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Foto de portada: Imagen de confocal de un disco de ala tefnido con aPKC (azul), que
marca la membrana subapical y sobreexpresando Nuf S155A en la region posterior
con la linea HhG4 (naranja y blanco en las zonas de mayor expresion).

Imagen de contraportada: Composicion con las 50 palabras mas repetidas en esta
tesis formando la silueta de Drosophila. El tamafo de las palabras esta en relacion
con el numero de veces que aparece la palabra en el texto de esta tesis.
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RESUMEN

Las células eucaridticas presentan una distribucion asimétrica de moléculas y organulos que
genera diferentes regiones funcionales necesarias para la fisiologia celular. La maquinaria de
trafico vesicular tiene un papel esencial en la formacién de esta polaridad celular, estando
ambos procesos regulados mutuamente para llevar a cabo los cambios en la morfologia
celular necesarios durante el desarrollo de un organismo. Dentro de la maquinaria de la
polaridad celular, destaca la Proteina Quinasa C atipica (aPKC), una de las pocas quinasas
implicada en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular. aPKC participa en
procesos como migracion, division celular, supervivencia o proliferaciéon; estando implicada
ademas en diversos tipos de cancer. La actividad de aPKC esta regulada por interacciéon con
otras proteinas que modifican su localizaciéon y/o regulan su actividad quinasa. Ademas,
aPKC fosforila a multitud de substratos modificando su compartimiento. Estos interactores
de aPKC son diferentes dependiendo del proceso celular, de modo que encontrar nuevas
proteinas que interaccionen con aPKC resulta fundamental para entender mejor cémo
funciona esta quinasa.

En este trabajo he realizado una bisqueda bioquimica de nuevas proteinas que interaccionan
con aPKC. Para ello he sobreexpresado en embriones de Drosophilala proteina aPKC fusionada
a una serie de epitopos que me han permitido purificar complejos proteicos en condiciones
nativas en los que aPKC participa. Usando esta metodologia he aislado la proteina Nuclear
fallout (Nuf) como un nuevo interactor de aPKC. Nuf es homoélogo a Rabl11-FIP3 de
vertebrados y participa en el transporte de los endosomas de reciclaje (RE) a través de su
interacciéon con Rab11 ylas proteinas motoras Dineina y Kinesina. En esta tesis he demostrado
que aPKC se une a Nuf directamente. Esta union se produce entre la mitad N-terminal de
Nuf y el dominio quinasa de aPKC, solo cuando esta activa (autofosforilada). He identificado
a Nuf como un nuevo substrato de aPKC. Dicha fosforilacion se produce en la serina 155 y
elimina la unién aPKC-Nuf, ya que la version fosfomimética de Nuf (Nuf S155D) es incapaz
de unirse a aPKC. En el disco imaginal de ala, cuyas células estan altamente polarizadas en
un eje apico-basal, he descubierto que la falta de funcion de aPKC produce una acumulacion
de Nuf y Rabl1 en el cortex subapical, sugiriendo que aPKC afecta el trafico de RE. Esto se
debe al efecto de la fosforilacién de aPKC en la localizaciéon subcelular de Nuf. La versién no
fosforilable de Nuf (Nuf S155A) se acumula en la region subapical co-localizando con aPKC
en la membrana plasmatica, mientras que la version fosfomimética Nuf S155D aparece en
la region subapical pero evita el contacto con la membrana. También he observado que la
sobreexpresion de Nuf S155A aumenta los niveles de aPKC en la membrana subapical,
mientras que la falta de funcién de nuf produce una disminucion de aPKC en la membrana,
lo que sugiere un transporte de aPKC via Nuf. Esto lo he corroborado al eliminar la funciéon
de Sec), Sec6 o Rabl1, componentes de la ruta de reciclaje. En estas condiciones, aPKC se
acumula intracelularmente y desaparece de las uniones celulares.

Los resultados de este trabajo muestran la existencia de un reciclaje de aPKC en un tejido
maduro, en el que aPKC es transportada hacia la membrana subapical via Rab11-Nuf. Este
reciclaje estaria regulado en una retroalimentaciéon negativa por la propia aPKC, que fosforila
a Nuf evitando su unién a la membrana.






SUMMARY

Eukaryotic cells are polarized with an asymmetric distribution of molecules and organelles
resulting in different functional regions required for cell physiology. The vesicle transport
machinery has an important role regulating this polarity. Both processes are mutually regulated
to achieve the morphological cell changes during organism development. Among cell polarity
machinery, the atypical Protein Kinase C (aPKC), one of the few enzymes implicated in
polarity establishment and maintenance, is highlighted. aPKC participates in processes such
as migration, cell division, survival and cell proliferation. In addition, it is implicated in several
human cancers. aPKC activity is regulated by interaction with other proteins that modify
aPKC localization or kinase activity. Moreover, aPKC phosphorylates several substrates
modifying their behaviour. Depending on the process, these aPKC interactors are quite
different. Therefore, to find new proteins that interact with aPKC is essential to understand
how this kinase works.

In this work I have performed a biochemical screen in order to discover new proteins that
interact with aPKC. To do that I have overexpressed in Drosophila embryos a tagged version of
aPKC allowing the purification of protein complexes in which aPKC participates. Using this
technique I have identified Nuclear fallout (Nuf) as a new aPKC interactor. Nuf is homolog to
Rab11-FIP3 in vertebrates and participates transporting recycling endosomes (RE) through
interaction with Rabl1 and the motor proteins Dineyn and Kinesin. I have demonstrated
aPKC interacts directly with Nuf. This interaction is between the N-terminal part of Nuf and
the kinase domain of aPKC and occurs when it is active (autophosphorylated) only. I have
identified Nuf as a substrate for aPKC, which phosphorylates serine 155. This phosphorylation
abolishes aPKC-Nuf interaction, as a phosphomimetic version of Nuf (Nuf S155D) does not
bind to aPKC. In the wing imaginal disc, which cells are polarized in an apical-basal axis,
I have observed cells without aPCK accumulate Nuf and Rabl1 in the subapical cortex,
suggesting aPKC can affect RE trafficking. This is due to the phosphorylation effect of aPKC
in Nuf subcelullar distribution. The non-phosphorylatable version of Nuf (Nuf S155A)
accumulates in the subapical region colocalizing with aPKC in the plasmatic membrane,
whereas the phosphomimetic version Nuf S155D also appears in the subapical region but
avoiding the membrane. I have also observed overexpression of Nuf S155A increases aPKC
levels in the subapical membrane. However, nuf lack of function decreases aPKC levels in
the membrane. This suggests an aPKC transport mediated by Nuf. I have corroborated
this hypothesis affecting other recycling components, such as Sec), Sec6 or Rabl1. In these
conditions, aPKC accumulates in the cytoplasm and it is lost from the cell junctions.

The results from this work show the existence of an aPKC recycling in an adult tissue. aPKC
is transported to the subapical membrane via Rabl1-Nuf. This recycling is regulated in a
negative feedback loop by aPKC that phosphorylates Nuf avoiding its membrane binding.
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INTRODUCCION

1. Polaridad Celular Epitelial

Los seres vivos se caracterizan por realizar las funciones basicas de nutriciéon y crecimiento,
relacion con el medio y reproduccion. La célula constituye la unidad basica de todos los seres
vivos, siendo las responsables de ejercer dichas funciones. El nimero y variedad de células
depende de la complejidad del organismo. En un organismo multicelular, las diferentes
células que lo componen deben actuar tanto de manera independiente como en conjunto,
interaccionando con el medio asi como con otras células para generar y llevar a cabo las
funciones de los diferentes tejidos y 6érganos.

Cada célula debe ser un engranaje perfecto en la que todos sus componentes actien e
interactien de manera adecuada para poder llevar a cabo los procesos celulares que suceden
en un organismo. Para ello, las células se encuentran altamente organizadas respecto a su
composicion intracelular y de su membrana plasmatica, con una distribuciéon asimétrica
de organulos, proteinas, lipidos y otros componentes celulares que posibilita el correcto
funcionamiento celular. Esta distribucion asimétrica se denomina polaridad celular y durante
las ultimas décadas ha sido un foco importante de estudio debido a que se trata de un aspecto
fundamental necesario para el correcto desarrollo de los organismos, estando ademas
relacionada con diversas enfermedades humanas.

Uno de los ejemplos de polaridad celular mas estudiados es el que presentan las células
epiteliales, las cuales se organizan en un eje apico-basal. Esta distribuciéon es esencial
para las caracteristicas y funciones propias de éstas células, tales como formar barreras
entre compartimentos del organismo y el medio o el espacio interno, controlar la
arquitectura tisular o la de generar conductos y canales esenciales para la funciéon de ciertos
6rganos.

Drosophila melanogaster como modelo de estudio de la polaridad
epitelial

Drosophila melanogaster presenta diversas ventajas que han hecho de este animal un organismo
modelo utilizado en investigaciéon desde principios del siglo XX. Por un lado, se trata de
un animal pequeno, lo que ayuda a su mantenimiento en el laboratorio, con un ciclo de
vida corto (aproximadamente 10 dias a 25 °C, Fig. 1) y una abundante progenie, facilitando
ambos la realizacion de estudios genéticos. Por otra parte, este animal resulta muy atractivo
desde el punto de vista de la investigacién debido a sus caracteristicas genéticas. Presenta
cuatro pares de cromosomas con apenas redundancia génica si comparamos con vertebrados,
simplificando el estudio de la funciéon de sus genes y ademéas no se produce recombinacién
meidtica en machos. Asimismo, el 70% de los genes responsables de enfermedades humanas
conocidas tienen ortélogos en Drosophila, haciendo posible la aplicacion médica de resultados
obtenidos en este organismo [1-3]. Por ultimo, tantos afos de uso de este animal en el
laboratorio han proporcionado una gran cantidad de herramientas genéticas que permiten
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facilmente controlar y analizar la expresion y funcion de los genes de Drosophila.

Diversas basquedas genéticas realizadas en Drosophila melanogaster han permitido identificar
numerosos genes implicados en polaridad celular. Gran parte de esta maquinaria se ha
conservado durante la evolucion (revisado en [4-7]), lo que hace posible extrapolar los datos
obtenidos en este organismo a vertebrados y humanos. Asimismo, Drosophila melanogaster se usa
ampliamente en el estudio de la polaridad epitelial ya que presenta diferentes tejidos idéneos
para ello como por ejemplo el tejido ectodérmico embrionario, el tejido epitelial folicular del
ovario y el disco imaginal de ala (Fig. 1).

Hembra Adulta Macho Adulto Epitelio embrionario

Epitelio folicular

Estadio larvario 1

Estadio larvario 2

Estadio larvario 3

Disco imaginal de ala

Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster y tejidos epiteliales modelo. El ciclo de vida de
Drosophila melanogaster consta de diversas etapas: embrion, larva 1, larva 2, larva 3, prepupa, pupa y adulto.
Los tejidos mas utilizados para el estudio de la polaridad epitelial son: el epitelio ectodérmico embrionario,
el disco imaginal de ala (de larva 3) y el tejido folicular del ovario de la hembra adulta. Imagen del ciclo
modificada de http://flymove.uni-muenster.de. Imagen del epitelio folicular del ovario modificada de [8].

Al inicio del desarrollo embrionario de Drosophila, el embrién sufre trece divisiones nucleares
sincronizadas, sin producirse citoquinesis, lo cual genera una tunica célula con numerosos
nucleos (embridn sincitial). De estas trece divisiones, las nueve primeras ocurren en el interior
del embrién. Sin embargo, las cuatro siguientes suceden justo debajo de la membrana
plasmatica, para lo cual los nicleos migran hacia la periferia del embrién. Posteriormente,
mediante un proceso de invaginacion de la membrana plasmatica, cada uno de estos ntcleos
forma una célula individual dando lugar a un blastodermo epitelial, primer tejido que se
forma en el desarrollo y que darad lugar a los diferentes tejidos y érganos del embrion de
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Drosophila [9].

A

Blastodermo Sincitial Blastodermo Epitelial

Zona invaginacion Nucleo Uniones celulares

Membrana

/ Peripodial

== Apical

== Basal

Larva estadio 3

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de celularizacion y del
disco imaginal de ala. A) En las primeras etapas del desarrollo embrionario de
Drosophila el blastodermo sincitial pasa a formar un blastodermo epitelial por el
proceso denominado celularizacion, donde cada nucleo genera una célula individual
gracias a la invaginacion de la membrana plasmatica. Cada una de estas células
presenta polaridad apico-basolateral una vez concluida la celularizacion. B) El disco
imaginal de ala presente en larva 3 consiste en una monocapa pseudoestratificada
de tejido epitelial y un epitelio peripodial. En el estadio 3 del desarrollo larvario el
disco imaginal de ala se encuentra dividido en compartimentos (anterior, posterior,
dorsal y ventral) debido a la expresion de genes especificos para cada uno de ellos.

Este proceso de celularizacion (Fig. 2, A) supone un modelo para el estudio del
establecimiento de la polaridad epitelial, ya que se forma de novo un tejido donde
se establece una polaridad en el eje apico-basal. Esta polaridad se mantendra en el tejido
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ectodérmico del embrion y debera ser regulada para formar los tejidos mesodérmico y
endodérmico asi como los diferentes 6rganos.

Otro tejido epitelial de Drosophila modelo de polaridad epitelial y que he utilizado ampliamente
en esta tesis es el discoimaginal de ala (Fig. 2, B). Durante el proceso de pupaciéon y metamorfosis
en el desarrollo de Drosophila, 1a mayoria de tejidos larvarios se destruyen mientras que se
desarrollan nuevos érganos para el animal adulto. Estos se producen a partir de grupos de
células denominadas células imaginales presentes en la larva que forman los discos imaginales
y los nidos de histoblastos abdominales y que daran lugar a las estructuras externas del adulto
[10]. El embrién presenta los primordios de estos discos imaginales, los cuales creceran
principalmente durante la fase larvaria para formar el disco imaginal completo. Cada disco
imaginal esta formado por dos capas de células epiteliales enfrentadas por la cara apical,
quedando un lumen entre ambas. Una de las capas, la que forma el disco propiamente y que
dara lugar a las estructuras adultas, tiene forma de epitelio pseudoestratificado columnar. La
otra se trata de un epitelio plano (epitelio peripodial) que ejerce una funcién mas estructural.
Uno de los discos imaginales mas utilizados en estudios de polaridad es el disco imaginal
de ala (Fig. 2, B), debido a que es el disco de mayor tamario y a su simplicidad estructural.
Durante el desarrollo del disco de ala, la expresion de diversos genes en momentos y regiones
determinadas establece diferentes dominios celulares o compartimentos dentro del disco
(dorsal, ventral, anterior y posterior, Fig. 2, B). Esta expresion diferencial desencadena una
cascada génica especifica para cada compartimento, activando e inhibiendo diferentes rutas
de senalizacion que hacen que cada célula se diferencie de manera adecuada. Las células
de cada compartimento presentan unas caracteristicas de afinidad que les hacen minimizar
sus contactos con células del compartimento adyacente [11] mientras que los bordes entre
compartimentos se comportan como organizadores territoriales dirigiendo la formacién de
patrén y el crecimiento del disco imaginal [12].

Establecimiento de la polaridad apico-basolateral epitelial

La formacion de capas epiteliales con polaridad apico-basolateral es un proceso fundamental
en el desarrollo de los organismos multicelulares. De hecho, las células epiteliales son el tipo
celular mas abundante en estos organismos. Estas capas epiteliales subdividen el cuerpo en
diferentes compartimentos morfologica y fisiologicamente, creando barreras entre regiones
del cuerpo y el ambiente o el espacio interno.

La capacidad de las células epiteliales para formar tejidos viene dada por su polarizaciéon en
el eje apico-basal y por su plasticidad a la hora de regular dicha polaridad, pudiendo perder
o adquirir las caracteristicas propias del tejido epitelial en lo que se denomina transicion
epitelio-mesénquima y mesénquima-epitelio respectivamente. Esta caracteristica favorece el
plegamiento de los tejidos epiteliales para la formacion de diferentes estructuras (conductos,
canales, vellosidades). Ademas, las células epiteliales pueden orientar el huso mitético para
producir divisiones asimétricas o simétricas que son fundamentales para la homeostasis de los
tejidos. Ambas caracteristicas hacen que las células epiteliales sean fundamentales durante la
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embriogénesis para la generacion de los diferentes 6rganos.

La polaridad apico-basolateral de las células epiteliales se puede observar por la presencia
de un dominio apical, en contacto con el lumen o el exterior y un dominio basolateral,
en contacto con las células vecinas y la membrana basal. Ambos dominios se encuentran
separados por una region de uniones especificas responsable de mantener unidas las células
del tejido (Uniones Adherentes). Ademas, dichas células presentan una zona sellante para
separar el dominio interno del externo que les permite controlar la difusion de moléculas
en el tejido (denominadas Uniones Estrechas en vertebrados y Uniones Septadas en
invertebrados). Para la generacion de los diferentes dominios, las células epiteliales disponen
de una maquinaria de trafico polarizado formada por diferentes organulos secretores, como
el reticulo endoplasmatico y el Golgi, asi como numerosos compartimentos endosomales y
vesiculares encargados de transportar distintos componentes a regiones especificas de la célula.
De este modo se genera una distribucion asimétrica de lipidos y proteinas en la membrana
plasmatica, de componentes del citoesqueleto y de organulos celulares a lo largo del eje apico-
basal. Asimismo, existe una retroalimentacion positiva de manera que la formacion de los
dominios apical y basolateral son necesarios a su vez para regular dicho trafico polarizado en
la célula. La polaridad epitelial por tanto, tiene una gran influencia en numerosos procesos
celulares a través del control de vias de senalizacién vy del trafico vesicular, por lo que una
regulacion incorrecta de la polaridad epitelial esta relacionada con diferentes enfermedades,
como ocurre con el cancer, donde diversas proteinas de polaridad han sido descritas como
oncogenes y genes supresores de tumores (revisado en [13-153]).

A través de diferentes estudios genéticos realizados en S. cerevisiae, C. elegans y D. melanogaster
se han podido identificar numerosas proteinas cuya correcta distribuciéon en los diferentes
dominios de la membrana plasmatica es esencial para el establecimiento y mantenimiento
de la polaridad epitelial (conocidas como determinantes de polaridad [16,17] y revisado en
[5]). Mas recientemente, el uso de las células de mamifero MDCK ha sido esencial para
conocer como se establece la polaridad en vertebrados asi como identificar nuevos actores
en este proceso (revisado en [18]). Pese a la gran diversidad de epitelios observados tanto
dentro de un mismo organismo como entre diferentes especies, existe una maquinaria de
polaridad que se ha conservado alo largo de la evolucién y que esta compuesta principalmente
por tres complejos (Fig. 3):

*  Complejo Crumbs/PAT]J/PALSI1, formado por la proteina transmembrana
Crumbs (Crb), Stardust (Sdt, PALS] en mamiferos), dPatj (PAT] y MUPPI en
mamiferos) y Lin7. Este complejo se localiza justo por encima de las Uniones
Adherentes (region subapical de invertebradosy Uniones Estrechas en vertebrados),
proporcionando identidad apical. La falta de funciéon de Crb provoca diversos
efectos en polaridad epitelial y también en las Uniones Adherentes (revisado en
[19] [20]). Por ejemplo, la falta de Crb en los fotorreceptores desestabiliza las
Uniones Adherentes afectando a la formacion de la Capa Limitante Externa. Esto
conlleva muerte neuronal y delaminacion de partes de la retina [21]. Sin embargo,
en algunos tejidos la funcién de la proteina Crb no es esencial para mantener
la polaridad epitelial, siendo su funcién redundante con otros determinantes
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de polaridad. En el embrién de Drosophila la funcion de Crb es esencial durante
la gastrulacion, sin embargo parece ser redundante para la polaridad epitelial
durante y después de la organogénesis [22].

Complejo Par3/Par6/aPKC, formado por las proteinas estructurales Par3/
Bazooka (Baz, Drosophila) y Par6, una serin-treonin quinasa, aPKC y la Rho-
GTPasa, Cdc42. Este complejo esta implicado en la identidad apical y en el
establecimiento y mantenimiento de las Uniones Adherentes. Par6, aPKC vy
Cdc42 co-localizan con el complejo Crb en la regiéon subapical, mientras que
Baz se localiza en las Uniones Adherentes. El complejo Par3/Par6/aPKC es una
pieza clave en la regulacion de la polaridad que se ha conservado desde gusanos
hasta vertebrados. Ademas, no solo esta implicado en polaridad epitelial, sino
que participa en otros contextos celulares tales como migracién celular, trafico
vesicular, crecimiento celular, supervivencia o diferenciacion celular (revisado en

[4,5,23,24]).

Complejo Lgl/Dlg/Scrib, encargado de la identidad basolateral de la célula.
Esta formado por las proteinas Lethal Giant Larvae (Lgl), Scribble (Scrib) y Discs
Large (Dlg). Scrib y Dlg son proteinas estructurales, siendo Lgl una proteina
cortical. Diversos trabajos, principalmente en Drosophila, han establecido estos
genes como genes supresores de tumores debido a su implicacion en la regulacion
de la polaridad y la proliferacion celular (revisado en [25]).

Vertebrados

Conservado

Invertebrados

Crb/Std/Patj

Dominio Ocludina, Claudina,
Subapical Par3/Par6/aPKC JAM, Z0-1,2,3
Uni E-Cadheri Uniones
niones Ed erina Necti ™ Estrechas
Adherentes Z0-1 B-Catenina -
Dominio Dlg/Lgl/Scrib
basolateral

Uniones Septadas

Figura 3. Conservacion de los complejos de polaridad epitelial. La maquinaria encargada
del establecimiento y mantenimiento de la polaridad epitelial se encuentra conservada entre
invertebrados y vertebrados. Existen tres grandes complejos: Complejo Crb/PATJ/PALS1,
complejo Par3/Par6/aPKC y complejo DIg/Lgl/Scrib. Las uniones adherentes mantienen a las
células unidas en el tejido y las uniones septadas (invertebrados) y estrechas (vertebrados)
realizan la funcion sellante para regular intercambio entre el medio externo y el tejido.

Ademas de estos tres complejos que forman el nicleo central de la polaridad epitelial, se
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han identificado diferentes proteinas que actian conjuntamente con estos complejos para
establecer y mantener la polaridad epitelial. Este es el caso de la serin-treonin quinasa Parl,
la proteina citoplasmatica Par) (también llamada 14-3-3) y las proteinas Cadherina E (Ecad)
y B-Catenina (Armadillo en Drosophila). Por un lado, Parl se localiza en el dominio basolateral
y una de sus funciones es fosforilar a Par3 evitando la formacién del complejo Par3/Par6/
aPKC en esta region de la célula [26]. Por su parte Pard es capaz de unirse a diferentes
determinantes de polaridad cuando son fosforilados, regulando su localizacién y por tanto
su funcion [26,27]. Por su parte, Ecad y [3-Catenina se localizan en las uniones adherentes
participando en la unién célula-célula, esencial para la arquitectura epitelial [28,29]. En
las células epiteliales se han establecido los contactos célula-célula como una senal esencial
para iniciar la polarizacién, que contintia con la funcién de los complejos de polaridad. No
obstante, para la especificacion de la orientacion del eje apico-basal se necesita una interaccion
adicional que normalmente procede de la matriz extracelular.

Para el establecimiento y mantenimiento de la polaridad epitelial son fundamentales las
interacciones que se producen entre los determinantes de polaridad. Estas pueden ser de
caracter atractivo, como las que se producen entre determinantes del mismo dominio; o de
caracter repulsivo, entre determinantes de dominios diferentes (Fig. 4). De este modo, en
el complejo Par3/Par6/aPKC, tanto Par3 como Cdc42 son necesarias para la localizacion
apical del complejo mientras que la actividad quinasa de aPKC se encuentra regulada por
Par6 y Cdc42 [30]. Par6 se localiza en el cortex apical a través de la interaccion con Cdc42.
Esta interaccion elimina la inhibicion de la actividad quinasa de aPKC ejercida por Par6.
Cuando aPKC esta activa es capaz de fosforilar a Par3, reduciendo la afinidad de éste por
aPKC. De este modo Par3 se restringe a las Uniones Adherentes donde tiene un papel esencial
en la formacién de este dominio [31-33]. La fosforilacion de Par3 por aPKC también permite
al complejo Par6/aPKC reclutar y asociarse al complejo Crb, aunque el mecanismo por el
cual se produce no esta claro. Algunos trabajos indican que la liberaciéon de Par3 del complejo
Par3/Par6/aPKC permite a aPKC asociarse a Crb y PALS1 a través de Par6. Sin embargo se
ha descrito otro mecanismo en el cual la fosforilaciéon de Par3 por aPKC evita la interaccion
Par3-Std, pudiendo este tltimo unirse entonces a Crb y reclutar a Par6 [34,35]. Una vez
situados los complejos Par6/aPKC y Crb en el dominio apical, la fosforilacion de Crb por
aPKC es fundamental para mantener la polaridad [36].

Por otro lado, para el mantenimiento de los dominios apical y basolateral es necesaria la
exclusion mutua entre determinantes de estos dominios (Fig. 4). Este aspecto se hace evidente
al sobreexpresar o eliminar ciertos determinantes de polaridad, lo que provoca cambios en la
extension de los dominios de membrana. Tanto la sobreexpresion de la proteina Crb como la
eliminacién de Scrib producen una extensiéon del dominio apical [37,38]. Resultados similares
pueden obtenerse con diferentes componentes de la maquinaria de polaridad [22,39]. Para
conseguir esta exclusion entre los dominios apical y basolateral, la actividad quinasa de Parl y
aPKC es fundamental. aPKC fosforila a Lgl y Parl evitando su localizaciéon en la membrana
apical y por tanto que ejerzan su funciéon en dicho dominio donde aPKC esta activa [40-42].
Por el contrario, Parl fosforila a Par3 impidiendo la formaciéon del complejo Par3/Par6/
aPKC en el dominio basolateral, ya que esta fosforilacion favorece la uniéon de Par3 a Parb
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Figura 4. Interacciones entre complejos de polaridad. En el mantenimiento
de la polaridad epitelial, las interacciones entre determinantes de polaridad
son esenciales. Los complejos apicales cooperan entre ellos para mantener el
dominio apical. Ademas existe una regulaciéon excluyente entre determinantes
basolaterales y apicales. Las uniones adherentes también participan en la
formacion de los diferentes dominios. Las fosforilaciones de las dos quinasas
que forman parte de esta maquinaria (aPKC y Par1) son fundamentales para
conseguir esta regulacion.

evitando la oligomerizaciéon de Par3 y por tanto su uniéon a la membrana y a aPKC [26].

Recientemente se han descrito nuevos componentes de la maquinaria de polaridad. Por
un lado encontramos el complejo Yurt/Coracle, identificado en Drosophila y con homoélogo
en mamiferos. Este complejo estd implicado en el mantenimiento de la polaridad apico-
basolateral en etapas tardias del desarrollo embrionario de Drosophila, donde se ha observado
que presenta una regulacion mutua con aPKC. aPKC es capaz de fosforilar a Yurt evitando
su localizacion en la membrana apical mientras que Yurt contrarresta la funciéon de aPKC
para evitar la apicalizaciéon de toda la membrana plasmatica [43,44].

Ademas de proteinas también existen lipidos implicados en el establecimiento y mantenimiento
de la polaridad celular. Entre ellos se encuentran los fosfoinositidos PtdIns(3,4,5)P3 y
PtdIns(4,5)P2, productos de la actividad enzimatica de la quinasa PI3K vy la fosfatasa PTEN
respectivamente. Estos fosfolipidos son importantes para la polaridad de células MDCK
(mamiferos) y de las células de Drosophila [45-48]. PTEN se localiza en el dominio apical
mientras que la PI3K lo hace en las uniones adherentes. De este modo, PtdIns(4,5)P2
proporcionaidentidad apical mientras que PtdIns(3,4,5)P3, basolateral; aunque existen algunas
diferencias entre tejidos y especies. La relacion entre los fosfoinositidos y los determinantes de
polaridad clasicos atin esta por determinar. En Drosophila, Par3 se une a PI'EN ayudando a la
localizacion de la fosfatasa en las uniones adherentes [47], aunque en células MDCK, PTEN
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también se localiza en la membrana apical. En éstas células el enriquecimiento de PtdIns(4,5)
P2 en la zona apical produce un reclutamiento de Anexina 2, que a su vez se une a Cdc42.
De este modo, Cdc4?2 recluta a aPKC formandose asi el dominio apical [49]. Ademas, la
actividad quinasa de aPKC es necesaria para restringir PtdIns(3,4,5)P3 a la region basolateral
[50], de modo que PtdIns(4,5)P2 actia en la formacion de la polaridad apico-basolateral de
manera directa, reclutando determinantes apicales, asi como indirecta, a través la exclusion

de PtdIns(3,4,5)P3 por parte de aPKC.

Es probable que en los proximos afios aparezcan nuevos datos que ayuden a elucidar el
papel de estos nuevos actores en la polaridad y su relaciéon con los complejos clasicos.
Asimismo, a pesar del conocimiento de los diversos complejos de polaridad y de muchas de
sus interacciones que regulan su funcién, aun quedan numerosos aspectos por aclarar para
poder llegar a conocer en profundidad cémo los determinantes de polaridad se establecen en
los diferentes dominios.

2. Trafico Vesicular Intracelular

Para la formacién y regulacion de la distribucion apico-basolateral en las células epiteliales,
éstas disponen de una maquinara de trafico intracelular altamente organizada que les permite
distribuir diferentes cargos (proteinas, lipidos, RNA) hacia los dominios adecuados. No
obstante, la relacion existente entre polaridad y trafico se basa en una regulacién mutua entre
ambos procesos, siendo uno necesario para el otro. Esto hace que el correcto funcionamiento
de las diferentes vias de trafico vesicular no solo sea esencial para el mantenimiento de la
polaridad, st no también para diversos procesos como migracion, regulacion de vias de
sefializacion o destino celular (revisado en [51-53]). Es importante mencionar que aunque ha
sido en las células epiteliales donde mas estudios se han realizado acerca del trafico vesicular,
por su alta relevancia en este tipo celular; la maquinaria de trafico es fundamental para todas
las células eucarioticas, actuando por tanto en todos los contextos celulares. La regulacion
mutua entre la maquinaria de trafico intracelular y la polaridad ha emergido como una
importante herramienta en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular, asi
como para la regulacion de procesos celulares controlados via trafico vesicular polarizado.

Trdfico polarizado

Existen diferentes rutas con las que las células epiteliales transportan proteinas y lipidos
hacia los diferentes dominios de membrana (revisado en [53-56]). Por un lado encontramos
la ruta biosintética, donde las proteinas pasan del Reticulo Endoplasmatico al Aparato de
Golgi y de éste a la region Trans-Golgt (TGN, de sus siglas en inglés). Desde el TGN son
clasificadas en distintos transportadores para su entrega al dominio de membrana correcto.
Este transporte puede ser directo entre el TGN y la membrana (Fig. 5, la y 1b) o puede
tener un paso intermedio en los Endosomas de Reciclaje (RE, siglas en inglés, fig. 5, 5). La
funcién de esta etapa intermedia no esta clara, aunque podria modular la funcién de los
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cargos antes de llegar a la membrana. Por otro lado, una vez localizados en los dominios
de membrana, proteinas y lipidos pueden ser internalizados nuevamente y redistribuidos
hacia cualquier parte de la célula en lo que se llama ruta de reciclaje. La internalizacién
de los cargos se lleva a cabo con la endocitosis y las principales proteinas implicadas en
ella son la proteina de envuelta vesicular Clatrina, la GTPasa deformadora de membrana
Dinaminay el complejo adaptador heterotetramérico AP2. Una vez endocitados, los cargos
pasan a los denominados Endosomas Tempranos Apicales (AEE, de sus siglas en inglés) o
Endosomas Tempranos Basolaterales (BEE, de sus siglas en inglés), dependiendo del lugar de
la endocitosis. Desde este punto se pueden seguir diferentes rutas: 1) vuelta a la membrana
a través de reciclaje rapido (Fig 5, 2a y 2b); 2) pueden pasar a los Endosomas Tardios (LE,
siglas en inglés) que se fusionan con lisosomas para la degradacion de los cargos (Fig. 5, 3a'y
3b) o 3) pueden dirigirse a los Endosomas de Reciclaje (RE , Fig. 5, 4a y 4b) desde los cuales
son nuevamente distribuidos hacia la membrana basolateral (Fig. 5, 6a) o apical (Fig. 5, 6a).
Las proteinas apicales lo hacen a través de los Endosomas de Reciclaje Apicales (ARE, siglas
en inglés, fig. 5, 7), aunque no esta claro si estos endosomas son diferentes a los RE o se trata
de un subdominio de éstos.

Figura 5. Rutas del trafico
intracelular en células epiteliales.
Las proteinas de la ruta biosintética
procedentes del TGN pueden
dirigirse directamente a la membrana
basolateral (1a) o apicolateral (1b),
pero también pueden pasar a los RE
(5) antes de llegar a la membrana.
Proteinas, lipidos y membrana son
internalizados generando los BEE en
la superficie basolateral y los AEE en
la apical. Los cargos pueden volver
a la membrana en un reciclaje rapido
(2ay 2b), pueden dirigirse hacia los LE
para su degradacion por la accion de
los lisosomas o pueden transportarse
hasta los RE (4a y 4b), desde donde
son nuevamente distribuidos hacia la
membrana basolateral (6a) o hacia la
membrana apical (7) a través de los
ARE (6b).

Dominio
Apical

Uniones
Adherentes

Dominio
Basolateral

La complejidad de todas estas rutas hace necesaria la existencia de diversos mecanismos
que regulen el trafico de los cargos entre las diferentes estaciones del entramado vesicular de
transporte. Los principales reguladores del trafico vesicular en la célula son las GTPasas de
pequenio tamano, Rab. Las proteinas Rabs se encargan de la seleccion de cargos asi como del
desensamblaje, movimiento, maduracion, anclaje y fusion de las vesiculas con sus membranas
diana (revisado en [57]).

Por otra parte, el movimiento polarizado de vesiculas necesita también la participacion del
citoesqueleto, que actiia como autopistas en la célula, asi como de las moléculas motoras que
se encargan de mover los diferentes endosomas a lo largo del citoesqueleto. Las principales
moléculas motoras son los complejos de la Kinesina y de la Dineina, para los microtibulos; y
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la Miosina V para los filamentos de actina (revisado en [58]). Los microttibulos se encuentran
polarizados en las células epiteliales, disponiendo los extremos + hacia la membrana
basolateral y los — hacia la apical. La Kinesina se desplaza hacia el extremo +, mientras que

la Dineina lo hace hacia el —, facilitando la especificidad de cada uno de los tipos de trasporte
(revisado en [59]).

Una vez los diferentes cargos han sido distribuidos a la membrana, las vesiculas que los
contienen deben anclarse a la zona de la membrana plasmatica correcta y fusionarse con ella,
proceso denominado exocitosis. El complejo del exocisto es clave en este proceso. Se trata de
un complejo proteico octamérico conservado a lo largo de la evolucion. Esta formado por las
proteinas Sec3, Sec), Secb, Sec8, Secl0, Secl), Exo70 y Exo084 (Fig. 6, revisado en [60,61])
y se encarga del reconocimiento inicial y el posterior acoplamiento de las vesiculas a la zona
de la membrana diana. Existe una estrecha relacion entre el exocisto y algunas proteinas
Rab, como es el caso de Rabl1 y Secl) que interaccionan fisicamente estableciendo la union
entre el reciclaje y la exocitosis (Fig. 6, [62,63]). A la hora de la fusion de las vesiculas con la
membrana plasmatica interviene la familia de proteinas SNARE (v-SNARE y t-SNARE),
entre las que encontramos proteinas como las Sintaxina-1, 2, 3 y 4, cada una de ellas con
especificidad para transporte apical o basolateral (revisado en [64]). La relacion entre polaridad
y trafico se hace evidente con la funcién de las sintaxinas, ya que la localizacién errénea de
estas proteinas produce defectos en la polaridad apico-basolateral [65,66]. Por ejemplo, al
eliminar la sefial que localiza la Sintaxina 4 en la region basolateral en células MDCK, ésta
se encuentra deslocalizada y las células son incapaces de formar un tejido polarizado [65].

Figura 6. El complejo del
exocisto. Las diferentes
subunidades del exocisto (Sec3,
5, 6, 8, 10, 15, Exo70 y Exo84)
forman un complejo que actua
en el anclaje de las vesiculas
procedentes de los RE a la
membrana. La union entre los

Complejo del .
Exm;sto RE y el exocisto se produce a

través de la interaccion entre
Rab11 y Sec15.

Rab11y los Endosomas de Reciclaje (RE)

Los RE constituyen una pieza fundamental en el transporte vesicular de las células eucariéticas.
Estas estructuras tibulo-vesiculares se encuentran localizadas en las proximidades del Centro
Organizador de Microtibulos (MTOC, en inglés) y tienen un papel central en la coordinacion
del trafico celular (revisado en [52]). Por un lado, a ellos llegan multitud de cargos procedentes
del TGN en la ruta biosintética y de los Endosomas Tempranos en la ruta de reciclaje. Por
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otro lado, desde los RE se distribuyen estos cargos hacia los diferentes dominios de membrana
haciendo posible la relocalizacién de proteinas y lipidos desde el dominio basolateral al apical
y viceversa, lo que se denomina transcitosis (revisado en [54,56]). El reciclaje de membrana
a través de los RE puede regular por ejemplo la distribucion de receptores de superficie y
canales de iones, siendo también fundamentales en la regulacion de las adhesiones celulares
y en el mantenimiento de la polaridad apico-basolateral en las células epiteliales ([52,67-69])

En este proceso, la GTPasa de pequeiio tamano Rabl1 se erige como un regulador clave en
el reciclaje y exocitosis de multitud de cargos. Rab11 puede encontrarse localizada en el TGN
y en las vesiculas post-Golgi de la ruta secretora, sin embargo aparece enriquecida en los
RE y en los AREs, donde ejerce una funcién determinante en la distribucion de proteinas y
membranas a la superficie celular (revisado en [70]). En mamiferos, la familia de las proteinas
Rab11 presenta tres miembros: Rabl1a, Rabl1byRabllc(conocido como Rab25). Drosophila
melanogaster por el contrario solo presenta una proteina denominada Rabl11.

Debido a la implicaciéon de Rabl1 en la correcta formacién y funcionamiento de los RE y
al papel central de éstos en el trafico vesicular, es logico pensar que esta GTPasa actie en el
transporte de numerosas proteinas. De este modo, Rab11 y los RE han sido relacionados con
el transporte de diferentes receptores y moléculas de adhesion, como por ejemplo el receptor
AMPA en la neurotransmision de las células dendriticas [71]; el receptor EGF regulando
proliferacion y movilidad en células de cancer de pecho [72]; los receptores Toll-like durante
la respuesta inmune producida por fagosomas [73], la 3-Integrina para regular la migracion
celular [74] o la Ecad para regular las Uniones Adherentes durante diferentes etapas de la
polaridad celular [69,75] y participando asi en procesos de migracion celular colectiva y
comunicacion célula-célula [76] [77].

Pero, ;Cémo consigue una sola proteina regular la distribucion de los diferentes cargos en el
laberinto que supone la red de trafico intracelular? La versatilidad de Rab11 viene dada por su
capacidad para interaccionar con diferentes proteinas adaptadoras (revisado en [70]). De esta
modo, Rabl1 forma diversos complejos proteicos que permiten el transporte bidireccional
a lo largo de los microtibulos y los filamentos de actina. Las proteinas pertenecientes a la
familia Rab11-FIPs (Famuly Interacting Protein) constituyen los principales efectores de Rabl1.
Estas proteinas establecen un puente entre Rabl1 y los complejos motores de microtibulos
y filamentos de actina (Kinesina, Dineina y Miosina V) posibilitando las diferentes rutas de
transporte de los RE (revisado en [68,70,78]). Las proteinas Rab11-FIPs se caracterizan por
presentar un dominio coiled-coil seguido de un motivo altamente conservado de 20 aminoacidos
en el extremo C-terminal de la proteina por el cual se unen a Rabll y que se denomina
Dominio de Unién a Rabl1 (RBD, de sus siglas en inglés). En vertebrados se han descrito
cinco Rab11-FIPs diferentes que se pueden clasificar en dos clases (Fig. 7, A):

* Clase I: donde encontramos a las proteinas Rab11-FIP1/RCP, Rab11FIP2 y
Rab11FIP5/Ripl1, caracterizadas por presentar un dominio G2 de localizacién
de membrana similar al de las proteinas PKCs y situado en el extremo N-terminal.
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e (Clasell: ala que pertenecen las proteinas Rab11-FIP3 y Rab11-FIP4. Carecen
de dominio C2 pero presentan dos dominios FF*-hands en el extremo N-terminal.
Rab11-FIP3 ademas presenta una region rica en prolina.

A Proteinas Rab11-FIPs

@ <2 3 coiled-coil ) ReD PEECIIREILIVCUIR

Clasel € - Rab11-FIP2

I coiled-coil | ReD P

Rab11-FIP1/RCP

@K > N coiled-coil _ RED B

Secuenciarica EF-hands

Cen prolina l l

EF-hands

- l - coiled-coil : RBD .

coiled-coil | RBD [PEEETUIREI]

Figura 7. Las proteinas
adaptadoras Rab11-FIPs. A)
Representacion esquematica de
las proteinas Rab11-FIPs de clase
| y clase Il. Todas presentan un
Dominio de Unién a Rab11 (RBD,
B azul) y un dominio coiled-coil
(verde) en la parte C-terminal. El

Rab11-GTP extremo N-terminal es diferente
e i para cada clase, presentando un

-1 TN dominio C2 (violeta) las Rab11-

Clasell

Rab11-FIP4

Rab11-FIP3 '- -" FIPs de clase | y dominios EF-
Rab11-FIP2  hands (rojo) las de clase Il. B)
|::c1 \ Las diferentes Rab11-FIPs unen
— a Rab11 con el citoesqueleto

MiosinaV “ . s .
< a través de su interaccion con
-4 las proteinas motoras. De este

y « modo, FIP3 es capaz de unirse
Dineina 4 a Dineina y transportando las
vesiculas hacia el extremo -, por

¢ R
; 200 .O"U....,* su parte, FIP2 se une a Myo V
53533!5 para transportar las vesiculas a
e e - Actina + través de los filamentos de actina
- Microtubulos +

(Imagen adaptada de [70]).

La afinidad de cada una de estas moléculas adaptadoras por diferentes moléculas motoras
posibilita el transporte de los RE (Fig. 7, B). Asi por ejemplo, se ha establecido la uniéon entre
Rab11-FIP2 y Miosina V en el transporte de IgA en células MDCK y transferrina en células
HeLa [79] o la unién de Rab11-FIP5 a la Kinesina II [80]. Por su parte Rab11-FIP3 es
capaz de unirse tanto a Dineina como a Kinesina, teniendo un papel clave en el transporte
de membrana plasmatica durante la citoquinesis [81-83].

En Drosophila melanogaster se han descrito hasta la fecha dos proteinas homologas a las Rab-FIPs
de vertebrados. Por un lado encontramos a la proteina Rab11 Interacting Protein 11 (Ripl11), que
formaria parte de la clase I. Ripl1 participa en el proceso de intercalacion celular durante el
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desarrollo de las traqueas [84] y junto a Miosina V se encarga del transporte de Rodopsina en
el desarrollo de los fotorreceptores [85]. Por otro lado se encuentra la proteina Nuclear Fallout
(Nuf), perteneciente a la clase II. Nuf es capaz de unirse a Dineina [86] y probablemente
también lo haga a Kinesina tal y como lo hace su homoélogo en vertebrados, Rabl11-FIP3.
Nuf tiene un papel fundamental en el transporte de membrana plasmatica y polimerizacién
de actina durante la celularizacién del embrién de Drosophila y en el crecimiento de las quetas

[87-90].

A pesar del avance realizado en los tltimos afios, atin es necesario aumentar la comprension
acerca de la relacion entre las proteinas adaptadoras, las proteinas motoras del citoesqueleto,
Rabl11 ylos RE. Mejorar el conocimiento acerca de como se regulan cada uno de estos actores,
qué uniones especificas se forman entre ellos, cuales son los cargos que transportan y en qué
procesos lo hacen, ayudara a entender el mapa del trafico intracelular y sus implicaciones
en procesos tales como el establecimiento de la polaridad celular, la regulacion de vias de
sefializacién, migracion o division celular, entre otros.

Nuclear fallout (Nuf)

Nuclear Fallout (Nuf, homologo a la proteina Rab11-FIP3 de vertebrados) es una proteina
adaptadora de la GTPasa Rabl1 a Dineina uniendo, por tanto, los RE a los microtibulos
[86,88]. Nuf es una proteina de 502 aminoacidos que presenta una regiéon C-terminal con
un dominio cotled-coil y un dominio RBD (Fig. 8, A). Su homologia con las proteinas Rab11-
FIPs radica en la parte C-terminal, mientras que el extremo N-terminal es mas variable no
habiéndose identificado dominios descritos.

El trabajo del laboratorio del Dr. W. Sullivan ha sido fundamental para la caracterizacién
de esta proteina y su papel durante la celularizacion del embrion de Drosophila, proceso en el
que es fundamental la participacion de la maquinaria de transporte para formar las nuevas
membranas plasmaticas. Nuf es una proteina pericentrosomal, altamente fosforilable y cuya
localizacion varia con el ciclo celular [88,91]. Nuf co-localiza extensamente con Rabll
de forma interdependiente [88]. Por tanto, la funciéon de Nuf va ligada a la de Rabl1 y a
los RE, siendo esenciales para el transporte de membrana plasmatica y para promover la
polimerizaciéon de actina en el surco citoquinético de los embriones sincitiales [86,88,89].
Teniendo en cuenta que Nuf es un regulador de Rabl1 y sabiendo la versatilidad de los RE
a la hora de regular diferentes procesos celulares, seria logico pensar que Nuf participe en
diversos contextos celulares, lo que parece ser el caso.

Durante el crecimiento de las quetas, estructura formada por una tnica célula y que forma
parte de los 6rganos sensoriales en el organismo adulto de Drosophila, se requiere un transporte
activo de multiples proteinas hacia la zona de crecimiento. En este proceso, Nuf, Rabll y
Dineina son esenciales para controlar el flujo de los RE que transportan cargos hacia el extremo
de las quetas. Este flujo estd regulado por la fosforilacion de Nuf por parte de la quinasa
IKKe, fosforilacion que ocurre en el extremo de la queta (donde IKKe esta activa) y permite
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el retorno de la maquinaria de los RE (Fig. 8. B [90]). De esta forma, en mutantes ke, Nuf
no puede ser fosforilado y se bloquea el transporte de RE produciéndose una acumulaciéon de
vesiculas Rab11 en el extremo de la queta. Por otro lado, la funcién de Nuf sobre los RE regula
rutas de sefializacién, como ocurre en los precursores de los 6rganos sensoriales de Drosophila
(SOP, en inglés). Los SOP realizan una division asimétrica generando dos células hijas, pllay
plIb, las cuales desarrollan un destino celular diferente debido a una activacién asimétrica de
la via de Notch. En la célula pIIb, Delta, el ligando de la via de Notch, es reciclado a través
de Rabl1 ylos RE. Sin embargo, en la célula pIla Nuf no se recluta en los centrosomas y no
se forman los RE cargados con Delta. De este modo, solo la célula pIIb presenta Delta en la
membrana activando la via de Notch en la célula pIla [92] y por tanto ambas células siguen
destinos distintos: epidérmico (plla) y neural (plIb). Teniendo en cuenta la funcién de Nuf
en el trafico de los RE, es natural pensar que Nuf debe ser finamente regulado. Por tanto,
conocer las proteinas que regulan la funcién, distribucién y uniéon de Nuf a sus interactores
es fundamental para entender el proceso de reciclaje intracelular y sus implicaciones.

1 502

Nuf coiled-coil | RBD [P

Figura 8. Nuf y su papel en el transporte de RE en las quetas de Drosophila. A)
Representacion esquematica de la proteina Nuf y sus dominios de Unién a Rab11 (RBD,
morado) y coiled-coil. (verde). B) Trafico vesicular controlado por IKKe y Nuf. Las vesiculas
de los RE y marcadas con Rab11 son trasportadas hasta el extremo de la queta a través
de Nuf y Dineina (A). La presencia de alta cantidad de IKKe activa en el extremo hace
que Nuf sea fosforilado (B) permitiendo la liberacion de las vesiculas (C). El retorno de
las vesiculas podria producirse por el transporte de estas a través de Nuf y Kinesina (D).
En mutantes ikke, la no fosforilacion de Nuf produce una acumulacion de vesiculas en el
extremo de la queta (Imagen adaptada de [90]).

23



INTRODUCCION

3. aPKC

Uno de los principales reguladores de la polaridad celular es la Proteina Quinasa C atipica
(aPKC por sus siglas en inglés). aPKC se trata de una serin-treonin quinasa de la superfamilia
de las proteinas quinasas C (PKC), que se encuentra conservada en eucariotas. En esta
superfamilia se agrupan tres clases de proteinas quinasas C: las PKC clasicas, las nuevas y las
atipicas. Dentro del grupo de las PKC atipicas, en vertebrados encontramos dos isoformas,
PKCCy PKCA/1, mientras que en Drosophila melanogaster solo existe una, aPKC, que mantiene
todos los dominios y funciones de PKCA/.. Esta subfamilia de proteinas quinasas G se
denomina atipica debido que no se activan a través de Ca?*, diacilglicerol (DAG) o ésteres de
forbol como las proteinas quinasas C clasicas y nuevas, sino que se regulan via interaccién con
otras proteinas (revisado en [93-96]). aPKC esta implicada en la sefalizacion de los receptores
tirosina-quinasa a través de los cuales regula el crecimiento celular y la apoptosis ([95,97-
99]). Ademas, en los tltimos anos se ha relacionado a esta quinasa en multitud de procesos
celulares, siendo una proteina clave en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad
celular (revisado en [23,24]). Todo esto, junto con la conexién entre aPKC y enfermedades
humanas como el cancer (revisado en [14]), ha hecho de esta quinasa una importante diana
de interés en investigacion. Por todo esto, uno de los objetivos de esta tesis ha sido encontrar
nuevas proteinas que interaccionen con aPKC.

Estructura molecular de aPKC

La proteina aPKC puede ser divida en dos dominios: el dominio regulador y el dominio
quinasa (Fig. 9). El dominio regulador se sittia en la parte N-terminal de la proteina y consta
a su vez de un dominio de interaccién proteina-proteina PB1, un dominio de pseudosubstrato
(PS), el cual puede unirse al domino quinasa de aPKC e inhibir su actividad, y un dominio
C1 responsable de la localizacion en membrana, con un Gnico motivo rico en dedos de zinc,
lo que la diferencia del resto de proteinas quinasa C (revisado en [96]). A través del dominio
PB1, aPKC interacciona con proteinas tales como Par6, regulando asi la activad de aPKC
en procesos de polaridad o p62, la cual actia como puente entre aPKC y el Factor a de
Necrosis Tumoral (TNFa, por sus siglas en inglés) participando en la respuesta inflamatoria
activada por citoquinas (revisado en [97]). En la parte C-terminal de la proteina encontramos
el dominio quinasa, que incluye el sitio de unién a ATP y el dominio de actividad quinasa
propiamente, responsable tltimo de la fosforilacién de los substratos.

La actividad de aPKC esta regulada tanto por interacciéon con otras proteinas como por
la fosforilaciéon dependiente de PDKI1 [100]. Asimismo, la propia aPKC es capaz de
autofosforilarse en el dominio quinasa, siendo esta fosforilaciéon esencial para mantener la
proteina en una conformacion activa enzimaticamente (revisado en [96,101]). La actividad
quinasa de aPKC es fundamental para numerosos procesos celulares en los que regula la
localizacion y/o funcion de sus substratos (algunos de los cuales se muestran en la figura 9,
[27,34,36,44,102-104]).
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Dominio Regulador Dominio Quinasa
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Versatilidad funcional de aPKC

Una de las principales caracteristicas de aPKC que la hace tremendamente interesante es
su gran versatilidad en cuanto a procesos celulares en los que participa y a proteinas con
las que puede interaccionar en cada uno de estos procesos. aPKC actia en la activacion
mitogénica de la via de senalizacién de Ras, siendo una diana aguas abajo de Ras, controlando
crecimiento y supervivencia celular [105-107]. De hecho, Ras interacciona fisicamente con
el dominio regulador de aPKC modulando su actividad en células humanas [108]. Tanto
Ras como aPKC son fundamentales para la activacion del factor de transcripcion NF-xB,
activacion que depende también de los complejos de receptores de senalizacion de TNFa
y la Interleucina-1 (IL-1), mediadores de la respuesta inflamatoria activada por citoquinas.
En este caso, p62 actia como un puente de uniéon de aPKC con TNFa e IL-1 (revisado en
[97]). Asimismo, aPKC regula también la actividad de quinasas MAP (MAPK), las cuales son
dianas aguas abajo de la via de senializacion Ras [98].

Por otra parte, aPKC tiene un papel fundamental en el establecimiento y mantenimiento
de la polaridad celular. EI complejo formado por aPKC/Par6/Par3 es uno de los complejos
proteicos conservados responsables de la polaridad epitelial, aunque su funcién no se limita
a las células epiteliales, expresandose de forma ubicua y regulando polaridad en una gran
cantidad de contextos. En el tejido epitelial, la funcion quinasa de aPKC es fundamental para
establecer y mantener la distribucion apico-basolateral. De este modo se encarga de fosforilar
a otros determinantes de polaridad como Crb y Par3 para favorecer la formacion del dominio
apical y de las uniones adherentes [34,36]; asi como Lgl, Parl o Yurt para restringir su accion
al dominio basolateral [40,41,44].

No obstante, aPKC no solo regula polaridad en el tejido epitelial, lo hace también en otros
contextos, como es el caso de células en migracion. Para la migracion celular deben generarse
dos zonas diferenciadas en la célula. Por una lado se encuentra el frente de migracion que
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marca la direccién en la que la célula se desplaza. En esta zona Cdc42 y Racl regulan el
citoesqueleto de actina para formar filopodios y lamelipodios generando nuevos puntos de
anclaje entre la membrana plasmatica y el substrato por el que la célula se desplaza. En el
lado opuesto se encuentra el frente de retraccion, en el que RhoA controla la formacion
de fibras de actomiosina haciendo que en esta zona la célula se separe del substrato. RhoA
también participa en la formacion de las uniones focales en la zona intermedia entre ambos
frentes para anclar la célula al substrato. Entre las proteinas que participan en estas uniones
se encuentran las integrinas. aPKC puede regular la migracion celular actuando a diferentes
niveles en este proceso. Por ejemplo, en astrocitos de rata, aPKC fosforila ala Glucégeno Sintasa
Quinasa-33 (GSK-3p) inactivandola en el frente de migracion, lo que permite reorientar
el centrosoma y controlar la direccién de desplazamiento [109]. aPKC también regula la
migracion celular a través de la E3 ligasa Smurf], que se encarga de ubiquitinar diferentes
proteinas para su degradacion, entre ellas la G'TPasa RhoA. aPKC es capaz de reclutar
Smurf] en el cortex celular en filopodios y lamelipodios, destruyendo por tanto RhoA en el
frente de migracion y su capacidad para controlar el citoesqueleto retractil de actomiosina
[110]. Por otra parte, aPKC fosforila a Numb, una proteina adaptadora requerida para la
endocitosis de las integrinas, excluyéndola del cortex celular. En las células en migracion, la
integrina debe ser endocitada y transportada desde el frente de retraccion hacia el frente de
migracion. aPKC excluye a Numb del frente de migracion, quedando restringida su actividad
al frente de retracciéon donde se encarga de endocitar integrina [111].

Otro aspecto importante en el que participa aPKC es la division celular. La orientacion del
plano de division celular es esencial para mantener la estructura del tejido epitelial. Para ello
se debe orientar el huso mitético en el plano correcto para que la célula se divida manteniendo
la capa epitelial. El huso mitético se orienta gracias al anclaje de los microtibulos astrales al
cortex celular. aPKC evita el anclaje de estos microtubulos a la superficie apical de las células
epiteliales, facilitando la divisiéon en el plano horizontal del tejido. Para ello aPKC fosforila a
Pins, una proteina implicada en el anclaje de los microtibulos al cortex celular. Cuando Pins
es fosforilado, se une a Pard lo que evita su uniéon a la membrana y por tanto su funcion de
anclaje [104]. Asimismo, aPKC también participa en la division asimétrica de neuroblastos
y de las células precursoras de los 6rganos sensoriales en Drosophila. En estas divisiones, una
de las células hijas tiene activa la via de Notch mientras que la otra la tiene reprimida, lo
que hace que sigan destinos celulares diferentes. Un modo de conseguir esto es a través de
la regulacion de Numb. Numb actia como represor de la via de Notch solo en la célula hija
basal, ya que aPKC lo fosforila excluyéndolo del dominio apical [103].

aPKC participa también en la regulacion del ciclo celular. En neuroblastos de Drosophila, 1a
proteina Dap160 se une al dominio regulador de aPKC e incrementa su actividad quinasa,
favoreciendo la progresion del ciclo celular y ayudando a mantener el nimero de neuroblastos
en proliferaciéon [112], aunque el mecanismo por el que lolleva a cabo se desconoce. Asimismo,
en Xenopus laevis, aPKC fosforila a p27Xicl, un inhibidor del ciclo celular que promueve la
diferenciaciéon neuronal. La fosforilacion de p27Xicl reduce su habilidad para bloquear a
Cdk2, lo que provoca un acortamiento de las fases G1 y S del ciclo celular [113].
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Muchas de las funciones de aPKC dependen de su localizacion en la membrana o en el cortex
apical. Este hecho se hace mas evidente en procesos de polaridad, donde proteinas como
Par3, Par6 y Cdc42 son responsables de la localizacion y activacion de aPKC en la membrana
plasmatica subapical. Sin embargo, recientemente se ha descrito una nueva funciéon de aPKC
como proteina nuclear regulando la proliferacién y destino celular en Xenopus [114]. En este
trabajo se describe la existencia de una fraccion de aPKC que se localiza en el nucleo y que
es fundamental para la neurogénesis primaria de este organismo. Este hecho abre un nuevo
modo de actuacién de aPKC a través de su localizacién nuclear

Una de las principales razones por las que aPKC ha sido una diana de investigacion en los
ultimos anos es su implicaciéon en cancer. Por un lado, aPKC est4d sobreexpresada en una
gran variedad de canceres humanos (ovario, pulmén y pancreas son algunos ejemplos, [14])
y acta a través de su papel en la via de senalizacion Ras en el desarrollo de los tumores
[115-117]. Por otra parte, el papel clave de aPKC en el establecimiento y mantenimiento de
la polaridad epitelial, asi como su implicacion en la division celular hace que su regulacion
sea critica para mantener la estructura tisular y evitar el desarrollo de tumores. La pérdida de
polaridad celular es una caracteristica clave del cancer, de modo que la desregulacion en el
equilibrio entre los complejos de polaridad puede favorecer el desarrollo de tumores, al igual
que la orientacion erréonea del huso mitético en la division celular. En canceres de mama y
ovario aPKC se encuentra deslocalizada de la membrana subapical, mientras que la pérdida
de aPKC de la membrana subapical perturba la arquitectura epitelial y es sefial de identidad
de los adenomas preinvasivos ([118,119] y revisado en [120,121]).

aPKC también juega un papel importante en la regulaciéon mutua que existe entre polaridad
y trafico vesicular, participando tanto en procesos de endocitosis como de exocitosis. Estos
aspectos se describen en el siguiente apartado.

Trdfico intracelular, polaridad epitelial y aPKC

La maquinaria de trafico polarizado y la formacién del eje apico-basolateral son fundamentales
para el correcto funcionamiento de las células epiteliales. Ambos procesos deben estar
mutuamente regulados, siendo esta conexion un foco de estudio actualmente.

Como ejemplo para ilustrar esta conexion, encontramos la funciéon de Rabl1 y el transporte
a través de los RE en el reciclaje de Ecad, proteina fundamental para el establecimiento de
las Uniones Adherentes y de la polaridad epitelial. En células epiteliales de Drosophila, la
falta de funcién de componentes del exocisto provoca una acumulacién de Ecad en vesiculas
Rabll positivas, mientras que sus niveles en la membrana lateral se ven reducidos. Esto
indica la existencia de un reciclaje de Ecad en estas células [63]. En células humanas no
polarizadas la Ecad es transportada desde el TGN hacia la membrana plasmatica a través
de los RE y Rabl11 [75]. De igual modo, existe un transporte de Crb mediado por Rabl1 en
la formacion del lumen en células MDCK. Durante la primera division celular, las células
MDCK internalizan Crb3 desde la membrana plasmatica hacia la zona de division donde
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se formard el lumen. En este proceso, Crb3 co-localiza con Rabl1 en los RE siendo éstos
fundamentales para transportar Crb3 a la zona de division. Ademads, en condiciones de
ausencia de Crb3, la localizacion de PKC{ en la membrana del lumen en formacioén esta
comprometida, quedando localizada en zonas residuales. Esto sugiere que Crb3 a su vez
favorece el reclutamiento de PKCC en la membrana apical del lumen [122].

Algunos trabajos han implicado a aPKC en la regulacion del trafico vesicular intracelular
tanto con los procesos de endocitosis como de exocitosis. Por ejemplo, Rosse et al. demuestran
la funcién de aPKC en la exocitosis de la metaloproteasa MMP1, encargada de degradar la
matriz extracelular. Este control del trafico de MMP1 es clave para la invasividad de las células
cancerigenas, como se ha demostrado en el cancer de pecho [123] y pone de manifiesto la
conexion entre polaridad, trafico y cancer a través de aPKC.

En otro trabajo se ha visto que la falta de funcion del complejo Cdc42/aPKC/Par6 produce
una acumulaciéon intracelular de Ecad en grandes vesiculas que emanan de las Uniones
Adherentes y que no consiguen separarse de la membrana plasmatica. Un fenotipo similar se
observa con el mutante de la Dinamina, encargada de la escision de vesiculas de la membrana
plasmatica durante la endocitosis. En mutantes aPAC, par6'y cdc42 la proteina Cip4 (efector de
Cdc42 que recluta Dinamina) se encuentra deslocalizada en el citoplasma. Cip4 promueve
ademas la endocitosis mediada por actina, por lo que al bloquear la funciéon de Cdc42/
aPKC/Par6 se bloquea también la endocitosis [124,125]. En el neuroectodermo de Drosophila
Cdc42 regula la endocitosis de proteinas apicales. Embriones mutantes ¢de42 ademas de
presentar niveles reducidos en la membrana de determinantes de polaridad tales como Ecad,
Echinoid, Crb o Patj debido a una mayor tasa de endocitosis de proteinas apicales; muestran
endosomas de mayor tamano con altos niveles de Crb debido a un fallo en el paso de los
endosomas tempranos a los tardios. Este fenotipo es rescatado con la sobreexpresiéon de una
version constitutivamente activa de aPKC, indicando que la actividad quinasa de aPKC es un
efector de Cdc4?2 en este proceso [126].

Por otro lado, se ha establecido una relacion entre la quinasa Kibra (un regulador aguas
abajo de la ruta de senalizaciéon Hippo) y aPKC en la regulacion de la exocitosis. En células
MDCK, Kibra es necesaria para la formacion del Compartimento Vacuolar Apical (VAC,
siglas en inglés) donde las proteinas apicales de nueva sintesis o endocitadas se acumulan.
En células MDCK mutantes para kibra no se forma VAC y se produce un aumento de la
exocitosis de proteinas apicales con una expansion del dominio apical. Kibra es un substrato
de aPKC [127] y es capaz de inhibir la actividad quinasa de aPKC. El fenotipo obtenido en
los mutantes kibra es rescatado por la inhibicion de aPKC, indicando que Kibra regula la
exocitosis apical mediante el bloqueo de aPKC [128].

En la formacién del lumen en cistos de células MDCK, se ha relacionado la funciéon de aPKC
con el transporte vesicular mediado por Rabl1. El transporte de la proteina Podocalixina
hacia el sitio de iniciaciéon de la membrana apical es fundamental para la formacién del
lumen. La Podocalixina se encuentra en la matriz extracelular cuando las células MDCK
forman agregados celulares. Cuando se inicia la formacién de los cistos, la podocalixina es

28



INTRODUCCION

internalizada y transportada hacia la zona de formacién del lumen en vesiculas Rab11/Rab8.
Estas vesiculas ademas se encargan de transportar determinantes de polaridad como Par3.
Por otra parte, tanto aPKC como Par3 participan en la exocitosis de las vesiculas Rab11/
Rab8 marcando la zona de la membrana donde deben anclarse estas vesiculas. Tanto la falta
de funciéon de Par3 como la inhibiciéon de aPKC producen acumulacién de Podocalixina
en vesiculas intracelulares junto con Rabll, asi como defectos en la formaciéon del lumen.
Ademas, la inhibicion de aPKC reduce la internalizacién de Podocaxilina en algunas células,
indicando un papel adicional de aPKC en el proceso de endocitosis [129].

El trafico intracelular puede regular polaridad y en concreto aPKC, aunque atn queda
también mucho por investigar en esta direccion. Se ha descrito un trafico vesicular via Rab11
para localizar aPKC en la membrana plasmatica apical en el lumen en formacion. En las
células luminales del tejido mamario de raton, la proteina Huntingtina (HT'T) es necesaria
para la localizacion apical de Par3 y aPKC. HT'T forma un complejo con Rabll, Par3 y
aPKC participando en el transporte apical de estos determinantes de polaridad. Tanto la
sobreexpresion de una version de Rabl1 dominante negativa como la eliminacion de HTT
con RINA1 producen una deslocalizacion de Par3 y aPKC de la membrana apical. El fenotipo
en ambos casos se rescata con la sobreexpresion de una version constitutivamente activa de
Rabl1 [130], lo que sugiere un transporte de estos determinantes de polaridad via Rabl11.

Los diferentes trabajos realizados en modelos de formacion de tejido epitelial polarizado,
como las células MDCK de vertebrados o como puede ser la celularizacion en Drosophila, son
fundamentales para entender la relaciéon entre trafico intracelular y el establecimiento de la
polaridad epitelial. Sin embargo, poco se conoce de esta relaciéon en un tejido maduro y ya
polarizado, asi como del posible papel de aPKC en esta regulacion.

La gran versatilidad de aPKC, actuando a diferentes niveles en diversos procesos tales como
crecimiento celular, polaridad o trafico se lleva a cabo gracias a su interacciéon con diferentes
proteinas que regulan su actividad y localizacion, asi como con substratos a los que es capaz
de regular. Este hecho indica la importancia de descubrir nuevos interactores de aPKC,
no solo para conocer nuevas funciones en las que participe esta quinasa sino también para
resolver interrogantes que ain existen en procesos ya conocidos, como puede ser la conexion
polaridad-trafico.
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l.

OBIJETIVOS

Btsqueda de nuevas proteinas que interaccionen con aPKC en condiciones
nativas.

Anélisis de la interaccion fisica, genética y fosforilacion de los candidatos obtenidos

para seleccionar las proteinas mas prometedoras.

Analisis en profundidad de la interacciéon entre aPKC vy las proteinas mas
prometedoras, mapeando los dominios de interaccién y residuos de fosforilacion,
asi como estudiando la funcién y relevancia biologica de dichas interacciones.
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1. Cepas de Drosophila
Lineas UAS/Gal4

En este trabajo hemos utilizado el sistema UAS/Gal4 [131]. Esta técnica se basa en el uso
del factor de transcripcion Gal4 de la levadura Saccharomyces cerevisiae que reconoce y se
une directamente a la secuencia reguladora UAS. Esta secuencia no une ningun factor de
transcripcion de Drosophila, ni hay en Drosophila secuencias reconocidas por la proteina Gal4.
Este sistema permite la regulacion temporal y espacial de la expresion de un gen de interés,
ya que existen gran variedad de lineas transgénicas que expresan la proteina gal4 en distintos
patrones espaciales y temporales durante el desarrollo de Drosophila. Asi se puede inducir
la expresion del gen de interés generando lineas transgénicas que lo contengan junto con
secuencias UAS (Fig. 10). Del mismo modo se puede utilizar este sistema para la expresion
de RNAis de doble cadena de genes dianas, controlando asi el silenciamiento de dichos genes

[132,133].

Enhancertran Gald LAS-gen X
N

Figura 10. Representacion
del sistema UAS/Gal4. La
técnica UAS/Gal4d permite
la transcripcion de un gen
de interés (gen X) bajo

Secuencia Py

~reguldors 1 GALd — —CSZGZD—-— la secuencia UAS, en las

uAs células que expresen la
Expresion tejido-especifica Activacion transcripcional proteina  Gal4. Imagen
del Gald delgen modificada de [134].

Las cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en esta tesis se mantuvieron en medio de cultivo
estandar y a 25 °C en condiciones normales. Para ciertos experimentos de generaciéon de
clones de falta de funcién y de expresion se utilizaron diferentes temperaturas que se indican
en los siguientes apartados.

Las diferentes lineas UAS utilizadas en este tesis son las siguientes:
*  UAS-TT_aPKC (Sotillos, S., previo a esta tesis)
o UAS-TT_aPRC-CAAX (Sotillos, S., previo a esta tesis)
o UAS-TT_aPRC* (Esta tesis)
o UAS-TT_aPRC*-CAAX (Esta tesis)

o UAS-TT_aPKC %" (Sotillos, S., previo a esta tesis)
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o UAS-TT_aPRCP*"-CAAX (Sotillos, S., previo a esta tesis)
o UAS-TT_aPRCP%"* (Esta tesis)

o UAS-TT_aPKC*-CAAX (Esta tesis)

o UAS-TT_aPK(C"*(Sotillos, S., previo a esta tesis)

o UAS-TT_aPK("%-CAAX (Sotillos, S., previo a esta tesis)
o UAS-TT_aPK(P%7%224 (Esta tesis)

o UAS-TT_aPRK(CP %7220 (Egta tesis)

o UAS-aPRC_RNA: (Sotillos, no publicado)

o UAS-Nuf GFP ([90])

o UAS-Nuf RNAi (VDRC Stock Center)

o UAS-Myc-Nuf Silvestre (Esta tesis)

o UAS-Myc-Nuf S1554 (Esta tesis)

o UAS-Myc-Nuf S155D (Esta tesis)

o UAS-Rab11-RNA: (VDRC Stock Center).

En cuanto a las lineas Gal4, en esta tesis he utilizado (Fig. 11):

69B-Gal4: expresion ubicua en el ectodermo embrionario.

*  24B-Gal4: expresion ubicua en el mesodermo embrionario.

* salPE-Gal4: expresion en el centro de la region presuntiva de ala [135]

* en-Gal4: expresion en el compartimento posterior de los discos imaginales [131].

*  hh-Gal4d: expresion en el compartimento posterior de los discos imaginales [136].

Cepas mutantes de Drosophila melanogaster

Se utilizaron las siguientes cepas mutantes:

*  aPKC"" (Bloomington-Drosophila Stock Center)

. nuf [139]
o "% (Bloomington-Drosophila Stock Center)

38



MATERIALES Y METODOS

o shi® (Bloomington-Drosophila Stock Center)

o b2 (E. Knust)

*  baz' (Bloomington-Drosophila Stock Center)

o sec6™(Bloomington-Drosophila Stock Center)

o secH™" (Bloomington-Drosophila Stock Center)

o npl 1M [85]

*  [gl* (Bloomington-Drosophila Stock Center)

o apl4"""2* ( Bloomington-Drosophila Stock Center)
o lam0"*% (Bloomington-Drosophila Stock Center)
o lam® (Bloomington-Drosophila Stock Center)

o syx5* (Bloomington-Drosophila Stock Center)

*  ycop’ (Bloomington-Drosophila Stock Center)

Figura 11. Patron de expresion lineas Gal4. Expresion de GFP con las lineas Gal4 usadas en esta tesis:
hh-G4 (imagen modificada de [137]) y en-G4 (imagen modificada de [138]) dirigen la expresion en el
compartimento posterior del disco de ala; salEPv-G4 lo hace en la region presuntiva de ala del disco imaginal
de ala (imagen modificada de [135]; 69B-G4 y 24B-G4 dirigen la expresion en el ectodermo y mesodermo del
embrién respectivamente. La linea blanca discontinua marca el contorno y pliegues del disco.

Otras cepas de Drosophila melanogaster

Para algunos de los experimentos realizados se ha utilizado como cepa control la linea silvestre
Oregon R (OR).

Generacion de clones de falta de funcion

Para la induccién de clones de falta de funcion se emple6 el sistema FRT/FLP [140,141], que
consiste en activar la recombinacion mitotica entre cromatidas de cromosomas homologos a
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través de secuencias de reconocimiento de flipasa (secuencias FRT) y mediada por la enzima
recombinasa flipasa (FLP) de levadura. La regulacion del gen de la flipasa (flp) se realiza
mediante el promotor termosensible del gen Asp70 de Drosophila [140,142]. De esta manera
tras producirse un choque térmico la flipasa se expresa y cataliza la reaccién de recombinacion
de las secuencias FRT generando células homocigéticas para la mutacion de interés.

Los clones en el disco imaginal de ala fueron generados mediante choque térmico (1 hora a
37°C) a 48-72, 72-96 y 96-120 horas después de la deposicion de los huevos de los siguientes
genotipos:

*  hsFLP / +; FRTG13::aPKC*"*" / FRTG135::Ubi-GFP

o baz':FRTI19A4 / FRT19A::armLacg ; HSFlip / +

o ASFlp /' + ; FRT82B::crb' 4% / FRT82B::Ubi. GFP

o hsFLP / + ; sec5®::FRT40A / FRT40A::armL.g

o hsFLP / + ; sec0’::FRTG13 / FRTG13::Ubi-GFP ; hsFLP / +
o nuf:FRT80B / armLZ::FRT80B

oy FRT80B / armLZ:FRTS80B

o SW“FRTY.2 / FRT9.2::UbiGFP ; hsFLP38

o WSELP / rp 1 1¥72*55::FRT19A4 ; FRT19A::armLac

En el caso de los clones ", las larvas se mantuvieron a 18 °C justo después del choque
térmico para evitar la expresion de la proteina mutante y en el momento en el que las larvas
alcanzaron el estadio larvario 3, se incubaron 3 horas a 33 °C para producir la expresion de
la proteina, para posteriormente realizar la inmunohistoquimica.

Para generar embriones nulos para aPKC, indujimos clones en la linea germinal en hembras
hsFLP/+;FRTG13::aPKC"* /FRTG1 3::000”" " mediante choque térmico (1 hora a 37°C) a
partir de estadio 2 hasta la pupacion en dias consecutivos (48, 72 y 96 horas aproximadamente).
Estas hembras se cruzaron con machos aPKC***" /Cyo y con los embriones generados en el
cruce se realizo la inmunohistoquimica.

Generacion de clones de expresion (Clones flp-out)

Este método combina el sistema FLP/FRT con el sistema Gal4/UAS (ambos mencionados
anteriormente). Se trata de combinar los genes gal4 junto con el gen de la proteina GFP
bajo la secuencia UAS, con el promotor constitutivo del gen ActindC, pero separados por
una region de DNA que codifica para el gen yellow (produce un color amarillo en la mosca)
y que esta flanqueada por secuencias FRT [143]. Ademas contiene sefiales de parada de la
transcripcion, de manera que la transcripcién de Gal4 no se produce hasta que en presencia
de FLP las secuencias FRT se alinean y por recombinacién se escinde la region en cuestion.
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De este modo al combinar moscas con esta construccién, con otras que contengan el gen
hs-flp (activacion de la flipasa por choque térmico) y el gen de interés bajo la secuencia UAS,
podemos generar clones de manera que las células en las que se ha producido la recombinacion
expresaran la proteina Gal4 y por tanto, el gen de interés. Ademas, estaran marcados por la
expresion de GFP.

Este sistema se ha utilizado para generar clones que expresen un RINA1 especifico de Rabl1,
para eliminar la funcién de esta proteina, asi como para expresar las versiones mutantes de
Nuf. Para ello, los clones se generaron mediante choque térmico (1 hora a 37°C) a 48-72 y
72-96 horas después de la deposicion de los huevos de los genotipos:

o ywklp ; act-G4::GFP>UAS-Rab11-RNAi
o ywlhp ; act-G4::GFP>UAS-Myc-Nuf S1554

o ywklp ; act-G4::GFP>UAS-Myc-Nuf S155D

2. Inmunohistoquimica

Tincion de embriones y discos imaginales

Para la tinciéon de embriones se utilizaron huevos depositados durante 8 horas, los cuales
fueron decorionados en lejia comercial diluida al 50% en agua. Posteriormente fueron fijados
a temperatura ambiente en una mezcla 1:1 de formaldehido al 4% en PBS y n-heptano
durante 20 minutos en agitacion. Después de la fijacion, se retir6 el formaldehido y se anadié
un volumen de metanol para desvitelinizar los embriones por agitacion. Posteriormente se
lavaron los embriones 3 veces con metanol y 2 veces con PBT (PBS Tween-20 al 0,1%).

En el caso de la tincién de discos imaginales de ala, se diseccionaron larvas de estadio 3 y
se fijaron los discos en paraformaldehido al 4% durante 20 minutos en agitacién, con una
segunda fijacion en paraformaldehido al 4% y Triton X-100 al 0,1% durante 20 minutos
en agitacion. Para las tinciones de clones shi*, el proceso de diseccion y la primera fijacion se
realizaron en hielo.

Embriones y discos se bloquearon y se tifieron en PBT-BSA al 1% para embriones y PBTr-
BSA al 1% (PBS Triton X-100 al 0,1%) para discos. Los anticuerpos primarios utilizados
en este trabajo aparecen en el apartado 7 de materiales y métodos. Para el revelado
empleamos anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor-488, -555 y -647 de Invitrogen,
a una concentracion 1/200 en PBT-BSA 1% o PBTr-BSA 1% para embriones o discos
respectivamente. Para la tinciéon de ntcleos se utilizo6 DAPI (Molecular Probes, 1/500) y para la
tincion de actina, faloidina conjugada con rodamina (1/100). Los embriones se montaron en
Vectashield (Vector Lab) y los discos imaginaes en glicerol al 80%. Las imagenes fueron tomadas
en los microscopios Leica SP2 DME y Leica TCS SPE y se trataron con el programa Image]
para realizar proyecciones y secciones en el eje Z.
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Tincion de células humanas

Para las tinciones de células humanas se utilizo la linea celular H226 (células epiteliales
derivadas de pulmon) y, tanto la cepa silvestre como la shPKCi (con el RNAi de PKCi), se
generaron en el laboratorio de Jorge Moscat.

Para la tinciéon se cultivaron dichas células en cubiertas de vidrio estériles colocadas en
pocillos de placas de cultivo (pl00) también estériles, a una concentraciéon de 20.000
células por pocillo. Una vez el cultivo celular ha crecido cubriendo toda la superficie de
vidrio (aproximadamente 2 dias), se lavaron las células 2 veces con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4% y previamente calentado a 37°C, durante 20 minutos a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, se realizé un lavado con PBS y se incubaron las células con
NH,Cl durante 10 min a TA. Se realiz6 un lavado con PBS y se permeabilizaron las células
incubandolas durante 15 min con Tritéon X-100 al 3% (en PBS) a TA. Se volvieron a lavar las
células con PBS y se bloqueo la peroxidasa endogena incubando 5 min con H, O, al 3% en
metanol. Se rehidrataron las células incubando 5 min con PBS (2 veces) y posteriormente se
bloquearon durante 30 min con tampén TNB.

Posteriormente se incubaron con anticuerpo Rabl1FIP3 (ThermoFisher) a 1/100 en TNB
durante todalanoche a 4 °C. Ala manana siguiente se lavaron las células varias veces con TN'T
(ver composicion de tampones, apartado 5) y se incubaron con anticuerpo Rabbit-Biotinilado
(Dako) a 1/500 en TNB durante 1 hora a TA. Posteriormente se lavaron varias veces con TN'T
y se incubaron con Streptavidine-Peroxidase (Znvitrogen) a 1/300 en TNNB durante 30 minutos
a TA. Se lavaron las células varias veces en TINT y se incubaron con Tiramida 488 a 1/300
en tampon de amplificacion durante 10 minutos a TA. Se realizaron varios lavados con TN'T
y se incubaron las células con DAPI (Molecular Probes) a 1/500 durante 5 minutos a TA. Se
lavaron las células varias veces con TNT y se montaron las preparaciones en portaobjetos
con el medio de montaje Moviol (Calbiochem). El tampon TNB y la Tiramida 488 forman
parte de un kit comercial (Molecular Probes, Life Technologies). Las imagenes se obtuvieron en el
microscopio Leica TCS SPE y fueron analizadas con el programa de imagen Image].

Cuantificacion de la tincion de anticuerpo

Se proyectaron 15 imagenes de confocal de 0.16 pm de grosor usando el algoritmo de
intensidad media (Image]). Posteriormente se seleccionaron 5 células al azar tanto en el
compartimento posterior como en el anterior del disco de ala. La intensidad de fluorescencia
(intensidad de pixel gris mostrada en unidades arbitrarias) fue medida a lo largo de una
linea de 3 pm de longitud que incluia en el centro la zona de contacto celular. Se midieron
5 muestras diferentes para cada genotipo. De forma similar se realiz6 para el analisis de la
localizacion de las versiones mutantes de Nuf.

42



MATERIALES Y METODOS

3. Biologia Molecular

Construcciones de plasmidos de sobreexpresion
*  pGEX-6P-1-Nuf FL (proteina completa) de [90].

*  pGEX-2T-NufNH y pGEX-2T-NufCO: a partir del cDNA de nuf (clon RE46851) se
amplificaron fragmentos codificantes para la regién amino-terminal de Nuf (NufNH)
o la region carboxi-terminal (NufCO) usando los cebadores NufNH for (BamHI),
NufNH rev (BamHI), NufCO for (BamHI) y NufCO rev (BamHI). Después de

secuenciar los fragmentos, fueron subclonados en pGEX-2T (GE-Healthcare) dentro
de la diana BamHI.

*  Mutantes pGEX-2T-NufNNH: La mutagéneis de NufNH fue realizada con el sistema
Site Directed Quick-Change (Stratagene) usando pGEMt-easy-NufNH silvestre como molde
y las parejas de cebadores: Nuf S155A for y Nuf SI55A rev; Nuf S155D for y Nuf
S155D rev; Nuf S180-2A for y Nuf S180-2A rev; Nuf S175A for y Nuf SI175A rev;

Nuf T159A for y Nuf T159A rev. La mutagénesis se confirmé por secuenciacion.

Los fragmentos mutados fueron clonados en pGEX-2T dentro de la diana BamHI.

*  Mutantes pGEX-2T-Nuf: Los fragmentos (BamHI/BamHI) de las construcciones
pUASp-Nuf conteniendo las mutaciones SI155A o S155D (descritos en el siguiente
apartado) se usaron para sustituirlos en pGEX-2T como BamHI/BamHI.

*  Mutantes pGEX-6P-1-Nuf: Los fragmentos (BamHI/HindIII) conteniendo las
mutaciones S155A or S155D de las construcciones pGEX-2T-Nuf se usaron para
sustituirlos como BamHI/HindIIl en pGEX-6P-1-NufFL.

* pGEX-6P-1-14-3-3: Se extrajo la region codificante para 14-3-3 del plasmido
pMAL-c::14-3-3 (cortesia del laboratorio de Daniel St. Johnston) utilizando las dianas
de restriccion BamHI y Notl, para posteriormente clonarlo en el pGEX-6P1 en las
mismas dianas, quedando en fase con la GST.

* pGEX-2T-Rabll: Se utilizé el cDNA de rabl1 (clon RE11886) para amplificar un
fragmento usando los cebadores Rab11Bam5’ y Rabl1Bam3’. Después de secuenciar

el fragmento, se subclon6 en pGEX-2T en la diana BamHI.

*  pGEX-2T-Syx1: Se amplifico el fragmento a partir del cDNA de syx/ (clon LD43943)
con la pareja de cebadores Syx1-Bamb’ y Syx1-Bam3’. Tras secuenciar el fragmento,
se subclon6 en pGEX-2T en la diana BamHI.

*  pGEX-2T-Syx4: Se amplifico el fragmento a partir del cDNA de syx4 (clon RE02884)
con la pareja de cebadores Syx4-Bam5’ y Syx4-Bam3’. Tras secuenciar el fragmento,
se subclond en pGEX-2T en la diana BamHI.

*  pGEX-2T-BCoatNH y pGEX-2T-BCoatCO: Se amplificaron los fragmentos a partir
del cDNA de fCoat (clon GHO09317) con las parejas de cebadores Bcoat-Bam5’ y
Bcoat-Bam3’ para la mitad NH y Beoat-EcoRI5’ y Beoat-EcoRI3” para la mitad CO.
Tras secuenciar el fragmento, se subcloné en pGEX-2T en la dianas BamHI (mitad
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NH) y EcoRI (mitad CO).

pGEX-3X-Ripll v pGEX-2T-Ripl INH: Para la construccion pGEX-3X-Ripll
Se amplificoé un fragmento desde el plasmido pOT2-Ripll (clon #1644005, Gold
Collection) usando la pareja de cebadores Ripl1 BamHI y Rip11 RI. Posteriormente
fue digerido con BamHI y EcoRI y clonado en pGEX-3x como BamHI/EcoRI. La
construccion con solo el fragmento Ripl 1INH se obtuvo debido a que uno de los

clones amplificados para la proteina completa Rip11 sufri6 una mutacion espontanea
en R172 que generd un codén de terminacion.

pGEX-3X-Rab11-FIP3 and pGEX-3X-Rabl1 Nt de [144]

pGEX-3X-Rabl1-FIP3 Ct: Para esta construcciéon se digirié el plasmido pGEX-
3X-Rabl11-FIP3 con BamHI y posteriormente se rellené con la enzima Klenow y

se religd. Se secuenciaron para comprobar que se habia eliminando la parte Nt y
manteniendo la pauta de lectura con la GST.

Construcciones UAS

pUASp-6xmyc-Nuf: Se obtuvieron los fragmentos mediante digestion Notl/HindIII
de los plasmidos pGEM-easy-NufNH silvestre y mutantes. Estos fragmentos se
clonaron en pFLC-I-nuf (clon RE46851) para obtener las versiones silvestre y
mutantes de Nuf sin la secuencia 5’UTR y con un sitio de BamHI antes del primer
ATG. Posteriormente, se realizo una digestion BamHI/BamHI de estos plasmidos
generados (pFLC-I-NufFL, pFLC-I-NufFL. S155A y pFLC-I-Nuf SI155D) y los
fragmentos fueron clonados en el vector pUASp. El fragmento con 6 secuencias

consenso Myc se cloné en fase en la parte 5’ mediante el sitio de restriccion Spel.

Construcciones pUASt-TT: Las versiones con el dominio quinasa mutado han sido
generadas por mutagénesis dirigida (K293W) usando la pareja de cebadores aPKC
mut for y aPKC mut rev, usando como molde los plasmidos pGEMt-easy-aPKC
y aPKCPR" La mutaciéon se confirmé por secuenciaciéon y se subclonaron los
fragmentos en pUASt-T'T como Notl/Notl (aPKC*) y Notl/Xbal (aPKCPQin#),

Elresto de construcciones TT utilizadas en esta tesis ya habian sido generadas en el laboratorio
previamente, de la siguiente forma: el fragmentos EcoRI/Notl del plasmido pCASPER-TT
[145] conteniendo el Zetralag (T'T) fue clonado en pUASt como EcoRI/Notl. Por otro lado
los fragmentos aPKC, aPKCPi" y aPKCPR<s se amplificaron usando el cDNA de aPEC (clon
AY'118402) como molde y las siguientes parejas de cebadores: Notl-aPKC 5°, Xbal-aPKC 3’,
Notl-aPKCP?" 5° and Xbal-aPKCP® 3. Posteriormente fueron clonados en pGEMt-easy
y secuenciados. Los fragmentos NotI-Nol fueron clonados en pUASt-T'T manteniendo la
pauta de lectura con el T'T.
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4. Bioquimica
Preparacion de extractos

Embriones de Drosophila decorionados en lejia comercial diluida al 50% en agua destilada
fueron recogidos en n-heptano y congelados a -80°C (previa eliminacién del n-heptano)
hasta recoger la cantidad necesaria para el experimento. Para los ensayos de busqueda de
interactuantes de aPKC se utilizaron 5 ml de embriones para cada condicion. Para los
ensayos de Pull Down 'y los ensayos de purificacion para ver interacciones especificas, se usaron

entre 100y 500 pl.

Se colocaron los embriones en un homogenizador o tubo de 1,5 ml y se lavaron dos veces
con tampo6n de lavado de embriones para eliminar los restos de heptano. Se retir6 el tampén
de lavado y se anadi6 un volumen de tampoén de lisis equivalente al volumen de embriones.
Se lisaron y homogenizaron los embriones dando varios pases con el émbolo hasta obtener
un extracto homogéneo. Se incub6 este extracto en hielo durante 30 min y se centrifugd
posteriormente a 13000 rpm y 4°C durante 30 min. Se recogi6 el sobrenadante evitando la
capa superior de lipidos. Se cuantificod la concentracion de proteinas del extracto usando el
reactivo Bradford.

Para los extractos de células 29371, las células se resuspendieron en tampoéon o3, se
incubaron en hielo durante 30 min y se centrifugaron a 13000 rpm y 4°C durante 30
min.

Preparacion de Dynabeads® recubiertas con Inmunoglobulina G (IgG)

Se resuspendieron 150 mg de esferas magnéticas (Dynabeads®) en 10 ml de tampén 0,1M
NaPO, pH 7,4. Se agit6 la mezcla durante al menos 10 min.

Mientras, se prepar6 la mezcla de IgG resuspendiendo 25 mg de IgG procedente de conejo
en 4 ml de H,O miliQ), Se disolvi6 bien agitando en vortex y posteriormente se centrifugé a
4°Cy 13000 rpm durante 10 min. Se recogi6 el sobrenadante y se prepar6 una mezcla con:

- 3,525 ml de las IgG

- 9,850 ml de tampon 0,1M NaPO, pH 7,4

- 6,650 ml de Sulfato de Amonio 3M, anadiéndolo lentamente.
Se centrifugo la mezcla a 4500 rpm y 22°C durante 20 min.

Se lavaron las Dynabeads® con 4 ml de tampoén 0,1M NaPO, pH 7,4 agitando con el vortex
15 segundos. Se retir6 el tampén y se anadieron 10 ml de la mezcla con las IgG. Se incub¢ a
30°C y en agitacion (noria) entre 18 y 24 horas.

Después de la incubacion se lavaron las esferas magnéticas con 6 ml de HCI Glicina pH 2,5
100mM, retirandolo lo mas rapido posible. Se realiz6 un lavado con Tris HCI 10 mM pH
8,8 y a continuacion se realizé otro lavado rapido con Trietilamina 100mM preparada en

45



MATERIALES Y METODOS

el momento de usarla. Se lavaron 4 veces con 10 ml de PBS 1X durante 5 min en agitacién
(noria). Se lavaron nuevamente con PBS 1X suplementado con 0,5% de Triton X-100 durante
5 min en agitacion (noria). Se realizé un ultimo lavado con PBS 1X suplementado con 0,5%
de Triton X-100 durante 15 min en agitacion (noria).

Finalmente se resuspendieron las Dynabeads® en 2 ml de PBS 1X suplementado con 0,02% de
Azida Sodica y conservandose a 4°C hasta su uso.

Purificacion por afinidad

Para la purificacion por afinidad utilizada para la btsqueda de proteinas que interaccionan
con aPKC (Fig. 12) se usaron esferas magnéticas, denominadas Dynabeads®, recubiertas de
Inmunoglobulina G (ver punto anterior). Se equilibraron 200 pl de bolas magnéticas por
ensayo, lavandolas 3 veces con tampon de lisis. El tampon de lisis se retird con ayuda de una
placa magnética. Una vez equilibradas, se incubaron las Dynabeads® con los extractos (5 ml de
embriones) durante 1 hora, a 4°C y en agitacion utilizando para ello una noria.

A continuacién se recogié el sobrenadante (sobrenadante después de Dynabeads®) y se
lavaron las esferas 4 veces con el tampon IP1500. Dichos lavados se conservaron para
comprobar el proceso de purificacion. A cada muestra se anadiéo 300 pl de tampén IP1500
suplementado con DTT ImM y 20 pl de proteasa TEV (Tobacco Etch Virus). Se incubé

durante 4 horas, a 4°C y en agitacion utilizando un rotor acoplado a un voértex.

Se recogid el sobrenadante (sobrenadante después de TEV) y se lavaron las esferas
magnéticas con 150 pl de IP1500. Se volvi6 a recoger el sobrenadante y se anadi6 al

sobrenadante después de TEV. Finalmente se resuspendieron las esferas en 450 pl de tampén
IP1500.

Dynabeads® Sobrenadante
después de

embriones 19G bolas 1gG
+Q Lavados @‘ Bolas

_—
+ TEV
=y - —_— Sobrenadante
/C]-Q. o CaCm después de
l TEV

Extracto de

Proteinas

inespecificas Protelnas que

interaccionan
con aPKC

‘ aaJUUILA 2
TetraTAG (TT) ] \}
[ & | «— | ?
— =28 =
Proteina A\ Espectrometria de SDS-PAGE
Sitio de masas
corte TEV

Figura 12. Representacion esquematica del proceso de purificacion por
afinidad. Diferentes pasos de la purificacién por afinidad realizada en esta
tesis, desde la obtencién del extracto de embriones hasta la identificacion por
espectrometria de masas. En el cuadrado negro se muestra un esquema de las
construcciones de aPKC fusionadas al TetraTAG (TT).
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Por western blot se analizaron las muestras: extracto inicial, sobrenadante después de Dynabeads®,
lavados de IP1500, sobrenadante después de TEV y Dynabeads®. Con ello se comprobd el
contenido de la proteina a purificar en cada una de las muestras con el objetivo de conocer si
el proceso de purificacion habia sido correcto.

Posteriormente se precipito el sobrenadante después de TEV utilizando el protocolo de 2-D
Clean-Up Kit (GE Healthcare), de modo que se concentr6 la mezcla de proteinas presentes en
la muestra. Para separar dichas proteinas, se corri6 el eluido concentrado en un gel SDS-Page
en gradiente (4-15%) y se compararon las bandas que aparecian en los experimentos y en el
control. Aquellas bandas que solo aparecian en los experimentos se recortaron del gel y se
identificaron las proteinas presentes en la banda, en nuestro caso por espectrometria de masas
del Servicio de Proteémica del Parque Cientifico de la Universidad Auténoma de Madrid.

Esta técnica también se ha usado para estudiar interacciones de los dominios regulador,
quinasa de aPKC con la proteina Nuf. En estos casos se procedié de igual manera que la
descrita anteriormente, ajustando los volimenes: 150 pl de embriones, 40 pl de esferas
magnéticas por experimento, 150 pl de tampén IP1500 y 5 pl de TEV para la elucion. Las
esferas se resuspendieron en 150 pl de tampon IP1500.

Ensayos de afinidad dominios quinasa de aPKC y GST-Nuf

Para los experimentos de interacciéon entre los dominios quinasa silvestre y mutados de
aPKC con Nuf, se generaron esferas magnéticas cubiertas del dominio quinasa silvestre y del
dominio quinasa mutado en el sitio de uniéon de ATP [36] de aPKC (Fig. 13). Estas esferas se
generaron siguiendo el protocolo establecido para la purificacion por afinidad, usando 150 pl
de embriones por experimento y omitiendo el paso de eluciéon con TEV.

Extracto de

embriones
Dynabeads® O‘— é] O¢
196 / —
+ Ox +

T T aPKCBuin
T T cl(COOun*

T T aPKCDQuinT422:

Figura 13. Representacion esquematica de los ensayos de afinidad con el
dominio quinasa de aPKC y Nuf. Extractos de embriones sobre-expresando las
diferentes versiones del dominio quinasa de aPKC con el TT se incuban con esferas
magnéticas recubiertas de IgG. Después de varios lavados se obtienen los dominios
quinasa unidos a las esferas, las cuales se incuban con GST-Nuf recombinante
purificado. Finalmente, se eluye con TEV y analizamos el sobrenadante para
comprobar si hay unién entre Nuf y aPKC.

Se equilibraron 20 pl por experimento de las esferas con tampon de lisis, lavandolas dos veces.
Posteriormente se anadieron a las esferas 400 pl de tampoén de lisis con 20 pg de GST-Nuf
purificado (siguiendo el método de producciéon de anticuerpo). Se incub6 durante 3 horas a
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4 °C'y en agitacion.

A continuacion se lavaron las esferas 4 veces con tampon IP1500 y un tltimo lavado con Tris
50 mM pH 6,8. Las bolas se resuspendieron en 30 pl de tampén de carga 2X y se hirvieron
para ser analizadas por western blot.

En los experimentos en los que se trataba de eliminar la autofosforilacién de aPKC en su
dominio quinasa, se eliminé el ortovanadato del tampoén de lisis ya que inhibe la actividad
fosfatasa. Se prepard una mezcla con 260 pl de tampén de lisis y 30 pl de tampoén de fosfatasa
alcalina (Promega, 10X) y se incubé a 30 °C durante 10 minutos. Posteriormente se anadio
30 pl de fosfatasa alcalina (Promega, Alkaline Phosphatase Calf Instestinal 20 U/pl) y esta mezcla
se incubo con las esferas durante 15 minutos a 30 °C. A continuacién se lavaron las esferas 3
veces con tampoén de lisis sin ortovanadato y se incubaron con 400 pl de tampon de lisis con
20 pg de GST-Nuf purificado. Posteriormente se procedio de forma similar a lo expuesto
anteriormente.

Preparacion de esferas GST

Para la elaboracion de esferas de agarosa unidas a las construcciones GST utilizadas en esta
tesis, partimos de 1 litro de cultivo bacteriano (cepa de E. Coli BL21(DE3)pLysS) transformado
con la construcciéon de interés. La induccion se realizé con IPTG vy las condiciones varian
dependiendo de la construccion. En la tabla 1 se resumen las condiciones de induccion de las
diferentes construcciones.

pGEX 6P1 — Nuf FL 20 0,6 0,1 16-20
pGEX 2T — Nuf CO 20 06 0,1 16-20
PGEX 2T — Nuf NH 20 0,6 0,1 16-20
PGEX 2T — Nuf NH S155A 20 0,6 0,1 16-20
PGEX 2T — Nuf NH T159A 20 0,6 0,1 16-20
pGEX 2T — Nuf NH S175A 20 0.6 0.1 16-20 Tabla 1. Relacion de
construcciones utilizadas
PGEX 2T — Nuf NH S180A 20 0,6 0,1 16-20 .
para sobreexpresion
pGEX 2T — Nuf FL S155A 20 0,6 0,1 16-20 de proteinas y sus
pGEX 2T — Nuf FL S155D 20 0,6 0,1 16-20 condiciones de sobre-
PGEX 3X — Rab11-FIP3 wt 20 12 0.25 12-16 expresion.  D.O.  hace
referencia a la densidad
pGEX 3X — Rab11-FIP3Nterm 20 1-2 0,25 12-16 optica del cultivo al inicio
pGEX 3X-Rab11-FIP3 Ct 20 1-2 0,25 12-16 de la induccién. El tiempo
pGEX 2T — Rab11 37 06 05 3 de induccién indica el
GEX 3X —Rin11 T 5 095 TRT numero de horas que dura
P - RiP ) ' - la induccion.  Aquellas
PGEX 3X — Rip11NH 37 0,6 0.1 1 construcciones cuyo
pGEX 2T — BCoatémero NH 20 06 0,1 16-20 tiempo de induccion son
pGEX 2T — BCoatémero CO 20 0,6 0,1 16-20 d(?s Valore?’ .esws md!c.a ol
; ; numero minimo y maximo
pGEX 2T — Sintaxina 1 20 0,6 0,1 16-20 de horas durante las cuales
PGEX 2T — Sintaxina 4 20 0,6 0,1 16-20 se produce la induccion.
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Una vez realizada la induccién, se recogié el cultivo por centrifugaciéon a 5000 rpm vy
4°C durante 15 min. Se retir6 el sobrenadante. El pellet se resuspendi6é en 40 ml de PBS
suplementado con DTT ImM e inhibidores de proteasas (Complete Roche) por cada 500 ml de
cultivo.

A continuacion se lisaron las células por sonicacion (sonicador Branson Digital Sonifier). El
programa de sonicacion consta de 6 min de tiempo total en funcionamiento, en intervalos de
2 segundos en funcionamiento y 3 segundos en parada, con una amplitud del 30%. Después
de la sonicacion se afiadi6 Triton X100 hasta 1% y se incub6 en hielo durante 30 min.

Posteriormente se centrifugdé durante 30 min a 15000 rpm y 4°C. Se recogi6 el sobrenadante
y se incub6 con 75 mg de esferas de agarosa-glutation previamente lavadas 3 veces con PBS
suplementado con DTT ImM e inhibidores de proteasas. Se incubé durante 4 horas a 4°C
con agitacion.

Después de la incubacion se centrifugé a 3000 rpm y 4°C durante 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se lavaron las esferas 3 veces con PBS y ImM de D'T'T Se lavaron 2 veces mas
con PBS, ImM de DTT y 1M de NaCl. Finalmente se guardaron las esferas a -80°C en PBS,
DTT ImM vy glicerol al 40%.

Para cuantificar la cantidad de proteina unida a las esferas se corri6 un gel de acrilamida con
diferentes volimenes de las esferas y en paralelo con cantidades crecientes de BSA. El gel se
revel6 con el colorante £-Blue (Sigma).

Produccion de anticuerpo contra Nuf

Para la produccion de anticuerpo contra la proteina Nuf, se parti6 de un pre-indculo de
300 ml de medio LB (Triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 1% y Agar 1,5%) con
ampicilina y cloranfenicol de bacterias BL21(DES)pLysS transformadas con la construccion
pGEX-6P-1 GST-Nuf, crecido durante toda la noche a 37 °C'y en agitacion.

El dia siguiente se establecieron 3 cultivos de 1 I de medio LB con ampicilina y cloranfenicol
a los que se afnadi6 a cada unol00 ml del pre-inéculo de la noche anterior. Estos cultivos se
crecieron a 37 °C y en agitaciéon hasta llegar a una densidad 6ptica a 600 nm de 0,3. En
este punto, se bajo la temperatura a 20 °C. Cuando el cultivo alcanz6 una densidad optica
de 0,6 (medida a 600 nm), se indujo la expresion de la proteina Posteriormente se realizé
la induccién y obtencion de extracto siguiendo el método utilizado para la elaboracion de
esferas GST-Nuf (apartado anterior).

Se guardé 0,5 ml de este punto para su analisis posterior (Fig. 14, Extracto) y se incubo el resto
durante 4 horas a 4°C y en agitacién con 240 mg de esferas de agarosa-glutation previamente
equilibradas (3 lavados con PBS suplementado con ImM de DT'T e inhibidores de proteasas).

A continuacion, se paso el extracto con las esferas por una columna de cristal y se recogi6 el
sobrenadante (Figura 14, Sobrenadante). Este proceso se realizé a 4 °C. Se lavé la columna 2
veces con 6 ml en cada lavado con PBS 1X y DTT ImM. Se recogieron los lavados para su
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posterior analisis (Figura 14, Lavados 1.X). Se realizaron 2 lavados mas con PBS 1X, ImM
de DTT y IM de NaCl. Al igual que en el paso anterior, se recogieron los lavados (Figura
M5, Lavados 2.X). Los tltimos 2 lavados fueron con PBS 1X y ImM de DTT (Figura 14,
Lavados 3.X).

Finalmente, se eluy6 la proteina unida a las esferas con 4 ml del tampoén de elucion. Se recogio
este eluido como Eluidol (Fig. 14). Se realiz6 una segunda eluciéon con 4 ml del tampén
de elucion. A este eluido se le denominoé Eluido 2 (Fig. 14). Se calculé la concentraciéon de
proteina de los eluidos midiendo la absorbancia de los mismos a 280 nm usando para ello un
nanodrop. El Eluido 1 estaba a una concentracion de 6,37 mg/ml.

Se cargaron muestras de cada paso en un gel de acrilamida que posteriormente se tin6 con
EZ-Blue (Sigma) para comprobar el proceso de purificacion (Fig. 14). De los 4 ml del Eluido
1, se liofilizaron 2 ml. Dicho liofilizado se usé para generar un anticuerpo policlonal a través
de la empresa Genosphere Biotech. Al resto de Eluido 1 y el Eluido 2 se le anadi6 glicerol al 20
%y se guardd a -80 °C para usos posteriores.

Figura 14. Purficacion GST-Nuf. Tincion de EZ-Blue de muestras de los diferentes pasos de la
purificacién de GST-Nuf.

Ensayos de afinidad proteina-proteina (Pull Down)

Para los ensayos de afinidad proteina-proteina o Pull Down (PD), usamos esferas de agarosa
recubiertas de proteina GST para el control y de las proteinas del experimento fusionadas
a GST (ver apartado construcciones GST). Los extractos de embriones o células usados se
diluyeron en tampoén de lisis hasta conseguir un extracto de 500 pl con 400 ug de proteina
total por experimento. Dichos extractos se incubaron con esferas de agarosa durante 1 hora a
4°C y en agitacion (noria). Dicho proceso se conoce como pre-adsorciéon. Después de la pre-
adsorcion, se centrifugaron los extractos a 13000 rpm y 4°C durante 5 minutos. Se recogié el
sobrenadante y se reservo a 4°C.

Para cada experimento y control se prepararon 30 ug de proteina unida a esferas de agarosa.
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Si para conseguir 30 ug de proteina no se alcanzaban 30 pl de esferas, se completaba el
volumen con esferas de agarosa-glutation vacias (sin ninguna proteina unida).

A continuacion, se incubaron los extractos pre-adsorbidos con las esferas lavadas previamente
en tampon de lisis durante 4 horas a 4 °Cy en agitacion (balancin). Después de esta incubacion,
se lavaron las esferas 3 veces con tampon IP1500 y se realizé un ultimo lavado con Tris 50mM
pH 6,8. Se retir6 todo el sobrenadante y se afiadieron 20 pl de tampén de carga 2X. Antes
de cargar las muestras en un gel de acrilamida, se hirvieron durante 5 min y se centrifugaron
posteriormente a 13000 rpm durante 10 segundos.

Pull Down (PD) in vitro

Para los pull down in vitro se incubaron 20 pg de proteinas de fusion GST (GST-Nuf, GS'T-
Ripll) unidas a esferas de agarosa con 0,25 pg de proteina PKCz comercial (PRECz
Recombinant Human Protein, Life Technologies) en tampoén de lisis durante 2 horas a 4 °C y en
agitacion (balancin). Para el PD w vitro entre GST-Rabl1 y los mutantes Nuf, se incubaron
20 pg de proteina de fusion GST-Rabl1 con 200 ng de los diferentes muantes Nuf a los
que se les corté la GST usando la proteasa Prescission (GE Healtheare) en PBS, 2 mM DTT,
ImM PMSE 1 mM de Ortovanadato Soédico e Inhibidor Complete 1X (Roche) . Las esferas
se equilibraron previamente con el tampoén de incubacién en cada caso, haciendo varios
lavados y anadiéndose 30 pg de BSA después del tltimo lavado. Como control negativo se usé

proteina GS'I. Después de la incubacioén se lavaron las esferas 3 veces con PBS suplementado
con 0,5 M de NaCl.

Para el PD w vitro entre GST-Nuf y 14-3-3, se incubaron 20 pg de proteina GST-Nuf en
Tampon de Fosforilacion con 500 pg de PKCz comercial (solo una de las muestras) durante
1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente las esferas se lavaron con Tampén de
interaccion 14-3-3 tres veces y después se incubaron con 500 ng de proteina 14-3-3 purificada
ala que se le corté la GST usando la proteasa Prescission en el Tampon de Interaccion 14-3-3.
Después se lavaron tres veces con Tampoén de Lavado 14-3-3.

En todos los caso se hizo un ultimo lavado con Tris 50 mM pH 6,8. Una vez eliminado el
ultimo lavado, las esferas se resuspendieron en 30 pl de tampoén de carga 2X y se hirvieron
para su posterior analisis por western blot.

Co-inmunoprecipitacion

Para hacer los ensayos de co-inmunoprecipitaciéon se incubaron 30 pl (al 50%) de esferas
de agarosa y proteina G/A con 1-2 pg del anticuerpo elegido para el ensayo en 0,5 ml de
PBS-0,01% de Triton X-100. Como control se us6é un anticuerpo contra [3-Gal generado en
la misma especie que el anticuerpo usado en el ensayo. La incubacién se realizé a 4°C y en
agitacion (noria) durante toda la noche.

Después se realizaron 3 lavados a las esferas de agarosa con tampon de lisis centrifugando 3
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minutos a 3000 rpm y 4°C. Se aniadieron 10 pl de BSA (10 pg/pl) después del altimo lavado.

2 mg de proteina total de los extractos (de embriones o discos imaginales) se pre-adsorbieron
diluyéndolos hasta un volumen de 500 pl e incubandolos con 30 pl de esferas con proteina A
durante 30 minutos a 4°C y en agitacion (noria). Posteriormente se centrifugaron durante 5
minutos a 4°C y 13000 rpm para recoger el sobrenadante.

El sobrenadante de los extractos se mezcl6é con las esferas de agarosa y se incubaron en
agitacion (balancin)y a 4°C durante 4 horas. Después de la incubacion se lavaron las esferas 4
veces con tampoén de lavado ColP. Por dltimo, se realizé un lavado con PBS frio que se retiré
completamente.

La resina se resuspendi6 en 25 pl tampoén de carga y se hirvié durante 5 minutos para poder
ser cargada en un gel de acrilamida y realizar el analisis por western blot.

Ensayos de fosforilacion

Para los ensayos de fosforilacion con aPKC, se realizaron ensayos quinasa z vitro usando la
técnica desarrollada por A. Koch et al [146] y puesta a punto para aPKC por el laboratorio
de Jorge Moscat, laboratorio en el que realicé una estancia para aprender la técnica. Para
la reaccién de fosforilacion se usé entre 100 y 200 ng del substrato a fosforilar y 140 ng
de PKCiota producida en el laboratorio de Jorge Moscat o de PKCz (PRKCz Recombinant
Human Protein, Life Technologies) dependiendo del experimento. Todos los substratos usados en
esta tesis para los ensayos de fosforilacion han sido construcciones GST unidas a esferas de
agarosa-glutation. No fue necesario eluir las proteinas de las esferas para hacer los ensayos.
La reaccion se llevo a cabo en el tampoén de fosforilacion suplementado con ImM DT'T y
0,ImM ATPyS (Biolog) durante 1 hora a 30 °C; en un volumen final de 20pl. Posteriormente
se anadi6 EDTA a 20mM y PNMB a 2,5mM, incubandose durante 1 hora a temperatura
ambiente. Por ultimo, se afiadi6 tampon de carga (5 pl de tampoén 5X) y se hirvieron las
muestras para ser cargadas en un gel de acrilamida. Se usa la mitad de cada muestra para la
deteccion de la fosforilacion mediante western blot usando un anticuerpo contra tio-fosfato y la

otra mitad para control de carga tanto de substrato como de enzima haciendo un western blot
contra GST y aPKC.

Es importante indicar que todos los ensayos de fosforilacién se realizaron con los respectivos
controles, usando controles positivos con substratos cuya fosforilacion por aPKC era conocida
asi como controles negativos realizando fosforilaciones sin anadir substrato o sin anadir
enzima.

Identificacion de los residuos de fosforilacion de Nuf por aPKC

Para identificar los aminoacidos fosforilados por aPKC en la proteina Nuf, realizamos
una fosforilacién m vitro siguiendo el mismo protocolo que en el apartado anterior pero
aumentando las cantidades de substrato y enzima. Se usaron entre 7'y 10 pg de proteina GS'T-
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Nuf unidas a esferas de agarosa y 10 pg de enzima (PKCiota) en un volumen de reaccién
de 140 pl. Como control negativo se realizé una reaccioén con substrato y sin anadir enzima.
Después de la reaccion se anadieron 35 pl de tampoén de carga 5X sin bromofenol, ya que este
compuesto afecta a la identificacion. Se hirvieron las muestras y se centrifugaron para recoger
el sobrenadante y descartar las esferas. Se realizé un andlisis de fosforilacion en el servicio
de proteémica del Sanford-Burnham Medical Research Institute usando la técnica LS-MS/MS. La
identificacion de fosfopéptidos se realiz6 con y sin enriquecimiento previo de fosfopéptidos
para comparar resultados (Fig. 15).

413840 122160

155  JDNWARRS(TLR 0 0
175 JOISSNALAS(DOLYR 0 0 102890 0
81 [5(0.004)5(0.862)5(0.130) FNSSGH 0 ] 350850 0
150,163 [S(1)LNNT(0.861)P1(0.128)3(0.001)5GH 0 0 760610 0

Figura 15. Resultados de la identificacion de fosfopéptidos de Nuf. Esta tabla muestra la intensidad de
los péptidos analizados tanto de las muestras totales asi como tras un enriquecimiento en fosfopéptidos.
Se analizaron dos muestras: CONTROL (solo Nuf) y NUF (con aPKC y Nuf). Solo la fosforilacion en
S155 se detectd tanto en la muestra total como en la enriquecida en fosfopéptidos, mientras que el resto
de fosforilaciones solo se observaron tras el enriquecimiento. Dado que el sistema de espectrometria
de masas proporciona una sensibilidad de attomoles, es muy probable que la estequiometria de estos
fosfopéptidos sea extremadamente baja.

5. Tampones

Tampon de Lavado de Embriones Tampon de Lisis
Reactivo Concentracién Reactivo Concentracién
NaCl 120 mM TrisHCIpH 7,5 50 mM
Tritén X-100 0,1% NaCl 150 mM
EGTA 1mM
, EDTA 2 mM
Tampon IP1500
Tritén X-100 1%
Reactivo P —— Inhibidores (afiadir antes de usar):
Tris HCI pH 7,5 50 mM DTt S mM
NaCl 50 mM Inhibidor Complete 1X
(Roche)
113 _ 0,
Tritén X-100 0,1% BMSE TmM
Ortovanadato 1mM
B-Glicerol fosfato 10 mM
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Tampén o3

Reactivo Concentracién

Tris HCI pH 8 25 mM

NaCl 100 mM
Tritén X-100 1%
Glicerol 10%

Tampoén de Elucion

Tampon de Carga 2X
Reactivo Concentracién
Tris HCI pH 6,8 100 mM
SDs 4%
Bromofenol 0,2%
Glicerol 20%
B-mercaptoetanol 200 mM

Tampon de Lavado con Sal

Reactivo Concentracién
Tris HCIl pH 8 50 mM
Tritén X-100 0,1%

NaCl 100 mM
DTT 1mM
Glutation 20 mM

Reactivo Concentracion
Tris HCI pH7,5 50 mM
Tritdon X-100 1%
NaCl 500 mM
EDTA 5mM
EGTA 1mM

Tampén de Lavado ColP

Tampon de Fosforilacion

Reactivo Concentracién
Tris HCI pH7,5 50 mM
Triton X-100 0,1%
NaCl 300 mM
EDTA 5mM

Reactivo Concentracion
Tris HCI pH7,5 35 mM
MgCl, 10 mM
CaCly 0,1 mM
EGTA 0,5mM
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Tampon TNT Tampon de Lavado 14-3-3
Reactivo Concentracion Reactivo Concentracién

Tris HCI pH7,5 01M HEPES pH 7,5 25 mM

NaCl 0,15 M MgCl, 12,5 mM
Tween-20 0,05% Glicerol 20%
NP-40 0,1%

KCl 150 mM
DTT 1 mM

Tampoén de Interaccion 14-3-3

Reactivo Concentracion

Tris HCI pH 8 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1mM
NP-40 0,5%
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6. Anticuerpos

56

Anticuerpo

(a-)

Concentracion

Inmunofluorescencia

Concentracién

Western

Especie

Procedencia

aPKC (PKC{ 1/500 1/5000 Conejo Sta. Cruz
C-20) Biotechnology
aPKC (PKC{ 1/100 - Ratén Sta. Cruz
H-1}) Biotechnology
pB-Gal 1/10000 - Conejo Promega
pg-Gal 1/10000 - Ratén FPromega
B-Integrina 1/100 - Ratén Hybridoma-Bank
Bazooka 1/500 - Conejo Producido en el
laboratorio
Crumbs Cq4 11100 - Ratén Hybridoma-Bank
Dinactina - 1/2000 Ratén [147]
Dineina 1/500 1/3000 Ratén [148]
DEcad 1/50 - Hybridoma-Bank
Flag M2 - 1/1000 Ratén Sigma
Fosfo-aPKC 1/100 - Ratén Abcam
Fosfo-Serina - 1/500 Conejo Cell Signalling
GFP 1/300 - Conejo Invitrogen
GST - 1/3000 Ratén Sta. Cruz
Biotechnology
Kinesina - 1/3000 Conejo Cytoeskeleton
Myc tag 9B11 1/500 - Ratén Cell Signalling
c-Myc A-14 1/250 - Conejo Sta. Cruz
Biotechnology
Nuf 1/500 1/5000 Cobaya Esta tesis
Rab5 1100 Conejo Labotratorio
Gonzalez Gaitan
Rab11 1/100 - Ratén BD Biosciences
Rab11FIP3 11100 - Conejo TermoFisher
Rabbit 1/500 Cabra Dako
Biotinilado
Rip11 1/200 Conejo [84, 85]
TioFosfato - 1/5000 Conejo Abcam
Tubulina 1/50 1/10000 Ratén Sigma
pan 14-3-3 - 1/500 Conejo Sta. Cruz
K-19 Biotechnology
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7. Cebadores

Nombre del cebador Secuencia

aPKC mut for

CGCATCTACGCCATGTGGGTGATCAAGAAGG

aPKC mut rev

CCTTCTTGATCACCCACATGGCGTAGATGCG

Notl-aPKC 5’

TAGCGGCCGCATGCAGAAAATGCCC

Xbal-aPKC 3’

CGTCTAGATCAGACGCAATCCTCC

Notl-aPKC "*" 5’

TAGCGGCCGCATGAGCGGCGGAGC

Xbal-aPKC" 9 3’

CGTCTAGATCAGTCGGTGCAGTGC

NufNH for TTGGATCCATGGCACCAATGCCC
NufNH rev TTGGATCCTTCGGTCTTGGTGCG
NufCO for TTGGATCCTATGCAGTCCTTCAGGCG
NufCO rev TTGGATCCCTACTTTCGCTCCATGGG
Nuf $155A for GGGCCAGGCGCGCTCTGCGACGAACTCC
Nuf S155A rev GGAGTTCGTCGCAGAGCGCGCCTGGCCC
Nuf $153D for GGGCCAGGCGCGATCTCCGACGAACTCC
Nuf $155D rev GGAGTTCGTCGCAGATCGCGCCTGGCCC
Nuf T159A for CTGCGACGAGCTCCCACCAGTTCCG
Nuf T159A rev AACTGGTGGGAGCTCGTCGCAGACTGC
Nuf S175A for GCCTTAGCCGCCCAACTCTATAGATCATCGAGC
Nuf S175A rev GCTCGATGATCTATAGAGTTGGGCGGCTAAGGC
Nuf $180 for GCCAACTCTATAGAGCAGCGGCCTTTAACTCATCGGEG
Nuf $180 rev CCCGATGAGTTAAAGGCCGCTGCTCTATAGAGTTGGC
Rab11Bam3' AAGGATCCATGGGTGCAAGAGAAGACG
Rab11Bam3' AAGGATCCTCACTGACAGCACTGTTTGCGC
Syx1-Bam5' TTGGATCCATGACTAAAGACAGATTAGCCG
Syx1-Bam3' TTGGATCCTTACATGAAATAACTGC
Syx4-Bams' TTGGATCCATGGGTAAAGATCGACTGCCCG
Syx4-Bam3' TTGGATCCTCACAAATAAATACCAACAAGG
Bcoat-Bam5' TTGGATCCATGACGTCGCAAGTGCCG
Bcoat-Bam3' GCCGCCTGCGGATCCCTGCTGCTGC

Bcoat-EcoRI5'

TTGAATTCGCATGGCAGCTGGATCCG

Bcoat-EcoRI3'

TTGAATTCCTAGGCCGCCTGCACCG

Rip11 BamHI

TTGGATCCCCATGTGGAGTCCG

Rip11-RI

TTGAATTCGCCGCTCTTGGCGG
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R1. BUSQUEDA DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN CON aPKC

1. Busqueda de Proteinas que Interaccionan con aPKC.

La Proteina Quinasa C atipica (aPKC) es una serin-treonin quinasa con un papel fundamental
en diversos procesos celulares [23,99,114,128,149-152]. A diferencia de otras protein-
quinasas C no se activa por DAG o Ca’", si no que lo hace a través de la interaccién con
otras proteinas, las cuales regulan su actividad. aPKC por tanto, es activada o reprimida
por diferentes proteinas y puede fosforilar a diferentes substratos dependiendo del proceso
y tipo celular [27,30,34,36,42,44,102,103]. De este modo, dada la gran versatilidad de esta
quinasa en cuanto a procesos celulares en los que participa y a su gran namero de substratos
y reguladores, la busqueda de nuevas proteinas que interaccionen con ella se presenta como
un reto atractivo y fundamental para mejorar el conocimiento acerca de su funcionamiento.

Por ello nos planteamos aislar bioquimicamente por afinidad proteinas que interaccionen
con aPKC usando el sistema Zandem Affinity Purification (TAP). Este método permite aislar
complejos proteicos con la proteina diana en condiciones nativas mediante dos pasos
sucesivos de purificacion [153,154]. Para realizar esta técnica se necesita fusionar la proteina
de interés a un grupo de epitopos denominados en su conjunto Zetralag (1'T; Fig. 16). E1 ' TT
esta formado por dos modulos de proteina A que permiten la unién a la inmunoglobulina
G (IgG), un sitio de corte de la proteasa TEV, un moédulo CBP (Calmodulin Binding Protein) de
union a calmodulin, los epitopos Flag e Histidina y un sitio de corte para Trombina, en este
orden desde el extremo amino al C-terminal.

Dominio Regulador

TT c1 Dominio Quinasa TT-aPKC
(TetraTag)

TT Dominio Quinasa TT-aPKC DQuin
m TT-aPKC DReg
TEV

2 s, TTaPKC CAAX
TT c1 Dominio Quinasa
PA [PANCBP < His [ TT |
[
TT Dominio Quinasa (Z.V59 TT-aPKC DQuin CAAX

mm TT-aPKC DReg CAAX

ina

[Thromb!

TT c1 Dov*io Quinasa TT-aPKC*

@ = Secuencia de miristilacion, localizacion en TT Dov*io Quinasa TT-aPKC DQuin*
membrana = aPKC constitutivamente activa

XC:{ ﬁ Mutacion en el sitio de union a ATP que
provoca que no sea capaz de fosforilar.

- (E)-E5(D) I T ) TPt CAAX

TT . DorMfoQuinasa  JeAAXRREELLCLET TV

Figura 16. Representacion esquematica de las construcciones generadas para la purificacion
por afinidad. Representacion esquematica del dominio TetraTag (TT, izquierda, arriba) con sus
diferentes médulos: proteina A (verde), sitio de corte TEV (amarillo), sitio de unién a calmodulina (CBP,
naranja), epitopo Flag (violeta), epitopo His (azul) y sitio de corte para Trombina (turquesa). Derecha:
Representacion de las distintas construcciones de aPKC fusionadas al dominio TT.
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La sobreexpresion de la construccion T'T-aPKC mediante el sistema UAS-Gal4 [131] permite
la expresion controlada de aPKC i viwo y el aislamiento de los complejos formados por la
proteina de fusion. En el momento del comienzo de esta tesis en el laboratorio se disponia de
construcciones 1T para la proteina completa de aPKC asi como para los dominios regulador
(DReg) y quinasa (DQuin) por separado, todas ellas con y sin la secuencia de miristoilizacion
(CAAX) en el extremo C-terminal (Fig. 16). Esta secuencia de miristoilizacion fuerza la unioén
de aPKC a la membrana (Fig. 17, D-D’, F-F’) en su conformacién activa, generando una
forma constitutivamente activa de aPKC [36] ya que para procesos de polaridad epitelial
aPKC necesita localizarse en la membrana apical para ser activa. Con todas estas versiones
pretendia aislar substratos y reguladores de aPKC dependiendo del dominio con el que
interaccionen. Asimismo, durante el desarrollo de esta tesis he realizado nuevas construcciones
TT de la proteina aPKC completa y del dominio quinasa ambas con una mutaciéon (K293W)
en el sitio de unién a ATP [36], de manera que estas versiones de aPKC no son capaces de
fosforilar a los substratos (Fig. 16).

Los trabajos previos de purificaciéon de los complejos proteicos unidos a aPKC a partir de
extractos embrionarios utilizaron el sistema de dos columnas: en primer lugar una columna
con una matriz unida a IgG, donde TT-aPKC y las proteinas asociadas se unen; posteriormente
el tratamiento con la proteasa TEV permite la elucion de aPKC con sus interactores. La
segunda purificacion se realiza con una columna con matriz de calmodulina, cuyo objetivo
es enriquecer la muestra en la proteina aPKC y las proteinas que realmente interaccionan
con ella. El eluido final es analizado mediante SDS-Page y espectrometria de masas para
identificar las proteinas presentes.

En las diversas pruebas realizadas se pudo comprobar que el sistema no era tan eficiente
como se esperaba. Durante la primera purificacion se unian gran cantidad de proteinas a
la columna de manera inespecifica y en la segunda purificaciéon se perdia gran cantidad
de proteina, haciendo muy dificil la identificacién final. Por estos motivos se opt6é por un
método alternativo que es el que he realizado en esta tesis y en el cual he usado una matriz
formada por esferas magnéticas (Dynabeads®) recubiertas con IgG. Con este tipo de matriz se
obtienen mejores resultados ya que el nimero de uniones inespecificas es mucho menory por
tanto no es necesario hacer un segundo paso de purificacion, siendo el proceso mas rapido y

recuperandose suficiente cantidad de proteina para realizar la identificacion.

La purificacién por afinidad la he realizado sobreexpresando las diversas construcciones de
TT-aPKC bajo el control de secuencias reguladoras UAS usando las lineas Gal4: 69B-Gal4,
que dirige la expresion en el ectodermo del embrion y 24B-Gal4, que lo hace en el mesodermo
(Fig. 17, A-A, B-B’). De esta forma pretendia diferenciar los interactores de aPKC relacionados
con procesos de polaridad epitelial con aquellos relacionados con procesos mas generales
tales como crecimiento o supervivencia.

Tras realizar varias pruebas para comprobar que el sistema de Dynabeads® funcionaba y que
se purificaba aPKC en el eluido final (Fig. 18), realicé un primer experimento con 500 pl
de embriones sobreexpresando la construccion UAS-T7-aPKC  con las lineas 69B-Gal4 y
24B-Gal4, usando como control extractos de embriones de estas mismas lineas Gal4. En
todos los experimentos de purificaciéon por afinidad he comprobado la eficiencia del proceso
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A

69B-Gal4 > UAS-GFP 24B-Gal4 > UAS-GFP

GFP ‘ 9Pyt dia
UAS-aPKC DQuin

C Crd +

69B-Gal4 >

3
"

v (8

Figura 17. Patrones de expresion de 69B, 24B y localizacion en membrana de la secuencia CAAX.
Expresion de la proteina GFP en el ectodermo y mesodermo embrionarios utilizando las lineas 69B
(A-A’) y 24B (B-B’) respectivamente. C-F’: Expresion de las lineas UAS-aPKC DQuin en el ectodermo
embrionario con y sin la secuencia CAAX. El dominio quinasa de aPKC se localiza en el citoplasma
(C-C’) mientras que cuando se afiade la secuencia CAAX se localiza principalmente en la membrana
plasmatica (D-D’). El dominio regulador de aPKC presenta localizacién nuclear y parte en membrana (E-
E’), mientras que con la secuencia CAAX se localiza en la membrana plasmatica (F-F’). A la derecha se
muestran imagenes ampliadas de los embriones mostrados a la izquierda y tefiidos con anti-GFP (A-B)
o anti-Flag (C-F).

mediante western blot. Las bandas presentes en los eluidos finales de los experimentos y no
presentes en los controles fueron identificadas por espectrometria de masas. Entre las bandas
identificadas encontré la propia aPKC sobreexpresada, diversas proteinas ribosomales que
se asumieron como inespecificas por estar sobreexpresando y la proteina Lethal giant larvae
(Lgl), cuya interaccion con aPKC ya esta descrita [42] y que me sirvi6 como control interno
de que el sistema experimental estaba funcionando.
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Figura 18. Prueba de la purificaciéon por afinidad. Arriba, western blot contra
aPKC presente en cada uno de los pasos de la purificacion realizada con em-
briones sobreexpresando TT_aPKC en el mesodermo. Se puede observar la di-
ferencia de tamafno de la banda de aPKC después de cortar el TT con la protea-
sa TEV (flecha roja). Abajo, esquema de la purificacion por afinidad. Cada una de
las letras en rojo se corresponde con una etapa del proceso: A, extracto inicial;
B, sobrenadante después de anadir la resina; C-F, lavados; G, sobrenadantes
después de cortar con TEV; H, resina después de cortar con TEV. del proceso:
A, extracto inicial; B, sobrenadante después de anadir la resina; C-F, lavados; G,
sobrenadantes después de cortar con TEV; H, resina después de cortar con TEV.

Dado que no encontré ninguna proteina nueva candidata a interaccionar con aPKC, decidi
repetir el experimento con mayor cantidad de extracto inicial (5 ml de embriones) para poder
obtener mayor cantidad de proteina en el eluido y optimizar la identificaciéon de las bandas.
Con estas modificaciones obtuve nuevas bandas que se analizaron por espectrometria de
masas (Fig. 19).
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Para el experimento con la linea ectodérmica 69B-Gal4 se identificaron las siguientes proteinas
en las bandas indicadas:

e 1y CI: Jpper (Miosina II)

e 2:1gl

* C2: Jaguar (Miosina VI)

* 3:Parl

*  4: Nuclear fallout (Nuf) y Heat shock protein cognate 4

o C3: Heat shock protein cognate 4

3: Wolk y Par6

6: Proteina ribosomal 1.22
e  8: Proteina ribosomal S3A

El experimento con la linea mesodérmica 24B-Gal4 lo realicé posteriormente y mandé a
identificar las bandas que no aparecieron en el control ni en el experimento previo con 695.
Los resultados fueron:

* 1, C1y C2: No identificacion, poca cantidad de proteina
e 2: Nuclear fallout (Nuf)

* 4: 3-tubulina isoforma B

Es de destacar en estos resultados la identificacion de proteinas como Lgl, Parl y Par6 que
son interactores de aPKC ya descritos [27,40,155] y que es una prueba de que el sistema es
valido para nuestro objetivo. Las proteinas que aparecen también en el experimento control
las descarté. La proteina Yolk también la descarté ya que es muy abundante en el embrion
de Drosophila y es probable que sea una union inespecifica. La proteina Nuf, que apareci6 en
ambos experimentos (ectodermo y mesodermo) y que no aparecia en los controles es una
proteina candidata a interaccionar fisicamente con aPKC.

La sobreexpresion de las lineas 77-aPRC-CAAX en el embrion produce graves consecuencias
en la morfologia del mismo ya que la localizacion de aPKC activa en toda la membrana
plasmatica (no solo en la membrana apical) cambia la polaridad celular. Por este motivo
opté por no realizar la purificacion por afinidad con estas lineas a la espera de los resultados
obtenidos con el resto de lineas.

Con el fin de encontrar substratos de aPKC realicé el mismo procedimiento, en este caso, con
lalinea TT-aPKCP%"-CAAX también en ectodermo y mesodermo embrionarios (Fig. 20). Elegi
esta linea con la secuencia CAAX para forzar su unién a membrana ya que la localizacion del
dominio quinasa es citoplasmatica (Fig 17, comparar C-C’ con D-D’).
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Figura 20. Geles SDS-Page resultantes de la purificacion por afinidad con el
dominio quinasa de aPKC. Tanto en el experimento en tejido ectodérmico (A) como en
mesodérmico (B) se observa una banda del tamafio correspondiente a TT_aPKCDQuin
(pero menos intensa que en el experimento con la proteina completa, por lo que se mandé
a identificar). Las bandas seleccionadas para identificar por espectrometria de masas

aparecen marcadas con numeros.

En el experimento con la linea ectodérmica se identificaron las siguientes proteinas:
e 1: No identificacion, poca cantidad de proteina

*  2: Nuf y Heat shock protein cognate 4

e 3:aPKC

* 4:ay [ Tubulina

En el experimento con la linea mesodérmica (24B), el perfil de bandas era bastante similar
al encontrado con la linea ectodérmica (69B), diferenciandose en una tnica banda que no se
pudo identificar debido a la poca cantidad de muestra y a que se trataba de una mezcla de

5: Proteina ribosomal S3

C1, C2 y C4: No identificacion, poca cantidad de proteina

C3: [3 Tubulina

varias proteinas.

A la hora de buscar posibles reguladores de aPKC, realicé la purificacion por afinidad solo
con el dominio regulador de aPKC y en este caso con y sin la secuencia CAAX. La actividad
de aPKC se regula por interaccién con otras proteinas capaces de activar su funciéon quinasa o
afectar alalocalizacién de aPKC. Estas proteinas interaccionan generalmente con el dominio
regulador de aPKC 'y suelen ser diferentes a las proteinas que son substrato de fosforilacion. De
este modo, realizando este experimento esperaba identificar nuevas proteinas que regulasen

la funcion de aPKC (Fig. 21).
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Figura 21. Geles SDS-Page resultantes de la purificacion por afinidad con el dominio regulador de
aPKC con y sin CAAX. Las bandas seleccionadas para identificar por espectrometria de masas aparecen
marcadas con numeros a la izquierda.

Las proteinas identificadas en el experimento con la linea 698 se muestran a continuacion.
Algunas de las bandas presentaban mas de una proteina identificada, bien debido a que
hubiera una mezcla de proteinas o a que la identificacién no fuese concluyente para una tinica
proteina. En estos casos, las proteinas aparecen ordenadas de mayor a menor puntuacion en
la identificacién (mayor nimero de péptidos iguales entre los analizados en la banda y la

proteina identificada):

DRegl: Heat shock proten cognate 4

DReg?2: Vitelogenina, Proteina de localizacion nuclear proteina 4

DReg3: Proteina ribosomal 60s L22; Proteina ribosomal 40s SA; Syntaxina 4

DReg4: Proteina ribosomal 40s S3a; Flap endonucleasa 1; Inexina 1

CAAX1: Heat shock protein cognate 4; Proteina de localizacion nuclear proteina 4;
Calpaina-C, Fenoloxidasa subinidad A3

CAAX2: Proteina ribosomal 60s 1.22; Actina

CAAX3: Proteina ribosomal 40s S3a

Para el experimento con la linea 248, las bandas identificadas fueron las siguientes:

DRegl: No identificacion, poca cantidad de proteina

DRegCAAX1: Miosina, cadena pesada (no muscular)

DReg2 y C1: Jipper (Miosina II)

DRegCAAX?2: Miosina, cadena pesada (no muscular)
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*  DReg3: Jaguar (Miosina VI) y RE25996p
* DRegCAAX3: Miosina, cadena pesada 95F; a-Catenina; 3-Coatémero
e (C2: Miosina, cadena pesada 95F

*  DReg4: Heat shock protein cognate 4; Lamina DmO; Proteina de localizacion nuclear
proteina 4; Fenoloxidasa subunidad A3; Histona quinasa nucleosomal 1

* DRegCAAX4 y C3: Heat shock protein cognate 4

*  DRegb: Proteina ribosomal 60s 1.22

* DRegCAXX05: Actina; Proteina ribosomal 60s L.22; Flotilina-1
* DRegb: Proteina ribosomal 40s S3a, Tudor proteina materna
* DRegCAAXG6: Proteina ribosomal 40s S3a; Actina

Con posterioridad y con el objetivo de obtener nuevos resultados y disminuir la abundancia
de proteinas inespecificas, decidi realizar la purificaciéon por afinidad con construcciones
TT para el dominio quinasa de aPKC pero mutando el sitio de uniéon a ATP. Esta version
de aPKC no puede fosforilar al substrato y por tanto, podria aumentar la uniéon quinasa-
substrato ya que al no fosforilarlo quedaria retenido durante mas tiempo a la quinasa. De
este modo realicé una prueba sobreexpresando las lineas 77-aPKCP%™" y TT-aPKC?%™"* con
24B. En el western blot de comprobacion de la purificacion en este experimento detecté que
la proteasa TEV no habia funcionado correctamente, por lo que se decidi6 analizar tanto el
eluido como las Dynabeads® (Fig. 22).

A 24B-G4 > 24B-G4 > B 24B-G4 > 24B-G4 >
BG4 TTaPKC | =~ TIaPKC 24B-G4 1}—;;':" T[T,aau'?:*c
DQuin DQuin* kDA
e 250 _—
— b 200 et -
! 150 —
-
116 e
b o OB 100
DQuin4 DQuin*4 75 . el
uin. s & z - DQuin1 - DQuin*1 ;;__':‘.
© DQuin2iss DQuin‘zq :
i 50 . B .
- : - (- DQuinS! DQuin*3 .
37 )
“ ‘ 31— ‘ ~ .
Eluido Dynabeads

Figura 22. Geles SDS-Page resultantes de la purificaciéon por afinidad con el dominio quinasa y
el dominio quinasa mutado de aPKC en tejido mesodérmico. El gel A corresponde con los eluidos
mientras que el gel B corresponde a las Dynabeads. Las bandas seleccionadas para identificar por
espectrometria de masas aparecen marcadas con numeros.
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No observé grandes diferencias en el patron de bandas obtenido con respecto alos experimentos

anteriores asi como entre la version mutante vy silvestre del dominio quinasa de aPKC. Aan

asi se identificaron algunas de las bandas:

DQuin*1: Receptor Odorant 47a; Heat shock protein 83; Receptor Quinasa 1 acoplado
a proteina G

DQuinl: Regulador de la elongaciéon del telomero homélogo a Helicasa 1;
Prolina deshidrogenasa 1; Oxido-reductasa NADH-Ubiquinona (subunidad de
75 kDa); Klp10A (Rinesin-like protein)

DQuin*2: Heat shock protein cognate 4

DQuin2: Dimetiladenosina transferasa 1; Kibra; Heat shock protein cognate 1;
Calpaina-C

DQuin*3: a y § Tubulina
DQuin3: a Tubulina
DQuin*4: Heat shock protein cognate 4

DQuin4: Heat shock protein cognate 4

Dado que en los resultados con el dominio quinasa mutante de ATP no identifiqué proteinas

con buena puntuacién e interesantes a la hora de establecer una relacion con aPKC,

decidi no seguir realizando purificaciones por afinidad con estas lineas mutantes y opté por

elaborar una lista de candidatos mas prometedores a interaccionar con aPKC atendiendo

a las identificaciones obtenidas en todos los experimentos y al posible interés cientifico de

esta supuesta interaccion (Tabla 2). Cabe destacar la identificacién de numerosas proteinas

relacionadas con trafico vesicular, lo cual esta en concordancia con el actual interés sobre

la relacion entre polaridad y trafico celular. El analisis del resto de los candidatos no lo he

abordado en esta tesis, por lo tanto no se presentan datos sobre ellos.

Ectodermo (69B-G4) Mesodermo (24B-G4)
TT_aPKC
Nuf Nuf
TT_aPKC DQuin CAAX
Proteina de localizacién
nuclear 4
TT_aPKC DReg Sintaxina-4 Proteina de
localizacién Lam DmO
nuclear 4
TT_aPKC DReg CAAX - B-Coatéomero

Tabla 2. Relacion de candidatos seleccionados a partir de los experimentos de purificacion
por afinidad. Estos candidatos han sido clasificados segun en qué experimentos han sido
identificados, dependiento de la construccion y el tejido utilizados para la purificacion.
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2. Analisis de los Candidatos

Con los resultados obtenidos en la purificacion por afinidad descrita en el apartado anterior
elaboré una lista con los candidatos a testar. He utilizado diferentes aproximaciones con el
objetivo de comprobar y confirmar la interaccion entre aPKC y los distintos candidatos.

Por un lado, he analizado la interaccion genética entre aPKC y los candidatos usando el
fenotipo provocado por la falta de funciéon de aPKC en el disco imaginal de ala, el cual es
sensible a cambios en genes que interaccionan con aPKC. La sobreexpresion de una linea
UAS-aPEC_RNAq (S. Sotillos, datos no publicados) en la regiéon presuntiva de ala usando la
linea salPE-Gal4 [135] genera un fenotipo caracteristico en el que la regién entre la vena 2 y
la 3 se reduce considerablemente, llegando en algunos casos a fusionarse dichas venas (Fig.
23, A-A”). Este fenotipo es heterogéneo, de manera que existen diferencias entre machos
y hembras (los machos presentan un fenotipo mas fuerte) asi como entre alas de diferentes
individuos, pudiéndose clasificar en tres tipos diferentes: venas fusionadas (Fig. 23, A”), venas
muy proximas (Fig. 23, A) y silvestres (que incluyen las alas con fenotipo silvestre o cuya
region 2 y 3 apenas se ve reducida, Fig. 23 B).
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Figura 23. Fenotipo del RNAi de aPKC en ala utilizado para el analisis de la interaccion genética
entre aPKC y los candidatos. A la izquierda, imagenes de alas de machos y hembras silvestres (A-B) y
sobreexpresando el RNAi de aPKC (A, B’ y A”). El fenotipo de venas 2 y 3 fusionadas se observa en A”
mientras que el de venas 2 y 3 muy proximas se observa en A'. (C) Grafica con la cuantificacion del fenotipo.

De este modo el fenotipo puede ser cuantificado atendiendo al nimero de alas con las venas
2y 3 fusionadas o muy proximas (Fig. 23, C). Una de las ventajas de este fenotipo es que es
sensible a cambios en genes relacionados con aPKC. Si combinamos la sobreexpresion del
RNAi de aPKC con mutantes heterocigoticos para genes de polaridad, el fenotipo aumenta
(mayor numero de alas con las venas fusionadas y/o mayor regién de vena fusionada) o
disminuye (la mayoria de alas tienen fenotipo silvestre) dependiendo de la relacién de dicho
gen con aPKC (Fig. 24). Es decir, para genes que acten positivamente de manera conjunta
a aPKC, como es el caso de Crb, el fenotipo se ve aumentado (Fig. 24, D-D’), mientras que
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para aquellos genes que actien de manera antagonica a aPKC, hay un rescate del fenotipo

(Fig. 24, E-E”).

v 1

OR (silvestre)

Figura 24. Modificacion
del fenotipo del RNAi
de aPKC en el ala
al combinarlo  con
mutantes de genes
de polaridad. Alas de
machos vy hembras
silvestres (A,A’) sobre-
expresando el RNAi de
aPKC (B-B’) y combinando
este  RNAi con genes
relacionados con aPKC
(C-E’). Para genes que
actdan conjuntamente
con aPKC de manera
positiva, el fenotipo de
fusién de venas 2 y 3 se
incrementa (aPKC y crb,
C-D’) mientras que para
genes que actian de
manera opuesta a aPKC
el fenotipo se rescata (/gl/,
E-E).
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La sensibilidad del método asi como que pueda ser analizado facilmente con una lupa
estereoscopica, hace de este fondo genético una poderosa herramienta para analizar
interacciones genéticas entre aPKC y cualquier otro gen.

Realicé una busqueda de lineas de Drosophila tanto mutantes como lineas UAS (RNA1 y/o
versiones silvestres marcadas con epitopos) que afectaran a los genes candidatos y seleccioné
algunas de ellas (Tabla 3) que combiné con la linea Sa/PE-G4>UAS-aPRC_RNA:. Analicé las
alas adultas de las diferentes combinaciones y cuantifiqué el fenotipo clasificandolo en los
tres tipos posibles descritos anteriormente. Es importante mencionar que todas las lineas
mutantes de los candidatos usadas presentaban alas silvestres antes de combinarlas, de
manera que al observarse alguna diferencia en el fenotipo del RNAi de aPKC seria debida
a su interaccion con el candidato. En el caso de lineas UAS crucé independientemente estas
lineas con Sa/PE-G4 como control.

Por otrolado, he verificado la interaccion fisica realizando ensayos de Co-Inmunoprecipitacion
y Pull Down (PD) entre los candidatos y aPKC. para lo cual he generado construcciones GST
para aquellos candidatos de los que habia cDNA disponible y he realizado ensayos de Co-
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inmunoprecipitaciéon para aquellos de los que habia anticuerpo disponible.

Celpeleeiie Mutantes Testados Bl s Referencias
Purificacion Testadas
Nuf_GFP [90, 139]
Nuclear fallout (Nuf) nuf'
Nuf_RNAI VDRC (#104172)
Sintaxina-4 (Syx4) syx5'% - [156]
Proteina de
localizacién nuclear ilo1244 [157]
4 (Npl4) npl4 -
[158, 159]
Lamina0 (Lam0) 1am®®* jam'® -
B-Coatémero
yCop™® - [160]
(B-Coat)

Tabla 3. Lista de lineas de los candidatos utilizadas para el analisis
genético de su interaccion con aPKC. Tabla que recopila las diferentes
lineas de mutantes y UAS utilizadas para testar la interaccion de los
candidatos con aPKC y referencias donde encontrar informacion de las
lineas.

De este modo he utilizado construcciones GST para Nuf asi como para Syx4 y Syxl, dos
de los miembros de la familia de las Sintaxinas [64]. En el caso del 3-Coatémero, por ser
una proteina de mas de 900 aminoacidos, la he dividido en dos mitades: 3-Coatémero NH
(B-Coat NH) y -Coatomero CO (-Coat CO). Para la Lamina 0 (Lam0) realicé una Co-
Inmunoprecipitacion. Las construcciones GST permiten purificar las proteinas mediante su
unién a una resina de agarosa-glutatién. Los ensayos de Co-precipitacion se han realizado
incubando extracto de embriones silvestres con las diferentes proteinas purificadas asi como
con GST como control negativo (ver materiales y métodos). Todos los experimentos realizados
llevan un control de carga tanto de los extractos de partida para comprobar que hay la misma
cantidad de proteina total, asi como de la cantidad de proteina presente en la resina.

Por dltimo, comprobé si existe fosforilacion de los candidatos por aPKC utilizando las
construcciones GST e incubando las proteinas purificadas con aPKCG o aPKCA/ 1 (protocolo
detallado en materiales y métodos). Para todos los ensayos de fosforilacion realicé controles
positivos (con substratos de aPKC conocidos) y controles negativos (realizando experimentos
sin afladir substrato, sin afiadir enzima o sin anadir ATP).

El objetivo era descartar aquellos candidatos que no presentasen interaccion fisica ni genética
con aPKC, mientras que aquellos que presentaran interaccion (fisica, genética o ambas) los
consideraria candidatos para un analisis mas profundo de su relacion con aPKC, presentando
especial atencion aquellos que ademas fueran fosforilados.
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Andlisis de la interaccion de Npl4 y Lam0 con aPKC

La Proteina de localizacion nuclear 4 (Npl4) forma parte del complejo proteico p97/Npl4/
Ufd1 que se encarga de desplazar hacia el citoplasma las proteinas que no pasan el control
de calidad en el reticulo endoplasmatico. En el citoplasma, dichas proteinas son objeto de
degradacion por el sistema ubiquitina/proteasoma [161] .

Por su parte, Lamina 0 (Lam0) forma parte de la lamina nuclear, uno de los componentes
de la membrana nuclear. Las laminas son filamentos intermedios de tipo V especificos del
nucleo y actian manteniendo las propiedades mecanicas del nacleo y de la célula completa
ya que pueden interaccionar con el citoesqueleto [162]. De hecho, Lam0 ha sido implicada
en la migracion nuclear en los fotorreceptores durante el desarrollo del ojo de Drosophila [159]
asi como en la organizacion citoplasmatica y la polaridad en el huevo de Drosophila [163].

Los resultados del analisis de la interaccion genética entre aPKC y Npl4 mostraron que el
mutante npl#*"""?** no modifica el fenotipo de la linea SalPE-G4>UAS-aPKC_RNAz, tal y como
se puede observar en la Fig. 25 (comparar con el control). La no modificacion del fenotipo
podria ser debida a que la linea npl4*"?** se trate de un mutante hipomorfo y haya parte
de funcién de la proteina. Sin embargo, debido a la poca informacion y estudios disponibles
acerca de esta proteina no pude saber que tipo de alelo era y por tanto decidi descartar este
candidato y no testar la interaccién fisica ni su posible fosforilacion por aPKC.

En el caso de Lamina0, para el mutante lam’**

, una mutacion letal en homocigosis de pérdida
de funcién provocada por la inserciéon de un elemento P [158,159,164] el nimero de alas
con venas fusionadas aumentaba claramente en machos y ligeramente en hembras (Fig. 25).
Sin embargo el mutante lam™ no modificaba el fenotipo de fusién de venas, aunque observé
nuevos fenotipos como venas muy delgadas que incluso desaparecian en algunas partes. Estos
datos pueden ser debidos a que el mutante lam™ es semi-viable en homocigosis [159], siendo
una mutaciéon mas débil que la mutacion lam”***.

Para examinar la uniéon entre Lam0 y aPKC opté por realizar una ColP ya que disponia de
anticuerpo contra Lam0. Como control usé un anticuerpo contra 3Gal de la misma especie
que el anticuepro contra LamO (ratén). En la figura 26 A se muestra dicha ColP realizada
con extracto de embriones OR donde se puede observar que a pesar que con el anticuerpo de
Lam0 consegui precipitar gran cantidad de proteina Lamina 0, no observé banda para aPKC
en la co-precipitacion, sugiriendo que no existe interacciéon fisica entre ambas proteinas.
Para descartar que solo una pequefia parte de la aPKC presente en el embrion sea la que
interaccione con Lam0 y que por este motivo no fuese capaz de observar banda en la ColP,
realicé una segunda ColP esta vez usando embriones que sobreexpresaban una version de
aPKC con el epitopo myc usando la linea 24B-G¥4 que dirige la expresiéon en mesodermo.
En este caso tampoco observé banda para aPKC en el experimento de ColP a pesar de que
consegui precipitar gran cantidad de LamO (Fig. 26, B). Estos experimentos sugieren que no
hay uniéon entre aPKC y Lam0 o al menos en estas condiciones experimentales.

En cuanto al analisis de fosforilacién de Lam0, dado que no habia interaccion fisica, decidi
no realizarlo.
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Embriones OR Embriones 24BG4>aPKC-myc

Extracto  pGal Extracto  Lam0 Extracto BGal Extracto Lam0

75— - aPKC (ColP) T° b 3 . s aPKC (ColP)

pGal Lam0 pGal Lam0
aTub

50— - aTub (extractos)
(extractos)

e E
75— E Lamo (resina) [ j Lam0 (resina)

Figura 26. Ensayos de co-inmunoprecipitacion entre Lam0 y aPKC. Co-IP de aPKC a partir de extracto
de embriones silvestres (A) y extracto de embriones sobre-expresando aPKC-myc (B) utilizando un
anticuerpo especifico para Lam0. Los paneles superiores muestran el revelado con aPKC de la Co-IP no
observandose ninguna banda en el experimento con LamO0. Los paneles inferiores muestran un 5% de los
extractos iniciales como control de carga (anti-aTub) y un 10% de las bolas como control de carga de la
resina (anti-LamO0).

50 —

Andlisis de la interaccion entre [3-Coatomero y aPKC

La proteina [3-Coatéomero es una de las subunidades del Complejo Proteico del Coatomero I
(COPI, por su siglas en inglés). El complejo COPI se encuentra recubriendo las membranas
de las vesiculas que son transportadas desde la parte ¢us del Aparato de Golgi hacia el Reticulo
Endoplasmatico [163] y esta implicado en la formaciéon y mantenimiento del Aparato de
Golgi [166]. En Drosophila el complejo del coatomero se ha involucrado en la regulaciéon de
la homeostasis de lipidos [167], en la formacion de las traqueas [168] y en la citoquinesis
de las divisiones mei6ticas masculinas [169]. Por otro lado, se ha establecido una relacion
entre aPKC y [3-Coatomero en vertebrados en cuanto a la funcién del Aparato de Golgi.
La G'TPasa de pequenio tamano Rab2 actta reclutando PKCA/t y COPI en los Clusters
Tubulares Vesiculares (VT Cs, siglas en inglés), responsables del transporte retrogrado-directo
entre el Reticulo Endoplasmatico y el Aparato de Golgi [170].

A la hora de realizar el analisis genético de interacciéon entre aPKC y el Complejo del
Coatomero, observé que la combinacién de una copia mutante para la subunidad gamma,
pCop"’, aumentaba el porcentaje de venas fusionadas en machos siendo mayor del 50%,
mientras que en hembras apenas aumentaba el fenotipo (Fig. 25).

En cuanto a la interaccion fisica, los resultados de los PD demostraron que no existe
interaccion entre aPKC y [3-Coatémero (Fig. 27, A). Sin embargo, habia sido aislado en la
purificacion por afinidad, por tanto, o era un falso positivo o bien las condiciones de PD no
eran las adecuadas. Para ayudar a descartar una de estas posibilidades realicé ensayos de
fosforilacion con cada una de las mitades de la proteina 3-Coatémero purificadas (GST-f3-
CoatNH y GST-f3-CoatCO). Los resultados del ensayo de fosforilacién no mostraron sefial de
Tio-Fosfato para ninguna de las dos partes de la proteina, indicando que no hay fosforilacién
(Fig. 27, B) y sugiriendo que no hay interaccion entre aPKC y [3-Coatémero.
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Figura 27. Analisis de la interaccion fisica y fosforilacion entre aPKC y B-Coatémero. A) Pull Down
entre aPKC 3-Coatdmero. En el papel superior se muestra el revelado con aPKC observandose banda
solo para el control positivo. En los paneles inferiores se cargd un 5% de los extractos iniciales como
control de carga de proteina inicial (aPKC) y un 10% de las bolas como control de carga de la resina. B)
Ensayos de fosforilacion para 3-CoatNH y B-CoatCO . Las flechas rojas indican donde debe aparecer la
banda de fosforilacion del substrato. Los asteriscos indican la autofosforilacion de aPKC. Los westerns
anti-aPKC muestran el control de cantidad de enzima y los de GST el control de cantidad de substrato.
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Andlisis de la interaccion entre Syx y aPKC

Las sintaxinas son componentes fundamentales del complejo SNARE, un componente
esencial en el transporte celular en eucariotas, especialmente para la fusion de membranas,
incluida la exocitosis (revisado en [64,171-173]) Las sintaxinas tienen un papel importante en
la liberacion de vesiculas sinapticas en el sistema nervioso, lo que constituye un tipo especial
de exocitosis, aunque diferentes sintaxinas pueden desempenar funciones distintas. Por
ejemplo, la Sintaxina-1 se localiza en la membrana plasmatica del terminal presinaptico en
células neuronales, mientras que la Sintaxina-4 lo hace en la membrana plasmatica cerca de
la region perisinaptica en células astrogliales [174]. La Sintaxina-4 también ha sido implicada
en la exocitosis de insulina en las células 3 pancreaticas, indicando una funcién mas general
de estas proteinas en la exocitosis [175] y la Sintaxina-1 también ha sido implicada en el
transporte vesicular durante la celularizacion del embrion de Drosophila [176].

Para analizar la interaccién genética, utilicé el mutante syx5** ya que no habia mutantes
para la Sintaxina 4 disponibles en las colecciones publicas. La combinacion de este mutante
con el RNAi1 de aPKC produjo la interaccién mas fuerte de todos los candidatos testados en
cuanto al fenotipo del ala. Mas del 90% de las alas de los machos presentaban las venas 2
y 3 tusionadas y lo que fue mas determinante: el 40% de alas de las hembras presentaban
fusion de venas, mientras que con la expresion del RNAi de aPKC en solitario ningun ala
presentaba fusion de venas en hembras (Fig. 25).

Para el andlisis de la interaccion fisica realicé construcciones GS'T para Syx4 y también para
Syx1 (para comprobar si la interaccién con aPKC era especifica para la Syx4 o se trataba de
una interaccion mas general con las Sintaxinas), para las cuales estaba disponible el cDNA.
A pesar de la fuerte interaccién genética entre aPKC y spx5**, en los ensayos de PD pude
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comprobar que tanto Syxl como Syx4 no interaccionaban fisicamente con aPKC (Fig. 28).
Hay que destacar que aunque para Syx4 no se detectaba banda de aPKC que indicase que
hay unién entre ambas proteinas, la cantidad de Syx4 en la resina era mucho menor que para
el control positivo, por lo que no pude descartar totalmente que exista interaccion.

Para ayudar a comprobar si existia interaccion o no entre estas proteinas, realicé ensayos de
fosforilacion para Syx1 y Syx4. Los resultados mostraron que no existia fosforilacion de Syx4
por parte de aPKC (Fig. 28). Para Syx1 por el contrario, aparecia una banda débil a la altura
que correspondia por tamano y que podria indicar fosforilacion (Fig. 28).
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Figura 28. Analisis de la interaccién fisica y fosforilacion entre aPKC, Syx1 y Syx4. A)
Pull Down entre aPKC y Syx1 y Syx4. En el papel superior se muestra el revelado con aPKC y
solo se observa banda para el control positivo. En los paneles inferiores se cargd un 5% de los
extractos iniciales como control de carga de proteina inicial (anti-aPKC) y un 10% de las bolas
como control de carga de la resina (anti-GST). B) Ensayos de fosforilacion para Syx1 y Syx4.
Las flechas rojas indican donde debe aparecer la banda de fosforilacion del substrato. Los
asteriscos indican la autofosforilacion de aPKC. Los paneles de tincion de aPKC muestran el
control de cantidad de enzima (anti-aPKC) y los de anti-GST el control de cantidad de substrato.

Como método alternativo para comprobar la fosforilacion de Syxl, realicé un segundo
ensayo de fosforilaciéon pero en este caso utilicé un anticuerpo contra serinas fosforiladas
para substratos de PKCs (cPKC, nPKC, aPKC). Este anticuerpo detecta Serinas fosforiladas
y rodeadas de Arginina o Lisina en las posiciones -2 y +2 asi como de un residuo hidrofébico
en la posicion +1. Si bien un resultado negativo en este experimento no descartaria la
fosforilacion, un resultado positivo si la confirmaria. En la figura 29 se observa el resultado de
este ensayo mostrando que no obtuve senal de fosforilacién por el anticuerpo contra Serinas
fosforiladas, por tanto no pude confirmar ni descartar que aPKC fosforile a Syx1.

Debido a la utilizacion de diferentes tipos de Sintaxinas para los analisis de interaccion
genética y fisica con aPKC, asi como a los diferentes datos obtenidos para cada una de ellas,
no pude llegar a resultados concluyentes que determinasen el tipo de interaccién existente
entre estas proteinas.
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Figura 29. Ensayo de
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Andlisis de la interaccion entre Nufy aPKC

Nuclear fallout (Nuf), es homoélogo a la Arfofilina-2 (Factor de ribosilacion ADP), cuyo
homologo en vertebrados es Rab11-FIP3 (Rabl1-Family Interacting Protein 3) [88,177]. Nuf
funciona como adaptador de Rabl1, un miembro de la familia de las pequenas GTPasas
especifico de los endosomas de reciclaje (ER), con las proteinas motoras de microtubulos
(complejos de dineina y kinesina, [82,86]). Por tanto Nuf actia regulando el trafico de ER
a través de su interaccion con Rabll [88,89,178] transportando de este modo diferentes
cargos hacia la parte apical de las células epiteliales. En Drosophila melanogaster el complejo
Nuf-Rabl11 se ha involucrado en el transporte de actina en la formaciéon de la membrana
plasmatica durante la celularizacion del blastodermo [86,89,91] asi como en la formacion de
las quetas adultas [90]. Por otra lado, también se ha involucrado en la senalizacion de la via
de Notch a través del reciclaje del ligando Delta en los precursores del sistema nervioso adulto

de Drosophila [92].

Para el analisis genético de la interaccion entre Nuf y aPKC usé el mutante nuf’ y las lineas
UAS-RNAi-Nuf y UAS-Nuf-GFP. Tanto el mutante nuf’ como la expresion del RNAi producian
un ligero aumento del nimero de alas con venas fusionadas en hembras, aunque en machos
no se modifica el fenotipo. Por el contrario, con la expresion de la linea UAS-Nuf-GFP se
rescataba el fenotipo, no encontrandose ningtn ala con venas fusionadas en machos ni en

hembras (Fig. 25).

El analisis de la interaccion fisica lo realicé a través de un ensayo de PD utilizando proteina
purificada GST-Nuf e incubandola con extracto de embriones silvestres. Este ensayo demostro
que aPKC se une fisicamente a Nuf] tal y como puede observarse en la figura 30 (A).

Cuando realicé el ensayo de fosforilacion por aPKC de Nuf pude comprobar que Nuf se
fosforilaba indicando que es un substrato de aPKC (Fig. 30, B).
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Figura 30. Analisis de la interaccion fisica y fosforilacion entre aPKC y Nuf. A)
Pull Down entre aPKC y Nuf. En el papel superior se muestra el revelado con aPKC,
observandose banda en el carril de Nuf, lo que indica interaccién. En los paneles
inferiores se cargd un 5% de los extractos iniciales como control de carga de proteina
inicial (anti-aPKC) y un 10% de las bolas como control de carga de la resina (anti-GST).
B) Ensayo de fosforilacion para Nuf. Las flechas rojas indican donde debe aparecer
la banda de fosforilacion del substrato. Los asteriscos indican la autofosforilacion de
aPKC. Los paneles de tincion de aPKC muestran el control de cantidad de enzima y
los de GST el control de cantidad de substrato.

Resumen del andlisis de los candidatos

Después de estudiar la interaccion genética y fisica entre aPKC y los candidatos asi como
su fosforilacion pude llegar a diversas conclusiones. Los candidatos que presentaban mayor
interaccion genética como Syx y [3-Coat no se unen a aPKC ni tampoco se fosforilan en
nuestras condiciones experimentales. En el caso de Syx1 no podemos descartar completamente
la existencia de fosforilacion. A pesar de que en el andlisis genético Nuf no mostro interaccion
fuerte con aPKC, posteriormente demostré que la interaccion fisica descubierta con la
purificacion por afinidad entre ambas proteinas es real y que ademas Nuf es un substrato de

aPKC (Tabla 4).

Estos datos establecen a Nuf como el candidato adecuado con el cual seguir analizando su
interaccién con aPKC. De este modo, el trabajo de esta tesis se centré en el estudio de la
interaccion aPKC-Nuf tratando de conocer cuales son las caracteristicas bioquimicas de ésta
asi como su relevancia biolégica.
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80

Candidato

Interaccién Genética

Interaccion Fisica

Fosforilacion

Nuclear fallout (Nuf) + ‘/ ‘/
Sintaxina-4 (Syx4) +4++ X X
Proteina de localizacion No testada No testada

nuclear 4 (Npl4) -
Lamina0 (Lam0) ++ X No testada
B-Coatémero ++ X X

Tabla 4. Resumen del
analisis de la interacciéon
entre aPKC y los
candidatos. La interaccion
se muestra con signos +
cuando existe interaccion
(a mas interaccion,
mas signos +) y con un
signo — cuando no existe
interaccion. Solo se ha
demostrado interaccion
fisica y fosforilacion con
Nuf.
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3. Analisis de la Interaccion aPKC-Nuf

Después de analizar la interaccion fisica y genética entre aPKC y los candidatos obtenidos
en la purificacion por afinidad, escogi la proteina Nuclear fallout (Nuf), proteina adaptadora
de Rabl1, como el mejor candidato para estudiar en mayor profundidad su interacciéon con
aPKC, ya que como he mostrado existe interaccion fisica entre ambas proteinas y Nuf es un
substrato de aPKC.

En vertebrados se han descrito cinco proteinas miembros de la familia Rab11-FIP (Famaly
Interacting Protein), proteinas adaptadoras de Rab11. Estas proteinas se caracterizan por poseer
un Dominio de Unién a Rabl1 (RBD) vy se clasifican en dos clases diferentes, clase I y clase
II, atendiendo a sus dominios en la parte N-terminal. Las diferentes Rab11-FIPs son capaces
de unirse a diferentes proteinas motoras (Dineina, Kinesina y Miosina V) haciendo posible el
transporte de los RE por las diferentes rutas de transporte intracelular.

En Drosophila se han descrito hasta este momento dos proteinas homologas a las Rab11-FIPs.
La proteina Nuclear Fallout (Nuf), que pertenece a la clase 1I, es homologa a Rab11-FIP3
e interacciona con Dineina permitiendo el transporte vesicular a través de los microtibulos
[86,88,177]. La proteina Ripl1, que pertenece a la clase I y es homodloga a Rab11-FIP2 y
en Drosophila, se ha descrito su uniéon a la Miosina V para regular el transporte de vesiculas
Rabl1 a través de los filamentos de actina [85].

Teniendo en cuenta que Nuf y Ripl1 pertenecen a la familia de las Rab11-FIPs y habiendo
identificado a Nuf como un substrato de aPKC, decidi analizar en paralelo si habia también
interacciéon aPKC-Ripl1 y comprobar si aPKC afectaba de forma general al transporte de
los RE o si por el contrario afectaba especificamente a Nuf. A continuacion describiré en
paralelo los experimentos y resultados de este estudio.

Estudio de la interaccion fisica entre aPKC y las proteinas Nufy Rip11

Como punto de partida para el estudio de la interaccion aPKC-Nuf he caracterizado como
es esta interaccion a nivel bioquimico; cudles son los dominios responsables de la interaccion
y st dicha interaccion es directa o indirecta. Asimismo, dado que Nuf es substrato de aPKC he
mapeado los residuos fosforilados por aPKC. Por otra parte, he analizado si existe interaccion
fisica entre aPKC y Rip11 asi como si Ripl1 es substrato de aPKC.

aPKC y Nuf interaccionan directamente a través del dominio quinasa de
aPKCy la mitad NH de Nuf.

Para comprobar la interaccion fisica entre aPKC y Nuf realicé un experimento de Pull Down
(PD) que demostr6 que existe interaccion fisica entre ambas proteinas. Sin embargo, al estar
realizado con extracto de embriones silvestres no es posible determinar si dicha interaccion
es directa o existe alguna otra proteina que actie como intermediario. Por ello realicé un PD
in vitro usando proteina recombinante GST-Nuf unida a esferas de agarosa, la cual incubé
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con proteina recombinante aPKC purificada. Como puede observarse en la figura 31, aPKC
co-precipita con Nuf usando tanto extracto de embriones (Fig. 31, A) como aPKC purificada
(Fig. 31, B), indicando que la interaccion es directa.

A B GST GST-Nuf
GST GST-Nuf
Extracto PD Extracto PD
75— cE 75— P . o
aPKC (PD) aPKC
GST GST-Nuf
D w— 100—
aPKC (Extractos) =
75—
100 = —
75 — - -
50 =
50 — - -
37—
37 —
25 — - x— GST (Esferas)
GST (Esferas)

Figura 31. aPKC interacciona fisicamente con Nuf, siendo esta interaccion directa. A)
Ensayo de PD incubando GST-Nufy GST como control negativo con extracto de embriones
silvestres. El panel superior muestra la co-precipitacion entre aPKC y Nuf. B) PD in vitro
incubando GST-Nuf y GST como control negativo con proteina aPKC purificada. El panel
superior muestra la cantidad de aPKC inicial y la que co-precipita. Ambos experimentos
presentan un control de carga de la resina (10% de la resina utilizada, panel GST Esferas)
y de los extractos iniciales (5% extracto utilizado, panel aPKC extractos).

aPKC presenta dos dominios: el dominio quinasa, responsable de su actividad enzimatica
y el dominio regulador, que actia regulando su actividad [97]. Con el objetivo de conocer
el dominio responsable de la interaccion con Nuf, utilicé la metodologia de la purificacion
por afinidad (apartado 1 de resultados) para realizar ensayos de afinidad entre los dominios
de aPKC y la proteina Nuf (Fig. 32, A). Utilicé las construcciones UAS-TT_aPKCP""y UAS-
T1_aPRC” para realizar la purificacion por afinidad a partir de extractos embrionarios. Los
resultados de estos experimentos determinaron que era el dominio quinasa de aPKC el Gnico
capaz de interaccionar con Nuf (Fig. 32, B) lo cual esta en concordancia con el hecho de que
aPKC fosforile a Nuf. Por otro lado, para mapear el dominio de interaccién de Nuf, dividi la
proteina en dos mitades: la mitad CO que contiene los dominios coiled-coil y de uniéon a Rab11,
y la mitad NH, cuya secuencia no presenta homologia con otras proteinas relacionadas y
carece de dominios conocidos (Fig. 32, A). Realicé ensayos de PD incubando cada una de
las dos mitades de Nuf con extracto de embriones silvestres y analizando posteriormente la
presencia de aPKC acomplejada con los distintos dominios de Nuf. De este modo determiné
que solo la mitad NH es capaz de co-precipitar con aPKC (Fig. 32, C).
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Figura 32. La interaccion entre aPKC y Nuf ocurre a través del dominio quinasa de
aPKC y la mitad NH de Nuf. A) Representacion esquematica de las proteinas aPKC y
Nuf con los dominios que presentan. B) Esferas magnéticas con el dominio quinasa y
el regulador de aPKC incubadas con extracto de embriones silvestres. Solo se observa
co-precipitaciéon entre Nuf y el dominio quinasa de aPKC. Los asteriscos indican la sefial
del TT presente en las construcciones de aPKC y que produce reaccion cruzada con el
anticuerpo secundario utilizado. El panel Flag muestra la cantidad de aPKC presenta en
las esferas magnéticas (10% de las esferas utilizadas). C) PD con las dos mitades de
Nuf incubadas con extracto de embriones silvestres. Solo la proteina completa Nuf y la
mitad NH son capaces de co-precipitar con aPKC. Los paneles inferiores son controles
de carga de los extractos iniciales (5% de los extractos iniciales) y de las resinas (10% de
las resinas utilizadas).

Nuf interacciona con aPKC solo en su estado activo.

Como muestro en el apartado anterior la interaccion entre aPKC y Nuf se produce por
el dominio quinasa de aPKC, lo cual sugiere que la actividad quinasa puede ser relevante
para la interacciéon. Para profundizar mas en este aspecto realicé un ensayo de afinidad
vitro usando esferas magnéticas recubiertas del dominio quinasa de aPKC mutado en el sitio
de unién de ATP y que carece de actividad quinasa (aPKC DQuin*; [36]). Estas esferas se
incubaron con GST-Nuf purificado usando como control esferas con el dominio quinasa
silvestre de aPKC (aPKC DQuin). Al realizar este experimento observé que la version mutada
de aPKC (aPKC DQuin*) era incapaz de interaccionar con Nuf (fig. 33, A), indicando la
necesidad de la actividad quinasa de aPKC para dicha interaccion.

Uno de los primeros momentos en los que la actividad quinasa de aPKC se requiere es para
su propia autofosforilaciéon que es fundamental para su activacion [96,101]. Para determinar
s1 dicha autofosforilacién vy activacion de aPKC era importante para la interacciéon con Nuf,
realicé un nuevo ensayo de afinidad i vitro usando el dominio quinasa silvestre de aPKC esta
vez tratado con fosfatasa alcalina para eliminar los fosfatos y por tanto la autofosforilacion.
Cuando elimin¢ la autofosforilaciéon de aPKC también se eliminé la uniéon de aPKC con Nuf

83



RESULTADOS

(Fig. 33, B), lo que indicaba que esta autofosforilacién era esencial para la interaccion aPKC-
Nuf.

La autofosforilacion de aPKC sucede en el dominio quinasa, en la Treonina 422 en Drosophila
[179] por lo que generé versiones mutantes del dominio quinasa para este aminoacido,
mutando la Treonina a Alanina (aminoacido que no puede ser fosforilado por aPKC,
T422A) y a Glutamato (actha como un fosfomimético, T422D) para confirmar que esta
autosfosforilacion era fundamental para la interaccion fisica entre aPKC y Nuf. Realicé un
ensayo de afinidad 2 vitro con esferas unidas a estas versiones mutantes de aPKC (T422A y
T422D) y con GST-Nuf purificado. Con este experimento observé que tanto la versiéon no
fosforilable (T422A) como la fosfomimética (T422D) de aPKC no interaccionaban con Nuf
(Fig. 33, C), indicando que dicho aminoacido era fundamental para la union aPKC-Nuf y
que el fosfomimético no llegaba a ser exactamente igual que la version silvestre.

A B C
aPKC DQuin
aPKC aPKC aPKC + Fosfatasa aPKC aPKC aPKC
DQuin DQuin* DQuin Alcalina DQuin DQuinT422A DQuinT422D
100 | .. ‘ ‘ an ‘ ‘ ‘ GST

75 —| > - .- ‘ u s S s | oPKC (esferas)

‘- e ] GST (Extractos)

Figura 33. aPKC activa (autofosforilada) se une a Nuf. Ensayos de co-precipitacion con diferentes
versiones del dominio quinasa de aPKC incubadas con GST-Nuf purificado. En cada experimento se
compara el dominio quinasa silvestre con el dominio quinasa mutado de forma que no puede fosforilar
(A), el dominio quinasa tratado con fosfatasa alcalina para eliminar la autofosforilacion de aPKC (B) y el
dominio quinasa no autofosforilable (T422A) y autofosfomimético (T422D, C). El panel de GST muestra
co-precipitacion solo entre GST-Nuf y el dominio quinasa silvestre. Los paneles inferiores muestran
el control de cantidad de aPKC en la resina (10% de las esferas utilizadas, panel aPKC esferas) y la
cantidad de GST-Nuf utilizada en los extractos (5% extractos iniciales, panel GST extractos). Para los
experimentos Ay B se utilizaron controles similares a los del experimento C.

La fosforilacion de aPKC se produce en una serina de la mitad N-terminal
de Nuf

Como mostré en el apartado 2 de resultados, Nuf es un substrato de aPKC. El siguiente
objetivo fue localizar donde se producia esta fosforilaciéon. Con este fin, realicé diferentes
ensayos de fosforilacion usando aPKC purificada, las diferentes proteinas substratos (proteinas
recombinantes GS'T purificadas) y ATPyS, un analogo del ATP que al usarse por la quinasa
incorpora un grupo tiofosfato al substrato que puede ser detectado posteriormente por
Western Blot usando un anticuerpo especifico [146]. Dicha técnica ha sido puesta a punto para
aPKC en el laboratorio de Jorge Moscat y Maria Diaz-Meco (Sanford-Burnham Medical Research
Institute, California), laboratorio en el cual he aprendido la técnica.

En primer lugar realicé un ensayo de fosforilacién tanto con la proteina Nuf completa como
con cada una de sus mitades (NH y CO), de esta manera comprobé que la fosforilacion
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se produce en la proteina completa y en la mitad NH de Nuf (Fig. 34, A). Posteriormente
llevé a cabo un ensayo de fosforilacién con la mitad NH de Nuf y realicé un Western Blot
con un anticuerpo anti-Fosfo-(Ser) para substratos de PKC, el cual detecta la fosforilacion
en Serinas rodeadas de Arginina (R) o Lisina (K) en las posiciones -2 y +2 asi como de un
residuo hidrofébico en la posiciéon +1. Sin embargo, la secuencia consenso de fosforilacion
por PKCs tiene ciertas variaciones entre las diferentes isoformas y no todas las fosforilaciones
se producen en secuencias que siguen este consenso (Fig. 34, B). De este modo, el uso de
este anticuerpo es util pero no determinante, ya que un resultado negativo no descartaria
que hubiera fosforilaciéon. En este caso el anticuerpo anti-Fosfo-(Ser) para substratos de PKC
detectaba fosforilacion en Nuf-NH (Fig. 34, C), indicando que al menos existe una Serina que
es fosforilada por aPKC en la parte N-terminal de Nuf.
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i L - % + NufNH
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-
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B neutral ] Basico [ Hidrofobico [l Serina o Treonina
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Figura 34. Nuf es fosforilado por aPKC en una serina de la parte N-terminal. A)
Ensayo de fosforilacion de Nuf, Nuf NH y Nuf CO. La sefial del tiofosfato (fosforilacion,
panel superior) solo se observa para Nuf y Nuf NH. Los asteriscos negro, rojo y azul
indicasn la sefal de autofosforilacion de aPKC, la de Nuf y la altura a la que deben
aparecer las dos mitades de Nuf, respectivamente. B) Secuencias consenso para
substratos de las diferentes isoformas de PKCs con la serina o treonina fosforilada
(pS o pT, rojo) y los diferentes aminoacidos adyacentes indicando si son neutrales
(rosa), basicos (morado) o hidrofébicos (azul). Imagen modificada de [180].
C) Ensayo de fosforilacion de Nuf NH revelado con el anticuerpo contra serinas
fosforiladas (panel superior). El panel GST se corresponde al control de cantidad de
substrato. El panel aPKC se corresponde al control de cantidad de enzima.
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Analisis de la interaccion entre aPKC y Rip11.

Parallevar a cabo este analisis realicé experimentos de PD con extracto de embriones silvestres
generando las construcciones GST-Ripl1 y GST-Rip11 NH, con el extremo amino terminal
de la proteina para comprobar si habia interaccién y si se producia por esta regiéon al igual
que ocurre con Nuf (Fig. 35, A).

Para la mitad NH de Ripll no aparecia banda de aPKC que indicase interaccién, sin
embargo para la proteina completa Ripl1 aparecia una débil banda de aPKC pero en una
posicién mayor a la que le corresponderia por tamanio (Fig. 35, B). Esto puede deberse a
la gran cantidad de proteina GST-Ripl!l (cuyo tamafio es similar a aPKC) presente en la
muestra que puede impedir la correcta migracion de aPKC durante la electroforesis.
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Figura 35. Rip11 interacciona fisicamente con aPKC. A) Representacion esquematica de la proteina
Rip11 completa (arriba) o el dominio N terminal (abajo) utilizadas en los ensayos de PD con sus distintos
dominios. B-C) PD incubando GST-Rip11, GST-Rip11 NH, GST-Nuf (control positvo) y GST (control negativo)
con extracto de embriones silvestres (B) o aPKC purificada (C). El panel superior de aPKC muestra la co-
precipitacion entre aPKC y las diferentes proteinas GST. Los paneles inferiores muestran controles de
cantidad de proteina inicial en un 5% del extracto utilizado (aPKC extractos) y cantidad de proteina de las
proteinas GST en un 10% de la resina utilizada (GST resina).

Decidi realizar un PD i vitro incubando las proteinas GST-Ripl1l y GST-Ripl1 NH con
aPKC comercial purificada. Como control positivo utilicé GST-Nuf. Los resultados de este
PD in vitro demostraron que existia interaccion entre aPKC y Ripl1, tanto para la proteina
completa como, aunque mas débil, para la mitad NH (Fig. 35, C) y en ambos casos menos
fuerte que para Nuf.
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La existencia de interaccion fisica abri6 la posibilidad de que Ripll también fuese un
substrato de aPKC. Por tanto analicé la fosforilaciéon de Ripll por aPKC. Los resultados
de estos experimentos mostraron que tanto para Ripll como para Ripll NH se producia
fosforilacion (Fig. 36, A). Repeti el ensayo de fosforilacion revelando con un anticuerpo contra
serinas fosforiladas por quinasas PKC. En este caso no se vio senal alguna tanto para Ripl1
como para Ripl1 NH (Fig. 36, B).
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Figura 36. aPKC fosforila a Rip11. Ensayos de fosforilacion in vitro entre aPKC y GST-Rip11, GST-
Rip11 NH y GST-Nuf (control positivo) como substratos. Para detectar la fosforilacion se ha utilizado un
anticuerpo anti-tioFosfato (A) y anti-FosfoSerina (B). El panel aPKC muestra el control de cantidad de
enzima y el panel de GST el de cantidad de substrato. En ambos se ha cargado el 50% del ensayo de
fosforilacion. El asterisco negro marca la autofosforilacion de aPKC y los asteriscos rojos la fosforilacion
de Rip11 y Rip11NH

Estudio genético y funcional de la interaccion de aPKC con Nufy Rip11

Una vez corroborada bioquimicamente la interaccion entre aPKC y Nuf, quise
abordar la relevancia biologica de esta interaccién. Decidi realizar en paralelo el
analisis de Ripl1, debido a que también existe interaccion y fosforilacion con aPKC.
De este modo realicé diferentes experimentos genéticos y de inmunohistoquimica
tanto en embriones como en disco imaginal de ala, con el objetivo de entender las
interacciones aPKC-Nuf y aPKC-Ripll en un contexto celular y de tejido que me
ayudara a conocer la funcién de estas uniones.

La falta de aPKCy de Rip11 produce un fenotipo similar a la falta de funcién
de Nuf durante la celularizacion del embridn.

Como ya mencioné en la introducciéon, Nuf tiene un papel fundamental durante la
celularizacion del embrion de Drosophila, momento en el cual en el blastodermo sincitial
cada nucleo migra hacia la periferia del embrién y forma una célula individual gracias a
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la invaginacion de la membrana plasmatica entre los nuacleos. Tanto la reorganizacion del
citoesqueleto como la adicién de membrana son claves en este proceso. En embriones mutantes
nuf', el proceso de celularizacién no ocurre de manera adecuada, produciéndose fallos en la
polimerizaciéon de actina y en el transporte de membrana [88,89]. Como consecuencia se
pueden observar nucleos localizados en el interior del embrion en lugar de en la periferia (Fig.
37, B), a los cuales denominaremos “nucleos caidos”.

Teniendo en cuenta que no han sido descritos defectos en la posiciéon nuclear en los mutantes
de aPKC ni en los de rip1 1, me propuse analizar el papel de ambos durante la celularizacion.
Para ello generé clones mutantes aPEKC*"*% y rip 1 1*7**% en la linea germinal, de manera que
eliminaran los componentes materno y cigético de estos genes. Cuando analicé el proceso de
celularizacion en estos mutantes observé que en torno al 75% de los embriones mutantes para
aPKC presentaban fenotipo de nucleos caidos (Fig. 37, C) siendo este porcentaje del 40% en el
caso de los mutantes rip 15%*# (Fig. 37, D). No obstante, al cuantificar el nimero de nicleos
caidos por embrion pude observar que el fenotipo era mas fuerte (mayor nimero de ntcleos
caidos por embrién de media) en el caso del mutante nuf’ que para los mutantes aPRC*"*"
y nipl 179%* (Fig. 37, E). Esto sugiere la participaciéon de aPKC y Ripl1 en el proceso de
celularizacion.

1 KG02485

D rip1

Ndmero de ——
nucleos & 3 °
“caidos” por |
embrion  * |

v -

o
° i
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— . /=

OR nuf aPKC ripl11

Figura 37. La falta de funcion de aPKC y Rip11 durante la celularizacién produce un
fenotipo similar al mutante nuf'. Tinciones Nufy Rip11 (verde), Tubulina (rojo) y DAPI (azul)
de embriones silvestres (A), mutantes nuf’ (B), mutantes aPKC “°%%%3 (materno y cigético, C)
y mutantes rip11%€92485 (materno y cigético, D) en la etapa de celularizacién. A la izquierda
se observa un plano apical y a la derecha planos sagitales. Los asteriscos amarillos marcan
los nucleos mal localizados basalmente. E) Cuantificacion del niumero de nucleos caidos por
embrion para cada fenotipo.
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aPKC regula la localizacion subcelular de Nufy Rip11.

aPKC es una quinasa con una funciéon fundamental en procesos relacionados con la polaridad
celular donde actta fosforilando a un gran niimero de proteinas diana claves regulando su
localizacion subcelular [34,103,181,182]. Puesto que mis resultados previos demostraron que
Nuf y Ripl1 son substratos de aPKC, investigué la posibilidad de que aPKC pudiera estar
regulando la localizacion de estas proteinas.

Para resolver esta cuestiéon he utilizado el disco imaginal de ala como tejido modelo. El
disco imaginal de ala es un tejido epitelial pseudoestratificado donde las células forman una
monocapa, lo cual lo hace un tejido muy util para estudiar la polaridad apico-basal en la
célula (ver Introducciéon Fig. 2, B). En condiciones silvestres, tanto Nuf como RiplI, se
observan como un punteado distribuido uniformemente por todo el disco, mientras que
aPKC se acumula principalmente en la membrana apico-lateral (Fig. 38, ver células silvestres
con tincion aPKC verde). Para examinar el posible efecto de aPKC sobre la localizacion de
Nuf y Rip11 he generado clones de recombinacion mitdtica para mutantes aPKC*"* 1o cual
permite comparar las células a las que les falta aPKC de las células silvestres vecinas. Tanto
para Nuf (Fig. 38, A, B’ y () como para Ripll (Fig. 38, C”) se puede observar una
acumulacion en la region subapical en las células mutantes aPECH*.

La mayoria de los procesos en los que hasta ahora se ha involucrado a Nuf y Ripl1 estan
relacionados con la regulacion de los endosomas de reciclaje, papel que realizan a través de
su union a Rabl1 y a proteinas motoras del citoesqueleto. Cuando analicé la distribucion de
Rabl11 en clones mutantes aPKC***" observé también su acumulacion en la region subapical
junto con Nuf; al igual que ocurre con la proteina motora Dineina (Fig. 38, A-B, A”-B”). Estos
datos sugieren que el trafico de RE mediado por Rab11, Nuf y Ripl1 se encuentra afectado
en ausencia de aPKC.

89



RESULTADOS

hsFLP/+; FRTG13::aPKCk06403 / FRTG13::Ubi-GFP

Figura 38. Nuf, Rip11, Rab11 y Dineina se acumulan en células mutantes para aPKC. Imagenes de
confocal de clones de aPKC en discos imaginales de ala. aPKC en verde (A-C’, A-C’), Rab11 en rojo (Ay A”),
Dineina en rojo (DHC, Dinein Heavy Chain, B y B”), Rip11 en rojo (C-C”) y Nuf en azul (A-C, A”-C”). En la
parte superior se muestran vistas apicales y en la inferior planos sagitales de cortes en las zonas indicadas
por las flechas blancas. La zona apical y basal estd marcada con las letras Ay B en negro respectivamente.
Las flechas negras indican la extension del clon de aPKC. Rab11, Nuf y Dineina se acumulan en la parte
apical de las células que no tienen aPKC (ausencia de tincién verde). Barra de escala: 10 ym.

La falta de Nuf reduce los niveles de aPKC en la membrana.

Puesto que la localizacion subcelular de Nuf y Ripl1 se ve afectada por la falta de funcién de
aPKC, decidi investigar si Nuf y/o Ripl1 podrian a su vez afectar los niveles o la distribucién
de aPKC. Por un lado generé clones de falta de funciéon por recombinacion de rip 1500245
en el disco imaginal de ala. Como puede verse en la figura 39 (A-A”) la falta de Ripl1 no
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modificaba la localizacion subcelular de aPKC ni sus niveles en la membrana subapical.

hsFLP/rip11 KG02485::F ; FRT19A::

Figura 39. La falta de funcion
de Rip11 no afecta ni a la
localizacion ni a los niveles
de aPKC. Clones de rip11 en
discos imaginales de ala. LacZ
en verde (A, B) y cuya ausencia
marca el clon mutante para
Rip11, aPKC (A, A) y Ecad
(B, B’) en rojo, con imagenes
aumentadas de ambas en
A’ y B”. Arriba se muestran
vistas apicales y abajo planos
sagitales de la zona indicada
por la flecha blanca. Las flechas
negras indican la extension
del clon de Rip11. Las flechas
amarillas indician algunas de
las zonas de rotura donde no se
detecta Ecad en la membrana
plasmatica. Barra de escala: 10
pm.

Por el contrario, cuando analicé Ecad en estos mismos clones de 7p// pude observar roturas
en el patron de tincion de Ecad (figura 39 , B-B”, flechas amarillas), lo que podria sugerir que
hay un fallo en el transporte de Ecad hacia la zona de las Uniones Adherentes similar a lo que
ocurre en la formacién de las traqueas durante la embriogénesis [84].

Por otro lado, generé también clones mutantes por recombinacion para Nuf (con dos alelos
diferentes, nuf’ y nuf*“"*) en los que observé una disminucion de los niveles de aPKC en la
membrana subapical (figura 40, A-A” y C-C’”). Esto podria ser un efecto general por afectar
el trafico de los RE, sin embargo no parece ser el caso ya que ni los niveles ni el patréon de
tincion de Ecad se veian afectados (figura 40, B-B” y D-D’”), ni tampoco los de Delta (no
mostrado) aunque para ambas proteinas se ha descrito un reciclaje via Rab11 [75,92].

Debido ala fuerte interaccion fisica entre aPKC y Nuf, asi como la existencia de una regulacion
reciproca entre ambas proteinas, decidi investigar en mayor profundidad dicha interaccion,
dejando fuera la relacion entre aPKC y Ripl1.

La acumulacion de Nuf en el disco imaginal de ala es especifica de aPKC.

Diversos trabajos han demostrado que afectar la funciéon de aPKC produce pérdida de
polaridad celular apico-basal en embriones y discos imaginales [36,150,183]. Por tanto, es
posible que la acumulaciéon de Nuf que se observa en clones de células mutantes aPRC**
sea debido a un fallo generalizado en la polaridad apico-basal que afecte también al trafico
intracelular a pesar de que la acumulacién de Nuf y Rabl1 en la region subapical indiquen
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cierta polaridad en estas células.
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Figura 40. La ausencia de Nuf reduce los niveles de aPKC en la membrana subapical. En clones
nuf<co03’4 (A'y B) y nuf' (C y D), los niveles de aPKC (rojo, A, A”, C y C”) muestran una disminucion, mientras
que Ecad (rojo, B, B’, D, D”) no se ve afectada. Las graficas muestran la cuantificacion de los niveles de
fluorescencia de aPKC a lo largo de la membrana celular en unidades arbitrarias comparando las células
silvestres (linea roja) con las células del clon (linea azul).

06403 examiné la

Para comprobar si se mantenia la polaridad en células mutantes aPAt
localizacion y distribucion de diferentes determinantes de polaridad. Para la region de las
Uniones Adherentes analicé la distribucion de las proteinas Bazooka (Baz/Par-3) y Ecad.

Ambas proteinas aparecian localizadas en la misma regién que en las células silvestres (Fig.

92



R3. ANALISIS DE LA INTERACCION aPKC-NUF

41, A, A” y B,B”). Para el caso de la region subapical, analicé la distribucion de la proteina
Crumbs (Crb). Como se puede observar, aunque la distribucién de Crb se veia afectada,
apareciendo un punteado en la region subapical, seguia estando localizado parcialmente en
la membrana apico-lateral (Fig. 41, C, C”). Por tanto, la polaridad apico-lateral en las células
mutantes aPRC"" no estaba fuertemente afectada.

hsFLP/+; FRTG13::aPKCk06403 / FRTG13::Ubi-GFP

(7 VM YRS
SRR

- "“;'z"‘

Figura 41. La polaridad celular no esta seriamente afectada en clones mutantes para aPKC. Imagenes
de confocal con vistas apicales de clones de aPKC generados en discos imaginales de ala. aPKC se observa
en verde (A-C y A-C’), Nuf en azul (A-C y A”-C™), Ecad, Baz y Crb en rojo (A”, B” y C” respectivamente).
Todos los determinantes de polaridad analizados mantienen su localizacion en membrana en ausencia de
aPKC, aunque Crb lo hace solo parcialmente. Barra de escala: 10 pm.

En los dltimos anos diferentes trabajos han implicado a aPKC junto con Cdc42 y Par6
en la regulacion de la endocitosis. El complejo aPKC/Par6/Cdc42 es capaz de regular la
endocitosis de proteinas de polaridad como Crb y Ecad regulando asi la dinamica de las
Uniones Adherentes [124-126]. Por tanto, cabria la posibilidad de que la acumulaciéon de
Nuf observada en los clones mutantes aPEKC*""*” fuese un efecto secundario de afectar la
endocitosis y por ello el trafico de RE. Para examinar esta posibilidad, generé clones de
células que sobreexpresaban una version mutante termosensible de la proteina Dinamina
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(Shibire, sz, en Drosophila), proteina responsable de la escision de las vesiculas formadas en la
membrana plasmatica durante el proceso de endocitosis (revisado en [184]). De este modo, los
mutantes s4” son incapaces de separar las vesiculas endociticas de la membrana plasmatica y
por tanto la endocitosis queda bloqueada.

shib ts FRT9.2/FRT9.2::UbiGFP; hsFLP38

Figura 42. El bloqueo de la endocitosis no afecta a la distribucién subcelular de Nuf. Imagenes de
confocal de clones shi generados en discos de ala y tefiidos con aPKC (rojo, Ay A’), Nuf (azul, Ay A”) y
Ecad (rojo, B y B”). En B”” se muestra una imagen aumentada de la tincié Los clones estan marcados con
la ausencia de GFP (A-A, B-B’). En el panel superior se muestran vistas apicales y en el inferior, cortes
sagitales de la zona indicada por las flechas blancas. Las flechas negras indican la localizacién del clon y las
flechas amarillas muestran los engrosamientos de Ecad en la membrana en la parte del clon shi. Barra de
escala: 10 pm.

Analicé la distribucion de Nuf en estos clones y no observé acumulacion subapical, (Fig. 42,
A-A"’)lo que indica que el fenotipo de acumulacién apical de Nuf es independiente del papel
que pueda tener aPKC en la endocitosis. Como control de que en los clones sk" se estaba
bloqueando la endocitosis analicé la distribucion celular de Ecad, que presenta un fenotipo
caracteristico en estos clones si”: aparecen estructuras ectopicas de Ecad y se produce un
engrosamiento de la zona de Ecad en la membrana como consecuencia de la formacion de
vesiculas de Ecad que no se liberan de la membrana plasmatica [124] (Fig. 42, B, B”,B’”).

Por otro lado, para corroborar la especificidad del fenotipo de acumulacién de Nuf generé
clones mutantes para los determinantes de polaridad Baz y Crb. En estos clones mutantes
la localizacion de aPKC no estaba seriamente afectada y la distribucion de Nuf era similar
a las células silvestres, asi como la distribuciéon de Rabl1 (Fig. 43). Todos estos resultados
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indicaban que la acumulacion apical de Nuf es consecuencia directa de la ausencia de aPKC.
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hsFLP/+; FRT19a::baz4
FRT19a::Ubi-GFP

Figura 43. La acumulacion de Nuf es especifica para clones mutantes de aPKC. Imagenes de confocal
con vistas apicales de clones crb y baz tefiidos con Crb y Baz (verde, A-A' y B-B’ respecticamente), aPKC
(rojo, A, A”, B, B”) y Nuf (azul, A, A, B, B”’). No se observa acumulacién apical de Nuf en ausencia de Crb
o Baz.

La fosforilacion de Nuf por aPKC en la Ser155 evita lalocalizacion de Nuf en
la membrana subapical.

Con el objetivo de estudiar en mayor profundidad como podia afectar la fosforilacién por
aPKC en la distribuciéon subcelular de Nuf, decidi identificar el/los residuo/s donde se
producia dicha fosforilacion, para poder analizar posteriormente su efecto en un contexto
celular. Para ello realicé un ensayo de fosforilacion con la proteina Nuf completa y analicé
los fosfopéptidos obtenidos mediante espectrometria de masas. Con esta técnica identifiqué
cuatro aminoacidos candidatos de ser fosforilados: S155, T159,S175y S181 (Fig. 44, A), todos
ellos situados en la mitad NH de Nuf. Hay que destacar que en todos los péptidos analizados

B

Nuf NH Nuf NH Nuf NH Nuf NH Nuf NH
Silvestre S155A T159A S175A S180A

- tioP
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. Péptidos analizados aPKC

. Aminodcidos modificados (fosforilados)

Figura 44. Nuf es fosforilado por aPKC en la Serina 155. A) resultado de la identificacion de fosfopéptidos
en la fosforilacion de Nuf. En azul los péptidos que fueron analizados y en verde los aminoacidos detectados
como susceptibles de fosforilacion. B) Ensayo de fosforilacién con las versiones no fosforilables de los
aminoacidos detectados en la identificacion. Solo cuando se muta la S155 a alanina se pierde la fosforilacion
(panel tiofosfato). En todos los ensayos se han realizado controles de carga del substrato (anti-GST) y de
quinasa (anti-aPKC) con la mitad de la muestra del ensayo de fosforilacion.

95



RESULTADOS

que contenian la S153, ésta siempre se encontraba fosforilada, hecho que no ocurria con el
resto de candidatos.

Posteriormente, muté separadamente cada uno de los aminoacidos candidatos a Alanina (A
> P

y comprobé que la mutacion S155 era la tinica que evitaba la fosforilacion de Nuf, indicando
que la fosforilacién de aPKC se producia en esta serina (Fig. 44, B).

Una vez identificado el residuo, decidi testar si dicha fosforilacion modificaba la interaccion
entre ambas proteinas. Para ello utilicé la construccion GST de Nuf silvestre y del mutante
no fosforilable de (Nuf S155A) y generé una nueva version fosfomimética mutando la Serina
155 a Aspartato (Nuf S155D). Con dichas proteinas purificadas realicé un ensayo de PD vy
analicé su unién a aPKC. En la figura 45 muestro como la version fosfomimética de Nuf (Nuf
S155D) era incapaz de co-precipitar aPKC. Esto estd en concordancia con que Nuf sea un
substrato de aPKC y pierda la afinidad por la quinasa cuando es fosforilado, tal y como se ha
descrito con otros substratos de aPKC [181,185].

Nuf Nuf Nuf
Extracto GST silvestre S155A S155D

" b -m - aPKC (PD)

100 —
75 = | e - ——

Figura 45. La fosforilacion de
aPKC (Extractos) Nuf por aPKC evita la interaccion
fisica entre ambas proteinas.
400.== “- Ensayo de PD con la versién no
i == . fosforilable (S155A) y fosfomimética
50 — . - (S155D) de Nuf. Esta ultima es
' incapaz de unirse a aPKC. Los

37 — - .
paneles inferiores son controles
25 — - deo carga de los extracto§ iniciales
- (5% de los extractos, anti-aPKC) y
20 — GST (Resina)

de cantidad de proteina de la resina
(10% de la resina, anti-GST).

Con el objetivo de analizar el efecto de la fosforilacion de aPKC: en la distribucién de Nuf
en un contexto celular, generé lineas UAS para sobreexpresion en Drosophila con la version
silvestre, la no fosforilable (S155A) y la fosfomimética (S155D) de Nuf, todas marcadas con el
epitopo myc para poder detectarlas y diferenciarlas de la proteina endégena. Mediante la linea
Hh-G4, que dirige la expresion en el compartimento posterior del disco de ala, sobreexpresé
estas versiones de Nuf y analicé mediante inmunohistoquimica su localizacion.

Lo que pude observar realizando este experimento es que las tres versiones se acumulaban
en la zona subapical de la célula. Sin embargo, una gran parte de Nuf S155A se localizaba
proxima a la membrana subapical co-localizando con aPKC (Fig. 46-A, co-localizacion
en blanco) mientras que Nuf S155D evitaba el contacto con dicha membrana (fig. 46-B).
Curiosamente, la version silvestre de Nuf también co-localizaba, aunque en menor proporcion
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A Hh-G4 > UAS-Myc-Nuf S155A

Figura 46. La fosforilacion de Nuf por aPKC modifica su localizacion subcelular. Imagenes de confocal
de discos de ala sobreexpresando Myc-Nuf S155A (A), Myc-Nuf S155D (B) y Myc-Nuf silvestre (C) en la parte
posterior. En verde se observa aPKC (A-A”, B-B”, C’, C”) y en magenta Myc (A-A”, B-B”, C’- C”). La co-
localizacién entre ambos se observa en blanco en A, B’y C’, y esta marcada con los asteriscos. De superior
a inferior se muestran vistas apicales, cortes sagitales y ampliaciones de ambas. En las graficas se muestra
la distribucion de Myc (rojo) con respecto a DIt (Patj, azul, marcador de la membrana apical) a lo largo de una
célula para Nuf S155A (A””) y Nuf S155D (B””). Barra de escala: 10 pm.
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que Nuf S155A, con aPKC en la region subapical de la membrana (Fig. 46-C).

Es de destacar que, al analizar la localizacion de Nuf en clones mutantes para aPRC, pude
observar que Nuf se localizaba muy proxima a la membrana apical, parcialmente solapando
con proteinas localizadas en las Uniones Adherentes como Baz (Fig. 47). Esto indicaba que
cuando Nuf se acumulaba en ausencia de aPKC, su comportamiento era similar a la version

no fosforilable de Nuf.

hsFLP/+; FRTG13::aPKCk06403 / FRTG13::Ubi-GFP

Figura 47. Clones de aPKC en discos de ala tefiidos con aPKC (azul, A), Nuf (rojo,
A, A)y Baz (verde, A”). Los paneles superiores son vistas apicales, los inferiores son
planos sagitales y una amplificacion de ambas. Los asteriscos muestran la zona de
co-localizacién entre Nuf y Baz (amarillo). Barra de escala: 10 ym.

Trabajos previos de diversos laboratorios han descrito que para diferentes procesos
de polaridad, la fosforilacién de ciertas proteinas provoca la unién de éstas a la proteina
citoplasmatica 14-3-3 (Par5). Cuando esta proteina 14-3-3 se une a otra, mantiene el complejo
formado en el citoplasma, secuestrando de esta forma a la otra proteina [26,27,104,186]. Me
pregunté si este también era el caso de Nuf. Para resolver esta cuestion realicé un ensayo
de PD con las diferentes versiones de Nuf (silvestre, no fosforilable SI55A y fosfomimética
S155D) las cuales incubé con extracto de embriones silvestres, para ver su unién a la proteina
14-3-3. En la figura 48, se muestra el resultado de este experimento donde se puede observar
una banda intensa para Nuf silvestre correspondiente a 14-3-3 y dos bandas tenues para Nuf
S155A y Nuf S155D. Para comprobar si la uniéon de Nuf a 14-3-3 dependia de su estado de
fosforilacion por aPKC, realicé un PD w vitro con Nuf silvestre sin fosforilar y fosforilado por
aPKC a los que les anadi proteina 14-3-3 purificada. En este caso, 14-3-3 se une a Nuf en
ambas condiciones. Estos datos sugieren que la unién de Nuf al4-3-3 es independiente de la
fosforilacion por aPKC.

98



R3. ANALISIS DE LA INTERACCION aPKC-NUF

A & & > oo B & Nf
> K _—
‘6"‘6 ('f:} %"\“0 6»&" 9\66 & ¢ - + aPKC
37— 37 _‘
‘: - 14-3-3 - == 1433
50 — ‘— w—— e e Tubulina 100 — E FosfoSer
(Extractos) -
100 — e g—" 100 —
75 — o 75 —
50— - 50 —
37— 37 —
: 25 — e
25— o GST (Esferas) L | GST (Esferas)

Figura 48: La interaccion entre Nuf y 14-3-3 no se ve afectada por la fosforilacion de
aPKC. A) Ensayo de PD con la version silvestre, no fosforilable (S155A) y fosfomimética
(S155D) de Nuf. Solo para Nuf silvestre se observa una banda intensa para 14-3-3, indicando
que existe interaccion fisica. B) PD in vitro con Nuf silvestre sin fosforilar y fosforilado incubados
con 14-3-3 purificado. Ambas formas de Nuf son capaces de interaccionar con 14-3-3. El panel
de anti- FosfoSerina indica la fosforilacion de Nuf. Los paneles inferiores son controles de
carga de los extractos iniciales (5% de los extractos, anti-Tubulina) y de cantidad de proteina
de la resina (10% de la resina, anti-GST).

La union de Nuf con sus principales interactores es independiente de la
fosforilacion por aPKC.

Los datos anteriores indicaban que la fosforilaciéon de Nuf por aPKC afectaba a la localizacién
subcelular de Nuf, anulaba la interaccion fisica entre ambas proteinas y evitaba la localizacion
de Nuf en la membrana subapical. Un efecto adicional de la fosforilacion por aPKC podria
ser el cambio de la afinidad de Nuf por sus proteinas asociadas.

Como he mencionado anteriormente, Nuf es uno de los efectores de la GTPasa especifica de
los RE, Rabl1, ala cual se une fisicamente [88]. Nuf regula el transporte de los RE gracias a
su union a la proteina motora del citoesqueleto Dineina [86], implicada en el transporte hacia
el extremo negativo de los microtabulos; asimismo, al igual que su homologo en vertebrados
Rabl11-FIP3 [82], Nuf podria unirse a la Kinesina y esto completaria su movimiento a lo
largo de los microtiibulos hacia el extremo positivo (Fig. 50, D).

Para analizar si la union Nuf-Rab11 se ve afectada por la fosforilacion de aPKC, he realizado
un ensayo de PD in vitro en el que he utilizado proteina recombinante GST-Rabl1 unida
a una resina de glutation-agarosa. Esta resina la he incubado con proteina recombinante
purificada silvestre, SI55A y S155D de Nuf para analizar posteriormente su unién. Estas
proteinas las he obtenido a partir de las construcciones GST usadas en los ensayos de PD de los
apartados anteriores, las cuales he eluido eliminando la GST (ver materiales y métodos para
mayor detalle del protocolo). El resultado de este experimento indicd que las tres versiones
de Nuf eran capaces de unirse con la misma afinidad a Rab11, demostrando que el estado
de fosforilacion de Nuf por aPKC no afectaba a dicha union (Fig. 49, A). Asimismo, cuando
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sobreexpresé¢ las diferentes versiones de Nuf (silvestre, no fosforilable y fosfomimética) en el
disco imaginal de ala, todas ellas eran capaces de reclutar a Rabl11 (Fig. 49, B).
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Figura 49. El estado de fosforilacion de Nuf no afecta a su uniéon con Rab11. A) Ensayo de
PD in vitro con resinas recubiertas de GST y Rab11-GST incubadas con proteina recombinante
Nuf Silvestre, S155A y S155D purificadas. El panel superior (anti-Nuf) muestra la cantidad de Nuf
que se une a las resinas. Los paneles inferiores son controles de carga de Nuf de los extractos
iniciales (anti-Nuf) y de la las proteinas GST y Rab11-GST en las resinas (anti-GST). B) Imagenes
de confocal con vistas apicales y planos sagitales de discos de ala sobre-expresando Nuf silvestre
(panel superior), Nuf S155A (panel central) y Nuf S155D (panel inferior) en la parte posterior con la
linea Hh-G4. Myc (para detectar las sobre-expresiones de Nuf) aparece en rojo y Rab11 en verde.
Barra de escala: 10 pm.

Para las proteinas motoras Dineina y Kinesina, he realizado igualmente ensayos de PD pero
en este caso incubando las diferentes versiones de Nuf con extracto de embriones silvestres
para posteriormente analizar por Western Blot la union a dichas proteinas. El ensayo demostré
que todas las versiones de Nuf eran capaces de co-precipitar con la Kinesina con similar
afinidad (Fig. 50, A). Para el caso de la Dineina, no observé co-precipitacién con ninguna de
las versiones, utilizando distintas aproximaciones (distintos tampones de union y extractos
de distintos estadios de desarrollo segiin el protocolo descrito en [86], fig. 50, B). Por tanto,
como alternativa, decidi realizar un PD analizando la union a Glued, la subunidad p150 del
complejo de la Dinactina. Esta proteina se une a la Dineina directamente y hace de puente
entre la Dineina y el cargo [187]. En este caso si habia co-precipitacion y pude observar una
ligera reduccién en la uniéon a Dinactina para Nuf S155A, con respecto a la version silvestre
y S155D de Nuf (Fig. 50, C).
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Figura 50. El estado de fosforilacion de Nuf no afecta a su union con la Kinesina y modifica
ligeramente su unién a Dinactina. Ensayos de PD con resina unida a proteina GST, Nuf Silvestre, Nuf
S155A y Nuf S155D incubadas con extracto de embriones silvestres y analizando la co-precipitacion
de Kinesina (A), Dineina (B) y Dinactina (C). Los paneles superiores muestran la cantidad de proteina
analizada que se une a las diferentes resinas. Kinesina se une con igual afinidad a todas las versiones
de Nuf mientras que Dinactina se une con menor afinidad a Nuf S155A. Con Dineina no se observa
co-precipitacién con ninguna de las versiones de Nuf. En todos los ensayos se ha realizado un control
de carga de los extractos iniciales (anti-tub (A) o anti-aPKC (B y C)) y de la cantidad de proteina en
las resinas (anti-GST). D) Representacion esquematica de las interacciones entre Nuf y los complejos
motores de la Dineina, Kinesina y Dinactina en el transporte de RE.

La version no fosforilable de Nuf aumenta los niveles de aPKC en la
membrana apical.

Como ya mencioné anteriormente, la principal funciéon de Nuf es regular el transporte
intracelular de Rabll y por tanto de los RE [88,90]. Sin embargo, hasta ahora solo la
proteina Delta (ligando de la via de Notch) ha sido identificada como un cargo de Nuf, en
el sistema nervioso de Drosophila [92]. No obstante, Rabl1 presenta un papel central en la
via de reciclaje y se han descrito diferentes cargos que son reciclados a través de Rabll y
los RE, como es el caso de las proteinas de polaridad Ecad [69,75], B-Integrina [74] o Crb
[122]. Teniendo en cuenta que la fosforilacién de Nuf por aPKC no modificaba la unién a
sus proteinas asociadas, pero si que cambiaba la localizacion subcelular de Nuf, me propuse

analizar si aPKC podria estar regulando el trafico de los RE a través de su interaccién con
Nuf.
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Para ello sobreexpresé las lineas Nuf S155A y Nuf S155D en el compartimento posterior
del disco de ala y analicé el comportamiento de diferentes cargos de Nuf y Rabl1 mediante
inmunohistoquimica. De este modo estudié la localizacion subcelular de Delta, Ecad,
[-Integrina y Crb, cargos conocidos de Nuf o Rabl1; asi como para otros determinantes de
polaridad como Baz y aPKC. Ademas, para evitar que la proteina Nuf endégena pudiera
estar enmascarando algin efecto de las versiones mutantes de Nuf; utilicé un fondo mutante

heterocigético nuf’ para las sobreexpresiones.

Figura  51. La
sobreexpresion de
Nuf S155A no afecta
a la localizacion
ni a los niveles
de Delta. Tincion
de Delta en discos
silvestres OR (A,
A’). En A’ se muestra
una ampliacion de A
correspondiente a la
zona del recuadro
amarillo. La linea
amarilla divide los
compartimentos
anterior (A amarilla)
y posterior P
amarilla). Clones
de sobreexpresion
de Nuf  S155A
marcados con GFP
(verde, B, B’, C, C’)
en disco de ala y
tefiidos con Delta
(rojo, B, B”, C, C”).
Las imagenes Cs se
corresponden con un
mayor aumento.

Para el caso de Delta, el patron de expresion en el disco de ala dificultaba su estudio debido
a que presentaba zonas donde las células tenian mayores niveles de Delta en la membrana.
De hecho, la regién entre el compartimento posterior y anterior del disco constituia una de
las zonas donde se producia este cambio de niveles (Fig. 51, A-A). Debido a este patron de
Delta, no consegui llegar a ninguna conclusion utilizando la linea 44-G4. Por ello utilicé otra
aproximacion generando clones de sobreexpresion de Nuf S155A y Nuf S155D en el disco
de ala. En este caso no observé diferencias en la localizacion o niveles de Delta ni con la
version Nuf S155A (Fig. 51, B-B”) ni con Nuf S155D (datos no mostrados).
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El analisis de las proteinas Ecad, Baz y Crb revel6 que ninguna de ellas estaba afectada por la
expresion de las lineas Nuf S155A 'y S155D (Fig 52). Todas se encontraban localizadas en los
mismo dominios de membrana tanto en la parte posterior como en la anterior del disco. Del
mismo modo, los niveles de fluorescencia eran similares en ambos compartimentos, indicando
que la cantidad de proteina era similar (Fig. 52, derecha).
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Nuf $155A ; nufl/+
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HhG4> UAS-Myc
Nuf $155D ; nuf1/+

HhG4> UAS-Myc-
Nuf S155A ; nuf1/+
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HhG4> UAS-Myc-
Nuf S155D ; nuf1/+
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HhG4> UAS-Myc-
Nuf S155A ; nuf1/+

m—NufsD-Post

—NufSD-Ant

HhG4> UAS-Myc-
Nuf 155D ; nuf1/+

Figura 52. La sobreexpresion de las versiones mutantes de Nuf no afecta al transporte de las
proteias Ecad, Crb y Baz. Imagenes de confocal de sobre-expresiones en fondo mutante nuf’ de
Myc-Nuf S155A (A-A’, B-B’. C-C’) y Myc-Nuf S155D (A’-A™, B”-B™, C”-C™”) en la parte posterior del
disco imaginal de ala (Hh-G4) y tefiidos con Myc en violeta y en verde Ecad (A-A™), Crb (B-B") y Baz
(C-C”). Ala derecha se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en la membrana
para cada una de las proteinas apicales analizadas, comparando la parte posterior (zona de sobre-
expresion, linea azul) de la anterior (silvestre, lineas naranja y roja) del disco.
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Parala 3-Integrina, sobreexpresé las versiones mutantes de Nuf en el compartimento posterior
utilizando en este caso la linea engrailed-G4 (en-G4). La 3-Integrina se localiza mayoritariamente
en la membrana basal en células silvestres. En la figura 53 muestro iméagenes sagitales de
discos de ala donde se observa que la localizacion de la 3-Integrina no se veia afectada por las
sobreexpresiones de los mutantes de fosforilacion de Nuf.
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Figura 53. La sobre-
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expresando en fondo mutante
nuf', Myc-Nuf S155A (A-A”)
y Myc-NufS155D (B-B”) en
la parte posterior del disco
tefiidos con Myc (verde, A,
A’, B, B”) y B-Integrina (rojo,
Basal A’ A’~ B, B’)-
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Por el contrario, al analizar el comportamiento de aPKC observé que la expresion de Nuf
S155A aumentaba los niveles de aPKC en la membrana subapical (Fig. 54, A). Este hecho se
ve reflejado al cuantificar la fluorescencia en la membrana de la parte posterior (dominio de
expresion de h-G4) en comparacion con la anterior (Fig. 54, C). La version Nuf S155D sin

embargo, no afectaba ni a la localizacién de aPKC ni a sus niveles en la membrana subapical
(Fig. 54, By ().

Para comprobar si los mayores niveles de aPKC en la membrana se correspondian también
con una mayor cantidad de aPKC activa en la membrana, utilicé un anticuerpo contra aPKC
autofosforilada que solo detecta aPKC cuando esta activa. De este modo pude comprobar que
el aumento de aPKC producido por la expresion de Nuf S155A se traducia en un aumento
también de aPKC activa en la membrana subapical (Fig. 55).
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Figura 54. La sobre-expresion de la version no fosforilable de Nuf aumenta los niveles de aPKC en
la membrana subapical. Imagenes de confocal de discos de ala sobre-expresando Myc-Nuf S155A (A-
A”), Myc-Nuf S155D (B-B”) en la parte posterior y en fondo mutante nuf'. En verde se observa aPKC y en
magenta Myc. De superior a inferior se muestran vistas apicales, cortes sagitales y ampliaciones de ambas.
Las flechas y puntas blancas indican aPKC en la parte posterior y anterior respectivamente. En la parte
inferior se muestra la cuantificacion de los niveles de aPKC para Nuf S155A (C) y Nuf S155D (C’) en la parte
posterior (linea azul) y en la parte anterior (lineas naranja y roja) del disco. Barra de escala: 10 ym.
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Fosfo-aPKC

Figura 55. El aumento de los
niveles de aPKC provocado
por la version no fosforilable
de Nuf conlleva un aumento
de aPKC activa. Imagenes
de confocal de discos de ala
sobre-expresando Myc-Nuf
S155A (A-A”), Myc-Nuf S155D
(B-B”) en la parte posterior y en
fondo mutante nuf’. En verde
se observa aPKC y en magenta
Myc. De superior a inferior
se muestran vistas apicales,
cortes sagitales y ampliaciones
de ambas. Las flechas vy
puntas negras indican Fosfo-
aPKC en la parte posterior y
anterior respectivamente. En
C  HhGa> uAS-Myc-Nuf S155A ; nuf1/+ D  HhGa> uasmyc-Nufsssp; nup1/+ 1@ Parte inferior se muestra la
cuantificacion de los niveles de
- - Fosfo-aPKC para Nuf S155A
(C) y Nuf S155D (D) en la parte
- —nsaras || /\ —uwsx | posterior (linea azul) y en la
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aPKC es reciclada via Nuf en el disco imaginal de ala.

Los datos mostrados anteriormente indicaban la posibilidad de que aPKC sufriera un proceso
de reciclaje en el disco imaginal de ala. Por un lado, la sobreexpresion de la versiéon no
fosforilable de Nuf provocaba un aumento de los niveles de aPKC en la membrana subapical
y por otro lado, clones mutantes de nuf mostraban niveles reducidos de aPKC en la membrana
subapical. Esto sugiere la existencia de un transporte de aPKC a través de Nuf.

S1 este reciclaje existe, las vesiculas con aPKC deberian transportarse desde los RE marcados
con Rabl1 hacia la membrana subapical, donde el complejo del exocisto se encargaria del
anclaje de la vesicula a la membrana. Por tanto, una manera de analizar si existe reciclaje de
aPKC via Rabl1 en el disco imaginal de ala es afectando a esta ruta y viendo si se acumula
intracelularmente aPKC. Para ello, por un lado he generado clones mutantes de dos de los
componentes del exocisto, Sec) y Secb para interferir con la exocitosis. Por otro lado, he
eliminado la funcién de Rabl1 generando clones de expresién de un RNA1 especifico para
Rabl1 en el disco imaginal de ala, de manera que el reciclaje estaria bloqueado.
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Los clones mutantes sec6™’, presentan una baja viabilidad como ya ha sido descrito
previamente [188]. Aun asi, en las células mutantes sec6 pude observar un aumento de aPKC
en el citoplasma (figura 56, A-A”). De manera similar ocurria con los clones mutantes sec)*"’,
donde también se acumulaba aPKC en el citoplasma de la célula (figura 56, B, B”). En estos
clones también pude observar acumulaciéon de Nuf (figura 56, B-B’). Estos datos apoyan la
existencia de un reciclaje de aPKC al cortex apical que se ve bloqueado cuando se bloquea
la exocitosis.

sec6'?°::FRTG13/ ::FRTG13

Figura 56. Clones mutantes
de componentes del
exocisto acumulan aPKC en
el citoplasma. Imagenes de
confocal de discos de ala con
clones sec6 (A-A’) y secbh (B-
B”) marcados por la ausencia
de GFP o B-gal (verde en
A,A By B’). aPKC se acumula
en las células mutantes sec6
(rojo, Ay A’) y sech (azul, B y
B”) asi como Nuf (rojo, B y B’).
En los paneles superiores se
muestran vistas apicales y en
los inferiores, cortes sagitales.
Las flechas blancas marcan el
clon. Barra de escala: 10 um.

Asimismo, la sobreexpresion del RNAi1 de Rabl1 provocaba la pérdida de aPKC en las
uniones celulares (Figura 57, cabezas de flecha en A) y ademas aPKC se acumulaba en el
interior de la célula, en una zona basal a la region subapical (Fig. 57, A”). Estos datos apoyan
el transporte de aPKC a hacia la membrana subapical via Rab11-RE.

YWFlip; act-G4:: >UAS-Rab11-RNAi

Figura 57. aPKC se pierde de las uniones celulares y se acumula subapicalmente en clones de
expresion de Rab11-RNAI. Clones de sobreexpresion de Rab11-RNAi en discos de ala (el clon esta marcado
con GFP, verde) y tefidos con aPKC (rojo, A-A”). En los paneles superiores se muestra una vista apical del
disco (Ay A’) asi como una vista subapical (A”). Los planes inferiores muestran un corte sagital. Las cabezas
de flechas rojas muestran las uniones celulares donde aPKC se pierde. Las flechas negras indican la region
del clon. Barra de escala: 10 ym
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Por otro lado, al analizar aPKC en clones sh pude observar un fenotipo similar al obtenido
para la Ecad (ver Fig. 42), con engrosamiento y roturas en el patrén de tincién de aPKC en la
membrana (Fig. 58, cabezas de flecha).

shib ts FRT9.2/FRT9.2::UbiGFFP; hsFLP38

Figura 58. aPKC es endocitada en el disco imaginal de ala. Clones shi®® marcados
por la ausencia de GFP (verde, A, A)) tefiidos con aPKC (rojo, A, A”). En el panel
inferior se muestra una ampliacion de las imagenes del panel superior. En la zona
del clon shi (no GFP) la endocitosis esta bloqueada y aparecen engrosamientos de
aPKC en la membrana plasmatica asi como zonas de rotura de la tincion de aPKC
(ambos indicados con cabezas de flecha rojas), sugiriendo la existencia de endocitosis
de aPKC.

De acuerdo con esto, en los discos imaginales se puden ver vesiculas de co-expresion de aPKC
y la GTPasa Rab3 que marca los endosomas tempranos (Fig. 59). Todos estos resultados
indican la existencia de un reciclaje de aPKC, la cual es endocitada y posteriormente
transportada hacia la membrana subapical a través de Nuf y Rabl1.

aPKC Rab5

A ¥ . - A"’*_

Figura 59. aPKC y Rab5 co-localizan en vesiculas. Discos de ala silvestres (OR)
tefiidos con aPKC (verde, A-A’) y Rab5 (rojo, A-A”). Las cabezas de flechas amarillas
indican las vesiculas que presentan tincién para aPKC y Rab5, indicando co-localizacion
entre ambas proteinas.
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4. Conservacion Evolutiva de la Interaccion aPKC-Nuf.

Estudiar procesos biolégicos en Drosophila es especialmente til entre otros aspectos, porque
muchos de sus genes estan conservados en organismos superiores. Esto hace que gran parte
de los resultados y avances que se obtienen en este organismo modelo sean en numerosas
ocasiones extrapolables a vertebrados, incluidos humanos. De hecho, la proteina aPKC esta
altamente conservada entre humanos y Drosophila presentando un alto grado de homologia.
Por su parte, Nuf tiene homoélogo en vertebrados, la proteina Rabl1-FIP3 (en adelante,
FIP3 [177]), la cual contiene un dominio de unién a Rabl1 (situado en la parte C-terminal),
mientras que la parte N-terminal es mas variable entre especies. Me propuse ampliar el
estudio a vertebrados y analizar si la interaccion aPKC-Nuf descubierta y analizada en esta
tesis se ha mantenido durante la evolucion.

FIP3 interacciona fisicamente con aPKC y es fosforilado por aPKC.

Para comprobar la interaccion fisica entre aPKC y FIP3 realicé un ensayo de PD con GS'T-
FIP3 de humanos (hFIP3) unida a esferas de agarosa las cuales incubé con extracto de la linea
celular 293 humana. Con este ensayo he podido determinar que aPKC es capaz de unirse a
hFIP3 (Fig. 60). Sin embargo, no sirvi6 para determinar si existia uniéon con ambas isoformas
de aPKC (PKC{y PKCA/1) o era especifica para una de ellas dado que el anticuerpo detectaba
ambas.

GST GST-FIP3
5ul 15ul 5ul 15ul

80 —
—

56 — aPKC

GST GST-FIP3

80 — [ Figura 60. aPKC interacciona
o5 | TP fisicamente con FIP3. PD
APKC (Extractos) incubando GST-FIP3 y GST (control

75— | | negativo) con extracto de células
humanas 293T. El panel de aPKC
80— muestra la co-precipitacion de aPKC
con FIP3. En el panel anti-aPKC
(Extractos) se muestra un 5% del
extracto inicial utilizado para cada
PD y en el panel anti-GST (Resina)
un 10% de las resinas con las
GST (Resina) proteinas GST utilizadas.

56—

48—

Por otro lado, he analizado la fosforilacion de hFIP3 por parte de aPKC. He realizado
ensayos de fosforilacién con la proteina completa hFIP3 y con las dos isoformas de aPKC
presentes en vertebrados. Ambas isoformas fueron capaces de fosforilar a hFIP3 (Fig. 61, B).
Para comprobar si la fosforilacion se producia en la parte N-terminal de la proteina al igual
que ocurre con Nuf, realicé un ensayo de fosforilaciéon con dos versiones truncadas de hFIP3:
FIP3 N-terminal, del aminoacido 1 al 246 y FIP3 C-terminal, que incluye del aminoacido
247 al 756 (Fig. 61, A); En la figura 61-C, se observa que ambas partes eran fosforiladas
por aPKC (en este caso utilizamos PKCJ), lo cual sugiere la existencia de mas de un sitio de
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fosforilacién al menos w vitro.

A 1 756 o _
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Figura 61. hFIP3 es fosforilado por PKCz y PKCi. A) Representacion esquematica de las
diversas construcciones GST utilizadas para los ensayos de fosforilacion in vitro de FIP3. B)
Ensayo de fosforilacion de la proteina FIP3 completa con PKCA1 y PKCC (las dos isoformas de
aPKC en humanos). C) Ensayo de fosforilacion de FIP3 Nterminal y FIP3 Cterminal con PKCC.
Los asteriscos negros muestran la altura donde aparece la autofosforilacion de aPKC y los
asteriscos rojos muestran la altura donde debe aparecer la banda del substrato si se produce
fosforilacion. El panel anti-tioFosfato muestra la fosforilacion mientras que los paneles anti-
aPKC y anti-GST (Substrato) son controles de carga de enzima y substrato respectivamente.

Estudio de la interaccion FIP3-aPKC en células humanas.

Tanto la existencia de interaccion fisica entre aPKC y FIP3 en células humanas como
la fosforilacion de ésta tltima por aPKC sugiere que la funcién de esta interaccion esta
conservada en humanos. Para analizarlo y aprovechando mi estancia en el laboratorio
del Dr. Jorge Moscat, utilicé lineas celulares humanas H226 (células epiteliales derivadas
de pulmoén). A estos cultivos celulares se les eliminé PKCA/1 mediante RNAI y analicé
la distribucion de FIP3 comparandolo con células control. Como se puede observar
en la figura 62 algunas de las células H226 sin PKCA/t mostraban una distribucion
de FIP3 diferente a las células control observandose zonas de acumulacién proximas
a la membrana (figura 61, flechas blancas). Este hecho sugiere que aPKC podria estar
afectando la distribucion de FIP3 en células humanas, al igual que ocurre en el disco
imaginal de ala en Drosophila. Lamentablemente esta linea de investigacion no he
podido finalizarla en el laboratorio de Sevilla.
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H226 shNT

H226 shPKCi

Figura 62. La falta de funcion de PKCi podria afectar la distribuciéon subcelular de FIP3. Células H226
humanas sin transfectar (control, A-A”) y transfectadas con un ARNi de PKCA/I (B-B”), tefiidas con DAPI en
azul para marcar los nucleos (A, A, B, B') y FIP3 en verde (A-B”). Las imagenes A, A”, B’, B” muestran una
amplificacion de la zona marcada con la linea discontinua roja. Las flechas blancas muestran las zonas de
acumulacion de FIP3.

111






DISCUSION







DISCUSION

Una de las caracteristicas mas interesantes de aPKC es su promiscuidad a la hora de
interaccionar con diversas proteinas, lo que posibilita su versatilidad funcional. aPKC tiene
un papel central en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular (revisado en
[23,24]), tanto en células epiteliales como en otros contextos en los que la regulacion de la
polaridad es esencial, como por ejemplo la migracion [109,110] la division celular [103,104]
o la regulacion del trafico intracelular [123,125,128]. La participacion de aPKC en cada uno
de estos procesos implica su interacciéon con otras proteinas, bien para regular la funciéon de
aPKC a través de su localizacion o actividad quinasa, o bien para controlar la actividad de
sus proteinas substrato. De este modo, hallar nuevas proteinas que interaccionen con aPKC
es fundamental para explorar nuevas funciones e implicaciones de esta quinasa.

Este ha sido precisamente el objetivo de esta tesis y para ello he utilizado un sistema de
purificacion por afinidad con el que he aislado complejos proteicos de aPKC en condiciones
nativas. Esto me ha permitido identificar a Nuf como un nuevo substrato de aPKC. Nuf se
encarga del movimiento de los RE a través de los microtibulos, para lo cual interacciona
fisicamente con Rabl1, Dineina y Kinesina. Por tanto, la interaccion aPKC-Nuf establece
una conexion directa entre aPKC y el reciclaje intracelular no descrita hasta ahora. En el disco
imaginal de ala, aPKC es capaz de fosforilar a Nuf vy, de este modo, regular su localizacion
subcelular evitando su uniéon a la membrana subapical. Por su parte, la falta de Nuf disminuye
los niveles de aPKC en la membrana subapical mientras que la version no fosforilable de Nuf
los aumenta. Estos datos apoyan la existencia de un reciclaje de aPKC a través de Nuf y
Rabl1, corroborado con el aumento de aPKC intracelular cuando se bloquea la exocitosis o
la funcion de Rabl1. Este reciclaje esta regulado en un ciclo de retroalimentacion negativa
debido a la fosforilaciéon de Nuf por aPKC, que evita la llegada de méas RE y por tanto el
reciclaje de aPKC.

1. Purificacion por afinidad en condiciones nativas

Lamayoria de procesos celulares requiere de interacciones proteina-proteina parala formacion
y funcién de complejos proteicos. Este hecho es especialmente importante para las enzimas,
cuya interaccion con proteinas reguladoras y estructurales es esencial para formar diferentes
complejos con funciones dispares. Las técnicas de purificacion en condiciones nativas, como
la Purificacion por Afinidad en Tandem (TAP), junto con las técnicas de identificaciéon por
espectrometria de masas, han facilitado el estudio del proteoma de diferentes organismos
(revisado en [189]) y han puesto de manifiesto la participacién de complejos proteicos en
diferentes procesos celulares. Por ejemplo, esta técnica ha sido utilizada para identificar
interacciones entre las proteinas Par en mamiferos ayudando a entender mejor el proceso de
polarizaciéon [190].

En este trabajo he hecho uso de una variacion de la técnica TAP para aislar complejos proteicos
en los que participara aPKC a partir de embriones de Drosophila. He podido comprobar la
validez de esta purificacion por afinidad al haber aislado proteinas tales como Par6, Lgl y Parl,
cuya interaccion con aPKC ya estaba descrita, asi como Nuf, un nuevo substrato de aPKC
cuya interaccion he analizado en esta tesis. Si bien de todos los candidatos seleccionados,
solo he podido demostrar interaccién y fosforilacion con Nuf] la funcién de muchos de los
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candidatos en el trafico intracelular sugiere la relevancia de aPKC en este proceso. Por
ejemplo, se ha descrito la interaccion fisica entre Lgl (substrato de aPKC) y Sintaxina-4 en
células MDCK [191] o el reclutamiento por parte de Rab2 de PKCA/1y componentes del
Complejo del Coatémero, formando parte de las mismas estructuras en el Aparato de Golgi
[192]. Estas interacciones que se dan en vertebrados podrian estar ocurriendo también en
Drosophila, 1o cual explicaria co-precipitacion de estos candidatos junto a aPKC. Por ello,
aunque aPKC seria capaz de formar parte de los mismos complejos, esta interaccién no seria
directa haciendo el estudio de la relacion entre estas proteinas y aPKC mas dificil de abordar.

2. aPKC interacciona con Nufy Rip11, proteinas adaptadoras
de Rab11 en Drosophila

En Drosophila se han descrito dos proteinas homologas alas Rab11-FIPs (proteinas adaptadoras
de Rab11)de vertebrados, Nuf y Rip11. La interaccion descubierta entre aPKC y Nuf plante6
la posibilidad de si aPKC podria estar regulando el trafico de Rabl1 y los RE de manera
general o si por el contrario lo hacia de manera especifica para Nuf. Mediante diferentes
ensayos de afinidad proteina-proteina, he confirmado la interaccion fisica entre aPKC y
ambas moléculas adaptadoras, siendo estas interacciones directas. Ademas, aPKC es capaz
de fosforilar tanto a Nuf como a Ripl1, ambas en la parte N-terminal (aunque no he podido
comprobar si para Ripl1 lo hace también en la parte C-terminal). No obstante, los resultados
muestran que tanto la interaccion como la fosforilacion aPKC-Nuf son considerablemente
mas fuertes que las producidas entre aPKC y Ripl11. La falta de funciéon de aPKC en el disco
imaginal de ala produce acumulaciéon tanto de Nuf como de Ripl1 en la region subapical,
aunque no todas las células aPRC mutantes acumulan Rip11. Todos estos datos apuntan a un
menor grado de dependencia de aPKC en la regulacion de Ripl11. Seria interesante analizar
si la fosforilacion de Rip11 por aPKC tiene un efecto  vivo.

Por otro lado, tanto Nuf, como aPKC y Ripl1 participan en el proceso de celularizaciéon en
Drosophila. La funcion de Nuf en el transporte de vesiculas durante este proceso estaba descrita
previamente, asi como el fenotipo de ntcleos caidos producido por su falta de funcion [139].
En este trabajo he demostrado que tanto aPKC como Ripl1 producen un fenotipo similar al
mutante nuf, hecho que no habia sido descrito previamente. No obstante, un gran porcentaje
de embriones mutantes 771 presentaban fenotipo silvestre, que junto con el hecho de que
el mutante nuf sea viable en homocigosis, abre la posibilidad a que Nuf y Ripl1 actten de
manera redundante en este y otros procesos. Si la funciéon de Nuf y Ripl1 en la celularizacién
estuviera regulada exclusivamente por aPKC, el fenotipo mas fuerte seria el de los embriones
mutantes aPRC, sin embargo, éste no parece ser el caso. El fenotipo de nucleos caidos mas
fuerte se obtiene con el mutante nuf, lo cual indica que Nuf tiene algin papel durante la
celularizaciéon que es independiente de aPKC.
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3. aPKC regula la localizacion subcelular de Nuf a través de
su fosforilacion

aPKC es una quinasa pleiotropica que fosforila diferentes substratos en diversos procesos
celulares. En numerosos casos, la fosforilacion de aPKC modifica la localizacion subcelular
del substrato excluyéndolo del dominio en el que aPKC se encuentra. Algunos ejemplos son
las proteinas de polaridad basolateral Parl y Lgl, cuya actividad en ese dominio durante el
establecimiento de la polaridad viene restringida por su fosforilacion por aPKC [40-42], la
proteina Pins, cuya fosforilacion por aPKC evita el anclaje de los microtibulos astrales en el
dominio de aPKC, facilitando la formacién del huso mitético en el lugar adecuado [104] o
las proteinas Miranda y Numb, que son fosforiladas por aPKC en la division asimétrica de
neuroblastos [102,103] quedando restringidas a la célula hija basal que de este modo seguira
una via de diferenciaciéon distinta de la apical. Por otro lado, Nuf ha sido descrita como
una proteina hiperfosforilable cuya localizaciéon subcelular varia a lo largo del ciclo celular
asi como en diferentes procesos [86,90,91]. En el trabajo de Otani et al. muestran como la
fosforilaciéon de Nuf por la quinasa IKKe controla la localizaciéon de Nuf y el transporte de
los RE durante el crecimiento de las quetas de Drosophila [90].

Los resultados de esta tesis muestran un mecanismo de interaccion entre aPKC y Nuf que
apoya los trabajos descritos previamente. La fosforilacion de Nuf por aPKC en la Ser 155
elimina la interaccion fisica entre ambas proteinas ya que la version fosfomimética de Nuf
(Nuf S155D) es incapaz de co-precipitar con aPKC en ensayos de PD. Ademas, en condiciones
silvestres, no he podido observar co-localizacién de aPKC y Nuf ni en disco de ala ni en el
embrion de Drosophila. Ademas, en el disco imaginal de ojo donde estas proteinas tienen
un patrén muy definido se puede ver que la localizaciéon de Nuf es opuesta a la de aPKC
(Fig. 63). Estos datos indican que aPKC y Nuf no pueden localizarse en el mismo dominio,
produciéndose probablemente una interacciéon rapida quinasa-substrato. Los resultados
obtenidos con las sobreexpresiones de las versiones silvestre, no fosforilable (Nuf S155A)
y fosfomimética (Nuf S155D) de Nuf apoyan también este hecho. Nuf S155D localiza en
el cortex subapical evitando el contacto con la membrana plasmatica donde se encuentra
aPKC. Por el contrario, Nuf S155A localiza ampliamente en la membrana subapical junto
con aPKC al no poder ser fosforilada y por tanto excluida de este dominio.

En discos imaginales de ala silvestres, Nuf se observa como un punteado uniformemente
distribuido por la célula. Sin embargo, todas las versiones de Nuf sobreexpresadas localizan
en la region apical de la célula, lo que sugiere la existencia de un transporte activo de Nuf
hacia la parte apical, junto con Rab11 ylos RE, detectado en este caso en las sobreexpresiones
debido a la mayor cantidad de Nuf presente en la célula. Este transporte estaria regulado
en ultimo término por aPKC, que evitaria la uniéon de Nuf a la membrana plasmatica,
estableciendo un nuevo mecanismo para controlar la distribucién subcelular de Nuf en el
disco imaginal. No obstante, la interacciéon aPKC-Nuf fue detectada en embriones (en la
purificacion por afinidad), por lo que es probable que aPKC también regule la funcion de
Nuf en otros contextos celulares y no solo en el disco imaginal. De hecho, en la division
asimétrica de las células SOP en Drosophila, solo una de las células hijas acumula Nuf en los
centrosomas y coincide con la célula que carece de aPKC. Por tanto, durante la neurogénesis

117



DISCUSION

Figura 63. Nuf y aPKC tienen un patron de localizacion opuesto en el disco imaginal de ala.
Discos imaginales silvestres de ojo (A) tefiidos para aPKC (rojo, A’), Rab11 (verde, A’) y Nuf (azul,

"

A”). El panel inferior muestra una ampliacion de la imagen superior (imagenes B). El patron de
localizacion entre Rab11 y Nuf en los fotorreceptores es similar, formando una circunferencia donde
co-localizan ampliamente. Las flechas rojas indican zona donde se observa como aPKC tiene un
patréon opuesto a Nuf y Rab11, localizando en la region interior de la circunferencia marcada por
ambas proteinas.

embrionaria también podria funcionar un mecanismo en el cual aPKC regule la divisién
asimétrica de las células SOP mediante la fosforilacion y posterior exclusion de Nuf, que
podria actuar en conjunto al descrito para la exclusiéon de Numb [103].

En algunos casos en los que aPKC excluye a otras proteinas de su dominio, la participacion
de la proteina 14-3-3 (Pard) es fundamental. Por ejemplo, la fosforilacion de Parl por
aPKC aumenta la afinidad entre Parl y 14-3-3, secuestrando a la proteina en el citoplasma
e impidiendo su unién a la membrana plasmatica alli donde aPKC esta activa [27]. En
esta tesis he demostrado que aunque Nuf se une a 14-3-3, esta uniéon no se ve afectada
por la fosforilacion de aPKC. De este modo la diferencia en la localizacion subcelular entre
Nuf S155A y Nuf S155D debe ser independiente de la uniéon a 14-3-3. Es posible que la
localizacion en la membrana subapical de Nuf S155A se deba simplemente a su unién con
aPKC y a que no puede ser fosforilada y por tanto excluida de este dominio. También podria
ser que la fosforilacién por aPKC afectara a la uniéon de Nuf con alguna otra proteina que
regulase su localizacion en la membrana, como podria ser algun componente del complejo
del exocisto. Analizar si Nuf se une al exocisto y si esta unién se ve afectada por la fosforilacion
de aPKC asi como el comportamiento de las versiones mutantes de Nuf en un fondo mutante
para aPKC, ayudaria a esclarecer este aspecto.

4. Nuf/Rip11 o como diferenciar el transporte apical del
lateral

Rabl1 constituye una pieza clave en el transporte intracelular siendo fundamental para la
funcién de los RE. Los RE reciben cargos desde diferentes rutas de trafico y son esenciales

118



DISCUSION

para el reciclaje, distribuyendo proteinas de un lugar a otro de la célula. La principal funcién
de Nuf es la de controlar el trafico de los RE a través de su unién a Rabll, Dineina y
Kinesina. Los mecanismos por los cuales se regulan estas uniones se desconocen actualmente.
Descifrar estos mecanismos seria fundamental para entender el proceso de reciclaje. En este
trabajo he demostrado que la fosforilacion de Nuf por aPKC no modifica su interaccion con
Rabl11 ni con la Kinesina y afecta de manera débil a la uniéon con el complejo de la Dineina,
por lo que aPKC no actta a este nivel en el transporte de los RE. Sin embargo, la fosforilacion
de Nuf afecta a su localizacién subcelular y por tanto aPKC podria estar afectando de esta
manera al transporte de RE. Por ello he analizado diferentes cargos conocidos de Rabl11,
como Ecad, (-Integrina o Crb; el Gnico cargo descrito para Nuf, Delta; asi como otros
determinantes de polaridad como Baz y la propia aPKC. Ni los niveles ni la distribucién de
Ecad, [-Integrina, Crb, Delta o Baz se ven afectados por la sobreexpresiéon de Nuf S155A
o Nuf S155D, sugiriendo que no existe un reciclaje de estas proteinas mediado por Nuf.
Por el contrario, los niveles de aPKC aumentan al sobreexpresar Nuf S155A, versioén que al
no poder ser fosforilada por aPKC, es capaz de localizarse en la membrana subapical. Esto
sugiere la existencia un transporte activo de aPKC hacia la membrana mediado por Nuf.

Pero, ;Por qué el estado de fosforilacion de Nuf no afecta a los demas cargos? Para responder
a esta pregunta se pueden formular diferentes hipotesis. Delta ha sido establecido como cargo
de Rabll y Nuf en las células SOP. Durante la division asimétrica de estas células, existe
un reciclaje de Delta en una de las células hijas a través de Rabl1 y los RE que se generan
gracias a la presencia de Nuf en dicha célula. Este reciclaje se produce en la célula anterior
que no contiene aPKC. Esto indica que una vez separadas aPKC y Nuf en células diferentes,
no se necesitaria aPKC para el reciclaje de Delta. Por tanto, puede que exista un mecanismo
que regule el movimiento de estos RE independiente de aPKC y que podria ocurrir también
en el disco imaginal.

Por otro lado, 1a -Integrina debe ser transportada a la regién basal de la célula. Teniendo en
cuenta que el transporte de los RE hacia la zona apical debe diferenciarse del transporte hacia
la region basolateral, una posibilidad seria que Nuf actuase en el transporte apical sin afectar
a proteinas basolaterales. Esto explicaria el efecto de Nuf sobre los niveles de aPKC, al ser
ésta una proteina apical. En el caso de Crb por el contrario, la falta de fenotipo en los niveles
indicaria que su reciclaje es independiente de Nuf y/o Rabl1. Aunque Crb es reciclado via
Rabl1 en la formacién de nueva membrana apical [122], en tejidos adultos lo hace a través
del retromero [193], una via de reciclaje distinta desde los endosomas tempranos hacia el
TGN o la membrana plasmatica.

En cuanto a las Uniones Adherentes, he analizado dos de las proteinas implicadas en su
formacién y mantenimiento, Par3/Bazy Ecad. En células MDCK se ha descrito un transporte
de Par3 a través de Rabll en la formacién de membrana apical [129]. Sin embargo, en
un tejido establecido no se ha descrito este tipo de reciclaje. Los resultados de este trabajo
muestran que Baz tampoco se ve afectado por las versiones mutantes de Nuf, por lo que o
bien Baz es muy estable en la membrana y tiene una baja tasa de reciclaje, o lo hace a través
de otro mecanismo.
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En el caso de Ecad, en vertebrados se ha demostrado que se recicla via Rabl1 [75]. En
Drosophila, el complejo Cdc42/aPKC/Par6 esta implicado en el reciclaje de Ecad a nivel de
la endocitosis, mientras que la entrega de Ecad a la membrana parece no verse afectada por
la falta de funcién de este complejo. Mi trabajo muestra que Ecad tampoco se ve afectada
por las versiones mutantes de Nuf, pero si por una falta de funcion de 7p/1; clones rpl1
muestran zonas de la membrana en las que Ecad se pierde, apuntando a un posible fallo en
el transporte de esta proteina via Rip11, de forma similar a lo que ocurre en embriones [84].
Estos datos conducen a la hipétesis de la existencia de dos vias de transporte de RE diferentes.
Esto ya se ha postulado en el campo del trafico celular en vertebrados, donde las proteinas
Rab11-FIP especifican diferentes subdominios tanto espacial como temporalmente dentro
de la maquinaria de reciclaje. Este hecho se observa por ejemplo en el caso del reciclaje
de la Transferrina en células humanas, la cual co-localiza con diferentes Rab11-FIP en
compartimentos diferentes a lo largo del tiempo. De este modo estas proteinas adaptadoras
de Rabll participan en diferentes etapas del proceso de reciclaje proporcionando rutas
alternativas para diferentes cargos [194].

\

Dominio
Apical Figura 64. Transporte de RE
mediado por Nuf y Rip11. Los
RE reciben cargos desde el TGN
Uni en la ruta biosintética y desde
niones
Adherentes Ios_ endosomas tempranos
apicales (AEE) y basolaterales
(BEE) en la ruta de reciclaje.
Desde los RE existirian dos
tipos de transporte diferentes:
uno dirigido hacia el dominio
Dominio apical y mediado por Rab11 y
Basolateral Nuf, por el cual se transporta

aPKC vy estaria regulado por
la fosforilacion de Nuf por
aPKC, que evita la llegada de
Nuf a la mebrana subapical; y
otro dirigido hacia las Uniones
Adherentes, mediado por Rab11
y Rip11 que transportaria Ecad.

En el caso del disco imaginal es posible pensar en un transporte Rab11-Nuf hacia la parte
mas apical, siendo aPKC uno de los cargos de este transporte y que la propia aPKC regularia
negativamente a través de la fosforilacion de Nuf; por otro lado existiria un transporte Rab11-
Ripl1 dirigido hacia la zona de las Uniones Adherentes y con Ecad como uno de sus cargos
(Fig. 64). Seria interesante analizar si Baz se ve afectado del mismo modo que Ecad en clones
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npll, lo cual reforzaria la existencia de ambas vias de transporte. A pesar de que en este
trabajo aPKC ha sido la tnica proteina analizada afectada por la sobreexpresion de Nuf
S155A, es muy probable que otros cargos aun desconocidos sean transportados via Rabl1-
Nuf y regulados por aPKC. Descubrir alguno de estos cargos seria magnifico para corroborar
esta hipotesis.

5. aPKC es reciclada via Nuf-Rab11 en el disco imaginal de
ala

En los dltimos anos, diferentes investigaciones han puesto de manifiesto la conexién entre
polaridad y trafico intracelular. Gracias en gran medida al cultivo en 3D de células MDCK
(cultivo en el que se generan cistos con zona apical, basolateral y un lumen) se ha podido
analizar en mayor profundidad la participacion del trafico intracelular en la formacién de un
tejido epitelial polarizado. Durante este proceso, diferentes determinantes de polaridad son
trasportados hacia los dominios de membrana a través del transporte mediado por Rabl1.
De este modo, Crb y Par3 son reclutados en RE y transportados hacia la membrana apical del
lumen en formacién en células MDCK [122,129]. Asimismo, Par3 y aPKC actian marcando
la zona de la membrana a la que deben llegar mas vesiculas Rab11/Rab8 en la formacion del
lumen [129]. En tejidos polarizados adultos, se ha demostrado que existe reciclaje de Ecad a
través de Rab11 en el notum de Drosophila [63] y se ha propuesto la existencia de un mecanismo
de reciclaje que podria ser via Rabl1 para Crb en el ovario de Drosophila [195], aunque el
unico reciclaje de Crb demostrado es via retrémero [193]. Sin embargo, poco se conoce
sobre la dinamica de otros determinantes de polaridad sobre todo en tejidos polarizados
maduros. Otra de las aportaciones de este trabajo ha sido la demostracion de la existencia de
un reciclaje de aPKC en el disco imaginal de ala. Por un lado, la acumulacion intracelular de
aPKC en células mutantes para componentes del exocisto (Secd y Sec6) implica la existencia
de vesiculas que transportan aPKC hacia la membrana apical y que no pueden depositarla
en dicha membrana debido al bloqueo de la exocitosis. Por otro lado, al eliminar la funcion
de Rabl1, aPKC también se acumula intracelularmente y se pierde ademas de las uniones
celulares. Este reciclaje de aPKC via Rabl11 esta regulado por Nuf. Cuando la exocitosis esta
bloqueada, Nuf se acumula intracelularmente junto con aPKC. Ademas, la falta de funcion
de Nuf produce una disminucién de los niveles de aPKC de la membrana subapical. La
endocitosis también tiene un papel en este reciclaje de aPKC. En los clones s#z donde esta
bloqueada la endocitosis, se producen engrosamientos de aPKC en la membrana asi como la
desaparicion de aPKC de las uniones celulares, indicando la existencia de una parte de aPKC
que es endocitada y transportada nuevamente hacia la membrana. Este trabajo establece
por tanto la existencia de un reciclaje de aPKC en un tejido polarizado maduro, el cual se
produce, al menos en parte, via Rab11-Nuf.
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6. La interaccion aPKC-Nuf establece un ciclo de
retroalimentacion para mantener los niveles adecuados de
aPKC en la membrana

aPKC presenta un papel central en la regulacion de la polaridad participando en multitud
de procesos celulares. La actividad quinasa de aPKC es fundamental, por ejemplo, para
mantener la distribucion apico-basal de las células epiteliales, regular diferentes vias de
senalizacion, dirigir la migracion celular o controlar la division y el ciclo celular. Debido a
la enorme implicacion de aPKC en el adecuado funcionamiento celular, su actividad debe
estar delicadamente regulada. La regulacion de aPKC se produce a diferentes niveles. aPKC
presenta un dominio regulador con un dominio pseudosubstrato, el cual inhibe la propia
actividad quinasa de aPKC. Su activacion requiere de la interaccion con otras proteinas, las
cuales ayudan a localizarla en los dominios celulares donde ejerce su actividad y modifican la
conformaciéon de aPKC a su estado activo. Ademas, aPKC se autofosforila para completar su
activacion y también puede ser fosforilada por otras quinasas que mantienen a aPKC activa
enzimaticamente.

En el contexto de la polaridad epitelial, aPKC en su conformacién quinasa inactiva
necesita interaccionar con Par6 y Cdc42 para localizarse en el cortex subapical, cambiar
su conformacién y permitir su autofosforilacion, produciendo una forma quinasa activa de
aPKC. Cuando esto no ocurre o la activacion es erronea, la polaridad celular se afecta con
distintas consecuencias dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, en embriones de Drosophila
encontramos que la sobreexpresion de una forma dominante negativa (inactiva) de aPKC
produce la desaparicién de Crb y Patj de la membrana, asi como una deslocalizacién de
Scrib. Por el contrario, al sobreexpresar una forma constitutivamente activa, Crb, Patj y
Baz se encuentran expandidos por toda la membrana plasmatica, reduciéndose ademas los
determinantes basolaterales [36]. Todos estos efectos modifican la organizacion del tejido
epitelial, produciendo una disrupcién de su estructura. En vertebrados, también se ha
observado un efecto similar con las sobreexpresiones de PKC{ y PKCA/1 [196]. Por otro lado,
la sobreexpresion en hepatocitos primarios de rata de ambas isoformas de aPKC afecta a la
via de senalizacion de la insulina y la expresion génica aguas abajo de esta via, contribuyendo
a la resistencia a insulina [197]. Asimismo, numerosos tipos de canceres humanos presentan
altos niveles de aPKC (revisado en [14,198]). En torno al 80% de canceres de pecho presentan
sobreexpresion de aPKC estando relacionada con el tipo patologico de este tumor [119] y la
sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de PKCA/1 aumenta la susceptibilidad
de formacién de tumores de colon en ratén [115]. Por tanto, mantener los niveles adecuados
de aPKC activa es primordial para la funcion celular. Cémo se consiguen alcanzar estos
niveles idoneos de aPKC activa en la célula presenta aiin numerosas incognitas.

En este trabajo he descrito un mecanismo por el cual aPKC es reciclada hacia la membrana
subapical; reciclaje que es regulado por la propia aPKC para mantener los niveles adecuados
de aPKC activa en la membrana (Fig. 65). En este proceso de reciclaje, aPKC viaja en
vesiculas a través de la maquinaria de trafico hasta los RE. Estas vesiculas contienen aPKC
procedente de la endocitosis de membrana apical o basolateral para su posterior reciclaje,
aunque no podemos descartar que también existan vesiculas con aPKC procedentes del TGN
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en una ruta biosintética (Fig. 65, A). Analizar con mayor detalle el papel de la endocitosis en el
reciclaje de aPKC asi como un estudio mas detallado de las vesiculas de aPKC intracelulares
observadas en los mutantes sec) y sec6'y en la sobreexpresion de Rab11-RNA1, podria aportar
informacion en este sentido. Las proteinas Rab son marcadores de las diversas estaciones
endosomales en la maquinaria del trafico. De esto modo, Rab5 es un marcador de los
endosomas tempranos, Rab7 de los endosomas tardios, Rabl y Rab2 estan implicadas en el
transporte entre el Aparato de Golgiy el Reticulo endoplasmatico, mientras que Rab8, Rab10
y Rab14 estan implicadas en la ruta biosintética desde el TGN hacia la membrana (revisado
en [57]). Analizar qué marcadores presentan las vesiculas intracelulares de aPKC ayudaria
a conocer su procedencia. Por ejemplo, en discos silvestres se pueden observar vesiculas con
tincion para aPKC y para Rab), lo que sugiere que existe una fraccion de aPKC que es
endocitada y transita por los endosomas tempranos (Fig. 59).

Una vez estas vesiculas llegan a los RE, Rab11 y Nuf se encargan de transportar las vesiculas
con aPKC hacia la membrana subapical a través de los microtibulos (Fig. 65, B). Al eliminar
este transporte apical bien con la falta de funcién de Nuf o bien conla de Rab11, los niveles de
aPKC en la membrana subapical se ven reducidos apareciendo incluso zonas de la membrana
donde se pierde aPKC. La sobreexpresion del RNAi de Rabll produce un fenotipo mas
fuerte que el observado en los mutantes nuf, con acumulacion intracelular de aPKC y zonas
en las que desaparece de la membrana. Esto podria indicar la existencia de mecanismos
paralelos a Nuf para llevar aPKC a la membrana subapical a través de rutas alternativas y/o
redundantes en las que participe Rabl1. Esto podria significar de nuevo una redundancia
entre el transporte de Nuf y Rip11, de modo que en situaciones de déficit de alguna de ellas,
la otra podria cubrir parte de sus funciones. No obstante, tanto en ausencia de Nuf como de
Rabl1, sigue habiendo aPKC en el cortex subapical, probablemente debido a la perdurancia
de la proteina o a una ruta biosintética directa entre el TGN y la membrana plasmatica.

El exocisto se encarga de anclar las vesiculas a la membrana plasmatica (Fig. 65, B(1)).
En Drosophila se ha descrito la interaccién fisica entre Rabl1y Secl5 [63,199] mientras que
en vertebrados Rab11-FIP3 co-precipita con Exo70 [144], indicando que hay una estrecha
relacion entre el complejo del exocisto y los RE. Seria interesante analizar cual es la relacion
entre Nuf y el exocisto, si también en Drosophila interacciona con Exo70 y/o con otras
subunidades del complejo, asi como si la fosforilacion de aPKC afecta a esta union.

Una vez aPKC se encuentra en el cortex subapical, puede interaccionar con sus proteinas
reguladoras, tales como Par6 y Cdc42, que permiten su autofosforilacion y activacion (Fig
65, B(2)). Solo cuando aPKC esta autofosforilada y por tanto activa, puede interaccionar
fisicamente con Nuf vy fosforilarlo (Fig. 65, B(3)), tal y como he demostrado en esta tesis.
De este modo la interacciéon queda limitada a la zona del cértex subapical. Este tipo de
regulacion en la interaccion entre aPKC y sus substratos no ha sido descrita previamente para
ningun otro substrato de aPKC.

La fosforilacion de Nuf evita su localizacion en la membrana y bloquea la llegada de mas
vesiculas conteniendo aPKC. De este modo, cuando se alcanzan los niveles adecuados de
aPKC, ésta bloquearia la llegada de mas vesiculas Rab11-Nuf (Fig. 65, B(4)). Se establece
por tanto un ciclo de retroalimentacion en el cual aPKC regula su propio reciclaje mediado
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por Rabl1 y Nuf. Al usar la version SI55A de Nuf (no fosforilable por aPKC), se elimina el
control de aPKC sobre las vesiculas Rab11-Nuf, las cuales no dejan de llegar a la membrana
subapical aumentando asi los niveles de aPKC.

7. Interaccion aPKC-FIP3 y conservacion evolutiva

Las poderosas herramientas genéticas disponibles en Drosophila junto con el alto grado de
homologia con vertebrados en gran parte de los genes, posibilita la aplicacién a humanos de
los resultados obtenidos en este organismo.

En esta tesis he evaluado la conservacion de la interaccion aPKC-Nuf en humanos. Rab11-
FIP3 (en adelante FIP3), el homoélogo de Nuf en vertebrados, ha sido descrito como una
fosfoproteina con diferentes dianas de fosforilacion y cuyalocalizacion subcelular esta regulada
a lo largo del ciclo celular [200], tal y como ocurre con Nuf. Ambas proteinas interaccionan
con Rabl1, Dineina y Kinesina transportando los RE a través de los microtibulos. Ademas,
ambas son fundamentales para la integridad estructural de los RE [92,201]. FIP3 participa en
el transporte de membrana hacia el surco de division en la citoquinesis [144], al igual que Nuf
lo hace durante la celularizacién (un tipo especial de citoquinesis) del embrion de Drosophila
[89]. Por otra parte, FIP3 ha sido involucrado en la migracion celular. En células MDA-
MB-231 de carcinoma de pecho se ha observado la localizacién de FIP3 junto con los RE
en el frente de migracion, regulando la dinamica del citoesqueleto de actina dependiente de
Racl. Este hecho involucra a FIP3 en migracion y cancer, procesos en los que aPKC también
esta implicada. aPKC es capaz de regular la migracién bien controlando la direccion de ésta
a través de la polarizacion del centrosoma [109] o bien facilitando la actividad protusiva con
la degradacion de RhoA o la exclusion de Numb en el frente de migraciéon [110,111]. Estos
datos incitan a analizar si existe un nuevo mecanismo en el que aPKC regule la migraciéon a
través de FIP3 y cual seria su implicacién en cancer.

Mediante un ensayo de PD con células humanas he podido demostrar que FIP3 interacciona
fisicamente con aPKC y que ambas isoformas humanas (PKC{ y PKCA/1) son capaces de
fosforilarlo i vitro. Ademas, he observado que células humanas con niveles reducidos de
PKCA/t muestran acumulacion de FIP3 en zonas proximas a la membrana plasmatica. Esta
distribucion no se observa en células silvestres y puede compararse a la acumulacion de Nuf
en la zona subapical del disco imaginal de ala en células mutantes para aPKC. Estos datos
indican que la interaccion aPKC-Nuf esta conservada en la evolucién, por lo que aPKC
podria regular también el transporte de RE en vertebrados y humanos a través de FIP3. Del
mismo modo podria existir también un reciclaje de aPKC a través de Rab11y FIP3 en células
humanas, al igual que he observado en Drosophila y que estaria regulado por la propia aPKC.

En el trabajo de Bryant et al. [129] analizan el proceso de formaciéon de cistos en células
MDCK donde la proteina Podocalixina, necesaria para la formaciéon del lumen, es
internalizada desde la membrana extracelular hacia el sitio de inicio de la membrana apical
(AMIS, en inglés), lugar donde se formara el lumen. En esta transcitosis, la Podocalixina viaja
en vesiculas Rab11/Rab8 hacia la zona subapical donde el exocisto se encarga de anclarlas a
la membrana. Interferir con la maquinaria de transporte por ejemplo eliminando la funciéon
de Seclb (componente del exocisto) o de Rabl1 genera una acumulacién de Podocalixina
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en una zona proxima a la superficie celular asi como malformaciones en el lumen. Esta
acumulacion de Podocalixina esta acompafiada de una deslocalizacion de Par3 asi como de
(Cdc42, indicando un transporte de estos determinantes de polaridad hacia la membrana
apical a través de Rabll. Ademas tanto la falta de Par3 y Cdc42 como la inhibicién de
aPKC producen también acumulaciéon de vesiculas Rabl1 con Podocalixina, lo cual sugiere
una accion conjunta entre el exocisto y el complejo Par3-aPKC para anclar las vesiculas a la
superficie apical [129]. Este trabajo demuestra por tanto la conexion entre la polaridad celular
y el trafico, donde los determinantes apicales son transportados hacia la superficie celular y
una vez alli pueden regular el trafico vesicular, de una manera similar al trabajo presentado
en esta tesis. Es 16gico pensar que aPKC esté participando en este proceso (y en procesos
similares) a través de FIP3. La acumulacion de vesiculas Rab11 cerca de la superficie apical
al inhibir aPKC o eliminar Cdc42 (necesaria para activar aPKC) es semejante al fenotipo en
el disco imaginal de ala descrito en esta tesis. Las vesiculas Rab11/Rab8 con Podocalixina
podrian ser transportadas por FIP3 hacia el AMIS y aPKC regularia este transporte a través
de la fosforilacion de FIP3. Por otra parte, los resultados de esta tesis son compatibles con la
posibilidad de que aPKC acte de manera conjunta con el exocisto en el anclaje de vesiculas
Rabl1/Nuf en la membrana subapical, tal y como se indica en el trabajo de D. Bryant.
Posteriormente aPKC excluiria a Nuf de este dominio a través de su fosforilacién. Bryant et
al. muestran también que bloquear la funcién de aPKC produce fallos en la internalizacion
de Podocalixina en algunas células, mostrando una funciéon especifica de aPKC a nivel de la
endocitosis ya que este fenotipo no se obtiene con la falta de funciéon de Par3 ni de Cdc42,
indicando el papel de aPKC en diferentes etapas del reciclaje. Tanto el trabajo de Bryant et al.
como el que presento en esta tesis establecen al complejo Par3/aPKC/Cdc42 y especialmente
aPKC como una plataforma multifuncional en la modulaciéon del trafico de membrana,
constituyendo el punto de unién entre las maquinarias de polaridad y trafico entre los que
se establece un ciclo de retroalimentaciéon. La versatilidad y promiscuidad de aPKC hacen
de ella una proteina clave en este proceso, presentando ademas funciones especificas. Seria
interesante analizar la interacci6on aPKC-FIP3 en otros contextos celulares en los que ambas
proteinas participan, como pueden ser migracion celular, division celular, polaridad y trafico
intracelular o cancer, para determinar hasta que punto esta interaccién regula de forma
general el trafico intracelular.

La identificaciéon de Nuf como substrato de aPKC realizada en este trabajo establece la
primera conexion directa entre aPKC y el reciclaje a nivel de los RE. Debido al papel central
de los RE, a los que llegan diferentes rutas de reciclaje y desde donde se distribuyen multitud
de cargos a diferentes dominios celulares, la interaccion aPKC-Nuf podria suponer un control
fundamental del trafico intracelular.

126



CONCLUSIONES







CONCLUSIONES

La purificaciéon por afinidad utilizada en esta tesis ha permitido aislar complejos

proteicos en condiciones nativas en los que aPKC participa e identificar un nuevo
substrato de aPKC: Nuclear fallout (Nuf).

aPKC interacciona fisica y directamente con Nuf y Ripll, proteinas efectoras de
Rabl11. Tanto Nuf como Ripl1 son fosforiladas por aPKC.

En clones mutantes aPRC generados en el disco de ala se produce una acumulacién
de Nuf, Rabll y Dineina en la regién subapical de la célula. En algunos de estos
clones, Ripl1 también se acumula aunque su distribucién es menos uniforme en las
distintas regiones del disco. Esto indica que aPKC es capaz de regular el trafico de los
Endosomas de Reciclaje.

Lainteraccion entre aPKC y Nuf sucede solo cuando aPKC estd activa (autofosforilada)
y se produce entre el extremo N-terminal de Nuf y el dominio quinasa de aPKC.

La fosforilacion de Nuf por aPKC es enla S155. Esta fosforilacion evita la interaccion
entre ambas proteinas y afecta a la localizaciéon subcelular de Nuf. La versién
fosfomimética de Nuf localiza en el cortex subcelular evitando la membrana mientras
que la version no fosforilable de Nuf co-localiza con aPKC en la membrana subapical.

La fosforilacion de Nuf por parte de aPKC no modifica la unién de Nuf con Rabl1,
Kinesina o Dineina; proteinas a las que se une para transportar los Endosomas de
Reciclaje.

La sobreexpresion de la version no fosforilable de Nuf en el disco de ala aumenta los
niveles de aPKC en la membrana subapical. Por otro lado, en clones mutantes nuflos
niveles corticales de aPKC se ven reducidos. Esto indica que Nuf puede regular la
cantidad de aPKC presente en el cortex subapical.

Tanto la sobreexpresion de un RINAi1 contra Rab11 como la falta de funcion de sec) y
secb, componentes del exocisto, producen un aumento de aPKC intracelular asi como

eliminacion de aPKC de las uniones celulares. Estos datos indican la existencia de un
reciclaje de aPKC a través de Rabl1.

Los datos obtenidos en esta tesis apoyan la existencia de un reciclaje de aPKC en un
tejido maduro mediado por Rabl1 y Nuf. La propia aPKC regula este reciclaje en
un ciclo de retroalimentaciéon negativa. Al fosforilar a Nuf evita la llegada de mas
vesiculas con aPKC manteniendo asi los niveles adecuados de aPKC en la membrana.
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CONCLUSIONES

10. Rab11-FIP3, homologo de Nuf en vertebrados, interacciona fisicamente con aPKC'y
es fosforilado por aPKC. Ademas, la falta de funcién de PKCA/1 en células humanas
produce una acumulacién de RablI1-FIP3 proxima a la membrana plasmatica,
fenotipo similar al observado para Nuf en el disco imaginal. Estos datos indican que
la interaccion aPKC-Nuf esta evolutiviamente conservada.
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