UA

UNIVERSIDAD AUTONOMA

DE MADRID

Departamento de Bioquimica

Papel de la GTPasa Rab8 en migracion

e invasion tumoral

TESIS DOCTORAL

JOSE JAVIER BRAVO CORDERO

Madrid, 2007



Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina
UAM

Papel de la GTPasa Rab8 en migracion
e invasion tumoral

TESIS DOCTORAL

JOSE JAVIER BRAVO CORDERO

Licenciado en Ciencias Bioldgicas

Realizada en:

Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO)
C/ Melchor Fernandez Almagro, 3

Madrid

Direccion:

Maria Concepcion Montoya Sanchez

Madrid, Octubre de 2007



Resumen



Rab8& es un miembro de la familia de las Rab GTPasas, que pertenecen a la superfamilia de
las Ras GTPasas. En este trabajo, hemos abordado el estudio de aspectos novedosos de la funcion de
esta GTPasa como son su papel en migracion e invasion tumoral.

En primer lugar, estudiamos el papel de Rab8 en la regulacion del transporte de la
metaloproteinasa de matriz tipo-1, MT1-MMP, uno de los factores criticos en el proceso invasivo.
La localizacion subcelular de esta proteina en el frente invasivo es muy importante para llevar a cabo
su actividad pro-invasiva. Sin embargo, el mecanismo encargado de esta distribucion polarizada no
esta del todo claro. En este trabajo hemos analizado células MDA-MB-231 durante la migraciéon a
través de matrices tridimensionales de colageno. Estos estudios pusieron de manifiesto que la
exocitosis polarizada, inducida por la adhesion via integrinas es necesaria para la re-distribucion de
MTI1-MMP a las estructuras invasivas. Comprobamos que las vesiculas que transportaban MT1-
MMP son positivas para el marcador de la ruta biosintética VSV-G, pero no para marcadores de la
ruta de reciclaje como Rabl1/Tf/TfR lo que supone la implicacién del trafico biosintético en el
transporte de MT1-MMP. El trafico polarizado de MT1-MMP es activado por la adhesion a través
de integrina B1, y ésta integrina es necesaria para la localizacion de MT1-MMP en estas estructuras.
Ademas, el mutante constitutivamente activo de Rab8 inducia el transporte de MT1-MMP asi como
la degradacion e invasion dependiente de MT1-MMP, mientras que el silenciamiento de Rab8, pero
no de Rabl1, inhibia estos procesos. Estos estudios ponen de manifiesto la existencia de una nueva
ruta de reclutamiento de MT1-MMP hacia estructuras invasivas, el trafico exocitico, que resulta
critica para la actividad pro-invasiva de este enzima. Esta nueva ruta de transporte de MT1-MMP
hacia estructuras invasivas esta regulada a su vez por la GTPasa Rab8.

Para estudiar el papel de la GTPasa Rab8 en el proceso migratorio, estudiamos células
silenciadas para este gen, con las que realizamos ensayos de migracion aleatoria asi como dirigida
por estimulos quimiotacticos o el cierre de herida. Dichas células mostraban una pérdida de la
direccionalidad de la migracion. Estas células mostraron una pérdida de la polaridad y un notable
reordenamiento del citoesqueleto celular. El mutante constitutivamente activo de Rab8 inducia la
polimerizacion de actina cortical asi como la perdida de adhesiones focales y fibras de estrés,
mientras que el silenciamiento génico de Rab8 producia un incremento en fibras de estrés y
adhesiones focales. Estos efectos son dependientes de la activaciéon de Rac y la inhibicion de Rho.
Como demuestran los ensayos de “pull-down”, Rab8 incrementa la captura de GTP por Rac. Rab8
esta implicado también en el desensamblaje de las adhesiones focales. En su conjunto estos datos
revelan un nuevo papel para Rab8 en motilidad celular regulando el establecimiento de la polaridad,
recambio de adhesiones focales y polimerizacion de actina lo que determina, en ultima instancia, la

direccionalidad de la migracion.



Summary



Rab8 is a small Ras-related GTPase that regulates polarized membrane transport to the
plasma membrane and cell shape. In this work, we have undertaken the study of novel aspects of this
GTPase, namely its role in tumor cell migration and invasion.

First, we have studied the role of Rab8 in regulating the transport of MT1-MMP to invasive
structures during invasion. MT1-matrix metalloproteinase (MT1-MMP) is one of the most critical
factors in the invasion machinery of tumor cells. Subcellular localization to invasive structures is key
for MT1-MMP proinvasive activity. However, the mechanism driving this polarized distribution
remains obscure. We now report that polarized exocytosis of MT1-MMP occurs during MDA-MB-
231 adenocarcinoma cell migration into collagen type I three-dimensional matrices. Polarized
trafficking of MT1-MMP is triggered by B1 integrin-mediated adhesion to collagen, and is required
for protease localization at invasive structures. Localization of MT1-MMP within VSV-G/Rab§-
positive vesicles, but not in Rab11/Tf/TfRc-positive compartment in invasive cells, suggests the
involvement of the exocytic traffic pathway. Furthermore, constitutively active Rab8 mutants induce
MTI1-MMP exocytic traffic, collagen degradation and invasion, whereas Rab8- but not Rabl1-
knockdown inhibited these processes. Altogether, these data reveal a novel pathway of MT1-MMP
redistribution to invasive structures, exocytic vesicle trafficking, which is crucial for its role in tumor
cell invasiveness. Mechanistically, MT1-MMP delivery to invasive structures, and therefore its
proinvasive activity, is regulated by Rab8 GTPase.

To address the role of Rab8 GTPase in the migratory process we analyzed Rab8 shRNA
silenced cells, which showed compromised directional persistency of cell motility, chemotaxis
towards EGF gradients, and wound closure. These cells displayed defects in cell polarity and
cytoeskeletal rearrangements. Rab§ silenced cells displayed a dramatic increase in actin stress fibers
and focal adhesions. Rab8 constitutively active mutant induced cortical actin polymerization and
disappearance of actin stress fibres and focal adhesions. These effects were dependent on Rac
activation and Rho inhibition. As revealed by pull-down assays, Rab8 activation increased GTP
loading of Rac. Rab8 was also involved in focal adhesion turnover, promoting disassembly of these
structures. Altogether, these data reveals a novel role of Rab8 in cell motility by regulating the
establishment of cell polarity, turnover of focal adhesions and actin cytoskeleton rearrangements

thereby determining directionality of cell migration.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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Dil-LDL: Low Density Lipoprotein conjugada con 3,3 -Dioctadecilindocarbociaina
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EF: Factor eliptico

EGF: Epidermal Growth Factor

ERM: Ezrina, Radixina, Moesina

FAK: Focal Adhesion Kinase

FLIP: Flourescence Lose In Photobleaching

FN: Fibronectina
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FRNK: FAK Related Non-Kinase Domain

GAPs: Proteinas activadoras de la actividad GTPasas

GCK: Germinal Central Kinase

GDF: Factores que desplaza el GDI

GDIs: Inhibidores de la disociacion de nucleo6tidos de guanina
GDP: Guanosin difosfato
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HA: Acido hialurénico
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LMW-PTP: Low Molecular Weight-Protein Tyrosine Phosphatase
MAP: Mitogen Activated Protein

MDCK: Marbin-Darby Canine Kidney

MEFs: Mouse Embrionic Fibroblast

MMP: Matrix MetaloProtease

mRFP: Monomeric Red Fluorescente Protein

MT1-MMP: Membrane Type_I- Matrix MetaloProtease
MTOC: MicroTubules Organizing Center

PDGEF: Platelets Derived Growth Factor

PDGFR: Platelets Derived Growth Factor Receptor

PI3K: Fosfatidilinositol-3 quinasa

PTP-PEST: Protein Tyrosine Phosphatase containing Proline (P), Glutamic Acid (£),
Serine (S) and Threonine (7)).

Rab: Ras genes from RAt Brain.

RE: Reticulo Endoplésmico

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis
SFB: Suero Fetal Bovino

Tf: Transferrina



TGN: Trans Golgi Network

TNF-o: Tumoral Necrosis Factor-a

TrR: Transferrin Receptor

Ts045 VSV-G: Ts045 Vesicular Stomatitis Virus-Glicoprotein
WT: Wild Type

YFP: Yellow Fluorescente Protein
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l. Introduccion



1. LA MIGRACION CELULAR

La migracioén celular es un proceso esencial, que tiene lugar tanto en organismos
unicelulares, la ameba p.e, como en organismos multi-celulares, desde plantas hasta
mamiferos (Cotran et al., 1994). La migracion juega un papel fundamental durante el
desarrollo embrionario, asi como a lo largo de la vida de un organismo; tanto en la
fisiologia del organismo adulto, como en procesos fisiopatoldgicos (p.e. la reparacion

de heridas y los procesos inflamatorios), asi como en diversas patologias.

1.1. RELEVANCIA DE LA MIGRACION CELULAR

1.1.1. Migracion celular durante el desarrollo

La migracion celular interviene en el desarrollo embrionario, mas concretamente
durante la gastrulacion, en la que grupos de células del blastocisto migran para formar
las tres capas del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo) (Fig. 1). Recientes
trabajos muestran, como esta migracion, depende de la interaccion de células con la
matriz fibrilar, rica en fibronectina, que se encuentra en el blastocele (Ramos et al.,
1996). El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, Platelets Derived Growth
Factor) y su receptor PDGFR (Platelets Derived Growth Factor Receptor) guian a las
células en este proceso (Nagel et al., 2004). Posteriormente, células de estas capas
migraran hasta diferentes localizaciones, donde se diferenciaran para generar los tejidos
y organos (Keller, 2005).

Es importante destacar, que el proceso de desarrollo contintia a lo largo de la
vida del organismo, ya que muchas células, como ocurre con las células de la piel
(keratinocitos) y del intestino (epiteliales), nacen, migran y mueren continuamente,
permitiendo regenerar estos organos. Durante el desarrollo del sistema nervioso, las
células primitivas neuronales migran fuera del tubo neural y se alojan en diferentes
capas. Desde aqui mandan proyecciones (axones y dendritas) hasta células receptoras
con las que forman conexiones especificas, llamadas sinapsis, que permiten llevar a

cabo tareas complejas como el aprendizaje y la memoria.



(Adaptado de Keller, 2005)

Figura 1. Diagrama de secciones mid-sagital de la gastrulacién temprana y tardia del anfibio, que
muestra la direccion de migracion del mesodermo (naranja) hacia el polo animal (a). Un aumento de esa
zona muestra la morfologia y la actividad protrusiva (en rojo) de estas células.

1.1.2. Migracion en homeostasis y procesos fisiopatologicos

Las células del sistema inmune estdn constantemente circulando por el
organismo y migrando a través de tejidos para, en caso de reconocer un antigeno
extrafio, desencadenar la repuesta inmunologica. Para estas células es muy importante
desarrollar la capacidad de discernir entre las células propias del organismo y las células
extrafias, con el fin de evitar que se produzcan respuestas autoinmunes. Este
reconocimiento de lo propio se adquiere en estadios tempranos del desarrollo, cuando
los linfocitos migran a través del tejido linfoide primario de la medula dsea y del timo.

La migracion es importante en procesos fisiopatoldgicos como la reparacion de
tejidos y la repuesta inflamatoria, procesos que suelen ocurrir conjuntamente. Por
ejemplo, cuando se produce una herida, se inicia un proceso de cierre que implica la
proliferaciéon y migraciéon de células que la cubren, reparando el dafio. Al mismo
tiempo, la liberacion de citoquinas y quimioatrayentes por mastocitos, macrofagos y
células del estroma producen el reclutamiento de células del sistema inmune a la zona
danada. Una vez alli, las células del sistema inmune hacen frente a la infeccion

producida por bacterias u otros microorganismos.



1.1.3. Migracion en la patologia del cancer

La migracion no solo contribuye en la fisiologia del organismo adulto, sino que
también juega un papel muy importante en procesos patologicos, tales como la
enfermedad vascular, la osteoporosis, la artritis reumatoide y la esclerosis multiple, el
retraso mental y el cadncer. De ahi el enorme interés por conocer en profundidad los
mecanismos que regulan la migracion celular, con el fin de desarrollar nuevas terapias
para atacar dichas enfermedades. En este trabajo nos hemos interesado en la patologia
del cancer, donde la migracién celular tiene gran importancia en los procesos de

metastasis.

1.1.3.1. Metastasis

La metastasis, o diseminacion de células cancerosas desde el tumor primario
hasta un organo distante, es la mayor causa de muerte de pacientes con cancer. Esta,
implica la migracion e invasion de células tumorales a tejidos adyacentes, la
intravasacion en el torrente sanguineo y vasos linfaticos, y la posterior extravasacion e
invasion de tejidos distantes (Fig. 2). Todas estas etapas han de ser completadas con
éxito para generar un tumor metastasico (Woodhouse et al., 1997). Las células invasivas
adquieren un fenotipo migratorio asociado al aumento de expresion de determinados
genes implicados en motilidad celular (Wang et al., 2004a).

Los tumores humanos mas comunes son los denominados carcinomas, formas de
cancer con origen en células de tipo epitelial o glandular. Para la intravasacion, las
células de carcinoma han de atravesar la densa membrana basal, penetrando en la matriz
extracelular del tejido. Tras invadir la matriz fibrilar entran en contacto con la
membrana basal que subyace el endotelio vascular, y que deben degradar para atravesar
la barrera de células endoteliales e introducirse en el torrente circulatorio. Las células
deben sobrevivir en la circulacion sanguinea hasta que alcanzen un nuevo o6rgano, al
cual, se van a extravasar invadiendo el tejido donde han de seguir creciendo para
generar micrometastasis pre-angiogénicas, que generaran el nuevo tumor.

Recientes avances en la tecnologia de la imagen microscopica han desvelado
nuevos detalles de la migracion de células tumorales, demostrando que la migracion de

éstas es mas complicada de lo que se habia propuesto, implicando agentes
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quimioatrayentes, matriz extracelular, e interacciones con las células del estroma

(Condeelis and Segall, 2003).

— \
D dacion de ——— —— Membrana basal
la membrana basal e
porel invadopodio 7% = Matriz extracelular
i Will.———— EGF secretado por
\ i Y/ < macrétagos
Células de carcinoma <% / /¥ dilundido por

los vasos ineos
migrando entre fibras de / - SV sangu
la matrix extracelular === CSF-1 secretado por

las células de

Necrofago asociado carcinoma (Adaptado de Yamaguchi et al.,
X 2005)
- Degradacién de membrana
I\ — basal por podosomas e
\ \___,. invadopodia.

Figura 2. Modelo de intravasacion de células de carcinoma de mama.

1.1.3.1. Invasion tumoral

La invasion tumoral es un proceso activo de translocacion de células neoplasicas
a traves de la matriz de un tejido. La adquisicion de este comportamiento invasivo es
uno de los primeros pasos en el proceso metastasico. La invasion de células tumorales
conlleva los procesos de adhesion celular, transduccidon de senales intracelulares (que
genera una polaridad y contractivilidad celular), y proteolisis de componentes de la

matriz extracelular y de la membrana basal, que da como resultado la migracion celular

(Liotta, 1986).

1.2. ETAPAS DEL PROCESO DE MIGRACION

El proceso de migracion fue establecido hace ya mas de 30 afios. Tiene lugar en
diversas etapas que se van sucediendo de manera ciclica (Lauffenburger and Horwitz,
1996). Para que una célula migre debe anclarse a un sustrato mediante los mecanismos
de adhesion celular, que se constituyen como componentes clave en el proceso
migratorio, por lo que se trataran con detalle mas adelante. La respuesta inicial de una
célula a un estimulo migratorio es la de polarizarse y extender una protrusion en la

direccion de avance. Los reordenamientos del citoesqueleto estdn perfectamente
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coordinados con la adhesion celular, ya que la protrusion inicial esta dirigida por el
reconocimiento de la matriz extracelular, a través de moléculas de adhesion, que
promueven la polimerizacion de filamentos de actina. Los receptores de adhesion de la
familia de las integrinas (Hynes, 2002), asi como los proteoglicanos, como la
glicoproteina CD44 (Aruffo et al., 1990), unen componentes de la matriz extracelular
jugando un papel crucial en este proceso.

La capacidad de la célula para establecer una propulsion inicial depende de la
polimerizacién de filamentos de actina. Dicha propulsion puede ser en forma de
lamelipodio, filopodio o pseuddpodo (estructura cilindrica mas gruesa que los
filopodios, y que se denomina invadopodio cuando tiene lugar la degradacion de matriz
extracelular (Welch and Mullins, 2002)), dependiendo de las vias de sefializacion
implicadas. Cada una de estas formaciones tiene una morfologia y dindmica
caracteristica. En el lamelipodio, la actina se organizanda como una red muy
ramificada, mientras que en los filopodios se polimerizan en forma de paquetes
paralelos de fibras.

En los sitios donde la célula se ancla al sustrato, a través de receptores de
adhesion, se produce el ensamblaje intracelular de proteinas adaptadoras y transductoras
de sefales, formandose los llamados complejos focales. Estos, constituyen puntos de
traccion para la célula en el proceso migratorio, que se forman en la parte delantera,
maduran, y se deslizan en la direccion del movimiento para desensamblarse en la parte
trasera, liberando el contacto con la matriz extracelular para permitir el avance de la
célula (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Otey and Burridge, 1990; Zamir et
al., 2000) (Fig. 3).

Los mecanismos basicos de migracion en las células normales se conservan en
las células tumorales, estos implican: sefializacidon por integrinas, polimerizacion de
actina, formacion de contactos focales, y degradacion de componentes de la matriz
extracelular. Sin embargo, en el caso de la invasion tumoral, a diferencia de los
procesos fisiologicos, la prevalencia de estimulos migratorios, en ausencia de sefiales de
inhibicion, genera un desbalance que permite a las células tumorales abandonar el tumor
primario invadiendo tejidos, llevando a la expansion del tumor a través de las barreras
de los tejidos, y promoviendo la metastasis.

El proceso de migracion descrito anteriormente ha sido principalmente estudiado
en fibroblastos migrando sobre superficies planas recubiertas por diferentes sustratos

(superficies 2D). Esto ofrece una vision simplificada de la realidad, ya que los
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mecanismos que regulan la migracion dentro de un tejido son mucho mas complejos por
encontrarse la célula rodeada de una densa matriz fibrilar. Esto conlleva la necesidad de
la célula para abrirse camino en un medio tridimensional, generalmente mediante
proteolisis de la matriz extracelular. Aqui es donde adquieren especial relevancia las

metaloproteinasas de matriz como MT1-MMP.

ADHESION CELULAR REMODELACION DEI CITOESQUELETO DESADHESION CELULAR
DE ACTINA

Desensamblaje de

et el ey sima
r/oompleios focales Lamelinodi # y contraccion

< - podio -
=X - Matriz extracelular W —Filopodio = ﬁf‘i: %

Direccion del movimiento

(Adaptado de Carragher and Frame, 2004)

Figura 3. Regulacion de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina durante la motilidad celular

1.2.1. Adhesion celular

Dependiendo del tipo celular y de la composicién de la matriz extracelular la
migracion se regula por diferentes moléculas de adhesion, siendo las principales las de
la familia de las integrinas. Cada integrina se compone de una subunidad o y una
subunidad . Hasta la fecha se conocen 18 subunidades a y 8 subunidades B, que dan
lugar a 24 pares off. Cabe destacar, en el campo de la migracion, las siguientes
integrinas: a5B1 que une fibronectina (Cukierman et al., 2001), a6p1 o a6p4 que unen
laminina, (Rabinovitz and Mercurio, 1997), aVB3 que une fibronectina o vitronectina
(Leavesley et al., 1992) y a2B1 que une colageno (Maaser et al., 1999).

La mayoria de las integrinas no se encuentran constitutivamente activas, sino
que se expresan en la superficie celular en su forma inactiva; solo en el estado activo se
unen a sus ligandos. La modulacion de la actividad de las integrinas por sus ligandos se
produce a través de la sefalizacion “de dentro a fuera” (imside-out). Las rutas de
sefalizacion activadas por estimulos quimiotacticos son unas de las conocidas rutas “de
dentro a fuera” (Schwartz et al., 1995; Williams et al., 1994) que regulan las
propiedades adhesivas (o avidez) de las integrinas, modulando la afinidad de éstas por

sus respectivos ligandos, y su reagrupamiento en distintas regiones de la membrana.
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La union del ligando a las integrinas produce cambios en la actividad de
quinasas citoplasmicas, GTPasas y fosfolipasas, desencadenando la cascada de
transduccion de sefiales conocida como “de fuera a dentro” (outside-in) (Hynes, 1992).

La unidn de las integrinas a sus sustratos permite el reclutamiento de diferentes
proteinasas, que degradan los distintos componentes de la matriz extracelular. Entre
éstas se encuentran proteinasas solubles como MMP-2, que se une a aVPB3 (Brooks et
al., 1998), o MT1-MMP, que colocaliza con B1 o 3 al adherirse a fibras de coldgeno
(Ellerbroek et al., 2001; Galvez et al., 2002; Paulus et al., 1996).

Se han descrito alteraciones en la expresion de diferentes integrinas en varios
tipos de tumores (Mizejewski, 1999), y el aumento de afinidad de las integrinas por sus
ligandos se ha correlacionado con un fenotipo mas migratorio e invasivo de células
tumorales.

Junto con las integrinas, las glicoproteinas de superficie celular, juegan un papel
fundamental en la interaccion entre las células y la matriz extracelular. Uno de estos
receptores, la glicoproteina CD44, tiene una funcion importante en adhesion, regulando
procesos de motilidad celular. CD44 es una proteina integral de membrana que esta
sujeta a procesamiento alternativo, y actia como receptor de adhesion uniéndose
principalmente al 4cido hialurénico (HA). Esta molécula se ha relacionado clasicamente
con la progresion tumoral, dado que su expresion estd alterada en células malignas en
comparacion con tejidos normales (Naor et al., 2002). Aunque la mayoria de los
trabajos coinciden en senalar el papel de CD44 en la regulacion de la migracion de
células tumorales (Lamb et al., 1997; Okamoto et al., 1999; Peck and Isacke, 1996;
Weber et al., 2002), otros niegan esta implicacion (Driessens et al., 1995; Maaser et al.,
1999). La region citosdlica de la molécula CD44 interacciona con miembros de la
familia de las ERM (Ezrina/Radixina/Moesina) (Legg and Isacke, 1998; Tsukita et al.,
1994). Las proteinas ERM son importantes en migracion celular, ya que unen los
filamentos de actina a la membrana plasmatica y a diferentes receptores de superficie,
incluido CD44 (Tsukita et al., 1994). CD44 se asocia también con proteinasas de matriz
extracelular como MT1-MMP, MMP7 y MMP9 (Bourguignon et al., 1998; Mori et al.,
2002; Okamoto et al., 1999; Yu and Stamenkovic, 1999).



1.2.2. Reordenamientos del citoesqueleto

Los reordenamientos del citoesqueleto de actina y la formacion de las
adhesiones focales estan estrechamente regulados por mecanismos de transduccion de
sefales. La familia de las Rho GTPasas son fundamentales en este proceso. La familia
Rho es un conjunto de GTPasas pertenecientes a la superfamilia de Ras. Se expresan
ubicuamente y se han identificado veinte miembros en mamiferos, siete en Drosophila
melanogaster, cinco en Caenorhaiditis elegans, y quince en Dyctyosteilum discoideum
(Schultz et al., 1998). Estas GTPasas son de gran interés, ya que integran las sefiales
provenientes de los factores de crecimiento y receptores de adhesion, regulando el
delicado balance que debe existir para el crecimiento y la migracion. Esto les conlleva a
adquirir gran relevancia en patologias como el cancer.

Las GTPasas son sensores moleculares que siguen una estrategia muy simple
para controlar complejos procesos celulares. Estas proteinas ciclan entre dos estados
conformacionales, uno unido a GTP (activo) y el otro unido a GDP (inactivo). Las
GTPasas son activas bioldgicamente solo cuando unen GTP, ya que en esta
conformacién son capaces de interaccionar con efectores. El ciclo de
activacion/desactivacion de las GTPasas esta finamente regulado por tres grupos de
proteinas: (i) los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs), que
promueven el cambio de GDP por GTP activando las GTPasas, (ii) las proteinas
activadoras de la actividad GTPasas (GAPs), que potencian la hidrolisis de GTP a GDP
(como p190 RhoGap, que serda motivo de estudio en este trabajo), y (ii1) los GDIs
(inhibidores de la disociacion de nucledtidos de guanina), que bloquean el ciclo de las
GTPasas secuestrando y solubilizando la forma unida a GDP en el citoplasma, lejos de
la cara interna de la membrana plasmatica donde estas proteinas ejercen su funcion
(Moon and Zheng, 2003; Schmidt and Hall, 2002; Zheng, 2001). Una vez activadas, las
GTPasas son capaces de interaccionar con diferentes efectores para generar las
respuestas (Bishop and Hall, 2000). En la actualidad se han identificado mas de
cuarenta efectores, cincuenta GEFs y cuarenta GAPs para la familia de Rho. Dentro de
esta familia nos ocuparemos de Rho, Rac y Cdc42, y su papel en la migracion celular.
Rac esta implicado en la polimerizacion de actina, la generacion de protrusiones de tipo
lamela (Ridley et al., 1992) y la formacién de los complejos focales (Nobes and Hall,
1995b). Por el contrario, Rho regula la contraccion y las fuerzas de retraccion necesarias

entre el cuerpo celular y la parte trasera de la célula para permitir el movimiento. Rho
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también regula la formacion de fibras de estrés y el ensamblaje de adhesiones focales,
(Ridley and Hall, 1992) promoviendo la maduracion a partir de los complejos focales
(Webb et al., 2002). El tercer miembro de esta familia de GTPasas, Cdc42, es esencial
para la formacion de filopodios y de complejos focales nacientes (Nobes and Hall,

1995a).

1.2.2.1. La adhesion focal como inicio de la senalizacion

La célula se adhiere a la matriz extracelular a través de las integrinas que se
activan y se agrupan en la membrana plasmatica. Los dominios citoplasmaticos de las
dos subunidades, a y B, que componen la estructura de la integrina reclutan mas de 50
proteinas. Entre éstas se encuentran proteinas de sefializacion y proteinas estructurales,
lo cual genera una conexion entre los receptores que median la adhesion, y el
citoesqueleto de actina, asi como sitios de transduccion de sefiales al interior celular
(Vicente-Manzanares et al., 2005) (Fig. 4) Las adhesiones focales son sitios donde se
producen estas conexiones que tienen lugar a través de multiples interacciones proteina-
proteina. Esto, permite a la célula construir diversos complejos de sefalizacion, que
daran lugar a diferentes comportamientos celulares (DeMali et al., 2003; Geiger and
Bershadsky, 2001; Geiger and Bershadsky, 2002; Wehrle-Haller and Imhof, 2002;
Yamada et al., 2003). Uno de los principales procesos que tiene lugar en la adhesion
focal, y que va a desencadenar cascadas de transduccion de sefiales, son las
fosforilaciones en residuos de tirosinas de diversas proteinas. FAK (Focal Adhesion
Kinase) es uno de los componentes clave en la sefalizacion en la adhesion focal. Se
activa inicialmente mediante autofosforilacion en tirosina 397 (Schaller et al., 1994),
fosforilacion inducida por la adhesion de las integrinas a su ligando, lo cual promueve el
reclutamiento de FAK. Una vez autofosforilado, el residuo Y397 se constituye como
lugar de union para la tirosina quinasa Src (de sarcoma), que fosforila a FAK en los
residios Y576 y Y577, y que promueve la activacion de FAK (Calalb et al., 1996). La
defosforilacion de tirosinas es tambien de gran importancia para la regulacion de la
adhesion focal (Angers-Loustau et al., 1999). Una de las fosfatasas mayoritarias en la
adhesion focal es PTP-PEST (Protein Tyrosine Phosphatase containing Proline (P),
Glutamic Acid (£), Serine (S) and Threonine (7).

Junto con las tirosin quinasas y fosfatasas, en la adhesion focal aparecen un

conjunto de moléculas adaptadoras como son: p130Cas, paxilina, vinculina, Crk y a-
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actinina entre otras. La fosforilacion de una de ellas, p130Cas, genera sitios de union de
moléculas como Crk, Nck y PTP-PEST, desencadenando diferentes cascadas de
sefalizacion (Sakai et al., 1994). Paxilina es una proteina estructural que se une a los
dominios SH3 de Src (Turner, 2000); también puede unirse directamente a la cola
citoplasmica de la subunidad B1 de las integrinas, y a la cola citoplasmatica de la
integrina a4 (Liu et al., 2002). Vinculina es otra proteina estructural que se une a

diversos componentes de la adhesion como paxilina (Turner et al., 1990), F-actina

(Huttelmaier et al., 1997), talina (Johnson and Craig, 1994) o a-actinina (Kroemker et
al., 1994).

Figura 4. Esquema que resume las
diferentes proteinas que componen la
sefalizacion a través de integrinas y sus
efectos a nivel de citoesqueleto.

(Adaptado de Vicente-Manzanares et al., 2005)

Las adhesiones focales son estructuras bien caracterizadas. La mayoria de los
estudios relacionados con las adhesiones focales se han realizado con células cultivadas
sobre superficies 2D recubiertas de componentes de matriz extracelular. Este contexto
es muy diferente del ambiente fisioldégico en el que se encuentran normalmente las
células, donde estan en contacto con multiples componentes de matriz extracelular, lo
que implica la activacion de diferentes integrinas. Ademads, el entorno biofisico en
condiciones fisioldgicas, difiere de las condiciones de estudio 2D. Recientes estudios en
matrices 3D, que se utilizan como modelo de estudio al simular las condiciones
fisiologicas, demuestran como las adhesiones focales tiene una composicion, tamafio y
sefalizacion diferente, lo que conlleva un comportamiento migratorio diferente

(Cukierman et al., 2001; Grinnell et al., 2003; Wozniak et al., 2003).
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1.2.2.2. Dinamica de la adhesion focal

Actualmente estamos muy alejados de conocer los mecanismos moleculares que
regulan la dindmica de la adhesion focal, en parte porque el orden de reclutamiento de
las distintas moléculas, las vias de senalizacion, y las diferentes reorganizaciones del
complejo focal son muy complejas y poco conocidas. Sin embargo, en base a la
literatura actual, podemos establecer un esquema general de dindmica de la adhesion.

La adhesién se origina como un pequefio complejo focal en asociacion con el
lamelipodio o el filopodio, cuya formacion depende de Rac o Cdc42 respectivamente.
Estos complejos focales tienen una vida media corta, y pueden, o bien desensamblarse y
desaparecer en unos minutos, o bien madurar dando lugar a adhesiones focales
(Kaverina et al., 2002). Normalmente, el aumento de complejos focales va relacionado
con un aumento en la motilidad celular. Estos complejos focales se caracterizan por
reclutar paxilina y a-actinina (Laukaitis et al., 2001), que posteriormente dejan paso a
otras moléculas como talina, vinculina y FAK. La maduracion de estos complejos a
adhesiones focales estd mediada por Rho (Rottner et al., 1999) (Fig. 5). Este proceso
tiene lugar a través de dos efectores de Rho: mDia y Rho quinasa. mDia afecta a la
polimerizacion de actina, y Rho quinasa estimula la contracciéon de miosina, que es
necesaria para la formacion de la adhesion focal y el mantenimiento de ésta. En este
momento, zyxina y tensina se reclutan a estas nuevas estructuras (Zaidel-Bar et al.,
2003).

En el desensamblaje de la adhesion focal se ha implicado la actividad de
proteinasas como la calpaina, proteinasa dependiente de calcio que degrada diferentes
proteinas de la adhesion como talina, paxilina, FAK, Src, a-actinina y tensina (Bhatt et
al., 2002).

Por su parte, los microtibulos tiene una funcidbn muy importante en el
desensamblaje de la adhesion focal (Kaverina et al., 1998). Hay diversas teorias acerca
de cémo los microtubulos ejercen dicha funcion. La idea general establece que éstos
mediarian el transporte de impulsos de relajacion, que promueve el desensamblaje de la

adhesion focal.
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(Adaptado  de
Vicente-
Manzanares M.

. Z: : = A BN\
_ﬁm RECAMBIO etal., 2005)

ADHESION FOCAL ADHESION NACIENTE

Figura 5. Modelo de dindmica de la adhesién focal.

Diversas proteinas, en concreto GEFs de Rho y Rac, son transportadas sobre los
microtibulos y en los extremos de los mismos. Estas proteinas podrian descompensar el
estado de activacion de estas GTPasas, promoviendo el desensamblaje de la adhesion.
Entre otros, se ha descrito que ASEF (4PC-Stimulated Guanine Nucleotide Exanged
Factor), un GEF de Rac, se activa en los extremos de microtubulos promoviendo la
activacion de Rac, permitiendo el desensamblaje de la adhesion (Kawasaki et al., 2000).
Otra teoria propone que la inactivacion de Rho en las inmediaciones de la adhesion
focal, debido al secuestro por parte de los microtibulos de GEFs de Rho como GEF-H1,
promoveria el desensamblaje (Enomoto, 1996; Krendel et al., 2002). Estas teorias han
sido cuestionadas en un trabajo de Ezratty EJ (Ezratty et al., 2005) en el que se
demuestra que el desensamblaje de la adhesion focal es independiente de la actividad de
las Rho GTPasas.

Otros estudios sugieren que la Kinesina-1, una proteina motora que media el
transporte de vesiculas a lo largo de los microtubulos, estd implicada en la dinamica de
la adhesion. Estos estudios se basan en el hecho de que el bloqueo de Kinesina-1 induce
un incremento en el tamafio de la adhesion focal durante el crecimiento de
microtubulos, después del tratamiento con nocodazol (Krylyshkina et al., 2002). Estos
estudios sugieren que los motores de kinesina estan transportando una sefal a la

adhesion via microtubulos que permite su desensamble.



-14 -

1.2.3. Procesos de degradacion de matriz extracelular

El reciente desarrollo de los modelos de migracion tridimensional ha puesto de
manifiesto la importancia de los procesos de degradacion de matriz extracelular, de los
cuales, los principales responsables son las metaloproteinasas de matriz (MMPs). Las
MMPs forman una familia de proteinasas zinc-dependientes que degradan
especificamente los componentes de la matriz extracelular. La familia de las MMPs se
dividen en dos grandes grupos: (i) las que se secretan al medio extracelular en forma
soluble, y (i1) las de tipo membrana (MT). Estas tltimas se caracterizan por estar
ancladas a la membrana plasmatica a través de un dominio transmembrana tipo [ y una
corta cola citopldsmica (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP y MT5-MMP), un
dominio glicoesfingolipido (MT4-MMP MT6-MMP) o bien un dominio transmembrana
tipo I1 (MMP23) (Egeblad and Werb, 2002).

La metaloproteinasa de matriz extracelular de membrana tipo-1 (MT1-MMP) ha
sido ampliamente estudiada por ser una enzima asociada a malignidad tumoral (Egeblad
and Werb, 2002). Ademas, la sobreexpresion de MT1-MMP potencia la invasividad de
las células, y la perdida de expresion suprime la invasion y la migracion celular,
demostrando que esta enzima es una de las proteinas claves de la maquinaria invasiva
(Itoh and Seiki, 2006; Sato et al., 2005). MT1-MMP fue la primera MMP de tipo
membrana que se identificd, y se caracteriza por activar metaloproteinasas de tipo
soluble como pro-MMP2 (progelatinasa A) en la membrana plasmatica. Para llevar a
cabo su funcion proteolitica MTI-MMP ha de ser procesada por la convertasa furina,
que elimina el propéptido de la zona C-terminal, siendo transportada a membrana en su
forma activa como proteina de membrana tipo I (Osenkowski et al., 2004). Sin
embargo, el mecanismo por el cual MT1-MMP activa llega a membrana no es conocido.
Una vez activada, MT1-MMP proteoliza componentes de la matriz extracelular como:
colageno tipo I, Il y III, fibronectina, vitronectina, agrecan, lumican, fibrina, laminina -
1 y -5, gelatina o caseina, entre otros (Itoh and Seiki, 2004). Ademas de los diferentes
componentes de la matriz extracelular MT1-MMP también actia sobre: (i) otras
proteasas como pro-MMP2 y pro-MMP13, (i1) moléculas de adhesion como CD44, que
es el receptor para acido hialurdnico, (iii) pro-ay integrina, (iv) transglutaminasa, (v) el
receptor de la lipoproteina de baja densidad y (vi) sindecano (Itoh and Seiki, 2006; Sato
et al., 2005). La actividad enzimatica de MT1-MMP puede ser inhibida por TIMP-2,
TIMP-3 y TIMP-4, no asi por TIMP-1 (Will et al., 1996).
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Dado el amplio rango de sustratos que son procesados irreversiblemente por
MTI1-MMP, y el hecho de que la enzima esté expresada en la membrana plasmética en
su forma activa (Mazzone et al., 2004; Sato et al., 1994), parece claro que MT1-MMP
ha de estar regulada de forma muy precisa para controlar su actividad en la superficie
celular (Osenkowski et al., 2004). Los mecanismos clasicos de regulacion de la
actividad de MT1-MMP se llevan a cabo a diferentes niveles, incluyendo: regulacion
transcripcional, procesamiento intracelular del zymdégeno inactivo (Mazzone et al.,
2004; Sato et al., 1994) e inhibicion a través de inhibidores endogenos (TIMP-2, RECK
o testican) (Nakada et al., 2001; Oh et al., 2001; Will et al., 1996). Recientemente se
han descrito mecanismos mas precisos de regulacion de la actividad de MT1-MMP en
la superficie celular, como: (i) internalizacion (Galvez et al., 2002; Jiang et al., 2001;
Uekita et al., 2001; Wang et al., 2004b), (i1) reciclaje (Remacle et al., 2003; Wang et al.,
2004b), (iii) procesamiento autocatalitico, resultando la conversion en un producto de
degradacion inactivo (Lehti et al., 2000; Stanton et al., 1998; Tam et al., 2002), (iv)
oligomerizacion (Galvez et al., 2005; Itoh et al., 2001; Lehti et al., 2002; Rozanov et al.,
2001) y (v) regulacion post-transduccional (Wu et al., 2004) (Fig. 6). La localizacion
subcelular en estructuras invasivas es otro aspecto importante de la regulacion de MT1-
MMP, y constituye un requisito importante para que esta enzima lleve a cabo su
actividad pro-invasiva (Lehti et al., 2000; Mori et al., 2002; Nakahara et al., 1997). Si
bien, los mecanismos que llevan a esta distribucion polarizada todavia no han sido
dilucidados.

Migracién Celular EE—|-

Farmacién de complejos homafilicos Inhibicién
. TIMPs

\ & N-Tes
Autodegradacién
Tréfico a ﬁ cD44  Localizacién en el
Golgi membrana ‘ Y 'w cm. = frente migratorio
F-actin
" Integrina p1

Ij’ (ﬁcem ]
< , Endocitosis via
—)AA clatrina
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Reciclaje

Lisosoma
CD63-Positivo

Figura 6. Modelo propuesto para la regulacién celular de MT1-MMP. MT1-MMP se regula a
diferentes niveles: trascripcion, trafico hacia la membrana plasmadtica, formacion de complejos
homofilicos, asociacion con CD44, autodegradacion, inhibicion por TIMPs, N-Tes y RECK. MT1-MMP
se internaliza via caveolas y via clatrina, reciclando posteriormente a membrana o degradandose en los
lisosomas. (Adaptado de Itho and Seiki, 2006).
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2. TRAFICO INTRACELULAR DE VESICULAS

El trafico de membrana es un proceso altamente regulado y que estd implicado
en funciones basicas de la célula como: la secreciéon de proteinas, la captura de
nutrientes, la internalizacion de moléculas de superficie y la degradacién de proteinas
unidas a membrana. El logro en la realizacion de todas estas tareas depende de la
regulacion de todas ellas, de ahi que sea un proceso altamente controlado.

El transporte intracelular de proteinas y lipidos se basa en su
compartimentalizacion en poblaciones de vesiculas que son transportadas de forma
dirigida para fusionarse en compartimentos celulares especificos. La presencia de
diferentes compartimentos intracelulares requiere un alto grado de regulacion para
asegurar un transporte de la carga correcto.

A finales de los afios 80, las principales rutas de trafico: biosintético, endocitico,
reciclaje y transcitosis, fueron caracterizadas en estudios realizados en células
epiteliales (Rodriguez-Boulan and Powell, 1992; Simons and Wandinger-Ness, 1990)
(Fig. 7). Existen dos rutas de endocitosis, (i) la clasica: endocitosis mediada por clatrina,
responsable de la internalizacion de nutrientes, patdégenos, antigenos, factores de
creciemiento y receptores, y (ii) la no clasica, la endocitosis independiente de clatrina y
dependiente de caveolas, cuya existencia ha sido controvertida durante mucho tiempo.
Las vesiculas endocitadas forman los endosomas tempranos, que, o bien son
transportados de vuelta a la membrana a través de las rutas de reciclaje, o bien son
degradados en los endosomas tardios que dan lugar a los lisosomas donde se produce la
degradacion. La ruta biosintética es la responsable de transportar proteinas y lipidos
desde la region del trans-golgi, TGN (Trans Golgi Network) hacia la membrana
plasmatica, ya sea de una forma directa, o a través de los endosomas de reciclaje como
recientemente se ha demostrado (Ang et al., 2004). La transcitosis consiste en el
transporte, dentro de la misma célula, que transcurre con la endocitosis de una molécula

en un lado de la célula, y la exocitosis a otro lado (Tuma and Hubbard, 2003) .
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Figura 7. Rutas de trafico de
vesiculas en células epiteliales.
Rutas exociticas apicales: 1y 4.
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(Adaptado de Rodriguez-Boulan et al.,
2005)

La precision con la que transcurre este trafico intracelular de membranas
depende de la presencia de proteinas especificas en las vesiculas de transporte, las
proteinas motoras, que transportan vesiculas a orgédnulos, circulando a través del
citoesqueleto celular. Dos son las redes que soportan este transporte, la red de actina y
la red de microtibulos, siendo la primera una red de transporte lenta y de corta
distancia, mientras que la segunda es de transporte rapido y mayor alcance. El
transporte mediado por el citoesqueleto de actina esta dirigido por los miembros de la
familia de las miosinas (Seabra and Coudrier, 2004; Tuxworth and Titus, 2000),
mientras que las kinesinas y las dineinas son las proteinas motoras implicadas en el
transporte via microtibulos (Hirokawa and Takemura, 2004). Asimismo, son de vital
importancia los factores que anclan las vesiculas a sus organulos de destino y
promueven la fusion de membranas. La regulacion del trafico interno de membranas se
lleva a cabo por lipidos como los fosfoinositidos o GTPasas, cuya sintesis o activacion
puede producirse localmente en donde es requerido; lo que confiere flexibilidad y
especificidad al trafico de vesiculas. Los fosfoinositidos se forman a partir del
fosfatidilinositol mediante la fosforilacion por quinasas especificas en las posiciones 3,
4 y 5, pasando a ser reconocidos por proteinas de membrana. Dos grandes familias de
GTPasa regulan el trafico intracelular de vesiculas, las Arf GTPasas y las Rab GTPasas.
Las GTPasas de ambas familias se localizan en organulos especificos en la célula, y
reclutan un gran nimero de efectores en su estado activo, unido a GTP, regulando el

trafico intracelular; sin embargo, difieren en el mecanismo por el cual se anclan a
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membrana para activarse. De las Rab GTPasas nos ocuparemos con detalle en el

siguiente apartado, al ser la proteina objeto de este estudio un miembro de esta familia.

2.1. LAS PROTEINAS Rab, ORGANIZADORES DEL
TRANSPORTE VESICULAR

Las proteinas denominadas Rab (Ras genes from RAt Brain) constituyen una
amplia familia de pequefias GTPasas monoméricas. Once proteinas Rab han sido
descritas en S. Cerevisiae; y se estima que en humanos hay algo mas de 63 miembros de
esta familia. Estas proteinas se distribuyen en diferentes compartimentos intracelulares
y regulan el transporte entre organulos (Grosshans et al., 2006; Novick and Zerial,
1997, Zerial and McBride, 2001) (Fig. 8). Las proteinas de la familia Rab, al igual que
otras GTPasas, actian como conmutadores moleculares que ciclan entre un estado
activo (unido a GTP) y un estado inactivo (unido a GDP). Este intercambio estd también
controlado por GEFs, que inducen la uniéon de GTP, y por GAPs, que aceleran la
hidoélisis de GTP a GDP. Los Rabs también estdn regulados en su proceso de anclaje a
las membranas: las proteinas denominadas GDIs que se unen a los Rabs en su forma
unida a GDP, enmascarando su sitio de unidon a la membrana y manteniéndolo soluble
en el citosol. El anclaje a la membrana requiere la funcion de un factor que desplaza el
GDI (GDF), que disocia el GDI permitiendo a los Rabs unirse a membrana. Una vez
unidos a la membrana los Rabs pueden ser activados por los GEFs, para unirse a sus
efectores, ejerciendo sus funciones en la localizacion especifica determinada por estos
factores (Stein et al., 2003). Dentro de las funciones que se encuentran establecidas para
las proteinas de la familia Rab, destacaremos: el anclaje de vesiculas a su
compartimento de destino, la fusiéon vesicular, y la interaccion de vesiculas con

componentes del citoesqueleto.
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Figura 8. Mapa de la localizacion intracelular de
las diferentes proteinas Rab.
CCV: Vesiculas recubiertas de clatrina.
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(Adaptado de Zerial and McBride, 2001)

Estas proteinas Rab regulan el reclutamiento especifico de vesiculas a través
proteinas motoras a diferentes compartimentos, debido a su capacidad para determinar
especificidad de compartimento. Ademads, regulan los eventos de fusion vesicular con la
membrana receptora reclutando factores de anclaje, y determinan subdominios de

membrana mediante su interaccion con varios efectores para distribuir la carga.

GopRab
Switeh 1
'U‘ Switch 2
)

(Adaptado de Behina and Munro, 2005)

Figura 9. Reclutamiento de Rab GTPasas a membranas.
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2.2 La GTPasa Rabg

Rab8 es una GTPasa de la familia Rab que se expresa ubicuamente (Chavrier et
al.,, 1990), y estd implicada en la regulacion del transporte biosintético hacia la
membrana plasmatica. El gen de Rab8 fue aislado por primera vez de una libreria de
células MDCK (Marbin-Darby Canine Kidney), presentando una alta homologia con las
proteinas Yptl/Sec4 de levaduras que intervienen en diferentes pasos del transporte
vesicular, mas concretamente Yptl, implicado en el transporte desde el reticulo
endoplasmico (RE) hasta el Golgi, y Sec4, que controla los ultimos pasos de la ruta de
secrecion (Chavrier et al., 1990). Esta GTPasa se localiza en vesiculas que son dirigidas
desde la red del transgolgi (TGN) hasta la membrana plasmatica. Inicialmente Rab8 se
aislo como el gen MEL que se localizaba en una region del cromosoma 19, donde se
produce una translocacion asociada con una gran variedad de neoplasias incluyendo:
melanoma (Parmiter et al., 1986) y carcinoma de célula pequefia del pulmon (Whang-
Peng et al., 1986).

Rab8 promueve el transporte polarizado de membranas de nueva sintesis hacia la
membrana plasmatica en fibroblastos. La expresion ectdpica de esta GTPasa produce un
gran impacto en la morfologia celular, afectando de forma importante tanto al
citoesqueleto de actina como a los microtubulos. El mutante constitutivamente activado
de Rab8 (Rab8Q67L) promueve la desaparicion del centro organizador de microtubulos
MTOC (MicroTubules Organizing Center), disminuyendo la densidad de la red de
microtibulos en el cuerpo celular. Asimismo, Rab8Q67L promueve la desaparicion de
fibras de estrés, y la polimerizacion de actina cortical en zonas lamelares de nueva
formacion (Peranen et al., 1996).

Esta proteina ha sido poco estudiada en comparacion con otros miembros de la
familia Rab implicados en endocitosis y reciclaje, como son Rab5 y Rabll
respectivamente, cuya funcion estd bien caracterizada. Hasta el momento se han
descrito varios GEFs para Rab8, entre los que se encuentran Rabin8 (Hattula et al.,
2002) y MSS4 (Burton et al., 1994; Itzen et al., 2006; Knoblauch et al., 2007), y un
GAP: AS160 (Miinea et al., 2005). Con respecto a los efectores, se han descrito tres
proteinas que se unen a Rab8 en su estado activo (unido a GTP): (i) FIP-2 (Hattula and
Peranen, 2000), optineurina, una proteina inducible por TNF-a que une Rab8 a
Huntingtina modulando la morfologia celular; (ii) Rab8ip/GCK (Rab8 Interacting

Protein/ Germinal Central Kinase), (iii) y recientemente se ha descrito JFC-1, (Hattula
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et al., 2006), miembro de la familia de proteinas sinaptotagmina-like 1. Optinuerina es
la intermediaria en la uniéon de Rab8 a los filamentos de actina via Miosina VI
(Sahlender et al., 2005). La miosina VI es la encargada de transportar las vesiculas hacia
el extremo menos de los filamentos de actina (Wells et al., 1999). Esto permitiria el
transporte de vesiculas entre organulos intracelulares cortas distancias(Roberts et al.,
2004). Posiblemente una kinesina continuaria con el transporte de la carga para
transportarla distancias mayores hasta la membrana plasmatica. Se ha descrito que la
miosina VI se localiza en los lamelipodios de membrana en el frente de avance de
células migratorias, donde co-localiza con Rab8 (Geisbrecht and Montell, 2002).

Otro efector de Rab8, GCK, es una quinasa que se encuentra en la ruta de
activacion en respuesta a estrés. GCK se expresa principalmente en las células B de los
centros germinales, regulando algun paso dentro del transporte vesicular hacia la
superficie celular en respuesta a un estimulo como TNF-a (Zumoral Necrosis Factor o) ,
el cual se ha visto que aumenta la secrecion de vesiculas (Ren et al., 1996). Rab8 podria
activar esta quinasa de dos posibles maneras: de forma directa, o a través de su
reclutamiento a un lugar especifico de la membrana.

Dentro de las funciones celulares que se han visto relacionadas con la GTPasa
Rab8 se encuentran: el transporte de rodopsina a la membrana plasmatica en los
fotoreceptores de Xenopus (Moritz et al., 2001), y en el crecimiento de neuritas (Huber
et al., 1995). También se ha descrito que Rab8 regula el transporte de melanosomas
(Chabrillat et al., 2005; Chakraborty et al., 2003). Aunque inicialmente se implicé a
Rab8 en la ruta de transporte basolateral, recientemente se ha demostrado que ratones
deficientes en Rab8 mueren por fallos en la absorcion intestinal de nutrientes, debido a
deficiencias en el transporte apical de receptores a la membrana plasmadtica, claves en

este proceso (Sato et al., 2007),.
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I1. Objetivos
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo se centra en el estudio del papel de la

GTPasa Rab8 en procesos de migracion e invasion tumoral.

Con este fin analizaremos los siguientes puntos:

1. Implicacion de la GTPasa Rab8 en invasion tumoral. Papel en el transporte de
la metaloproteinasa de matriz MT1-MMP hacia estructuras invasivas durante el proceso

de invasion.

2. Relevancia de la GTPasa Rab8 en migracion tumoral, y su papel en la

regulacion de la polaridad celular y el reordenamiento del citoesqueleto celular.
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[11. Materiales y métodos
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1. CULTIVOS CELULARES

1.1 Tipos celulares y condiciones de cultivo

En este trabajo todos los experimentos se han llevado a cabo con lineas celulares
transformadas humanas. La mayoria de los estudios se han realizado en la linea celular
establecida de carcinoma de mama MDA-MB-231 (ATCC HTB-26).

También se ha trabajado con la linea tumoral 293T que a su vez es una sublinea
de las células 293 (células humanas de rifidén embrionario (HEK) transformadas con
adenovirus tipo 5, (ATCC CRL-1573)), asi como con la linea de fibrosarcoma humano
HT1080 (ATCC CCL-121). La linea de fibroblastos de raton embrionarios
(MEF)silenciada para p190 RhoGap nos fue cedida por el Dr. Miguel Angel del Pozo
(Grande-Garcia et al., 2007).

Las lineas celulares se han cultivado en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Gibco) suplementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino, Hyclone),
1% Penicilina/Estreptomicina (Gibco) y 0,1% Plasmocin (Invivo Gen). Las células se
han mantenido en incubadores a 37°C y 5% de CO..

Las células derivadas de tumores primarios fueron extraidas de muestras de
tumor frescas de endometrio y pulmén de pacientes mediante digestion enzimadtica
segin protocolo descrito por Allinen (Allinen et al., 2004) y se cultivaron en medio
HAMF10 (Gibco) suplementado con el 10% de suero fetal bovino (Hyclone), 1%

Penicilina/Estreptomicina (Gibco) y 0,1% Plasmocin (Invivo Gen).

1.2 Geles tridimensionales de colageno (3D-col I), matrices
bidimensionales (2D) y microesferas recubiertas de matriz
extracelular

Para los estudios realizados en geles tridimensionales de colageno, las células
(5x10° células) fueron embebidas en una mezcla de: solucion de colageno tipo I ( 2,4
mg/ml Coldgeno tipo 1 bovino (Col I) (Vitrogen, Palo Alto, CA, USA)),1X RPMI
(Sigma), 19mM HEPES (Gibco), 0,19% bicarbonato sédico (Sigma) y 5% de suero).Las
células fueron afiadidas a la solucién y posteriormente la polimerizacion de los geles fue
inducida manteniendo la mezcla 2 horas a 37°C y en una atmosfera al 5% de CO,.

Dependiendo del tipo de experimento que se llevase a cabo los geles se extendieron
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sobre placas MATTEK (Mattek Corporation) o LAB-TEK II (Nalgene Nunc
International) para estudios de célula viva, o en cubres de 12 mm para llevar a cabo
técnicas inmunofluorescencias.

Para los experimentos sobre superficies 2D (dos dimensiones) las células se
plaquearon sobre superficies recubiertas con colageno de cola de rata 1mg/ml (Roche
Diagnostics, Panzberg, Germany) o fibronectina (FN) (Sigma) a 20 pg/ml.

Las microesferas de poliestireno divinyl-benzeno (Duke Scientific Corporartion,
Palo Alto, CA, USA) se prepararon segin indicaciones del fabricante y se incubaron
con 0,5% BSA (Albumina de Suero Bovino), 100ug/ml Col I, 20pg/ml de FN, 1mg/ml
acido hialurénico (Sigma, St Louis, MO, USA) o TS2/16 Ab anti- integrina f1 durante
toda una noche. Tras un tratamiento de sonicacidn, para disgregar los agregados, las

microesferas se incubaron con las células a una proporcion célula: microesfera 1:40.

1.3. Transfeciones y plasmidos

Para llevar a cabo las transfecciones las células se crecieron hasta alcanzar el
70% de confluencia. Todas las transfecciones se realizaron con Lipofectamina 2000
(Invitrogen, Carlsbag, CA, USA), la proporcion fue de 2 pl de Lipofectamina por cada
pg de DNA, en un volumen de 500 pl de Optimem (Gibco).

Proteina Proteina Excitacion Emision

fluorescente Maxima (nm)  Méaxima (nm)

MTI1-MMP GFP 489 508 Dr. Arroyo
mRFP 584 607 Clonaje
Rab8 WT GFP 489 508 Dr. Mellman
Rab8 Q67L GFP 489 508 Dr. Mellman
mRFP 584 607
Rab8AC GFP 489 508 Dr. Mellman
Rab8-Mut mRFP 584 607 Clonaje
Ts045 VSV-G | YFP 514 527 Dr. Peppercok
Paxilina mRFP 584 607 Clonaje
Rabl1 GFP 489 508 Dr. Sheff
Rho N19 GFP 489 508 Dr. Del Pozo
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Proteina Proteina Excitacion Emision

fluorescente Maxima (nm)  Maxima (nm)

Rac N17 GFP 489 508 Dr. Del Pozo
Rho V14 GFP 489 508 Dr. Del Pozo
Rac V12 GFP 489 508 Dr. Del Pozo
CDC42 N17 GFP 489 508 Dr. Del Pozo

Tabla 1. Resumen de los plasmidos utilizados en este trabajo. Las construcciones denominadas “clonaje”
hacen referencia a plasmidos generados en la unidad de Microscopia Confocal y Citometria del CNIO.

Para la generacion de las lineas estables HT1080-GFP y HT1080-Rab8Q67L-
GFP (Green Fluorescente Protein) se transfectaron células HT1080 con los plasmidos
correspondientes y a las 24h se realizd una separacion basada en citometria de flujo de
aquellas células que tenian fluorescencia verde. A las 24 horas se les afiadi6 G418 a

0,5mg/ml y se mantuvieron en cultivo para su seleccion.

2. ESTUDIOS DE MICROSCOPIA

2.1 Estudios de microscopia en células fijadas

Las cé¢lulas, cultivadas en geles tridimensionales de colageno o sobre
cubreobjetos cubiertos o no por colageno o fibronectina, fueron fijadas con
paraformaldeido 4% durante 7 minutos y permeabilizadas con Triton X-100 0,5 X en
TBS. Posteriormente, los sitios de union inespecifica se bloquearon con TNB
(0,IMTris/HCL; 0,15M NacCl; 0,5% reactivo bloqueante (Boehringer Manhein)) a 37°C
durante 40 minutos a las concentraciones detallas en la Tabla 2. Las incubaciones con
los anticuerpos primarios fueron realizadas durante 40 minutos y seguidamente se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente marcado con fluorescencia
(Alexa 488 (verde), Cy3 (Rojo), Alexa 647 (Rojo Lejano)), durante 40 minutos. Los
cubreobjetos fueron sumerguidos brevemente en agua y situados sobre medio de
montaje (Mowiol (Calbiochem), Glicerol y agua conteniendo 2,5% de DABCO (1,4-
Diazabiciclo (2.2.2.) octano) (Sigma)). Las imagenes fueron obtenidas en un
microscopio confocal invertido Leica TCS SP2 AOBS y Leica TCS SP5 AOBS

utilizando objetivos de 63X Plan Apo 1.32 NA de inmersion en aceite.
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Proteina

Anticuerpo

Dilucidn

Proveedor

Vinculina Clon h-VIN-1 (Ascitis) Raton 1:200 Sigma-Aldrich
(Monoclonal)

F-Actina Alexa Fluor Faloidina546 | Amanita 1:40 Molecular Probes

Alexa Fluor Faloidina647 | phalloides

MTI1-MMP Lem -2/15 (Ascitis) Raton - Dr. Arroyo
(Monoclonal)

Rablla Anti-Rabl1la Conejo 1:200 Zymed
(Policlonal) Laboratories

Rab8a Anti-Rab8a Cabra 1:200 Santa Cruz
(policlonal)

Integrina 1 TS2/16 Raton - Dr. Sanchez
(monoclonal) Madrid

Receptor  de | L5.1 Raton - Dr. Sanchez

transferina (Monoclonal) Madrid

Colageno Clon Col-I (Ascitis) Raton 1:200 Sigma

Tipol (Monoclonal)

y-Tubulina GTU- 88 (Ascitis) Raton 1:200 Sigma
(monoclonal)

Tabla 2. Resumen de los anticuerpos primarios usados en este trabajo.

2.1.1 Captura de Transferrina/LDL y experimentos con Ts045 VSV-G

Células embebidas en geles tridimensionales de coldgeno (3D-Col 1) y

deprivadas de suero durante una hora, fueron incubadas durante una hora con Tf-Alexa

647 (20pg/ml) y dil-LDL (Low

dioctadecilindocarbociaina) (10ug/ml) a 37°C, para posteriormente

paraformaldehido al 4% y analizar mediante microscopia confocal.

Density Lipoprotein conjugada con 3,3'-

fijar con

Para los experimentos de colocalizacion de MT1-MMP con VSV-G, las células
MDA-MB-231 que habian sido previamente transfectadas MT1-MMP-mRFP y con
VSV-G-YFP se embebieron en geles 3D-Col 1. Ts045 VSV-G (Ts045 Vesicular
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Stomatitis Virus-Glicoprotein) se utiliza como marcador de la ruta biosintética y esta
sujeto a dos temperaturas de bloqueo, la incubacion durante toda la noche a 40°C,
acumula la proteina en el RE y su incubacionon a 20°C durante 2 horas permite la
salida del RE y posterior la acumulacion en la TGN . El bloqueo a 20°C se liberd
incubando las células a 32°C para permitir la rapida salida del TGN con direccion a la

membrana plasmatica (Ang et al., 2004).

2.1.2. Reclutamiento de vesiculas a microesferas recubiertas de
matriz extracelular

Para los estudios de reclutamiento de vesiculas, células MDA-MB-231 se
transfectaron previamente con: (i) MT1-MMP-mRFP y Rab8WT-GFP, Rab8Q67L-GFP
o Rab8AC-GFP; (ii) MT1-MMP-mRFP y FRNK-GFP, Rho N19-GFP, Rac N17-GFP o
Cdc42N17-GFP; (iii) RabSWT-GFP o Rab11-GFP.

Se obtuvieron imagenes mediante microscopia confocal y se analizd la
fluorescencia de MT1-MMP, Rab8 o Rab11 en una region circundante de la microesfera
y normalizando para los niveles de fluorescencia de MT1-MMP, Rab8 o Rabl1 en el
resto de la célula, determinado en tres regiones en zonas irrelevantes de la célula. La
fluorescencia relativa en la microesfera representa la razén entre la florescencia de la
microesfera/fluorescencia de zonas irrelevantes X 100, medido al menos en 10
microesferas por cada experimento. Para los estudios de reclutamiento, las células se
incubaron con o sin 10 pg/ml del anticuerpo bloqueante anti B1- integrina Lia 1/2 o con

un anticuerpo control BerEp4 10 pg/ml (antigeno epitelial humano).

2.1.3. Ensayos de degradacion de coldgeno

Las células se cultivaron sobre cubres recubiertos con colageno purificado de
cola de rata, (Roche Diagnostics) durante 48 horas para permitir la degradacion de la
matriz de colageno. Posteriormente se fijaron y se tifieron con un anticuerpo contra

colageno tipo I (Sigma).
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2.2 ESTUDIOS DE MICROSCOPIA EN CELULAS VIVA

Para realizar los estudios en célula viva las células se crecieron en diferentes
camaras, MATTEK (multipocillo o de un solo pocillo) o LAB-TEK (multipocillo). Los
microscopios utilizados para estos ensayos (Leica TCS SP2 AOBS, Leica TCS SP5
AOBS y Leica DMi6000) disponian de un incubador de temperatura y CO, para permitir
mantener una temperatura de 37°C en una atmoésfera al 5% de CO, durante todo el

experimento.

2.2.1. Estudios de trafico vesicular

Los estudios de trafico de vesiculas se llevaron a cabo en células MDA-MB-231
embebidas en geles tridimensionales de coldgeno y que habian sido previamente (24
horas) transfectadas con MT1-MMP-GFP o MTI-MMP-mRFP/Rab8-GFP y. Los
experimentos se llevaron a cabo usando un microscopio Leica TSC SP2 AOBS dotado
de un objetivo de 63X Plan Apo 1.32 NA de inmersion en aceite (Leica, Mannheim,
Alemania). El software LCS (Leica confocal Software) se utilizo para la adquisicion de
imagenes.

Asimismo, se utilizd un microscopio confocal Leica TCS SP5 AOBS con un
escaner resonante de alta velocidad para los estudio de la dinamica vesicular de MT1-
MMP-GFP hacia estructuras invasivas.

Para estudiar el trafico de vesiculas de MTI1-MMP hacia microesferas
recubiertas de coldgeno, células MDA-MB-231 que expresaban MT1-MMP-GFP se
incubaron durante 1 hora con microesferas previamente recubiertas de colédgeno.
Posteriormente se adquirieron imagenes cada 16 segundos en un microscopio Leica
TCS SP2 con un objetivo de 63X Plan Apo 1.32 NA de inmersion en aceite (Leica,

Mannheim, Alemania).

2.2.2 Experimentos de fotoblanqueamiento

Una combinacion de las técnicas de FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) y FLIP (Flourescence Lose /n Photobleaching) se llevo a cabo en un

microscopio Leica TCS SP2 AOBS usando el software “Leica Confocal Software”.
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Células que expresaban MT1-MMP-GFP embebidas en matrices de 3D-Col I se
sometieron al siguiente protocolo de fotoblanqueamiento: 1) Pre-blanqueamiento
(obtencion de 3 imédgenes excitando con la linea 488 del laser de Argon, con el AOTF al
20% de intensidad de toma de imdgenes) 2) Blanqueamiento y adquisicion en dos
regiones diferentes ( zona de membrana y la region submembrana adyacente) usando
una potencia de excitacion, de la linea 488 del laser de Argoén, del 100% AOTF en
ambas regiones y del 20% AOTF para la toma de imagenes en el resto del campo 3)
Post-blanqueamiento. Durante el postblanqueamiento, la region de FRAP se excit6 con
una intensidad de la linea de laser de Argon 488 del 20 % AOTF para la toma de
imagenes, mientras que la region de FLIP se mantuvo en condiciones de blanqueo
continuo, es decir, excitando con un 100% de AOTF.

Para procesar los datos obtenidos de los experimentos de FRAP-FLIP se
realizaron 3 correcciones: 1) Substraccion de ruido de fondo en la imagen, 2) correccion
para el fotoblanqueo debido a la adquisicion y 3) la normalizacion. Para la correccion
del fotoblanqueo cada punto se multiplico adquirido en la region de FRAP por el
cocinete Fprecell/Finfeen, donde Fprecent €s la intensidad de toda la célula en el pre-
blanqueamiento, y Fineen €5 la intensidad en el fotoblanqueamiento (en la célula entera
menos la region de quemado) en cada punto. Se uso la normalizacion de Siggia (Siggia
et al., 2000) donde cada valor obtenido en la region de andlisis durante el experimento
es dividido por el primer valor adquirido en el experimento, que es el valor de esa

region en el preblanqueamiento.

3. ESTUDIOS DE MIGRACION E INVASION

3.1 Ensayos de invasion y quimiotaxis

Los ensayos de invasion se llevaron a cabo usando camaras de Boyden
modificadas, camaras “Transwell”, de 8um de tamafio de poro (Corning Costar Cor.).
La parte inferior de la membrana porosa de la camara fue recubierta con 3mg/ml Col I
para los estudios de invasion y con 20ug/ml de FN para los estudios de quimiotaxis. Las
células (5 x 10* células por pocillo) se depositaron en la parte superior de la cdmara y se
mantuvieron durante 48h a 37°C para permitir su transmigracion hacia la parte inferior
que contenia medio con el 10% FBS en los estudios de invasion, o bien medio sin suero

con 10uM de EGF (Epidermal Growth Factor) (RD System) para los estudios de
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quimiotaxis. Posteriormente se contaron las células de la parte inferior y superior de la
membrana en 4 campos elegidos al azar. Las células invasivas (ensayos de invasion) o
células migrantes (ensayos de quimiotaxis) fueron cuantificadas como el porcentaje de
células que han atravesado la membrana con respecto del total de células contabilizadas
en la parte superior e inferior.

En los ensayos de invasion las células se mantuvieron durante 48 horas a 37°C
para permitir su transmigracion hacia la parte inferior de la membrana en presencia de
un isotipo control IgG (10 pg/ml) o en presencia de un anticuerpo bloqueante anti-MT1-

MMP (10pg/ml) (Lem-2/15) (Galvez et al., 2002).

3.2. Ensayos migracion aleatoria sobre matrices 2D

Las células fueron cultivadas sobre superficies (MATTEK multipocillo)
recubiertas con FN (20 pg/ml) a igual dilucion en las diferentes condiciones. Se
eligieron 5 campos al azar, donde se obtuvieron imagenes de fluorescencia cada 10
minutos durante 16 horas, utilizando un microscopio Leica DMI16000 equipado con una
camara CCD (Charge-Coupled Device) DFC350FX (Leica, Mannheim, Germany) y
con un objetivo de 20X HC-Plan APO 0.7 N.A. Las trayectorias individuales de cada
célula, en cada una de las condiciones se analizaron utilizando el software Imaris

(Bitplane AG, Zurich, Suiza).

3.3. Ensayos de cierre de herida

Las células fueron crecidas hasta confluencia en camaras LAB-TEK de 4
pocillos. En cada monocapa se realizaron diversas heridas rayando con una punta de
pipeta de 0,1-2uM. El cierre de heridas se monitorizo, mediante la adquisicion de
imagenes cada 15 minutos durante 16 horas, en un microscopio Leica DMI6000
equipado con una camara CCD DFC350FX (Leica, Mannheim, Germany), con un
incubador de temperatura y CO;, y con un objetivo HCPL Fluorar 5X/0.15 NA. La
superficie de la herida cubierta por la monocapa de células fue calculada mediante el
posterior andlisis de las imdgenes obtenidas utilizando el software LAS AF (Leica). El
porcentaje de cierre se cuantifico como el area cubierta cada hora referida al area total

de la herida.
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4. DETERMINACION DE LA POLARIZACION CELULAR

Para estudiar la polarizacion celular estudiamos la polarizacion del MTOC
(Centro organizador de Microtibulos). Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de
12mm y una vez alcanzada la confluencia las monocapas se rayaron con una punta de
pipeta. 2, 4, 6 y 8 horas después, fueron fijadas. Después se realiz6 la
inmunofluorescencia marcando para y-tubulina. Para realizar un analisis cuantitativo las
células de la primera fila fueron segmentadas en dos regiones. Una entre el nticleo y la
superficie de la monocapa, y el resto de la célula. Las células que presentaban el MTOC
localizado en la primera region, donde se sitGa la herida, se contabilizaron como

positivas. (Fig. 1)

Herida

Figura 1. Diagrama del criterio usado para
determinar la orientacion del MTOC.

Centrosoma no
orientado

5. SILENCIAMIENTO GENICO

Para el disefio de shRNAs para los genes Rab8 y Rabll se utilizaron los
algoritmos disponibles en diferentes webs http://side.bioinfo.ochoa.fib.es/ y
www.Invitrogen.com. Se utilizaron 3 secuencias diferentes para silenciar cada uno de
estos genes. Para silenciar Rab8 se eligieron las siguientes secuencias: Rab8 (1): 5’-
GAGAATTAAACTGCAGATA-3’, Rab8 (2): 5>-GGAACTGGATTCGCAACATTG-
3’ y Rab8 (3):5°GCTCGATGGCAAGAGAATTAA-30), y para silenciar Rall:Rabl1
(1):5°AAGAGCACCATTGGAGTAGAGTT3’,Rab11(2):5°GTACGACTACCTCTTT
AAA-3’ y Rabll (3) : 50-GCAACAATGTGGTTCCTATTC-3".
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5.1 Transduccion retroviral para la generacion de lineas estables

silenciadas para Rab8 y Rabl1

Los shRNAs se clonaron dentro del vector retroviral MSCV Pig, una version
modificada de MSCV-Puro (Clonetech), que contiene GFP como reportero de la
expresion del shRNA. La transduccion retroviral se llevo a cabo usando retrovirus de
alto titulo generados por la transfeccion transitoria de la linea celular empaquetadora
293T. Para generar las particulas virales, 5x10° células 293T se transfectaron con 10 pg
del plasmido que expresa las proteinas gag, pol, env amfotréfico (denominado pCL-
Ampho) mas 10 pg de los pldsmidos que contenian los diferentes shRNAs para Rab8 y
Rabll.

Veinticuatro horas después, se realizo la infeccion en células receptoras (MDA-
MB-231) que habian sido previamente sembradas. Para la infeccién se recogio el
sobrenadante de las células empaquetadoras, se filtro a través de un filtro de 45uM y se
reemplazo el medio de las células receptoras por el sobrenadante con los retrovirus de
las células empaquetadoras. A este sobrenadante viral se le afiadid polibreno para
aumentar la eficiencia de la infeccion. Tras realizar 3 infecciones, las células fueron
seleccionadas en presencia de puromicina (0,5ug/ml) durante 5 dias y aquellas que
expresaban GFP se separaron mediante citometria de flujo para obtener lineas estables
que expresaban establemente los diferentes sShRNAs.

Para los experimentos de rescate del fenotipo inducido por shRNARab8 (1), 4
mutaciones silenciosas se introdujeron en la secuencia diana del shRNA (1) de Rab8
(nucleotidos 165-183). La secuencia final mutada de Rab8
(AGGATTAAGTTGCAAATA) se obtuvo por PCR y se subclono dentro del vector
mRFP. El plasmido Rab8-Mut-mRFP se trasfectd en las células silenciadas para Rab8
con el shRNA Rab8 (1).

5.2. Silenciamiento transitorio de Rabg

El shRNA se clono en el vector pEntry/D-TOPO y posteriormente se transfirid,
usando la tecnologia Gateway (Invitrogen), al vector de expresion de mamiferos
pA90.GFP-Neo.GT que lleva como reportero de expresion la proteina GFP. La
secuencia que se disefio para el RNA fue 5’-GAGAATTAAACTGCAGATA-3’. Estos
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vectores, con shRNA y el cotrol pA90 se transfectaron en células MDA-MB-231 seglin

protocolo descrito.

6. TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE SRC QUINASA, MEK,
P38, INK Y PI3K

El inhibidor de Src (PP2) y (SU-6656), asi como su control negativo (PP3),
(Calbiochem), de MEK (PD-98059) (Calbiochem), de p38 (SB-203580) (Calbiochem),
de JNK (SP-600125) (Calbiochem), y de PI3K (Ly-294002) (Calbiochem), fueron
disueltos en DMSO y almacenados a 4°C o -20°C (SU-6656, PD-98059, SB-203580,
SP-600125). Las concentraciones con las células de cada reactivo estan especificadas en

los pies de figura de cada experimento.
7. ENSAYO DE DESENSAMBLAIJE DE ADHESIONES FOCALES

Células MDA-MB-231 silenciadas para Rab8 o células control se cultivaron
sobre cubres de 12 mm recubiertos de FN. Se trataron con 10uM de nocodazol durante
4h para producir la despolimerizacion de los microtiibulos. Después, se retiro la droga
para permitir la repolimerizacion de los microtibulos. Las células se fijaron y
permeabilizaron a los diferentes tiempos indicados, permitiendo la repolimerizacion de
los microtubulos. Posteriormente las células se analizaron por técnicas de

inmunofluorescencia.

8. ENSAYOS BIOQUIMICOS

9.1 Analisis de proteinas

Los extractos celulares se prepararon lisando las células en tampdn de lisis
(50mM Tris pH 7,4; 150mM NaCl, ImM EDTA, 1% Triton, 2mM Cl,Mg),
suplementado con inhibidores de proteasas (cocktail inhibidores de proteasas, Roche).
La cantidad de proteina presente en cada muestra se midio usando el “BioRad DC
Protein Assay Kit”. Un total de entre 30 a 50 pg de proteina se resolvid en geles SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis) preparados al
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15% que posteriormente, fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las
membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en PBS con Tween 0,2% y
finalmente la deteccion de proteina se realizo usando el anticuerpo primario
correspondiente (Ver tabla 3). El andlisis por fluorescencia se realizo revelando con
anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos Alexa 680. La cuantificacion de

la fluorescencia se llevo a cabo en el sistema Odyssey Infrared.

Proteina Anticuerpo  Origen Dilucion  Proveedor

Rab8a Anti-Rab8a | Cabra (Policlonal) 1:200 Santa Cruz

Rablla Anti-Rabl1a | Conejo (Policlonal) 1:500 Zymed
Laboratories

a-Tubulin DM la Raton (Monoclonal) | 1:10000 Sigma

Racl UBI#05-389 | Raton 1:1000 Upstate

Tabla3. Resumen de los anticuerpos utilizados en Western Blott.

9.2 Ensayos de “pull-down”

Para los ensayos de pull-down de Rac, células HT1080 que expresaban GFP o
Rab8Q67L-GFP se plaquearon sobre FN durante 4h, para después deprivarlas de suero
durante una hora y finalmente estimularlas con 50nM EGF durante 30 minutos
adicionales. Las células se lisaron en tampon de lisis (NP40 0,5%, Tris/Cl Ph=7 50mM,
Glycerol 10%, NaCl 500mM, MgCl, 1mM, Leupeptina/Aprotinina 10 pg/ul, PMSF
ImM, EGTA 1mM, GST-PBD 20 pg por muestra). Los lisados se transfirieron a tubos
que se centrifugaron a velocidad maxima durante 10 minutos a 4°C. Un volumen
equivalente de cada muestra se transfirio a los tubos con microesferas de Glutation
Sepharosa, que se incubaron otros 30 minutos en hielo. Después se lavaron 3 veces con
50mM Tris 7.2, 150mM NacCl, 1% TritonX-100 e inhibidores de proteasas. Luego las
muestran se resolvieron en geles al 13% SDS-PAGE vy se revelaron con los anticuerpos

primarios y secundario (Anti-raton HRP (Horseadish peroxidase)) correspondientes.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores numéricos representan la media + el error estandar. La
significancia estadistica comparando diferentes condiciones se analizaron usando el
prueba T de Student. P<0,05 se tomo como limite de significancia estadistica (*/#

P<0,05; “*P<0,01;""**P<0,001).
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V. Resultados
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Cuando las células migran a través de los tejidos, la matriz extracelular genera
una serie de barreras que impiden el avance de las mismas. Los geles tridimensionales
de colageno tipo I (3D-Col I), que mimetizan el entorno fisioldégico de la célula,
representan un modelo para estudiar la invasion celular, ya que las estrategias de
migracion celular son muy parecidas a las que se producen cuando la célula se
encuentra invadiendo un tejido. Es en este contexto tridimensional, donde el
procesamiento de la matriz extracelular juega un papel fundamental para permitir a las
células migrar, por lo que la utilizacion de este modelo de invasion es clave para el
estudio de metaloproteinasas, como MT1-MMP, proteinasa clave en la degradacion de
matriz. Con el fin de establecer un modelo que nos permita estudiar la invasion celular y
el papel de MTI-MMP en un contexto mas fisiologico, se desarrolld un modelo de
células embebidas en 3D-Col I, donde se estudid la localizacion y dindmica de dicha
enzima mediante técnicas de imagen.

A continuacion, describiremos los resultados que corresponden con el primer
objetivo planteado: estudiar la regulacion del transporte de MT1-MMP hacia las

estructuras invasivas.

1. MTI-MMP SE REDISTRIBUYE A LAS ESTRUCTURAS
INVASIVAS DURANTE LA INVASION TUMORAL

Se transfectaron células MDA-MB-231 con MT1-MMP-GFP y se embebieron
en geles tridimensionales de coldgeno (3D-Col I). Mediante microscopia confocal
de célula viva se estudio la actividad y dindmica de MT1-MMP durante la invasion
tumoral. Como se observa en la figura la, las imagenes de fluorescencia (verde) y
reflexion (azul) muestran la distribucion de MT1-MMP en zonas de adhesion a las
fibras de coldgeno y en la membrana plasmatica, asi como la subsiguiente degradacion
de las fibras durante el avance de la célula (Fig. la, y Video 1, ver Anexo II para pies de
figura de los videos).

La distribuciéon de MT1-MMP enddgeno se estudid, mediante el marcaje por
inmunofluorescencia, tanto en células de la linea transformada de carcinoma de mama
MDA-MB-231, como en células primarias de carcinoma endometrial. El marcaje se
realizd6 con un anticuerpo especifico anti-MT1-MMP (Lem-2/15), lo que reveld la
localizacion de esta metaloproteinasa en las zonas de protrusion de membrana en

contacto con la matriz de colageno (Fig. 1by 1c).
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Se usaron Unicamente células que expresaban altos niveles de MT1-MMP-GFP
para monitorizar la actividad de MT1-MMP durante la invasion tumoral, ya que
producen una gran destrucciéon de la matriz extracelular, mostrando claramente que
MT1-MMP-GFP mantiene su actividad de degradacion proteolitica. Sin embargo, el
resto de experimentos se realizaron con células que expresaban niveles reducidos de
MT1-MMP-GFP, situacién que se asemeja mas a las condiciones fisiologicas. Esto se
llevo a cabo eligiendo células con poca intensidad de emision de fluorescencia de GFP,
que producian una degradacion puntual, no masiva, de las fibras de colageno durante el

proceso invasivo.

t=0 min t= 10 min t= 25 min t= 40 min Figura 1. MT1-MMP se
=1 3 , acumula en lo sitios de
S| R degradacion de colageno
durante la invasion de
matrices tridimensionales
(3D-Col I). a) Superposicion
t=110 min de MT1-MMP-GFP (verde) y
la reflexién de las fibras de
colageno (azul) obtenidas a
los tiempos indicados durante
un experimento de
microscopia de célula viva.
(Video 1). b) y ¢
Localizacion de MT1-MMP
endégeno en células MDA-
MB-231 'y en células
primarias de  carcinoma
endometrial embebidas en
3D-Col L.
b) Superposicion de
fluorescencia de de MTI-
MMP (verde) y las fibras de
colageno (azul) obtemdas por reflexion. €) Superposicion de contraste de tases e imagene de
fluorescencia. Los recuadros dentro de las imagenes muestran los sitios de anclaje a fibras de
colageno donde se acumula MT1-MMP-GFP o MT1-MMP (puntas de flecha).

2. EL TRAFICO INTRACELULAR COMO RESPONSABLE DEL
RECLUTAMIENTO DE MTI-MMP A PUNTOS DE ANCLAJE AL
COLAGENO

2.1 Microscopia de célula viva para visualizar el trafico intracelular
de MT1-MMP

La localizacion de MT1-MMP en estructuras invasivas ya ha sido descrita
previamente (Lehti et al., 2000; Mori et al., 2002; Nakahara et al., 1997), sin embargo,

los mecanismos responsables de esta distribucion en la superficie celular no han sido
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establecidos. Con el fin de estudiar la localizaciéon subcelular de MT1-MMP se
embebieron células MDA-MB-231, que expresaban MTI1-MMP-GFP en geles de
colageno. Como se puede observar en la figura 2a, MT1-MMP se localiza en
compartimentos submembranosos de vesiculas que se acumulan en 4reas subyacentes a
estas estructuras invasivas. Se obtuvo una clara evidencia del reclutamiento de MT1-
MMP hacia estas estructuras cuando se monitoriz6 la formacién de un nuevo evento
protrusivo, como podemos observar en las imagenes tomadas a diferentes tiempos que
se presentan en la figura 2a y en el Video 2. El anclaje de la célula a las fibras de
colageno se ve acompafiado del reclutamiento de vesiculas de MTI-MMP hacia este
area submembranosa, seguido de la acumulacién local de MT1-MMP en la zona
protrusiva de membrana. La visualizacion de trayectorias individuales de vesiculas
positivas para MT1-MMP-GFP mediante el uso de microscopia confocal de alta
velocidad reveld una elevada complejidad de este trafico vesicular. Estos experimetos
nos permitieron observar un transporte de vesiculas (sefialadas con flechas) desde estos

compartimentos internos hasta la zona de polarizacion (Fig. 2b, y Videos 3 y 4).

Figura 2. Reclutamiento de
vesiculas de MT1-MMP
hacia los puntos de contacto
con la matriz de colageno
en células MDA-MB-231. a)
Microscopia confocal in vivo
de células MDA-MB-231
transfectadas con  MTI-
MMP-GFP. La superposicion
de la fluorescencia (verde)
con el contraste de fases
(rojo) muestra la morfologia
celular y la distribucion de las
fibras de colageno, adquiridas
a diferentes tiempos. Las
puntas de flecha muestran un
nuevo contacto entre la
membrana celular y la red de
fibras de colageno, donde se
observa el sucesivo
reclutamiento de vesiculas.

T= 180 seg

microscopia de alta velocidad. Las imagenes muestran la localizacion de MT1-MMP-GFP (verde) y la
superposicion con las fibras de colageno (azul) adquiridas en diferentes planos y en diferentes tiempos
(las imagenes se tomaron cada 1s, superior; cada 900 ms, inferior).
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2.2. Experimentos de FRAP-FLIP

Se ha propuesto que el transporte de MT1-MMP hacia las estructuras invasivas
estda mediado por CD44, que transportaria la metaloproteinasa por la membrana (Kajita
et al., 2001; Lehti et al., 2000; Mori et al., 2002). Sin embargo, nuestros experimentos
de microscopia realizados en célula viva, sugieren que el trafico intracelular de
vesiculas es el responsable de la acumulacion de MT1-MMP en las estructuras
invasivas (Fig. 2). Llevamos a cabo experimentos de FRAP (recuperacion de la
fluorescencia después del fotoblanqueamiento) con el fin de desvelar la dependencia del
aporte de las vesiculas de los compartimentos intracelulares, a la vez que realizdbamos
FLIP (pérdida de fluorescencia durante el fotoblaqueamiento). Fotoblanqueamos la zona
de la membrana plasmatica anclada a coldgeno, estudiando posteriormente la
recuperacion de la fluorescencia en esta region denominada FRAP, mientras
realizabamos fotoblanqueamiento continuo en el compartimento submembranoso
adyacente o region FLIP (Fig. 3). A diferencia de las zonas laterales de la célula, donde
se pudo observar recuperacion de la fluorescencia en la membrana plasmatica, en las
estructuras invasivas no se producia esta recuperacion (Fig. 3g-k). Demostrando que la
difusion de MTI-MMP de membrana, hacia las zonas invasivas, se encuentra
comprometida y el trafico intracelular es el responsable de la acumulacion de la

metaloproteinasa en estas estructuras.

Figura 3. Experimentos de
FRAP/FLIP en células que expresaban
MT1-MMP-GFP revelan como el
trafico vesicular a las zonas invasivas
es el responsable de acumulacion de
MT1-MMP en estas zonas. Las
imagenes muestran el pre-
blanqueamiento, blanqueamiento y post-
blanqueamiento en la  membrana
plasmatica (region FRAP) durante la
continua eliminacion de fluorescencia en
los compartimentos submembranosos
(region FLIP) en una zona lateral de la
célula (g-K) o en el frente invasivo (G-
K). La cuantificacion de la recuperacion
de fluorescencia en la region de FRAP
en la zona lateral e invasiva se representa
en las graficas (fy ).

Lateral

Post-blangueamient 1

Zona Invasiva

Post-blanqueamiento 3
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3. IMPLICACION DE LA ADHESION VIA INTEGRINAS EN EL
RECLUTAMIENTO DE MT1-MMP

3.1. Papel de la matriz extracelular

Con el fin de estudiar el papel de la matriz extracelular en el trafico de MT1-
MMP realizamos experimentos con células MDA-MB-231 transfectadas con MT1-
MMP-GFP; estas células se incubaron con microesferas recubiertas con diferentes
componentes de matriz extracelular. Este ensayo de reclutamiento de MT1-MMP a
microesferas mimetiza la generacion de un nuevo punto de unidon de la célula y la
matriz. En experimentos de microscopia en célula viva (Fig. 4a y Video 5) se pudo
detectar un aumento de fluorescencia de MTI1-MMP en la zona adyacente a la
microesfera de coldgeno. Este reclutamiento, sin embargo, no se detecté en células
incubadas con microesferas recubiertas de BSA (Albumina de suero bovino) utilizadas
como control. En experimentos de microscopia confocal de célula viva se pudo observar
un reclutamiento activo de vesiculas hacia la zona de contacto con la microesfera (Fig.
4a y Video 5). Para indagar en las claves que inducen este reclutamiento se incubaron
microesferas recubiertas de BSA, fibronectina (FN), anti-B1 Ab (TS2/16) o colageno
tipo I (Col I), con células MDA-MB-231 que expresaban MTI1-MMP-GFP.
Posteriormente, las células se fijaron y se analizaron mediante microscopia confocal,
como se describe en la seccion de materiales y métodos. El andlisis cuantitativo
demostr6 que el coldgeno, la FN o los anticuerpos que promueven la agrupacion de la
integrina B1 (TS/216) inducian el reclutamiento de vesiculas de MT1-MMP hacia la
microesfera. Ademas, el reclutamiento de MT1-MMP inducido por colageno se pudo
bloquear incubando previamente las células con anticuerpos inhibidores de la funcién
de integrina B1 (Lial/2) (Fig. 4c), no asi cuando las células se incuban con un
anticuerpo control (BerEp4). Estos resultados demuestran que el reclutamiento de
vesiculas hacia las zonas en contacto con la matriz estda mediado por los procesos de

adhesion via integrinas.
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MT1-MMP LUZ TRANSMITIDA SUPERPOSICION
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Figura 4. Reclutamiento de MT1-MMP a microsferas recubiertas con colageno. a) Microesferas
recubiertas de colageno se incubaron con células MDA-MB-231 que expresaban MT1-MMP-GFP. Se
obtuvieron imagenes de fluorescencia en 4 planos de la célula cada 16 segundos usando microscopia
confocal en célula viva. La proyeccion maxima de las imagenes correspondientes a los diferentes planos,
obtenidos a los tiempos indicados, muestra el reclutamiento de las vesiculas hacia la microesfera. Las
puntas de flecha muestran las vesiculas siendo reclutadas hacia la microesfera. . b) Células MDA-MB-
231 que expresan MT1-MMP-GFP, se crecieron sobre cristal, y se incubaron con microesferas recubiertas
de Col I o BSA durante 1h, para posteriormente fijar y analizar mediante microscopia confocal. Se
muestran imagenes de fluorescencia, transmision de contraste de fases y la superposicion de ambas. €)
Cuantificacion del reclutamiento de vesiculas de MT1-MMP-GFP a microesferas recubiertas de
diferentes componentes de matriz extracelular. La comparativa estadistica se refiere a los diferentes

recubrimientos de la microesfera con el control BSA (*), o al tratamiento con el anticuerpo anti-MT1-
MMP comparado con el control BSA (#).

18216 Coll

3.2. Rutas de senalizacién implicacién en el transporte de MTI-
MMP

Con el fin de explorar las rutas de sefializacion implicadas en la movilizacion de
MTI-MMP hacia estructuras invasivas realizamos experimentos de reclutamiento de
MT1-MMP hacia microesferas recubiertas de Col 1. Utilizamos células MDA-MB-231
que expresaban MT1-MMP-GFP tratadas previamente con inhibidores especificos para
diferentes quinasas. El bloqueo de la actividad de Src, tanto con el inhibidor PP2, como
con el inhibidor SU-6656, asi como la inhibicion de PI3K con el inhibidor Ly-294002,
produjeron una notable disminuciéon en el reclutamiento de MTI-MMP hacia
microesferas de coldgeno (Fig. 5a). Este reclutamiento, sin embargo, no fue bloqueado
con inhibidores de la ruta de las MAP quinasas: MEK, p38 y JNK (PD-98059, SB-
203580, SP-600125, respectivamente), descartando su posible implicacion en el trafico
de MT1-MMP.

Las GTPasas de la famila Rho estdn implicadas en la polarizacion celular

(Ridley, 2001). Los mutantes inactivos de estas GTPasas se han utilizado como
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herramienta para bloquear la actividad de estas GTPasas. Estos mutantes poseen una
mutacion puntual que les impide interaccionar con efectores una vez unidos a GTP. Se
unen a GEFs de la célula y forman un complejo inactivo, secuestrando estos GEFs, lo
que impide la activacion de las GTPasas endogeneas (Feig, 1999). Se transfectaron
células que expresaban MT1-MMP-mRFP con los dominantes negativos de Rho, Rac,
Cdc42 o con el mutante inactivo de FAK (FRNK, FAK Related Non-Kinase Domain).
El reclutamiento de MT1-MMP hacia microesferas recubiertas de Col I se bloque6 con
los dominantes negativos de Rho, Rac y FAK, pero no de Cdc42 (Fig. 5b). Estos datos
revelan la implicacion del modulo FAK/Src, asi como de las GTPasas Rho y Rac, en el

trafico polarizado de MT1-MMP hacia estructuras invasivas.
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Figura 5. Rutas de sefializacién implicadas en el trafico de MT1-MMP inducido por la adhesién a
microesferas de coladgeno. a) Células transfectadas con MT1-MMP-GFP fueron previamente tratadas o
no con inhibidores de Src: 1uM SU-6656, 5 uM PP2, o 5 uM del control inactivo, PP3; inhibidores de
MAPK: 25 uM PD-98059, 10 uM de SB-203580, 20 uM SP-600125, especificos para MEK, p38 y JNK
respectivamente, y Ly-294002 (30 uM) como inhibidor de PI3K. b) Células MDA-MB-231 se
transfectaron conjuntamente con MTI-MMP-mRFP y GFP, o con los dominantes negativos de FAK,
Rho, Rac, Cdc42 unidos a GFP (FRNK-GFP, Rho N19-GFP, Rac N17-GFP o Cdc42 NI17-GFP
respectivamente). Las células se incubaron con microesferas recubiertas de colageno, la fluorescencia
relativa alrededor de la microesfera se normalizd para el fondo en 10-15 células de 3 experimentos
diferentes.

4. RUTA DE TRAFICO IMPLICADA EN EL TRANSPORTE DE
VESICULAS DE MT1-MMP EN CELULAS INVASIVAS

Para explorar la implicacion de la ruta biosintética en la exocitosis de
MT1-MMP a la membrana plasmatica se llevaron a cabo estudios de co-localizacion,
utilizando un marcador clasico de esta ruta: la glicoproteina del virus de la estomatitis
vesicular, VSV-G. Células MDA-MB-231 transfectadas con MT1-MMP-mRFP y VSV-
G-YFP se embebieron en 3D-Col I, y se incubaron a 40°C durante toda la noche, para

permitir la acumulacion de VSV-G en el reticulo endopldsmico (Ang et al., 2003).
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Después, se mantuvieron a 20°C durante dos horas con el fin de acumular la proteina en
la TGN. Finalmente, se transfirieron a una temperatura de 32°C que permite la salida de
VSV-G desde el TGN hacia la membrana plasmatica. Los estudios de microscopia
confocal mostraron una fuerte co-localizaciéon de VSV-G con MT1-MMP en vesiculas
que se translocan hacia zonas invasivas (Fig. 6a). Estos resultados siguieren que el
trafico biosintético exocitico esta implicado en el reclutamiento de MT1-MMP hacia
dichas estructuras invasivas.

El transporte biosintético de proteinas hacia la membrana plasmatica ocurre a
través de los endosomas de reciclaje (Ang et al., 2004; Futter et al., 1995; Leitinger et
al., 1995; Lock and Stow, 2005). Ademas, la ruta de reciclaje se ha propuesto como un
mecanismo para el reclutamiento de MT1-MMP hacia el frente de avance durante la
migracion celular (Remacle et al., 2003; Wang et al., 2004b). Estos datos nos hacian
suponer la implicacion de la ruta de reciclaje en el reclutamiento de MTI-MMP a la
membrana plasmatica. Células transfectadas con MT1-MMP-GFP se incubaron con
Transferrina-Alexa647 (Tf-Alexa647) y con LDL-594 (Low Density Lipoprotein)
durante 1h a 37°C para permitir su internalizacion. La transferrina (Tf) se internaliza
junto con el LDL por los endosomas tempranos, posteriormente el LDL sigue la ruta de
degradacion lisosomal, mientras que la transferrina es reciclada a la membrana
plasmatica. De esta forma, el marcaje con Tf y LDL permitié discriminar los
compartimentos de reciclaje y degradacion respectivamente. La ruta de trafico
implicada en el transporte de MTI-MMP a estructuras invasivas se analiz6 mediante
ensayos de co-localizacion de estos marcadores con MT1-MMP (Fig. 6b). En células
MDA-MB-231 embebidas en 3D-Col I MTI-MMP no se observo co-localizacion con
Tf, aunque si un elevado nivel de co-localizacion con LDL (Fig. 6b). Estos datos
resultan llamativos, ya que estudios previos habian demostrado la presencia de MT1-
MMP en compartimentos de reciclaje (Remacle et al., 2003; Wang et al., 2004b). Por
ello, estudiamos células mantenidas en las mismas condiciones experimentales que las
utilizadas en dichos estudios (en ausencia de sustrato). Estos estudios confirmaron los
datos previos, indicando que MT1-MMP se aloja en los compartimentos de reciclaje en
células cultivadas en ausencia de sustrato (Fig. 6). Los estudios de co-localizacion con
los marcadores de las diferentes rutas de trafico intracelular se realizaron a su vez con la
molécula MTI-MMP enddgena en células de tumores primarios de pulmén. Dichas
células se fijaron y tifieron mediante técnicas de inmunofluorescencia con marcadores

de las rutas de reciclaje, como el receptor de transferrina (TfRc) y Rabl1l. MT1-MMP
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mostraba co-localizacién con estos marcadores en células cultivadas en ausencia de
sustrato, no asi en 3D-Col I (Fig. 7). Estos datos confirmaron que MT1-MMP endogeno
se aloja en los compartimentos de la ruta biosintética en células invasivas, estando

ausente de los compartimentos de reciclaje.
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Figura 6. Co-localizacion de MT1-MMP con marcadores de las rutas biosintética, de reciclaje y de
degradacion. a) Colocalizacion de MT1-MMP-mRFP con VSV-G-YFP en geles 3D-Col L. Las puntas de
flecha muestran vesiculas positivas para MTI-MMP (rojo) y VSV-G (verde), en amarillo en la imagen
susperpuesta. Las fibras de coldgeno se muestran en azul (imagen de reflexion). b) Células MDA-MB-
231 se transfectaron con MT1-MMP-GFP y se embebieron en geles 3D-Col 1, o se crecieron en ausencia
de sustrato. Las imagenes muestran la localizacion de MT1-MMP (verde), Tf (azul), LDL (rojo) y la
superposicion de los tres. Los recuadros dentro de las imagenes muestran la superposicion de la
fluorescencia en pseudocolores verde/rojo, las flechas indican las vesiculas donde se observa co-
localizacion (amarillo). ¢ y d ) Cuantificacion de la co-localizacion de MT1-MMP con LDL y Tf. Los
histogramas en ) muestran la sefial de fluorescencia correspondiente a las imagenes en la figura 6b. El
codigo de color muestra las altas frecuencias en una gradacion amarillo a blanco, y las bajas frecuencias
en una gradacion de azul a negro. El porcentaje de co-localizacion de MT1-MMP con Tf y LDL se
muestra en la grafica d).
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MT1-MMP TfRc MT1-MMP Rab11

Figura 7. Co-localizacion de MT1-MMP con marcadores de las rutas de reciclaje en células
tumorales primarias. Células de carcinoma de pulmén se embebieron en geles 3D-Col I o se crecieron
en ausencia de sustrato, y se tifieron mediante técnicas de inmunofluorescencia para TfRc o Rab11 (rojo)
y para MT1-MMP (verde). Los recuadros dentro de las imdgenes muestran la superposicion de la
fluorescencia en pseudocolores verde/rojo, las flechas indican las vesiculas que co-localizan (en
amarillo).
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5. Rab8 PERO NO Rabll CO-LOCALIZA CON MTI-MMP EN
VESICULAS DE EXOCITOSIS, Y SE MOVILIZA POR LA ADHESION
A COLAGENO

La GTPasa Rab8 regula el transporte polarizado de proteinas de membrana
durante la formacion de protrusiones (Peranen et al., 1996), lo cual sugiere que podria
estar implicada en el transporte de MT1-MMP. Mediante estudios de co-localizaciéon en
células embebidas en 3D-Col I pudimos observar que ambas proteinas se localizan en
vesiculas intracelulares (Fig. 8a). Mediante estudios de microscopia confocal en célula
viva pudimos observar la presencia de MTI1-MMP en vesiculas Rab8-positivas
transportadas hacia el frente invasivo (Fig. 8b y Video 6). Sin embargo, no se observo la
co-localizacion de MT1-MMP con Rabll, en concordancia con los estudios de
inmunofluorescencia realizados con la molécula endoégena (Fig. 7). Ademas, las
vesiculas de MT1-MMP reclutadas a microesferas recubiertas de Col I muestran un
elevado porcentaje de co-localizacion de Rab8 y MT1-MMP (Fig. 8d). También
pudimos constatar una fuerte co-localizacion de Rab8 y MT1-MMP en los fragmentos
de membrana plasmatica, que son liberados por la célula durante la degradacion de la

matriz extracelular, y que quedan adheridos a misma (Fig. 8e¢). La deposicion de estos
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fragmentos de membrana plasmatica, causados por la liberacion exocitica de vesiculas,
ha sido relacionada con la retraccion de la parte posterior de la célula durante la
invasion tumoral (Friedl and Wolf, 2003; Mayer et al., 2004). MT1-MMP ha sido
descrita como una de las proteinas que se encuentra en los fragmentos liberados por
células endoteliales (Taraboletti et al., 2002). Estos resultados sugieren que, el trafico y
la fusion de vesiculas exociticas que transportan MT1-MMP hacia los puntos de
degradacion de matriz extracelular, estdn regulados por Rab8. Ademas, las microesferas
recubiertas de coldgeno fueron capaces de reclutar Rab8, pero no Rabl11, indicando que

la interaccion de la célula con la matriz de coldgeno (Fig. 8f) induce el trafico de

vesiculas mediado por Rab8, de igual forma que lo hacia con MT1-MMP.

Coll

Figura 8. Rab8 pero no Rab11 se co-distribuye con MT1-MMP durante el trafico vesicular hacia
estructuras invasivas. a) MT1-MMP-mRFP (rojo), Rab8-GFP (verde), y la superposicion de ambas
fluorescencias muestran la co-localizacion de ambas proteinas en vesiculas, que se puede observar
también en la imagen de pixeles de co-localizacion, que muestra en color blanco los pixeles donde hay
sefial de fluorescencia roja y verde. El histograma de colocalizacion de ambas proteinas se generd usando
el software de analisis IMARIS (Bitplane AG, Zurich, Switzerland). b y ¢) Experimentos de célula viva
en células MDA-MB-231 embebidas en 3D-Col I muestran la colocalizacion de MT1-MMP con Rab8 (b)
pero no con Rabl1 (c). d) Colocalizacion de Rab8-GFP y MT1-MMP-mRFP en zonas de la membrana
plasmatica que rodean a microesferas de coldgeno. €) Co-localizaciéon de Rab8-GFP y MT1-MMP-mRFP
en los fragmentos de membrana plasmatica que las células liberan durante la invasion, quedando
adheridos a la matriz de colageno (azul). f) Analisis del reclutamiento de vesiculas de Rab8 y Rabl1 a
microsferas recubiertas de colageno o de BSA.

Raba
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6. Rab8 REGULA EL TRAFICO DE MTI-MMP HACIA
ESTRUCTURAS INVASIVAS, LA DEGRADACION DE COLAGENO
Y LA INVASION DEPENDIENTE DE MT1-MMP

El papel de Rab8 en la regulacion de la actividad de MT1-MMP se evalud
mediante experimentos de reclutamiento de vesiculas en células que expresaban Rab8-
WT (wild-type), el dominante activado de Rab8 (Rab8Q67L), o el mutante
constitutivamente inactivo de Rab8 (Rab8 AC, que carece del sitio de prenilizacién, y
por tanto incapaz de localizarse en membrana) en sus formas fusionadas a GFP. El
reclutamiento de vesiculas MT1-MMP-mRFP a microesferas recubiertas de coldgeno se
indujo mediante la expresion del dominante activado de Rab8, no asi por Rab8 AC (Fig.
9a). La especificidad del papel de Rab8 se demostro examinando el reclutamiento de
CD44 a microesferas recubiertas de acido hialurdnico, el cual no se vié afectado por la

sobreexpresion de Rab8 (Fig. 9b).
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Figura 9. La activaciéon de Rab8 induce el reclutamiento de vesiculas de MT1-MMP, pero no de
CD44. a) Células MDA-MB-231 se transfectaron con MT1-MMP-mRFP y GFP, Rab8WT-GFP,
Rab8Q67L-GFP o Rab8AC-GFP, para analizar el reclutamiento de MT1-MMP a microesferas de
colageno. Las barras representan el porcentaje de fluorescencia alrededor de la microesfera, calculado en
10-18 microesferas de cada uno de los 3 experimentos independientes que se realizaron. b) Células
MDA-MB-231 se transfectaron con CD44-mRFP y con GFP, Rab8WT-GFP, Rab8Q67L-GFP, Rab8AC-
GFP, Pa90-GFP o shRNARab8-GFP. Las células se incubaron durante 1h con microesferas recubiertas de
BSA o de acido hialurénico (HA). Las barras representan el porcentaje de intensidad de fluorescencia de
CD44-mRFP calculado en 10-18 células en 3 experimentos independientes. ¢) Reclutamiento de CD44 a
microesferas recubiertas de acido hialuronico. El asterisco indica la localizacion de la microesfera.
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Ademas, se llevaron a cabo ensayos de invasion en cdmaras transwell
recubiertas de 3D-Col 1 en su parte inferior. Estos mostraron como Rab8WT vy
Rab8Q67L inducian un incremento de la invasion celular; mientras que Rab8 AC era
incapaz de promover la invasion (Fig. 10a). La degradacion de coldgeno se estudid en
c¢lulas que habian sido cultivadas sobre superficies recubiertas de coldgeno, y que
expresaban los diferentes mutantes de Rab8. Se observd como, tanto la sobreexpresion
de Rab8WT, como su activacion (Rab8Q67L), inducia la degradacion de colageno tal
como se revelo tras teiir la superficie de colageno con anticuerpos anti-colageno (rojo)
(Fig. 10b). El bloqueo de la actividad de MT1-MMP con anticuerpos anti-MT1-MMP
(Lem-2/15) disminuy6 significativamente la invasion y la degradacion de colageno
inducida por Rab8, indicando la dependencia de MT1-MMP endogeno en este proceso.
Estos estudios demuestran el papel de Rab8 en la regulacion del transporte de MT1-

MMP hacia la membrana y en su actividad colagenolitica e invasiva.
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Figura 10. La activacién de Rab8 induce la invasion y degradacién de colageno dependiente de
MT1-MMP. a) Células MDA-MB-231 se transfectaron con GFP, MT1-MMP, o los diferentes mutantes
de Rab8, y se analizaron en ensayos de invasion en presencia o ausencia de un anticuerpo bloqueante de
MT1-MMP (Lem-2/15). Las barras representan el porcentaje de células que han invadido la matriz de
colageno en siete experimentos diferentes, contando cuatro campos por cada experimento. b) Células
MDA-MB-231 se transfectaron con GFP, MT1-MMP, o los diferentes mutantes de Rab8, y se crecieron
sobre superficies recubiertas de coldgeno (2D-Col I) en presencia o ausencia de un anticuerpo bloqueante
de MT1-MMP (Lem-2/15); después de fijaron y marcaron con un anticuerpo anti-colageno para evaluar
la degradacion de colageno. Las imagenes muestran la superposicion del marcaje del colageno (rojo) y la
expresion de los diferentes plasmidos (verde). El analisis estadistico muestra la comparativa con los
valores de invasion del control (GFP) (*), y la comparativa entre el control tratado con isotipo IgG o con
Lem 2/15 (#).(*P<0.05; " P<0.01;**** p<(.001).

Se llevaron a cabo estudios de silenciamiento de Rab8 con el fin de demostrar el
papel de Rab8 en el trasporte exocitico de MT1-MMP. En este caso los vectores control
(Pa90-GFP) y de silenciamiento para Rab8 (shRNARab8-GFP) se transfectaron
transitoriamente con MT1-MMP-mRFP en células MDA-MB-231. El reclutamiento de

vesiculas de MT1-MMP a microesferas de coldgeno, la invasion, y la degradacion de
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colageno se vio reducida por el silenciamiento de Rab8 (Fig. 11). Ademas, el
reclutamiento de CD44 a microesferas recubiertas de acido hialurénico no se vid
afectado por el silenciamiento de Rab8, demostrando la especificidad del transporte

mediado por Rab8 (Fig. 9).
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Figura 11. El silenciamiento transitorio de Rab8 disminuye el reclutamiento de MT1-MMP a
microesferas de colageno (c), la invasion (d) y la degradacion de coldgeno (e). a) Niveles de proteina
en células transfectadas con el vector control Pa90 o con Rab8 shRNA andlizados por Western Blot
(Rab8, 37 kD; Tubulina 55 kD). b) Cuantificacion de los niveles de proteina normalizados para el control
de tubulina. Los valores representan la media de cuatro experimentos independientes.

Estos estudios se corroboraron en células MDA-MB-231 que expresaban
establemente vectores de shRNA para Rab8a y Rablla. El analisis por Western Blot
mostré una disminucion de los niveles de proteina de aproximadamente el 80%, y el

60 % para Rab8a y Rabl1a respectivamente, segun analisis realizados por por Western
Blot (Fig. 11ay 11b).
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Figura 12. El silenciamiento de Rab8 pero no de Rab11 disminuye el reclutamiento de vesiculas de
MT1-MMP, la degradacion de colageno y la invasion. a) Niveles de proteina para Rab8 y Rabl1
analizados por Western Blot (Rab8, 27 kD; Rabl1, 25 kD; Tubulina, 55 kD). b) Cauntificacion de los
niveles de proteina de Rab8 y Rabl1l normalizados para el control de carga, tubulina. Reclutamiento
endogeno de MT1-MMP a microesferas de colageno ), ensayos de invasion y d) degradacion de
colageno en estas lineas silenciadas para Rab8 y Rabl11.

La posibilidad de tener efectos inespecificos se estudi6 analizando los niveles de
Rabl1 en células silenciadas para Rab8 y viceversa. El reclutamiento enddgeno de
vesiculas de MT1-MMP a microesferas recubiertas de Col I, la invasion tumoral
inducida por MT1-MMP, y la degradacion de coldgeno fueron inhibidas en las células
que expresaban shRNA para Rab8, pero no en células donde se habia silenciado Rab11
(Fig. 10c, 10d y 10e).

Para demostrar de forma directa que los efectos observados por el silenciamiento
de Rab8 eran especificos, se generd un vector que expresaba una secuencia codificante
para Rab8, con cuatro mutaciones puntuales silenciosas en la regiéon de reconocimiento

del shRNA (Rab8-Mut). La expresion ectopica de Rab8-Mut-mRFP en lineas
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silenciadas reconstituia el reclutamiento, la invasion y la degradacion de colageno

(Fig.13).
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Figura 13. El restablecimiento de la expresion de Rab8 induce el reclutamiento de vesiculas de
MT1-MMP, invasion y degradacion de coladgeno. a) Expresion de Rab8-Mut-mRFP en células
silenciadas para Rab8 (Rab8, 27 Kd; Rab8-mut-mRFP, 54 kD; Tubulina 55).b) y c) La expresion de
Rab8-Mut-mRFP restablece el reclutamiento de vesiculas y la invasion. d) Imagenes representativas de la
degradacion de colageno (azul) en células control que expresaban mRFP, células silenciadas para Rab8
expresando mRFP, y células silenciadas para Rab8 expresando Rab8-Mut-mRFP.

Estos resultados evidencian el papel de la GTPasa Rab8 en la regulacion del
transporte de MT1-MMP a la membrana plasmatica, la degradacion de colageno, y la

invasion tumoral dependiente de MT1-MMP.
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A continuacion abordaremos el segundo objetivo de la presente tesis. En este
caso nos propusimos estudiar la relevancia de la GTPasa Rab8 en los procesos de

migracion tumoral.

7. Rab8 ESTA IMPLICADO EN EL MANTENIMIENTO DE LA
DIRECCIONALIDAD EN LA MIGRACION ALEATORIA Y EN LA
MIGRACION DIRIGIDA POR ESTIMULOS EXTERNOS

Estudios previos han demostrado la capacidad de Rab8 para inducir la formacion
de estructuras protrusivas (Peranen et al., 1996), y su relacion con la capacidad invasiva
de las células tumorales (Bravo-Cordero et al., 2007). Estos antecedentes nos indujeron
a pensar que Rab8 podria estar jugando un papel relevante en el proceso migratorio.
Para explorar el papel de Rab8 en la migracion inducida por la presencia de un estimulo
externo realizamos ensayos de cierre de herida y de quimiotaxis, en células control, y en
células silenciadas para Rab8. Los ensayos de heridas pusieron de manifiesto como el
silenciamiento de Rab8 impide el cierre de ésta (Fig. 14a y 14b, videos 7 y 8). La
quimiotaxis se estudid en ensayos en camaras transwell, donde se analizé la capacidad
de las células de migrar hacia un gradiente de EGF (Epidermal Growth Factor). Células
silenciadas para Rab8 mostraron una notable reduccion de la respuesta quimiotactica a

EGF, que se recuperaba mediante la expresion de Rab8-Mut-mRFP (Fig. 14c¢).
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b) Células control y células silenciadas para Rab8 fueron rayadas con una pipeta de plastico y
fotografiadas durante todo el experimento cada 15 minutos. Las imagenes muestran los tiempos inicial y
final de cada condicion. c) Filtros transwell recubiertos con FN se usaron para medir la respuesta
quimiotactica de células control, células silenciadas para Rab8 y células silenciadas para Rab8 que
sobreexpresan Rab8-Mut-mRFP, usando EGF como estimulo. Las células que habian pasado el filtro a las
48 horas se contaron en cuatro campos aleatorios, en cinco experimentos diferentes. El analisis estadistico
muestra la comparativa de los valores de migracién en células silenciadas con los valores de migracion
del control (*) (*P<0.05).

Realizamos diferentes ensayos de migracion encaminados a analizar diversos
aspectos del proceso migratorio. En primer lugar analizamos la migracion independiente
de estimulo, lo que nos ofrece una informaciéon mas completa del proceso migratorio.
La persistencia de la migracion, es decir, la capacidad que tiene las células para migrar
en una misma direccion durante un periodo de tiempo, en ausencia de estimulo, fue uno
de los parametros analizados. Células MDA-MB-231 que carecian de Rab8, cultivadas
sobre matrices de fibronectina, mostraban un comportamiento mas erratico en
comparacion con las células control (Videos 9 y 10). Esta observacion se confirmo
comparando las trayectorias individuales, como se pueden observar en las graficas de la

figura 15.
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Figura 15. El silenciamiento de Rab8 produce la perdida de la persistencia de la direccionalidad.
Las trayectorias representativas de 10 células se han representado en los grafico que representan el
desplazamiento en x ¢ y de la célula. Trayectorias representativas de células a) control b) y c) silenciadas
para Rab8 d) silenciadas para Rabll €) células que sobreexpresan Rab8-Mut y ) células que
sobreexpresan Rab8Q67L sobre FN.
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Con el fin de cuantificar las diferencias observadas se midio la persistencia de la
direccionalidad, como “indice de direccionalidad” (ID; ratio entre la distancia neta entre
el punto inicial y final de la célula durante el periodo de observacion, dividido entre la
distancia total recorrida por la célula) (Fig. 16a). Células silenciadas para Rab8
mostraron una notable disminucion en el ID, que se restablecié mediante la expresion de
la construccion de rescate, Rab8-Mut-mRFP. El silenciamiento de Rab11 no afectd a la
direccionalidad de la migracion. En estos ensayos se midi6 la velocidad de migracion de
estas células sobre una matriz de FN, pudiéndose observar como el silenciamiento de
Rab8 no afectaba a la velocidad de migracion, siendo ésta de = 0,4 um/s; mientras que
el silenciamiento de Rabl1 promovia un aumento de la misma (Fig. 16b). El mutante
constitutivamente activo de Rab8 (Rab8Q67L) mostré una ligera perdida de la

direccionalidad, sin observarse cambios en la velocidad en relacion con los controles.
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Figura 16. Cuantificacion de la persistencia de la direccionalidad y de la velocidad en ensayos de
migracion aleatoria. a) El indice de direccionalidad fue analizado con el software Bitplane (Imaris).
Cada barra representa el indice de direccionalidad promedio de 100-120 células de cada condicion
analizadas en 5 experimentos diferentes. b) El histograma representa la velocidad media de 100-120
células de cada condicion analizadas en 5 experimentos diferentes. El analisis estadistico muestra la
comparativa de los valores de direccionalidad y velocidad de células control (*) con células con Rab8 o
Rabl1 silenciado, asi como células que sobreexpresan Rab8-Mut-mRFP y Rab8Q67L-GFP con células

control (*P<0.05; P<0.01; *** P<0.001).

En conjunto, estos datos demuestran que Rab8 es necesario para la persistencia
de la migracion de células tumorales en ausencia de estimulo, y para la migracién

dirigida en presencia de estimulos externos.
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8. Rab8 DETERMINA LA MORFOLOGIA Y POLARIDAD CELULAR

La activacion de Rab8 promueve la generacion de protrusiones (Peranen et al.,
1996). Para analizar el papel de Rab8 sobre la morfologia celular se estudiaron células
MDA-MB-231 control, células que sobreexpresaban Rab8Q67L y células silenciadas
establemente para el gen Rab8. Calculamos el factor eliptico (EF), que se define como
el ratio entre el eje mayor y el eje menor de la célula, en células cultivadas sobre
matrices de fibronectina para cuantificar estos efectos morfologicos. Las células que
sobreexpresan Rab8Q67L presentaban un EF significativamente mayor que las células
control, mientras que las que carecian de Rab8 mostraron una disminucion significativa
del EF (Fig. 17a). La expresion de Rab8-Mut-mRFP en células silenciadas para Rab8
revertia este efecto a nivel morfoldgico. Estos resultados demuestran que Rab8 induce
la adquisicion de un fenotipo elongado.

Con el fin de analizar el papel que juega Rab8 en la polaridad celular inducida
por estimulos externos medimos la polarizacion del MTOC en ensayos de cierre de
herida, comparando las células de fenotipo salvaje, con las que tenian el gen de Rab8
silenciado establemente (shRNA Rab8). La reorientacion de MTOC se vio reducido
significativamente en células que carecian de Rab8 (Fig.17b). En conjunto estos
resultados demuestran que Rab8 esta implicado en la morfologia celular y en la

polarizacion celular.
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Figura 17. Rab8 es necesario para la adquisicion de un fenotipo polarizado. a) El EF (largo/ancho), se
utilizé en células MDA-MB-231 control, sobreexpresando Rab8Q67L, silenciadas para Rab8 y silenciadas
para Rab8 que expresaban Rab8-Mt-mRFP, crecidas sobre FN, como medida de la morfologia celular. b) El
porcentaje de células en la fila frontal de la herida que muestran reorientacién del MTOC hacia la herida se
midio a los tiempos indicados después de realizar la herida. El analisis estadistico muestra la comparativa de
los valores del control y los valores de células que sobreexpresan Rab8Q67L o con Rab8 silenciado, en las
medidas de EF y la comparativa entre células control y células silenciadas para Rab8 en el analisis del

MTOC (*P<0.05;  P<0.01; *** P<0.001).
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9. Rab8§ PROMUEVE REORDENAMIENTOS DEL CITOESQUELETO
DE ACTINA Y REGULA LA FORMACION DE ADHESIONES
FOCALES

Rab8 promueve la polimerizacion de actina cortical durante la formacién de
protrusiones (Peranen et al., 1996). Con el fin de estudiar en profundidad los
reordenamientos del citoesqueleto analizamos células MDA-MB-231 que expresaban
transitoriamente Rab8Q67L, o bien silenciadas para Rab8. En concordancia con
estudios anteriores, Rab8Q67L indujo la polimerizacion de actina cortical en el
lamelipodio. Mientras que, el silenciamiento de Rab8 promovi6 la formacion de fibras
de estrés y la desaparicion de estructuras lamelares ricas en actina (Fig. 18). La
sobreexpresion de Rab8-Mut-mRFP en células silenciadas para Rab8 rescatd este
fenotipo induciendo nuevamente lamelipodios ricos en actina. Los efectos observados
en las células silenciadas para Rab8 no se observaron en células silenciadas para Rabl1,

lo que demostr6 su especificidad.

Figura 18. Rab8 promueve la reorganizacién del citoesqueleto de actina y regula la formacion de
adhesiones focales. Imagenes representativas de células control, silenciadas para Rab8, para Rabll,
silenciadas para Rab8 y sobreexpresando Rab8-Mut-mRFP o sobreexpresando Rab8Q67L cultivadas
sobre FN y fijadas para después tefiir para inmunoflorescencia con Faloidina-Alexa-594 o Faloidina-
Alexa-647 (Rab8-Mut-mRFP) para detectar la actina. Las adhesiones focales se marcaron con un
anticuerpo anti-vinculina y reveladas con un anticuerpo secundario anti-raton conjugado con CY3 o con
Alexa-647 (Rab8-Mut-mRFP). Los recuadros muestran la célula que expresa Rab8-Mut-mRFP o
Rab8Q67L.

Nos planteamos si Rab8 tendria también un papel sobre la formacion de las
adhesiones focales, al igual que ocurria con el citoesqueleto de actina. El andlisis por
inmunofluorecencia de células MDA-MB-231 tefiidas con un anticuerpo anti-vinculina

nos permitid analizar el estado de las adhesiones focales. Células que expresaban
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Rab8Q67L presentaban una disminucion drastica en el numero y tamafio de las
adhesiones focales, en comparacion con los controles, que se localizaban en la periferia
de la célula y desapareciendo del cuerpo celular (Fig. 18). Este tipo de adhesiones, fruto
de la sobreexpresion de Rab8Q67L, se asemejan a los complejos focales inducidos por
la GTPasa Rac en las fases tempranas de formacion de la adhesion focal. El
silenciamiento de Rab8, por el contrario, produjo un aumentd dramatico del ntimero y
tamafio de las adhesiones focales, que se disminuia tanto en la periferia como en el
cuerpo celular viéndose revertido el fenotipo cuando sobreexpresabamos Rab8-Mut-
mRFP. No se observaron diferencias en células silenciadas para Rab11.

La estimulacion de células con EGF promueve la formacion de lamelipodios, a
través de la activacion de Rac (Shinohara et al., 2002). El silenciamiento de Rab8 aboli6
los lamelipodios inducidos por EGF (Fig. 19). Estos resultados demuestran claramente
el importante papel que juega Rab8 en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, asi

como en la formacion de las adhesiones focales.

Sin tratamiento EGF

Ctrl

shRNA Rab8

Figura 19. Inhibicién de lamelipodios inducidos por EGF en células silenciadas para Rab8. Células
control, y células silenciadas para Rab8 se plaquearon sobre FN. Se mantuvieron en ausencia de suero
durante una hora, y se estimularon con 50nM EGF durante 30 minutos. Las células se fijaron y tifieron
con Faloidina-Alexa-594 para revelar el citoesqueleto de actina.
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10. LAS GTPasas DE LA FAMILA Rho MEDIAN LOS
REORDENAMIENTOS DEL CITOESQUELETO INDUCIDOS POR
Rab8

El efecto de la activacion y el silenciamiento de Rab8 a nivel de citoesqueleto de
actina y adhesiones focales sugieren alteraciones en la actividad de las GTPasas de la
familia Rho, que son los principales reguladores de los reordenamientos del
citoesqueleto celular (Raftopoulou and Hall, 2004). El fenotipo inducido por la
expresion de Rab8Q67L es similar al que promueve la activacion de Rac, mientras que
el silenciamiento de Rab8 induce un fenotipo semejante al que produce la activacion de
Rho. Por ello, nuestra hipotesis de trabajo consistié en que Rab8 estaria activando Rac e
inhibiendo Rho, regulando de esta forma los reordenamientos del citoesqueleto
descritos anteriormente. Para confirmar si dicha hipotesis era cierta se utilizaron
mutantes de Rho y Rac, que mantienen las GTPasas en su estado activo (mutantes
constitutivamente activados, RacV12 y RhoV14) o en su estado inactivo (mutantes
dominantes negativos, Rac N17 y Rho N19). Utilizando dichos mutantes llevamos a
cabo experimentos para intentar revertir el fenotipo inducido por la expresion de
Rab8Q67L o el silenciamiento de Rab8. De esta forma analizamos el papel de las
GTPasa de la familia Rho en los efectos inducidos por Rab8 a nivel de citoesqueleto.
Como ya habiamos reportado, la expresion de Rab8Q67L promovia la reorganizacion
de actina a las protrusiones de nueva formacion y un defecto en la maduracion de
adhesiones focales. La expresion en estas células del dominante negativo de Rac (Rac
N17), asi como el mutante constitutivamente activo de Rho (Rho V12), revirtié este
efecto recuperandose el patron de fibras de estrés, inhibiéndose la formacion de lamelas,
e incrementandose en numero y tamafio las adhesiones focales (Fig. 20). La expresion
de RacV12 y Rho NI19 por el contrario, no rescataron el fenotipo normal tras la
expresion Rab8Q67L. Estos resultados indican que Rab8Q67L podria estar activando
Rac.



Rab8Q67L RacN17 RhoN19 RacV12 RhoV14

Figura 20. El fenotipo inducido por la activacién de Rab8 sobre el citoesqueleto de actina y las
adhesiones focales es revertido por la sobreexpresion de Rac N17 y Rho V14. Células MDA-MB-231
se transfectaron con Rab8Q67L-mRFP y con los dominantes activados o dominantes negativos de Rho y
Rac (Rac N17-GFP, Rho N19-GFP, Rac V12-GFP, Rho V14-GFP o vector vacio GFP) y se crecieron
sobre FN. Las fibras de stress se detectaron con Faloidina-Alexa-647, las adhesiones focales se tiflieron
con un anticuerpo anti-vinculina y fueron reveladas con un anticuerpo secunadario anti-ratéon conjugado
con Alexa-647. Los recuadros dentro de las imagenes muestran la superposicion de la florescencia en
verde/rojo, canal rojo (Rab8Q67L-mRFP) y el canal verde (mutantes de Rac y Rho en su forma GFP).

Actina

Vinculina

Con el fin de esclarecer este punto llevamos a cabo experimentos de “pull-
down” para determinar los niveles de activacion de Rac. Células que sobreexpresaban
Rab8Q67L mostraron un notable incremento en los niveles de Rac unido a GTP (Fig.

21). Estos resultados demuestran que Rab8 activa Rac.

Ctrl RabBOSTL

(21kD) Rac-GTP L —

Actividad relativa

Figura 21. La sobreexpresion de Rab8Q67L induce la activacion de Rac. Células HT1080 que
expresaban establemente GFP o Rab8Q67L se utilizaron para ensayos de “pull-down”. Utilizando la
construccion GST-PAK se precipito Rac unido a GTP que se sometio a electroforesis en geles del 13%
SDS-PAGE. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de polivinilideno difluoro y reveladas con
anti-Racl. Se muestra un gel representativo. El grafico muestra el analisis densitométrico de la actividad
relativa de Rac normalizada para la cantidad de Rac en el lisado total y expresada como el ratio
Rab8Q67L/ Ctrl en tres experimentos independientes.
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Células silenciadas para Rab8 muestran un notable incremento de fibras de
estrés y de adhesiones focales. La expresion en estas células del dominante negativo de
Rho (RhoN19), asi como del mutante constitutivamente activo de Rac (RacV12)
revirtid este efecto, recuperandose la formacion de lamelas y disminuyendo en nimero
y tamafo las adhesiones focales (Fig. 22). La expresion de RhoV14 y Rac N17 por el
contrario, no rescatd el fenotipo (Fig. 22). Estos experimentos indican que estas células
presentan un desequilibrio en la actividad de las Rho GTPas, resultando una elevada

actividad de Rho e inhibicion de Rac.

Rho N19 Rac V12 Rho V14 Rac N17

Figura 22. El fenotipo inducido por el silenciamiento de Rab8 sobre el citoesqueleto de actina y las
adhesiones focales es revertido por la sobreexpresion de Rho N19 y Rac VV12. Células MDA-MB-231
silenciadas para Rab8 se transfectaron con los dominantes activados o dominantes negativos de Rho y
Rac (Rac N17-GFP, Rho N19-GFP, Rac V12-GFP, Rho V14-GFP) y se crecieron sobre FN. Las fibras de
estrés se detectaron con Faloidina-Alexa-647, las adhesiones focales se tifiieron con un anticuerpo anti-
vinculina y fueron reveladas con un anticuerpo secunadario anti-raton conjugado con Alexa-647. Los
recuadros dentro de las imagenes muestran la superposicion de la florescencia en verde/rojo, canal rojo
(Rab8Q67L-mRFP) y el canal verde (mutantes de Rac y Rho en su forma GFP).

Actina

Vinculina

En conjunto, estos resultados sugieren que Rab8 activa Rac e inhibe Rho, sin
embargo, hasta el momento no hemos obtenido resultados concluyentes que nos

permitan inferir que Rab8 induzca la inhibicién de Rho.

Rac estd implicado en la inhibicion de Rho a través de p190RhoGap (Nimnual et
al., 2003). Los experimentos anteriormente descritos sugieren una inhibicion de Rho
mediada por la activacion de Rac, dependiente de Rab8. La proteina p190RhoGap
inhibe la actividad de Rho al estimular la actividad GTPasa intrinseca de Rho,

promoviendo el intercambio de GTP por GDP. Para analizar el papel de p190Rho GAP
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en la regulacion de Rho mediada por Rab8 utilizamos lineas que carecian de p190
RhoGap, donde inducimos la activacion de Rab8 mediante la sobreexpresion de
Rab8Q67L. En células control, Rab8Q67L promovia la desaparecion de las fibras de
estrés y de las adhesiones focales, tal y como se ha descrito anteriormente. Sin embargo,
en células que carecian de p190RhoGap no se observd el efecto mediado por la
sobreexpresion de Rab8Q67L, observandose unas adhesiones focales y fibras de estrés

similares a las células en las que no se habia inducido activacion de Rab8 (Fig. 23).

Ctrl shRNA p190

Figura 23. El silenciamiento de
p190 RhoGap rescata el fentipo
inducido por Rab8Q67L.
Células silenciadas para pl190
RhoGap y transfectadas con
Rab8Q67L  se tifieron con
Faloidina-Alexa-647, o anti-
vinculina y  posteriormente
reveladas con un anticuerpo
secunadario anti-ratébn conjugado
con Alexa-647.

Actina

Vinculina

Estos resultados indican que Rab8 induce la inhibicién de Rho mediada a través
de pl190 RhoGap, promoviendo la formacion de protrusiones e inhibiendo la

maduracion de adhesiones focales.
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11. Rab8 ES NECESARIO PARA EL DESENSAMBLAJE DE LAS
ADHESIONES FOCALES

La formacién de las adhesiones focales es un proceso muy complejo que
conlleva un ciclo de formacién, maduracion y desensamblaje. Los resultados
anteriormente descritos sugieren que Rab8 juega un papel en la maduracién de estas
estructuras. Sin embargo, quisimos analizar en mayor profundidad la funcion de Rab8
en el establecimiento de las adhesiones focales evaluando su implicacion en el
desensamblaje de estas estructuras.

El recambio de adhesiones focales esta regulado por el crecimiento de los
microtubulos, que transportan sefiales de relajacion, regulando la dindmica de la
adhesion focal (Kaverina et al., 1999). Nosotros postulamos que Rab8 constituye una
sefal de relajacion como parte de los mecanismos de desensamblaje de las adhesiones
focales.

Uno de los problemas al estudiar el desensamblaje de las adhesiones focales es
que en condiciones normales es un proceso asincronico. El modelo de desensamblaje
inducido por microtubulos solventa este punto, al permitir estudiar el fenomeno del
desensamblaje in situ. En trabajos anteriores se ha puesto a punto un ensayo de analisis
de los procesos de desensamblaje, que consiste en el tratamiento de las células con
nocodazol y posterior retirada. Este agente que despolimeriza los microtubulos produce
un aumento de adhesiones focales al impedir la llegada de las sefales de relajacion a las
mismas. El lavado del nocodazol restablece el crecimiento de los microtibulos,
promoviendo el desensamblaje de la adhesion focal (Ezratty et al., 2005). Para evaluar
el papel de Rab8 en el desensamblaje de las adhesiones focales realizamos dicho ensayo
en células que habian sido silenciadas para Rab8 o que expresaban Rab8Q67L. Como se
esperaba, el tratamiento con nocodazol incrementd el nimero y tamafio de adhesiones
focales, que tras una hora de lavado se dejaron de observar (Fig. 24). En células
silenciadas para Rab8 el desensamblaje de la adhesion focal inducido por el lavado del
nocodazol no se llegd a producir. Tras treinta minutos y una hora de retirada del
nocodazol, las adhesiones siguieron incrementando en nimero y en tamafo sugiriendo
un defecto en el desensamblaje de adhesiones focales en estas células, debido a la
ausencia de Rab8. La sobreexpresion de Rab8-Mut-mRFP rescato la capacidad de las

células para desensamblar las adhesiones focales tras el lavado con el nocodazol.
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Por el contrario, en células que expresan Rab8Q67L no se observo un
incremento tan acentuado de las adhesiones focales tras el tratamiento con nocodazol,
debido a que partimos de un basal muy reducido. De acuerdo con lo esperado, estas
células desensamblan la adhesion focal mas réapido que los controles, a los treinta
minutos de lavado se produjo la perdida completa de la adhesion, en contraste con las

células que no expresaban Rab8Q67L, que se observan en la imagen rodeando a estas.

Ctrl shRNA Rab8 Rab8Q67L Rab8-Mut

'
'
Figura 24. Rab8 esta implicado en el desensamblaje de las adhesiones focales. Células MDA-MB-231
control, silenciadas para Rab8, silenciadas para Rab8 sobreexpresando Rab8-Mut-mRFP o células que
sobreexpresaban Rab8Q67L crecidas sobre FN, se trataron con nocodazol (10uM). Tras cuatro horas de
tratamiento, el nocodazol fue lavado y las células se fijaron y tifieron con anticuerpo anti-vinculina y

posteriormente reveladas con un anticuerpo secunadario anti-raton conjugado con Alexa647. Los recuadros
muestran la célula que expresa Rab8-Mut-mRFP o Rab8Q67L (en rojo).

Estos resultados sugieren un nuevo papel para Rab8, en el desensamblaje de la

adhesion focal.
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V. Discusion
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1. REGULACION DEL TRAFICO DE MTI-MMP EN CELULAS
INVASIVAS

Las células tumorales se encuentran confinadas en una matriz tridimensional que
representa una barrera contra el avance celular. La degradacion de esta matriz
extracelular es un proceso de suma importancia para la invasion tumoral, permitiendo a
las células neoplésicas atravesar los tejidos, entrar en los vasos linfaticos y sanguineos,
y generar metdstasis en organos distantes (Chambers et al., 2002). La degradacion de
dicha matriz esta mediada por la actividad de proteasas que se encuentran localizadas en
el frente de avance celular. Dentro de estas proteasas, la metaloproteinasa MT1-MMP
juega un papel clave en este proceso, puesto que su eliminacion lleva a severos defectos
a nivel de tejido conectivo (Holmbeck et al., 1999), y a la incapacidad de las células de
invadir matrices tridimensionales complejas (Hotary et al., 2000; Hotary et al., 2003;
Sabeh et al., 2004). Estudios previos muestran la localizaciéon de MT1-MMP en estas
estructuras invasivas (Artym et al., 2006; Lehti et al., 2000; Nakahara et al., 1997) y
ponen de manifiesto su papel activo en este proceso.

Las matrices fibrilares de coldgeno remedan el ambiente tisular donde se
encuentran las células tumorales, y representan un modelo muy util para estudiar la
invasion tumoral. Estas matrices tridimensionales nos permiten, ademds, monitorizar la
integridad de la matriz extracelular durante la invasion. En este trabajo se muestra la
redistribucion de MT1-MMP a las zonas de anclaje a colageno, y su actividad
colagenolitica, mediante estudios dindmicos de microscopia confocal en células MDA-

MB-231 embebidas en matrices tridimensionales (3D-Col I).

1.1 Senalizacion mediada por integrinas durante el reclutamiento de
MTI1-MMP a estructuras invasivas

Nuestro trabajo demuestra que la adhesion de la célula a componentes de la
matriz extracelular, a través de las integrinas, es la sefial desencadenante del
reclutamiento activo de MT1-MMP hacia estructuras invasivas. La integrina B1 parece
ser la responsable del reclutamiento de MT1-MMP, en respuesta a la uniéon a la matriz
de coldgeno. En concordancia con estos resultado las sefiales mediadas por integrinas
aumentan la expresion, la localizacion, y la actividad de MTI-MMP y otras
metaloproteinasas (Ellerbroek et al., 2001). Ademas, la acumulacion conjunta de

integrinas f1 y MT1-MMP se ha puesto de manifiesto en células tumorales invadiendo
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matrices tridimensionales (Wolf et al., 2003), asi como en células endoteliales adheridas
a superficies recubiertas de colageno (Galvez et al., 2002).

Si bien el papel de las Rho GTPasas en el trafico exocitico ha sido poco
estudiado, hay algunas evidencias que implican a estas proteinas en dicho trafico. Rho y
Rac han sido implicadas en la regulacion de la exocitosis en células endocrinas,
mastocitos y células neuronales (Doussau et al., 2000; Pinxteren et al., 2000) y se
postula que Cdc42 actia en multiples puntos a lo largo del proceso exocitico. El papel
de estas GTPasas en la regulacion de la exocitosis de MT1-MMP no esté claro, aunque
se podria hipotetizar que las reorganizaciones del citoesqueleto celular, controladas en
ultima instancia por estas GTPasas, podrian regular la exocitosis de MT1-MMP
(Bretscher and Aguado-Velasco, 1998). Los resultados presentados sugieren un papel
importante de Rho y Rac en el reclutamiento de MT1-MMP a estructuras invasivas,
que, como hemos comentado, posiblemente ocurra a través de la reorganizacion del

citoesqueleto de actina promovido por éstas.

1.2 Reclutamiento de MT1-MMP a estructuras invasivas en matrices
tridimensionales

La expresion de proteinas en la membrana plasmatica esta controlada por el
proceso de secrecion constitutiva, y puede ser regulado por la sintesis de novo, o la
degradacion de la proteina ya existente. Adicionalmente, las células pueden controlar de
manera rapida los niveles de expresion en membrana de un gran niamero de receptores,
canales, y transportadores manteniendolos presintetizados en un compartimento de
almacenaje, desde donde se puede inducir una répida insercion en la membrana (Royle
and Murrell-Lagnado, 2003). Este proceso implica la exocitosis regulada, que consiste
en la translocacion de proteinas, desde compartimentos intracelulares de almacenaje,
hasta la membrana plasmatica, como consecuencia de una estimulacién previa
(Chieregatti and Meldolesi, 2005). La exocitosis polarizada de moléculas hacia el frente
de avance de las células en migracion se ha descrito, no solo para productos de
secrecion, sino también para productos de reciclaje, como es el caso de las integrinas
(Lawson and Maxfield, 1995). El reciclaje de vesiculas, endocitadas en la parte de atras
de la célula, se ha sugerido como un mecanismo causante de la extension de la
membrana durante la migracion. MT1-MMP se ha descrito como una molécula que se

almacena en compartimentos intracelulares, (Galvez et al., 2002; Jiang et al., 2001;
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Remacle et al., 2003; Uekita et al., 2001; Wang et al., 2004b) y su expresiéon en
membrana es muy débil en la mayoria de los tipos celulares. Hay evidencias claras de
que esta molécula estd sujeta a endocitosis (Galvez et al., 2002; Jiang et al., 2001;
Uekita et al., 2001) y reciclaje hacia la superficie celular (Remacle et al., 2003; Wang et
al., 2004b) en células estacionarias. Sin embargo, hasta el momento no se habia puesto
de manifiesto la regulacion de MT1-MMP por la via de exocitosis regulada.

Seiki y colaboradores han sugerido la interaccion de MT1-MMP con CD44, y en
ultima instancia, el anclaje de CD44 al citoesqueleto de actina a través de su interaccion
con los adaptadores de la familia de las ERM, como el mecanismo encargado de
transportar MT1-MMP hacia el frente celular durante la migracion (Kajita et al., 2001;
Mori et al., 2002; Suenaga et al., 2005). Nuestros datos en matrices tridimensionales
establecen una perspectiva diferente de la regulacion de la actividad de MT1-MMP,
sugiriendo el mecanismo de la exocitosis de vesiculas de MT1-MMP como el
responsable del reclutamiento de MT1-MMP en las estructuras invasivas. Esta hipotesis
esta sustentada en una serie de evidencias experimentales: 1) la visualizacion dindmica
de vesiculas de MT1-MMP que estan siendo reclutadas hacia la superficie celular desde
compartimentos intracelulares, en sitios de anclaje con fibras de colageno, donde se
localiza una nueva protrusion 2) los experimentos de FRAP/FLIP, mostrando la
importancia de los compartimentos submembranosos de vesiculas en la acumulacién de
MTI1-MMP en las estructuras invasivas y 3) el requerimiento de la actividad de la
GTPasa Rab8, implicada en: la regulacion del trafico exocitico, el reclutamiento de
MTI1-MMP inducido por colageno, la degradacion de colageno y la invasion
dependiente de MT1-MMP. En concordancia con esta hipdtesis, en células HT1080 se
ha descrito la presencia de un compartimiento de almacenaje intracelular de MT1-
MMP, disponible para el transporte hacia la superficie celular después de la
estimulacion con Concavalina A, un activador de la progelatinasa A (Zucker et al.,
2002).

Nuestros resultados demuestran que en células embebidas en matrices fibrilares
de colageno, MT1-MMP estd confinada en un compartimiento dentro de la ruta de
trafico biosintético, y se encuentra ausente de compartimentos de reciclaje. Una serie de
trabajos, anteriormente publicados evidencian que el transporte biosintético hacia la
membrana ocurre a través de los endosomas de reciclaje (Ang et al., 2004; Futter et al.,
1995; Leitinger et al., 1995; Lock and Stow, 2005) lo que resulta contradictorio con

nuestros datos. Sin embargo, un gran numero de estudios en célula viva sugieren la
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existencia de una ruta directa de transporte biosintético desde el complejo del Golgi
hacia la membrana plasmatica, que no transcurre a través de los endosomas de reciclaje.
Esta podria estar mediando el transporte de MT1-MMP hacia las estructuras invasivas
(Lippincott-Schwartz et al., 2000; Lock and Stow, 2005). Nuestros resultados muestran
como la compartimentalizacion de MT1-MMP depende del contexto extracelular en el
que se encuentre ubicada la célula. Estos datos sugieren que, en ausencia de un estimulo
que promueva la degradacién de matriz extracelular, MT1-MMP estaria en un continuo
reciclaje. Asi mantendria su actividad de membrana controlada, restringiendo el nimero
de moléculas presentadas en la superficie celular permitiendo su almacenaje en
compartimentos intracelulares para su rapida movilizacion en caso de que fuera
necesario. Asi, en presencia de un estimulo para degradar matriz extracelular, MTI-
MMP se movilizaria rdpidamente hacia las zonas donde se estd produciendo una
degradacion activa de matriz. Dado que MTI-MMP se auto-procesa durante su
actividad degradativa, la internalizacién y posterior degradacion de MT1-MMP, desde
el frente invasivo, serviria para prevenir la acumulacion de las formas inactivadas de la
metaloproteinasa en estas zonas, permitiendo la llegada de nuevas moléculas en estado
activo.

Podemos establecer un fuerte paralelismo entre la homeostasis de MT1-MMP y
lo que se ha dado en llamar “constitutive cycling” (CC), descrito para un gran numero
de proteinas (Royle and Murrell-Lagnado, 2003). Este tipo de regulacion implica la
rapida internalizacioén constitutiva, seguida de un lento reciclaje a la superficie; lo que
sugiere que la mayor parte de la molécula se encuentra en compartimentos
intracelulares. Muchas proteinas, ademas de estar implicadas en este tipo de ciclos de
reciclaje se encuentran almacenadas en un compartimento de secrecion vesicular que se
moviliza directamente a la superficie en respuesta a estimulos. De esta forma se logra
un cambio rapido de su expresion en membrana, generando compartimentos
intracelulares de rapida sintesis disponibles para su inmediata insercion en membrana.
Este ciclo constitutivo es un proceso bastante caro en términos energéticos, porque tanto
la endocitosis, como la exocitosis, requieren del gasto de GTP y ATP. Este tipo de
sistemas bioldgicos que ocurren ciclicamente, y solo gastan energia, se han denominado
“ciclos en vano” (futile cycles), y presentan la gran ventaja de conferir sensibilidad al
sistema. De esta forma, un ligero cambio en la tasa de reaccion genera un fuerte cambio
en el flujo neto (Stryer, 1988). Asi, el coste energético se veria recompensado con un

incremento en la sensibilidad del sistema. Este tipo de compartimentos cobra especial
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relevancia cuando se trata de una molécula cuya expresidbn en membrana supone
importantes implicaciones funcionales, como es el caso de MT1-MMP.

Basandonos en los resultados obtenidos, podemos proponer que MT1-MMP
sigue un comportamiento de tipo “constitutive cicling”. En ausencia de estimulo MT1-
MMP se encontraria en un estado estacionario de internalizacion/reciclaje, mientras que
la aparicion de un estimulo, como la adhesion via integrinas a la matriz de colageno,
desequilibra el sistema hacia un predominio de exocitosis procedente de los
compartimentos de almacenaje intracelular.

Se puede establecer un gran paralelismo entre MT1-MMP y otras proteinas que
presentan una regulacion similar a traves de “constitutive cycling”. Este es el caso de
GLUT4, un transportador de glucosa que sufre una rapida internalizacion y un lento
reciclaje hacia la membrana en condiciones basales, encontrandose predominantemente
en compartimentos intracelulares (Dugani and Klip, 2005). Ademdas de estar sujeto a
este continuo reciclaje, hay un compartimento estable de reserva de GLUT4 disponible
para ser movilizado directamente hacia la membrana plasmatica en repuesta a la
estimulacién por insulina. Este paralelismo sugiere que ambas proteinas siguen las
mismas rutas de trafico intracelular, lo cual viene sustentado por el hecho de que MT1-
MMP y GLUT4 se localizan en vesiculas positivas para Rab8 (Miinea et al., 2005), y su
transporte a membrana es dependiente de sintaxina-4 (Miyata et al., 2004; Widberg et

al., 2003).

1.3 Modelo para el trafico de MT1-MMP

Todas las evidencias anteriores apoyan claramente nuestras observaciones y nos
permiten proponer una nueva regulacion de MT1-MMP (Fig. 25). En este modelo
destacamos diferentes rutas de trafico: (i) la exocitosis de MTI-MMP desde
compartimentos internos de almacenaje, diferentes de los compartimentos de reciclaje.
Esta ruta seria la encargada del reclutamiento polarizado de MT1-MMP hacia zonas
invasivas ancladas a matriz extracelular; y estaria regulada por Rab8; (ii) el reciclaje
constitutivo tendria lugar en una célula en estado estacionario, en ausencia de estimulo,
donde MT1-MMP no se veria implicada en la degradacion de matriz, encontrandose en
los compartimentos de reciclaje; (iii) no podemos descartar la posibilidad de que, al
igual que para GLUT4 y Rab8, haya un bucle de transporte de MTI-MMP entre el

compartimiento de almacenaje y los endosomas de reciclaje; (iv) la endocitosis de MT1-
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MMP, y posterior degradacion en los lisosomas, seria un posible mecanismo de retirada
de MT1-MMP, que ha sufrido auto-degradacion, y por tanto la inactivacion durante el
proceso de invasion. Este modelo mantendria a MT1-MMP alejado de la membrana
plasmatica, donde podria desencadenar efectos laterales, siendo éste un sistema muy
sensible para la rapida movilizacion y localizacion de MT1-MMP, sin necesidad de

llevar a cabo una sintesis de novo de la proteina.
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Figura 25. Modelo para el trafico intracelular de MT1-MMP. El modelo muestra dos rutas intracelulares
principales (I) La exocitosis de MT1-MMP regulada por Rab8 desde un compartimiento biosintético
inducido por la unién a colageno en células invasivas. (II) Ciclo constitutivo, desde endosomas de
reciclaje, en células estacionarias, donde MT1-MMP no se encuentra anclado a matriz. Rutas alternativas

pueden implicar: (III) transporte entre 1a red del trans-Golgi y los compartimentos de reciclaje y (IV)
endocitosis hacia lisosomas para la degradacion de MT1-MMP implicada en la degradacion de colageno.

2. Rab8 EN INVASION TUMORAL: REGULACION DEL TRANPORTE
DE MT1-MMP

Rab8 pertenece a la famila de las GTPasas Rab, que son proteinas reguladoras
del trafico celular en células eucariotas (Zerial and McBride, 2001). Rab8 se describio
como un oncogén aislado de una linea de melanoma, (Nimmo et al., 1991), aunque su
relevancia en cancer no habia sido establecida todavia. Ademas, Rab8 se encuentra

sobreexpresado en diferentes tumores segun hemos constatado en la base de datos de
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microarrays (www.oncomine.org). Aunque la ruta regulada por Rab8 no esté clara, hay
evidencias de que estd implicada en el transporte de proteinas hacia protrusiones de
membrana (Ang et al., 2003; Hattula et al., 2002; Peranen et al., 1996). Nuestros
resultados demuestran la implicacion de Rab8 en la regulacion del trafico de MT1-
MMP hacia estructuras invasivas, asi como en la degradacion de colageno, y en la
invasion dependiente de MT1-MMP.

La co-localizaciéon de MT1-MMP con Rab8, tanto en vesiculas intracelulares
como en estructuras claramente invasivas, como es el caso de los fragmentos liberados
por las células durante la invasion, ponen de manifiesto la presencia de ambas proteinas
en el mismo compartimiento celular. El requerimiento de la actividad de Rab8 sobre la
capacidad invasiva de MT1-MMP se muesta en los experimentos en los que el
silenciamiento de Rab8 impide: (i) la invasion y la colagenolisis dependiente de MT1-
MMP, vy (ii) el reclutamiento de MT1-MMP inducido a microesferas de colageno. Esto
revela el papel de esta GTPasa en la regulacion del transporte de MT1-MMP. Todos
estos experimentos indican que Rab8 juega un papel importante en la invasion tumoral,
regulando el transporte de MT1-MMP, una de las enzimas claves de este proceso, hacia
las estructuras invasivas.

Rabl1a pertenece a la familia de las Rabl1 GTPasas (Rabl1a, Rabl1b, Rab25)
(Goldenring et al., 2001). Se describié como una GTPasa que regula el reciclaje de
proteinas desde los endosomas hasta la membrana plasmadtica, y desde los endosomas,
hacia la region del TGN (Wilcke et al., 2000). La ausencia de colocalizacion de MT1-
MMP con Rabl11 en 3D-Col I descarta la implicacién de Rabl11, y por lo tanto de la ruta
de reciclaje, en el transporte de MT1-MMP hacia la membrana plasmatica durante la
invasion. Para descartar definitivamente la implicacion de Rabll, tanto en invasion,
como en colagenolisis y reclutamiento de MTI-MMP a microesferas, se utilizaron
shRNA para Rabll, que no afectdé en el reclutamiento y actividad de MT1-MMP.

Podemos, de alguna manera, especular sobre los eventos que llevarian al
reclutamiento de MT1-MMP hacia estas estructuras invasivas. Como describimos
anteriormente, la unidon de la célula a la matriz extracelular y la activacion de las
integrinas induciria el cambio de ruta de transporte intracelular de MT1-MMP, desde el
compartimento de reciclaje al de almacenaje, que implicaria un transporte exocitico a
las nuevas estructuras invasivas. Rab8 se podria estar activando a través de un Rab8-
GEF, en compartimentos intracelulares, para ser transportado junto con MT1-MMP vy,

posiblemente otras proteinas relevantes en los procesos de adhesion y motilidad celular,
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hacia las zonas de contacto con el colageno para permitir la invasion. Recientemente se
ha descrito un efector de Rab8: JFC-1 (proteina humana homoéloga a sinaptotagmina-1
de raton), implicado en la formacion del complejo de exocitosis (Hattula et al., 2006).
La proteina JFC-1 se une a Rab8-GTP favoreciendo la fusion de vesiculas con la
membrana plasmatica, y posiblemente la inmersion de MT1-MMP en esta. De forma
adicional, Rab8 se podria estar activando a su llegada a la membrana plasmatica para
inducir el proceso de fusion exocitica de la vesicula. En este sentido se ha descrito un
nuevo GEF de Rab8, MSS4 (Knoblauch et al., 2007). Este GEF se une a la cola
citoplasmica de la subunidad o de las integrinas a3A, a6A, a7A y a7B formando un
complejo MSS4/integrina que es capaz de reclutar MT1-MMP. El sitio de unién de
MSS4 a la integrina es el mismo que utiliza para unirse a Rab8, siendo la unién de
MSS4 a ambas proteinas de naturaleza competitiva. Posiblemente, MSS4 u otros GEFs
permitan la activacion de Rab8 en las zonas de membrana ancladas a sustrato, y la
fusion de las vesiculas que contienen MT1-MMP con la membrana plasmatica,
promoviendo asi el reclutamiento especifico de MTI-MMP en zonas de adhesion

mediada por integrinas.
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3. PAPEL DE Rab8 EN MIGRACION TUMORAL

Bretscher fue el primero que en la década de los 70 propuso que la endocitosis
de membranas en toda la célula, y la exocitosis en el frente celular, generarian un flujo
de membranas que dirigirian el movimiento celular (Bretscher, 1976). Si bien esta
hipdtesis no se ha demostrado fehacientemente, diferentes trabajos implican a la ruta
exocitica en la migracion celular. Estudios realizados en neuronas destacan a esta ruta
como un componente fundamental en el establecimiento de la polaridad celular (Bradke
and Dotti, 1997; Lai and Jan, 2006).

En plantas también cobra gran relevancia el transporte exocitico. En la
polinizacion, el crecimiento del tubo del grano de polen esta dirigido por el transporte
exocitico hacia la zona de crecimiento, que incorpora nuevo material a la pared celular.
Este transporte esta regulado por el calcio citosélico y por la actividad de GTPasas de la
familia Rab y Rop ( proteinas homoélogas a las Rho GTPasas en plantas) (Camacho and
Malho, 2003).

En este sentido, nuestros resultados no so6lo ponen de manifiesto la importancia
de la ruta de exocitosis en migracion, sino que profundizan en su mecanismo molecular
al revelar la implicacion de Rab8 en el establecimiento de la polaridad y la migracion.

No existe ninguna evidencia anterior a nuestro trabajo que demuestre que Rab8
estd implicada en la motilidad celular, si bien, su papel en este proceso se ha propuesto
por diferentes autores; esto es debido, principalmente, a su localizaciébn en las
protrusiones de membrana, y regulacion del transporte exocitico de proteinas hacia
estas zonas (Hattula et al., 2006; Peranen et al., 1996). El trabajo presentado en esta
tesis demuestra que Rab8 es necesario para: (i) el establecimiento de la polaridad y la
elongacion celular, (ii) la persistencia de la migracion, y (iii) para la respuesta a
estimulos migratorios externos. Asimismo, constatamos que Rab8 actia en estos
procesos promoviendo la reorganizacion del citoesqueleto de actina y de las adhesiones

focales, a través de la regulacion de las GTPasas de la familia Rho.

3.1 Papel de Rab8 en polarizacion celular

Como polarizacion celular nos referimos a la habilidad de las células para
mantener una asimetria celular durante el proceso de migracion, estableciendo dos polos

bien definidos, uno anterior y otro posterior. Existen multiples factores que intervienen
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en la polarizacion celular, pero el desencadenante inicial que determina el
establecimiento de la polaridad es un estimulo migratorio que activa la sefalizacion
intracelular. Este estimulo puede ser desde la presencia de agentes quimiotacticos, hasta
la generacion de una herida en una monocapa de células. En neutrofilos, las células de
mamifero en la que los mecanismos de migracion direccional y polarizacion han sido
mejor caracterizados, se producen una serie de sefnales de activacion e inactivacion que
estan intimamente relacionadas determinando la polaridad celular (Wang et al., 2002;
Xu et al., 2003). En este sentido la produccion de fosfoinositidos por las PI3Ks, en
respuesta a agentes quimioatrayentes, es de vital importancia para mantener la
persistencia de la polaridad y la migracion dirigida (Wang et al., 2002), orientando y
estabilizando el frente de avance. Muchas de las rutas de sefializacion intracelular
implicadas convergen en la activacion de las Rho GTPasas. Las PI3Ks activan Rac a
través de la activacion de diferentes GEFs como PPIX (Li et al., 2003), que son
transportados a la membrana plasmatica donde se unen a fosfoinositidos. Ademads, Rac
puede activar a PI3K, al ser esta kinasa un efector directo de Rac (Bokoch et al., 1996).
Simultaneamente, las rutas de sefializacion dependientes de Rho juegan un importante
papel en la estabilizacion de la zona de retraccion (Xu et al., 2003). Durante afios se ha
pensado que ambas zonas, anterior y posterior, tiene una regulacién antagoénica. Es
decir, Rac se activaria en el frente de avance inactivandose Rho es esta zona, mientras
que Rho se activaria en la zona posterior, donde Rac se encontraria inactivado,
manteniendo de esta forma la polaridad celular.

En los procesos de migracion, también es necesario que la célula redistribuya
una serie de proteinas hacia el frente de avance. En D. Melanogaster, por ejemplo,
cuando determinadas células migran hacia el oocito, disponen de receptores tirosina
quinasa para mantener la sefializacion en el frente de avance (Jekely et al., 2005).
Algunos trabajos, ya describen el movimiento de vesiculas desde la red del TGN hacia
zonas de membrana situadas en el lamelipodio (Prigozhina and Waterman-Storer, 2004;
Schmoranzer et al., 2003). Las proteinas Rab que regulan el trafico de membranas estan
implicadas en una serie de funciones celulares, como el mantenimiento de la polaridad
de células epiteliales y la secrecion. Recientemente se ha descrito la implicacion de
algunos miembros de esta familia en la motilidad celular, estando implicados en las
rutas de endocitosis y reciclaje. Rab21 regula el trafico de integrinas estimulando la
migracion celular en ensayos de herida (Pellinen et al., 2006). Rab5 induce la formacion

de lamelipodios a través de la reorganizacion del citoesqueleto de actina, induciendo la
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migracion celular (Spaargaren and Bos, 1999); y Rab4 interviene en el mantenimiento
de la persistencia de la migracion a través del reciclaje de integrinas avp3 (White et al.,
2007). Sin embargo, hasta el momento, no se habia implicado a una GTPasa de la
familia Rab, que regule del trafico exocitico, en el establecimiento de la polaridad y
direccionalidad celular.

La polaridad celular, ademas de basarse en el establecimiento de una bipolaridad
antero-posterior ,estd asociada a la generacion de un frente de avance y la supresion de
protrusiones laterales (Nabi, 1999). La polaridad estd asociada también con la
orientacion del Golgi y del centrosoma, estos se orientan frente al nicleo en la direccion
de la migracion (Euteneuer and Schliwa, 1992; Kupfer et al., 1982). Esta reorientacion
que no se observa en estas células silenciadas para Rab8, lo que demuestra el papel de
esta GTPasa en el establecimiento de la polaridad. Poco se conoce acerca de las rutas de
sefializacién que se inician durante la generacion de una herida en una monocapa de
células, pero podemos postular que Rab8 estaria activandose en respuesta a este
estimulo migratorio, para promover el transporte exocitico de moléculas al frente de

avance, y establecer una polaridad celular.

3.2 Rab8 regula la actividad de las Rho GTPasas, afectando al

citoesqueleto y la migracion celular

La primera evidencia descrita acerca de la sobreexpresion de Rab8 es la
reorganizacion del citoesqueleto de actina generando nuevas protrusiones, asi como la
desaparicion de fibras de estrés (Hattula et al., 2006; Peranen et al., 1996). Estos efectos
fenotipicos fueron reproducidos en nuestro modelo experimental. Ademas, hemos
podido observar como Rab8 interviene en la formacion de las adhesiones focales, que
anteriormente no se habia descrito para esta GTPasa.

Los experimentos de pull-down en células que expresan Rab8Q67L muestran un
aumento de la actividad de Rac en estas células. Estos resultados explicarian el fenotipo
observado en células que sobreexpresan Rab8, puesto que la generacion de lamelas,
caracteristicas de Rab8Q67L, asi como la formacion de pequefios complejos focales,
que representarian fases tempranas de la maduracion de la adhesion focal, se han
descrito como estructuras inducidas por Rac (Raftopoulou and Hall, 2004).

Hay numerosas evidencias que demuestran el antagonismo entre Rho y Rac

(Burridge and Wennerberg, 2004; Nimnual et al., 2003; Rottner et al., 1999; Sander et
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al., 1999; Xu et al., 2003). El hecho de que el mutante activado de Rho (RhoV12) inhiba
el fenotipo inducido por Rab8Q67L, y el mutante constitutivamente activo de Rho (Rho
N19) revierta el fenotipo de shRNARab8, nos hace pensar que Rab8 va a mediar sus
efectos a través de la regulacion de la actividad de ambas GTPasas; si bien hasta el
momento no hemos podido demostrar como Rab8 regula la actividad de Rho.

Una de las teorias mas establecidas es que Rac produce la inhibiciéon de Rho a
través de p190 RhoGap. La generacion de especies reactivas de oxigeno mediadas por
Rac inhibe a LMW-PTP, una fosfatasa que defosforila p190 RhoGap, produciendo un
incremento en la fosforilacion de p190 RhoGap, que produciria su activacion; esto
conllevaria la inhibiciéon de Rho (Nimnual et al., 2003). Nuestros resultados sugieren
que Rab8 actua a través de la inhibicién de Rho, puesto que el fenotipo de Rab8Q67L es
revertido por el mutante constitutivamente activo de Rho, RhoV14. Esta inhibicion de
Rho podria ser directa o estar mediada por un aumento en la actividad de Rac a través
de p190 RhoGap. En células silenciadas para p190 RhoGap, Rab8Q67L es incapaz de
generar el fenotipo caracteristico anteriormente descrito, sugiriendo una dependencia de
p190 RhoGap para la inhibicion de Rho. La actividad de Rho en estas células estaria
aumentada, y Rac, previamente activado por Rab8, no podria inhibir Rho al carecer
estas células de p190 RhoGap, viéndose revertido el fenotipo. Estos datos demuestran
que Rho, ademds de Rac, juega un papel importante en los reordenamientos del
citoesqueleto mediados por Rab8.

En ausencia de estimulos externos, las células se polarizan espontaneamente, y
migran de una manera dirigida usando las mismas rutas de sefializacion que las rutas
activadas en respuesta a agentes quimiotacticos. La sefalizacion mediada por integrinas
es crucial para la persistencia de la migracion celular, generando gradientes de
activacion entre el frente celular y la zona trasera. Rac y Ccdc42 se activarian en el
frente de avance, mientras que Rho se activaria en la parte trasera, si bien la regulacion
de Rho parece mas controvertida, pudiendo estar este activado en el frente de avance
celular (Kurokawa et al., 2005; Pertz et al., 2006). Células silenciadas para Rab8
muestran una perdida de la persistencia de la migracion cuando se someten a
experimentos de migracion en ausencia de estimulo. El desequilibrio en la actividad de
las Rho GTPasas en los polos celulares podria ser el responsable de esta pérdida de
direccionalidad. Estas células serian incapaces de activar Rac e inhibir Rho
eficientemente en el frente de avance celular, y por tanto, al no polarizarse

correctamente, la direccion del movimiento estaria desregulada. Asimismo, células que
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sobreexpresan Rab8Q67L muestran también una ligera pérdida de direccionalidad. Este
hecho puede ser explicado en base a los altos niveles de Rac activo que dichas células
mantienen. La elevada actividad de Rab8, y por tanto de Rac, en diferentes
localizaciones de la membrana, no permitiria a la célula establecer un frente de avance
que dirigiera la motilidad. En concordancia con estos resultados, recientemente se ha
descrito que células con alta actividad de Rac presentan una inhibicion de la persistencia
de la migracion (Pankov et al., 2005). Proponemos un importante papel de Rab8 en el
establecimiento del frente de avance, inducido por la formacion de contactos adhesivos
que permitiria la estabilizacion de la direccion del movimiento celular. Alli Rab8
induciria la reorganizacion del citoesqueleto celular, a través de la regulacion de la
actividad de las GTPasas. Hasta ahora hemos comprobado que Rab8 estaria activando
Rac en el frente de avance celular, y aunque no tenemos hasta el momento evidencias,
también postulamos que Rab8 estaria inhibiendo Rho en el frente de avance.

Estos resultados muestran que Rab8 juega un papel clave en el establecimiento
de la estructura del frente de avance celular, promoviendo la generacion de protusiones
y la reorganizacion del citoesqueleto de actina, a través de la activacion de Rac.
Apoyando esta hipotesis, células silenciadas para Rab8 son incapaces de responder a
estimulos migratorios, y por tanto, incapaces de cerrar la herida causada en la
monocapa, asi como incapaces de responder a estimulos que inducen la polarizacién y
la migracién, como el EGF. Rab8 seria fundamental para mantener la sefalizacion de
Rho/Rac en el frente de avance, activando Rac e inhibiendo Rho. Aunque no tenemos
datos concluyentes al respecto, el efecto de la activacion y del silenciamiento de Rab8
sobre las fibras de estrés y adhesiones focales, y la inhibicion de estos fenotipos por el
mutante constitutivamente activo y el mutante inactivo de Rho, respectivamente,
sugieren que Rab8 juega un papel importante en la inhibicion de Rho, aunque este

podria ser indirecto a través de la activacion de Rac.

3.3 Rab8 y el desensamblaje de la adhesion focal

El desensamblaje de la adhesion focal es un proceso esencial para la migracion
celular cuyo mecanismo no estd establecido hasta el momento, estando sujeto a
controversia en la actualidad. La dindmica de la adhesion focal esta regulada por las
Rho GTPasas. Rac y Ccdc42 inducen la formacion de los complejos focales en primera

instancia, complejos que posteriormente maduraran a adhesiones focales, de forma Rho
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dependiente. La ultima fase en la vida de la adhesion focal seria su desensamblaje, que
permitiria la de-adhesion del sustrato en la parte trasera de la célula. Numerosos trabajos
demuestran la importancia de los microtubulos en el proceso de desensamblaje de la
adhesion focal (Ezratty et al., 2005; Kaverina et al., 1999; Small and Kaverina, 2003).
En estos trabajos se demuestra que los microtibulos transportan impulsos de relajacion
a la adhesion focal, permitiendo su desensamblaje. Se ha implicado a motores
moleculares como la Kinesina-1 en este fenomeno (Krylyshkina et al., 2002), que
transportaria a la adhesion focal moléculas que son necesarias para su desensamblaje; y
a enzimas como la calpaina, proteasa que degrada diferentes componentes de la
adhesion focal como ezrina, talina o integrinas (Bhatt et al., 2002). Otras teorias
proponen que los microtubulos regularian este fendémeno produciendo un desequilibrio
de las GTPasas Rho y Rac en las inmediaciones de la adhesion, promoviendo la
catastrofe de esta (Enomoto, 1996; Sander et al., 1999). Esta teoria ha sido revisada en
un reciente trabajo, al observarse que el fendmeno del desensamblaje es independiente
de GTPasas, y dependiente de otras moléculas que median procesos de trafico de
membrana endocitico, como dinamina-1 (Ezratty et al., 2005).

En este trabajo hemos demostrado que Rab8 es necesario para el desensamblaje
de estas estructuras, siendo esta la primera evidencia que muestra que una GTPasa
implicada en trafico vesicular se relaciona con un proceso como es el recambio de
adhesiones focales. Rab8 podria promover el recambio de estas estructuras a través de:
(1) la inactivaciéon de Rho, aunque los estudios realizados por Ezratty y col. indicarian
que este proceso es Rho-independiente y descartarian esta hipdtesis, o (ii) transportando
proteinas a la adhesion focal, que serian importantes para su desensamblaje, estas serian
el factor de relajacion del que anteriormente hemos hablado. Uno de los factores de
relajacion que podria ser transportado por Rab8 a la adhesion focal es MT1-MMP.
Nuestro trabajo demuestra la implicacion de Rab8 en el reclutamiento de MT1-MMP a
membrana. Ademads, recientemente se ha implicado a esta enzima en el desensamblaje
de las adhesiones focales (Takino et al., 2004; Takino et al., 2006). Para explorar el
posible papel de MT1-MMP en el desensamblaje de la adhesion focal mediado por
Rab8, realizamos experimentos en células de melanoma silenciadas para MT1-MMP
(datos no mostrados). La sobreexpresion de Rab8Q67L en estas células inducia una
desaparicion de las adhesiones focales similar a la que se producia en células con MT1-
MMP sin silenciar. Estos resultados sugieren que ademas de MT1-MMP, Rab8 podria

transportar otras proteinas a la adhesion focal, que estarian implicadas en el
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desensamblaje de ésta; o bien, que el papel de Rab8 en el desensamblaje estaria
mediado por el desencadenamiento de una cascada de transduccion de sefiales que
llevaria a la catastrofe de la adhesion focal.

En resumen, podemos concluir que Rab8 tiene una funcién importante en
migracion, interviniendo en el establecimiento de la polaridad celular. A través de la
activacion de Rac, Rab8 permitiria la generacion de protrusiones de membrana y la
formacion de los complejos focales en el frente de avance celular. Podriamos postular
que Rab8 se activaria en la zona de adhesion donde desencadenaria la cascada de
sefializacion que llevaria a los reordenamientos del citoesqueleto, encaminados a la
formacion de una nueva protrusion. El mecanismo molecular mediante el cual Rab8
lleva a cabo esta funcioén requiere de un estudio en profundidad. Rab8 podria regular la
actividad de Rac localizando un GEF especifico de Rac en la zona de avance de la
célula, que permitiria elevar la actividad de esta GTPasa para generar una nueva
protrusion. Adicionalmente, transportaria una proteina que promoveria el desensamblaje
de la adhesion focal, asi estaria implicada en la de-adhesion necesaria para el avance
celular. De esta forma Rab8 actuaria promoviendo la formacion y estabilizacion del
frente de avance, y por otra parte, participaria en la liberacion de los contactos con el
sustrato en la zona de retraccion para permitir la migracion direccional de la célula.

El gen de Rab8, denominado MEL, se localiz6 en el cromosoma 19cen-p13.2
(Nimmo et al., 1989; Spurr et al., 1986), una regién implicada en translocaciones en una
gran variedad de neoplasias, incluidas melanoma (Parmiter et al., 1986) y carcinoma de
célula-pequena de pulmon (Whang-Peng et al., 1986). Ademas, en numerosos tumores
humanos se han descrito alteraciones en este gen, segin bases de datos de microarrays.
La malignidad de estos tumores se puede deber al papel que Rab8 tiene en migracion e
invasion. En este caso, la sobre-activacion de Rab8 llevaria a una desregulacion del
ciclo migratorio, y a un aumento de la invasividad, tal y como describimos en este
trabajo, que dotaria al tumor de un fenotipo mas agresivo. Por lo tanto, Rab8 podria
constituir una nueva diana para prevenir la invasion y metéstasis; aunque sera necesario
un importante trabajo futuro que implique modelos animales para validar Rab8 como

nueva diana terapettica en la lucha contra el cancer.
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V1. Conclusiones
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De los resultados obtenidos y la discusion presentada podemos extraer las siguientes

conclusiones referentes al primer bloque de objetivos:

1.

MTI1-MMP es reclutado a las estructuras invasivas, a través de la ruta de trafico
exocitico de vesiculas, cuando la célula se encuentra invadiendo matrices

tridimensionales de colageno.

La ruta de trafico intracelular implicada en el transporte de MT1-MMP cambia,
de los compartimentos de reciclaje a la via biosintética, cuando la célula se

encuentra invadiendo matrices tridimensionales.

La adhesion via integrinas, y posterior activacion de cascadas de sefializacion
del modulo FAK/Src, asi como las GTPasas de la familia Rho estan implicadas

en el trafico de MT1-MMP en las estructuras invasivas.

La GTPasa Rab8 regula el transporte de MTI-MMP hacia las zonas de

degradacion de coldgeno, asi como su capacidad invasiva.

Las conclusiones derivadas del abordaje del segundo objetivo son:

La GTPasa Rab8 est4d implicada en la motilidad celular, siendo necesaria para la
persistencia de la direccionalidad, asi como para la respuesta quimiotactica ante
estimulos externos.

Rab8 es necesaria para la polarizacion celular.

Rab8 regula la actividad de las GTPasas Rho y Rac, promoviendo
reordenamientos del citoesqueleto de actina, y regulando la maduracion de las
adhesiones focales.

Rab8 activa la GTPasa Rac.

Rab8 esta implicado en el desensamblaje de las adhesiones focales.
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