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RESUMEN

La angiogénesis tumoral es un evento celular que contribuye a la
diseminacién de células cancerigenas a érganos distantes. En este contexto, las
proteinas expresadas diferencialmente en el endotelio son consideradas
potenciales blancos farmacologicos. En el afio 2000, TEM5, un receptor huérfano
acoplado a proteinas G de la familia de adhesion (ADGRs), fue identificado como
un Marcador de Endotelio Tumoral (TEM) expresado en células endoteliales de
cancer colorrectal. Se ha descrito que TEM5 es vital para la estructura y funcién de
la vasculatura cerebral en el desarrollo embrionario, sugiriendo su participacion en

el rearreglo del citoesqueleto de actina para fortalecer las adhesiones.

Este proyecto se enfocO en caracterizar la transduccion de sefales del
Marcador de Endotelio Tumoral 5 (TEM5/GPR124), recientemente nombrado
ADGRA2, en procesos angiogénicos. Primeramente, encontramos que la expresion
de TEMS5 incrementd la adhesion celular, la formacién de filopodios y la activacion
de las RhoGTPasas Cdc42 y Racl. Los mecanismos de la adhesion promovida por
TEMS5 fueron vinculados a la interaccién directa de este receptor con factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) pertenecientes a la familia de
Dbl y de Dock: las Intersectinas y EImo/Dock180, respectivamente; y que ademas,
se asociaron entre si a través de los dominios ITSN-SH3a-cey la region EImo-PxxP.
Adicionalmente, TEM5 interaccion6 con IQGAP, una proteina adaptadora que
estabiliza el estado activo de Cdc42 y Racl asi también con el heterodimero GR1y2,
que favorecio la interaccion entre TEM5 y Elmo. Adicionalmente, las regiones
minimas de interaccion de estos GEFs (ITSN, dominio SH3.p; EImo, dominio ELM)
con TEMS5 abatieron el efecto de TEM5 en la adhesién, y no con el bloqued de la
proteina Gi. Ademas, demostramos que la expresion de TEM5 favorecid la
fosforilacion de Elmo, indicativo de su actividad. Finalmente, encontramos co-
localizacion de TEM5 con EImo e ITSN1 en protrusiones de células endoteliales
sometidas a adhesion. Este novedoso mecanismo de integracion de sefales

sugiere estar vinculado a los procesos angiogénicos dependientes de TEMS5.



ABSTRACT

Tumor angiogenesis is an important cellular event that contributes to the
spread of cancer cells to distant organs. In this context, proteins differentially
expressed in the endothelium are considered pharmacological targets. In 2000,
TEMS5, an orphan adhesion G protein-coupled receptor (ADGRS), was identified as
a Tumor Endothelial Marker (TEM) expressed in endothelial cells of colorectal
cancer. TEM5 has been shown to play a vital role in the structure and function of the
cerebral vasculature in embryonic development, suggesting its involvement in

changes in the actin cytoskeleton for adhesions of the blood-brain barrier.

This project focused on the characterization of the signal transduction of the
Tumor Endothelial Marker 5 (TEM5/GPR124), recently named ADGRA2, in
angiogenic processes. Firstly, we determined that TEM5 expression increased cell
adhesion, filopodia formation, and activation of RhoGTPases Cdc42 and Racl.
Subsequently, we investigated the molecular mechanisms by which TEM5
generated an efficient adhesion. Interestingly, we found that TEM5 associated
guanine nucleotide exchange factors (GEFs) belonging to the Dbl family RhoGEFs
and Dock: Intersectins and Elmo/Dock180, respectively; and also, they were
associated with each other through ITSN-SH3A-C-E domains and EImo-PxxP
region. In addition, TEM5 interacted with IQGAP, a scaffold protein that stabilizes
the active state of Cdc42 and Racl as well as the heterodimer GB1y2, that its
expression favored the association between TEM5 and EImo. The minimal
interaction regions of these GEFs with TEM5 were mapped to ITSN domains SH3-
D and Elmo the central region (ELM domain), and they abrogated the adhesion
promoted by TEMS5, but did not Pertussis toxin, which blocked the dissociation of the
protein Gi. Furthermore, we determined that TEM5 induced EImo phosphorylation,
indicative of its activity. We found colocalization between TEMS5, Elmo and
Intersectin in endothelial cell protrusions during cell adhesion. This novel signal
integration mechanism suggests to be linked to TEM5-dependent angiogenic

processes.



GLOSARIO

ADGRs: Es una familia de adhesion de los receptores acoplados a proteinas G
(GPCRSs) que contiene 33 miembros.

Adhesion celular: Es un proceso importante con el que cuentan las células para
unirse a elementos extracelulares o a otras células. Este evento esta vinculado a

patologias como el cancer.

Angiogénesis: Es un proceso fisiologico que consiste en la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de los pre-existentes. Este evento participa durante el
desarrollo embrionario, la reparacién de heridas y en procesos patolégicos como el

cancer, en cuyo caso se denomina angiogénesis tumoral.
Céancer: Es un proceso de proliferacién y diseminacién descontrolado de células.

Cdc42: Es una GTPasa pequefia de 21 kDa que es miembro de las GTPasas de la
familia de Rho. La activacion de esta GTPasa promueve la formacion de filopodios,
promoviendo cambios dinamicos en la morfologia celular que pueden contribuir a

eventos de migracién direccionada (orientacion del aparato de Golgi).

Células endoteliales: Es un tipo de célula que recubre la zona interna (endotelio)

de los vasos sanguineos.

Citoesqueleto: Es una estructura dindAmica de las células constituida por proteinas
que polimerizan en estructuras filamentosas para proveer soporte interno de la

célula.

Filopodio: Son extensiones citoplasmaticas delgadas en forma de dedo constituido
de actina.

GTPasas: Son enzimas de tipo hidrolasa que catalizan la molécula guanosin

trifosfato (GTP). También son conocidas como interruptores moleculares.

Intususcepcién: Es un tipo de crecimiento vascular por el cual un nuevo vaso

sanguineo se forma por la division de un vaso existente en dos.



Lamelipodio: Son prolongaciones anchas de la membrana celular constituidas por

microfilamentos de actina.

MAPK: La proteina cinasas activadas por mitbgenos son enzimas serin treonin
cinasas que modulan la expresion de genes relacionados principalmente a la

proliferacion.

Migracion celular: Es un proceso fundamental que consiste en el desplazamiento

coordinado de la célula.

Rac: Es una GTPasa de la familia de Rho que une guanosin trifosfato (GTP) para
inducir cambios en el citoesqueleto, migraciéon celular, entre otros eventos. Existen

3 isoformas de Rac.

Receptores: Son proteinas que se localizan principalmente en la membrana
plasmatica aunque se han encontrado alguna de ellas en el citosol o membrana
nuclear. Su funcidon es reconocer sustancias extracelulares o intracelulares,
conocidas como ligandos. Tras el reconocimiento de su ligando, los receptores
sufren cambios conformacionales e inician el proceso llamado transduccion de

sefales.

VEGF: Es el factor de crecimiento endotelial vascular implicado principalmente en

la angiogénesis y la permeabilidad vascular.
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INTRODUCCION

1. EL CANCER

El cancer esta entre las principales causas de muerte a nivel mundial. En el
afio 2012, hubo un registro de 8.2 millones de muertes debido a esta enfermedad
en el mundo. Segun datos de la OMS, se estima que los casos anuales de esta
enfermedad incrementaran de 14 millones en el 2012 a 22 millones en las préximas
dos décadas (1). La Secretaria de Salud en México registra 160 mil casos nuevos
de cancer anualmente (2). Los canceres que ocasionan una mayor mortalidad se
citan a continuacidon en orden decreciente son: el cancer pulmonar, hepético,

géstrico, colorrectal, mamario y esofagico.

Las neoplasias malignas se caracterizan por un crecimiento descontrolado
de las células de un individuo. Los factores de riesgo son diversos entre los que
destacan son, el consumo de tabaco, el alcohol y el estrés (3). Ademas, existen
factores genéticos que estan implicados en el desarrollo y progresion del cancer. En
el aflo 2013, Vogelstein et al., describieron 138 genes mutados e involucrados en el
desarrollo de tumores (4). La mayoria de estos genes participan en las rutas de
sefalizacion de las cinasas activadas por mitdbgenos (MAPK), el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), las Janus cinasas (JAK), NOTCH, y la via
de WNT-B-Catenina para la promocion de la oncogénesis, crecimiento y

diferenciacion celular (5,6).

Entre los tratamientos contra el cancer destacan la cirugia acompafiada de
radioterapia, quimioterapia y, en algunos casos, trasplantes de médula ésea.
Desafortunadamente, el tratamiento genera toxicidad y un alto indice de recidiva.
Otro problema grave en el tratamiento contra el cancer es la resistencia a farmacos.

Existen seis caracteristicas de la resistencia a farmacos anti-cancerigenos.

1- Modificacion de los blancos farmacoldgicos. Este punto se
refiere a la alteracion fisica y funcional del sitio blanco tras la continua

administracion del medicamento. Algunos ejemplos en esta categoria son



los eventos relacionados con la regulacion de expresion de genes a bajos
niveles o promocion de mutaciones en respuesta a algunos farmacos
inhibidores de los receptores de tirosina cinasa (7-9).

2- La expresion de transportadores de membrana dependiente de
ATP (ABC). Estas proteinas estan encargadas de sacar sustancias, entre
ellas los farmacos, que se encuentran dentro de la célula para eliminar
toxinas. Existen 49 transportadores ABC. La expresion de estos
transportadores aumenta en condiciones cancerigenas afectando la
concentracion del farmaco y su funcion en el interior de la célula (10-12).

3- Expresion de proteinas involucradas en la depuracion del
farmaco. La actividad de la enzima glutation S transferasa esta
incrementada en algunos canceres y esta relacionada a la resistencia a
farmacos (7,13).

4- Reduccidn de la susceptibilidad celular a la apoptosis y muerte
celular. Las células cancerosas generan mecanismos de evasion a la
muerte celular. En consecuencia, las células tumorales resisten a los
farmacos por medio de vias que involucran a las caspasas, necrosis y
autofagia (14).

5- Reparacioén del dafio del material genético. Existe evidencia que
en el cancer existen mutaciones en proteinas involucradas en la via de
reparacion del ADN como es el caso de BRCA1/2 y PARP1. La nula
expresion de PARP1 en células cancerosas provocan la muerte de estas
(15,16). Ademas, la proteina supresora de tumores p53, también conocida
como el guardian del genoma, se encuentra mutada en cancer por lo que
la apoptosis no es llevada a cabo en esas células cancerosas (17).

6- Proliferacion sostenida. En cancer, la proliferacion celular se
lleva a cabo principalmente por los ejes de cinasas PI3K/ATK/mMTOR y Ras-
Raf (18,19).

El microambiente tumoral es complejo y particular del tipo de cancer. Estas
condiciones hacen complicada la eficacia de los farmacos o combinaciones de

éstos. Sin embargo, el entendimiento de los mecanismos celulares cruciales que



convergen en vias comunes para el desarrollo de tumores sélidos se convierte en

estrategia terapéutica viable para combatir el cancer.

1.1 LA ANGIOGENESIS

En la etapa embrionaria, el ensamble de la red vascular primaria es iniciado
por la movilizacién de células endoteliales precursoras (angioblastos) provenientes
del mesodermo para diferenciarse en células endoteliales y formar el vaso

sanguineo, a este evento se le denomina vasculogénesis (20).

Las células endoteliales son células especializadas que recubren el interior
de un vaso sanguineo cuyas funciones principales son: regular el flujo de nutrientes,
transportar moléculas activas y glébulos rojos. En el adulto, se estima que 1 — 6 X
1013 células endoteliales cubren un area de hasta 7 m? con un peso aproximado de
1 kg (21). El endotelio cumple una funcion importante en el proceso angiogénesis,
que consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de la red vascular
preexistente en favor a un gradiente de factores solubles. Dicho proceso participa
tanto en el desarrollo embrionario como en la etapa adulta, por ejemplo, para la

reparacion de heridas y la restauracion del endometrio.

En el proceso angiogénico existen dos tipos de angiogénesis: brotes

angiogénicos y la intususpencion.

A falta de oxigeno y nutrientes, el endotelio genera brotes angiogénicos
para dar inicio a la formaciéon de capilares y asi satisfacer las necesidades
metabdlicas del entorno. Para que se lleve a cabo este proceso es importante que
diversos eventos celulares ocurran de forma coordinada, tales como la degradacion
de la matriz extracelular, la proliferacion de las células endoteliales, la migracion
orientada, la tubulogénesis, la fusion de capilares y la estabilizacion de pericitos
(22).
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En la brotacion angiogénica pueden ser reconocidos dos tipos de células
morfologicamente distintas que coordinan este evento llamadas célula lider y célula

tallo.

Las células lideres se caracterizan por un fenotipo migratorio y polarizado
gracias a la sefializacion activa de VEGF en conjunto con su co-receptor Neuropilina
1 (Nrpl), induciendo la formacion de filopodios para censar el ambiente (23). Estas
células expresan niveles altos del receptor tipo 2 para el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR2), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF-B), el ligando Delta (DLL4) para el receptor Notchl, y una actividad
disminuida de la sefializacion de Notch (24-26). En la retina, la extensién de los
filopodios, estructuras caracteristicas de las células lideres, es variable llegando

hasta una longitud >100 um y un grosor de aproximadamente de 100 nm (24).

Otra caracteristica de las células lideres es la actividad metabdlica alta. En
este contexto, la expresion de la enzima 6-fosfofructo-2 cinasa/fructosa-2,6-
bisfosfatasa (PFKFB3), la cual genera fructosa-2,6-bifosfato y actia como un
modulador positivo de la fosfofructocinasa-1 (PFK-1) en via de la glucdlisis, esta
ligada a la proliferacion de células endoteliales, la migracion y los brotes

angiogénicos (27).

Por otro lado, las propiedades de las células tallo se basan en la tasa alta
de proliferacién para la formacion del lumen. Estas células también tienen activa la
via de la glucolisis ya que necesitan proliferar y elongarse para la tubulogénesis
(28).

Las células tallo tienen activa la sefializacién de Notch, la cual es importante
para conservar sus caracteristicas intrinsecas. La sefalizacion del receptor Notch
puede ser activada por sus ligandos Delta 4 (DLL4) o Jagged. Dicha sefal es
favorecida por la glicosiltransferasa Fringe que O-glicosila en los elementos
repetidos EGF del dominio extracelular del receptor Notch. Una vez activado, este
receptor sufre un corte en el dominio intracelular (NICD) por accién de la secretasa
Y, una enzima perteneciente a la familia de proteasas ADAM. Dicho fragmento

(NICD) se transloca al nucleo favoreciendo la expresion del receptor tipo 1 para el

11



factor de crecimiento endotelial (VEGFR1/FIt-1). La activacion de Notch por DLL4
es mayor que Jaggedl y esto limita la formacion de protrusiones mientras que
Jagged1 tiene el efecto opuesto (29-31). De manera interesante, la deleciéon de un
alelo de DLL4 o la nula expresiéon de Notchl favorecen que las células endoteliales

adquieran fenotipo de células lideres (32,33).

El desplazamiento dirigido de las células endoteliales esta a cargo de la
sefalizacion cruzada entre receptores como las semaforinas (Sema) que
interactdan con los receptores Plexinas. La Sema3E regula la actividad de VEGF y
la expresion alta de DLL4 para mantener el fenotipo de las células lideres y las
células tallo (34). Por otro lado, Robo4, un receptor de proteinas SLITs expresado
en endotelio y en vasculatura tumoral, reduce la angiogénesis tras inhibir la
sefalizacion de VEGF por su interaccion con Unc5B, un receptor de netrina (35-37).
Adicionalmente, el VEGF favorece la actividad transcripcional de HXL, el cual
incrementa la expresién de Unc5B, sugiriendo una retroalimentacion para controlar
el fenotipo de células tallo (38). El receptor tirosina cinasa Ephrin-B2 controla la
internalizacion y el trafico de los receptores para VEGF (VEGFR2/VEGFR3) y es
importante para la formacién de filopodios y mantenimiento del fenotipo
caracteristico de las células lideres (39,40).

La maduraciéon de los vasos sanguineos recién formados se basa en el
reclutamiento de los pericitos. El factor de crecimiento transformante 1 (TGF- 1)
ayuda a la diferenciacion a pericitos (41). Las células endoteliales secretan el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que es detectado por su receptor
(PDGFR-B) en los pericitos promoviendo la migracion de éstos. Ademas, la
angiopoyetina 1 (Angl) favorece el ensamble de pericitos alrededor de las células
endoteliales (42). Las uniones adherentes entre los pericitos y las células
endoteliales se fortalecen gracias a la participacion de la esfingosina 1 fosfato (S1P)
en pericitos promoviendo un aumento en la expresion de N-caderina. En las células
tallo hay un disminucion de la actividad de la angiopoyetina 2 y una comunicacion
cruzada negativa del receptor para esfingosina 1 fosfato hacia VEGFR2 permitiendo

la estabilizacién de las VE-cadherinas (43,44).
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En la intususcepcion, por otro lado, la pared del vaso se extiende hacia el
lumen causando que el vaso sanguineo se divida en dos. Por consiguiente, se forma
un tubo capilar de > 2.5 um de didmetro (45). Este proceso endotelial es rapido y
requiere de la reorganizacion de las células endoteliales sin necesidad de proliferar.
Este evento es importante en la etapa embrionaria y en las bifurcaciones de arterias
y venas. El estrés mecénico puede iniciar la formacion de estas estructuras en las

regiones con alto flujo sanguineo (Figura 1) (46,47).

a b c
Pericitos
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’ ) / V) '
@ & 90 ®
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Endotelial Intercelulares

Figura 1. Etapas de intususcepcion. El proceso llamado intususcepcion incluye
los siguientes pasos: a) La formacion de un puente interendotelial, es decir, las paredes
opuestas del capilar hacen contacto. b) Reorganizacién de las uniones intercelulares del
endotelio para formar un orificio central. ¢) Formacién de un tubo capilar intersticial
envuelto por miofibroblastos y pericitos. Finalmente, existe un crecimiento del tubo
capilar delgado a un tubo capilar > 2.5 ym de diametro. Modificado de Ward De
Spielgelaere et al., 2012.

En el cancer, los tumores sélidos generan un ambiente hipdxico cuando las
células tumorales estan en la fase de proliferacion por lo que necesitan de nutrientes
que son obtenidos de la red vascular circundante en desarrollo. Para que el tumor
pueda sobrevivir al microambiente carente de oxigeno es necesario iniciar los
mecanismos de estabilizacion a través de la secrecion del factor inducible de hipoxia
(HIF-1 the hipoxia inducible factor) (13). El HIF-1 activa preferencialmente genes
involucrados en la angiogénesis, metastasis e invasion tales como el factor de
crecimiento de endotelio vascular A (VEGF-A) o el factor de crecimiento
transformante (TGFa) en las células endoteliales llamadas falanges (phalanx cells,
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en inglés). En cancer, los niveles HIF-1 son altos y esto correlaciona con un
prondstico desfavorable de supervivencia (48). EI VEGF-A, a través de activar a su
receptor con actividad de tirosina cinasa (VEGR), modula los brotes angiogénicos

para el crecimiento de nuevas células endoteliales dirigidas hacia el tumor.

En el microambiente tumoral, existe un desbalance entre los factores
inhibitorios de la angiogénesis, anti-angiogénicos, y los que la promueven, pro-
angiogénicos, siendo estos ultimos los promotores de la angiogénesis tumoral. De
tal manera que este evento celular es una etapa crucial para el crecimiento y

desarrollo de la masa tumoral y por consiguiente, para la metastasis (Figura 2).

Tumor
e b Metastasis
L ] -
A A A Degradacion /)
° A De Matriz e g

Factores de A

crecimiento A N

Figura 2. Esquema de la angiogénesis tumoral. Este proceso indispensable
para el desarrollo del cancer se basa en la formacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de los pre-existentes en respuesta a factores pro-angiogénicos secretados por las
células tumorales dentro del microambiente hipéxico. En este evento se distinguen dos
tipos de células endoteliales que participan en la migracion dirigida hacia el tumor. Las
células lideres estan encargadas de guiar la formacién de la nueva vasculatura mediante
la comunicacion con las células vecinas, llamadas células tallo. Dicha red vascular
formada presenta huecos debido al revestimiento pobre en pericitos favoreciendo asi la

metastasis.
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Por lo anterior, la angiogénesis es considerada como un proceso celular
blanco de la terapia contra el cancer. En la clinica se emplean farmacos anti-
angiogénicos cuya farmacodinamia consiste en frenar la via de sefalizacién del
VEGF para atenuar el crecimiento tumoral. El prototipo para la primera generacion
de este tipo de farmacos se basa en un anticuerpo monoclonal anti-VEGF llamado
bevacizumab (Avastin), que es usado en combinacion con quimioterapia contra el
cancer colorrectal, el cancer de pulmoén y el cancer renal (49-51). La segunda
generacion de farmacos va dirigida al bloqueo de receptores con actividad tirosina
cinasa como EGFR, VEGFRs y PDGFRs, entre los que destacan: erloltinib
(Tarceva), sunitinib (Sutent), sorafenib (Nexavar), pazopanib (Votrient) y vandetanib
Algunos de ellos son empleados en el hepatocarcinoma (CHC), en el tumor

pancreatico y en el cancer tiroideo (52-54).

En el afio 2005, Gasparini et al., describieron tres categorias de farmacos

anti-angiogénicos de acuerdo al sitio blanco y mecanismo de accion (55).

1- Farmacos anti-angiogénicos  directos. Estos  actlan
directamente en células endoteliales interfiriendo con su funcion de
proliferacion, angiogénesis y migracién. Algunos ejemplos son:
angiostatina y endostatina.

2- Farmacos anti-angiogénicos indirectos. Su farmacodinamia
estriba en la interferencia en la produccion de factores angiogénicos o
procesos extracelulares afectando las células tumorales, células del
estroma y células del sistema inmunologico. Algunos ejemplos son:
cetuximab y gefitinib.

3- Farmacos anti-angiogénicos mixtos. Estos agentes ejercen
efectos multiples entre ellos se encuentra SU11248 (Sunitinib) que suprime
el crecimiento tumoral (56). Otro ejemplo es la terapia metronémica
consiste en la administracion continua de farmacos citotoxicos a dosis
bajas con el fin de inhibir la proliferaciéon de los vasos sanguineos. Los
pacientes tratados con la combinacion de metotrexato y ciclofosfamida

mostraron bajos niveles de VEGF (195 pg/ml) después de 6 meses (57).
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Sin embargo, en etapas tardias de diversos canceres, el bloqueo de VEGF
no es suficiente para prevenir la progresion, la resistencia e incluso aumenta la
invasion y metastasis (29,58-60). Varios estudios recientes han determinado que el
VEGF-A favorece que las células tumorales adquieran un fenotipo mas metastasico
(61). Ademas, los agente inhibidores de la angiogénesis estan asociados a mayor
riesgo de hipertension, isquemia cardiaca, trombosis arterial (62-64). Es por ello, la
necesidad de encontrar nuevos blancos terapéuticos en esta etapa para arrestar el

desarrollo tumoral.

La normalizacion de vasos sanguineos ha sido postulada como un paso
necesario para el éxito terapéutico ya que contribuye a una mejor distribucién de los
farmacos antioncogénicos. Esta premisa esta basada en el hecho de que en el
cancer los vasos sanguineos se caracterizan por ser tortuosos presentando fugas
debido al revestimiento pobre de pericitos, lo que limita la efectividad de los
farmacos. Recientemente, Mpekris F et al.,, demostraron que la quimioterapia
metrondmica favorece la normalizacibn de los vasos que rodean al tumor,
incrementando los niveles de TSP-1 y la apoptosis en células endoteliales (65). Los
mecanismos por los cuales ocurre la normalizacion de vasos sanguineos aberrantes
no estan del todo descritos. Por ello, es importante conocer las bases moleculares
implicadas en la formacién de capilares, asi como los eventos funcionales de

adhesion y migracion celular ligados a este proceso.

1.1.1 MIGRACION CELULAR

La migracion celular es un proceso esencial en la angiogénesis. Este
involucra la reorganizacion del citoesqueleto de actina en respuesta a un estimulo.
La actina filamentosa (F) se forma a partir de la nucleacion y polimerizacion de
monomeros de actina (G) con ayuda de las proteinas forminas (mDial/2) y el
complejo Arp2/3 (66,67). Algunas proteinas que participan en el ensamble y

desensamble de la actina son: .profilina, cofilina y timosina-4.
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Este proceso dinamico permite distinguir en el microfilamento polimerizado
dos extremos con polaridad: el extremo barbado (+), donde ocurre la polimerizacién
con monomeros de actina unidos a ATP y el opuesto, el extremo puntiagudo (-).

1.1.1.1 Las GTPasas de la familia de Rho y GEFs en la migracion

celular

Los cambios morfologicos durante la migracion celular son atribuidos a la
actividad de las GTPasas de la familia de Rho. Las GTPasas son conocidas como
interruptores moleculares debido a que oscilan entre un estado activo, cuando
incorporan guanosin trifosfato (GTP), y un estado inactivo, cuando tienen guanosin
difosfato (GDP). Existen 20 genes que codifican para GTPasas de esta familia.
Entre las mas estudiadas estan Racl, Cdc42 y RhoA, cuya activacion involucra la
formacién de lamelipodios, filopodios y fibras de estrés, respectivamente. Aunado a
lo anterior, estas GTPasas también son responsables de la polaridad celular. El
modelo clasico de sefalizacion de las GTPasas durante el proceso migratorio
describe a las GTPasas Racl y Cdc42 localizadas preferentemente en la parte del
polo de avance, mientras que RhoA activa se ubicada en el polo de retraccién
favoreciendo el desplazamiento dirigido hacia el estimulo (68). Aunque el estimulo
con PDGF induce una actividad mayor de Racl en las protrusiones, una actividad
baja de RhoA es detectada en las protuberancias periféricas de la membrana
plasmética (ruffles) de fibroblastos pero no en las protrusiones al frente de la célula.
Por lo tanto la activacion de estas GTPasas ocurre de manera regulada espacio-

temporalmente durante el proceso de la migracion celular (69,70).

El ciclo de activacion de las GTPasas es modulado por los factores
intercambiadores de nucledtido de guanina (GEFs), los cuales permiten el
intercambio de GDP por GTP en la GTPasa favoreciendo el estado activo y el
reconocimiento de los efectores de la GTPasa en cuestion. Por el contrario, las
proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) aumentan la actividad intrinseca de la
GTPasa permitiendo la hidrolisis de GTP por GDP para su inactivacion. Los
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inhibidores de la disociacion de guanina (RhoGDIs) actian secuestrando y

manteniendo a la GTPasa inactiva en el citosol (Figura 3) (71).
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Figura 3. Esquema representativo de la activacion de las GTPasa de la familia
de Rho durante la migracion celular. Las células migratorias tienen polaridad generando
un polo de avance (parte delantera) y un polo de retraccion (parte trasera). Las GTPasas
de la familia de Rho son las encargadas de orquestar el movimiento direccionado debido
a su activacién espaciotemporal. Las GTPasas Rac y Cdc42 se encuentran en la parte
frontal de la célula formando estructuras tipo lamelipodios y filopodios, respectivamente.
Mientras que la GTPasa RhoA se localiza en la parte trasera de la célula generando fibras

de estrés.

A diferencia del efecto en la actividad de las GTPasas que caracterizan a
las proteinas reguladoras GAPs, las IQGAPs son proteinas multidominio de 190kDa
gue se unen a las GTPasas Cdc42 y Rac para inhibir la tasa intrinseca de hidrolisis
de GTP y en consecuencia, estabilizan el estado activo de dichas RhoGTPasas (72-
74). Este efecto sobre la actividad de las Rho-GTPasas contrario a lo esperado es
debido a que el dominio relacionado a RasGAP (GRD) de las tres variantes de

IQGAP carece de la arginina responsable para la actividad de GAP (Figura 4) (75).

La expresion de las IQGAPs no es tejido especifico. En fibroblastos y otros
tipos celulares, las proteinas IQGAPSs se localizan en las protrusiones onduladas de
la membrana asi como en filopodios (76-78). Estas proteinas estan involucradas en
diversos procesos celulares como: la adhesiéon celular, la migracién celular, en la

adhesion célula-célula, la proliferacion celular por activacion de las cinasas MAP en
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respuesta a EGF, en la promocion de la transcripcion por interaccion con B-catenina,

en la exocitosis, en el proceso de metastasis (79-86).

IQGAP —[ CHD ]-[ ww ]—[ 1Q H GRD ]-[ RasGAP C ]—

Figura 4. Estructura de IQGAP. El amino terminal contiene un dominio de unién a
calponina (CHD), el cual media uniones con actina y calponina. El dominio WW, llamado asi
por sus dos triptéfanos funcionalmente conservados, provee de interacciones proteina-
proteina tras la asociacibn con regiones de prolinas como con la cinasa ERK2.
Posteriormente se encuentran los 4 motivos 1Q que conforman el dominio 1Q. Este dominio
une calmodulina asi como la cadena ligera esencial de miosina (ELC). El dominio GRD
(dominio relacionado a rasGAP) carece de la arginina responsable para la funcién de GAP,
responsable de la estabilizacion de la actividad de las GTPasas Rac y Cdc42. Finalmente,
IQGAP tiene RasGAP c, la cual es una secuencia importante para la uniéon a Beta-catenina
y E-cadherina.

Por otra parte, los GEFs estan clasificados en dos familias de acuerdo a su
estructura: la familia convencional, DBL, y la familia atipica, DOCK “dedicator of
cytokinesis™. En términos generales, la familia DBL de GEFs comparte un dominio
de homologia a DBL (DH), el cual es el sitio catalitico de GEF y el dominio homdlogo
a pleckstrina (PH) para el anclaje a la membrana. En la mayor parte RhoGEFs de
la familia Dbl, estos contienen otros dominios accesorios (87). La familia de Dock,
contiene 11 miembros que posee dos dominios conservados: la regiéon 1 de
homologia a Dock (DHR1), la cual favorece su localizacion en la membrana gracias
a la union con lipidos y la region 2 de homologia a Dock (DHR2), la cual es el
dominio catalitico de GEF (88). En este trabajo nos centramos en estudiar dos
GEFs: Intersectina y el complejo ElImo/Dock, pertenecientes a la familia clasica y

atipica, respectivamente.

Intersectina (ITSN) es un GEF especifico para la GTPasa Cdc42. Esta
proteina consta de 1270 amino&cidos y cuya estructura esta conformada por dos

dominios homoélogos a Epsl15 (EH), un dominio de hélice superenrollado (CC) y
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cinco dominios SH3 que reconocen regiones ricas en prolina. En el genoma humano
existen dos genes para ITSN, ITSN1 e ITSN2. Debido a un splicing en el transcrito
de ITSN, se generan dos formas: la isoforma corta (ITSN-S) y la isoforma larga
(ITSN-L). La ITSN-L posee ademas un dominio de homologia a DBL (DH), un
dominio de homologia a Pleckstrina (PH) y un dominio C2 como se muestra en la
figura 5 (89).

ITSN-S _E_H} EH ]: - H SH3 l _323_} sk | sHa ] sk
ITSN-L EH‘= EH‘= ccH SHQ?’ H_S:i} SHcs H ) : SH3L ' py PH il

Cdc42  Cdc42
6P GTP
Figura 5. Estructura de Intersectina (ITSN). Las isoformas de ITSN comparten

dos dominios homologos a Eps15 (EH), un dominio de hélice superenrollado (CC) y cinco
dominios de homologia de Src tipo 3 (SH3) en tdndem. Adicionalmente, la isoforma de
ITSN-L tiene una extension del carboxilo terminal que contiene el dominio catalitico de
GEF (DH) para activar a Cdc42, el dominio plekstrina (PH) y el dominio C2.

Las Intersectinas son proteinas de andamiaje que integran sefiales
principalmente las involucradas en el trafico vesicular debido a interacciones con
proteinas relacionadas con la endocitosis como la dinamina y sinaptojanina (90-92).
Las ITSNs integran sefiales de receptores para regular la reorganizacion del
citoesqueleto de actina a través del reclutamiento de Cdc42 y la proteina del
sindrome de Wiskott-Aldrich (N-WASP) (93). Ademas, la ITSN asocia a la proteina
de interaccion con WASP (WIP) en las zonas de invadopodia de células de cancer
de mama (94). Wang et al., demostraron que la sobreexpresion de ITSN en
fibroblastos promueve una transformacion oncogénica sugiriendo que esta proteina
de andamiaje multi-dominio regula vias involucradas en la tumorigenesis incluyendo
TRKs, Ras, PIBKC2B (95-97). Aunque se ha descrito que las ITSNs tienen una
participacion amplia integrando sefales de receptores con actividad de tirosin

cinasa (RTKs) como el receptor para el factor de crecimiento epidermal (EGFR) o
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el receptor 2 tipo B de Eph (EphB2) (98,99), también podrian tener una funcién
relevante en la sefializacion de GPCRs, la cual fue explorada en este trabajo

Los GEFs pertenecientes a la familia de Dock son activadores de las
GTPasas Rac y Cdc42. Estos GEFs se clasifican en 4 subgrupos; A, B, Cy D (100).
El subgrupo Dock-A esta conformado por Dockl, también llamado Dock180, Dock
2 y Dock5; el subgrupo Dock-B contiene a Dock 3 y Dock 4. De manera interesante,
estos dos subgrupos conservan un dominio SH3 en su amino terminal que asocia
las tres variantes de Elmo, una proteina de motilidad celular, y una region rica en
prolinas en el carboxilo terminal que une proteinas Crk (101). La estructura de EImo
se muestra en la figura 6. El subgrupo Dock-C, llamado también la familia Zir,
contiene Dock6, Dock7 y Dock8. Por ultimo, el subgrupo Dock-D, llamado también
la familia Zizimin, incluye Dock9, Dock10 y Dock11. Los subgrupos Dock-A y Dock-
B activan preferencialmente a Racl, mientras que el subgrupo Dock-D tiene GEFs
para Cdc42. El subgrupo Dock-C integra GEFs que pueden activar a ambas
GTPasas, Racly Cdc42 (102-107).

EImo% RBD |= EID H ELM |= aPH |=

\\

RAC RAC
GDP  GTP

Figura 6. Esquema de la estructura de Elmo. Esta proteina de andamiaje
contiene: un dominio de unién a Ras (RBD), un dominio inhibitorio de EImo compuesto
por un dominio Heat y cuatro repetidos armadillos (ARR), un dominio ELM conservado
entre las variantes de EImo, un region PH atipica (aPH), un dominio auto-inhibitorio de

Elmo (EAD) y finalmente, una region rica en prolina (PxxP).

Las proteinas Elmo estan reguladas por interacciones autoinhibitorias entre
el dominio inhibitorio de Elmo (EID) y el dominio autoinhibitorio de Elmo (EAD) (108).
Elmo forma un complejo con Dock para activar a la GTPasa Rac en el polo de
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avancey asi formar lamelipodios y promover la migracion celular (109,110). En este
contexto, EImo es importante para la estabilizacion de las protrusiones debido a la
interaccion y el reclutamiento de una proteina de unién a microtibulos llamada
ACF7 en la periferia de fibroblastos (111). Estudios recientes han demostrado que
la proteina EImo3 participa en la proliferacién, invasion, migraciéon y la
polimerizacion de actina en células de céancer colorrectal (112). Ademas, EImol
integra sefiales provenientes de la activacion del receptor CXCR4, un receptor
acoplado a proteinas G (GPCR) quimiotactico, mediante la interaccion directa con
las subunidades GPy a través de su amino-terminal para modular la migracién en
células HelLa (113). No obstante, la estimulacion de células de cancer de mama con
el factor 1 derivado de estroma (SDF1) promueve el reclutamiento de EImo2 a la
membrana y promueve la asociacion entre la proteina Gai2 y el amino-terminal de
Elmo para inducir quimiotaxis e invasion (114). En el 2007, Park et al., determinaron
que un receptor GPCR de la familia de adhesion (ADGRs) llamado BAI1 favorece
el proceso apoptético mediante el eje de activacion Elmo/Dock180/Racl (115).
Asimismo, BAI3 recluta a este mismo complejo de GEF para la fusiébn de mioblastos
(116). Estos datos sugieren que los GPCRs pueden llevar a la activacion del
complejo EImo/Dock para regular eventos celulares en condiciones fisiolégicas asi

como patoldgicas.

1.1.2 LOS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRs)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRS) son receptores con siete
hélices transmembranales que transducen sus sefales, principalmente, a través de
la activacion de las proteinas G heterotriméricas. Las proteinas G estan constituidas
por tres subunidades: alfa (a), beta (8) y gama (y). Como consecuencia de los
cambios conformacionales en el receptor activo, la proteina Ga incorpora GTP
provocando la disociaciéon del dimero GBy, que funciona como una unidad funcional

para activar a sus efectores.
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La superfamilia de GPCRs incluye alrededor de 800 receptores agrupados
en cinco familias principales: glutamato (G), rodopsina (R), adhesion (A),
frizzled/taste2 (F) y secretina (S) (117). La familia de receptores de adhesion
(ADGR) cuenta con 33 miembros que contiene dominios relacionados con la
adhesion célula-célula como dominios cadherina, regiones ricas en leucina (LRR),
regiones tipo EGF (117-120). La mayoria de los receptores ADGR son huérfanos,
es decir, no se ha identificado el ligando endégeno que unen (Tabla 1).

Tablal. Lista de ligandos identificados para algunos AGDRs (121).

Familia/Receptor Especie Ligando Referencia

Familia | (latrofilina)

Latrofilina 1 Rata Teneurina-2 (122)
FLRT1,3 (123)
Neurexin-1a, -1, -28, -3B (124)
Latrofilina 2 FLRT3 (123)
Latrofilina 3 FLRTZ, 3
Teneurina-3

Familia Il (EGF-TM7)
CD97 Humano CD55 (factor de aceleracion (125)

decaimiento de complemento)

Sulfato de condroitina B

Integrina asP1, a.Ps (126)

CD90 (Thy-1) (127)

(128)

EMR2 Humano Sulfato de condroitina B (126)
Familia VII (BAIs)

BAI1 Ratén Fosfatidilserina (115)

BAI3 Raton Proteinas tipo C1q (129)

Familia VIII

GPR56 Humano Transglutaminasa tisular 2 (130)

Colageno lll (a-1) (131)

Raton Colageno Il (a-1) (132)

23



Recientemente, los AGDRs han sido asociados a varios procesos
fundamentales como en el desarrollo embrionario, en el sistema inmunitario y la
progresion tumoral (133). Sin embargo, los mecanismos de transduccion de sefiales
por los cuales estos ADGRs inducen eventos celulares no han sido explorados a
detalle.

1121 El Marcador de Endotelio Tumoral 5 (TEM5/GPR124/ADGRA?2)

El marcador de endotelio tumoral 5 (TEM5/GPR124) es un GPCR huérfano,
perteneciente a la familia de adhesion, que fue identificado como un transcrito
sobreexpresado en el endotelio de cancer colorrectal y clasificado dentro de un
grupo llamado Marcadores de Endotelio Tumoral (TEMs) (134). El receptor TEM5,
recientemente nombrado ADGRA2, es una proteina de 1338 aminoacidos con un
amino terminal extenso conteniendo diferentes dominios (figura 7).

Regiones ricas en leucina

Dominio tipo
inmunoglobulina

[ Hormr | Dominio tipo hormonas

Sitio proteolitico
de GPCRs

C-ter mmmmm
v

TTE Motivo de interaccién con dominios PDZ

Figura 7. Estructura de TEMS. El receptor TEM5 contiene los siguientes dominios:
cuatro repeticiones ricas en leucinas (LRRs), potencialmente involucradas en
interacciones con otras proteinas, un dominio tipo inmunoglobulina (HormR) conservado
en los receptores para hormonas como calcitonina, corticotropina, secretina, entre otras,
y un sitio de corte proteolitico de GPCR (GPS) conservado en la familia de adhesién; el

carboxilo terminal contiene un motivo (ETTV) de unién a dominios PDZ.
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En el afio 2010, grupos de investigacion describieron la participacion de
TEMS en el desarrollo embrionario como una proteina fundamental para la funcion
de la vasculatura cerebral. Los ratones con el gen de TEM5 deletado exhiben
hemorragias en el sistema nervioso central (SNC) originadas en la regién ventral
del tubo neural, el prosencéfalo y el telencéfalo causando la muerte del embridén en
el dia E15.5 del desarrollo. Ademas, los ratones presentan sefiales de hipoxia en el
cerebro debidas a la pobre formacion de capilares y encapsulamiento de éstos
generando estructuras tipo glomeruloides como se muestra en la figura 8 (135-137).
Dichos datos sugieren que TEMS5 regula la permeabilidad del endotelio mediante las

adhesiones celulares asi como la migracion de células endoteliales.
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Figura 8. Muerte de ratones deficientes en TEMS5. El panel superior izquierdo
muestra las caracteristicas de ratones que expresan o carecen de TEM5 (GPR124 +/+ vy -
/-, respectivamente). Las flechas en color blanco sefialan las hemorragias existentes en
esta condicion. El panel superior derecho muestra la carencia de capilares y la formacién
tipo glomeruloides en condiciones de la delecion del receptor. En el panel inferior, las
flechas amarillas indican la presencia de filopodios en la condicién control mientras que en
la condicion donde hay nula expresion de TEM5 no se observan estas proyecciones finas

celulares. Tomado de Frank Kuhnert et al., 2010.
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De manera interesante, el silenciamiento de la expresion de Wnt7/(3-
catenina presenta defectos en la angiogénesis del SNC y en la expresion del Glutl,
un marcador de la funcion de la barrera hematoencefalica, similares a los
encontrados en los ratones carentes de la expresion de TEMb, sugiriendo que estos
dos sistemas de sefalizacidn de receptores estan conectados entre si para el
desarrollo de la angiogénesis en el cerebro (138,139). Estudios recientes
demostraron que TEMS aumenta la sefalizacion de Wnt7a/7b/BCatenina
clasificandolo como co-receptor de esta via. El macro complejo conformado TEMS5,
Frizzled 4 (Fz4) y Lrp5/6 es importante para la angiogénesis del SNC en la zona
ventral del cerebro (140,141) sugiriendo la existencia de algin mecanismo de
interaccién directa entre TEM5 y Fz4 o eventos de sefalizacion cruzada por TEM5

hacia la via de Wnt.

En el afio 2014, Wang et al., determinaron que células endoteliales de la
vena del cordon umbilical humano (HUVECS) carentes de la expresion de TEM5 co-
inoculadas con MDA-MB-231 presentan un menor desarrollo de la masa tumoral y
la formacion de vasos sanguineos circundantes al tumor. Asimismo, los eventos de
angiogénesis in vitro, de invasion y migracién celular promovidos por el factor VEGF
son reducidos en células con nula expresién del receptor TEM5 (142). Aunque estos
datos sugieren que TEMS5 controla vias relacionadas a la tumorigenesis, los
mecanismos por los cuales este receptor lleva a dichos procesos celulares

permanecen sin explorar.

Adicionalmente, los GPCRs modulan procesos de migracion celular
mediante la activacidon de GEFs para las Rho-GTPasas en células endoteliales
(143,144). En este contexto, el motivo ETTV en el carboxilo terminal de TEM5
interacciona con dominios PDZ de la proteina disco-grande (DLG) para favorecer la
polaridad de células de Drosophila sugiriendo que de alguna manera este receptor
modula la actividad las GTPasas de la familia de Rho para dicho proceso (145). La
expresion de TEMS5, en células HEK293T que normalmente no lo expresan de
manera endodgena, promueve la activacion de la GTPasa Racl y la cinasa AKT,

proteinas relevantes para el remodelaje del citoesqueleto de actina y la migracion
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celular. Adicionalmente, TEM5 fue identificado en las estructuras llamadas
filopodios de células endoteliales microvasculares de cerebro humano (HBMEC).
Estos datos sugieren que TEM5 promueve la actividad de Cdc42, principal GTPasa
responsable de la formacion de las proyecciones citoplasmaticas delgadas para
censar el microambiente y asi favorecer la migracién dirigida. Células
microvasculares del cerebro de raton (bEND3) que sobreexpresan a TEM5
muestran una migracion orientada en respuesta al medio condicionado de células
de la corteza cerebral. En este contexto, la activacion de la GTPasa Cdc42 es
requerida para la migracion promovida por TEM5 en respuesta al medio
condicionado (135). Aunado a lo anterior, datos de nuestro laboratorio demuestran
que TEMS incrementa la actividad de las cinasas AKT y GSK3p y disminuye la
sefalizacion de las MAPK de manera temporal en respuesta a medios
condicionados de células de cancer colorrectal (HT-29). Dicho estimulo relocaliza a
TEM5 hacia las proyecciones celulares de células HelLa. Sin embargo, la
informacion referente a la sefializacion detallada de este receptor en procesos

celulares es pobre.

Considerando que el receptor TEM5 se encuentra sobreexpresado en el
endotelio tumoral, por lo que resulta accesible a las sefiales extracelulares que
pudieran activarlo para transducir su sefializacion, no sélo via las proteinas G
heterotriméricas si no también mediante interacciones establecidas con su carboxilo
terminal, esto lo hace terapéuticamente atractivo para el disefio de farmacos. Por
ello, nuestro interés de caracterizar a detalle los mecanismos de transduccién de
sefales por los cuales TEM5 promueve eventos relacionados a la angiogénesis

tumoral como la migracion y adhesion celular.
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JUSTIFICACION

La angiogénesis tumoral es un proceso elemental para la progresion
tumoral. No obstante, la administracion de medicamentos anti-angiogénicos es
insuficiente para erradicar tumores malignos debido a la resistencia farmacolégica
y que ademas, produce efectos secundarios graves relacionados con la funcién del
corazon. Una vertiente para el desarrollo de nuevos farmacos es la caracterizacion

de proteinas expresadas diferencialmente en el endotelio tumoral.

Aunado a lo anterior, el Marcador de Endotelio Tumoral 5
(TEM5/GPR124/ADGRAZ2), que fue identificado por primera vez en el endotelio del
cancer colorrectal, podria ser considerado como un potencial blanco terapéutico
para el tratamiento contra el cancer. Considerando que su expresion en etapas
tempranas del desarrollo humano es esencial para la formacion de la vasculatura
cerebral, sugiriendo su participacibn en procesos de adhesién y migraciéon
endotelial, y que favorece el desarrollo tumoral en ratones, es de gran importancia
entender y elucidar los mecanismos moleculares por los cuales TEM5 podria
favorecer eventos vinculados a la angiogénesis tumoral como la adhesion y

migracion celular.
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HIPOTESIS

El receptor TEM5/GPR124 interviene en procesos celulares como
migracion y adhesién celular a través de la activacion de GTPasas de la familia de

Rho desencadenado la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los mecanismos de transduccion de sefiales del Marcador de
Endotelio Tumoral 5 (TEM5/GPR124) en eventos celulares como migracion y
adhesion celular via la activacion de GTPasas de la familia de Rho.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la participacion de TEM5 en procesos celulares como migracion

y adhesion celular.
2. Investigar el papel de TEM5 en la dinamica del citoesqueleto de actina

3. Caracterizar los mecanismos moleculares por los cuales TEM5 regula la
migracion y adhesion celular a través de la activacion de GTPasas de la familia de
Rho.
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1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A continuacion se ilustra la estrategia experimental en el esquema de la

figura 9.
e Adhesion celular 0 Morfologia. Citoesqueleto de Actina (Tincion con Faloidina)
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Figura 9. Estrategia experimental para la caracterizacion de la transduccion de
sefiales de TEM5 (GPR124/ADGRA?2) en el proceso de adhesion celular y dinamica del
citoesqueleto. 1) Para determinar la participacion de TEM5 en la adhesion, las células
COS-7 son transfectadas con el plasmido que codifica para este receptor fusionado a la
proteina verde fluorescente (GFP). Posteriormente, se realiza el ensayo de adhesion 48
horas post-transfeccion. Finalmente, se realiza el conteo de células fluorescentes fijadas
y se compara con las células control, células COS-7 marcadas sélo con la proteina GFP.
Cabe mencionar que las células COS7 no expresan el receptor endégeno. 2) Para la
dinamica del citoesqueleto de actina promovida por TEM5, las células modelo son fijadas
y tefiidas con faloidina. 3) Para investigar posibles interacciones con TEM5, se utilizan

técnicas de precipitacién por afinidad (pull down) e inmunoprecipitaciones.
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2.1 GENERACION DE DIFERENTES CONSTRUCCIONES

A continuacion se detalla la metodologia para la obtencion de pCEFL 3xFlag
TEMS ACter, TEMS Cter en pCEFL GST y pCEFL 3xFlag. Asi como los dominios
SH3a-e de Intersectina 1/2 en los vectores pCEFL GST y pCEFL 3XFlag.

A) AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE INTERES: TEM5
ACter, TEM5 Cter y los dominios SH3A-E de Intersectina 1/2

En este paso la region de interés es amplificada con la finalidad de obtener

mas fragmento de ADN de los mismos para introducirlos en los respectivos

vectores.
Nombre Primers
TEM5 ACter TEMS5 5 Hindlll
ATAAAGCTTATGGGCGCCGGGGGACGCAGG
2899pb TEMS5dCter3"EcoRI (C1083)
ataGAATTCTTAGCAGGCGCGCCACGAGGCTCTCAC
TEMS Cter TEMS Cter 5'BamHI (R1077)
ataGGATCCAGAGCCTCGTGGCGCGCCTGC
789pb TEMS5 CterNS 3'EcoRI
ataGAATTCGACGGTAGTTTCGCTCTTCCAG
Dominios SH34.e de ITSN1L5'V743BamHI_lerSH3
Intersectina 1 AtaGGATCCGTGTATTACCGGGCACTGTACC
1413pb ITSN1L3'T1213EcoR1_50SH3
ataGAATTCTGTGGTCAGCTTCACATAATTGG
Dominios SH3a.e de ITSN2L 5°V760 BamHI 1erSH3
Intersectina 2 AtaGGATCCGTGAATTATAGAGCATTATACC
1278pb ITSN2L 3'T1185 EcoR1_50SH3

ataGAATTCTGTCGTCATCTTAACGTAGTTTGAAGG
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Condiciones para la PCR

Agregar en el siguiente orden:

1) H20 37 ul
2) dNTPs (10 mM) 1.0 pl
3) Betaina (5M) 2.5 pl
4) Primer 5"Xhol (10uM) 0.5 ul
5) Primer 3’"EcoRI (10uM) 0.5 ul
6) Templado de interés (A0.1) 0.5 ul
7) DMSO 2.5l
8) Buffer de la enzima Expand High Fidelity 5.0 pl
9) Enzima High Fidelity 0.5 ul

Volumen total 50.0 pl

Una vez preparada la solucion en los tubos eppendorf perfectamente
identificados, se prende el termociclador GeneAmp PCR System 9000, que permite
calentar y enfriar los tubos de reaccion para controlar la temperatura adecuada, y
se escogen cuatro programas enlazados del software. Primeramente, se programa
el No. 5, el cual tiene una temperatura de 94° C por 30 seg. Después se afiade el
programa No. 140, el cual contiene tres temperaturas de 94° C por 30 seg., 54° C
por 30 seg. y 72° C por 1 min. Posteriormente se agrega el programa No. 139 que
contiene una temperatura de 72° C por 10 min. y en seguida se adiciona el programa
No. 4 que conserva los tubos de reaccion afadidos en el termociclador a 4° C.
Finalmente, en el termociclador se coloca la cantidad de volumen final (50 ul) y el
No. de ciclos (30) de la reaccion.
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B) ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La amplificacion de TEMS ACter, del carboxilo terminal de TEM5 y los
dominios SH3 de ITSN 1 y 2 se detectan mediante electroforesis. Por tanto, se
requiere determinar el tamafio y la concentracion del gel de agarosa.

1. La dureza del gel es de 1% de agarosa en Buffer TAE 1X (40mM Tris,
20Mm Acetato y 2Mm EDTA).

2. Pesar la cantidad de agarosa requerida para la electroforesis y disolver
en el Buffer TAE 1X con ayuda del microondas (evitar que hierva, sélo
unos segundos).

3. Dejar que la solucion se enfrie (hasta que deje de eliminar vapor) para
agregar el bromuro de etidio (2 pl por cada 50 ml de solucion de agarosa).
Posteriormente se vacia en el molde y se deja solidificar con el peine
correspondiente.

4. Una vez montada la camara de electroforesis y solidificado el gel retirar
el peine con cuidado y agregar el buffer TAE 1X, que cubra los pozos.

5. Colocar las muestras en los pozos respectivos (8-10 pl), evitando perforar
el fondo del pozo con la punta de la pipeta. Combinar la cantidad de
muestra con el buffer de carga Clear Band de MTR Scientific (una parte
de buffer 6X por 5 de muestra).

6. Agregar el marcador de numero de pares de bases (de Invitrogen) en el
primer pozo (3 pl).

7. Colocar la tapa de la camara de electroforesis, checando que el cable de
la parte superior (donde estan los pozos) sea de color negro y el otro
extremo rojo. Correr el gel a 70 mA constantes por 20 min.

8. Detener la corriente generada de la fuente de poder y observar el gel en
el transiluminador y tomar foto del fragmento en el peso esperado en

pares de bases.
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C)

PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR

La purificacion de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se hace
mediante el kit QIAquick PCR Purification Kit Protocols QIAQUICK® Spin HandBook
con numero de catalogo 28104, con el cual se extrae el ADN del gel de agarosa y

es util para fragmentos comprendidos entre 100pb y 10Kb.

9.

. Cortar la banda del fragmento de ADN de interés en el gel, previamente

identificado en el transiluminador. Se utiliza guantes y una navaja solo
utilizada para cortar geles con bromuro de etidio. Una vez cortado el
fragmento de gel se procede a colocar en un tubo de polipropileno

previamente pesado.

. Pesar la cantidad de gel recolectado.

. El gel obtenido es procesado de acuerdo al kit de QIAquick anteriormente

mencionado.

. Primeramente el gel de agarosa se disuelve con 5 volumenes del Buffer

PBI por cada volumen de gel. El buffer PBI permanece de color amarillo

y el gel se disuelve en menos de 10min. a 50° C.

. Para obtener el ADN, colocar la muestra a la columna en tubo de 2ml y

centrifugar a 13 000 rpm por 30-60 s.

. Descartar el sobrenadante y colocar la columna de vuelta al mismo tubo.

. Para lavar, agregar 0.75ml de Buffer PE a la columna QIAquick con la

muestra y centrifugar a 13 000 rpm por 30-60 s.

. Descartar el sobrenadante y colocar la columna de vuelta al mismo tubo

y centrifugar la columna a 13 000 rpm por 1min.

Colocar la columna QIAquick con la muestra en un tubo de 1.5ml.

10. Paraeluir el ADN, se agrega 40ul de H20 grado biologia molecular en

el centro de la columna, dejar que la columna se humedezca por 2min. y

centrifugar a 13 000 rpm por 1 min.
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11. Para verificar la purificacion, correr un gel diagnéstico al 1% de

agarosa con bromuro de etidio y agregando 8-10 pl de muestra.

D) DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

El proceso de digestién con enzimas de restriccion permite cortar el ADN
en regiones especificas, liberando el fragmento de ADN que contiene el inserto de

interés.

1. Seleccionar las enzimas de restriccion (indicadas en la tabla de primers).

2. Determinar el buffer de digestidn que se utilizara en la reaccion, ambas
enzimas deben coincidir con el empleo del mismo buffer.

3. Para la digestion el volumen final es de 20ul y homogenizar.

4. Dejar la digestion en la incubadora a 37° C por 12h.

Componente de
la digestion

Buffer H 10x 2 ul
H20 1p
ADN de interés 16 pl
BamHI o Hindlll 0.5 ul
EcoRl 0.5 pl
Volumen total 20.0 pl

Los fragmentos de interés son digeridos y se identifican mediante
electroforesis por gel al 1% de agarosa, anteriormente descrito en el procedimiento

de electroforesis.
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E) PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DIGERIDOS

La purificacion del fragmento digerido con las enzimas respectivas se
realiza mediante QIAquick Gel Extraction Kit Protocol QIAQUICK® Spin HandBook
con numero de catalogo 28104. Este protocolo es disefiado para la extraccion de
ADN de 70pb a 10kb.

© N o a

. Cortar la banda del fragmento de ADN de interés en el gel, previamente

identificado en el transiluminador. Se utiliza guantes y una navaja solo
utilizada para cortar el gel con bromuro de etidio. Una vez cortado el
fragmento de gel se procede a colocar en un tubo de polipropileno

previamente pesado.

. Pesar la cantidad de gel recolectado.
. Agregar 3 volumenes de Buffer QG (color amarillo) por cada volumen de

gel.

. Incubar la muestra con dicho Buffer a 50° C por 10 min. Para ayudar a

disolver el gel se puede agitar vigorosamente en el vortex cada 2min.
durante la incubacion.

Agregar al gel disuelto un volumen de isopropanol a la muestra y mezclar.
Colocar la columna QIAquick en un tubo de 2ml.

Colocar la muestra a la columna QIAquick y centrifugar por 1 min.
Descartar el sobrenadante y colocar la columna QIAquick (donde esta el

DNA retenido) de nuevo en el tubo.

. Para lavar el ADN, agregar 0.75ml de Buffer PE a la columna QIAquick y

centrifugar 1 min.

10. Descartar el sobrenadante y centrifugar la columna QIAquick por un 1

11.
12.

min. a 13 000 rpm.

Pasar la columna QIAquick a un tubo 1.5ml.

Eluir el ADN en 25 ul de H20 grado biologia molecular y centrifugar a
13 000 rpm por 1 min.
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Los fragmentos son digeridos, purificados y se identifican mediante
electroforesis por gel al 2% de agarosa con 5 pul de muestra de ADN, anteriormente

descrito el procedimiento de electroforesis.

F)  LIGACION

Los fragmentos de interés cortados con las enzimas de restriccion
respectivas pueden unirse a otro fragmento, en este caso con un vector que ha sido
digerido con las mismas enzimas por lo que contiene extremos complementarios.

La ligacion se hace con la enzima ADN ligasa (T4 de Roche).

La proporcion del fragmento (inserto) que se introduce en el vector
correspondiente es mayor, aproximadamente 20:1. Esto depende de la observacién
de la concentracion de ADN en la purificacion de los productos de PCR digeridos y
del vector digerido y purificado. La reaccién de ligacion se prepara en frio y se
emplean tubos de polipropileno para PCR, puesto que los tubos se colocan en un

termociclador.

Componentes de la
ligacion
H20 (ul) 9.5
Vector (pl) 0.5
Inserto (pl) 7.5
Buffer para ADN ligasa (pl) 2.0
Enzima Ligasa (ul) 0.5
Volumen total (ul) 20
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Una vez preparada la reaccion, se prende el termociclador GeneAmp PCR System
9000 y se escoge el programa 1, donde la temperatura se mantiene a 16° C por
12h.

G) TRANSFORMACION DE BACTERIAS DH5a

El resultado de la ligacibn se introduce en bacterias altamente
competentes con la finalidad de producir mayor cantidad de ADN y evaluar la
insercion de los fragmentos de interés en el vector correspondiente. Las
bacterias de E. coli DH5a (preparadas en el laboratorio por el método del cloruro
de rubidio) tienen una concentracion de 10° ufc/ug (unidades formadoras de

colonia por pg).

1. Descongelar las bacterias altamente competentes en hielo por 10 min,
regularmente se encuentran almacenadas a -198° C.

2. En un tubo de polipropileno, identificado para cada ligacion, se agregan
50 pl de bacterias altamente competentes recién descongeladas.

3. Agregar 5 pl de la solucion de la ligacion al tubo con bacterias (50 pl) e
incubar en hielo por un periodo de 20 a 30 min.

4. Realizar un choque térmico de 1min. a 42° C.

5. Inmediatamente terminado el tiempo del choque térmico incubar los
tubos durante 10 min. en hielo.

6. Agregar a los tubos 300 ul de medio S.O.C. (medio LB + glucosa).

7. Incubar los tubos en agitacion constante (180-200 rpm) durante 1 hora a
37° C.

8. Centrifugar los tubos a 6 000 rpm por 1min. para concentrar las bacterias.

9. Desechar el sobrenadante y resuspender las bacterias en 50 pl de medio
super broth (LB), el cual es un medio altamente enriquecido para el

cultivo de bacterias, con el antibi6tico correspondiente.

38



10. Colocar los 50 pl de la mezcla de bacterias con el medio sobre la
superficie del agar conteniendo el antibiético correspondiente de acuerdo
a la resistencia esperada segun el plasmido. Previamente se colocan
perlas estériles, las cuales ayudaran a la distribucién de la solucion sobre
la placa de agar.

11. Colocar las cajas con agar en una incubadora a 37° C por 12 horas.
Transcurrido ese tiempo, se observaran colonias de bacterias en el agar.

12. Picar una colonia de bacterias con un asa bacteriologica estéril y
transportarla a un tubo con medio super broth (LB) con el antibiotico
correspondiente y en la concentracion adecuada y agitar vigorosamente.

13. Incubar los tubos a 37° C por 12 horas en agitacion constante (180-
200 rpm).

H) MINIPREP DE DNA

La técnica miniprep permite extraer el ADN de naturaleza plasmidica de un
cultivo bacteriano. El rendimiento de ADN en plasmido es de 20-30 ug con alta
pureza. Para el desarrollo de esta técnica se utiliza el kit QIAGEN QIAprep spin
Miniprep o el kit Sigma, catdlogo No.PLN350-1KT. Los pasos de esta técnica se

describen a continuacion.

1. Los tubos con las bacterias en medio super broth (para ligacion) se
centrifugan durante 5 min. a 2 500 rpm para concentrar las bacterias.

2. Retirar el sobrenadante de los tubos y resuspender el concentrado de
bacterias con 200 ul del Buffer P1 (50Mm Tris-HCI, 10 Mm EDTA,
100pg/MI RNasas, que contiene RNAasa A y pH 8.0) o Buffer de
resuspension, el cual contiene RNasa A que debe estar a 4° C.

3. Una vez resuspendida la mezcla se coloca en un tubo de 2ml, donde se
le agrega 200 pl del Buffer P2 (200Mm NaOH, 1% SDS) o Buffer de lisis,

el cual es el Buffer de lisis y se invierte el tubo suavemente 4-6 veces (no
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utilizar el vortex) y se incuba a temperatura ambiente por no mas de 5
min.

. Para neutralizar la accion del Buffer de lisis, se agrega 350 pl de Buffer
P3 (3.0 M Acetato de potasio, pH 5.5) o Buffer de Neutralizacion y se
mezcla suavemente invirtiendo el tubo 4-6 veces. Nota: En este paso
también se puede mezclar fuertemente sin utilizar vortex.

. Centrifugar el tubo 10 min. a 13 000 rpm. en una microcentrifuga. Durante
este periodo se preparan las columnas; una para cada colonia,
tratandolas 500 pl de Buffer para columna.

. El sobrenadante resultante de la centrifugacion se vierte en la columna 'y
se centrifuga por 1 min. a 13 000 rpm. El filtrado se elimina.

. EI ADN retenido en la columna se lava con 750 ul de Buffer QC (1.0M
NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol) o Buffer de lavado con
etanol y se centrifuga por 1 min. a 13 000 rpm. El filtrado se elimina.

8. Para secar bien la columna se centrifuga por 1 min. a 13 000 rpm.

9. Colocar la columna a un tubo eppendorf y agregar a la columna 40 pl de

H20 estéril (grado biologia molecular) y dejar reposar 3 min.

10. Centrifugar la columna por 1 min. a 13 000 rpm.

) MEDICION DE LA CONCENTRACION DEL ADN

Determinar la concentraciéon de ADN para experimentos posteriores sera de

utilidad. La concentracion de ADN se determina midiendo la absorcion de luz

ultravioleta (relacion 260/280 nm) en un espectrofotometro Beckman. El factor de

pureza es indicativo a la calidad de la preparacion. Este factor debe estar lo mas

cercano a 2.0.

1. Encender el espectrofotometro y posteriormente prender la lampara de

luz ultravioleta 15 min. antes de empezar a leer las concentraciones.
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2. Realizar la dilucion de ADN que se medira (1:50) por lo tanto, se agrega
2 pl de la muestra de ADN y 98 pl de H20.

3. En el software del espectrofotometro se selecciona la opciéon de DNA
oligoquant: en Assay Type se elige ds (Tipo de ensayo, double strand),
en Devices se elige single (Dispositivo Unico) y en la columna de factor
de dilucién se establece 50.

4. Lavar la celda, donde se leera la concentracion de ADN, varias veces con
100 pl de H20 grado biologia molecular. Posteriormente se lee el blanco,
colocando 100 pl de H20 grado biologia molecular y en el software se
escoge Blank (ubicado en la parte inferior del menu).

5. Retirar el agua de la celda y se coloca la muestra que se desea leer. Para
ello, se selecciona la opcion Read Sample (los datos aparecen en la
pantalla). Se retira la muestra leida y se coloca la préxima muestra.

6. Una vez terminada la lectura de las muestras, se lava la celda con H20
grado biologia molecular.

7. Al terminar las mediciones, asegurarse de apagar el espectrofotometro.

J) DIGESTION DE LOS PLASMIDOS PRODUCTO DE LA LIGACION

En este paso se obtendran los fragmentos de ADN que corresponden a los
fragmentos liberados del vector en cuestion con el fin de corroborar que el fragmento
fue exitosamente insertado en este vector. Para ello, se procede a la digestion del

producto de la ligacion con la enzima Xhol por 12h a 37° C.

Componente de

la digestion
Buffer H 10x 1.6 pl
DNA 11-15 ul
Xhol 0.5 ul
Volumen total 13.5-17 pl
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Posteriormente se realiza electroforesis de las muestras (13.5 - 17 ul) en

gel de agarosa al 1%, como se describe anteriormente.

2.2 ENSAYO DE ADHESION CELULAR

Para determinar la importancia de TEM5 en el proceso de adhesion se
transfectan las células COS-7, que normalmente no expresan endégenamente este
receptor, con el plasmido que codifica para el receptor TEM5 fusionado a la proteina

verde fluorescente y como control se usa el plasmido EGFP-CAAX.

A) MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR

Las células COS-7 se cultivan en cajas petri de 100 mm de didmetro con
medio DMEM (Sigma, No. de catalogo D-7777) con 10% de SFB (suero fetal bovino)
y 1% de la solucién de antiobi6tico-antimicético en una atmosfera de 5% de CO: a
37° C.

PROCEDIMIENTO.

1. Retirar el medio DMEM de las células COS-7.

2. Lavar las células con PBS 1X (Buffer salino de fosfatos).

3. Agregar 1ml de tripsina-EDTA 1X (SIGMA, 0.5g de tripsina y 0.2g de EDTA
en 100ml).

4. Dejar actuar la tripsina 6 min. en la incubadora a 37° C. Golpear un poco la
caja que contiene tripsina para facilitar el despegado de células.

5. Neutralizar la accion de la tripsina, agregando 9 ml de medio DMEM con 10%
SFB a las células con tripsina.

6. Resuspender varias veces para separar los agregados celulares.
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7. El stock se mantiene resembrando las células con una dilucion 2:10, 3 veces
por semana. Para la transfeccion se utilizan 4ml de la suspension de células
y completar con 6ml de medio DMEM completo en caja p100 y para caja de
6 pozos agregar 1ml de la suspension de las células y completar con 0.5ml
de Medio DMEM completo.

B) TRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA-PLUS

Las células deben dividirse un dia antes de la transfeccion y crecerse en las
placas Petri p100 o en caja de 6 pozos en caso de analizar la activacién de las
GTPasas de la familia de Rho durante el proceso de adhesion. Una vez que el
crecimiento celular en dichas cajas haya llegado a la confluencia de alrededor del

70-80% se procede a realizar la transfeccion.

1. Preparar PLUS en un tubo de polipropileno con 0.75ml de medio DMEM sin
suero y sin antiobiotico mas 10 uyl PLUS por caja. Si hay algdn ADNc comdn
para todas las cajas agregarlo en este punto y agitar.

Nota: En caso de agregar ADNc se debe multiplicar por el nUmero de cajas
para obtener la concentracion deseada en cada condicion.

2. Preparar Lipofectamina en un tubo de polipropileno con 0.75ml de medio
DMEM sin suero y sin antibiético mas 12l lipofectamina por caja. Agitar e
incubar 15 min.

3. Alicuotar la mezcla PLUS en medio DMEM. 760 ul por tubo. Marcar tubos.
Adicionar el ADNc a cada tubo. Agitar e incubar 15 min.

4. Agregar 762 ul de la solucion de lipofectamina a los tubos con PLUS vy los
ADNCc. Agitar e Incubar 15 min.

5. Preparar células. Marcar las cajas en la parte inferior, lavar con 5ml de PBS
1X, retirar y agregar 5ml de DMEM sin suero y sin antibiéticos.

6. Agregar la mezcla de ADNc, lipofectamina y PLUS, a cada caja. Incubar a
37°C por un periodo de 4 horas.
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7. Pasado ese tiempo retirar medio y agregar 10 ml de medio DMEM completo,

incubar a 37°C y procesar 48 horas despues.

cDNA Plus | DMEM | Lipofectamina | DMEM para | Volumen
'I;(:l;a;l mn (uh) W) células final
(ml) (ml)
6 pozos 1 3 100 3 0.8 1
100mm 4 10 750 12 5 6.5

C) ENSAYO DE ADHESION 48 POST-TRANSFECCION

. Ayunar células con 10ml de medio DMEM sin suero y sin antibigticos toda la
noche.

. Al siguiente dia antes de empezar el experimento, tomar fotos en campo claro
y fluorescencia de cada condicién. Se puede lavar las células antes de tomar
la foto.

3. Lavar células con PBS 1X y colocar 1 ml de tripsina por 6 minutos.

. Afadir 4 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES (homogenizar).
Colectar la suspension de células en tubos previamente etiquetados.

5. Centrifugar los tubos a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Retirar el sobrenadante. Cuidar de no aspirar la pastilla de células.

. Colocar 3 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES por cada condicién
y homogenizar. (Colocar parafilm alrededor de la tapa)

8. Incubar en el shaker a 37° a 50-75 rpm por 2 horas.

. Después de ese tiempo la suspension de células se coloca en cajas Petri por
30 minutos: 0.5 ml por pocillo de un caja de 12 pozos.

Nota: En el caso de usar matriz extracelular, los pocillos se pre-tratan con los
sustratos colagena IV (20ug/ml) o fibronectina (10pg/ml) toda la noche a 4°
C y 30min previo al ensayo de adhesion. Para el tratamiento con PTX (200

ng/ul) se coloca 12 horas antes de iniciar y durante el ensayo.
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10.Realizar 3 lavados con PBS 1X y fijar con 4% PFA por 20 min. Lavar 3 veces
y dejar PBS 1X.

11.Tomar fotografias (5) por cada condicion con la camara DS-QilMc Nikon y
procesar las imagenes para la cuantificacion de células fluorescentes con el
programa NIS ELEMENTS o IMAGE J version FIJI.

SECCION DEL AISLAMIENTO DEL COMPLEJO DE ADHESION

Una alternativa para la identificacion de la interaccion entre TEM5 y las
proteinas endogenas como Gy, EImo e Intersectinas fue el aislamiento del
complejo de adhesiéon en células COS-7. Con la premisa de que la asociacion de
este macrocomplejo ocurre en las adhesiones, que se supondrian no
inmunoprecipitables, se decidi6 recuperar esta fraccion insoluble en el proceso de
adhesién promovido por TEM5 y detectar la presencia de nuestras proteinas de

interés por la técnica de western-blot.
El procedimiento se describe a continuacion:

1. Ayunar células con 10ml de medio DMEM sin suero y sin antibiéticos toda la
noche.

2. Alsiguiente dia antes de empezar el experimento, tomar fotos en campo claro
y fluorescencia de cada condicién. Se puede lavar las células antes de tomar
la foto.

3. Lavar células con PBS 1Xy colocar 1 ml de tripsina por 6 minutos.

4. Anadir 4 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES (homogenizar).
Colectar la suspension de células en tubos previamente etiquetados.

5. Centrifugar los tubos a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Retirar el sobrenadante. Cuidar de no aspirar la pastilla de células.

7. Colocar 1 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES por cada condicion
y homogenizar. (Colocar parafilm alrededor de la tapa)

8. Incubar en el shaker a 37° a 50-75 rpm por 2 horas.
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9. Después de ese tiempo la suspension de células se coloca en cajas Petri por
30 minutos.
Nota: En el caso de usar matriz extracelular, los pocillos se pre-tratan con los
sustratos colagena IV (20ug/ml) o fibronectina (10ug/ml) toda la noche a 4°
C y 30min previo al ensayo de adhesion. Para el tratamiento con PTX (200
ng/pl) se coloca 12 horas antes de iniciar y durante el ensayo.

10.Una vez adheridas las células por 30 min se agrega 1ml de buffer de lisis, y
sin raspar se recupera el lisado obtenido.

11.Lavar 3 veces con buffer de lisis usando la micropipeta de 1 ml y retirar el
lavado.

12.Agregar 0.5 ml de buffer de muestra Laemlii 4X caliente a la caja de Petri,
conteniendo el complejo de adhesion.

13.Se procede a raspar y recuperar el complejo de adhesion aislado en tubos
eppendorf etiquetados.

14. Ebullir las muestras por 5 min y centrifugarlas 5 min a 13,000 rpm.

15.Correr los geles con los porcentajes de acrilamida correspondientes a los

pesos de las proteinas de nuestro interés.
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2.3 ACTIVACION DE LAS GTPasas Racly Cdc42

Para determinar que TEMS5 favorece la activacion de las GTPasas Racl y
Cdc42 en el proceso de adhesion se emplean células COS-7 que no expresan
endégenamente a este receptor. En caja de 6 pozos, las células COS-7 son
transfectadas con el plasmido que codifica para el receptor TEM5 y como control se

usa el plasmido EGFP-Caax.

A) PROTOCOLO DE TRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA 2000

Las células deben dividirse un dia antes de la transfeccion y crecerse en
caja de 6 pozos. Una vez que el crecimiento celular haya llegado a la confluencia

de alrededor del 70-80% se procede a realizar la transfeccion.

TUBO A: Colocar 250 pl de Optimem + cDNA en un mismo tubo eppendorf.

TUBO B: Colocar 250 pl de Optimem + Lipofectamina 2000 en un tubo

eppendorf.

1. Incubar 5 min los tubos A y B independientes.

2. Mezclar los tubos (del tubo A al tubo B).

3. Incubar 30 min los complejos.
Nota: En este tiempo se lavan las células COS-7 con PBS1X y se coloca
1ml de Optimem en cada pozo.

4. Colocar la mezcla del complejo en las células con una micropipeta.
(Volumen final de 1.5ml)

5. Incubar 4 horas.

6. Agregar 2ml de medio DMEM completo.
Nota: Al dia siguiente temprano, aspirar todo el medio y afiadir 2ml de
medio DMEM completo
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B) ENSAYO DE ADHESION 48 POST-TRANSFECCION

1. Ayunar células con 1ml de medio DMEM sin suero y sin antibiéticos toda

la noche.

N

. Al siguiente dia antes de empezar el experimento, tomar fotos en campo
claro y fluorescencia de cada condicién. Se puede lavar las células antes
de tomar la foto.

w

Lavar células con PBS 1X y colocar 0.2 ml de tripsina por 6 minutos.
Afnadir 0.8 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES (homogenizar).

Colectar la suspensién de células en tubos previamente etiquetados.

B

o

Centrifugar los tubos a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

(o2}

. Retirar el sobrenadante. Cuidar de no aspirar la pastilla de células.
Colocar 1 ml de medio DMEM ayuno + 15mM de HEPES por cada

condicién y homogenizar. (Colocar parafilm alrededor de la tapa)

~

(o]

. Incubar en el shaker a 37° a 50-75 rpm por 2 horas.

o

. Después de ese tiempo la suspension de células se coloca en cajas Petri
por 30 minutos: 0.7 ml por pocillo de un caja de 6 pozos.

10.Después de ese tiempo se procede a lisar.

C) ENSAYO DE ACTIVACION DE GTPASAS

A continuacion se describe el protocolo de la activacién de GTPasas.

1. Adicionar 0.5 ml de Buffer de lisis tritbn 2X con inhibidores y proceder a
raspar los pocillos con un gendarme y transferir los lisados a tubos
eppendorf.

2. Centrifugar a 13,000rpm durante 5min a 4°C.

3. Dividir el lisado: 75 pl del sobrenadante en tubos eppendorf (para lisados
totales) y el sobrenadante restante a los tubos eppendorff con perlas
GST-PAK-N e incubar en hielo durante 45 minutos en agitacion.
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4. Hervir 5 minutos las muestras que corresponden a lisado total tras
adicionar 25 pul de buffer de muestra 4X con 3-mercaptoetanol.

5. Una vez concluido el tiempo de incubacion de las muestras con las
perlas centrifugar a 5,000 rpm durante 1 min. a 4°C.

6. Retirar el sobrenadante con precaucion de no aspirar las perlas. Lavar
las perlas 3 veces con 1 ml de buffer de lisis con inhibidores. Utilizar el
vértex brevemente para un lavado eficiente.

7. Retirar el sobrenadante y adicionar 35 pl de buffer de muestra de
Laemmli 1X. con B-mercaptoetanol.

8. Hervir las muestras durante 5 minutos.

9. Centrifugar a 13,000rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

10. Correr gel SDS-PAGE bifasico 6% y 12 %. 35 mA.

11. Transferir el gel a membrana Immobilon PDVF durante 2.5 hrs a 320
mA colocando la cAmara en bafio de hielo.

12. Para el western-blot, bloquear con leche al 5% en TBS-Tween 0.05%
durante 1 hora a temperatura ambiente.

13. Realizar 3 lavados con TBS-T 0.05% por 5 minutos a temperatura
ambiente.

14. Adicionar el anticuerpo Rac o Cdc42 y el anticuerpo Flag para la
deteccion de TEMS5, a una dilucion 1:5,000 en 5% de leche en TBS-T
0.05% toda la noche a 4 °C,

15. Realizar 3 lavados con TBS-T 0.05% por 5 minutos cada uno.

16. Adicionar el segundo anticuerpo 1/10,000 en leche al 5% en TBS-T
0.05% (anti-ratén) durante 1 hora a temperatura ambiente.

17. Realizar 3 lavados con TBS-T 0.05% por 5 minutos cada uno.

18. Revelar la membrana con el sustrato quimioluminiscente Millipore a

una dilucion 1:1. Exponer la membrana a diferentes tiempos.
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2.4 INMUNOFLUORESCENCIAS

Para las inmunofluorescencias de las células endoteliales de cordon

umbilical humano (HUVEC) se siembran a una densidad de 75,000 células por

condicion en el ensayo de adhesion celular. Las células HUVEC se cultivan en

medio M199 suplementado con 20% de suero fetal bovino, factores de crecimiento

endotelial (0.05 mg/ml) y heparina (0.1 mg/ml) hasta el quinto pase.

1.

© © N o o b

Agregar gelatina al 0.1% en PBS vy filtrar. Colocar gelatina sobre el
cubreobjeto por 5-10 min. Posteriormente, retirar la gelatina y no lavar.
Las células se cultivan en los cubreobjetos pretratados o bien seguir el
protocolo de adhesion.

Nota: Para el proceso de adhesion de células endoteliales, la incubacion
de células en el shaker a 37° C es por 20 min previo al proceso de
adhesion.

Las células ayunadas por 3 horas (medio M199 con 2% de SFB) se fijan
con PFA al 4% por 20 min y se colocan la caja en la incubadora. Hacer
la dilucién de PFA en M199 2% SFB

Lavar 3 veces con PBS frio.

Esperar 5 min. entre cada lavado.

Permeabilizar con triton al 0.1% en PBS por 5 min. (300 ul/pozo)

Lavar 3 veces con PBS frio. Esperar 5 minutos entre cada lavado.
Bloquear con BSA al 1% en PBS por 1 hora (300 ul/pozo)

Agregar anticuerpo primario 1:100 en BSA 1% por 1 hora.

ElImo2 and pY713 Elmo2, GenScript, Piscataway, NJ; EImo, Novous.
TEMD5 producido por el grupo del St. Croix group (NIH, Frederick, MD).
Intersectina, Milllipore.

10.Colocar una gota de 40ul al parafilm y colocar el cubreobjetos (células

hacia abajo para que toquen la gota) y cubrir las muestras. En caso de

tener anticuerpos primarios de diferente origen, se pueden mezclar.

11.Lavar 3 veces con PBS frio. Esperar 5 minutos entre cada lavado
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12. Agregar anticuerpo secundario 1:100 en BSA 1% por 1 hora.

13.anti-raton 488, anti-conejo 568, anti-cabra 688 o faloidina 688 Molecular
Probes.

14.Colocar una gota de 40ul al parafilm y colocar el cubreobjetos (células
hacia abajo para que toquen la gota) y cubrir las muestras. En caso de
tener anticuerpos secundarios obtenidos en diferentes organismos, se
pueden mezclar.

15.Lavar 3 veces con PBS frio. Esperar 5 min entre cada

16.Colocar el cubreobjetos en papel filtro por 2-5 min. (Sélo para secar)

17.Colocar 14 ul de DAPI, Fluoromont Aqueous mounting (Sigma-Aldrich)
(1:100) en el portaobjetos por 30 min.

Posteriormente, las muestras son analizadas en el microscopio confocal

LSM 710 (Carl Zeiss) con el objetivo de aceite de inmersion x63/1.4 NA. Para la co-

localizacion de las proteinas de interés se emplea el programa Image J version Fiji.
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2.5 ENSAYO DE POLARIDAD CELULAR

Para investigar la participacion de TEM5 en la polaridad celular en células
endoteliales (HUVECSs) se emplea una mezcla de siRNAs disefiado para abatir

la expresion de este receptor.

A) PROTOCOLO DE TRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA 2000

Las células HUVECs deben dividirse un dia antes de la transfeccion y
crecerse en caja de 6 pozos. Una vez que el crecimiento celular haya llegado a la
confluencia de alrededor del 90% se procede a realizar la transfeccion.

TUBO A: Colocar 250 pl de Optimem + siRNA TEM5 o siRNA CTL (50nM)
en un mismo tubo eppendorf.

TUBO B: Colocar 250 pl de Optimem + Lipofectamina 2000 en un tubo
eppendorf.

. Incubar 5 min los tubos A y B independientes.
. Mezclar los tubos (del tubo A al tubo B).

. Incubar 30 min los complejos.

A W N B

. Nota: En este tiempo se lavan las células HUVEC con PBS1Xy se coloca
1ml de Optimem en cada pozo.
5. Colocar la mezcla del complejo en las células con una micropipeta.
(Volumen final de 1.5ml)
6. Incubar 4 horas.
7. Agregar 2ml de medio M199 suplementado.
8. Nota: Al dia siguiente temprano, aspirar todo el medio y afadir 2ml de

medio M199 suplementado.
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B) EXTRACCION DE ARN Y PCR

Para confirmar que la expresion de TEM5 esta disminuida al emplear la

mezcla del SIRNA de TEMS5 se realiza una PCR quantitativa.

El ARN total de las células HUVEC se extrae con un kit RNeasy Mini
(Qiagen). 1 ug de ARN es transcrito en ADNc utilizando SuperScript 1l Reverse
Transcriptase (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La RT -
PCR se realiza usando la enzima ADN polimerasa de Taqg. La Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es usada como un gen de referencia. Las
secuencias de cebadores son: El cebador directo TEM5 humano es 5'-
GGCACTGAGGTGAAGGGATA-3 'y su cebador inverso es 5'-
AGAAGGTGGAGATCGTGGTG-3'. El cebador directo GAPDH humano es 5'-
CCACTCCTCCACCTTTGAC-3 'y su cebador inverso es 5'-
ACCCTGTTGCTGTAGCCA-3.

C) ENSAYO DE POLARIDAD CELULAR

Las monocapas de células endoteliales de venas umbilicales humanas
confluentes (HUVEC) transfectadas con 50 nM de siRNA contra TEM5 o siRNA
control se cultivan en cubreobjetos pre-tratadas con gelatina 0.1%. 48 horas post-
transfeccion, las células se lavan con PBS 1X y se ayunan durante 5 horas en medio
M199 con suero fetal bovino al 1% (SFB). A continuacion, se realiza una herida
utilizando una punta de pipeta de 100 pl y se agrega el medio M199 completo que
contiene SFB al 20% y se incuba durante 30 min. Las células HUVECs se fijan
usando paraformaldehido (PFA) al 4% y se permeabilizan en Triton - X100 al 1%.
Después de incubar con BSA al 1% para bloquear la tincién no especifica durante
1 h, las células se incuban con el anticuerpo GM130 durante 2 h a temperatura
ambiente a las células, este anticuerpo es un marcador de posicionamiento del
aparato de Golgi. Después de tres lavados con PBS, las células se incuban durante

una hora con anticuerpo anti-raton de cabra conjugado Alexa-Fluor568 (Invitrogen)
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y Alexa-Fluor488 Faloidina, para la tincion de actina. Las muestras se tifien con
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) para observar los nudcleos y analizadas con
microscopia confocal Zeiss. La orientacidon del aparato de Golgi se evalia como se
ha descrito previamente (146,147). Las células en las que la tincion con GM130 no
localizan en un angulo de 120° con respecto al frente de la herida se consideran
células no polarizadas. Al menos 100 células cerca del borde de la herida se
examinan aleatoriamente y se determina el porcentaje de células polarizadas (n =

3). Los datos se representan como media + SEM. P <0,05.
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2.6 ENSAYOS DE PRECIPITACION POR AFINIDAD

Para determinar interacciones con el receptor TEM5 con proteinas

candidato se emplean diferentes estrategias entre ellas ensayos precipitacion por

afinidad (Pull Down, PD) empleando proteinas recombinantes o fusionadas con

GST y transfectadas en células de mamifero e inmunoprecipitaciones.

2 L T o

9.

A) ENSAYO DE PRECIPITACION POR AFINIDAD

Lavar las células, ayunadas toda la noche, con 5ml PBS 1X.

Lisar con Buffer de lisis con inhibidores (1ml por caja), sobre hielo.
Raspar lisados, transferir a Eppendorf, siempre sobre hielo.

Centrifugar durante10 min 13, 000 rpm a 4°C.

Transferir sobrenadante a tubos nuevos para pull down.

Dividir lisados: transferir 75 ul para lisado total y el sobrenadante restante
colocarlo con la resina Glutatién-sefarosa (GS) (25 ul por tubo).
Resuspender antes de usar la resina.

. Agitar las muestras con la resina por 30 min a 4°C. En este tiempo,

agregar buffer de muestra 4X con -mercaptoetanol a los tubos de lisado
total y hervir durante 5 minutos.

Preparar el gel de SDS-PAGE al porcentaje correspondiente.

Las proteinas transfectadas fusionadas a glutatién transferasa (GST)
pesan entre 25 y 75 kDa (Vector GST, GST-TEM5-Cter y GST-SH3a&e
ITSN 1/2).

Centrifugar durante 1min a 5,000 rpm 4°C.

10. Eliminar el sobrenadante, sin retirar las perlas GS.

11.

Realizar 3 lavados con 1ml de buffer de lisis, mezclar en el vortex unos

20 segundos.

12. Centrifugar 1 min 5,000 rpm 4°C.
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14.
15.
16.
17.

. Resuspender pastilla en buffer de muestra 1X con B-mercaptoetanol
(35 ).

Hervir durante 5 minutos.

Centrifugar durante 5 minutos a 13,000rpm a temperatura ambiente.
Correr 30-35 ul LT y todo del pull down (aprox 35-50 ul).

Transferir a membrana de Immobilon PVDF.

B) ENSAYO DE PRECIPITACION POR AFINIDAD USANDO PROTEINAS

R

N

o 0 bk~ w

8.
9.
10.
11.

12.
13.

ECOMBINANTES (DOMINIOS SH3 INDIVIDUALES DE ITSN1)

Lavar las células, ayunadas toda la noche, con 5ml PBS 1X.

Lisar con buffer de lisis Tritdbn 1X con inhibidores (1ml por caja), sobre
hielo.

Raspar lisados, transferir a Eppendorf, siempre sobre hielo.

Centrifugar durante10 min 13, 000 rpm a 4°C.

Transferir sobrenadante a tubos nuevos para pull down

Dividir lisados: transferir 75 ul para lisado total y el sobrenadante restante
colocarlo con las proteinas recombinantes (15 pl por tubo). Resuspender
antes de usar las perlas.

Agitar las muestras con las perlas correspondientes por 2 horas a 4°C.
En este tiempo, agregar buffer de muestra 4X con B-mercaptoetanol a
los tubos de lisado total y hervir durante 5 minutos. En caso de la
deteccién del receptor, separar lisado total y no hervir.

Preparar el gel de SDS-PAGE al porcentaje correspondiente.
Centrifugar durante 1min a 5,000 rpm 4°C

Eliminar el sobrenadante, sin retirar las perlas.

Realizar 3 lavados con 1ml de buffer de lisis, mezclar en el vértex unos
20 segundos.

Centrifugar 1 min 5,000 rpm 4°C

Resuspender pastilla en buffer de muestra 1X con B-mercaptoetanol (35
ul).
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14.Hervir durante 5 minutos.
15. Centrifugar durante 5 minutos a 13,000rpm a temperatura ambiente.
16.Correr 30-35 ul LT y todo del pull down (aprox 35-50 ul).

17.Transferir a membrana de Immobilon PVDF

C) INMUNOPRECIPITACION (IP)

Lavar las células, ayunadas toda la noche, con PBS 1X (5 ml por caja)

Lisar con buffer de lisis Triton 1x (1ml por caja), sobre hielo. En caso de
realizar el ensayo de adhesion se emplea Triton 2x.

Raspar lisados, transferir a tubos eppendorf, siempre sobre hielo.
Centrifugar 10min a 13 000 rpm a 4°C.

Transferir sobrenadante a tubos nuevos para IP.

De ahi transferir 75ul a otra serie de tubos, mantener en hielo para LT (lisado
total)

Colocar proteina G (15 pl) en el lisado para IP con la finalidad de retirar el
pegado inespecifico e Incubar 2 horas a 4°C. (mientras tanto agregar 25ul de
buffer de muestra 4X con 3- mercaptoetanol a los tubos de lisado total y hervir
5 minutos).

Centrifugar las muestras a 5,000 rpm a 4°C por 1 minuto. Recuperar
sobrenadante y agregar 5 ul de anticuerpo para inmunoprecipitacion (tubos
IP) toda la noche a 4°C.

Anticuerpo anti-EImo Genscript; Anticuerpo anti-Flag, Sigma Aldrich
Preparar geles de poliacrilamida segun correspondan los pesos de las

proteinas de interés.

10.Agregar gamma bind (Proteina G), resuspender muy bien antes de tomarlo

(25ul por tubo) (cortar puntas)

11.Agitar por 3 horas a 4°C

12.Centrifugar 1min 5 000 rpm 4°C. Realizar 3 lavados con buffer de lisis triton

1x que contiene inhibidores.
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13.Resuspender la pastilla en buffer de muestra 1X con p-mercaptoetanol (35ul)
14.Hervir 5min.

15.Centrifugar 5 min a 13,000rpm, a temperatura ambiente.

16.Correr 30—-35ul LT y todo de IP (aprox 35-50 ul) a 30 mA.

17.Transferir a membarana de Immobilon PDVF.

Tabla 2. Lista de anticuerpos usados en este proyecto.

Nombre del anticuerpo Marca
Cdc42 SIGMA
c-Myc (9E10) SIGMA
Elmo GenScript, Piscataway, NJ
Elmo pY713 GenScript, Piscataway, NJ
Flag SIGMA
GFP (B-2) SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
TEM5/GPR124 Grupo del St. Croix
group(NIH, Frederick, MD)
GST (B-14) SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY
HA COVANCE
SIGMA
Intersectina (ITSN) Abcam
Millipore

RAC

Anticuerpos secundarios:

Anti-ratdn monoclonal

Anti-conejo

BD Transduction
Laboratories
Rockland
Immunochemicals o
KPL



2.7 ENSAYO DE LIGACION POR PROXIMIDAD (PLA) IN SITU

Esta técnica novedosa es capaz de detectar las interacciones de proteinas
con alta especificidad y sensibilidad. El fundamento de este ensayo se basa en la
amplificacion fluorescente del producto de la ligacion de los oligonucleotidos
sintéticos unidos a los anticuerpos secundarios de dos especies diferentes que
reconocen a las proteinas de interés mediante los anticuerpos primarios en una
distancia menor a 40 nm.

Para la realizacion de este ensayo se sigue el protocolo establecido en
Doulink® In situ de la marca SIGMA ALDRICH.

Las concentraciones de los anticuerpos primarios son los siguientes:
TEMS 1:100, EImo2 1:50 e Intersectina 1 1:100
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RESULTADOS

GENERACION DE CONSTRUCCIONES DE TEM5 Y SH3 DE ITSNs COMO
HERRAMIENTAS PARA EXPERIMENTOS DE INTERACCION.

Para determinar interacciones que establece el receptor a través de su
carboxilo terminal, generamos una construccion de TEM5 carente de su carboxilo
terminal en el plasmido pCEFL 3XFlag. La obtenciéon de la construccion pCEFL
3xFlag TEM5 delta carboxilo terminal fue detectada empleando la enzima de
restriccion Xhol, la cual digiri6 parcialmente las clonas 1-3 que correspondieron al
fragmento deseado considerando la suma el peso del vector (6101pb) mas el
fragmento (2899pb). Las clonas con el inserto se marcaron en un recuadro rojo
como se observa en el panel izquierdo de la figura 10. Posteriormente, la expresion
de pCEFL 3xFlag TEMS5 delta carboxilo terminal de las clonas seleccionadas fue
detectada en un peso aproximado de 115 kDa en células de mamifero mediante la
técnica de western-blot usando el anticuerpo anti-flag que detecta al epitope en el

amino- terminal de TEM5 como se observa en el panel derecho de la figura 10.

pCEFL 3XFlag TEM5 ACter pCEFL 3XFlag
@ Clonas TEMS5 ACter
g |.T>2 Clonas
pb aé TEM5
kDa Ctrl  wt 1 2 3
Flag-
6108 150 - TEM5
5090
4072 *
3054 100 - *
2036
1636 75 -
1018
— - w— AKT

506
50 -

Figura 10. Obtencién de la construccion pCEFL 3xFlag TEM5 ACter. En el panel

izquierdo se observan las clonas 1-3 que insertaron el fragmento de TEM5 delta carboxilo
terminal en el plasmido pCEFL 3xFlag TEM5 ACter. El panel derecho corresponde a la
expresion de dicha construccion detectada en un peso aproximado de 115 kDa en células
HEK293T.
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Con la finalidad de detectar interacciones mediante ensayos de
precipitacion por afinidad a GST, se obtuvo la construccion pCEFL GST TEM5 Cter.
Como se muestra en el panel izquierdo de la figura 11, las clonas 2, 4 y 5 fueron
positivas tras insertar favorablemente el carboxilo terminal de TEM5 en dicho
plasmido. Después, corroboramos efectivamente la expresiéon de TEM5 Cter de las
tres clonas transfectadas en células de mamifero en un peso aproximado de 52 kDa.

Cabe sefialar que también se obtuvo una construccién del carboxilo terminal de

TEMS en el plasmido pCEFL 3xFlag como opcion alterna a ensayos con GST.
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pCEFL GST TEMS Cter

Clonas pCEFL GST TEMS Cter

Clonas

2 4 5

pCEFL GST

pb kDa

75-
GST

———

4072
3054

2036
1636
1018 374

506

- -

Figura 11. Obtencion de la construccién pCEFL GST TEMS5 Cter. En el panel
izquierdo se muestra la digestion diagnoéstica de las clonas, obtenidas de la
transformacion en bacterias E. coli, con la enzima Xhol que tiene dos sitios de restriccion
(1271 y 2285) en el plasmido pCEFL GST. El control (pCEFL GST) liber6 un inserto de
aproximadamente 1 kb, mientras que las clonas 2, 4 y 5 fueron positivas tras insertar el
carboxilo terminal (789 pb). La banda positiva de inserto se detectd en un peso
aproximado de 1785 pb. Este peso corresponde al inserto clonado entre los sitios BamHI
(2251) y EcoRI (1611). El panel derecho muestra la expresion favorable de la
construccion pCEFL GST TEMS5 Cter (52 kDa) de las tres clonas seleccionadas (2,4 y 5)

en células HEK293T usando el anticuerpo anti-GST.
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Mediante un andlisis bioinformatico en Scansite se identificé una posible
interaccion entre los dominios SH3 de Intersectina y TEM5. Con dicha premisa,
nosotros generamos dos construcciones: pCEFL GST ITSN-SH3a-e y pCEFL 3xFlag
ITSN SH3aEe en sus dos variantes para posteriormente realizar ensayos de
precipitacion por afinidad. Como se puede observar en el panel superior de la figura
12, se obtuvieron 5 clonas positivas al inserto deseado en el plasmido pCEFL GST.
En el western-blot del panel inferior izquierdo se detectd la expresion de ITSN1-
SH3a-e con el anticuerpo anti-GST en un peso de 75 kDa. En el panel inferior
derecho de la figura 12 se muestra la expresion de ITSN1- SH3ae en el plasmido

pCEFL 3xFlag en un peso aproximado de 50 kDa.

pCEFLGSTITSN1-SH3, £
Clonas

3 4 5 6

pCEFLGST

'y

2
*

0
%  PCEFLGST =  PCEFL3xFlag
O ITSN1-SH3,¢ ~  ITSN2-SH3,¢
i Clonas 2 Clonas
—_— E ————————
2@ 12346 W2 x 1 5 356
e

-—-- - -
50- 3 A 100 =

| 75-
37- |

- | . !

GST Flag
Figura 12. Obtencidon de ITSN-SH3ae en pCEFL GST y pCEFL 3xFlag. En el

panel superior se muestran las clonas marcadas en amarillo que fueron positivas en la
insercion del fragmento de ITSN-SH3a.e (1278 pb) en los sitios BamHI (2251) y EcoRI

(1611). El peso esperado fue de 2274 kb tras la digestion con la enzima Xhol (dos sitios,

1271 y 2285). Para detectar la expresion de las clonas seleccionadas, éstas fueron
transfectadas en células HEK293T. Como se puede observar en el panel inferior todas
las clonas expresan ITSN-SH3 detectada con anticuerpos anti-GST y anti-flag, en los

paneles respectivos.
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TEMS5 (GPR124/ADGRA2) PROMUEVE LA ADHESION CELULAR, LA
POLARIDAD, LA FORMACION DE FILOPODIOS Y LA ACTIVACION DE LAS
GTPASAS Cdc42 y Racl

Considerando la importancia de TEM5 en eventos de permeabilidad y
migracion celular para la formacion de capilares durante el desarrollo embrionario
asi como su participacion en la progresion del tumor (135,137,142,148), se sugiere
que este receptor perteneciente a la familia de adhesion de GPCRs contribuye a las
propiedades adhesivas de las células y al reordenamiento del citoesqueleto de

actina modificando la morfologia celular.

Primeramente, usamos un modelo de ganancia de funcion en células COS-
7, las cuales carecen de la expresion endégena de este receptor, para evaluar la
hipoétesis de que TEMS favorece la adhesion celular. Como se observa en la figura
13A, la expresion ectopica de TEMS fusionado a la proteina verde fluorescente
(GFP) en células COS-7 promovié una mayor adhesién de células en comparacién
con células control que solo expresan GFP. Dicha adhesién promovida por TEM5
fue mayor cuando las células se sometieron a adherirse sobre matriz extracelular
como la colagena IV y fibronectina como se ilustra en la figura 13B. Elucidando el
mecanismo por el cual TEM5 ejerce un efecto positivo en la adhesiéon celular,
empleamos un inhibidor de la disociacién de la proteina Gi, la toxina Pertussis. Sin
embargo, en estas condiciones, las células que expresaban a TEM5 no se vieron
afectadas en su capacidad adherente como se observa en la figura 13C, sugiriendo
que la proteina Gi no esta implicada en los mecanismos rio debajo de la sefializacion
de TEMS.
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Figura 13. El receptor TEM5 promueve la adhesion celular. A. El receptor TEM5
promueve una eficiente adhesion. Los ensayos de adhesion se realizaron utilizando
células COS-7 privadas de suero que expresaban TEM5 marcado con GFP o EGFP-
CAAX, utilizado como control. Después de 30 minutos de adhesion, las células se fijaron
con PFA al 4% y las iméagenes se tomaron con un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti
y se analizaron con el software NIS-Elements. La gréfica representa la media + SEM de
células GFP-positivas adheridas para cada condicion. * p <0,05, n = 4. En la parte inferior
se muestra un campo representativo que muestra las células adheridas. B. TEM5 tiene un
efecto aditivo en la adhesién sobre sustrato de colagena IV y de fibronectina. Las células
COS-7 fueron transfectadas con el control, EGFP-Caax o TEM5-GFP. Las células se
sometieron al proceso de adhesion durante 30 min sobre plastico y matriz extracelular
como colagena |V y fibronectina pretratadas por 12 horas a 4° C y 30 min a 37° C,
respectivamente. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS y se fijaron
con PFA 4%. Las imagenes con fluorescencia fueron tomadas con el microscopio Nikon
Eclipse Tiy analizadas en el Image J Fiji. El gréfica representa la media + SEM de células
adheridas GFP positivas; * P <0,05, *** p <0,001. Los datos estadisticos fueron analizados
en el programa graphPad Prism v6 mediante ANOVA seguido de las comparaciones
multiples de Tukey posthoc test n= 3. C. La inhibicion de las proteinas Gi heterotriméricas
no altera la adhesion celular dependiente de TEMS. Las células COS-7 transfectadas con
el control, EGFP-CAAX o TEM5-GFP se trataron durante la noche y durante el ensayo de
adhesion de 30 min con toxina Pertussis (PTX, 200 ng/ul). Las células adherentes fijas se
analizaron utilizando el programa Image J. La grafica representa la media + SEM de las
células adheridas GFP positivas, y se analizé por ANOVA por las comparaciones multiples
de Tukey posthoc test * p <0,05, n = 3.
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Asimismo, encontramos que la expresion exdégena de TEMS5 indujo la
formacidn de filopodios, modificando la morfologia tipica de las células COS-7 en el
proceso de adhesion, y que ademas, TEM5 se localizd en la punta de dichas
extensiones (figura 14A). Ademas, TEMS5 localiz6 en proyecciones positivas a
VASP, un marcador de filopodios, asi también con actina filamentosa durante el

proceso de adhesion.

% de células con
filopodios
% de protrusiones
por células

TEM5 - + +
VASP + +

Filopodios
Protrusiones

Actina F |Traslape

Figura 14. TEM5 induce la formacion de filopodios. A. Como se muestra en la
grafica, nosotros encontramos mayor numero de células que presentaron extensiones
celulares en células que expresaban TEM5. Se observé la morfologia de las células COS7
que expresaban TEM5-GFP en células adheridas durante 30 minutos y fueron comparadas
con las células COS-7 control que expresaban EGFP-CAAX, Prueba de Student’s T-test * p
<0,05 n=3. Una célula representativa para cada condicién se muestra en la parte inferior. B.
TEMS se localiza en los filopodios VASP positivos en las células adheridas. Las células
COS-7 transfectadas con TEM5-GFP y mCherry-VASP, un marcador de filopodios, se
sometieron al proceso de adhesion por 30 min. Posteriormente, las células fueron fijadas y
tefiidas para actina-F y analizadas por microscopia confocal. Alrededor del 75% de
protrusiones de filopodios VASP positivos por célula también fueron positivas para TEM5-
GFP (gréfica en el panel derecho). Una célula representativa se muestra a la izquierda. Las
protrusiones celulares positivas para TEM5 y VASP o TEM5 y actina-F estan indicadas por
puntas de flecha en las imagenes de traslape. Al menos 30 células fueron analizadas por el
microscopio confocal Leica TCS SP8 usando un objetivo 100X. La grafica muestra la media
+ SEM (n = 3). Para la estadistica se emple6 ANOVA unidireccional seguido de mdltiples

comparaciones Tukey posthoc **** p <0,0001.
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De manera interesante, en el proceso de adhesion, detectamos una banda
de menor peso molecular que el receptor silvestre mediante el uso del anticuerpo
anti-GFP, que reconoce dicho epitope en el carboxilo terminal de TEMS5, por lo que
se sugiere que modificaciones postraduccionales en su amino-terminal fueron
evidenciados. Como se muestra en la figura 15, dos bandas de alrededor de 67 y
110 kDa sugirieron que TEM5 sufre un corte en el sitio GPS y en el dominio
homologo a inmunoglobulinas, respectivamente. Sin embargo, otras bandas fueron
detectadas entre 75 y 100 kDa, marcadas con asterisco, como indicativo de

glicosilaciones del receptor con el amino truncado.

Suspension Adhesion

5 15’

TEM5 TEM5 TEM5 TEM5
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Figura 15. Perfil de expresion de TEM5 en la adhesion celular. Células que
expresaban el control, EGFP Caax, o TEM5-GFP fueron sometidas al proceso de
adhesion durante 5 y 15 minutos. Mediante la técnica de western-blot, dos bandas de
aproximadamente 67 y 110 kDa fueron detectadas, marcadas con flechas negras,
indicativo de algun corte proteolitico en el amino-terminal. Por otra parte, dos bandas
entre un peso de 75-100 kDa marcados con asteriscos fueron observadas, sugiriendo

modificaciones postraduccionales en el amino-terminal de TEMS.

En el proceso de adhesion, las células censan su entorno a través de estas
estructuras conformadas por paquetes de actina en forma de dedo llamadas
filopodios. Para que esta formacion se lleve a cabo se necesita de la activacién de
la GTPasa Cdc42. Por lo anterior, se sugiere que la formacion de filopodios

promovida por TEM5 implica la activacién de la GTPasa Cdc42. En condiciones de
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adhesion por 30 minutos, la activacion de Cdc42 fue significativamente mayor en
las células que expresaban TEM5 en comparacion con las células control.
Asimismo, este receptor incremento la activacion de la GTPasa Racl discretamente

versus el control como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. TEM5 promueve la activacion de las GTPasas Cdc42 y Racl. Las
células ayunadas que expresaban TEM5 o las células de control se lisaron y se incubaron
con perlas de PAK-N para capturar Cdc42 y Racl activos. Cdc42-GTP y Racl-GTP se
identificaron por Western blot. La actividad de Cdc42 y Racl se encontraron incrementadas
en células COS-7 que expresaban a TEM5. La grafica representa la media + SEM de la
normalizacion de la activacion Cdc42 y Racl, t-test * p <0,05, n = 3. Este experimento fue

realizado por Sendi Rafael Adame Garcia.

Posteriormente, decidimos evaluar la localizacion endégena de TEM5 en un
modelo de células endoteliales (HUVECS) durante el proceso de adhesion. En la
figura 17A se ilustra, al receptor enddgeno localizado en la zona de protrusiones
donde ademas se encontré actina polimerizada en células adheridas a los 30
minutos. Después, se evaluo la participacion de TEM5 en el proceso de polaridad
celular mediante un ensayo de cierre de herida. La identificacion de células
polarizadas se basa en la localizacién del aparato de Golgi dentro de un angulo de
120° con respecto a la herida. Los resultados mostraron menos orientacion celular
en condiciones donde se abatid la expresion de TEM5 (células no polarizadas
marcadas con una X) (Figura 17B). Estos hallazgos nos llevaron a investigar los

mecanismos moleculares por los cuales TEM5 favorece la adhesion.
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Figura 17. TEMS localiza en proyecciones de células adheridas y favorece la
polaridad celular en células endoteliales. A. TEM5 esta localizado en las proyecciones
celulares de células endoteliales adheridas. TEM5 enddgeno (panel superior) co-localizé
con actina filamentosa (panel inferior) en las proyecciones de células HUVEC recién
adheridas por 30 minutos (puntas de flecha blancas) (36 de 60 células); Barra 20 um. B.
TEMS es requerido para la polarizacion de células HUVEC. Las células HUVEC con el
siRNA contra TEM5 fueron menos polarizadas en el borde de la herida en comparacion
con las células con el siRNA control (siCTL). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y la
actina filamentosa se visualiz6 con faloidina fluorescente verde. Las células que no
tuvieron GM130 (un marcador Golgi, rojo) dentro de un angulo de 120° con respecto a la
herida se consideraron como células no polarizadas. Se examinaron aleatoriamente al
menos 100 células cerca del borde de la herida. El porcentaje de células polarizadas se
muestra en el grafico superior, panel derecho. Los datos se representan como media +
SEM, t-test * p <0,05, (n = 3). La disminucién del ARNm de TEMS5 por el uso del siRNA
fue confirmado por RT-PCR cuantitativa (panel derecho, grafico inferior). Experimento

realizado por Rony Chidiac.
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TEM5 INTERACCIONA CON LA PROTEINA GBy

Estudios previos han demostrado que algunos ADGRs promueven la
actividad de las GTPasas de la familia de Rho via el acople a las proteinas G
heterotriméricas o a través del carboxilo terminal como en el caso de los receptores
BAI1 y BAI3 pertenecientes a esta misma familia, para promover eventos
funcionales mediante el complejo EImo/Dock. Por consiguiente, decidimos
investigar a detalle si en la cascada de transduccion de sefiales del receptor TEM5
se reclutaba a las proteinas G y al complejo EImo/Dock como se muestra en el
esquema de la figura 18A. Primeramente, demostramos que el receptor TEM5 se
encuentra en el complejo de adhesion aislado junto con la proteina Gy y no asi la
cinasa AKT, como control de que la preparacion no se encuentra contaminada con
proteinas del citoplasma no involucradas en la adhesion. En este contexto, la
inhibicion de la proteina Gi, por el empleo de la toxina Pertussis, no modifico la

presencia de nuestras proteinas de interés como se ilustra en la figura 18B.
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Figura 18. A. Modelo esquematico que muestra que TEMS5 recluta Elmo via GBy e
interacciones directas entre dichas proteinas. B. Detecciéon de TEM5 y GB1y2 en el complejo
de adhesién celular aislado. Las células COS-7 que expresaban EGFP Caax, como control,
0 TEM5-GFP se dejaron adherir durante 30 min. Posteriormente, las células fueron lisadas
sin raspar, y las proteinas en los complejos de adhesién que permanecieron unidas a la
placa se lavaron y se recuperaron con buffer de muestra Laemmli 4X. Flag-TEM5-GFP y
GBy se detectaron por Western blot en los complejos de adhesion aislados, asi como en
los lisados celulares totales (TCL). La cinasa AKT se utiliz6 como un marcador citosélico
(ausente en el complejo de adhesién aislado) y, junto con ERK, sirvieron como controles

de carga en TCL.

Posteriormente, decidimos investigar si TEM5 favorecia la actividad de otro
tipo de proteina G. Por lo tanto, investigamos la sefializacion rio abajo de la proteina
Gs mediante la deteccion de la fosforilacién de la proteina de unién a elemento de
respuesta a AMPc (CREB), que actia como factor de transcripcion. Como se
observa en el segundo carril de la figura 19, la expresion de TEM5 en células de
mamifero incrementd la actividad de CREB. Dicha actividad, detectada por la
fosforilacion en la serina 133, fue abatida al usar el inhibidor de la cinasa PKA, H-
89. La senalizacion dependiente de EGF incrementd la actividad de este factor
transcripcional, la cual también disminuyé con el inhibidor H-89 pero no asi la

fosforilaciéon en ERK1/2.
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Figura 19. La inactivacion de la cinasa PKA disminuye la fosforilacion de CREB
inducida por la expresion de TEM5. Las células HEK293T fueron transfectadas con el
control, pCEFL, o 3xFlag TEM5. Las células ayunadas durante 12 horas fueron
preincubadas por una hora con H-89 (10uM), un inhibidor de la activacién de PKA. La
estimulacion con el factor de crecimiento epidermal (EGF,10 ng/ml) fue por 10 min. Como
se observa en el segundo carril, la fosforilacion de CREB fue promovida por la expresion
de TEMS5; sin embargo, el inhibidor H-89 disminuye el efecto observado en la actividad de
CREB por expresiéon de TEM5. La sefializacion del receptor para EGF sirvié como control
para confirmar que el inhibidor H-89 funciond selectivamente, ya que no se observo

disminucién en la activadad de ERK1/2.

En base los resultados anteriores, evaluamos una posible interaccion entre
TEMS y el complejo GB1yz, encontrando que efectivamente existe una asociacion
entre TEMS y las subunidades GBiyz en condiciones basales de las células
HEK293T. Adicionalmente, se encontré que las subunidades GR1yz interaccionaron
con la proteina multi-dominio ElImol. Dicha asociacion fue abatida por la expresion
de la subunidad Galphai, lo cual sugiere que EImo es un nuevo efector de GB1y2
(figura 20).
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Figura 20. A. El C-terminal de TEM5 interactua con las subunidades GB1y2. Las
células HEK293T fueron co-transfectadas con GST-TEM5 C-terminal y Flag-GB1y2. la
interaccion entre el carboxilo-terminal de TEM5 y GB1y2 se detectd por ensayos de GST-
pulldown. B. Elmo interactia con GR1y2. Las células HEK293T fueron co-transfectadas
con GFP-Elmo y Flag-GBy o pCEFL-vector, como control. La interacciéon entre EImo y
GB1y2 se confirmd por co-inmunoprecipitacion. C. La interaccion entre EImo y GB1y2
disminuye por la expresion de la subunidad Galfa. Las células HEK293T fueron co-
transfectadas con GFP-Elmo, Flag-G B1y2 y HA Gai. La interaccién entre EImo y la
subunidad GB1y2 fue menor cuando ademas se co-expresd Galfai (indicado en el tercer

carril).

En el sistema enddgeno, usando células HUVECSs, encontramos a EImo
fosforilado en la tirosina 713, dicha modificacion postraduccional indica un estado
activo, co-localizando con TEMS en las proyecciones celulares durante el proceso
de adhesion (figura 21A). Mediante la técnica de western-blot se confirmé que la
activacion de Elmo fue mayor en células HEK293T que expresaron a TEM5 (figura
21B). Estos resultados apoyan la idea de que TEM5 interacciona directamente con
el complejo Elmo/Dock.
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Figura 21. Elmo fosforilado localiza con TEM5 en las proyecciones celulares
durante la adhesién de las células endoteliales. A. La localizacién de fosfo-Elmo y TEM5
se visualizé en células HUVEC adheridas durante 30 min, usando anticuerpos especificos.
fosfo-Elmo (Y713) y TEM5 enddgeno se enriquecieron en las protuberancias celulares
(puntas de flecha blancas) de las células adheridas. Se observaron resultados similares
en 95 de 142 células. La co-localizacion se confirm6 mediante la evaluacion de tres puntos
diferentes en protrusiones celulares, de tres experimentos independientes. La barra de
escala representa 20 um. B. TEM5 promueve la fosforilacion de Elmo en Y713. Se
encontr6 Elmo (EImoY713) activo en las células HEK293T que expresan TEM5 en
comparacion con las células HEK293T control transfectadas con el vector pCEFL (Ctl). La

gréfica representa la media + SEM de la fosforilacion de Elmo, t-test ** p <0,01, n = 3.
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EL CARBOXILO TERMINAL DE TEM5 INTERACCIONA CON EL COMPLEJO
ELMO/DOCK

Por lo tanto, evaluamos si existia una asociacion entre TEM5 y ElImo/Dock.
Determinamos, por el ensayo de inmunoprecipitacion del epitope Flag fusionado al
amino-terminal de TEM5, que existe una asociacion entre TEM5 y EImo enddgeno
en condiciones basales asi como en el proceso de adhesion de células HEK293T
(figura 22A). Adicionalmente, se empled la construccion con el receptor TEM5
truncado en el carboxilo terminal para determinar si éste es necesario para la
interaccion con Elmo. Como se observa en la figura 22B el carboxilo terminal de
TEMS es requerido para asociar este complejo EImo/Dock. La asociacion entre el
TEM5-Cter y EImo en condiciones basales es positivamente modulada por las
subunidades GB1y:z (figura 22C).
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Figura 22. El carboxilo terminal de TEMS5 interacciona con Elmo/Dock. A.
Interaccién entre TEM5 y EImo enddgeno en condiciones basales y durante la adhesion
celular. TEM5 expresado con el epitope Flag se inmunoprecipitd a partir de lisados
celulares totales de células HEK293T en condiciones basales y de adhesion celular y EImo
enddgeno asociado a TEM5 se detectdé mediante Western-blot. B. El carboxilo de TEM5
es requerido para la unibn a Elmo. El anticuerpo Flag fue empleado para la
inmunoprecipitacion de los lisados celulares de células HEK293T que expresaban GFP-
Elmol y Flag-TEM5 (WT) o Flag-TEM5 que carecian de su extremo carboxilo terminal
(ACt). GFP-EImo1l pudo interactuar con Flag-TEM5 WT pero no con la version truncada
Flag-TEM5 (ACt). C. La asociacion entre EImo y la region C-terminal de TEM5 se
incrementa en presencia de GB1y2. Células HEK293T fueron co-transfectadas con la
construccién de GST-TEMS5 C-terminal (GST-G124Ct) y GFP-EImol en presencia o no de
Flag-GB1y2. Se utilizé el vector GST como control. Los ensayos de GST-pulldown se
realizaron y el efecto de GBy en la interaccion entre GFP-EImo y GST-TEM5 carboxilo-
terminal se analiz6é por Western blot.

Ademas, TEM5 tuvo la capacidad de asociarse con las tres variantes de
Elmo, y Dock180 también se detecté como parte del complejo de interaccién como
se ilustra en la figura 23A. Las células HEK293T fueron transfectadas con diferentes
versiones truncadas de Elmo para determinar la region minima de interaccion con
TEMDb. Los resultados mostrados en la figura 23B indicaron que los fragmentos
EImol1-495 y EImol 315-727 interaccionaron con el carboxilo terminal de TEM5

mientras que EImo 1-315 no fue capaz de unirse. Estos datos sugirieron que la
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region central, conteniendo el dominio ELM, fue requerida para la union con TEM5.
De manera interesante, demostramos que la region minima (dominio ELM) fue
capaz de suprimir la adhesién promovida por TEM5 en células COS-7 como se

muestra en la figura 23C.
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Figura 23. Mapeo de la interaccion entre TEM5 y Elmo. A. El carboxilo de TEM5
interaccion6 con las tres variantes de ElImo, ademas se detect6 DOCK180 como parte del
complejo de interaccion. B. TEM5 interacciona con la regidn central de EImo. Se co-
transfectaron diferentes fragmentos de EImo marcados con Myc y GST-TEM5 carboxilo-
terminal (GST-TEM5 Ct) en células HEK293T. Experimentos de GST-pulldown se
realizaron, Myc-Elmo completo y los fragmentos de Myc-EImo1l que interactian con GST-
TEMS5 Ct fueron detectados por western blot (panel superior). Los fragmentos de EImol
gue contienen el dominio ELM interactuaron con TEM5 carboxilo-terminal mientras que
Elmol (1-315) no lo hizo. C. El dominio EImol1-Elm inhibe la adhesion celular promovida
por TEM5. La adhesion celular dependiente de TEM5 se redujo en células COS7 que
expresaban la region central de EImol (dominio EIm). Los datos se representan como
media £ SEM, ** p <0,01, *** p <0,001. N = 3. Las imagenes representativas que muestran

las células adheridas se ilustran en la parte inferior.
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TEM5 INTERACCIONA CON LOS DOMINIOS SH3a-e DE LAS INTERSECTINAS

Mediante la herramienta bioinformatica Scansite 2.0 encontramos una
secuencia rica en prolinas (PxxP) en el carboxilo de TEM5 potencialmente
reconocida por uno de los dominios SH3 de Intersectina como se ilustra en el
esquema de la figura 24A. Por lo tanto, investigamos si TEM5 co-localizaba con
ITSN durante el proceso de adhesion en células HUVEC. De tal manera que,
durante el proceso de adhesion, dichas proteinas enddgenas co-localizan en las

extensiones celulares como se observa en la figura 24B.

Regién potencial de unién
a dominio SH3 en TEM5 @

1088-SPAAPHAPPRALPAA (EH)
(Prediccionen Scansite) @
ITSN

Figura 24. Esquema de la posible interaccion entre TEM5 e ITSN. A
Representacién esquematica de la interaccion entre TEM5 e ITSN predicha por Scansite.
B. TEMS se localiza con ITSN en las proyecciones celulares de las células adherentes.
TEMS5 enddgeno e ITSN se visualizaron por inmunotincion en las células HUVEC durante
el proceso de adhesién durante 30 min. TEM5 se localizé con ITSN en las proyecciones
de la membrana celular (puntas de flecha blanca). La co-localizacion se midié6 mediante la
selecciébn de tres areas diferentes en las protrusiones por célula contando tres
experimentos independientes. Se observaron resultados similares en 65 de 124 células.

La barra de escala representa 20 ym.
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La figura anterior nos sugirid que estas proteinas interaccionan entre si. Por
esta razon, realizamos ensayos de precipitacion por afinidad confirmando que el
carboxilo terminal de TEM5 asocia a ambas Intersectinas completas y que ademas,
la region que contiene los SH3 en tAndem de ITSN1/2L fue capaz de asociarse con
TEMS Cter figura 25A y 25B.
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Figura 25. TEMS5 interacciona con ITSN 1y 2. A. Las células HEK293T fueron co-
transfectadas con GST-TEMS5 carboxilo-terminal (GST-TEM5 Ct) y HA-Intersectina 1 (HA-
ITSN1L) o 2 (HA-ITSN2L). Ensayos de GST-pulldown se realizaron y, las ITSN1 y ITSN2
asociadas con TEM5 se revelaron por Western blot y GST se utilizé como control. B. El
carboxilo de TEMS5 interactia con dominios SH3 de ITSNs. Células HEK293T fueron co-
transfectadas con los dominios SH3A-E de ITSN1 o ITSN2 y GST-TEM5 carboxilo-terminal.
Los ensayos de GST-pulldown revelaron que los dominios SH3A-E de ambas ITSNs fueron
capaces de asociarse especificamente con TEM5 carboxilo-terminal, GST-vector se utilizd

como control.

Aunado a lo anterior, el receptor TEM5 completo fue detectado asociado a
la fraccion de los modulos SH3 de las Intersectinas figura 26.
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Figura 26. TEM5 completo interactia con los dominios ITSN1 / 2-SH3A-E en
células HEK293T. Las células se transfectaron con TEM5 completo fusionado al epitope
Flag y GST-ITSN1-SH3A-E 0 GST-ITSN2-SH3A-E. Ensayos de GST pulldown revelaron
que TEM5 completo se detecté asociado a los dominios SH3A-E de ambas ITSNs, GST
se utiliz6 como control. La expresion de proteinas transfectadas se confirmé en lisados
celulares totales (TCL).

Después, evaluamos la posibilidad de encontrar una asociacion preferencial
de TEMS5 por algun dominio SH3 de Intersectinal. Para ello, utilizamos las proteinas
recombinantes de los dominios SH3 individuales de Intersectinal con lisados de
células transfectadas con el carboxilo de TEM5. Como se ilustra en la figura 27A se
observ6 una ligera preferencia por el dominio SH3D, el cual se hizo mas evidente
cuando usamos lisados provenientes de células que expresaron ectopicamente al

receptor completo (figura 27B).
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Figura 27. TEMS interactia directamente con los cinco dominios SH3 de ITSN1. A.
Se transfectaron células HEK293T con el carboxilo de Flag-TEM5. Ensayos de GST pull
down se realizaron utilizando GST-recombinante de los dominios SH3 individuales (A a E)
de ITSN1 o GST-vector, utilizado como control. Todos los dominios ITSN1-SH3
interactuaron con TEM5 carboxilo-terminal, siendo ITSN1-SH3D dominio un interactor mas
eficaz. B. TEM5 completo interactia preferentemente con el dominio ITSN1 - SH3D. Las
células se transfectaron con Flag-TEM5 completo. Ensayos de GST pull down utilizando los
dominios GST-ITSN1-SH3 (A a E) recombinantes o GST-vector, utilizado como control,

mostraron que TEMS5 preferentemente interactda con ITSN1-SH3D.
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LA ADHESION DEPENDIENTE DE TEM5 ES MEDIADA POR SU INTERACCION
CON ITSN Y ELMO/DOCK180 FORMANDO UN MACROCOMPLEJO QUE
LOCALIZA CON TEM5 EN EL PROCESO DE ADHESION

Para este punto, nuestra hipétesis consistio en una posible interaccion entre
ITSN y Elmo para integrar la sefializacion de TEM5. Primero, identificamos la
asociacion entre ITSN transfectada con epitope HA y EImo endégeno mediante
ensayos de inmunoprecipitacion de éste, durante el proceso de adhesién de 30

minutos en células COS-7 (figura 28).
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Figura 28. ElImo interactta con ITSN durante la adhesion celular. A. Esquema de
trabajo. TEMS interactua con el complejo GBy/ELMO/Dock, asi como con ITSN1/2. Estos
factores de intercambio de nucle6tidos de guanina atipicos y convencionales también
interactian directamente entre si, constituyendo un nuevo complejo de sefializacion que
media la adhesion celular dependiente de TEM5. B. Las células COS7 que expresaban
HA-ITSN1 completa y Flag-TEM5 se dejaron en suspension o se adhirieron durante 30
min. Después se inmunoprecipitdé EImo enddgeno y HA-ITSN1 se detectd mediante
Western-blot. Se us6é IgG de conejo pre-inmune como control negativo para

inmunoprecipitacion (primer carril para condiciones de suspension y adherencia).
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Después, caracterizamos que esta interaccion es a traves de la region rica
en prolina (PxxP) en el carboxilo terminal de EImo y los SH3 de ITSN1 figura 29A 'y
29B.
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Figura 29. Mapeo de la interaccién entre EImo e Intersectinal. A. EImo endégeno
interactla directamente con los dominios ITSN1-SH3A, ITSN1-SH3C y ITSN1-SH3E. A.
Los lisados de células HEK293T se incubaron durante 3 horas a 4°C con los dominios
GST-ITSN1-SH3 recombinantes individuales (A-E). Los ensayos de GST pulldown se
realizaron como se describe en los métodos. EImo endbégeno se une especificamente a
los dominios SH3A, SH3C y SH3E de ITSN1 (PD, western blot anti EImo). Los dominios
GST-ITSN-SH3 recombinantes se muestran tefiidos con Rojo de Ponceau. B. Se requiere
del motivo rico en prolina (PxxP) integro en EImo para unirse al dominio ITSN1-SH3C.
Los lisados de células de HEK293T que expresan Myc-Elmo de tipo silvestre o Myc-Elmo
de PxxP * fueron incubados durante 3 horas a 4°C con el dominio GST-ITSN1-SH3C
recombinante y EImo se reveld mediante Western blot anti Myc (panel superior). La
expresion de EImo en los lisados celulares totales (TCL) se muestra en el panel inferior.
Se usé GST como control negativo en los ensayos pulldown. La interaccion entre EImo y

el dominio ITSN1-SH3C se perdi6é usando la mutante en la regién rica en prolina de EImo.

Dada la importancia de los médulos SH3 de Intersectina, decidimos evaluar
la relevancia de estos dominios en el modelo de adhesion inducido por TEM5. Como
esperabamos, los dominios SH3 en tandem bloquearon la adhesion de células que
expresaron a TEM5 como se muestra en la figura 30.
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Figura 30. La adhesion celular dependiente de TEM5 es inhibida por el médulo
ITSN1-SH3A-E. Las células COS-7 fueron transfectadas con TEM5-GFP con o sin el
modulo Flag-ITSN1-SH3A-E. Los ensayos de adhesion celular se realizaron durante 30
minutos. La adhesidn celular dependiente de TEMS se redujo en las células que expresan
el médulo Flag-ITSN1-SH3A-E. Se utiliz6 como referencia la adhesién basal de células
que expresan EGFP-CAAX. Las barras representan la media £ SEM, * p <0,05, n = 3. Las
imagenes representativas de las células adheridas se muestran debajo del grafico. El
panel inferior muestra la expresién del médulo Flag-ITSN1-SH3A-E en el lisado celular

total, se usé actina como control de carga.

Una vez identificados los componentes del macrocomplejo, nos dimos a la
tarea de investigar si éstos estaban presentes en el complejo de adhesion aislado
usando matriz extracelular como colagena IV y fibronectina. Nuestros resultados
indicaron que TEMS5 ectépico, GB, EImo e ITSN1 enddégenos se encontraron en esta
fraccién insoluble, es decir, forman un complejo que permanece asociado al sustrato
de dificil co-inmunoprecipitacion. Mientras que la cinasa AKT fungié como control

negativo como se muestra en la figura 31.
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Figura 31. Presencia de TEM5, GBy, EImo e ITSN1 en el complejo de adhesién
aislado. Las células COS7 fueron transfectadas con el control, EGFP-Caax, o 3xFlag-
TEM5-GFP y se sometieron al proceso de adhesion durante 30 min en placas revestidas
con colagena IV o fibronectina. Las células adherentes se lisaron y las proteinas que
permanecieron unidas a las placas se lavaron y se recuperaron con buffer de muestra de
Laemmli 4X caliente. Las proteinas TEM5, GBy, EImo e ITSN se detectaron por Western
blot en el complejo de adhesién aislado, asi como en los lisados celulares totales (TCL).
Se uso6 la cinasa AKT para confirmar que los complejos de adhesion aislados no estaban
contaminados por proteinas citosoélicas no especificamente unidas y como un control de
carga en TCL.

Mediante la técnica de ensayo de ligacion por proximidad (PLA) se
detectaron las interacciones enddgenas entre TEM5 y Elmo asi como TEM5 e
ITSN1 en células endoteliales HUVECs. Los puntos rojos son indicativos de

interaccion como se muestra en la figura 32.
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Figura 32. Interaccion enddégena entre TEM5 y Elmo2, asi como TEM5 e
Intersectinal en las células endoteliales. Los Ensayos de Ligacién de Proximidad se
realizaron en células endoteliales (HUVEC) usando los pares de anticuerpos indicados
para detectar TEM5 enddgeno asociado con Elmo enddgeno o con ITSN1 endégena. Los
anticuerpos individuales se usaron solos como control. La sefial de PLA por célula se
cuantific6 mediante el software Image J. Se analizaron al menos 30 células. La grafica
representa tres experimentos independientes, la media + SEM, n = 3. Las imagenes
representativas de las sefiales PLA, representadas como puntos rojos, se muestran en los
paneles de la izquierda. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI. Este experimento fue

realizado por Noumeira Hamoud.

En el modelo endbgeno, se observd la co-localizacion de este
macrocomplejo conformado por TEM5, ITSN y EImo/Dock en las protrusiones de

las células endoteliales (HUVECS) tal y como se ilustra en la figura 33.
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Figura 33. TEM5 enddgeno se co-localiza con ElImo e ITSN en las protrusiones
celulares de las células endoteliales adheridas. Los ensayos de adhesion celular se
realizaron sobre cubreobjetos de vidrio revestidos con gelatina durante 30 minutos, seguido
de una inmunotincién para determinar la localizacién de las proteinas endégenas TEM5,
Elmo e ITSN en células HUVEC (flechas blancas). Se muestra una célula representativa.

Se observaron resultados similares en 29 de 61 células.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la idea de que TEM5
promueve la adhesién celular a través de interacciones directas con un complejo de

sefalizacion compuesto por Elmo / Dock y ITSN.

Finalmente, como se muestra en la figura 34, también se encontré una
interaccion entre TEM5 e IQGAP, una proteina asociada al proceso de adhesién
célula-célula y estabilizadora de la actividad de las GTPasas Cdc42 y Racl, que
podria estar o no vinculada al proceso descrito en este trabajo. Por cuestiones de
coordinacion de experimentos no se profundizé su papel en la sefalizacion de
TEMS5. Sin embargo, la relevancia de este hallazgo se abordara en futuros

proyectos.
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Figura 34. Interaccion entre TEM5 e IQGAP3. Células HEK293T fueron
transfectadas con vector control, pCEFL o Flag-TEMS. La lisis celular se realizé 48 horas

postransfeccién. Los lisados fueron incubados con anticuerpo anti-Flag toda la noche a 4°
C vy, posteriormente con proteina G por 3 horas a 4° C. Se detectd con anticuerpo anti-GFP

a IQGAPL1 en la inmunoprecipitacién de TEM5, observado en el segundo carril.
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DISCUSION

El receptor de adhesion TEM5/GPR124/ADGRA2 es un elemento clave
para el evento de angiogénesis en el cerebro durante el desarrollo embrionario y
también, en el establecimiento de las propiedades adhesivas de la barrera
hematoencefalica (135,136). Dichos procesos, en parte estdn mediados por el papel
de este ADGR huérfano, el cual fue recientemente identificado como un co-receptor
de Frizzled 4 (Fzd 4) en la sefializacion especifica de Wnt7a/b para promover la
expresion génica regulada por beta-catenina en el desarrollo vascular cerebral
(140,141) y su capacidad para controlar dinAmicamente la morfologia celular. En
embriones nulos para TEM5, la homeostasis vascular cerebral ni las funciones de
la barrera hematoencefalica son alteradas. Sin embargo, en el modelo murino de
isquemia por oclusion de la arteria cerebral, los ratones carentes de la expresion de
TEM5 exhiben una mayor area infartada y una disminucion de la sobrevida en
comparacién de los ratones silvestres. Ademas, hay defectos en la barrera
hematoencefalica favoreciendo hemorragias (148). Estos datos in vivo sugieren que
TEMS5 cumple funciones vitales para mantener la integridad de la barrera vascular
cerebral mediante mecanismos no definidos. Por otro lado, estudios in vitro han
relacionado a TEM5 con la brotacién celular, por lo que sugiere que este ADGR
recluta RhoGEFs para activar Racy Cdc42 (71,135) . En este proyecto de doctorado
exploramos la hipotesis de que TEM5 promueve la adhesion celular a través de
interacciones directas con Elmo/Dock180 e ITSNs, RhoGEFs para Rac y Cdc42

GTPasas, respectivamente (88).

Hasta el momento la identidad del agonista de TEM5 no esta identificada.
Por lo tanto, se emplearon pruebas de ganancia de funcién mediante la transfeccién
transitoria con el plasmido que codifica a TEM5 para investigar si su expresion en
células que normalmente carecen de este ADGR promueve la activacion de las
RhoGTPasas Cdc42 y Rac para favorecer la adhesion celular a través de
interacciones con los GEFs Elmo/Dock e ITSNs. Ademas, se investigd si estos

eventos moleculares correlacionaban con la localizacion de las proteinas
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endogenas TEM5, ElImo e ITSN en las células endoteliales (HUVECS) durante la

adhesion.

Considerando que TEMS5 pertenece a la familia de GPCRs de adhesion,
exploramos su papel en la regulacion del proceso de la adhesion celular. En primera
instancia, describimos que TEM5 es un promotor de este evento celular, tras
incrementar el numero de células adheridas comparadas con la situacion control.
En estas condiciones, la expresion de TEM5 silvestre fue confirmada por la técnica
de western-blot pero ademas, otra banda de menor peso molecular fue detectada a
la altura de lo que corresponderia a TEM5 con el amino truncado, lo cual indicaria
que TEMS sufre un corte proteolitico en el proceso de adhesion. En la literatura se
ha descrito que el amino terminal de TEM5 soluble, que contiene el dominio tipo
inmunoglobulina (IG) y repeticiones ricas en leucina (LRR), tiene la facultad de
asociarse a moléculas de adhesién celular como los glicosaminoglicanos e
integrinas (149). Adicionalmente, TEM5 también favorecio la adhesion celular sobre
matriz extracelular como colageno IV y fibronectina obteniendo un mayor aumento
en células adheridas. La fibronectina y el coladgeno son proteinas de matriz
extracelular esenciales en el desarrollo y el mantenimiento de la integridad de la
vasculatura. Los ratones que carecen de fibronectina tienen defectos en el
desarrollo de la vasculatura y mueren entre el noveno y décimo dia de gestacion
(150). En el caso de los ratones transgénicos nulos para la expresion de colageno
IV son viables, sin embargo, mueren por fallas renales (151). Del mismo modo, la
deleciéon del gen para colageno | es letal en los embriones de ratones debido a
aberraciones de la estructura de los vasos sanguineos (152,153). Aunado a lo
anterior y considerando que un estudio previo demostré que la exposicion del motivo
RGD (arginina-glicina-acido aspartico) en el amino-terminal de TEM5 es reconocido
por la integrina avBs, se sugiere que TEM5 puede mediar la adhesion de células

endoteliales mediante el reconocimiento de las integrinas (149).

La matriz extracelular del cerebro desempeiia un papel fundamental en el
mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefalica. Esta consiste

principalmente en proteoglicanos de sulfato de condroitina y proteinas de enlace

89



(154,155). Ademas, otros componentes como las lamininas, las trombospondinas y
los proteoglicanos heparina-sulfato, las integrinas refuerzan la ECM del cerebro
(156,157). Sustratos de las integrinas como la fibronectina y el colageno IV inducen
una union eficaz de la linea de células endoteliales de cerebro de rata (GPNT) asi
como el cultivo primario del endotelio de cerebro de rata. De manera interesante,
TEMS regula positivamente la expresion de laminina y colageno IV asi como la
sefalizacion de la via de Wnt en la isquemia cerebral de ratén (148,158).
Considerando que la delecién del gen para TEM5 tanto en el endotelio de ratones
como en el condicionado en el modelo de derrame cerebral causa un fenotipo
hemorragico, se propone que TEM5 es un regulador clave de la integridad de la
adhesion de la barrera hematoencefalica.

Por otra parte, las propiedades adhesivas de TEM5 no se observaron
alteradas con el tratamiento de toxina Pertussis (PTX), lo que sugiere que dicha
adhesion es independiente de la sefalizacion de la proteina Gi. De manera
interesante, la expresiéon de las subunidades Gy fue detectada en el complejo de
adhesién aislado. Este complejo de Gpy podria liberarse de la proteina
heterotrimérica Gs ya que nuestros datos sugieren que TEM5 activa a la proteina
de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB), proteina activadac por la
sefalizacion de la proteina Gs. Dicha activacion, que es detectada con un
anticuerpo que reconoce la forma fosforilada, es inhibida por el H-89, inhibidor de la
cinasa PKA. De manera simultanea, encontramos que TEM5 ectdpico promueve la
adhesion celular con la activacion simultanea de las GTPasas pequefias Cdc42 y
Racl. Estas GTPasas han sido vinculadas a procesos relacionados con la
coordinacion de la dinamica de la actina, la velocidad de migracion celular y la
formacion de extensiones de pseudopodos en melanoblastos (159). Cabe
mencionar que los ratones carentes del gen para Cdc42 exhiben defectos en la
adhesion mostrando una menor area de adhesion asi como de los componentes
que lo integran como FMNLZ2, una proteina perteneciente a la familia de las forminas
que se relaciona con la migracion y las protrusiones celulares (159,160). En el
presente trabajo se encontré que TEM5 favorece la generacién de filopodios, lo cual

sugiere que este receptor regula la dinamica del complejo de adhesion asociado a

90



la activacion de la GTPasas Cdc42 y Rac. Adicionalmente, de acuerdo con un
estudio previo en células HEK293T que expresaban a TEM5 con el epitope Myc,
éste provoco un aumento en la formacion de filopodios (137). Por otra parte, TEM5
fue localizado en las protrusiones celulares positivas a VASP, un marcador de
filopodios que se asocia a actina, evidenciando su papel potencial sobre la
regulacion del citoesqueleto de actina. Dichas estructuras celulares son derivadas
de la actividad de la GTPasa Cdc42 (71).

En células endoteliales adheridas, TEM5 enddgeno se co-localiza con
actina polimerizada en los bordes de las células, indicativo de la actividad de la
GTPasa Rac. Ademés, la reduccion de la expresion de TEMS5 disminuy6 la
polarizacion de las células endoteliales inducida por el cierre de herida. Estos
hallazgos, y el requisito de Cdc42 en el proceso de migracion orientada promovida
por TEM5 en las células endoteliales bEND3 estimuladas con medio condicionado
de células del mesencéfalo (135), nos llevé a abordar directamente la interaccién
de TEM5 con el complejo Elmo/Dock, conocido por ser transductor de la
sefalizacion del grupo BAI perteneciente a los receptores ADGR (115,116); El papel
potencial de Gy, recientemente descrito como un “interactor” de Elmo (113), y un
transductor significativo de sefializacion de GPCR a Rac; Y interaccion potencial
con ITSNs, RhoGEFs pertenecientes a la familia Dbl especificos para la GTPasa
Cdc42, las cuales se han vinculado al trafico de vesiculas y la polaridad celular
(101).

Las Intersectinas (ITSNs) fueron postuladas como potenciales proteinas
interactoras con el receptor TEM5, identificadas mediante un analisis bioinformético
en Scansite tras la prediccion de que los dominios homélogos a la cinasa Src (SH3)
de ITSNs interaccionan con el carboxilo terminal de TEM5. De acuerdo a estas
posibilidades, encontramos la existencia de un complejo de sefalizacion entre
EImo/Dock180 y las ITSNs que representan un concepto completamente nuevo en
términos de integracion de sefializacion en el que dos clases distintas de factores

de intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) atipicos y convencionales
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especificos para RhoGTPasas, miembros de las familias Dock y Dbl,

respectivamente, se integran en un complejo funcional.

La mayoria de los GPCR activan a las proteinas heterotriméricas G como
transductores de las vias de sefializacion relacionadas con la adhesion y la
quimiotaxis. Nosotros encontramos que existe una asociacion entre TEM5 vy las
subunidades GBy y que ademas, ambas proteinas son detectadas en complejo de
adhesion aislado. Se sabe que las subunidades GBy activan la Rac GTPasa a través
de su interaccion con GEFs de la familia Dbl, contribuyendo a reclutarlos a la
membrana celular (161-163). Ademas, la evidencia reciente indica que EImo es un
efector directo de Gy tras la estimulacion del receptor quimiotactico CXCR4 (164)
. En el presente trabajo, hemos confirmado que Gy se asocia con Elmo (164) y
también demostramos que el complejo GBy interactua directamente con el carboxilo
terminal de TEM5 aumentando la asociacion de esta region con EImo.
Adicionalmente, el TEM5 C-terminal interactda con EImol, EImo2 y EImo3, en todos
los casos en complejo con Dock180, lo que indica una posible redundancia de estos
complejos en la adhesidn celular dependiente de TEMS5. Por lo tanto, se utilizé la
region central de EImo, mapeado como el dominio de interaccibn minima, para
evaluar su efecto sobre la adhesion celular. Consistente con un papel del sistema
Elmo/Dock en la adhesion celular estimulada por la expresion de TEM5, el dominio
ELM de Elmo inhibi6 este efecto, indicando que TEMS utiliza el sistema
GpBy/Elmo/Dock para promover la adhesién celular. Por otra parte TEM5 co-localiza
con Elmo fosforilado, indicativo de su activacion, durante la adhesion de las células
endoteliales y, ademas como se observa en las células HEK293T, la expresion de
TEMS5 promueve la activacion de EImo2 como lo demuestra su fosforilacién en
tirosina 713 (Y713), sitio equivalente para la tirosina 720 de EImo1l. Esta fosforilacion
no afecta la formacién del complejo EImo1/Dock180 aunque contribuye de manera

sinérgica a la activacion de la GTPasa Racl (165).

La identidad de la cinasa implicada en la fosforilacion de EImo dependiente
de TEM5 queda por aclararse. En este caso, los receptores de tirosina cinasa

(TRKs) pueden estar implicados. Las evidencias emergentes que indican un papel
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de TEMS5 en la migracion celular dependiente de VEGF (142) abren la posibilidad
de que este receptor tirosina cinasa pueda estar implicado en la regulacion de EImo
en la sefalizacion de TEM5 en células endoteliales. En los bordes celulares de
Drosophila, el complejo EImo/Dock es un sistema esencial en la sefializacion en las
vias de los receptores con actividad de tirosina cinasa como PDGF y VEGF durante
la fase inicial de migracion colectiva (166). Ademas, trabajos previos demostraron
que Axl, un receptor tirosina cinasa, conduce a la fosforilacion de Elmo, esencial
para la activacion Rac en células de cancer de mama (167). En la literatura se ha
descrito que la activacion de las cinasas de la familia Src tales como Src, Fyn o Yes
en la sefalizacién de GPCRs (LPA, a2A adrenérgico) con acople predominante a la
proteina Gi se debe al reclutamiento de las subunidades GBy, mientras que los
GPCRs asociados a la proteina Gg/11 (muscarinico o angiotensina Il) activan a
estas cinasas por la subunidad Ga (168,169). De tal manera que algunas cinasas
pertenecientes a la familia de Src podrian estar vinculadas en la sefializacion
cruzada de receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa con TEM5 para

llevar a cabo la activacion de EImo.

Independientemente de su interaccion con EImo, TEM5 también
interacciona directamente con las Intersectinas, que constituyen un subgrupo de
RhoGEF con un dominio DH especifico para la GTPasa Cdc42. Se ha reportado
gue la expresion de la version completa de Intersectina 1 asi como sélo del dominio
DH promueven la formacion de filopodios en fibroblastos (89). Nosotros
encontramos que TEMS5 localiza con la Intersectina 1 en las proyecciones celulares
de células endoteliales sometidas al proceso de adhesion. Adicionalmente, la
version de Intersectina que conserva los dominios DH y PH localiza particularmente
con la actina en las membranas onduladas (170). Por lo que se sugiere es que la
Intersectina que co-localiza con TEM5 en las protrusiones de células endoteliales
adheridas esta activa. Ademas, confirmamos la interaccion entre ambas proteinas
mediante el uso de la técnica de “pull down™ del carboxilo terminal de TEM5, el cual
es capaz de asociarse con los cinco dominios individuales SH3 de ITSN1. Sin
embargo, la version completa de TEMS5 interactua preferentemente con el dominio

ITSN1-SH3D. Se ha demostrado que interacciones intramoleculares de la
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Intersectina ejercen un efecto autoinhibitorio comprometiendo el reconocimiento de
la GTPasa Cdc42 para su activacion. Los dominios SH3A, C y D de Intersectina
interaccionan con su dominio catalitico DH, con mayor predileccién por el dominio
SH3D (170). Este dato sugiere que TEMS5 abate la autoinhibicion de la Intersectina
tras su union al dominio SH3D. Dado que se sabe que la region ITSN1-SH3s
interactia con mudltiples proteinas de sefalizacion (89,90), nuestros resultados
apuntan a la interesante posibilidad de que TEM5 trae asociado un complejo de
sefalizacion macromolecular incluyendo los sistemas Gpy/ElImo/Dock y las ITSNs,
cada uno de estos componentes del macrocomplejo interactian especificamente
con TEM5 a través de dominios particulares y también muestran interacciones

directas entre ellos.

En este trabajo demostramos que las versiones completas de las proteinas
EImo e Intersectina interaccionan durante el proceso de adhesion, aun en ausencia
de TEMS5 en las células modelo, lo que indica que este complejo de sefalizacién
podria estar disponible para otras vias de sefalizacion ademas de la inducida por
TEMS. Especificamente, la region rica en prolina en el carboxilo terminal de EImo
interactda con los dominios SH3A, SH3C y SH3E de ITSN, pero no con el modulo
SH3D, el cual es el dominio de union preferido a TEM5. Estos complejos de
sefalizacion median la adhesion celular dependiente de TEMS5, como se indica por
el efecto inhibidor de los dominios que interactian con TEM5 derivados tanto de
ElImo como de ITSN. En el caso del aislamiento del complejo de adhesion se logro
detectar la expresion ectopica de TEM5 y enddgena de las subunidades GRy asi
como Elmo e ITSN1. Sin embargo, no todas las proteinas son susceptibles a la
localizacion en este complejo de adhesién ya que la cinasa AKT no es detectada en
esta condicion. Dicha fraccion aislada, la cual supondria ser insoluble, complica la
precipitacion de las proteinas de nuestro interés para demostrar la interaccion
endogena mediante experimentos tipicos de inmunoprecipitacion. Sin embargo,
mediante el ensayo de ligacion por proximidad (PLA), la cual consiste en la
hibridacién de oligonucleotidos acoplados a anticuerpos de diferente origen que se
encuentran cercanos entre si, se logré detectar la interaccion endégena entre TEM5

y ElImo asi como de TEM5 e Intersectina.
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El proceso de adhesion también es importante en la progresion del cancer.
Las células cancerosas forman invadopodia, la cual consiste en protuberancias
ricas en actina en la membrana asociada a la degradacion de matriz extracelular.
En este contexto, la proteina IQGAP es un componente central de los anillos
positivos a actina y vinculina en invadopodia. Cabe mencionar que su reclutamiento
a estos sitios esta limitado tras la inhibicion de integrinas y la cinasa ligada a
integrina (ILK) (171). Adicionalmente, se ha descrito que la integrina avp3
interacciona con IQGAP (172), misma molécula de adhesion que se une a la
fraccion soluble del amino terminal de TEM5. En este trabajo demostramos que
TEM5 se asocia con la proteina de andamiaje IQGAP. Esta proteina esta
relacionada en eventos de regulacién del citoesqueleto de actina, proliferacion,
migracion, angiogénesis y metastasis (173-175). No se descarta la posibilidad de
que también la proteina IQGAP esté involucrada en procesos de adhesion

dependientes de la sefalizacién de TEM5.

Las propiedades de sefalizacion de TEM5 y la mayoria de otros GPCR de
adhesion estdn menos caracterizadas que las de otras familias de GPCR
(108,121,176). Aqui, mostramos que TEM5 promueve la adhesion celular a través
de interacciones directas con los sistemas GBy/ElImo/Dock e ITSNs como se ilustra
el modelo en la figura 35. Estos RhoGEFs forman un complejo de sefializacién
previamente no caracterizado que, basado en nuestros hallazgos actuales, podria

tener un papel potencialmente amplio en la sefializacion de los ADGRs.
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Figura 35. Modelo de sefializacién de TEM5 en el proceso de adhesion.
TEMS5 interacciona con el complejo GBy/ ELMO/Dock, asi como con ITSN1/ 2. Estos
factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina atipicos y convencionales
también interactian directamente entre si, constituyendo un nuevo complejo de
sefializacién que media la adhesiéon celular dependiente de TEM5 y, en donde

también pudieran estar participando las proteinas IQGAPs.
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CONCLUSIONES

1. La presencia de TEM5 promovié una eficiente adhesion, de células
que normalmente no lo expresan, ligada a su localizacion en filopodios y la
formacion de estos, y a la activacion de las GTPasas Cdc42 y Rac. Este evento
celular fue favorecido aun mas por los sustratos colagena IV y fibronectina.
Adicionalmente, logramos identificar la presencia de TEM5, GB1y2, Elmo e
Intersectinal como componentes del complejo de adhesion aislado.

2. Nosotros demostramos que TEM5 se asocid con proteinas
moduladoras positivas de la actividad de Cdc42 y Rac: GB1y2, Elmo/Dock,
Intersectina e IQGAP3. Las regiones minimas de interaccién de TEM5 con Elmo,
dominio ELM, e Intersectina, dominios SH3, abatieron la adhesion inducida por
TEMS.

De manera interesante, nuestro trabajo describié por primera vez la
asociacion entre GEFs atipicos y convencionales: ITSN y EImo; mediante los
dominios SH3A, C y E de ITSN1 y la region PxxP de EImo, y ademas se observd

enriquecida en el proceso de adhesion.

3. La expresion de TEM5 favorecio la actividad de ElImo en células
modelo. Aunado a lo anterior, nosotros determinamos la colocalizacion de TEM5
con Elmo fosforilado en la tirosina 713 asi también con Elmo e Intersectina en las

protrusiones de células endoteliales adheridas durante 30 minutos.
En resumen, TEM5 favorecio la adhesion celular mediante el reclutamiento

de dos sistemas de GEFs: ITSN y EImo/Dock, promotores de la actividad de Cdc42

y Rac, respectivamente.
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PERSPECTIVAS

1. Elucidar el efecto de la interaccion entre IQGAP y TEM5 en eventos

celulares como adhesion celular, migracion y angiogénesis.

2. Investigar los mecanismos moleculares vinculados a la localizacion de
TEMS en los filopodios, en los que participen proteinas asociadas a filamentos de
actina (VASP, MyoX, mDia2 y Espin) durante el proceso de adhesion.

3. De acuerdo a nuestros hallazgos, GEFs pertenecientes a dos distintas
familias pueden interaccionar. Por lo tanto, es importante determinar si los DBL-
RhoGEFs estructuralmente parecidos a Intersectina se asocian con GEFs de la
familia de DOCKs para eventos relacionados con adhesion, migracion celular y

angiogénesis.

4. Caracterizar a detalle los mecanismos moleculares por los cuales
TEMS5 promueve la fosforilacion de Elmo. En este contexto, determinar si hay

comunicacién cruzada con receptores con actividad de tirosina cinasa.

5. Caracterizar la interaccion TEM5 y los RhoGEFs: Intersectinas y el

complejo ELMO/DOCK en eventos de angiogénesis tumoral en modelos in vivo.
6. Considerando que TEM5 favorece la fosforilacion de CREB por

actividad de la cinasa PKA, demostrar su implicacion transcripcional sobre la

regulacién de genes relacionados a la adhesion, migracion y angiogénesis.
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