-and - \Iﬂ' - - WT  350.end
CA-LRP .

waor — — ow2

- pe—

130 W0 e
T
o SEELELSE Eeeeesss

2 3 4 568 T 8

Figura 56: La sobreexpressié de la isoforma 4 de pl120-catenina impedeix la
internalitzaci6 de GSK-3 en activar la via amb el CA-LRP. Cél-lules HEK293T
préviament interferides amb I’'shRNA Control (Ctl) o I'shRNA p120-catenina (shp120-
cat) van ser transfectades amb GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la isoforma 4
p120-catenina (350-end) i amb un plasmidi control o amb CA-LRP. A continuacié es va
realitzar un assaig PDPK.
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3.3.2 La separaci6 de p120-catenina de la Cadherina és necessaria per
una posterior separacio de Cadherina amb I'LRP5/6

3.3.2.1 El mutant Ser268,269A-p120-catenina no permet la separacio del
complex N-cadherina-LRP5/6

Els resultats anteriors indiquen que la separaci6 del complex p120-
catenina/Cadherina és essencial per a la internalitzacié de GSK-3 dins de MVBs. A
continuacid, es va estudiar aquesta interaccid i els seus efectes en els
esdeveniments de la via de Wnt.

Es va transfectar el mutant S268,269A en HEK293T deplecionades de p120-
catenina, i es va immunoprecipitar I'LRP5/6 de cél-lules estimulades durant 2 hores
amb medi control o amb medi condicionat Wnt. A la Figura 57 es mostra que |’N-
cadherina i la p120-catenina de cel-lules tractades amb Wnt3a (Wnt) se separen
del correceptor LRP5/6 (Veure carrils 1 i 2), tal i com s’havia descrit préviament
[32]. En canvi, les cel-lules shRNA p120-catenina no activen la via de Wnt, i no es
produeix aquesta separacido de proteines (Veure carrils 3 i 4), que si que es
produeix en rescatar les cél-lules deplecionades de p120-catenina amb la proteina
p120-catenina WT (Veure carrils 7 i 8). Tal i com s’esperava, la transfeccié del
mutant S268,269A impedeix la separacid de la p120-catenina del complex en
activar-se la via, ja que aquest mutant no es pot fosforilar ni separar de I'N-
cadherina. Sorprenentment, la transfeccié del mutant S268,269A també impedeix
la separacié N-cadherina-LRP5/6 en Wnt (Veure carrils 5 6).

També es va realitzar la coimmunoprecipitacié contraria, una IP d’N-cadherina
utilitzant el mutant CA-LRP. A la Figura 58 s’observa que I'LRP5/6 i I'N-cadherina es
dissocien en cel-lules que expressen pl120-catenina WT quan s’activen amb el
mutant CA-LRP (veure carrils 7 i 8). En canvi, aquesta separacié no es produeix en
transfectar el CA-LRP en cel-lules shRNA p120-catenin rescatades amb |la
S268,269A.

Aquests resultats indiquen que la separacié de p120-catenina de I’'N-cadherina és
necessaria per una posterior separacio d’N-cadherina amb I'LRP5/6.
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Figura 57: La sobreexpressié del mutant $268,269A no permet la separacié del
complex N-cadherina-LRP5/6. Cél-lules HEK293T préviament interferides amb I’'shRNA
Control (Ctl) o I'shRNA pl120-catenina (shp120-cat) van ser transfectades amb la
construccié GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la construcci6 GFP-Ser268,269A-
p120-catenina (S268,269A). Es van estimular les cél-lules durant 2 hores amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt), es van lisar amb tampd lisi amb
digitonina 1% i es va realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6.
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Figura 58: La sobreexpressié del mutant $268,269A no permet la separacié del
complex N-cadherina-LRP5/6. Cél-lules HEK293T préviament interferides amb I’'shRNA
Control (Ctl) o I'shRNA pl120-catenina (shp120-cat) van ser transfectades amb la
construccié GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la construcci6 GFP-Ser268,269A-
p120-catenina (5268,269A). També van ser transfectades amb CA-LRP quan s’indica. Es
van lisar amb tampd lisi amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de
coimmunoprecipitacié de I’'N-cadherina.



3.3.2.2 La sobreexpressio del mutant Ser268,269A-p120-catenina no
afecta als esdeveniments més inicials de la via

També es va analitzar si el mutant S268,269A afecta els primers esdeveniments de
la via, com el reclutament de Dvl-2 i Axina a I'LRP5/6, o a la fosforilacié del

correceptor en la Ser 1490.

Una immunoprecipitacio de I'LRP5/6 utilitzant cél-lules rescatades amb p120-
catenina WT o amb el mutant S268,269A i tractades amb medi control o medi
condicionat Wnt3a durant 30 minuts o 6 hores, mostra que el reclutament d’Axina
i de Dvl-2 al coreceptor és similar (Veure carrils 5i 6, 9 i 10 Figura 59). També és
similar la fosforilacié de I'LRP5/6 en ambdues situacions. Es a dir, el mutant
$268,269A no afecta als esdeveniments més inicials de la via de Wnt.
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shiRHA pl20-catenin pl20-catenin  Ctl pi20-catenin
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Figura 59: El reclutament de Dvl-2 i Axina en cél-lules transfectades amb el mutant
$268,269A és similar al de cél-lules amb la p120-catenina WT. Cél-lules HEK293T
deplecionades de la p120-catenina van ser transfectades amb la construccié GFP, GFP-
pl20-catenina (WT) o amb la construcci6 GFP-Ser268,269A-p120-catenina
(5268,269A). Es van estimular les cél-lules durant 0, 30 minuts i 6 hores amb medi
condicionat Wnt3a (Wnt), es van lisar amb tampd lisi amb digitonina 1% i es va
realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6.
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3.3.2.3 La isoforma 4 de la p120-catenina no permet la separacio del
complex N-cadherina-LRP5/6

Es van verificar els resultats de I'apartat anterior utilitzant I’altre mutant de p120-
catenina que impedeix la separacid amb la cadherina, la isoforma 4 de la p120-
catenina.

En la Figura 60 es veu que els resultats sén els mateixos que els obtinguts utilitzant
el mutant S268,269A. L'N-cadherina es separa de I'LRP5/6 en activar la via amb el
medi condicionat Wnt o amb el CA-LRP en cel-lules shRNA p120-catenina + p120-
catenina WT. En canvi, I’'N-cadherina no es separa del correceptor LRP5/6 en
activar la via en cel-lules shRNA p120-catenina i que expressen el mutant 350-end
(Isoforma 4 de la p120-catenina).

IP;
1P N-cadherin b IgG Input
shRNA Ctl shRNA p120-cat shRNA CH ahRMA p120-cat
GFP-pl120-catenin - - WT 350-end WT - - WT 350-0nd
CA-LRP - - - - - - - * - - & & - - - - - + = - - -
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Figura 60: La sobreexpressié de la isoforma 4 de la p120-catenina no permet la
separaci6 del complex N-cadherina-LRP5/6. Cél-lules HEK293T préviament
interferides amb I'shRNA Control (Ctl) o I'shRNA p120-catenina (shp120-cat) van ser
transfectades amb la construccié GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la construccié
isoforma 4 (350 end). També van ser transfectades amb CA-LRP quan s’indica i
estimulades amb medi condicionat Wnt durant 2 hores. Es van lisar amb tamp? lisi
amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de I'N-
cadherina.
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3.4 La fosforilacio de la Cadherina regula la unié6 amb I'LRP i la
internalitzacio de la GSK-3

3.4.1 Els ultims aminoacids de la part C-terminal de I’E-cadherina
regulen la interaccié amb I'LRP5/6

El fet de que la dissociacié p120-catenina/Cadherina reguli la separacié posterior
de la Cadherina del complex de Wnt, va suggerir que aquesta Ultima separacio
podria ser I'esdeveniment necessari per la internalitzacié de GSK-3. Per comprovar-
ho, es va realitzar un mutant d’E-cadherina que no es dissocia de I'LRP5/6 en Wnt,
tenint en compte resultats previs que descriuen que la fosforilacié de la Cadherina
per CK1 és el que promou aquesta separacio [31].

Primer de tot es va determinar la regié d’unié de I'LRP5/6 en I'E-cadherina. Un
assaig de Pull-Down amb I'LRP-GST citosolic en cel-lules sobreexpressades amb el
domini citosolic de I’'E-cadherina (Ecad) o el domini citosolic de I'E-cadherina sense
els altims 47 aminoacids (EcadAC-term end), mostra que I'LRP-GST presenta més
afinitat per 'Ecad que per I’ EcadAC-term end (Figura 61). Es a dir, els aminoacids
de la regié C-terminal de I'E-cadherina reulen la interaccié amb I'LRP5/6.

PD: LRP-GST PD: GST

11:-"::lP E-cad "&
»sf,-ﬂ“’::?‘* 8Gtom ond _Ecad tc.ﬂ::; &
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Figura 61: L’eliminacié dels ultims 47 aminoacids de I'E-cadherina impedeix la unié
amb I'LRP5/6. Es va realitzar un assaig de Pull-Down on es van incubar 5 pmols de GST-
LRP citosolic o GST amb extractes HEK293T que sobreexpressaven E-cadherina
citosolica (Ecad) o E-cadherina citosolica sense els ultims 47 aminoacids (EcadAC-term
end). Els resultats es van analitzar per Western Blot.
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3.4.2 El mutant E-cadherina Ser-Ala no es fosforila per CK1 ni se separa
de I'LRP5/6 in vitro

La regid C-terminal de I'E-cadherina (marcada en verd a la Figura 62) conté una
seqliéncia rica en serines que esta conservada en la proteina N-cadherina. A més,
moltes d’aquestes serines sén llocs de fosforilacié putatius per CK1 [23]. Per tant,
es va realitzar el mutant d’E-cadherina a partir del canvi de serines a alanines
d’aquesta regid. Es van mutar totes les Serines de la construccié GST-E-cadherina
citosolica (E-cadherina WT) de la part C-terminal (marcades en vermell a la Figura
62), a alanines (E cadherina Ser-Ala).

Cytosolicdomain of E-cadherin:

MVLLEFVTAAGITLGMDELYKSGLRSRRRAVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEED
QDFDLSQLHRGLDARPEVTRNDVAPTLMSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTA
PPYDSLLFDYEGSGSEAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNRFKKLADMYGGGEDD

Figura 62: Domini citosolic de I’'E-cadherina. En verd s’ha marcat els 50 aminoacids
que s’han deplecionat en el mutant EcadAC-term end i en vermell les serines mutades
a alanines per fer el mutant Ser-Ala.

Utilitzant I'E-cadherina WT o I'E-cadherina Ser-Ala, i la proteina GST-LRP citosolica,
es va realitzar un assaig d’'unié amb proteines recombinants. Les construccions d’E-
cadherina es van fosforilar, o no, préviament amb CK1. Tal i com es mostra a la
Figura 63, la fosforilacié amb CK1 de I'E-cadherina WT redueix I’afinitat d’'unié amb
I’LRP5/6, al contrari del que succeeix quan es fosforila I’'E-cadherina Ser-Ala.

GS5T-cytoLRP GST Input
Ser-Ala WT WT  Ser-Ala
v v - -+ -+ wae:
/ . : : .' E-cadherin
- - - . PO
S0 KDI — il W - — - —— —
25 kDa -— - GST

Figura 63: El mutant E cadherina Ser-Ala no perd I'afinitat amb LRP-GST en ésser
fosforilat per CK1. Es va realitzar un assaig d’'unié amb proteines recombinants
utilitzant 2 pmols d’E-cadherina WT o E-cadherina Ser-Ala i 1 pmol d’LRP-GST citosolic.
Les proteines van ser fosforilades per CK1 quan s’indica.
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Abans de realitzar la construccié E-cadherina Ser-Ala on es van canviar fins a 11
serines a alanines (veure Figura 62), es va intentar fer un mutant utilitzant la
tecnica de la mutagenesis dirigida. Es va comengar canviant una unica serina a
alanina (la 847), perd no es van observar diferéncies en comparacid a la
construccio E-cadherina WT en realitzar un assaig d’unid de proteines
recombinants amb I'LRP5/6 i fosforilant amb CK1 (Experiment no mostrat). Sobre
d’aguesta mutacio, se’'n va fer una altra fins a arribar al mutant
(750_847 850 853). En observar que no hi havia diferéncies de separacid de
I’'LRP5/6 en comparar-ho amb I'E-cadherina WT es va passar a fer el mutant E-
cadherina Ser-Ala.

Es va comprovar quina capacitat té el mutant E-cadherina Ser-Ala de fosforilar-se
amb la quinasa CK1 en comparacié amb la construccié E-cadherina WT. La Figura
64 mostra que el mutant Ser-Ala és fosforila molt menys que I'E-cadherina WT.

GET-CywE-cadh
WT Ser-Ala

CKE1 + = & = &

32
56 kDa — P
auterradiog ram

Figura 64: L'E-cadherina WT es fosforila més que I’E-cadherina Ser-Ala per CK1. 0,1
pmols de la GST-E-cadherina WT o de la GST-E-cadherina Ser-Ala citosoliques es van
fosforilar amb 10 mU de la quinasa CK1. La fosforilaci6 es va analitzar per
autoradiografia.

3.4.3 El mutant E-cadherina Ser-Ala no se separa de I'LRP5/6 quan
s’activa la via de Wnt

Tot seguit es va fer un assaig de Pull Down amb I'LRP-GST en cel-lules HEK293T
sobreexpressades amb E-cadherina WT o amb E-cadherina Ser-Ala i tractades amb
medi condicionat control o medi Wnt3a. Els resultats de la Figura 65 mostren que
I'LRP-GST citosolic perd afinitat per I'E-cadherina WT quan les cel-lules sén
estimulades amb Wnt3a. En canvi, hi ha la mateixa unié entre I'LRP-GST i I'E-
cadherina Ser-Ala tant en cel-lules estimulades amb medi control com amb Wnt3a.
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Figura 65: El mutant E cadherina Ser-Ala no perd I’afinitat amb LRP-GST en activar-se
la via de Wnt. Es va realitzar un assaig de Pull-Down amb GST-LRP citosolic o GST amb
extractes HEK293T sobrexpressant E-cadherina WT (WT) o E-cadherina Ser-Ala (Ser-
Ala). Les cel-lules es van estimular amb medi control (Ctl) o Wnt3a (Wnt) durant 2
hores. Els resultats es van analitzar per Western Blot.

Es va validar el resultat obtingut en el Pull-Down mitjancant una
coimmunoprecipitacié de I'LRP en cel-lules previament deplecionades d’N-
cadherina i posteriorment rescatades amb les construccions E-cadherina WT i Ser-
Ala. Es van rescatar les cel-lules shRNA N-cadherina amb E-cadherina, ja que com
es mostra a la Figura 49, aquestes tenen funcions similars a la via de Wnt. Tal i com
s’observa a la Figura 66, I'E-cadherina WT sobreexpressada en cel-lules shRNA N-
cadherina, presenta menys unié a I'LRP5/6 quan s’estimulen les cél-lules durant 2
hores amb Wnt (Comparar carrils 5 i 6). En canvi, I'E-cadherina Ser-Ala manté
I’afinitat amb I'LRP5/6 després de I'activacié de Wnt (Comparar carrils 7 i 8). En
aquesta mateixa Figura també es mostra que el mutant E-cadherina Ser-Ala, no
afecta els esdeveniments de la via de Wnt que es produeixen previament a la
separacié N-cadherina/LRP. El DvI-2 no es recluta a I'LRP5/6 quan s’activa la via en
cél-lules shRNA N-cadherina (veure carrils 3 i 4), i aquesta unié es rescata en
estimular les cel-lules que sobreexpressen E-cadherina WT o Ser-Ala amb medi
Wnt3a (Veure carrils 5, 6, 7 i 8). El mateix s’observa amb la separacié de p120-
catenina del complex. Tant les cel-lules que expressen I'E-cadherina WT, com les
gue expressen |'E-cadherina Ser-Ala, perden la unié LRP5/6-p120-catenina en ser
estimulades amb Wnt (veure carrils 5, 6, 7 i 8). Es a dir, la separacié N-cadherina
LRP5/6 es posterior a la del complex p120-catenina-N-cadherina i no afecta a la
interaccio d’aquest complex.
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Figura 66: El mutant E-cadherina Ser-Ala no se separa de I'LRP5/6 en activar-se la via
de Wnt. Cel-lules HEK293T deplecionades de I’'N-cadherina van ser transfectades amb
una construccid control, E-cadherina WT (WT) o amb E-cadherina Ser-Ala (Ser-Ala). Es
van estimular les cél-lules durant 2 hores amb medi condicionat Control (Ctl) o Wnt3a
(Wnt), es van lisar amb tampd lisi amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de
coimmunoprecipitacié de I'LRP5/6.

3.4.4 La separacio E-cadherina/LRP és necessaria per la internalitzacio
de GSK dins dels MVBs

A continuacio, es va investigar I'efecte del mutant E-cadherina Ser-Ala en la
internalitzacié de GSK-3 en endosomes. En la Figura 67 s’observa que les céel-lules
shRNA N-cadherina + E-cadherina WT internalitzen GSK-3 quan sén tractades amb
Whnt (Veure carrils 5 i 6), al contrari del que succeeix quan es rescaten les cel-lules
deplecionades d’N-cadherina amb el mutant E-cadherina Ser-Ala (Veure carrils 7 i
8).

Aquests resultats demostren que la internalitzaci6 de la GSK-3 depén de la
separacié de LRP5/6/Cadherina en Wnt.
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Figura 67: La separacio de la p120-catenina de I'E-cadherina és necessaria per la
internalitzacié de la GSK-3f3 quan s’activa la via amb el lligand Wnt. Cél-lules HEK293T
préviament interferides amb I’'shRNA Control (Ctl) o I'N-cadherina (shN-cadh) van ser
transfectades amb una construccié control, E-cadherina WT (WT) o amb la construccié
E-cadherina Ser-Ala (Ser-Ala). Es van estimular les cél-lules durant 4 hores amb medi
control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt) i es va realitzar un assaig PDPK.

3.5 La internalitzacio de GSK-3 dins de MVBs és depenent de
caveolina

3.5.1 La deplecié de caveolina impedeix la internalitzaciéo de GSK-3, pero
no afecta els efectes inicials de la via de Wnt.

Per aprofundir més en I'estudi de la internalitzacié de GSK-3, es va investigar el
paper de la caveolina. S’havia descrit que la internalitzacié de I'LRP5/6 via unié
directe amb la caveolina, és necessaria per I'activacié de la via de Wnt [125].

Tenint en compte que les cel-lules MEF també responen a Wnt i internalitzen GSK-
3 dins de MVBs (veure Figura 48), es van utilitzar unes cél-lules MEF KO de
Caveolina per estudiar el paper d’aquesta proteina en la internalitzacié de GSK-3.
Tal i com es mostra a la Figura 68, les cel-lules MEF WT internalitzen GSK-3, Dvl-2 i
[3-catenina en ser estimulades amb el lligand Wnt, a diferéncia de les cél-lules MEF
KO de Caveolina.

Tot i que les cel-lules KO de Caveolina no internalitzen GSK-3 en Wnt, si que activen
els esdeveniments més inicials de la senyalitzacié per Wnt. Tal i com s’observa a la
Figura 69, el reclutament de Dvl-2 i d’Axina a I'LRP5/6 i la fosforilacié de la serina
1490 del coreceptor LRP5/6 es produeix quan s'immunoprecipita LRP5/6 tant de
cel-lules MEF WT com de MEF KO de Caveolina.
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Figura 68: La caveolina és necessaria per la internalitzacié de GSK-3[3 en I’activacié de
la via de Wnt. Cel-lules MEF WT o MEF KO Caveolina (Cav '/') van usar-se per un assaig
de PDPK després de I'incubacié durant 4 hores amb medi condicionat control (Ctl) o
Whnt3a (Wnt). Els resultats es van observar mitjangant Western Blot.
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Figura 69: Les cél-lules KO Caveolina promouen la formacié del signalosoma en
I’activacié de Wnt. Es va immunoprecipitar LRP5/6 d’extractes cel-lulars de MEF WT
(WT) o MEF KO Caveolina (Cav '/') lisats amb tampd de lisis Digitonina 1%. Les cel-lules
havien estat estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt) durant 30
minuts.
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3.5.2 La caveolina s’uneix a 'LRP

A continuacio es va comprovar si la caveolina s’uneix a I'LRP5/6 en Wnt. Tal i com
es mostra a la Figura 70 en una immunoprecipitacid de caveolina en cél-lules MEF
WT, el tractament de 2 hores de Wnt promou la formacié del complex I'LRP5/6-
Caveolina, tal i com s’havia descrit previament [182]. Com a control negatiu es van
utilitzar les ceél-lules MEF KO Caveolina, on no s’observa unié d’LRP5/6 de forma
inespecifica.

IP: Caveolin 1P Irr lgG Input
WT Cav” WT WT  Cav™
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Figura 70: La caveolina s’uneix a I'LRP5/6. Es va immunoprecipitar Caveolina
d’extractes cel-lulars de MEF WT (WT) o MEF KO Caveolina (Cav '/') lisats amb tampd
de lisis Digitonina 1%. Les cel-lules havien estat estimulades amb medi control (Ctl) o
medi Wnt3a (Wnt) durant 2 hores.

3.5.3 El mutant Ser268,269A-p120-catenina no permet la formacio del
complex Caveolina-LRP5/6

Tenint en compte que la separacié del complex N-cadherina-LRP5/6 i que la unio
LRP5/6-Caveolina es produeix després del tractament de 2 hores amb medi Wnt, es
va hipotetitzar que la separacié de la Cadherina-LRP5/6 podria promoure la unié de
la caveolina al correceptor de Wnt. Per comprovar-ho es va realitzar una IP de
caveolina en cel-lules MEF control o MEF deplecionades de p120-catenina,
rescatades amb la construccid WT o amb el mutant Ser268, 269A que impedeix la
separacié del complex Cadherina-LRP5/6. La Figura 71 mostra que la Caveolina
s’uneix a I'LRP5/6 en Wnt (Veure Carrils 1 i 2) i que aquesta unid no es produeix en
cél-lules deplecionades de p120-catenina (Veure Carrils 3 i 4). Quan es rescaten les
cél-lules shRNA p120-catenina amb la forma WT es rescata la unié6 LRP5/6-
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Caveolina en Wnt (Veure Carrils 5 i 6), perd aquest complex no es forma en
sobreexpressar la forma de la p120-catenina Ser268,269A (Veure Carrils 7 i 8).
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Figura 71: La sobreexpressiéo del mutant S268,269A no permet la formacié del
complex Caveolina-LRP5/6. Cél-lules MEF préviament interferides de forma estable
amb I’'shRNA Control (Ctl) o I'shRNA p120-catenina (shp120-cat) van ser transfectades
amb la construccid6 GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la construccié GFP-
Ser268,269A-p120-catenina (S268,269A). Es van estimular les cel-lules durant 2 hores
amb medi control (Ctl) o medi condicionat Wnt3a (Wnt), es van lisar amb tampo lisi
amb digitonina 1% i es va realitzar un assaig de coimmunoprecipitacié de la Caveolina.

Aquests resultats suggereixen que la separacié Cadherina-LRP5/6 seria necessaria
per la formacié del complex Caveolina-LRP5/6.

3.6 La inhibicio de la internalitzaciéo de GSK-3 impedeix la total
activacio dels efectes tardans de la via de Wnt

3.6.1 La inhibicié de la internalitzacié de GSK-3 impedeix la completa
estabilitzacio6 de la B-catenina.

Finalment es van utilitzar els diferents mutants disponibles al laboratori que
impedeixen la internalitzacié de GSK-3, per avaluar la contribucié d’aquest
mecanisme en un dels efectes tardans de la via de Wnt, I'estabilitzacié de [-
catenina.
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3.6.1.1 La inhibicié de la internalitzacio usant els mutants de la p120-
catenina disminueix, pero no elimina per complet, I'acumulacié de
[-catenina en I'activacié de la via per Wnt3a o CA-LRP

Les cel-lules HEK293T estabilitzen [-catenina en activar-se amb Wnt3a o amb el
CA-LRP (Veure carrils 2 i 3 Figura 72). Quan s’interfereixen les cel-lules de p120-
catenina, la 3-catenina no s’estabilitza després de I'estimulacié amb Wnt3a pero si
que s’acumula amb el CA-LRP (Veure carrils 5i 6 i apartat 1.2.2 de Resultats). Quan
es sobreexpressa la forma WT de la p120-catenina en cel-lules shRNA p120-
catenina, es rescaten els nivells de 3-catenina en Wnt i en CA-LRP (Veure carrils 11
i 12). En canvi, la sobreexpressié del mutant S268,269A de p120-catenina promou
I"acumulacié de [-catenina, perod aquests nivells d’estabilitzacié sén més baixos
que els comparats amb el rescat usant p120-catenina WT (Veure carrils 17 i 18). Els
resultats obtinguts del rescat de [-catenina amb el mutant S268,269A, son els
mateixos usant tant el Iligand Wnt com el CA-LRP. En ambdds casos s’inhibeix la
internalitzacié de la GSK-3 (Veure apartat 3.3.1.1 de Resultats).
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Figura 72: La sobreexpressié del mutant $268,269A en cél-lules HEK293T shRNA
p120-catenina disminueix pero no elimina per complet I’acumulacié de 3-catenina en
I'activacio de la via per Wnt3a o CA-LRP. Ceél-lules HEK293T previament interferides
amb I'shRNA Control (shCtl) o I'shRNA p120-catenina van ser transfectades amb la
construccié GFP, GFP- p120-catenina (WT) o amb la construccié GFP-Ser268,269A-
p120-catenina (5268,269A) i amb un plasmidi control o amb CA-LRP. Les cel-lules van
ser estimulades amb medi Wnt3a el temps indicat i a continuacié es van lisar amb
tampo lisis SDS 1%. L’acumulacié de B-catenina es va analitzar per Western Blot.
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Es va realitzar el mateix experiment rescatant els efectes de la deplecié de p120-
catenina amb la isoforma 4. Els resultats observats a la Figura 63 sén similars als
obtinguts amb el mutant S268,269A. EI CA-LRP estabilitza la 3-catenina en cél-lules
shRNA p120-catenina + isoforma 4 de la p120-catenina, perd en menys quantitat
gue quan s’usa la forma WT. Tal i com s’ha comentat a I'apartat 3.3.1.2 de
Resultats, els efectes del rescat amb la isoforma 4 de la p120-catenina només es
poden observar utilitzant el CA-LRP, ja que el lligand Wnt no és capag d’activar la
via en aquesta situacio.

La quantificacié dels resultats de I'estabilitzacié de la [-catenina utilitzant el
mutant S268, 269A o la isoforma 4 de la pl20-catenina en HEK293T estan
representats en un grafic de barres en la Figura 74.
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Figura 73: La sobreexpressio de la isoforma 4 de la p120-catenina en ceél-lules
HEK293T shRNA p120-catenina disminueix pero no elimina per complet I'acumulacié
de B-catenina en l'activacié de la via per CA-LRP. Céllules HEK293T previament
interferides amb I'shRNA Control (shCtl) o I'shRNA p120-catenina van ser transfectades
amb la construcci6 GFP, GFP- pl120-catenina (WT) o amb la construccio GFP-
Ser268,269A-p120-catenina (5268,269A) i amb un plasmidi control o amb CA-LRP. Les
cél-lules van ser estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt) durant 6
hores i a continuacié es van lisar amb tamp@ lisis SDS 1%. L’acumulacié de [3-catenina
es va analitzar per Western Blot.
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Figura 74: La inhibicio de la internalitzacié usant els mutants de la p120-catenina en
cél-lules HEK293T shRNA p120-catenina disminueix perd no elimina per complet
'acumulacié de [-catenina en [l'activacié de la via per Wnt3a o CA-LRP.
Autoradiogrames de 4 experiments diferents realitzats en la Figura 72 i 73 van ser
guantificats. La mitjana i la desviacié estandard van ser calculats en cada condicio.

Aqguests resultats es van validar utilitzant una linia cel-lular més epitelial i que

respon també a 'activacido de Wnt, les HelA. Tal i com es mostra a la Figura 75, les
cel-lules HeLA shRNA p1l20-catenina rescatades amb el mutant S268,269A
acumulen menys [3-catenina en Wnt que les shRNA p120-catenina que expressen la
p120-catenina WT.
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Figura 75: La sobreexpressié del mutant S268,269A en cél-lules HeLa shRNA p120-
catenina disminueix pero no elimina per complet 'acumulacié de B-catenina en
I’activacié de la via per Wnt3a. Cel-lules Hela interferides de forma estable amb
I’'shRNA Control (shCtl) o I'shRNA p120-catenina van ser transfectades amb la
construccié GFP, GFP-p120-catenina (WT) o amb la construccié S268,269A de la p120-
catenina i van ser estimulades amb medi Wnt3a durant 6 hores. A continuacié es van
lisar amb tampd lisis SDS 1% i I'acumulacié de [-catenina es va analitzar per Western
Blot.



3.6.1.2 La inhibicié de la internalitzacié utilitzant el mutant Ser-Ala de I'E-
cadherina disminueix, pero no elimina per complet, I'acumulacio de
[catenina en I'activacié de la via per Wnt3a o CA-LRP

Es va utilitzar I'altre mutant que també inhibeix la internalitzacié de GSK-3, el Ser-
Ala de I'E-cadherina, per mirar I'efecte d’aquesta inhibicié en I'estabilitzacio de [3-

catenina.
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Figura 76: La sobreexpressié del mutant Ser-Ala en cél-lules HEK293T shRNA N-
cadherina disminueix perd no elimina per complet 'acumulacié de [3-catenina en
I'activacié de la via. (A) Ceél-lules HEK293T préviament interferides amb I'shRNA
Control (shCtl) o I'shRNA N-cadherina van ser transfectades amb una construccio
control, E-cadherina WT (WT), amb la construccié Ser-Ala de I'E-cadherina i amb un
plasmidi control o CA-LRP quan s’indica. Aquestes cel-lules van ser estimulades amb
medi Wnt3a durant 6 hores. A continuacié es van lisar amb tampd lisis SDS 1% i
I’acumulacio de B-catenina es va analitzar per Western Blot. (B) Autoradiogrames de 4
experiments diferents representats en (A) van ser quantificats. La mitjana i la desviacio
estandard van ser calculats en cada condicié.
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En la Figura 76 s’observa que I'acumulacié de [3-catenina es rescata completament
en cél-lules deplecionades d’N-cadherina que expressen E-cadherina WT, pero la [3-
catenina no s’estabilitza de forma total quan es transfecten les cél-lules shRNA N-
cadherina amb el mutant Ser-Ala. Aquests resultats sén molt similars als obtinguts
utilitzant els mutants de la p120-catenina que també impedeixen la internalitzacid
de GSK-3.

Finalment, també es van validar els resultats obtinguts amb el mutant Ser-Ala
utilitzant cel-lules Hela. En aquest cas es van utilitzar cel-lules interferides de forma
estable amb E-cadherina, ja que aquestes cel-lules expressen aquesta cadherina
enlloc de I’'N-cadherina. La Figura 77 mostra que els resultats obtinguts sén similars
als obtinguts amb les HEK293T. La sobreexpressido del mutant Ser-Ala juntament
amb l'estimulacio amb medi Wnt3a, disminueix perdo no elimina per complet
I’acumulacié de [-catenina, comparant-ho amb les cél-lules activades per Wnt i
gue expressen E-cadherina WT.
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Figura 77: La sobreexpressio del mutant Ser-Ala en cél-lules HeLa shRNA E-cadherina
disminueix pero no elimina per complet 'acumulacié de [3-catenina en I’activacié de
la via per Wnt3a. Cél-lules Hela interferides de forma estable amb I’'shRNA Control
(shCtl) o I'shRNA E-cadherina van ser transfectades amb una construccié control, E-
cadherina WT (WT) o amb la construccié Ser-Ala de I’'E-cadherina. Aquestes cél-lules
van ser estimulades amb medi Wnt3a durant 6 hores, es van lisar amb tamp9 lisis SDS
1% i 'acumulacié de [-catenina es va analitzar per Western Blot.

En conjunt aquests resultats indiquen que la inhibicié de la internalitzacié de GSK-3
afecta I'acumulacié de B-catenina al citosol, un efecte tarda de I’activacié de la via
de Wnt.
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3.6.1.3 La inhibicié de la internalitzacié utilitzant les céel-lules MEF KO
Caveolina disminueix, pero no elimina per complet, I'acumulacié de
[-catenina en l'activacié de la via per Wnt3a

També es varen utilitzar cel-lules MEF per I'estudi de I'acumulacié de [3-catenina.
Tal i com es mostra a la Figura 78, la interferéencia de la p120-catenina impedeix
I’estabilitzacio de la B-catenina en Wnt, suggerint que les cél-lules MEF activen la
via de forma similar a les HEK293T i Hela.

Tot seguit es va estudiar com s’estabilitza la [B-catenina en cel-lules MEF KO
Caveolina. Tal i com s’ha comentat a |'apartat 3.5.1 de Resultats, aquestes cel-lules
no internalitzen la GSK-3 dins de MVBs, tot i que els efectes inicials de la via de
Wnt si que es produeixen. A la Figura 79 s’observa que les cel-lules completament
deplecionades de Caveolina i estimulades amb Wnt3a presenten acumulacié de [3-
catenina, tot i que els nivells sén més baixos que els obtinguts després d’activar la
via amb el lligand Wnt en les cel-lules MEF WT.
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Figura 78: La p120-catenina és necessaria per activar la via de Wnt en les cel-lules
MEF. Les cel-lules MEF van ser transfectades de forma estable amb shRNA especific
per la p120-catenina (p120-cat) i posteriorment van ser estimulades amb medi control
(Ctl) o medi Wnt3a (Wnt) durant 6 hores. L’acumulacié de [3-catenina es va analitzar
per Western Blot després de la lisi cel-lular amb tampd SDS 1%.
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Figura 79: La caveolina és necessaria per la completa estabilitzacié de la [3-catenina
en l'activacio de la via de Wnt. (A)Cel-lules MEF WT (WT) o MEF KO Caveolina (Cav'/')
van ser estimulades amb medi Wnt3a durant 6 hores. A continuacid es van lisar amb
tampo lisis SDS 1% i I'acumulacié de [B-catenina es va analitzar per Western Blot. (B)
Autoradiogrames de 4 experiments diferents representats en (A) van ser quantificats.
La mitjana i la desviacid estandard van ser calculats en cada condicid.

3.6.2 La internalitzaci6 de GSK-3 és necessaria per la total activacio
transcripcional de la -catenina i per a I'activacio de gens diana de
Wnt

Després d’avaluar la contribucio de la internalitzacié de GSK-3 en |'estabilitzacio de
la B-catenina, es va analitzar els efectes d’aquest mecanisme en Iactivitat
transcripcional de la 3-catenina mitjangant la utilitzacié del plasmidi TOP-Flash.

En la Figura 80A s’observa que tal i com esta descrit préviament [31], la deplecié de
p120-catenina no augmenta l'activitat transcripcional del complex [3-catenina/TCF-
4 que si que s’observa en cel-lules tractades amb Wnt3a. La sobreexpressié de la
forma WT de p120-catenina augmenta I'activitat transcripcional de la [3-catenina
en Wnt3a, mentre que les cél-lules que expressen la p120-catenina S268,269A
activen el TOP a nivells similars al de les cel-lules shRNA p120-catenina. Aquests
resultats s’expliquen perque aquest mutant impedeix la internalitzacié de la GSK-3,
pero també perque en inhibir-se la separacié de p120-catenina de I’'N-cadherina, la
p120-catenina no pot activar els esdeveniments més tardans de la via de Wnt
necessaris per l'activitat transcripcional de la [-catenina (Veure Capitol 1
Resultats).

En la mateixa Figura 80A també s’observa que |'activacio de Wnt en cél-lules
deplecionades d’N-cadherina i que expressen el mutant Ser-Ala, fa augmentar els
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nivells d’activitat trancripcional de B-catenina, tot i que aquests no son tan alts
com els de la forma E-cadherina WT. A diferencia del que succeeix amb el mutant
de la p120-catenina S268,269A, el mutant Ser-Ala impedeix la internalitzacio de la
GSK-3, pero aquest mutant si que permet la separacio del complex p120-catenina-
N-cadherina, aixi que els esdeveniments més tardans de la via com I'entrada al
nucli de la B-catenina o la separacid del repressor Kaiso de TCF-4 es podran
realitzar.

En la Figura 80B es va investigar |'activitat transcripcional de la -catenina/TCF-4,
en cel-lules MEF KO de Caveolina tractades amb Wnt. Els resultats sén similars als
observats utilitzant el mutant de I'E-cadherina Ser-Ala. Basicament, les cél-lules
MEF KO Caveolina tractades amb Wnt presenten més activitat transcripcional de [3-
catenina que les cel-lules no tractades, perd aquesta és més baixa que I'activitat de
les cel-lules MEF WT estimulades amb Whnt.

Resultats similars van ser observats en analitzar els nivells transcripcionals d’alguns
gens diana de la via de Wnt. Es van analitzar els gens AXIN1 i CCND1 en les cel-lules
HEK293T i els gens Ephb3 i Tcf7 en les cél-lules MEF. Els resultats de la Figura 81A
indiguen que la sobreexpressid del mutant Ser-Ala en cel-lules shRNA N-cadherina i
estimulades amb Wnt, activa la transcripcié de gens diana de la via de Wnt, pero
en menor mesura que en la comparaciéo amb les cel-lules control. A més, la Figura
81B mostra en les cel-lules MEFs, que la Caveolina és necessaria per la total
activacio transcripcional dels gens diana de Wnt.
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Figura 80: La internalitzacio de la GSK-3 és necessaria per la total activacié
transcripcional de [-catenina. (A) Cél-lules HEK293T interferides de I’'shRNA p120-
catenina o I'shRNA N-cadherina van ser transfectades amb el plasmidi TOP-Flash i el
plasmidi RK-Renilla, a més d’amb una construccié control, GFP-p120-catenina, p120-
catenina $268,269A, E-cadherina WT (WT), o E-cadherina Ser-Ala de I'E-cadherina.
Aquestes cel-lules van ser estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt)
durant 16 hores. A continuacié es va analitzar I'activitat transcripcional de la (-
catenina tal i com s’indica a Materials i Métodes. (B) Cél-lules MEF WT o MEF KO
Caveolina (Cav'/') van ser transfectades amb el plasmidi TOP-Flash i el plasmidi RK-
Renilla. Les cel-lules van ser estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt)
durant 16 hores i es va procedir com en |'apartat A.
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Figura 81: La internalitzaci6 de la GSK-3 és necessaria per a la total expressid
transcripcional dels gens diana de la via de Wnt (A) Cel-lules HEK293T shRNA N-
cadherina transfectades amb una construccié control, E-cadherina WT (WT), o E-
cadherina Ser-Ala de I'E-cadherina, i cél-lules MEF WT o MEF KO Caveolina (Cav'/') (B);
van ser estimulades amb medi control (Ctl) o medi Wnt3a (Wnt) durant 16 hores. Es va
aillar I'RNA i es va analitzar I'expressié dels gens AXIN2 i CCND1, Ephb3 i Tcf7
mitjangant RT-PCR quantitativa.
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1 La subunitat reguladora PR61¢ de la PP2A activa la CK1€ en
la via canonica de Wnt

La via de senyalitzacié Wnt/[B-catenina ha estat ampliament analitzada pel seu
paper en diferents processos com la proliferacid o la regulacié de I'homeostasi
cel-lular, pero sobretot per la seva implicacid en el desenvolupament del cancer
[75]. Les proteines de membrana Fz i LRP5/6 son crucials per I'activacio d’aquesta
via i actuen com a receptor i correceptor respectivament, iniciant la senyalitzaci6 a
partir de la unié amb el lligand Wnt i la posterior formacié del signalosoma [101],
[117]. Aquestes proteines, a més, estan associades a d’altres que regulen la
capacitat d’activacio d’aquesta via. Un exemple és l'associacié del receptor i
marcador de cél-lules mare LGR5 amb el correceptor LRP5/6 en determinats llocs
com a les criptes del colon o en el fol-licle capil-lar. 'LGR5 quan s’uneix amb el seu
lligand R-spondin actua augmentant la senyalitzacié de Wnt [173], [192].

Al nostre laboratori i a un altre grup, s’ha descrit que el complex receptor de Wnt
també esta directament associat a les proteines de les unions adherents [30], [31].
Tal i com s’ha comentat a la Introduccid, el correceptor LRP5/6 es troba unit
directament a la Cadherina de les cél-lules i amb la p120-catenina i la B-catenina a
través d’aquesta [31]. La pl20-catenina juntament amb la quinasa CKlg sén
necessaries per activar la via, ja que la seva deplecié impedeix activar la senyal de
Whnt. En el mateix treball també s’ha descrit que la cadherina és necessaria per a
aquesta activacio [31].

Aixi doncs, la senyalitzacio de la via de Wnt requereix de I'activacié de la quinasa
serina/treonina CK1g [31], [32]. Aquesta quinasa, juntament amb les isoformes de
la mateixa familia a i y, promou la fosforilaci6 de I'LRP5/6 necessaria per la
transduccio del senyal de Wnt, i també fomenta la desestabilitzacié del complex de
degradacié de la [B-catenina reduint I'associacié de la PP2A en aquest complex
[105], [150]. A més, la quinasa CK1eg esta involucrada en els inicis de la via de Wnt.
Després de la unié del lligand Wnt3a als receptors Fz i LRP5/6, la CK1€ s’activa i
fosforila la proteina Dvl-2 promovent I'activacié de la via [112], [145], [193]. El
paper d’aquesta fosforilacié encara no esta del tot definit [113]. Un estudi
suggereix que aquesta facilitaria la unid amb el cofactor Frat afavorint
I’estabilitzacié de la 3-catenina [119].
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Els resultats del nostre laboratori mostren que la deplecié de la quinasa CKlg
inhibeix la fosforilacio de Dvl-2 i impedeix que aquest s’associi al correceptor
I’LRP5/6 per formar el signalosoma (Figura 26 i [32]). Aquestes dades proposen que
la fosforilacié de Dvl-2 per CK1€ seria necessaria perqué es produis el reclutament,
ampliament descrit, de Dvl-2 cap al receptor Fz [101], [117]. Podria ser que la
fosforilacié de la proteina augmentés I'afinitat de Dvl-2 per Fz, ja que s’ha
demostrat que aquesta associacio és debil [194]. La fosforilaciéd de Dvl-2 també
podria promoure la unié directa d’aquesta proteina amb I'LRP5/6, enfortint
I’afinitat del complex Fz-LRP5/6-Dvl-2. La deplecié de la CK1a, a més, no inhibeix
aquests efectes [32], suggerint que la isoforma CK1¢€ realitza aquestes funcions de
forma especifica.

Dvl-2 és un substrat de diferents quinases i es fosforila per CK1d, CK2 i PAR-1, a
més de per CK1g, durant I'activacié canonica de Wnt [193]. Per a poder observar la
fosforilacié de Dvl-2 per CK1g, hem analitzat I'aparicié d’un shift en la mobilitat de
la proteina quan es realitza una electroforesi, ja que s’ha descrit que aquest shift es
mostra quan es fosforila Dvl-2 amb CK1 i quan s’activa la via de Wnt [195], [196].
Recentment, pero, s’ha publicat que la fosforilacié dels residus que creen el shift
inhibeix la senyalitzacid canonica de Wnt [113]. Els resultats d’aquest treball
coincideixen amb estudis realitzats per un altre grup que afegeixen que |’activacio
de la CK1€ en Wnt té una funcié dual com a activadora i com a repressora de la via
de Wnt. Per una banda la CK1g fosforila les serines 280 i 311 del domini PDZ i
activa la via de Wnt i I'activitat transcripcional de la 3-catenina [197], [198]. Tenint
en compte que el domini PDZ és el que s’uneix a Fz, aquesta fosforilacié podria ser
la que afavoris la interaccido Fz-Dvl-2 que s’observa en els nostres resultats. Per
altra banda, la CK1€ també fosforila residus de la regié C-terminal de Dvl-2, que sén
els implicats amb I'aparicié del shift de Dvl-2. Aquesta fosforilacié disminueix
I’'homopolimeritzacié de Dvl-2 necessaria per a I'activacié de la via, i actua inhibint
Wnt com a sistema de feed-back negatiu [113], [197], [198]. Per tant, tot i que el
shift observat en Dvl-2 és indicador d’inhibicié en Wnt/[-catenina, nosaltres hem
utilitzat la visualitzacid d’aquest com a marcador de I'activacié de la CK1€ i de la
fosforilacié del seu substrat Dvl-2 en els diferents residus.

La CK1g, a diferencia de les isoformes a i Yy, presenta un domini en C-terminal que
s’autofosforila i inhibeix el domini quinasa de la propia proteina. Per tant, la CK1¢g
requereix d’'una fosfatasa que la defosforili i I'activi en estimular-se les cel-lules
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amb el lligand Wnt [146], [147]. Tal i com s’ha comentat a |'apartat Introduccio, no
esta publicat quina fosfatasa defosforilaria la CK1g, tot i que s’ha descrit que
inhibidors de la PP1, PP2A i PP2B bloquegen I'activacié de la quinasa quan s’activa
Wnt [154]. A més, diferents estudis mostren que la PP2A realitza diverses funcions
en la via de Wnt/[B-catenina [157].

Els nostres resultats indiquen que la PP2A és necessaria per I'activacio de la CKle
després de I'estimulacio amb el lligand Wnt. S’ha demostrat que la inhibicié o
deplecio de la subunitat catalitica de la fosfatasa impedeix la fosforilacié del seu
substrat Dvl-2 i el reclutament d’aquest cap als receptors (Figura 27 i 28). A més,
també es mostra que aquesta subunitat catalitica es requereix perque la CK1g
augmenti la seva activitat després de l'estimulacié amb el lligand Wnt3a, i
d’aquesta manera pugui fosforilar la p120-catenina (Figura 29 i 30).

Aixi doncs, en aquest treball proposem que I'activacié de la CK1€ que s’observa en
Whnt, és deguda a la defosforilacio de I'extrem inhibitori de la quinasa per la PP2A.
Aquesta fosfatasa activaria la quinasa juntament amb altres factors al-lostérics que
també serien requerits. Recentment s’ha descrit que I’helicasa d’RNA DDX3 s’uneix
directament a la CK1€ i I'activa [155]. En aquest mateix treball també es mostra
gue la DDX3 és necessaria per a lI'activacié de la quinasa, pero que l'activacié és
molt major en un mutant de la CK1€ que no presenta la cua autoinhibitoria,
confirmant els nostres resultats (Figura 82B).

La PP2A és un holoenzim format per tres components diferents. A part de la
subunitat catalitica, el formen la subunitat estructural i la subunitat reguladora
[157]. Aquesta ultima és la que confereix I'especificitat de la fosfatasa, i tal com
s’ha comentat a la introduccid, en humans hi ha fins a 26 variants diferents
d’aquesta subunitat classificades en 4 families [161]. A partir d’un cribatge
utilitzant les isoformes o, B i € de la familia PR61, hem demostrat per primera
vegada que la subunitat reguladora PR61€ esta implicada en I'activacié de CK1e
(Figura 32). En les cél-lules shRNA PR61€ no s’observa el shift de Dvl-2 després de
I'activacio de la via de Wnt i aquest no es recluta als receptors de la via, similar al
gue succeeix en les cel-lules deplecionades de PP2Ac (Figura 33). A més, la PR61¢
és necessaria perque la CK1g s’activi com a resposta de I'estimulacid amb medi
condicionat Wnt3a i pugui fosforilar la p120-catenina (Figura 34).
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Es va realitzar el cribatge utilitzant les proteines de la familia PR61, perque s’havia
descrit préviament que aquesta familia esta involucrada en la senyalitzacio de Wnt.
Diversos treballs proposen que les isoformes de la familia PR61 actuen a nivell del
complex de degradacié de la 3-catenina inhibint la via de Wnt [95], [162]. Per altra
banda, també s’han publicat resultats obtinguts de Yang i col-laboradors que
demostren en Xenopus que la PR61€ actuaria de forma positiva en Wnt, per sobre
de Dvl-2 i promovent I'estabilitzacio de la B-catenina [163], [199]. Aquests ultims
resultats juntament amb els que s’han obtingut en aquest treball serien
contradictoris amb els que proposen que les diferents isoformes de la PR61, inclosa
la PR61E, inhibirien la via de Wnt. La diferencia es podria explicar pel fet de que en
els primers articles es sobreexpressen les isoformes de la PR61, al contrari del que
es realitza en els nostres experiments i en els de Yang i col-laboradors on es
deplecionen les fosfatases (Figura 32 i [163]). Tenint en compte que les subunitats
a i & si que inhibeixen la via de Wnt [157], el fet de tenir nivells molt més elevats
gue els fisiologics després de la sobreexpressié de la PR61€, podria promoure que
aquesta subunitat actués com les altres a nivell del complex de degradacio.

La CK1g juntament amb la p120-catenina, també son essencials per la formacié del
signalosoma i la posterior acumulacié de [-catenina que activa el senyal de Wnt
[31], [32]. Per tant la fosfatasa PP2A PR61€ que defosforila la quinasa també és
necessaria per permetre la senyalitzacié de la via. A la Figura 27 es mostra que la
inhibicié de la PP2Ac impedeix la formacié del signalosoma: I'LRP5/6 no es fosforila
i les proteines Dvl-2, Axina i CK1ly no s’uneixen als receptors de la via. Quan
s’utilitzen les cél-lules deplecionades de PR61€ també s’observa que el correceptor
no es fosforila en els dominis PPSPxS i que el Dvl-2 no s’uneix als receptors de Wnt
(Figura 33).

A nivell més tarda, les cél-lules deplecionades de PR61€ no estabilitzen la [3-
catenina en resposta a I'activacié de la via de Wnt (Figura 35). La B-catenina
d’aquestes cel-lules tampoc es transloca al nucli i presenta una reduccié de
I’activitat transcripcional quan es compara amb les cél-lules control (Figura 36-38).
A més, les cel-lules shRNA PR61€ no activen I'expressid de gens diana de la via de
Whnt (Figura 39). Aquests resultats demostren que la PP2A PR61€ és necessaria per
I'activacié dels inicis de la via de Wnt, i que la deplecié d’aquesta impedeix que
I’element clau de la via, la B-catenina, s’estabilitzi i promogui el seu efecte a nivell
transcripcional.
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També s’ha usat el mutant CA-LRP que no requereix de la CK1le per formar el
signalosoma i activar la via de Wnt (Capitol 1 Resultats); per demostrar que els
efectes de la PR61€ es produeixen a nivell de I'activacié de la CK1¢g i fosforilacié de
Dvl-2. Les Figures 35, 36 i 39 mostren que les cel-lules shRNA PR61¢€ activades amb
el CA-LRP estabilitzen la B-catenina igual que les cel-lules control, i que aquesta es
transloca al nucli i activa I'expressié de gens diana de la via. Aquests resultats
confirmen que la PR61€ exerceix la seva funcié en I'activacio inicial de la via de
Whnt, ja que el CA-LRP pot activar la via i rescatar I'estabilitzacié de la 3-catenina en
cel-lules deplecionades de PR61€ sense requerir de la subunitat reguladora. Tots
aquests experiments s’han realitzat utilitzant cel-lules interferents de PR61€ i no
s’han usat cel-lules deplecionades de PP2Ac perque aquesta fosfatasa realitza
altres funcions a la via de Wnt, la majoria inhibint aquesta senyalitzacié. De fet, la
utilitzacié de I’acid okadaic (un inhibidor especific de la PP2A a determinades
concentracions) estabilitza la B-catenina quan s’afegeix a les cél-lules [95].

Finalment, el requeriment de la PR61€ també s’ha analitzat en un model més
funcional: en el pas de les MSC a adipocits, procés conegut com a adipogenesi. S’ha
descrit que la via canonica de Wnt impedeix el pas de MSC a adipocits madurs,
inhibint la diferenciacié [180], [181]. S’ha aprofitat aquesta funcié de la via per
estudiar I'efecte de la PR61¢€ en la via de Wnt/[3-catenina. Després de deplecionar
les MSC de PR61¢€ i haver posat aquestes cél-lules a diferenciar en medi Wnt, s’ha
pogut observar que a diferéncia de les cél-lules no interferents, les shRNA PR61¢€
promouen el pas de les MSC a adipocits madurs (Figura 40). Aquests resultats
confirmen el requeriment de la fosfatasa PP2A PR61¢€ en la via de Wnt, ja que la
inhibicié de la proteina promou l'adipogénesi, I'efecte contrari del que provoca
I’estimulaciéo amb Wnt3a.

En global tots aquests experiments demostren que la PR61€ és necessaria per
I"activacio de la CK1e i per veure els efectes de la senyalitzacié de la via de Wnt/[3-
catenina (Figura 82). Tenint en compte que la fosforilacié de Dvl-2 i el reclutament
d’aquest a Fz és un element comu tant en la via candnica com en la no canonica de
Whnt [113], seria interessant en un futur estudiar el paper de la CK1€ en |'activacio
d’aquesta ultima, i analitzar si també es regula per PP2A PR61€. S’han presentat
evidencies de que una subunitat reguladora de la familia PR61 en Drosophila
facilita I'activacio de la via planar cell polarity a nivell de la proteina Dvl-2 [200],
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suggerint que la PR61€ també podria tenir un paper destacat en la regulacié de la
via no canonica de Wnt.
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Figura 82: La subunitat reguladora PR61¢€ de la PP2A activa la CK1€ en la via canonica
de Wnt. (A) La subunitat reguladora PR61€ de la PP2A esta associada al receptor Fz de
la via de Wnt en cel-lules no estimulades. La cadherina, la p120-catenina i la CK1le
inhibida per la seva fosforilaci6 en C-terminal (marcada en lila) estan unides al
correceptor de la via, 'LRP5/6. (B) La unid del lligand Wnt associa Fz amb I'LRP5/6 i
promou que la PR61€ unida a la subunitat catalitica de la PP2A defosforili la regié C-
terminal de la CK1€ i activi la quinasa (marcada en groc). L’helicasa DDX3 també
s’associa a la CK1€ i en promou l'activacié. (C) L'activacié de la CKle facilita la
fosforilacié de Dvl-2 i el reclutament d’aquest cap a Fz. L’Axina també es recluta com a
consequéncia de la fosforilacio del correceptor LRP5/6.

Per altra banda, a part de demostrar que la PR61€ activa la CK1€ en Wnt, en aquest
treball també es mostra que aquesta subunitat reguladora esta unida al receptor Fz
en la situacié control, i que s’associa amb el correceptor LRP5/6 després de
I'estimulacié amb el lligand Wnt (Figura 41, 42, 82). Aixi doncs, s’explica perqué
I’associacié del receptor Fz amb I'LRP5/6 després de la unié del lligand Wnt,
permet la rapida activacié de la CK1eg i la fosforilacié del seu substrat Dvl-2 [32].
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Mitjangant I'associacié amb I'LRP5/6, la fosfatasa podra activar la CK1le que es
troba formant un complex amb el correceptor, juntament amb la cadherina i la
p120-catenina [31].

Tot i que s’ha descrit a quines proteines esta unida la PR61€ després de I'activacié
de Wnt, no s’ha pogut determinar el mateix amb la subunitat catalitica de la PP2A.
Aguesta proteina només s’ha trobat associada amb I’Axina del complex de
degradacio, tal i com s’havia descrit previament [190], pero no apareix unida ni
amb Fz ni amb I'LRP5/6. Aquest resultat es podria explicar tenint en compte que la
subunitat reguladora és la que s’uneix directament al substrat [157]. Com que la
subunitat catalitica s’associa a la proteina que es defosforila a través de la
subunitat reguladora, és més dificil téecnicament demostrar la connexié de la PP2Ac
amb el substrat. A més la unid subunitat reguladora-catalitica no és constant, sind
gue es regula per la fosforilacié de la part catalitica [161]. En concret la fosforilacio
en la Tyr 307 de la subunitat catalitica impedeix que aquesta s’associi amb les
subunitats reguladores a, [, € [160], [201]. Podria ser que en les cél-lules no
estimulades de Wnt la PR61€ estigués unida a Fz, pero no a la PP2Ac. La unié del
lligand amb els receptors defosforilaria la subunitat catalitica fomentant
I’associacié d’aquesta amb la PR61€ i I'activacié de la quinasa CK1€ (Figura 82).

2 El mutant CA-LRP diferencia efectes inicials i tardans de
p120-catenina en la via canonica de Wnt

Per a I’estudi de la via canonica de Wnt s’han utilitzat diferents eines per activar la
senyalitzacid, com el tractament de les cél-lules amb medi condicionat Wnt3a, la
transfeccido cel-lular de plasmidis per la sobreexpressié del lligand Wnt3a o
I'expressié de mutants que activen la via de forma constitutiva. El CA-LRP és un
exemple de proteina que promou l’activacié de la via de Wnt canonica després de
la seva sobreexpressio [106], [202].

El mutant CA-LRP conté la part transmembrana i intracel-lular del correceptor de la
via LRP5/6 i li manca tota la regid extracel-lular. La seva sobreexpressio activa la via
de Wnt, a diferéncia del que succeeix quan s’expressa I'LRP5/6 wild type [103],
[106]. En aquest treball s’ha estudiat com activa aquesta via el mutant i s’ha
comparat amb la senyalitzaci6 de quan es tracten les cel-lules amb el lligand
Wnt3a.
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En concordanga amb altres estudis, s’"ha observat que |'estimulacio de cél-lules tant
amb el lligand Wnt3a com amb el CA-LRP provoca I'estabilitzacié de la -catenina, i
la seva translocacid nuclear que dota la proteina d’activitat transcripcional (Figura
19, 20 i [31], [106], [202]). Els nostres resultats, a més, afegeixen que l'inici de
I’activacié de la via també es produeix de forma similar utilitzant les dues eines.
Proteines com Dvl-2, Axina, CK1a i GSK-3 es recluten al correceptor LRP5/6
endogen i aquest es fosforila en la Thr1479, i en la Ser1490 promovent un major
reclutament d’Axina (Figura 13B i 17). Un cop la CK1a ha estat reclutada, aguesta
fosforila la p120-catenina i la cadherina i promou la separacié de les dues proteines
del correceptor (Figura 18).

En aquest treball també s’ha demostrat que la p120-catenina i la quinasa CK1€ que
porta associada, no son necessaries per l'activacié dels efectes inicials de la via
canonica quan s’usa el CA-LRP (Figura 21 i 22), en contraposici6 als resultats previs
obtinguts usant el lligand Wnt [32].

Per altra banda, s’ha demostrat que la p120-catenina, al contrari que la CK1g, si
que és necessaria per |'activacio de I'activitat transcripcional de [B-catenina quan
s’activa la via amb el CA-LRP. La p120-catenina és requerida per I'activacié de la
GTPasa Racl que permet la translocacié al nucli de la B-catenina (Figura 24 i 25) i
per extreure el repressor Kaiso de TCF-4 quan s’activa la via amb el CA-LRP (Figura
23). Aquests resultats concorden amb el que s’havia descrit previament al
laboratori utilitzant el lligand Wnt i requereixen de la separacié de la p120-catenina
de la Cadherina ([35], [61] i veure Introduccio).

També s’ha observat que la sobreexpressié del mutant CA-LRP promou que aquest
s’associi a I'LRP endogen juntament amb Dvl-2 i Axina tot formant un complex
(Figura 50). A més, un altre grup ha descrit que el mutant CA-LRP presenta la serina
1490 i la treonina 1479 del domini intracel-lular fosforilades de forma constitutiva
[109].
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Figura 83: Model de formacié del signalosoma en activar la via amb el lligand Wnt o
amb el CA-LRP. (A) En cél-lules que no estan actives, la cadherina i el complex p120-
catenina-CK1e estan units a I'LRP5/6. (B) L’estimulacié amb el lligand Wnt promou
I’associacié de Fz i 'LRP5/6 i I'activacié de CK1e que facilita la formacié del complex Fz-
LRP5/6-Dvl-2, i el reclutament d’Axina unida a CK1a i a GSK-3. Posteriorment, la CK1a
fosforila la p120-catenina i la cadherina i les separa del correceptor LRP5/6. (C) El CA-
LRP s’uneix directament a I'LRP endogen formant un agrupament lateral de receptors i
promovent la formacié d’un gran complex amb Fz i Dvl que no requereix del lligand
Whnt ni del complex p120-catenina-CK1€. L'LRP5/6 endogen es fosforila en els motius
PPSPxS i permet la unié amb I’Axina associada a GSK-3 i a CK1a. En aquesta situacio la
CKla també fosforila la p120-catenina i la cadherina i les separa del correceptor
LRP5/6. (D) La p120-catenina alliberada de la membrana després de I'activacié per
Wnt o pel CA-LRP afavoreix I'activacié transcripcional de la B-catenina, fomentant la
translocacié nuclear de la proteina a través de l'activacid de Racl, i extraient el
repressor Kaiso de TCF-4.

Transcriptional Activation
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A partir d’aqui proposem un model d’activacié de la via de Wnt dependent del
correceptor LRP5/6. La regid extracel-lular del correceptor actuaria inhibint la
fosforilacié de la regid intracel-lular del mateix LRP5/6, juntament amb el que es
proposa en altres estudis [105]. Es requereix la unié del lligand Wnt3a perque Fz
s'uneixi a I"'LRP5/6 i en conseqliéncia la CKle s’activi i faciliti la formacid del
complex Fz-LRP-Dvl, que permetra la fosforilacié de I'LRP5/6 i I'activacié de la via
(Figura 83B). En canvi, quan es sobreexpressa el CA-LRP aquest s’uneix directament
a I'LRP endogen formant un agrupament lateral de receptors i promovent la
formacid d’'un gran complex amb Fz i Dvl-2 que no requereix del lligand Wnt.
L'LRP5/6 es fosforila en els motius PPSPxS sense que préviament es necessiti la
fosforilacié de Dvl-2 per la quinasa del complex p120-catenina-CK1€g, segurament
perque el CA-LRP ja agrupa el complex. Aixo permetria la formacié del signalosoma
gue reclutaria també I'Axina juntament amb la GSK-3 i la CK1d, necessaries per la
senyalitzacié de Wnt (Figura 83C).

Aquests resultats evidencien que la p120-catenina és essencial en la via de Wnt, i
mostren els diferents papers de p120-catenina en aquesta activacid. Per una banda
aquesta proteina esta associada a la quinasa CK1€ i promou el reclutament de Dvl-
2 a I'LRP5/6 i la formacido del complex del signalosoma. Aquest efecte no és
necessari quan s’activa la via amb el mutant CA-LRP, ja que aquest indueix
I’agrupament lateral de receptors LRP5/6 independentment de la unié del lligand
Whnt i sense requerir la fosforilacié previa de Dvl-2 per la CK1Ee.

Per altra banda, la fraccié de pl120-catenina alliberada de la cadherina és
necessaria en etapes posteriors de la via per |'activitat transcripcional del complex
[3-catenina/TCF-4. La p120-catenina és requerida per la translocacio al nucli de la B-
catenina i per la separacié del repressor Kaiso de TCF-4, tant si la via s’activa amb el
lligand Wnt com amb el CA-LRP (Figura 83D). Aquests efectes tardans, a més,
serien independents de la funcié de la quinasa CK1g, que regularia Unicament
I'activacié dels esdeveniments més inicials de la via de Wnt.

A part de la p120-catenina, la cadherina associada a I'LRP5/6, que pot ser I'E-
cadherina o I’'N-cadherina, també és necessaria per I'activacié de la via canodnica
(Figura 77). L'E-cadherina i I'N-cadherina difereixen en la seva localitzacio tissular
('E-cadherina s’expressa en cel-lules epitelials mentre que I’'N-cadherina s’expressa
en cel-lules mesenquimals i neuronals) i en les seves funcions dins de cada teixit
[203]. Tot i aixd ambdues proteines sén similars a nivell estructural i soén
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necessaries per l'activacido de la via de Wnt [31], [32]. A més, la seva similitud
estructural permet que la sobreexpressié de I'E-cadherina en cél-lules HEK293T
deplecionades d’N-cadherina rescati de nou I'estabilitzacié de [-catenina (Figura
76).

Els nostres resultats mostren que la cadherina és necessaria per la localitzacié del
correceptor a la membrana plasmatica (Figura 51 i 52). Com a conseqiiéncia
s’observa que la deplecié de la cadherina impedeix la formacié de I'agrupament
lateral de receptors i del signalosoma en cel-lules que expressen el mutant CA-LRP
(Figura 50). El mecanisme de com la cadherina regula la localitzacié de I'LRP5/6
encara no ha estat estudiat. Una possible explicacid seria que la cadherina impedis
I’endocitosi del receptor LRP5/6 a través de la unid directe amb aquest. Diferents
estudis del grup del Dr. Kikuchi demostren que el correceptor LRP s’endocita via
caveolina en l'activacid de la via de Wnt [109], [125], [126]. Aquests estudis també
demostren que la fosforilacié dels dominis PPSPxS de I'LRP5/6 i la internalitzacio
del correceptor sén esdeveniments independents i necessaris per I'acumulacié de
la B-catenina. Podria ser que la unié LRP-cadherina impedis I'associacié de la
caveolina a I'LRP5/6. Com a consequencia, I'LRP5/6 s’endocitaria via caveolina en
cél-lules deplecionades de cadherina, perdo en no estar LRP5/6 fosforilat, el
signalosoma no s’hauria format i no hi hauria senyalitzacié de Wnt.

3 El complex LRP5/6 s’internalitza dins de MVBs en Wnt

L'estabilitzacié de la [-catenina és el pas determinant de la via canonica de
senyalitzacid Wnt. Tal i com s’ha descrit a la Introduccio, s’"han proposat diferents
models per explicar com es trasllada I'activacié dels receptors Fz i LRP5/6 i la
formacié del signalosoma, en I'estabilitzacié de la [-catenina. Un dels models
suggereix que la B-catenina s’acumula al citosol després de que la GSK-3, la quinasa
que la fosforila, s’internalitza dins de cossos multivesiculars (MVBs) i aixi
s'impedeix la fosforilacié del seu substrat [3-catenina i la posterior degradacié de la
proteina (Figura 84 i [124]). Els nostres resultats concorden amb el model
presentat, i afegeixen que no només s’internalitza la GSK-3, siné que el receptor
LRP5/6, el Dvl-2, I’Axina i una part de la B-catenina també es localitzen dins dels
MVBs en estimular-se les cel-lules durant 4 hores amb Wnt3a o després de
transfectar-se amb el CA-LRP. Per altra banda ni les proteines de les unions
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adherents p120-catenina i cadherina; ni la E3 lligasa 3-TRCP s’internalitzen (Figura
43).

Plasma meambrana

destruction S
complex Early
endosome

o) . Multivesicular
wh endosome

Figura 84: Model d’activacié de la via canonica a través de la internalitzacié del
complex de Wnt dins de cossos multivesiculars (MVBs). La internalitzacié del complex
de Wnt (format per la GSK-3, I'LRP5/6, la B-catenina, Dvl-2 i Axina) dins de cossos
multivesiculars (en anglés multivesicular endosomes), causa I'estabilitzacié de la B-
catenina. Figura adaptada de [124].

La B-catenina que es troba als MVBs és la que és reconeguda per I'anticos que
detecta la proteina fosforilada per GSK-3 i que és marcada per la degradacid.
Aquesta [3-catenina segurament s’internalitza unida a I’Axina i prové del complex
de degradacid. En canvi, la B-activa (la que no esta fosforilada en els residus on ho
fa la GSK-3) no es troba dins dels MVBs (Figura 43). Aixi doncs, un cop
internalitzada la GSK-3, la B-catenina de nova sintesi s’acumula al citosol sense
poder ser fosforilada per la quinasa que esta present dins dels endosomes. En
canvi, la [B-catenina que ja estava unida a I’Axina al complex de degradacid,
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s’endocita juntament amb tot el complex. El fet de que la -catenina present dins
dels MVBs estigui fosforilada, suggereix que la quinasa GSK-3 de dins dels
endosomes manté la seva activitat quinasa, tal i com s’havia descrit previament
[124]. A més, 'observacié de que la B-TRCP que ubiquitina la B-catenina, no es
troba dins dels cossos multivesiculars, confirma el model proposat préeviament per
Li i col-laboradors. Aquest demostra que durant I'activacié de la via de Wnt la (3-
catenina es fosforila perd no es degrada degut a que la B-TRCP no s’uneix al
complex del receptor LRP5/6 [100].

La primera observacido de que els receptors de membrana es poden endocitar i
localitzar dins de MVBs, va ser a través de |'estudi de la internalitzacié del receptor
epidermal growth factor (EGFR) dins de MVBs [204] També s’ha descrit el mateix
mecanisme en receptors Tyr quinasa (RTKs) o en receptors associats a proteina G
(GPCRs). En tots aquests casos, la disminucid de la localitzacié del receptor a la
membrana concorda amb I'atenuacié de la senyalitzacié [183].

Tot i que l'endocitosi de proteines s’ha considerat tradicionalment com un
mecanisme per disminuir la senyalitzacié de diferents vies, hi ha treballs que
suggereixen que la localitzacié de receptors de membrana dins dels MVBs també
pot ser activadora de senyals.

Diferents estudis demostren que la via de Notch es controlaria a través de
I'endocitosi de la proteina. Diversos models s’han proposat per explicar el
requeriment de la localitzaci6 de Notch dins dels MVBs que permetria
I'alliberament de la regio intracel-lular de la proteina (NICD) i la translocacid
nuclear d’aquesta regié [205]. Un d’aquests models suggereix que la localitzacié de
Notch dins de MVBs, facilitaria la posterior degradacid lisosomal de la regio
extracel-lular i I'alliberament de NICD, que podria entrar al nucli i activar la
transcripcié genica. També s’han publicat evidencies que el segrest de I'inhibidor
d’NF-KB (IkB) dins de MVBs és necessari perque I’'NF-KB es transloqui al nucli i
pugui activar la transcripcié genica [206]. Els nostres resultats juntament amb els
de Taelman i col-laboradors concorden amb aquestes evidéncies i demostren que
la internalitzacid del correceptor LRP5/6 dins d’endosomes no inhibeix la
senyalitzacid, siné que promou I'activacié de Wnt [124].

Per visualitzar la GSK-3 i les altres proteines dins dels MVBs després de |'activacid
de Wnt, s’han realitzat experiments de Permeabilitzacio amb digitonina i assaig de
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proteccio de proteasa (veure Materials i Metodes), de la mateixa manera que
s’havia fet en l'article de Taelman i col-laboradors [124]. Paral-lelament, també
s’han utilitzat tecniques d’Immunofluorescéncia per mostrar que el complex
s’endocita dins d’endosomes activant la via tant amb el Iligand Wnt com amb el
CA-LRP, i utilitzant el marcador d’endosomes EEA1 (Figura 46). Préviament a
I'immunofluorescéncia les cel-lules s’han permeabilitzat amb digitonina per
visualitzar uUnicament les proteines contingudes dins dels endosomes (veure
Materials i Métodes). D’aquesta manera només s’observa la GSK-3 endocitada i es
pot demostrar que les estructures en forma de punts observades en
I'immunofluorescencia no sén degudes Unicament a ’lhomopolimeritzacié de Dvl-2
gue es produeix al citosol, com s’havia proposat en alguns treballs [207]-[209],
sind que les proteines realment es troben dins de vesicules endocitiques.

L’endocitosi de proteines dins dels endosomes tardans o MVBs, és el pas previ per
la localitzacido de les proteines dins del lisosoma, aixi que el complex format
s’hauria de degradar via lisosomal. Tot i aix0, es requereixen més experiments que
demostrin si les proteines es degraden realment, ja que amb els resultats
presentats en aquest treball no es pot concloure res. Tenint en compte que només
un 3-5% de la GSK-3 total esta associada al complex de degradacio de la 3-catenina
[210], és molt complicat observar si els nivells totals de la proteina GSK-3
disminueixen després de I'activacié de Wnt com a conseqliéncia de la degradacio
lisosomal.

Recentment, s’ha descrit que les proteines contingudes dins dels MVBs podrien
retornar a la membrana exterior d’aquests i secretar-se al citosol en un procés
anomenat com a back fusion [211], [212]. Podria ser que el complex LRP5/6-GSK-3
realitzés aquest procediment i d’aquesta manera les proteines no es degradarien,
sind que podrien retornar al citosol un cop hagués finalitzat la senyalitzacié de
Whnt.

La fosforilacio per GSK-3 és important en diferents vies de senyalitzacié a part de
Wnt, com en Hedgehog o BMP [213]. Aixi doncs, la compartimentacié de la quinasa
és important per regular aquestes vies de diferent manera. El model
d’internalitzacio de GSK-3 dins de MVBs explicaria perque la via de Wnt inhibeix
Unicament l'activitat de la porcié de GSK-3 associada al complex de degradacio,
qgue és la que s’internalitza dins d’endosomes. La GSK-3 que roman al citosol pot
seguir fosforilant efectors d’altres vies de senyalitzacio. Aquest model de
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compartimentacid també explicaria perque la via phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)-AKT regula la GSK-3 a través de la fosforilacid en serines de la quinasa
durant la senyalitzacié d’insulina, sense interferir en I"acumulacié de [B-catenina
promoguda per Wnt [88].

4 La dissociacio de la p120-catenina i la cadherina del
correceptor LRP5/6 és necessaria per la internalitzaci6 de
la GSK-3 via caveolina

La proteina p120-catenina es fosforila majoritariament en el seu domini regulador i
controla la unié amb diverses proteines. La fosforilacio en tirosines regula la seva
interaccid amb la proteina Rho [214] i controla I'associacié amb I'E-cadherina [37],
entre d’altres. La p120-catenina també es fosforila per la CK1a en dues serines (la
268 i la 289) després de I'estimulacié de Wnt [31]. Aquesta fosforilacié promou la
separacio del complex p120-catenina-cadherina, i permet que la p120-catenina
desenvolupi altres funcions relacionades amb I'activitat transcripcional de la [3-
catenina (Veure apartat 2 de la Discussio).

Sumat al fet de que la p120-catenina actua com a reguladora de la via de Wnt, s’ha
observat que aquesta es fosforila i es separa de la cadherina préviament a I'inici de
la internalitzacié de la GSK-3 en endosomes (Figura 44). Aixi doncs en aquest
treball s’ha estudiat la rellevancia de la dissociacié p120-catenina-cadherina en la
internalitzacié de la GSK-3.

Els resultats mostren que la separaciéo de la pl20-catenina de la cadherina és
necessaria per promoure la internalitzacié de la GSK-3 dins d’endosomes (Figura
53-56). S’han utilitzat dos mutants diferents de la p120-catenina que no es poden
fosforilar per CK1a i que per tant no es poden separar de la cadherina en Wnt: el
mutant puntual Ser268, 269Ala i la isoforma 4 de la p120-catenina que no conté les
serines fosforilables per la quinasa. En ambdds casos els resultats obtinguts son
similars, indicant que la inhibicid de la separacid pl120-catenina-cadherina
impedeix la internalitzacio del complex.

Tot i aix0, la capacitat per poder activar la via de Wnt difereix en cada mutant. El
mutant Ser268,269Ala s’uneix a la quinasa CK1g i s’activa la via després de
I'estimulacié6 amb medi condicionat, de la mateixa manera que succeix amb la
p120-catenina WT (Figura 59). En canvi, a la isoforma 4 de la p120-catenina li
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manca la regié reguladora per unir-se a la quinasa, i només es podra iniciar la
senyalitzacié a través de la sobreexpressié del mutant CA-LRP que no requereix de
la CK1e (Veure apartat 2 Discussid). Aquests mutants s’han utilitzat en cél-lules
deplecionades de p120-catenina que no poden activar els efectes inicials de la via
de Wnt [31], i que per tant, tampoc poden internalitzar la GSK-3 en tractar-se amb
medi condicionat Wnt3a (Figura 46-48).

La utilitzacié d’aquests dos mutants de la p120-catenina, ha elucidat que la
separacid pl20-catenina-cadherina és requerida també per una posterior
separacié cadherina-LRP5/6 (Figura 57, 58 i 60). Mitjancant un mutant de la
cadherina que impedeix la dissociaci6 del complex cadherina-LRP5/6, s’ha
demostrat que aquesta separacio és crucial per a la internalitzacié del complex dins
d’endosomes (Figura 67). A més a més, també s’ha descrit que la internalitzaci6 és
dependent de caveolina i que aquesta proteina s’associa a I'LRP5/6 després de la
separacio de la p120-catenina i la cadherina del correceptor (Figura 71 i 85).

A. E-cadherin@LRPS &

pl20-cat and E-:l-:lhrl:-\ e

phospharylation by Cla

Figura 85. La dissociacié de la p120-catenina i la cadherina del correceptor LRP5/6 és
necessaria per la internalitzacié de la GSK-3 via caveolina. (A) En cél-lules control, la
p120-catenina i la cadherina estan formant un complex amb I'LRP5/6. (B) Wnt promou
la formacié del signalosoma, i el reclutament de la quinasa CKla, entre d’altres
proteines. (C) La CK1a promou la dissociacié de la p120-catenina i la cadherina de
I'LRP5/6 i la uni6é de la caveolina a I'LRP5/6, que iniciara el procés d’endocitosi del
complex de Wnt.
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El mutant de la cadherina que bloqueja la separacié LRP5/6-cadherina, es va
realitzar a partir de la informacié obtinguda d’experiments realitzats al nostre
laboratori. S’havia demostrat que I'estimulacid de Wnt promou la separacié de
p120-catenina-cadherina i la dissociacié de la cadherina de I'LRP5/6, a través de la
fosforilacid per CK1a [32]. A més es va observar que la cadherina s’uneix a I'LRP5/6
per la regid C-terminal, i que ambdues proteines es dissocien després de la
fosforilacié in vitro per CK1 ([31] i Figura 61). Aixi doncs, es va realitzar un mutant
gue conté totes les serines de la regié terminal de la cadherina mutades a alanines
i gue no es separa de I'LRP5/6 després de la fosforilacid in vitro de la CK1 (Figura
63) o després de I'activacié de Wnt (Figura 65 i 66).

El fet de que I'LRP5/6 s’uneixi a I'extrem C-terminal de la cadherina, significa que
s’associa a la cadherina per un domini similar al de (3-catenina [20] tot i que LRP5/6
i la B-catenina no competeixen per la unié a la cadherina i es troben formant un
complex en cel-lules no activades per Wnt [31]. Experiments de cristal-litzacio
utilitzant la cadherina, la [B-catenina i el domini citoplasmatic de I'LRP5/6
permetrien elucidar com s’uneixen aquestes proteines realment, i si es necessita
també que la cadherina dimeritzi perquée es produeixi aquesta unio.

Tot i que els nostres resultats indiquen que la p120-catenina s’ha de separar de la
cadherina per permetre la posterior separacié cadherina-LRP5/6, no s’ha estudiat
el perque del requeriment de la dissociacié prévia de la catenina. Podria ser que la
unié p120-catenina-cadherina impedis I'accié de la CK1a sobre la cadherina i la
posterior separacié d’aquesta de I'LRP5/6. Tenint en compte que la p120-catenina
és una proteina acobladora de diferents quinases i fosfatases [53], una altra
hipotesi seria que alguna serina/treonina fosfatasa unida a la p120-catenina
defosforilés les serines préviament fosforilades per la CK1a.

Per altra banda, la internalitzacié de tot el complex depen de caveolina. Els nostres
resultats demostren que I'LRP5/6 s’uneix a caveolina després de 2 hores
d’estimulacio amb el lligand Wnt (Figura 70), temps necessari per observar la
dissociacié de la p120-catenina i la cadherina de I'LRP5/6 (Figura 18 i [32]). També
s’ha mostrat que aquesta separacidé és necessaria per la unié de la caveolina i que
aquesta proteina és requerida perquée es pugui internalitzar la GSK-3 i les altres
proteines del complex dins dels MVBs (Figura 68 i 71). Aquests experiments
concorden amb els publicats en altres treballs, on es mostra que I’associacio de la
caveolina amb I'LRP5/es produeix després d’1-3 hores de I'estimulacié amb el medi
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condicionat Wnt3a, i que és necessaria per I'estabilitzacié de la B-catenina [125],
[182].

Tots aquests resultats reforcen la hipotesi que s’ha discutit anteriorment, basada
en que la unié de la cadherina a I'LRP5/6 impedeix la connexid de la caveolina al
correceptor i la posterior endocitosi d’aquest. Tant les cel-lules deplecionades de
cadherina, com les que han estan activades per Wnt i per tant I'LRP5/6 no esta unit
a la cadherina, afavoririen I'endocitosi del correceptor via caveolina. La diferéncia
estaria en quée en el primer cas la via de Wnt no s’hauria activat i el correceptor
s’endocitaria no fosforilat i sense haver estat unit a tot el complex reclutat. En
canvi, les cél-lules activades per Wnt internalitzen I'LRP5/6 associat a tot el
complex dins d’endosomes, i la GSK-3 no pot fosforilar la 3-catenina. Aquest procés
d’endocitosi seria similar al que s’ha descrit per la cadherina, que queda protegida
de I'endocitosi via clatrina quan aquesta esta unida a la p120-catenina [13].

Diferents estudis que demostren que I'endocitosi de I'LRP5/6 via caveolina és un
pas necessari per I'activacié de la via de Wnt, també suggereixen com a model que
la unié LRP5/6-caveolina és necessaria pel reclutament d’Axina, tot i que no ho
demostren [125], [215]. En aquesta tesi s’ensenya que tot i que la caveolina és
necessaria per la internalitzacié de la GSK-3 i de tot el complex, aquesta no és
requerida per la fosforilacié de I'LRP5/6 als motius PPSPxS ni pel reclutament de
proteines com I’Axina o el Dvl-2 (Figura 69). La caveolina s’uneix a I'LRP5/6 quan el
complex ja esta format i en promou la internalitzacio (Figura 85).

5 Lainternalitzacio de la GSK-3 dins de MVBs és essencial per
I'acumulacio de B-catenina en Wnt, pero no és I'tinic procés
que regula els nivells d’aquesta proteina

Els mutants que impedeixen la total internalitzacié de la GSK-3 i de tot el complex
en MVBs s’han utilitzat per avaluar la contribucié d’aquest mecanisme en
I’estabilitzacio de la -catenina. Els experiments realitzats en cél-lules HEK293T i en
Hela activades amb el lligand Wnt o amb el CA-LRP, mostren que quan s’inhibeix la
internalitzacié de la GSK-3, la B-catenina s’acumula menys (Figures 72-77). Tot i
que es veu una clara disminucié de I'acumulacié de B-catenina, en la majoria dels
casos també s’observa que aquesta disminucid no és total, sind que és
aproximadament d’'un 50% (Figura 74 i 76B). L'excepcid s’obté quan s’usa la
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isoforma 4 de la p120-catenina en cel-lules activades amb el lligand Wnt, ja que tal
i com s’ha comentat anteriorment, aquesta isoforma no es pot unir a la quinasa
CK1g, i per tant la via no es pot activar.

Quan s'utilitzen cél-lules MEF KO de Caveolina per impedir la internalitzacio de la
GSK-3 s’observen els mateixos resultats. En activar la via de Wnt, la -catenina
s’estabilitza menys, tot i que els nivells d’aquesta proteina son superiors als
comparats amb la situacié control (Figura 79). Aquests resultats concorden amb els
publicats en un article de Yamamoto i col-laboradors, que descriuen que un
dominant negatiu de la proteina dinamina necessaria per I’endocitosi de la
caveolina, impedeix la total acumulacié de la [B-catenina en Wnt, tot i que
s’observa part d’aquesta proteina estabilitzada [125].

Tots aquests resultats demostren que la internalitzacié de la GSK-3 en MVBs és
essencial per I'estabilitzacié de la B-catenina, i que I'aillament d’aquesta quinasa
dins dels endosomes impedeix la degradacié de part de la -catenina. Aquests
experiments, perd, també suggereixen que hi ha un altre procés a part de la
internalitzacié de la quinasa GSK-3 que promou l'estabilitzacio de la B-catenina, i
que explicaria perqué no s’aboleix totalment I'acumulacié de la B-catenina en
inhibir la internalitzacid (discutit més avall).

Els mateixos mutants també s’han utilitzat per analitzar I’activitat transcripcional
de la B-catenina, a partir d’assajos d’activacié del TOP i d’activacio dels gens diana
de la via de Wnt. Els resultats observats han estat similars als obtinguts en analitzar
I'estabilitzacio de la [-catenina. La inhibici6 de la internalitzacié disminueix
I"activitat transcripcional de la B-catenina, perd aquesta no s'impedeix totalment
(Figura 80 i 81). En aquest cas, I'Us dels mutants de la p120-catenina no aporta
informacié sobre la contribucié del mecanisme de l'internalitzaciéd en I’activitat
transcripcional de la B-catenina. Aixo és degut a que aquests no es separen de la
cadherina i per tant impedeixen l'internalitzacié de la GSK-3, perd també eviten
I'activacié de Racl i la unié amb el repressor Kaiso que sén esdeveniments
necessaris per la formacié del complex transcripcional de la [-catenina (veure
apartat 2 de la Discussio).

L’article de Taelman i col-laboradors demostra que la inhibicié de proteines del
complex ESCRT necessari per la formacio de MVBs, impedeix I'activacié del TOP en
cel-lules estimulades amb Wnt [124]. A, més un altre grup també ha analitzat
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I’activitat transcripcional de la [3-catenina en cél-lules shRNA caveolina activades
amb Wnt, i han mostrat que aquesta activitat es redueix considerablement pero
sense abolir-se del tot [125]. Tots aquests resultats afegeixen més evidéncies a que
la internalitzacié de la GSK-3 és important per permetre 'activacio transcripcional
de la B-catenina, pero que no és I'inic procés que en regularia I'activitat.

En global, els nostres resultats mostren que la quinasa GSK-3 s’internalitza dins
dels MVBs, i expliquen en part 'acumulacié d’aquesta [3-catenina al citosol, en
concordanca amb el treball publicat de Taelman i col-legues [124]. A més, nosaltres
afegim dades novedoses que demostren que la internalitzacid de la GSK-3 es
produeix conjuntament amb tot el complex format al receptor LRP5/6 i que aquest
procés és dependent de la dissociacié de la p120-catenina i cadherina de I'LRP5/6.
En aquest treball també es demostra que aquesta endocitosi del complex és
dependent de caveolina, en correlacié amb els treballs publicats préviament sobre
I’endocitosi del correceptor LRP5/6 [109], [125].

Els resultats obtinguts també indiquen que la [3-catenina es comenga a estabilitzar
després d’1 hora d’estimulaci6 amb medi condicionat Wnt, quan encara no
s’observa GSK-3 internalitzada dins d’endosomes (Figura 44). Aquest fet sumat a
que la inhibicié de la internalitzacié de GSK-3 no aboleix del tot I'acumulacié de [3-
catenina al citosol, suggereix que aquest mecanisme d’internalitzacié dins
d’endosomes coexisteix amb un altre que també regula els nivells de [3-catenina, i
gue segurament s’inicia previament a I’endocitosi.

Diferents grups han proposat un model basat en que la fosforilacié del domini
intracel-lular de I'LRP5/6 inhibeix directament I’activitat de la GSK-3 quan aquesta
es recluta al complex [115], [122]. Aquesta associacid LRP5/6-GSK-3, pero, té una
afinitat baixa, i la inhibicié de la quinasa desapareix després de |'estimulacié de la
via durant 1-2 hores [88], probablement per |'efecte de la regulacid de les
fosfatases unides a I’Axina [91]. La inhibicio de la GSK-3 després de la formacié del
signalosoma podria explicar la rapida estabilitzacié de la 3-catenina que s’observa
després d’1 hora de Wnt.

Alguns estudis també plantegen que I'inhibidor Frat podria tenir un paper rellevant
en I'estabilitzacié de la B-catenina. S’ha descrit que la fosforilacié de Dvl-2 per CK1e
podria induir la unié de Frat amb Dvl-2 i bloquejar la degradacié de la 3-catenina, ja
gue aquest inhibidor actua desplagant la GSK-3 de I’Axina i inhibint la quinasa [87],
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[119], [216]. Aixi, la fosforilacio de Dvl-2 en els estadis més inicials de la via ja
facilitaria I’estabilizacié de la 3-catenina. Tot i aix0, el triple knockout dels tres gens
Frat produeix ratolins viables, suggerint que Frat és prescindible per a I'activacio de
la via [217].

A partir de totes les dades obtingudes en aquest treball, i del que s’ha descrit
préviament al laboratori (Figura 13), proposem un model de com s’estabilitza la 3-
catenina a partir de I’activacié dels receptors del senyal de Wnt (Figura 86).

L’estimulacié de Wnt3a promou I'associacio de tot el complex format per I'LRP5/6,
la cadherina, la pl20-catenina i la CKle amb el receptor Fz, que esta unit
directament a la PR61€. Aquesta fosfatasa defosforila i activa la CK1€ i es promou
el reclutament de Dvl-2 al complex de Fz-LRP5/6. L’Axina unida a GSK-3 i a CK1a
també es recluta com a conseqiiéncia de la fosforilacio de I'LRP5/6. A més, la
interaccid directa de la GSK-3 amb I'LRP5/6 inhibeix aquesta quinasa de forma
transitoria i es promou l'estabilitzacié de la [3-catenina (Figura 86B). La CKla
reclutada al complex fosforila la p120-catenina a les serines 268, 269, i tot seguit a
la cadherina, facilitant la separacié d’aquestes dues proteines del correceptor
(Figura 86C). LRP5/6 no unit a la cadherina s’endocita via caveolina dins dels MVBs,
conjuntament amb tot el complex reclutat. D’aquesta manera s’evita que la GSK-3
fosforili la B-catenina del citosol (Figura 86D). La p120-catenina alliberada de la
membrana afavoreix I'activacié transcripcional de la [-catenina, fomentant la
translocacié nuclear de la proteina a través de l'activacié de Racl, i extraient el
repressor Kaiso de TCF-4.

Tal i com s’indica a la Figura 86, la GSK-3 s’inhibiria directament per la unié de
I"'LRP5/6 facilitant I'estabilitzacié de la [-catenina, perdo per mantenir els nivells
elevats d’aquesta proteina al citosol seria necessaria la internalitzacié de la GSK-3
dins dels endosomes. A la mateixa figura també queda representat que la GSK-3
present dins dels MVBs estaria de nou activa i amb la capacitat de fosforilar la (3-
catenina reclutada dins de les vesicules endocitiques, tal i com ja s’havia plantejat
en altres estudis [100], [124].
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Figura 86: Model d’activacié de la via de Wnt i implicacié de les proteines de les
unions adherents. (A) En cel-lules no estimulades amb Wnt, la p120-catenina, la
cadherina i la CK1€ inactiva (marcada en lila) estan unides a I'LRP5/6. Els nivells de -
catenina al citosol es controlen pel complex de degradacié. (B) Wnt promou la
formacié del complex Fz, LRP5/6, Dvl-2, Axina, CK1la i GSK-3. La quinasa GSK-3
s’inhibeix (marcada en lila) a través de la unié directe amb I'LRP5/6 i la B-catenina es
pot estabilitzar. (C) La CK1a promou la dissociacié de la p120-catenina i la cadherina
de I'LRP5/6 i s’endocita tot el complex dins de MVBs (D) La GSK-3 no fosforila la [3-
catenina del citosol i aquesta s’estabilitza. Per altra banda, la p120-catenina dota la 3-
catenina d’activitat transcripcional.

Aixi doncs, suggerim que diferents mecanismes que descriuen |'estabilitzacio de la
[3-catenina poden succeir alhora. Hi hauria una activacid inicial de la via de Wnt que
comengaria a acumular la [-catenina, i una altra de més tardana o cronica que
allargaria la senyalitzacié de la via facilitant I'activacié de diferents processos
fisiologics. Per exemple, s’ha suggerit que I'activacié cronica de la via a través del
segrest de GSK-3 dins de MVBs seria necessaria per la diferenciacié de I'axis en el
desenvolupament de vertebrats [215]. Es possible que tal i com han comentat
altres autors, I'activacié d’una senyalitzacid més inicial o més cronica de la via
depengui de I'extensid d’aquest senyal i de determinats elements de la via, com
per exemple de la quantitat de receptors presents a la cel-lula [124], [207].

Tot i aixo, els diversos models que s'han plantejat en aquest treball no expliquen
perqué els nivells de [-catenina no s’acumulen indefinidament al llarg de la
senyalitzaciéo de Wnt. Esta ampliament establert que la [3-catenina s’acumula al
citosol en activar-se la via i que a partir d’unes 4-6 hores d’estimulacié per Wnt
aquesta no segueix augmentant els seus nivells ([100], [218] i Figura 44). En canvi,
el nostre model proposat es basa en la inhibicié de la fosforilacié de la B-catenina
sintetitzada de novo ja que la quinasa GSK-3 no és accessible al seu substrat. Degut
a que s’ha publicat que la sintesi de [-catenina no varia al llarg de I'estimulacio6 de
Wnt [218], [219], els nivells d’aquesta proteina haurien de seguir augmentant. A
més, s’ha descrit que la mateixa [3-catenina realitza un procés de feed-back positiu
incrementant la senyalitzacio, fet que acumularia més [3-catenina al citosol [124].

Recentment, s’ha publicat un article a partir de models matematics i basats en
diferents experiments bioquimics. Els autors conclouen que la via de Wnt requereix
que s’inhibeixi la fosforilacio de la 3-catenina, pero que aquesta inhibicié ha de ser
parcial per tal de que els nivells d’aquesta proteina no augmentin indefinidament
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[218]. Aixi, mostren que l'activacid del senyal Wnt disminueix la fosforilacid i
ubiquitinacié de la B-catenina en els estadis inicials de la via, pero que aquests
processos es recuperen a partir de dues hores d’estimulaciéo amb Wnt3a, suggerint
que part de la GSK-3 ha de ser accessible a la 3-catenina per a poder-la fosforilar.
S’han de realitzar més estudis per demostrar el que succeeix realment, pero una
hipotesi seria que el complex un cop internalitzat dins dels MVBs realitzés el procés
de back fusion [211] i pogués retornar al citosol durant I’activacié de la via de Wnt.
D’aquesta manera, amb Wnt actiu hi hauria part de la GSK-3 separada de la (3-
catenina, perd una altra part la podria anar fosforilant, tot contribuint al
manteniment dels nivells estables de [3-catenina.
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CONCLUSIONS

La PP2A PR61¢€ esta unida a Fz en la situacidé control, i s'associa al complex
LRP5/6-p120-catenina-CK1€ en Wnt. La fosfatasa defosforila i activa la CK1¢g
que facilita el reclutament de Dvl-2 als receptors Fz-LRP5/6.

El mutant constitutivament actiu CA-LRP diferencia els efectes inicials i
tardans de la p120-catenina en la ruta Wnt.

L’activacié de la via de Wnt promou la internalitzacié de GSK-3 i de tot el
complex del signalosoma dins de MVBs. Aquesta internalitzacié depen de
caveolina i de la dissociaciéo prévia de pl120-catenina i de cadherina del
correceptor LRP5/6.

La inhibicié de la internalitzacié de la GSK-3 disminueix I'acumulacié de 3-
catenina induida per Wnt.
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1 Cultius Cel-lulars

1.1 Linies cel-lulars eucariotes

1.1.1 Linies cel-lulars utilitzades

En aquest treball s’han utilitzat les seglients linies cel-lulars com a model pels

experiments:

Linia Procedéncia Caracteristiques
HEK 293-T Cél-lules embrionaries de ¢ Fenotip epitelial
ronyé humanes * Expressen N-cadherina
* Transformades amb
adenovirus 5
SW-480 Adenocarcinoma de colon ¢ Fenotip epitelial
huma * Tenen la proteina APC
mutada
* Presenten nivells de -
catenina  elevats al
citosol
Hela Carcinoma cervical huma ¢ Fenotip epitelial
e Expressen E-cadherina
MEF Fibroblasts embrionaris de ¢ Fenotip fibroblastic
ratoli * Expressen N-cadherina
MEF KO Caveolin Fibroblasts embrionaris de e Cedit pel Dr. Albert Pol
ratoli (Universitat de
Barcelona)

Cél-lules L

Teixit connectiu subcutani de
ratoli.

Fenotip fibroblastic
Deriven de la |linia
cel-lular L-M(TK)

Ceél-lules L-Wnt3a

Teixit connectiu subcutani de
ratoli.

Clons estables i seleccionats on

s’ha

integrat un

plasmidi

codificant pel factor Wnt3a.

mMSC
(Cultiu primari)

MSC de medul-la ossia de
ratoli.

Fenotip mesenquimal
Poden diferenciar a
adipocits, condrocits o a
osteoblasts.

Taula 1: Enumeracio i caracteristiques de les linies cel-lulars utilitzades.
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1.1.2 Manteniment, recompte i congelacio de cel-lules

Les diferents linies cel-lulars es mantenen amb Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (D-MEM, Invitrogen) suplementat amb 10% de serum de fetus bovi (FBS,
GIBCO), 4,5 g/l de Piruvat sodic (Life Technologies), 2mM Glutamina, 56 U/ml
Penicil-lina, 56 g/l Estreptomicina, i amb aminoacids no essencials (Life
Technologies). Les cél-lules es mantenen a 372C amb 5% de CO,.

Les cél-lules creixen en flascons de plastic tractat, i quan arriben a confluéncia es
renten amb PBS i posteriorment es tracten amb tripsina 0,5% (Life Technologies)
per sembrar-les en nous flascons (per manteniment) o en plaques (per
experiments).

Per determinar el nombre de cel-lules presents en un flascé s’utilitza un microscopi
optic i una camera de Neubauer. l'adicié de Trypan Blue (Sigma) a la barreja
permet controlar, a més, la integritat i la supervivencia cel-lular.

Les cel-lules es conserven en nitrogen liquid amb un 10% de DMSO, com a
crioprotector. El procés de congelat es fa de manera progressiva.

1.1.3 Obtencio de medi condicionat amb Wnt3a

El medi condicionat amb Wnt3a, aixi com el seu control, s’obté de les cel-lules L-
Wnt3a i de les cel-lules L parentals. EIl manteniment de les linies cel-lulars es
realitza en condicions normals i afegint seleccié de G418 en les cel-lules L-Wnt3a.

Per obtenir el medi condicionat, es sembren cel-lules L i cél-lules L-Wnt3a en dos
flascons diferents que contenen medi normal sense cap antibiotic de seleccié. Al
cap de 4 i 7 dies es recull el medi sobrenedant dels flascons i es centrifuga per
eliminar les cél-lules L o L-Wnt3a que puguin estar presents en el medi. Aquest
medi es guarda a 42C durant un maxim d’un mes.

1.1.4 Tractaments cel-lulars

En aquest treball, s’han aplicat diferents tractaments a les cél-lules segons
I’experiment a realitzar:

e Tractament amb medi condicionat Wnt3a: Les cel-lules es tracten amb el

medi condicionat que conté el lligand Wnt3a per tal d’activar la via
canonica de Wnt. La durada d’aquest tractament varia entre 5 minuts i 24
hores i s’especifica en cada experiment.
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e Tractament amb MG132 (Inhibidor del proteosoma): Les cél-lules es tracten

amb I’'MG132 per inhibir el proteosoma, i per tant, per inhibir la degradacié
de totes les proteines que es degraden per aquesta via. S'utilitza a una
concentracio de 10 uM i la durada varia entre 3 i 5 hores i s’especifica en
cada experiment.

e Tractament amb acid Okadaic: Les cél-lules es tracten amb acid okadaic per

inhibir inicament la fosfatasa PP2A a la concentracié de 10 nM utilitzada.
La durada del tractament varia segons I'experiment realitzat.

1.2 Cultiu bacteria

1.2.1 Soques bacterianes utilitzades

En aquest treball s’han utilitzat dues soques bacterianes diferents, depenent de la
seva aplicacié posterior. La soca d’ Escherichia coli DH50 s’ha utilitzat per
transformar plasmidis dels quals es volia obtenir DNA. En canvi, la soca
d’Escherichia coli BL21 DE3 RIL s’ha utilitzat per obtenir proteina recombinant amb
alta eficiencia. Les soques de BL21 s’han de mantenir en cloramfenicol per
conservar els plasmidis que contenen.

1.2.2 Medi de cultiu bacteria

Les diferents soques bacterianes creixen en medi Luria Broth (LB), un medi ric, en
forma liquida o solida (LB i LB-Agar respectivament). El medi s’esterilitza en un
autoclau durant 20 minuts a 1202C. Per a la seleccio dels bacteris s’afegeixen
diferents antibiotics al medi segons la resisténcia del plasmidi transformat i a la
seglient concentracié: Ampicil-ina a 150 mg/l, Kanamicina a 30 mg/l i
cloramfenicol a 50 mg/I.

El cultiu bacteria es fa créixer a 372C i en agitacié de 200 rpm en el cas del medi
liquid. Les colonies s’emmagatzemen a 42C durant setmanes per les que estan en
medi solid, i a -802C i complementat amb glicerol al 15% durant anys per les
colonies crescudes en medi liquid.
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2 DMetodes d’obtencio, manipulacio i analisis del DNA

2.1 Transformacio i extraccio del DNA plasmidic

Per transformar DNA dins d’E.Coli, s’utilitzen les soques d’Ultracompetents d’E.Coli
(Inove Methods). Aliquotes d’Ultracompetents es guarden a -80°2C, i es
descongelen en gel. S’utilitzaran 100ul d’aquestes competents per un maxim de
10ul de DNA (5-50ng). La barreja s’incuba durant 60 segons en gel, i tot seguit es
realitza un xoc téermic de 90 segons a una temperatura de 42°C. Tot seguit,
s’incuben les cél-lules durant 5 minuts en gel, s’afegeixen 900ul d’LB, i s’incuba 1h
a 379C/220 rpm. Finalment les cél-lules es sembren en plaques de LB-agar +
I’antibiotic que li confereix la resisténcia al plasmidi.

Per aillar DNA plasmidic a partir d’'un cultiu saturat de bacteris s’utilitzen els kits
comercials Wizard Plus SV Minipreps (Promega) o Maxipreps (Qiagen).

2.2 Modificacio del DNA

2.2.1 Per subclonatge

Per poder modificar el DNA i obtenir nous plasmidis a partir de diferents vectors i
inserts, s’ha seguit el seglient esquema general:

2.2.1.1. Obtencio de I'insert i del vector linealitzat
2.2.1.2. Purificacié de bandes en gel d’agarosa
2.2.1.3. Desfosforilacié del vector

2.2.1.4. Lligacid

2.2.1.1 Obtencio de l'insert i del vector linealitzat

Per obtenir un determinat insert i vector linealitzat per dur a terme la clonacié,
s’han digerit els plasmidis amb enzims de restriccié per tal d’alliberar I'insert i
linealitzar el vector necessari. Els enzims i reactius que s’han utilitzat sén de New
England Biolabs, i la quantitat de DNA usada ha estat d’'uns 2ug en un volum final
de 50pl.

En determinades clonacions, s’ha utilitzat primer la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR) per extreure fragments de DNA dels plasmidis i per afegir dianes
necessaries per la posterior digestio amb enzims de restriccid. La PCR s’ha realitzat
en un volum final de 50ul partint d’uns 100ng de DNA. S’ha utilitzat 1 unitat de la
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Tag polymerase (NE Biolabs), oligonucleotids encebadors a una concentracié de
0,2uM i els desoxiribonucleotids trifosfat (ANTPS; Invitrogen) a una concentracio
0,3uM. Els cicles d’oscil-lacid6 de temperatura utilitzats en el termociclador han
estat els seguents:

1. 2 minutsa952C
15 segons a 952C

3. 30 segons b50-55°C, la temperatura dependra dels oligonucleotids
encebadors utilitzats.

4. 1 minut per kb a 682C

(Els passos 2, 3 i 4 es repeteixen 30 cicles per aconseguir I'amplificacio
exponencial del fragment).

5. 2 minuts a 68¢C

2.2.1.2 Purificacio de bandes en gel d’agarosa

Els fragments de DNA obtinguts d’una digestid son separats electroforeticament
utilitzant un gel d’agarosa. Per aillar el fragment d’interes es talla la banda i es
purifica utilitzant el kit GFX-PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham),
seguint el protocol de purificacié del DNA a partir de bandes en gels d’agarosa.

2.2.1.3 Desfosforilacio dels vectors

La desfosforilacié dels vectors es realitza per evitar la relligacié del vector sobre si
mateix. S’afegeix 0,5 unitats de fosfatasa alcalina intestinal bovina (calf intestinal
phosphatase, CIP) (New England Biolabs) per cada pig de DNA de vector, juntament
amb el tampd adequat proporcionat per la casa comercial. S'incuba a 372C durant
60 minuts, i finalment es purifica utilitzant el kit GFX-PCR DNA and Gel Band
Purification (Amersham), seguint el protocol de purificaci6 de DNA a partir d’una
solucio.

2.2.1.4 Lligacio

S'utilitza el vector linealitzat, desfosforilat i digerit amb enzims de restriccid
compatibles amb els utilitzats en el cas de l'insert. Es barreja una relacié molar de
3:1 insert:vector en un medi que conté tampo de lligacidé i 1 unitat de T4-DNA
Ligase (Roche). Finalment s’incuba durant 16h a 162C. El producte resultant de la
lligacid es transformara tal i com esta explicat a I'apartat 2.1.
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2.2.2 A partir de mutagenesis dirigida

En aquest procés s’utilitzen dos oligonucleotids complementaris que anellen en la
regid on es vol introduir la mutacio. Aquests oligonucleotids ja contenen la mutacio
desitjada per tal de que quedi incorporada als nous fragments que es produiran
per PCR. L’esquema que es segueix és el seglient:

e Es duu a terme una PCR utilitzant el plasmidi que es vol mutar i els
oligonucleotids especifics per realitzar la mutacié puntual. La PCR es realitza
en un volum final de 50 pl partint d’'uns 100ng de DNA, 1 unitat de la
polimerasa Platinium® PfxDNA Polymerase (Invitrogen), els oligonucleotids
encebadors a una concentracio de 0,2uM i els desoxiribonucleotids trifosfat
(dNTPS; Invitrogen) a una concentracié 0,3uM. Els cicles d’oscil-lacié de
temperatura que s’utilitzen en el termociclador sén els mateixos que els
qgue s’especifiquen a 'apartat 2.2.1.1.

e S'obté com a producte de la PCR noves cadenes circulars de DNA amb la
mutacid ja incorporada. Tot seguit s’afegeix en el tub Dpnl (New England
Biolabs), un enzim que digereix i talla exclusivament les cadenes metilades
procedents de cultiu de bacteris, sense reconeixer les noves cadenes de
DNA generades per PCR.

e Es transformen els nous plasmidis obtinguts per PCR en ceél-lules
competents.

2.3 Tecniques d’analisis del DNA

2.3.1 Analisis en gels d’agarosa

Per analitzar i identificar els diferents fragments de DNA s’utilitzen gels d’agarosa
en condicions no desnaturalitzants. Per preparar els gels d’agarosa s’utilitzen
diferents concentracions d’agarosa 0,5-1,5%, depenent de la mida dels fragments
gue es volen analitzar. El tampd TAE s’utilitza com a tampd per la electroforesi i
s’utilitza la tincié per Bromur d’Etidi (BrEt, Sigma) per la detecciéo de bandes del
DNA (a una concentracié de 5ug/ml en el gel d’agarosa). Com a marcador de pes
molecular conegut s’utilitza e/ DNA 1kb Ladder (New England Biolabs).

2.3.2 Seqiienciaci6 del DNA

Per poder seqlienciar el DNA, s’han enviat les mostres al Servei de Genomica de la
UAB, que realitzen una seqlienciacié automatica de DNA desenvolupada per
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Applied biosystems i utilitzant la metodologia de Sanger amb una polimerasa

termostable que permet una reaccié de seqiienciacio ciclica.

2.4 Descripcio dels vectors i de les construccions de DNA utilitzades

2.4.1 Vectors utilitzats

Vector

Caracteristiques

PGEX-6P (Amersham)

S’expressa en procariotes

S'utilitza per I'expressié de proteines recombinants en tres
pautes de lectura

El producte s’expressa com a proteina de fusié amb GST
(Glutatio-S-Transferasa)

Conté el promotor Tac que s’indueix quimicament amb IPTG
Té resisténcia a Ampicil-lina

Conté un lloc de reconeixement per la proteasa PreScission
protease (PSP) per poder tallar entre la GST i la proteina
d’interes.

phrGFP.N1 e S’expressa en eucariotes

(Stratagene) * El producte s’expressa com a proteina de fusié amb hrGFP.
e Té resisténcia a ampicil-lina

pEGFP-C1 e S’expressa en eucariotes

(Addgene) e El producte s’expressa com a proteina de fusié amb GFP,

que es troba en N-terminal

e Té resisténcia a kanamicina i a neomicina

pBATEM2 e S’expressa en eucariotes

(cedit pel Dr. Héctor
Palmer)

Conté cDNA de I'E-cadherina de ratoli
Té resisténcia a ampicil-lina

pLKO (Sigma)

S’expressa en eucariotes

Expressa shRNAs per tal de disminuir els nivells d’una
proteina endogena contra la qual s’han dissenyat els
shRNAs

Té resisténcia a ampicil-lina i a puromicina

pCS2 (cedit pel Dr.
Jing Yang)

S’expressa en eucariotes

El producte es pot expressar amb o sense Tag Flag, segons
la variant de vector utilitzada.

Té resisténcia a ampicil-lina

Taula 2: Vectors utilitzats
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2.4.2 Construccions de DNA utilitzades

Construccio

| Obtencié

pGEX-6P

PGEX-6P3 CytoE-cadherina
(aminoacids 732-883)

Extret del vector PSM-2 (que conté E-cadherina
humana) per PCR incorporant dianes BamHI/EcoRlI i
clonat dins de pGEX-6P3 obert amb BamHI/EcoRlI.

PGEX-6P3 CytoE-cadherina Ser-Ala
(aminoacids 732-883)

Obtingut a partir de la sintesis de DNA (Genscript)
del fragment citosolic (732-883) mutant les serines a
alanines marcades en la Figura 62 de Resultats i
incorporant dianes BamHI/EcoRIl. Clonat dins de
pPGEX-6P3 obert amb BamHI/EcoRlI.

PGEX-6P1 Cyto-LRP56
(aminoacids 732-883)

Extret del plasmidi LRP6-pCDNA3 (cedit pel Dr.J.M.
Gonzalez-Sancho) per PCR utilitzant els seglients
oligonucleotids encebadors: 5'-
GCGGATCCCATAATGTGGATTGCAGTG
ACAAGTCAGATGAACTGGATT-3’ i 5'-
GCGCGTCGAGGCC GCTCTCAGGAGCACACAGAA-3'.
Es van incorporar dianes BamHI/Sall i es va clonar
dins de pGEX-6P1 obert amb BamHI/Sall.

pPGEX-6P1 p120-catenina
(aminoacids 1-911)

Extret de p120-catenina (1-911)-pCDNA3 per
digesti6 amb EcoRI/Notl i clonat dins del vector
PGEX-6P1 obert amb els mateixos enzims.

pPGEX-6P1 PR61€E

Cedit pel Dr. Jing Yang

phrGFP.N1

phrGFP.N1 p120-catenina (1-911)

Extret de pl120-catenina (1-911)-pGEX per PCR
incorporant dianes EcoRl/Sacll i clonat dins de
phrGFP.N1 obert amb EcoRI/Sacll.

phrGFP.N1 p120-catenina (1-911)
(268-269A)

Extret de pl120-catenina (1-911) S268-269A-pGEX
per PCR incorporant dianes EcoRI/Sacll i clonat dins
de phrGFP.N1 obert amb EcoRI/Sacll.

phrGFP.N1 p120-catenina (350-911)

Extret de p120-catenina (350-911)- pGEX per PCR
incorporant dianes EcoRl/Sacll i clonat dins de
phrGFP.N1 obert amb EcoRI/Sacll.

pEGFP-C1

PEGFP-C1 CytoE-cadherina
(aminoacids 732-883)

Cedit pel Dr. Héector Palmer

PEGFP-C1 CytoE-cadherina
ACTerm

Cedit pel Dr. Héector Palmer

pBATEM2

E-cadherina

Cedit pel Dr. Héector Palmer

E-cadherina Ser-Ala

Obtingut a partir de la sintesis de DNA (Genscript)
del fragment citosolic (732-883) mutant les serines a
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alanines marcades en la Figura 62 de Resultats i
incorporant dianes BstEll/Kpnl. Clonat dins de
pPBATEM2-E-cadherina obert amb BstEll/Kpnl.

pLKO

pLKO shRNA-non target SIGMA

pLKO shRNA-p120 catenin SIGMA

pLKO shRNA-CK1e SIGMA

pLKO shRNA-N-cadherin SIGMA

pLKO shRNA-E-cadherin SIGMA

pLKO shRNA-CKla SIGMA

pLKO shRNA-PP2A catalytic SIGMA

pLKO shRNA-PR61a SIGMA

pLKO shRNA-PR61f SIGMA

pLKO shRNA-PR61¢ SIGMA

pCS2

pCS2-PR61¢g Cedit pel Dr. Jing Yang

pCS2-flag+GFP-CALRP Cedit pel Dr. Akira Kikuchi

Taula 3: Construccions de DNA utilitzades en el projecte

3 Metodes d’expressio i purificacio de proteines

3.1 Expressio i purificaci6 de proteines recombinants en
procariotes

Les proteines de fusi®6 amb GST s’expressen en E. Coli i es purifiguen per
cromatografia d’afinitat utilitzant resina de Glutatio-Sefarosa.

Inicialment es fa créixer un cultiu de I'stock de bacteris que conté la proteina
desitjada durant tota la nit a 372C i en LB-ampicil-lina. El dia seglient el cultiu es
dilueix 100 vegades i es deixa créixer a 372C fins a assolir la fase exponencial de
creixement (Absorbancia de 0,6 a 600nm de longitud d’ona) en el que s’induira
I'expressié de proteines mitjangant I'addici6 de 0,1mM d’'IPTG (isopropil B-D-
tiogalactosid). Després de 2 hores d’induccid es centrifuguen les cél-lules a 8000
rom durant 10 minuts i a una temperatura de 4°C.

Depenent de la solubilitat de la proteina, es lisen les proteines de dues maneres
diferents:
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1. Proteines solubles: El pellet es resuspen en PBS, es sonica 5 vegades en

periodes alternats de sonicacidé/repos de 30 segons, i s’hi afegeix Tritd X-
100 (Sigma) a una concentracid final de I'1%. El cultiu es deixa agitant
durant 30 minuts a 42C i es centrifuga a 10000 rpm durant 10 minuts a 42C.

2. Proteines poc solubles: El pellet es resuspén en tampd STE + 0,1ug/ml

lisozima i es deixa reposar durant 15 minuts a 42C. S’afegeix Sarcozyl a I'1%
de concentracio final i es vorteja durant 1 minut. A continuacio el cultiu es
sonica 5 vegades en periodes alternats de sonicacio/repos de 30 segons,
s’hi afegeix Tritd X-100 (Sigma) a una concentracié final de I'1% i es
centrifuga a 10000 rpm durant 20 minuts a 42C. Es descarta el pellet,
s’afegeix un 2% més de Tritd X-100 i es vorteja 2 minuts més.

S’afegeix un volum 1:100 de resina Glutatione-Sepharose-4B (Pharmacia) al
sobrenedant, es deixa el cultiu agitant durant 1 hora amb la resina i es realitzen 3
rentats amb PBS (la resina es centrifuga durant 1 minut a 1000 rpm i a 42C). Segons
si la proteina es vol obtenir unida o tallada de la GST, es procedeix de dues
maneres diferents:

1. Proteina unida a GST: la resina s’incuba amb tampd d’elucié de glutatio
(glutation elution buffer, GEB) durant 1 hora a 42C. La GST se separa del
glutatid unit a la resina. Per eliminar tot el glutatio del medi, el sobrenedant

es posa en un sac de dialisi i es dialitza durant 20 hores a 42C.

2. Proteina sense GST: la resina s’incuba amb el tampd de tall de la PreScission

Protease (PSP) (Amersham-Pharmacia). S’afegeix una unitat de PSP per
cada 50 pg de proteina de fusié i es manté la barreja agitant durant 16
hores a 42C.

Es recull el sobrenedant i es congela en aliquotes a -202C. Per quantificar la
proteina i valorar-ne la seva puresa, s'utilitza I'electroforesi de gels de
poliacrilamida i la posterior tincid utilitzant Comassie Blue (Sigma).
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3.2 Expressio de proteines en linies cel-lulars eucariotes

3.2.1 Transfeccio transitoria

Es sembren les cel-lules en plagues de diferent mida segons I'experiment que s’ha
de realitzar i es deixa que les cel-lules s’adhereixin durant 8-24 hores fins que
arriben a una confluéencia del 40-80% i poden ser transfectades.

Per a realitzar la transfeccio s’utilitza PEI (Polyethilamine, Polysciences, Inc.), medi
D-MEM sense antibiotics ni serum i DNA de la proteina que es vol transfectar. La
qguantitat de DNA que s’utilitza per transfectar depéen de la mida de les plaques on
les cel-lules estan sembrades:

Diametre placa Superficie placa DNA
10 cm 60 cm® 12 g
60 mm 20 cm? 3-4 ug
6 pous 10 cm? 2 ug

Taula 4: Quantitat de DNA transfectada segons la mida de la placa

El DNA i 100ul de DMEM per cada pug de DNA transfectat es barregen en un tub.
S’afegeixen a la mescla 10ul de PEIl per cada pg de DNA i es vorteja durant 15
segons. Es deixa reposar la barreja a temperatura ambient durant 20 minuts i
s’afegeix a la placa de cel-lules. De 6-12 hores després de la transfeccid es canvia el
medi per evitar la toxicitat del PEIl. S’utilitzaran les cel-lules després de 24-72 hores
de la transfeccid, segons el plasmidi utilitzat i I’experiment que s’hagi de realitzar.

3.2.2 Transfecci6 estable (Infeccid lentiviral)

Les cel-lules HEK293T es sembren en flascons T-75 a una confluencia del 80-90% en
D-MEM 10% FBS, i es deixen durant 6 hores perqué s’adhereixin a la placa. (La
transfeccid és més eficient si les cél-lules estan sembrades poques hores abans de
la transfeccid). La barreja que es prepara per a cada flasco és la seglient:

- 2,5ug plasmid empaquetador PRSV-REV (Addgene)

- 7,5ug plasmid empaquetador pMDLg/pRRE (Addgene)
- 2,5ug plasmid “Envelope” PCMV-VSVG (Addgene)

- 12,5ug Vector d’interes pLKO (Sigma)
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Les cel-lules es transfecten amb PEIl (tal i com s’explica anteriorment) en una
campana de flux laminar i es deixen 24 hores a 372C i a 5% de CO, i en un
incubador apte per infeccié amb lentivirus. El dia seglient es canvia el medi de les
cel-lules i se n’afegeix 7 ml. Paral-lelament, es sembra la linia cel-lular que es voldra
infectar en flascons T-75 i a una confluéncia del 50%. 24 hores després es recull el
medi de les HEK293T (que contindra els lentivirus), es filtra per eliminar les cel-lules
dels virus (diametre del porus de 0,45um), i s’hi afegeix Polybrene (Sigma) per
afavorir I'entrada dels virus dins les cél-lules. Finalment s’afegeix aquest medi als
flascons de les cel-lules que es volen infectar. El mateix procés es repeteix 24 hores
més tard, eliminant les cel-lules HEK293T productores de virus amb lleixiu. 24 hores
després, es canvia el medi de les cél-lules infectades amb medi fresc i contenint
puromicina a una concentracié de 2ug/ml per seleccionar les cel-lules que han
estat infectades.

Una setmana després es fara un Western Blot per comprovar que les cel-lules
expressen la construccid infectada, i en cas afirmatiu, es podran utilitzar per
realitzar els experiments. Les cel-lules es mantindran amb medi que conté
puromicina a una concentracié d’1ug/ml.

4 Tecniques per al’estudi de proteines

4.1 Electroforesii Western Blot

Per tal d’analitzar els resultats obtinguts en els experiments, s’utilitza
I’electroforesi en gels de poliacrilamida i SDS. S'usen gels d’1,5mm de gruix i d’'un
percentatge d’acrilamida que varia entre el 8-12% amb el sistema Mini-Protean
lll/Tetra (Bio-Rad). Abans de carregar les mostres al gel se’ls hi afegeix tampod de
carrega i es bullen durant 5 minuts. Els gels corren a un voltatge compreés entre els
100-200V en tampo Tris-Glicina-SDS (TGS 10x, Bio-Rad). El marcador de pes
molecular utilitzat és el Precission Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad).

Per visualitzar directament les mostres en el gel després de I'electroforesi, es fa
una tincidé d’aquest submergint-lo durant 30 minuts en una solucié de Comassie
Brillant Blue en agitacié. Posteriorment es fan rentats del gel amb el tampé de
destenyir, i finalment s’hi afegeix aigua.
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Per visualitzar les proteines en una membrana mitjancant electrotransferencia del
gel i immunodeteccio, es realitza un Western Blot. Després de I'electroforesi, les
proteines es transfereixen a un filtre de PVDF (Immobilion-P Transfer Membrane
0,45uM; Millipore) en una camera de transferencia humida (Bio-Rad) a 100V
durant 70 minuts en tampd de transferéncia. La membrana de PVDF es bloqueja
amb 1% BSA en TTBS durant una hora a temperatura ambient. A continuacio
s'incuba la membrana amb I'anticos primari requerit diluit en 0,1% BSA-TTBS i a
una dilucio especificada pel fabricant, durant 2 hores a temperatura ambient o
durant 16 hores a 42°C.

Els anticossos primaris utilitzats en aquest treball sén els seglients:

Anticos primari Organisme | Epitop Dilucié Casa Comercial

CKla Goat C-terminal 1/500 Santa Cruz

CKle Mouse 248-414 1/2000 BD Transduction
Labs

CK1Y Rabbit 170-393 1/1000 Abcam

Dvl-2 Rabbit 623-697 1/500 Santa Cruz

Axina-1 Goat 210-410 1/1000 R/D Systems

Frizzled Rabbit 301-400 1/500 Santa Cruz

E-cadherina Mouse 735-883 1/1000 BD Transduction
Labs

N-cadherina Mouse C-terminal 1/1000 BD Transduction
Labs

GST Goat - 1/5000 Amersham

Lamina B1 Rabbit 400-500 1/1000 Abcam

Piruvat quinasa Goat - 1/2000 Sigma

Kaiso Mouse 103-584 1/1000 Upstate/Abcam

LRP5/6 Rabbit 1314-1613 1/1000 Santa Cruz

pLRP5/6 Thr1479 | Rabbit pThr 1479 1/500 Abnova

pLRP5/6 Ser1490 Rabbit PSer1490 1/500 Cell Signalling

p120-catenina Mouse 326-632 1/1000 BD Transduction
Labs

p120-catenina- Mouse pS268 1/500 Santa Cruz

pS268

B-actina Mouse N-terminal 1/10000 | Sigma

B-catenina Mouse 696-750 1/1000 BD Transduction
Labs

Active B-catenina | Mouse Ser33,37,Thr4l 1/500 Millipore

No-P
P-beta-catenin Rabbit pSer33,37,Thr4l 1/500 Cell Signalling
GSK-3p8 Mouse 1-160 1/2000 BD Transduction
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GSK-3a/B Mouse 1-420 Santa Cruz

B-TRCP Rabbit - 1/1000 Santa Cruz

EAA1 Mouse 3-281 1/500 BD Transduction
Labs

Caveolina Rabbit 1-178 1/1000 BD Transduction
Labs

PP2A Sub. | Mouse 295-309 1/1000 Millipore

Catalitica

PP2A Sub. Reg. | Rabbit - 1/500 Cedit Jing Yang

PR61¢g

Taula 5: Anticossos primaris utilitzats

Després de la incubacié de I'anticos primari, es fan tres rentats de 10 minuts cada
un amb TTBS per eliminar I'excés d’anticos, i tot seguit s’incuba amb I"anticos
secundari (anti-IgG conjugat amb HRP) a una dilucié d’1/10000 durant una hora.
Tot seguit es tornen a realitzar tres rentats de 10 minuts amb TTBS, i la membrana
es revela utilitzant el kit Immobilon ™ Western Chemiluminiscent HRP Substrate
(Millipore) i pel-licules fotografiques (Kodak).

Per utilitzar la mateixa membrana més d’'una vegada amb diferents anticossos, es
necessari extreure I'anticos primari de la membrana abans de tornar-la a incubar
amb un altre anticos primari. Per extreure I'anticds, la membrana s’incuba durant
20 minuts a 552C amb tampd d’stripping, es fa un rentat amb TTBST, es torna a
bloguejar i finalment la membrana ja es pot tornar a incubar amb un altre anticos
primari.

4.2 Preparacio d’extractes cel-lulars

Per extreure les proteines de les cel-lules plaguejades, aquestes son rentades dues
vegades amb PBS, i tot seguit s’hi afegeix el tampd de lisi (la quantitat depen de la
superficie de la placa), juntament amb els inhibidors de proteases i fosfatases
seglients: 3mM d’aprotinina, 10mM de leupeptina, 10mM de pepstatina, 1mM
d’AEBSF, 30mM de glicerol-2-fosfat, 0,5mM Va>" i 1mM NaF. Es fa un scraping de
les plaques i el lisat es recull en un tub. El tampd de lisi utilitzat dependra de cada
experiment i del que es necessiti solubilitzar:

1. Tampd lisi Kemler: S'utilitza per aconseguir una lisi suau i extreure

basicament les proteines solubles, conservant la majoria d’interaccions
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proteiques. S’"homogeneitzen els extractes amb xeringa per tal de trencar
els nuclis i es centrifuguen 10 minuts a 14000 rpm i a 42C.

2. Tampd lisi NP40 0,5%: S'utilitza per solubilitzar més quantitat de proteina

de membrana i citoesquelet. Els extractes es centrifuguen durant 10 minuts
a 14000 rpm i a 4°C.

3. Tampo lisi RIPA: S'utilitza per aconseguir una lisi més forta i extraccio de

gairebé totes les proteines cel-lulars, conservant només les interaccions
més fortes. S"homogeneitza amb xeringa i es centrifuga durant 10 minuts a
14000 rpm i a 4°C.

4. Tampod lisi SDS 1%: S'utilitza per solubilitzar la totalitat dels components

cel-lulars. Degut a que el tampd conté SDS les proteines es troben
desnaturalitzades, i com a conseqiéncia, les interaccions es perden.
S'utilitza basicament per observar els nivells de proteina total que hi ha en
uns determinats extractes cel-lulars. Aquests extractes s’escalfen durant 5
minuts a 952C per fer desapareixer la consistéencia mucosa que tenen degut
al DNA. Finalment es centrifuguen 10 minuts a 14000 rpm.

5. Tampo lisi_ amb digitonina: S'utilitza per mantenir la integritat de les

proteines de membrana. Es centrifuguen 10 minuts a 14000rpm.
4.3 Assaig d’interaccio proteina-proteina

4.3.1 Assaig d’'uni6é amb proteines recombinants

Aguest assaig consisteix en l'analisi de la unié de dues o més proteines
recombinants dins d’un tub i després d’'un temps determinat d’incubacio. S’utilitza
una proteina que conté el tag de la GST (que s’unira a la resina), i proteines que no
tenen GST i que s’estudiara si tenen la capacitat d’unir-se a la que si que conté el
tag.

S’afegeix la quantitat indicada de les diferents proteines en un volum final de 200
Ml de Tampd de Binding i s’incuba a RT durant 30 minuts. Tot seguit, els complexes
formats s’aillen afegint 20 pl de resina efectiva Glutatid-Sefarosa (que s’unira
especificament a la GST de la proteina) i s’incuba durant 30 minuts més. A
continuacio, la resina es renta 3 vegades utilitzant 500 pl de PBS-NP40 0,1% per
eliminar la proteina que no esta unida a la proteina amb GST. Els complexes que

149



gueden units a la resina es solubilitzen utilitzant tampd de carrega i bullint-los
durant 5 minuts. Aquests productes solubilitzats s’analitzen utilitzant electroforesis
per gels d’acrilamida i SDS, i posteriorment es transfereixen a una membrana de
PVDF per poder realitzar un Western Blot.

En tots els casos d’assaig d’unié amb proteines recombinants, s’utilitza com a
control negatiu I'addicié de proteina GST sola, juntament amb les proteines que no
contenen GST. A més, aquest assaig també es pot realitzar després de la
fosforilacié d’'una o més proteines amb el protocol que es descriu més avall.

4.3.2 Assaig de Pull-Down

Aguest assaig consisteix en I'analisi de la unié d’'una proteina recombinant que
conté GST amb proteines presents en uns determinats extractes cel-lulars, després
d’un temps d’incubacié.

S’afegeix la quantitat indicada de proteina recombinant i d’extractes cel-lulars
obtinguts utilitzant un dels diferents tampons de lisi, en un volum final de 300- 500
MI. Tot seguit s’incuba tota la mescla 30 minuts a RT o 2 hores a 42C. Els complexes
formats s’aillen afegint 20 [l de resina efectiva Glutatio-Sefarosa i s’incuba durant
30 minuts més a RT o 1 hora a 42C. A continuacid, la resina es renta 3 vegades
utilitzant 500 pl de PBS-NP40 0,1% per eliminar les proteines no unides a la
proteina amb GST. Els complexes que queden units a la resina es solubilitzen
utilitzant tampd de carrega i bullint-los durant 5 minuts. Aquests productes
s’analitzaran mitjangcant Western Blot.

En alguns casos es fosforila la proteina recombinant abans de realitzar 'assaig de
Pull-Down.

4.3.3 Assaig de Coimmunoprecipitacioé (ColP)

Aquest assaig consisteix en I’analisi de la unié d’una proteina continguda en uns
determinats extractes cel-lulars amb altres proteines i complexos de proteines
presents en els mateixos extractes cel-lulars. La proteina d’analisi s'uneix a un
anticos que la reconeix especificament. Per fer aquest assaig es poden utilitzar
proteines endogenes o d’altres de sobreexpressades.

400-800 pg d’extractes cel-lulars s’incuben amb 2 pg/ml de I'anticos apropiat en un
volum final de 300-500 ul del tampd de lisi utilitzat i durant 3-16 hores en rotacio i
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a 4°C. Després de la incubacido amb I'anticos s’elimina el material que precipita
mitjancant una centrifugacio a 14000 rpm durant 10 minuts. El sobrenedant
s’'incuba amb 20 I de resina efectiva Gammabind-Sefarosa (GE-Healthcare) durant
2 hores. A continuacio, la resina es renta 3 vegades utilitzant 500 ul de PBS-NP40
0,1%, i els complexes que queden units a la resina es solubilitzen utilitzant tampo
de carrega i bullint-los durant 5 minuts. Aquests productes s’analitzaran mitjancant
Western Blot utilitzant anticossos especifics.

4.4 Assaig de localitzacié cel-lular de proteines

4.4.1 Subfraccionament cel-lular

S'utilitza per extreure proteines de compartiments cel-lulars concrets. En aquest
cas, la fraccid nuclear s’ailla de la fracci6 que conté citosol, membrana i
citoesquelet.

Les cel-lules es lisen utilitzant el tampd 1 més inhibidors de proteases i fosfatases.
Els extractes es deixen en gel durant 15 minuts i tot seguit es centrifuguen a 500xg
durant 15 minuts i a 49C. El sobrenedant conté la fraccié del citosol, membrana i
citoesquelet.

El pellet es renta 2 vegades amb tampd 1 i es lisa amb la meitat del tampd 1
utilitzat inicialment, més SDS a una concentracio final del 0,5%. Els extractes es
soniquen durant 5 segons i es centrifuguen a 14000 rpm durant 15 minuts i a 42C.
El sobrenedant conté la fraccié nuclear.

Les proteines s’analitzen per Western Blot, carregant el doble de volum de mostra
en el gel d’electroforesi pel citosol-membrana-citoesquelet que per el nucli, ja que
la fraccio nuclear es resuspen en la meitat de volum que I'altra fraccid.

4.4.2 Immunofluoresceéncia

La immunofluorescéncia s’utilitza per estudiar la localitzacié d’una proteina
utilitzant un anticos especific.

Les cel-lules es sembren en plaques de 24 pous i sobre cobreobjectes esterils
tractats amb polilisina. Després de I'aplicacié del tractament adequat a cada pou,
les cel-lules es fixen amb paraformaldehid al 4% durant 10 minuts i es renten 3
vegades amb PBS. Tot seguit es permeabilitzen les membranes per tal de permetre
la unid dels anticossos amb les proteines a estudiar. Per fer aquesta
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permeabilitzacio es tracten les cél-lules amb una solucié de 0,2% de Trit6é X-100 en
PBS durant 5 minuts, i es fan 3 rentats amb PBS. Tot seguit es blogueja amb BSA
3% en TBS 30 minuts a RT, i s’incuba amb una dilucié 1/50 de I'anticos primari que
es vol utilitzar durant 1 hora a RT. Els controls negatius de I'experiment es posen
en les mateixes condicions pero no s’incuben amb anticos primari. A continuacio,
els cobreobjectes es renten 3 vegades amb PBS, i s'incuben amb I’anticos secundari
a una concentracié de 2 pg/ul en tampd de bloqueig durant una hora a RT. Els
anticossos secundaris que s’utilitzen estan marcats amb fluorofors, per tant, a
partir d’aquest punt els cobreobjectes s’han de protegir de la llum per impedir la
degradacié d’aquests fluorofors. Els anticossos secundaris que s’utilitzen soén
I’Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG i I’Alexa Fluor 547 goat anti-mouse IgG (Life
Technologies). Les cel-lules es renten de nou amb PBS i s'incuben durant 10 minuts
amb DAPI a una concentracié de 500 ng/ml en PBS, per tal de tenyir els nuclis.
Després de 2 rentats amb PBS, els cobreobjectes es munten sobre els
portaobjectes amb Mowiol (Calbiochem).

Un cop el medi de muntatge ha solidificat s’observen les cél-lules en un microscopi
confocal Leica (LEICA spectral confocal TCS-SL), excitant els fluorocroms amb el
laser adient per als fluorofors utilitzats.

4.4.3 Assaig de localitzacio de proteines dins de cossos multivesiculars

4.4.3.1 Permeabilitzacié amb digitonina i assaig de proteccié de proteasa

Aquest assaig s’utilitza per extreure proteines que es troben dins de cossos
multivesiculars, i es realitza tal i com esta descrit préviament [124], [220]. Es basa
en la permeabilitzacié de cél-lules amb digitonina (que solubilitza el colesterol
present a la membrana plasmatica, i deixa els endosomes intactes), i en el
posterior assaig de proteccid de proteasa. Per fer aquest assaig de proteccid
s’utilitza la proteinasa K que degrada totes les proteines contingudes dins dels
compartiments permeabilitzats, de manera que es permet la deteccié de les
proteines intraluminals presents en els cossos multivesiculars.

Les cel-lules sembrades en plaques de 10 cm i tractades en diferents condicions es
tripsinitzen i es pelletegen. Tot seguit, les cel-lules es resuspenen en tampd de
resuspensié més digitonina a una concentracié de 65 pg/ml, i s'incuben durant 5
minuts a RT i posteriorment durant 30 minuts en gel. A continuacid, s’extreu la
solucié de digitonina mitjancant una centrifugacié a 3000 rpm durant 5 minuts i a
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49C, Les cel-lules permeabilitzades es resuspenen en tampd de resuspensié sense
digitonina i es divideixen en 3 tubs d’eppendorf diferents que contenen reactius
per obtenir una concentracié final de:

e 1 pg/ml de Proteinasa K (Invitrogen): Es digeriran les proteines de la

membrana i el citosol i es deixaran intactes les que es troben dins
dels cossos multivesiculars.

e 1 yg/ml de Proteinasa K + 0,1% Tritd: El tritd solubilitzara totes les
membranes, aixi que la Proteinasa K digerira totes les proteines.

S’utilitza com a control.
* Aigua: Les proteines de tots els compartiments es mantindran
intactes.

S’incuben els diferents tubs 10 minuts a RT i la reaccié s’atura afegint una
concentracio de 20mM d’inhibidor proteic AESBF i tampo de carrega calent.

Les proteines presents en els cossos multivesiculars s’analitzen per Western Blot
carregant volums iguals de les diferents condicions en un gel d’electroforesi.

4.4.3.2 Permeabilitzaciéo amb digitonina i immunofluorescencia

Aguest assaig s’utilitza per visualitzar Unicament les proteines que es troben dins
dels endosomes, fent Us de la tecnica de la immunofluorescéncia.

El procediment és el mateix que el que es realitza per fer una immunofluorescencia
convencional, pero afegint un pas de permeabilitzacié de les cel-lules amb tampod
de resuspensié contenint digitonina, just abans de la fixacid de les cél-lules amb
paraformaldehid. Les cel-lules es permeabilitzen amb digitonina per eliminar totes
les proteines que no estan contingudes dins dels endosomes, de manera que
només es podran visualitzar aquelles proteines que es troben dins d’aquests. La
permeabilitzacid es realitza amb tampd de resuspensid juntament amb una
concentracio de 65 pg/ml de digitonina i s’incuba durant 5 minuts a RT.

4.4.4 Assaig de localitzaci6 de proteines a la membrana plasmatica

4.4.4.1 Assaig de biotinilacio de la superficie cel-lular

S’utilitza per analitzar quines proteines es troben a la membrana plasmatica.
Les cel-lules plaquejades s’incuben amb una concentracié de 0,5 mg/ml de sulfo-
NHS-LC-biotin (Pierce, Rockford, IL) durant 30 minuts a 42C, afavorint I'adhesié de
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biotina a les proteines de la superficie de la cel-lula, ja que aquesta es troba
intacta. Tot seguit, s’inactiva I'excés de biotina amb la incubacié durant 2 minuts
d’una concentracié de 50 mM de NH4CI, i les cel-lules es lisen amb tampod
digitonina per mantenir la integritat de les proteines de membrana. Els extractes
cel-lulars s’incuben amb resina Streptavidin-Agarose (Sigma) durant 2 hores a 42C
gue s’uneix a la biotina, i per tant a les proteines de la membrana préeviament
marcades amb aquesta proteina. A continuacio es fan 3 rentats de la resina amb
PBS-0,1% NP40, i les proteines s’analitzen per Western Blot utilitzant anticossos
especifics. Mitjancant aquest assaig, es detectaran Unicament les proteines que
estan localitzades a la membrana plasmatica.

4.4.4.2 Assaig de digestio de proteines de la superficie cel-lular

S'utilitza, de la mateixa manera que |’assaig anterior, per analitzar quines proteines
es troben a la membrana plasmatica. Es basa en I'assaig de proteccié de la
proteasa en condicions on les membranes no estan solubilitzades, i per tant, la
proteasa només pot tallar les proteines que es troben a la membrana plasmatica.

Les cel-lules sembrades en plaques de 10 cm i tractades en diferents condicions es
tripsinitzen i es pelletegen. Tot seguit, aquestes cel-lules es resuspenen en tampd
de resuspensié i es tracten amb proteinasa K a 1 pg/ml durant 10 minuts a RT.
S’afegeix SDS a una concentracio final de I'1% i I'inhibidor de proteases AEBSF a
una concentracié de 20mM per aturar la reaccio.

Les proteines s’analitzen per Western Blot carregant volums iguals de les diferents
condicions en un gel d’electroforesi. Aquelles proteines que es digereixen després
de I'addicio de la proteinasa K, estan localitzades a la membrana plasmatica.

4.5 Assaig de fosforilacio

4.5.1 Utilitzant una quinasa recombinant

En aquest assaig una proteina recombinant es fosforila amb una quinasa
recombinant comercial. La proteina recombinant fosforilada que s’obté es pot
utilitzar per realitzar diferents assaigs posteriors com assaigs d’unié amb proteines
recombinants o assaig de Pull Down.

Els assaigs de fosforilacid es realitzen en un volum final de 25 pl, en un tampé de
fosforilacié especific per cada quinasa i una concentracié de 0,1 mM d’ATP. La
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proteina recombinant, la quinasa utilitzada i els mateixos inhibidors de proteases i
fosfatases utilitzats en la preparacié d’extractes cel-lulars, s’afegeixen a la mescla.
Tot seguit, s’incuba a la temperatura i temps necessari per a cada quinasa.

Pels experiments realitzats en aquest projecte, s’ha utilitzat el domini catalitic de la
quinasa CK1 (CK10 C-terminal truncated, New England Biolabs) per fosforilar les
proteines recombinants. Aquesta quinasa requereix les segilients condicions de

fosforilacié:

Quinasa CK1
Temperatura 30°C
Temps 40 minuts
Concentracié reaccié (mU/pmol substrat) 10-50 mU
Substrat 2-10 pmols
Volum 25 pl

Taula 6: Condicions fosforilacié quinasa CK1

L'assaig de fosforilacio6 amb una quinasa recombinant també es pot realitzar per
observar la fosforilaci6 sobre una proteina recombinant mitjancant
autoradiografia. Es realitza el mateix procediment explicat anteriorment pero en
aquest cas s'utilitza gamma-32P-ATP. Després de la incubacié a la temperatura i
temps requerit, s’atura la reaccid afegint tampd de carrega i es realitza una
electroforesi en gel de poliacrilamida. Tot seguit, s’asseca el gel amb paper
Whatman 3.0, s’exposa en un autoradiograma i es manté el cassette a -802C
durant 2 hores.

4.5.2 Utilitzant una quinasa purificada de linies cel-lulars

Per tal de realitzar un experiment de fosforilacié a partir d’'una quinasa provinent
d’extractes cel-lulars, s'immunoprecipita la quinasa tal i com s’explica a I'apartat de
coimmunoprecipitacié, perd en aquest cas s’incuben els extractes cel-lulars i
I’anticos especific de la quinasa durant 2 hores a 42C, per impedir que la quinasa
perdi activitat.

Després de rentar la resina, es fa un rentat extra amb tampd de fosforilacié per tal
de canviar les concentracions d’electrolits presents per les adequades per I'assaig
de fosforilacid. S’afegeix al tub el tampd de fosforilacid suplementat amb 0,1 mM
d’ATP, i la proteina recombinant que es vol fosforilar i es procedeix tal i com
s’explica a I'apartat 4.5.1.
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4.6 Assaigs reporters

Aquest assaig s’utilitza per analitzar I'activitat transcripcional de la [3-catenina.
S’usa el plasmidi TOP-FLASH que conté un promotor sintétic amb tres copies de la
seqliencia d’unié del TCF4 al DNA i un promotor minim del gen Fos controlant
I’expressid de la Luciferasa de Firefly.

Es sembren les cél-lules en plagues de 6 cm i 6 hores després es transfecten, tal i
com s’explica a I'apartat transfeccié transitoria i si I'experiment ho requereix, amb
els plasmidis d’interes (plasmidis per interferir una o més proteines). 24 hores
després es transfecten les cel-lules amb 1 ug de DNA per placa de 6 cm de plasmidi
TOP-FLASH, i amb 0,2 pg per placa de plasmidi control pTK-Renilla. Aquest plasmidi
conté el gen de la luciferasa de Renilla sota el control del promotor de la Timidina
Quinasa, un promotor constitutivament actiu. Aquests dos plasmidis també es
poden transfectar conjuntament amb un altre plasmidi per sobreexpressar una
proteina determinada si I’experiment ho requereix. En aquest cas, es transfecta de
100 ng a 1 pg de DNA de la proteina que es vol sobreexpressar. 24 hores després,
es tripsinitzen les cél-lules i es sembren en plaques de 96 pous. 6 hores després de
la transfecci6 s’afegeixen els diferents tractaments a les cel-lules.

Després del tractament, les cel-lules es lisen amb el kit Dual Luciferase Reporter
Assay System (Promega) i l'activitat de les luciferases es llegeix amb el
luminometre FB-12 (Berthold Detection Systems). L’activitat relativa de les
luciferases de Firefly i Renilla donen la diferencia d’activitat transcripcional entre
els gens induibles i regulats per Tcf4 i els d’expressid constitutiva. Aquest control es
realitza per evitar les diferéncies de resultats degudes a la variacio en I'eficiencia
de la transfeccié entre les diferents mostres. Cada punt es fa per quintuplicat i
s’expressa la mitjana.

5 Aillamentianalisis d’RNA per RT-PCR quantitativa

Per poder purificar I’'mRNA de les cél-lules, aquestes es lisen utilitzant el kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen) després d’haver estat plaquejades i tractades en les diferents
condicions requerides. A continuacio s’ailla ’'RNA amb el mateix kit, i es quantifica
mitjancant NanoDrop™ Spectrophotometer (Thermo Scientific). Tot seguit I'/RNA es
retrotranscriu usant els oligo dT i el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
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(Roche), seguint les instruccions del protocol i partint de 2 pg d’RNA per cada
mostra.

Finalment s’utilitza el cDNA obtingut de la retrotranscripcié per fer una RT-PCR
guantitativa. L’analisi es realitza per triplicat, amb 100 ng de cDNA per cada punt i
utilitzant el LightCycler 480 Real Time PCR System (Roche). Els oligonucleotids que
s’han utilitzat en aquest treball per a la RT-PCR quantitativa son els seglients:

Oligonucleoti | Seqiiéncia
ds

CCND1 huma | 5’-CTCAGACTTGCGCGTCACAG-3 i 5’-CAGAACACGGCTCACGCTTA-3'

AXIN2 huma 5'-TGTCTTAAAGGTCTTGAGGGTTGAC-3'i5'-
CAACAGATCATCCCATCCAACA-3

TCF7 huma 5'-ACCAAGAATCCACCACAGAGAC-3"i 5'-TCACATCTGCACCAAGGCAA-3

Tcf7 ratoli 5'-CGCGGGATAACTACGGAAAGA-3' i 5'-TAGCAAGCAGTTCTGTGGGG-3'

EPHB3 huma 5'-GCATCGCCTCCACAGTGACC-3'i 5-ACGAAGACAAGCCCAGCTGTA-3'

Ephb3 ratoli 5'-GTGCCTAACCAGAGGCATGA-3'i 5-GGGGTCACCTGGTATGGTGT-3’

PR61a huma 5'-TCAGGTTGCAGAAAGGGCAT-3'i 5-ACAATGGTCGGATTCCAGTGT-3’

PR61B huma 5'-AGGAGCACTGGAACCAAACC-3"i 5-TGCCATAACTCCTGACGCTC-3’

PR61€ huma 5'-AAGCTTCAAGGGATATGTCCTCAG-3" i 5'- TGCTCTGAGGATGGAACGTC -
3’

HPRT 5'-GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-3'i 5-TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-3’

Taula 7: Seqiiencia dels diferents oligonucleotids utilitzats en aquest projecte. El
primer és forward i el segon és reverse.

6 Diferenciacio de mMSC a adipocits

Per estudiar la diferenciacié de les cél-lules mare mesenquimals murines (mMSC) a
adipocits, aquestes es sembren utilitzant medi DMEM 10% FBS en plaques de 6
pous, i es posen a diferenciar 24 hores després d’arribar a confluéncia. El medi de
diferenciacié utilitzat és DMEM 10% FBS o medi condicionat control/Wnt3a segons
les condicions, i suplementat amb 1M dexametasona, 0,2mM indometacina,
0,1mg/ml insulina i 1ImM 3-isobutil-1-metilxantina. Al cap de 72 hores s’extreu el
medi de diferenciacid i s’afegeix medi DMEM 10% + 0,1mg/ml d’insulina, que es va
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canviant cada dos dies. 15 dies després de l'inici de la diferenciacié es lisen les
cel-lules amb tampé lisi RIPA. La diferenciacid de les cél-lules s’analitza per Western
Blot utilitzant el marcador Glut4.

Previament a la diferenciacid, es poden transfectar les cél-lules per interferir o
sobrexpressar una determinada proteina. El protocol de transfeccié utilitzat és el
que es detalla a I'apartat 3.2.1.

7 Reactiusi solucions

LB: 0,5% p/v extractes de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 1770mM NaCl pH 7.0.

LB Agar: 0,5% p/v extractes de llevat, 1% p/v bacto-triptona, 170mM NaCl pH 7.0,
1,5% Agar 7.0.

PBS: 140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO,/1,8mM KH,PO, (pH 7.4).

Glutathione Elution Buffer, GEB: 20mM glutationa reduida (Sigma), 50mM Tris-HCI
pH 8.5, 100mM NacCl.

Tampa de dialisis: 25mM Tris pH 8.3, 120mM NacCl, 1mM EDTA, 1mM DTT.
PEl: 1mg/ml PEl a pH 7.0.

Tampdé de carrega: 100mM Tris pH 6.8, 4% glicerol, 2%SDS, 0,06%, 2-B-
Mercaptoetanol.

Comassie Brillant Blue: 0,1% Comassie Brillant Blue, 40% metanol, 10% acid aceétic.
Tampd de destenyir: acid acéetic 10%, metanol 40%.

Tampé de Binding: 50mM Tris pH 7.8, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM DTT, 3mM
MgCl,, 0,1% p/v TX-100.

TTBS: 25mM Tris-HCI pH 7.5, 0,1% Tween-20, 135mM NaCl.
Tampd d’stripping: 2% SDS 62.5mM Tris pH 6.8, 100mM B-mercaptoetanol.

Tampd STE: 10mM Tris-HCl pH 8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA.
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Tampd 1 (fraccionament cel-lular): 50mM Tris pH 7.5, 1% TX-100, 137mM Na(l,
10% Glicerol.

Tampd lisi Kemler: 25mM Tris pH 7.6, 210mM NaCl, ImM EGTA, 0,1% Nonidet-40,
5mM MgCl,, ImM DTT.

Tampo lisi NP40 0,1%: 140mM NaCl, 2,7mM KCIl, 10mM Na,HPO4/1,8mM KH,PO,
(pH 7.4), 0,1% Nonidet-40.

Tampa lisi RIPA: 25mM Tris pH7.6, 210mM NaCl, 1ImM EGTA, 1% Nonidet-40, 0.5%
Deoxicolat de sodi, 0,1% SDS.

Tampa lisi SDS 1%: 25mM Tris pH 7.6, 210mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 1%
SDS.

Tampd lisi amb digitonina: 25mM Tris pH 7.6, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 1%
Digitonina.

Trypan Blue: 0,4% Trypan Blue en PBS p/v.

Tampd de transferéncia: 192 mM glicina, 25mM Tris, metanol 10%.
Tampd TAE: 40mM Tris-acetat, 0,1mM EDTA pH 8.3.

Tampo tall PSP: 50mM Tris pH 7.8, 300mM NaCl, 1ImM DTT, 1mM EDTA.

Tampo de resuspensio: 100mM K2HPO4 /KH2PO4, pH 6.7, 5mM MgCl, i 250mM
sucrosa.
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