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Resumen

Las latrofilinas son miembros de la subfamilia de receptores acoplados a proteinas
G de adhesion (aGPCR). Este grupo de proteinas transmembranales se
caracteriza por la presencia de un sitio proteolitico (GPS), que separa el dominio
amino terminal (NTF) de la regidén carboxilo terminal (CTF). EIl NTF comprende
motivos de adhesion extracelulares y un dominio lectina (LEC) seguido de un
dominio olfactomedina (OLF), mientras que el CTF abarca los siete dominios
transmembranales y el extremo citoplasmatico. De las tres isoformas de latrofilina

(latrofilinas1-3), la latrofilina-1 muestra mayor expresion en el cerebro.

Las funciones de adhesion de la latrofilina-1 residen en sus dominios LEC /OLF,
los cuales interactian con tres tipos de ligandos enddgenos: neurexinas,
teneurinas y FLRT. El gen de la latrofilina-1 experimenta procesos de corte y
empalme alternativo en dos sitios distintos, uno extracelular (SSA) y un segundo
intracelular (SSB), resultando en la insercion de 5 y 44 aa, respectivamente. El
empalme SSA modula selectivamente las interacciones de la latrofilina-1 con sus
ligandos, pero no se conoce con certeza si la latrofilina-1 induce sefializacion
intracelular al ser activada por sus ligandos, y si el empalme SSB modula dicho
perfil de sefializacién. En este trabajo hipotetizamos que la sefializacién de la
latrofilina-1 depende de la union de ligando y que el empalme en SSB podria
regular las interacciones intracelulares conduciendo a diferencias en la

sefalizacion.

En este trabajo se generaron herramientas moleculares para el estudio de la
sefalizacion intracelular mediada por la latrofilina-1 mediante: a) generacién de
formas solubles de ligandos de la latrofilina-1, y b) expresion heteréloga de

isoformas SSB de la latrofilina-1.

A fin de generar ligandos solubles para la latrofilina-1, se disefiaron tres ADNCc
diferentes que contienen las regiones extracelulares de neurexina 183, teneurina 2
o FLRT3, fusionadas a la fraccion constante de IgG humana. Los plasmidos fueron

analizados para la expresion de las proteinas en un sistema eucariote y las

\



proteinas obtenidas se purificaron a partir del medio celular en un solo paso, para
ser analizadas por electroforesis y Western blot. Se obtuvieron cantidades

cuantificables de cada ligando, con una mayor produccion de la neurexina 1.

Con el fin de caracterizar a las isoformas de empalme SSB de la latrofilina-1, se
optimizé un método basado en polietilenimina para la transfeccion de células
eucariotas para expresar a las isoformas Lphn-1AA, AB™ y Lphn-1 AA™, que
carece 'y que contiene un inserto SSB, respectivamente. Mediante
inmunodeteccion (Western Blot) se confirmé la escision del GPS asi como el peso

molecular distinto del CTF en ambas isoformas.

En conclusién, se produjeron ligandos solubles de la latrofilina-1 purificados en
cantidades suficientes para los ensayos funcionales, y se confirmo la expresion
apropiada de dos isoformas de empalme SSB de la latrofilina-1. Estas
herramientas permitiran realizar ensayos de sefalizacion intracelular en un futuro

préximo, dando prioridad a verificar el acople de la latrofilina-1 a proteinas G.
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Abstract

Latrophilins are part of the adhesion G protein-coupled receptor (aGPCR) family of
transmembrane proteins characterized by the presence of a GPCR proteolytic site
(GPS), separating a N-terminal region (NTF) from a C-terminal region (CTF). The
NTF comprises extracellular adhesion motifs, a Lectin domain (LEC) followed by
an Olfactomedin domain (OLF), while the CTF encompasses seven
transmembrane domains followed by a cytoplasmic tail. Amongst the three
isoforms of latrophilins (latrophilin1-3), latrophilin-1 expression is most abundant in
brain. The adhesion functions of latrophilin-1 rely on its LEC/OLF domains
interacting with three endogenous ligands: neurexins, teneurins and FLRT. The
gene for latrophilin-1 undergoes alternative splicing at two distinct sites: an
extracellular site (SSA) and an intracellular site (SSB), resulting in the inclusion of
5 and 44 amino acids inserts respectively. While splicing at SSA selectively
modulates latrophilin-1 interactions with its ligands, it is unclear whether the
latrofilina-1 can induce intracellular signaling by activating ligands and whether
splicing at SSB modulates latrophilin-1 signaling profile.

For this work we hypothesized that latrophilin-1 signaling is ligand-dependent and
that splicing at SSB might regulate intracellular interactions leading to differential
signaling. In this thesis we sought to generate molecular tools in order to study
latrophilin-1-mediated cell signaling by a) generating soluble forms of latrophilin-1
ligands and b) expressing SSB isoforms for latrophilin-1.

In order to generate soluble ligands for latrophilin-1, we designed three different
cDNAs containing the extracellular regions of neurexina 1B, teneurin2 or FLRT3
fused to the constant fraction of human IgG. The resulting plasmids were tested for
eukaryotic protein expression and the proteins were purified from the cell media in
a single step followed by analysis through gel electrophoresis and western blotting.
Quantifiable amounts of each ligand were obtained, soluble neurexin 1B being the
most robustly expressed. In order to characterize SSB splice isoforms of
latrophilin-1, we first optimized a poliethyleneimine-based method for the
transfection of eukaryotic cells to express Lphn-1AA, AB™ and Lphn-1 AA™,

VI



isoforms lacking and containing an SSB insert respectively. Using Western blotting
analysis, we confirmed the GPS cleavage event as well as the distinct molecular
weight of the CTF between both isoforms.

In conclusion, purified amounts of soluble ligands for latrophilin-1 were produced
and the proper expression of two SSB splice isoforms for latrophilin-1 was
confirmed. The generation of these tools will allow cell-signaling assays to be
conducted in the near future, priority being given to verifying the coupling of

latrophilin-1 to G proteins.
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1. Introduccidén

Todas las células del organismo se comunican entre ellas a fin de realizar una
tarea comun, que puede traducirse en una respuesta fisiologica. Las neuronas son
un tipo de células especializadas, son excitables y se caracterizan por formar
estructuras intercelulares de transmision de informacion trans-neural,
denominadas sinapsis, que permiten establecer redes de comunicacion en el
sistema nervioso. Cada neurona establece un promedio de 1000 conexiones
sinapticas, puede recibir hasta 10 veces mas conexiones y se ha estimado que si
en el encéfalo existen unas 10 neuronas, habra ~10' sinapsis. La sinapsis se
encuentra formada por: a) una membrana pre-sinaptica en la que se encuentran
vesiculas que contienen neurotransmisores y que se concentran en la zona activa,
la regibn de la membrana pre-sinaptica donde son liberados los
neurotransmisores; b) un espacio inter-sinaptico o hendidura sinaptica, region que
separa a la membrana pre-sinaptica de la membrana post-sinaptica y donde son
vertidos los neurotransmisores; y c¢) la membrana post-sinaptica, que contiene

receptores para los neurotransmisores.

Las moléculas de adhesion celular son responsables de eventos que conducen al
establecimiento y mantenimiento de la sinapsis, ademéas de conferirles
propiedades especificas en funcion a la posicibn que ocupan en la red neural.
Ejemplos de estas moléculas son las neurexinas, las neuroliguinas y las
cadherinas; sin embargo, las caracteristicas bioquimicas de este tipo de moléculas

no se conocen del todo (1,2).
1.1 Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs)

Otras moléculas que se han relacionado con la sinapsis son los GPCRs (por sus
siglas en inglés), una gran familia de proteinas receptoras transmembranales que
sensan el medio extracelular y activan vias de transduccion de sefales para
generar una respuesta celular ante dicho estimulo como la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celulares y la apertura de canales ionicos, entre

muchas otras (3). Los GPCRs se encuentran formados estructuralmente por un



dominio amino terminal extracelular variable (4-50 aa), 7 dominios
transmembranales (25-35 aa hidrofébicos principalmente) conectados por 3 asas
extracelulares y 3 asas intracelulares, y un dominio carboxilo terminal intracelular
(4). Por sus caracteristicas estructurales a estos receptores se les denomina
también receptores con siete dominios transmembranales (Figura 1), y el sitio de
acople a proteinas G se encuentra principalmente en la tercera asa intracelular y

el dominio carboxilo terminal (5).
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Figura 1. Estructura de los GPCRs y modelo de la interaccion con la proteina G (6).

1.1.1 Activacién de los GPCRs

Numerosos ligandos se unen a los GPCRs como las aminas biogénicas
(adrenalina, serotonina, histamina, dopamina), péptidos (vasopresina,
angiotensina, oxitocina), glicoproteinas (hormonas luteinizante, foliculo
estimulante, estimulante de la tiroides) y aminoacidos (glutamato, glicina, GABA).



Cuando el receptor entra en contacto con su ligando se rompe un cierre idnico que
se forma por la interaccion de la secuencia EDRY del dominio transmembranal 3 y
los residuos acidicos del dominio transmembranal 6 principalmente (7). Como
resultado el GPCR se reorganiza estructuralmente (cambio conformacional) para
permitir la activacion de la proteina G a la que esté acoplado (8). Gracias a
estudios de biologia molecular, bioquimica y biofisica se han desarrollado modelos

de la interaccion ligando-receptor.

No todos los ligandos ejercen la misma accion sobre los GPCRs cuando se unen a
su sitio ortostérico (sitio de union de ligandos enddgenos), y se clasifican de
acuerdo al efecto que producen en: a) agonistas totales y agonistas parciales
(activan a los receptores con una eficacia maxima o inferior a la maxima,
respectivamente); b) antagonistas (bloquean la unidon del agonista); agonistas
inversos (ligando que estabiliza al receptor en un estado menos activo que el
inicial); y ¢) moduladores alostéricos, que se unen en un sitio topolégicamente

distinto al del ligando enddgeno (9).

Los GPCRs activados pueden inducir 2 tipos de sefalizacion, una dependiente de
proteinas G, y otra independiente de ellas, referida la segunda fundamentalmente
a la sefalizacion dependiente de B-arrestinas (10,11). En este trabajo sélo nos

referiremos a la sefializacion dependiente de proteinas G.
1.1.2 Activacioén de las proteinas G

Las proteinas G son una familia de proteinas que unen nucleétidos de guanina
(GTP) y que desempefian un papel muy importante en la transduccion de sefiales
de las células eucariontes. Por su estructura molecular se clasifican en
heterotriméricas y monomeéricas. Las heterotriméricas se encuentran formadas por
3 subunidades, a (39 a 45 kDa), B (35 a 39 kDa) y y (6 a 8 kDa), y son proteinas
ancladas a la membrana. Las proteinas monoméricas se encuentran libres en el
citosol o el nucleoplasma. De las proteinas heterotriméricas se conocen al menos
20 subunidades a, 6 subunidades B y 11 subunidades y (8,9,11), y dependiendo

de la subunidad a se clasifican en 4 familias: Gas, Gaio, Gag11 Y G213 (12).



Las proteinas Gas y Gai/o actian sobre el mismo efector, las adenilato ciclasas
(AC), enzimas que cataliza la reaccion de conversién de ATP a AMPc; la proteina
Gas las estimula, promoviendo el aumento de los niveles de AMPc intracelular,
mientras que la proteina Gai/o las inhibe, disminuyendo los niveles del segundo

mensajero (13,14).

Las proteinas Gaga1 activan a la fosfolipasa C-B (PLC-B), enzima que cataliza la
conversion del 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP,) a 1,4,5-trifosfato de inositol
(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 promueven la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico liso mientras que el DAG activa a la cinasa C de proteinas o PKC
(15). Las proteinas Gojz13 activan a GTPasas pequefias como Rho, pudiendo
éstas activar a otras proteinas como el intercambiador Na’/H" o proteinas
responsables de la regulacion del citoesqueleto como las Rho-cinasas (ROCK)
(11,12). El dimero GBy puede actuar sobre canales i6nicos u otros efectores
(16,17) (Figura 2).

Cuando un GPCR es activado induce un cambio conformacional en los complejos
Ga-GDP/Gg,, que conduce al intercambio de GDP por GTP, y la activacion de la
via de sefalizacion. El intercambio de GDP por GTP en la subunidad G, genera
un cambio conformacional en la misma, provocando que el complejo G4-GDP/Ggy
se disocie del receptor y el desensamble de la subunidad Go del dimero Gg,. La
subunidad Ga-GTP y el dimero Gg, transmiten las sefiales a diversos efectores
dando lugar a la produccién de los correspondientes segundos mensajeros
involucrados en diversos procesos fisiologicos. La desactivacion de la sefializaciéon
de las proteinas G se debe a la hidrdlisis del GTP a GDP por la actividad de
GTPasa intrinseca de la proteina Ga, cuya tasa de hidrdlisis es modulada por las
RGS (proteinas reguladoras de la sefializacion de proteinas G) que actian como
GAPs (proteinas aceleradoras de la actividad de GTPasa). La subunidad inactiva
(Ga-GDP) se re asocia con el dimero Gg, para completar el ciclo (16,17). De esta
manera las proteinas G actdan como interruptores moleculares biologicos con un

papel critico para las respuestas celulares a estimulos externos (Figura 3).
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Figura 2. Representacion esquematica de las vias de sefializacion inducidas por
activacion de los GPCRs (18).
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Figura 3. Ciclo de activacion y desactivacion de las proteinas G. (5).



1.1.3 Clasificacion de los GPCRs

Los GPCRs se clasifican atendiendo a diferentes criterios como caracteristicas
funcionales o estructurales, el sitio de unién de ligandos, y caracteristicas
filogenéticas, entre otros. Con base en estos criterios se han desarrollado diversos
sistemas de clasificacion. En este trabajo se menciona la clasificacion GRAFS
(acronimo formado por las iniciales de cada una de las familias) que agrupa a los
GPCRs en 5 grandes familias, Glutamato, Rodopsina, de Adhesion, Frizzled y

Secretina (20,18), que se muestran en la Figura 4:

1. Glutamato. Los miembros de esta familia poseen un dominio amino terminal
extracelular de gran tamafio donde se localiza el sitio de union de ligandos y este
sitio contiene una regién rica en cisteinas altamente conservada. En el dominio
amino se forman dos I6bulos con una cavidad entre ellos en la que se une el
glutamato. Se conocen 8 receptores metabotropicos a glutamato (MGIuRs); 2
receptores GABAg (GABAgR1, GABAgR2); un receptor sensible a calcio (CASR), y

cinco receptores que se consideran gustativos (TAS1).

2. Rodopsina. Es la familia mas extensa de GPCRs, dividida en 4 grupos (a, B, Y,
0). Sus miembros tienen alta homologia con la parte proteica (opsina) de la
rodopsina, el primer GPCR cristalizado, una proteina transmembranal expresada
en los discos de los bastones de la retina (21). Ademas, comparten la secuencia
de aa NSxxNPxxY, conservada en el séptimo dominio transmembranal. La
mayoria de los ligandos de estos receptores se unen a una cavidad formada por
las regiones transmembranales, aunque existen excepciones, como los receptores

para glicoproteinas (por ejemplo las hormonas luteinizante y foliculo estimulante).

Grupo o. Este grupo se divide en 5 subgrupos o ramas principales: a) receptores a
prostaglandinas, b) receptores a aminas, c¢) opsinas (sensores de la luz), d)
receptores a melatonina, y e) receptores a melanocortina, canabinoides y

adenosina.



Grupo B. Este grupo no tiene subdivisiones y se encuentra formado por 36
miembros que comprenden los receptores a colecistocinina, al neuropéptido Y, al

neuromedina, a la hormona liberadora de la tirotropina y a neurotensina.

Grupo vy. Dividido en 3 subgrupos o ramas: el subgrupo de receptores SOG
(somatostatina, opioides y galanina); receptores a la hormona concentradora de

melanina y receptores a quimiocinas.

Grupo 6. Se divide en 3 subgrupos: receptores relacionados con el oncogén MAS,
receptores a glicoproteinas, y receptores a purinas y encargados percibir los

olores.

3. Adhesion. Formada por 33 GPCRs; los miembros de esta familia estan
implicados en el proceso de adhesion celular y presentan un dominio amino
terminal extracelular de gran tamafo (~200-2800 aa) que puede contener uno o
varios motivos de adhesion, ademas de presentar un dominio GAIN que a su vez

contiene un dominio GPS, un sitio de autoprotedlisis.
4. Frizzled/taste2. Esta familia se divide en 2 tipos con diferencias importantes:

e Taste 2. Receptores para el sabor amargo tipo 2 (TAS2R); se conocen al
menos 13 receptores de este tipo, presentan un extremo amino-terminal muy

corto y no se conoce que exista un dominio de union de ligandos en el mismo.

e Frizzled. Estos receptores controlan procesos de desarrollo embrionario, entre
otros. Constituyen una familia de 10 receptores, y poseen un extremo amino

terminal de ~200 aa con residuos de cisteina altamente conservados.

5. Secretina. Los miembros de esta familia comparten un dominio amino terminal
de 60 a 80 aa con residuos de cisteina altamente conservados que permiten
formar puentes disulfuros, esenciales para la unién del ligando. Algunos miembros
de esta familia son el receptor a calcitonina, los receptores a la hormona
liberadora de corticotropina, los receptores a glucagon y a péptidos similares al

glucagon.
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Figura 4. Clasificacién de los GPCRs con base en su relacion filogenética en el genoma
humano. Se muestran las 5 familias de receptores propuestas por la clasificacion GRAFS.

1.2 Latrofilinas

Las latrofilinas son GPCRs que pertenecen a la subfamilia de adhesion (aGPCRS)
gue tienen ~10,000 residuos, poseen un dominio amino terminal extracelular de
gran tamafio que contiene un dominio de lectina, un dominio semejante a
olfactomedina (olfactomedin-like), seguido de un dominio rico en serinas y
treoninas, un dominio de unién a hormonas y un dominio GAIN que contiene a su

vez un dominio GPS pequefio que representa un sitio de auto-escision. Poseen



ademas 7 dominios transmembranales, y en la parte intracelular contienen un
dominio carboxilo terminal que incluye un dominio PDZ, que actia como un
modulo de reconocimiento formado por ~90 aa con repetidos de la secuencia
GVGF. El dominio PDZ puede interaccionar de forma homotipica con dominios
PDZ de otras proteinas, y de forma heterotipica con la secuencia S/TXV del
dominio carboxilo terminal de otras proteinas, modificando las vias de sefalizacién
intracelular (22,23). La representacion esquematica se ilustra en la Figura 5. Las
latrofilinas se han identificado como proteinas de union a la
o-latrotoxina, una potente toxina contenida en el veneno de la arafia “viuda negra’,
gue promueve la liberacion masiva de neurotransmisores como acetilcolina,
noradrenalina y GABA, con lo cual este organismo paraliza a sus victimas
(47,48,22).

Dominios

Dominio de lectina

Splice site A

Dominio semejante a olfactomedina

Extracelular

Regiodn rica en serina y treonina
Dominio de unidén a hormona

Dominio GAIN

™7 _

_J Dominio carboxilo terminal Intracelular
PDZ —

Figura 5. Modelo de la organizacion estructural de las latrofilinas, mostrando cada uno
de sus dominios (56).

Estudios recientes basados en inmunotincion, microscopia electronica y

fraccionamiento celular indican que las latrofilinas se localizan en la membrana



pre-sindptica (6), y estudios de analisis del proteoma de la densidad post-sinaptica
y de fraccionamiento celular evidencian que se expresan también en la membrana
post-sinaptica (26,27). La unidn de las latrofilinas a las proteinas que constituyen
los andamios moleculares de la densidad post-sinaptica también apoya la
ubicacion post-sindptica (27,28). Se conocen 3 tipos de latrofilinas (latrofilina-1,
latrofilina-2 y latrofilina-3), codificadas por 3 genes diferentes (Lphnl, Lphn2 y
Lphn3). Las latrofilinas 1 y 3 se expresan ampliamente en el Sistema Nervioso

Central (SNC), mientras que la latrofilina-2 se expresa en forma ubicua (1,22).

A Adult

M Brain @ Liver OHeart O Kidney

0.020 A
0.010 4
0.000 -

Lphn1 LphnZ2 Lphn3

= o
o =]
L2 iy
o o
L 1 1

mRNA levels (normalized to GAPDH)

Figura 6. Expresion de las latrofilinas en el organismo. Cuantificacion por
RT-PCR del ARNm de latrofilina-1, latrofilina-2 y latrofilina-3 en cerebro,
higado, corazén y rifién (1).

Todas las latrofilinas contienen un sitio de procesamiento (splicing) alternativo en
la secuencia del gen que corresponde a la region extracelular, y un segundo sitio
en la secuencia que codifica la region intracelular, que pueden generar isoformas
con funciones diferentes. El primer sitio se localiza entre las secuencias que

codifican para los dominios semejantes a lectina y a olfactomedina, y el
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procesamiento alternativo se ve reflejado en una ganancia de 5 aa para el caso de
latrofilina-1 y latrofilina-3 (1,22,23,29), y de 4 6 5 aa para la latrofilina-2,
modificaciones importantes para la afinidad por ligandos. El segundo sitio se
localiza entre la secuencia del gen que codifica para el séptimo dominio
transmembranal y el dominio PDZ para la latrofilina-1, y resulta en una ganancia
de 44 aa. En la latrofilina-2 y latrofilina-3 se encuentran dos sitios de
procesamiento, el primero correspondiente a la tercera asa intracelular que
conecta el quinto y sexto dominios transmembranales y resulta en una ganancia
de 15 aa, y el segundo correspondiente al dominio carboxilo terminal
citoplasmatico y que resulta en una ganancia de 42 aa. En este Ultimo sitio la
latrofilina-3 tiene dos regiones de procesamiento; la region A que resulta en una
ganancia de 42 aa y la region B que genera un codén de paro (TAA) prematuro
(22).

1.2.1 Relevancia de las latrofilinas en procesos fisiol6gicos y patoldgicos.

Los ratones con eliminacién genética (knockout) de la latrofilina-1 muestran
deterioro en la capacidad de respuesta a a-latrotoxina, y la incapacidad de la
madre de cuidar a sus crias (30), lo que sugiere que las latrofilinas pueden ser

funcionalmente no redundantes en los vertebrados.

En estudios con Drosophila melanogaster knockout de la latrofilina se ha
observado que esta proteina es requerida en las neuronas cordotonales para una
adecuada sensibilidad al tacto suave y la retroalimentacion propioceptiva durante
la locomocion de las larvas, indicando una nueva funcion de la latrofilina en el

reconocimiento de los estimulos mecanosensoriales (58).

En C. elegans se expresan dos tipos de latrofilinas, latrofilina-1 y latrofilina-2; de
éstas, la latrofilina-1 es indispensable para la alineacion de los planos anterior y
posterior en la division celular durante el desarrollo, por lo que se le ha relacionado

con la reproduccion (23, 31).
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En el corazén de embriones de pollo se ha mostrado que la latrofilina-2 tiene una
funcién importante en el proceso de formacion del epitelio mesenquimal de las

valvulas cardiacas (32).

Por otra parte, a las variantes genéticas del gen Lphn3 se les ha considerado
como factores de susceptibilidad para el desarrollo del déficit de atencion e
hiperactividad (TDAH), tanto en nifios como en la edad adulta (33, 34). Una regién
critica minima de aproximadamente 325 kb, identificada como un locus de
susceptibilidad a TDAH en estudios de asociacion, fue asignada a los exones 4-19
del gen Lphn3 que codifican la mayor parte de la proteina traducida, y los estudios
de knockout de la latrofilina-3 en ratones revelaron cambios en el RNAm de los
transportadores de dopamina (DAT) y serotonina (SERT) en recién nacidos y en

los niveles estriatales de dopamina y de serotonina en la edad adulta (35).

A las mutaciones en los genes que codifican para las latrofilinas se les ha
relacionado también con el cancer. Inicialmente Lphn2 y Lphnl fueron aislados y
caracterizados en un estudio destinado a la identificacion de genes comprendidos
en una region cromosémica implicada en el cadncer de mama humano (36). Sin
embargo, la funcion de Lphn en el ciclo celular ain no esta clara, pero su
implicacién en la division celular asimétrica resalta en la embriogénesis de C.
elegans (31). En los linajes celulares con mutaciones especificas de Lphn los
husos mitéticos no se alinean correctamente durante las etapas especificas de la
divisiébn de blastémeros, conduciendo a la pérdida de la polaridad del tejido. Lo
anterior implica que el proceso depende del acople de la adhesion celular a la
sefalizacion del receptor latrofilina, que la sefializacién intracelular de la latrofilina
depende del contacto célula-célula y que se requiere para la sincronizacién con
otras células para las divisiones mitéticas normales, un proceso que se reprime en

la induccién de cancer (37).
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1.2.2 Ligandos de las latrofilinas.

Los ligandos enddégenos para la latrofilina son las teneurinas (ten 1-4),
neurexinas (a y B) y las proteinas transmembranales con repetidos ricos en lectina
y fibronectina, FLRT 1-3 (25,38).

1.2.2.1 Teneurinas. Son proteinas transmembranales glicosiladas tipo Il de ~2800
residuos, que forman heterodimeros mediante puentes disulfuro; tienen una region
amino terminal citoplasmatica relativamente corta, una region transmembranal
Gnica (TMR), un dominio carboxilo terminal extracelular largo que contiene ocho
repeticiones de la secuencia EGF, y una region conservada con 17 cisteinas
seguida de 8 repeticiones de la secuencia YD (1,39,40) (Figura 7). La relevancia
de estas proteinas ha sido evidenciada por datos que muestran que la supresion
de teneurina-3 en ratones altera la guia axonal en el sistema visual y por ende
induce una inadecuada focalizacion de los axones de las neuronas que proyectan
de la retina al nucleo geniculado y al coliculo superior (41,42). La supresion de la
teneurina-4 afecta la diferenciacion de los oligodendrocitos y la mielinizacion en el
SNC (43). Lo anterior implica que en el sistema nervioso las teneurinas participan
en la promocién del crecimiento de neuritas, la adhesion celular, la morfologia

dendritica y la formacién de sinapsis.

TN-type EGF-like
repeats 17xC YD-repeats
intraceliular
domain CX,CXCX,CXCX,C GX, ,YXYDX,GRIL,| or VIX, ,,G

Figura 7. Estructura de los dominios de las teneurinas (40).

Aunque la funcion de la mayoria de las teneurinas en la adhesion celular todavia
no esta clara, la formacion de sinapsis in vitro parece estar mediada por sus
interacciones heterofilicas con las latrofilinas (25,44). En experimentos en

neuronas de hipocampo de ratén se ha observado que las proteinas latrofilina-1 y
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teneurina-2 se encuentran primordialmente en la sinapsis, y que la latrofilina-1
esta localizada en las membranas pre-sinapticas mientras que la teneurina-2 se
localiza principalmente de manera post-sinaptica, lo que sugiere que pueden
formar complejos trans-sinapticos para regular la formacion y/o el mantenimiento

de las sinapsis (25).

1.2.2.2 Neurexinas. Otros ligandos del receptor latrofilina son las neurexinas, que
al igual que las teneurinas son proteinas de un solo paso transmembranal, pero
gue se expresan en la membrana pre-sinaptica. Las neurexinas son codificadas
por 3 genes homoélogos (nrxn 1-3) que dan origen a dos isoformas principales,
a-neurexina (isoforma larga) y B-neurexina (isoforma corta) (45). La B-neurexina
presenta mayor afinidad por la latrofilina-1 (46). Tanto la a-neurexina como la
B-neurexina poseen el mismo dominio amino terminal intracelular corto y un solo
dominio transmembranal, pero la region carboxilo terminal extracelular de la
a-neurexina contiene 6 repetidos de la secuencia de aa LNS y 3 repetidos de la
secuencia EGF, mientras que la B-neurexina solo contiene un repetido de la

secuencia LNS (Figura 8).

Splice Insertion 4

B~-NRX1 -~ GNNDNERLAIARQRIPYRLGRVVDEWLLDK
-NRX2 - GNFDNERLAIARQRIPYRLGRVVDEWLLDK
B=NRX3 - GNTDNERRQMVKQKIPFKYNRPVEEWLQDK

Figura 8. Esquema de la organizacion estructural de los dominios de la
a-neurexina y de la B-neurexina. Las flechas indican los sitios de procesamientos
alternativos (45).

14



La B-neurexina, al igual que las latrofilinas, es un receptor para la a-latrotoxina,
que promueve la liberacibn masiva de neurotransmisores independiente de
exocitosis en las terminales nerviosas (22,44,47,48). En estudios con solubilizados
de cerebro de la rata, mediante la técnica de cromatografia de afinidad y utilizando

a-latrotoxina se obtuvieron dos bandas, una correspondiente a neurexina.

Las neurexinas son susceptibles a un gran nimero de eventos de procesamiento
alternativo, que pueden generar mas de 3,000 isoformas con funciones diferentes,
lo que las convierte en proteinas polimorficas (45). La a-neurexina esta sujeta a 5
formas de procesamiento alternativo (ES1-ES5) que pueden generar ~3,000
isoformas diferentes, y la B-neurexina posee 2 formas de procesamiento
alternativo (ES4, ES5), que generan mas de 1,800 isoformas, con el sitio ES4
regulando la interaccion con las latrofilinas. La importancia de las neurexinas ha
sido evidenciada por datos que muestran que la union latrofilina-neurexina
estabiliza las uniones célula-célula en una configuracion trans, aunque es posible
una unién en cis por la presencia conjunta de latrofilinas y neurexinas en la
membrana pre-sinaptica. Debido a que ambas proteinas unen a-latrotoxina, es
posible que de manera conjunta la latrofilina-1 y las neurexinas desencadenen la
accion de la a-latrotoxina. Este efecto cooperativo entre neurexina-1 y latrofilina-1

se ha observado en ratones knockout de dichas moléculas de adhesion (27).

1.2.2.3 FLRTs. Son proteinas transmembranales glicosiladas que se localizan en
la membrana post-sinaptica y que en su region carboxilo terminal extracelular
contienen un dominio fibronectina tipo Ill, seguido de 10 repeticiones ricas en
leucina flanqueadas por una cisteina, un dominio transmembranal y un dominio
amino terminal intracelular corto (Figura 9). Existen 3 isoformas de FLRT,
codificadas por 3 genes diferentes (FIrtl-3), que se expresan de manera ubicua
(50). En el sistema nervioso, las FLRTs habian sido involucradas en diversos
procesos, pero hasta hace poco se mostré que FLRT3 participa en la formacion de
complejos trans-sinapticos mediante su interaccion con la latrofilina-1 y la

latrofilina-3 (1,50). Ademas, se ha observado que las FLRTs desempefian un
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papel importante en el desarrollo de las sinapsis glutamatérgicas y la regulacion

del nimero de sinapsis excitatorias in vitro e in vivo (35).

Figura 9. Representacion esquematica de la estructura y organizacion de los
dominios de la FLRT-3 (15).

Las FLRTs también pueden unirse a los receptores de guia axonal Unc5B y
Unchd, lo que promueve el direccionamiento axonal durante la formacion y el
establecimiento de las sinapsis (52,53). Ademds, estan implicadas en la
sefalizacion del factor de crecimiento fibroblastico y la adhesion celular durante el
desarrollo (1,51,54). Estudios recientes han mostrado que FLRT2 y FLRT3 son
esenciales para el desarrollo embrionario y probablemente necesarias para el
desarrollo normal del tejido cardiaco (54, 55). En conjunto, la informacién anterior
indica que la latrofilina es una molécula de adhesion que interactia

trans-sinapticamente con teneurinas, neurexinas y FLRTSs.
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2. Justificacion

Algunas moléculas de adhesion celular tienen relevancia en la conectividad neural
y la latrofilina-1 se ha descrito como un receptor acoplado a proteinas G de la
subfamilia de receptores a moléculas de adhesion celular. Por la similitud
estructural que tiene con los miembros de esta familia, también se ha evidenciado
su localizacion pre- y post-sinptica, y que interacciona con la teneurina-2 y con
FLRT3, que se expresan en la membrana post-sinaptica, y con la neurexina 1p,

expresada en la membrana pre-sinaptica.

La teneurina-2, la neurexina 1B y la FLRT3 son proteinas que tienen un papel
importante en la formacion y el desarrollo de la sinapsis, por lo que a través de las
interacciones con estas proteinas la latrofilina-1 podria estar mediando la
formacién, el mantenimiento y la especificidad sinaptica a través de la sefializacion

intracelular generada por su activacion.

A la fecha no se ha descrito si el receptor latrofilina-1 esta acoplado a proteinas G
y por consiguiente no se ha establecido si su activacion induce un mecanismo de

sefalizacion intracelular.

Por lo anterior, en este trabajo se plantea obtener ligandos solubles sintéticos del
receptor latrofilina-1 y comprobar la expresion de este receptor en un sistema
heterdlogo, para en una fase posterior realizar ensayos funcionales que permitan
determinar en primer instancia si el receptor latrofilina-1 se encuentra acoplado a

proteinas G, y de ser asi, establecer el tipo de proteina G.
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3. Hipotesis

La hipotesis general del proyecto es:

La activacion del receptor latrofilina-1 inducida por ligando endégenos (teneurina-
2, neurexina 1B, FLRT3) modifica los niveles de AMPc por acople a proteinas Gas
o Goi/o 6 bien aumenta la concentracion de calcio intracelular por acople a

proteina Gaqgll.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general
El objetivo general del proyecto es:

Determinar la via de sefializacion intracelular inducida por la activacién del

receptor latrofilina-1, utilizando un sistema de expresion heterdélogo.

Para la primera fase del proyecto era necesario obtener ligandos solubles
sintéticos de la latrofilina-1 y comprobar la expresion de este receptor en un
sistema heterdlogo, para en una fase posterior realizar ensayos funcionales que
permitan determinar la via de sefalizacion intracelular inducida por la activacion
de la latrofilina-1. Por lo tanto, para la fase de maestria los objetivos especificos

fueron los siguientes

4.2 Objetivos especificos

1. Disefiar estrategias moleculares para inducir la expresion en un sistema

heterdlogo de formas solubles de los ligandos enddgenos (neurexinalp,

teneurina-2 y FLRT3) del receptor latrofilina-1.

2. Obtener y purificar los ligandos sintéticos generados en un sistema

heterdlogo.

3. Optimizar la expresion heterologa del receptor latrofilina-1.
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5. Materiales y métodos
5.1 Generacién de vectores de expresion

A partir de plasmidos ya generados en el laboratorio, se obtuvieron nuevas
construcciones que permiten expresar los ligandos enddégenos solubles del
receptor latrofilina-1. Los ligandos solubles corresponden la region extracelular de
teneurina-2, neurexina 1B y FLRT3, y para una purificacion eficiente a los ligandos
se les insertdé al final la secuencia de nucledtidos gagaacctttatttccagggc que
codifica la secuencia de aa ENLYFQG, consenso para la enzima TEV, seguida de
una secuencia de nucle6tidos que codifica para la fraccion constante (Fc) de la

IgG, util para la purificacion de estos ligandos y la realizacién de inmunoensayos.

5.1.1 Generacion del vector IgG a partir de pCMV Ig Bai 3.2

Partiendo del plasmido pCMV Ig Bai 3.2 que contiene un fragmento del inhibidor
de la angiogénesis especifico 3 de cerebro humano (Bai 3) y la Fc-1gG, se genero
el vector 1gG (pCMV IgG). El plasmido pCMV-Ig-Bai 3.2 fue restringido con las
enzimas Mlul y Sall para generar los mismos sitios de corte de los amplicones
gue se insertaron, y que permitieron ademas retirar a Bai 3, quedando la

secuencia de nucleétidos que codifican para la Fc-IgG.

5.1.2 Generacién de la teneurina-2 soluble. Se partié6 del plasmido pcDNA3
LassoB-Flag-Myc que contiene un péptido sefial, seguido de un epitopo (Flag),
seguido a su vez de la secuencia extracelular de la teneurina-2 (Synthetic
construct Loss-B gene complete CDS), que al final contiene un epitopo c-myc. Con
oligonucledtidos especificos se amplificé por PCR de punto final la region del
plasmido que contiene el péptido sefial, el epitopo FLAG, la region extracelular de
teneurina-2 (A37-G240, que corresponde a la region del gen), insertandole en el
extremo 5’ del amplicon una secuencia de reconocimiento para Mlu1 y en el
extremo 3’ la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aa consenso

para TEV y la secuencia de nucleétidos de reconocimiento por Sall. De esta
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manera se generd el fragmento Mlul-Sall de 7236 pb, que fue insertado en el
plasmido vector pCMV IgG.

5.1.3 Generacion de neurexina 1- soluble. Se parti6 del plasmido pCMV N1p-1
Flag que contiene un epitopo (Flag) y la secuencia completa de neurexina 1-f
(Mus musculus). Se realiz6 PCR de punto final utilizando oligonucleétidos que
flanquean la region del plasmido que contiene el péptido sefal, el epitopo FLAG, la
region extracelular de neurexina 1B (A47-E268 en la secuencia del gen) y que
ademas permitieron insertar en el extremo 5 del amplicon el sitio de
reconocimiento para Mlu1 y en el extremo 3’ la secuencia de nucleétidos que
codifica para para la secuencia de aa consenso para la enzima TEV, seguido de
una secuencia de corte que reconoce Sall, obteniendo un amplicén de 788 pb
(fragmento Mlul-Sall). El fragmento se insertd en el mismo vector (pCMV IgG)

gue se uso para la generaciéon del nuevo constructo de teneurina-2 soluble.

5.1.4 Generacién de FLRT3 soluble. Se realizé la misma estrategia molecular,
pero partiendo del plasmido pDisplay FLRT3 que contiene un péptido sefial, un
epitopo hemaglutinina (HA) y la secuencia completa de FLRT3 (Homo Sapiens).
Se amplificé la secuencia de aa S30-L529 que corresponde a la secuencia del
gen, obteniendo un amplicon Mlul-Sall de 1649 pb, que posteriormente se inserté

en el vector pCMV IgG para generar la nueva construccion.
5.2 PCR de punto final

Para los ensayos de PCR de punto final se utilizé un kit de la enzima PrimeSTAR
HS DNA polimerasa (Takara, RO10A). En la Tabla 1 se muestran los componentes
de las reacciones y en la Tabla 2 se muestran las condiciones de temperatura y
tiempo empleadas en cada ciclo de la reacciones de PCR de punto final.

5.3 Ensayos de ligacion

Una vez que se obtuvieron los amplicones que corresponden a la region
extracelular de teneurina-2, neurexina 1-f y FLRT-3, asi como el plasmido vector,
se purificaron las bandas utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
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System. Se restringio con las enzimas Mlul y Sall, y se purific6 nuevamente con
el kit. Se calcularon las relaciones 3:1 de las cantidades de ADN del plasmido

vector y del ADN inserto a ser utilizados para dicha reaccion, con la ecuacion

__ (ng vector)(Kb inserto) X

. 3 . .
ng inserto = =. En seguida se prepararon las reacciones de
Kb vector 1

ligacion en un volumen de 10 pl utilizando la enzima T4 ligasa (Promega) y se
incub6 durante 16 h a 16°C. Se tomaron 5 pl de la reaccion de ligacion con los
que se transformaron células competentes (bacterias E. coli DH5-a) utilizando el
método de choque térmico con el fin de amplificar la nueva construccion
plasmidica. Las bacterias fueron sembradas en agar/LB conteniendo 100 ug/ml de
ampicilina para seleccionar las colonias que incorporaron el pladsmido, ya que el

vector contiene el gen de resistencia a ampicilina.

Tabla 1. Componentes de las reacciones de PCR.

Componentes Cantidad (ul)
Solucién amortiguadora de la enzima 5
DNTPs (10 mM) 2
DNA molde (100 pg) 1
Oligonucleo6tido Forward (10 puM) 0.5
Oligonucleodtido Reverse (10 uM) 0.5
DMSO 1.25
Enzima 0.1
H,O 14.65

Tabla 2. Condiciones empleadas en las reacciones de PCR.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion 98 3 min

Desnaturalizacion 98 10s

Alineamiento 55 5s

Elongacién 68 1 min x Kb
40 ciclos
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5.4 Extraccién y purificacion de ADN plasmidico
5.4.1 Extraccién de ADN plasmidico

Una colonia de bacterias E. coli DH5-0 que crecié en el medio de seleccion y que
presumiblemente incorpor6 el plasmido de interés fue sembrada en un tubo de
ensayo estéril conteniendo 1 ml de medio de cultivo LB/ampicilina (100 pg/ml),
incubando a 37°C con agitacion vigorosa (225 rpm) durante 8 h. Se tomaron 100
ul de la suspensién de bacterias que fueron sembrados en un matraz Erlenmeyer
de 1 | conteniendo 100 ml de medio LB/ampicilina (100ug/ml). Después de incubar
a 37°C durante 16 h con agitacion (225 rpm), la suspension bacteriana fue
colocada en un tubo de policarbonato de 50 ml y se centrifugd a 7,500 rpm
durante 12 min a 4°C para sedimentar las bacterias. La pastilla fue resuspendida
en 3 ml de solucionl (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0) con
agitacion vigorosa (voértex); se agregaron 450 ul de solucién de lisozima (10 mg/ml
en Tris-HCI 10 mM, pH 8.0) y se agitd nuevamente antes de agregar 6 ml de
solucion 2 (0.2 N NaOH, 1% SDS) y agitar nuevamente. Se agregaron 6 ml de
cloroformo y 3 ml de solucién 3 (3 M KCH3CO,, 11.5% &cido acético) y se agitd
nuevamente. La mezcla fue incubada a 0°C durante 10 min para posteriormente
ser centrifugada a 5,000 rpm durante 12 min a 4°C. El sobrenadante fue
recuperado y se adiciond 0.6 veces el volumen de isopropanol al 99.6%; se incubo6
a temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugd a 5,000 rpm durante 15
min a temperatura ambiente. La pastilla obtenida fue lavada con 2 ml de etanol al
70% antes de ser disuelta en 450 ul de solucién amortiguadora TE (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 ) y el volumen fue transferido a un tubo Eppendorf
de 2 ml.

5.4.2 Purificacion del ADN plasmidico

A la muestra de ADN se le adicion6 un volumen igual de LiCl (5 M), se agito
vigorosamente y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a otro tubo y se agregé un volumen igual de isopropanol

al 99.6% incubando a 22°C durante 10 min, antes de centrifugar a 13,000 rpm
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durante 10 min a 4°C. La pastilla resultante fue lavada con 1 ml de etanol al 70% vy
después fue disuelta en 500 ul de solucién amortiguadora TE (pH 8.0) conteniendo
RNasa (20 ug/ml) para incubar a 22°C durante 30 min. Posteriormente se
adicionaron 500 ul de una solucion al 13% de polietilenglicol (8,000) en 1.6 M de
NaCl y se incubd a -20°C durante 20 min antes de centrifugar a 13,000 rpm
durante 15 min a 4°C. La pastilla resultante fue disuelta en 500 pl de solucion
amortiguadora TE (pH 8.0), y se realizaron 2 lavados con igual volumen de fenol y
cloroformo, respectivamente, recuperando la fase acuosa en cada lavado. Esta
fase fue transferida a un tubo nuevo, y se adicionaron 100 ul de acetato de amonio
(10 M) y 2 veces el volumen de etanol al 99.6%; se centrifug6 a 13,000 rpm
durante 15 min, la pastilla resultante fue lavada con 2 ml de etanol al 70% y se
disolvié en 150 pul de TE (pH 8.0). La cantidad de ADN plasmidico se cuantificd

con el equipo NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
5.5 Transfeccion celular por el método de PEI (polietilenimina)
5.5.1 Preparacién de la PEI

En un tubo de policarbonato estéril de 50 ml se colocaron 25 mg de PEI (P.M.
25,000) de cadena lineal y se afor6 a 25 ml con solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS; pH 4.5), para disolver en bafio maria (70-80°C) y agitacién vigorosa
en vortex. La solucién resultante se filtr6 a través de membranas SFCA (acetato

de celulosa libre de surfactante) con poros de 0.22 uM a fin de esterilizarla (57).
5.5.2 Transfeccion

Las células HEK 293T fueron sembradas en cajas de 6 pozos con medio DMEM
conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de una mezcla de antibiéticos
(penicilina 10,000 U/ml; estreptomicina 10,000 pg/ml). La transfeccion se realizo
una vez que las células alcanzaron el 80-90% de confluencia (~700,000 células).
En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 420 pyl de DMEM, 7 pg de DNA
plasmidico y 35 pl de PEI (1 mg/ml) con una relacion ADN:PEI de 1:5, y se incubo
por 30 min a 22°C. Transcurrido el tiempo de incubacion se afor6 a 1 ml con

DMEM, se retir6 el medio del cultivo celular, las células se lavaron con solucién

24



amortiguadora de fosfatos (PBS; pH 7.4), y se agrego el complejo PEI-DNA. Se
incubo a 37°C por 30 min en una atmésfera de 5% CO,/95% O,, después de lo
cual se agregé 1 ml de DMEM/20% de SFB, para que la concentracion final de

SFB fueral0%, y se continud la incubacion por 24 6 48 h.
5.6 Transfeccion por el método de fosfato de calcio

Las células HEK-293 se sembraron en cajas de Petri de 10 cm de diametro con
medio DMEM conteniendo 10% de SFB y 1% de antibi6ticos. Una vez alcanzado
el 80-90% de confluencia, se cambio6 el medio de cultivo por 10 ml de DMEM/FBS
(10%) conteniendo 25 mM de cloroquina y se incubd por 3 h en una atmosfera de
5% CO,/95% O,. En un tubo Eppendorf (A) se mezclaron 30 pg de ADN
plasmidico, 62 ul de CaCl, (2 M) y se afor6 a 500 ul con H,O. En otro tubo
Eppendorf (B) se colocaron 500 ul de solucion HBS (2X; 1.6 g NaCl, 0.074 g KCl,
0.0402 g Na;HPO,.7H,0, 1 g HEPES y 0.2 g D-glucosa por cada 100 ml; el pH se
ajustd a 7.05 con NaOH). La mezcla del tubo A se transfirio al tubo B gota a gota
mientras se agitaba suavemente (vortex). La mezcla resultante se afiadio
inmediatamente a las células gota a gota y de manera uniforme sobre toda la caja.
Se incub6 de 72 a 96 h a 37°C en una atmosfera de 5% CO,/95%0,, y cuando el
medio se torn6 amarillo (~48 h post-transfeccion) se neutralizé la acidez del
medio agregando 450 pl de una solucion de HEPES (1 M, pH 7.9; concentracion
final 43 mM).

5.7 Produccion y purificacion de ligandos sintéticos

Para generar la expresion de ligandos etiquetados con la Fc-lgG se siguieron los
métodos descritos en las referencias 1 y 46. Las células HEK 293T se sembraron
en placas de 10 cm de diametro y una vez que alcanzaron el 80-90% de
confluencia se transfectaron con el método de fosfato de calcio. EI medio de
cultivo que contiene los ligandos solubles fue recuperado 4 dias después de la
transfeccion en tubos de policarbonato de 50 ml y se centrifugé a 10,000 rpm
durante 5 min para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se recupero y se

ajusto el pH a 7.4 con una solucion (10 mM) de HEPES (pH 7.4), se adicionaron
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inhibidores de proteasa (AEBSF 2 mM, aprotinina 0.3 mM, bestatina 130 mM,
EDTA 1 mM, E-64 14 mM, leupeptina 1 mM) con una dilucion 1:100 y se incubo
durante 24 h a 4 °C con agitacion suave en presencia de perlas de sefarosa unida
a proteina A (100 pl), que tiene alta afinidad por la Fc-1gG. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion la mezcla se centrifugd a 5,000 rpm durante 5 min para
separar el complejo perlas de sefarosa/proteinas del sobrenadante. Las perlas se
lavaron 3 veces con 1 ml de PBS (pH 7.4, 4°C) al que se le agregaron 50 mM de
NaCl. Se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min para eliminar las proteinas no
unidas, y la pastilla obtenida se resuspendié en PBS (4 °C). Para separar los
ligandos de la proteina A unida a las perlas de sefarosa, la suspension se colocé
en columnas de pyrse (con filtro de fibra de vidrio) y se centrifugd por 5 s a 5,000
rpm para retirar el PBS. Para eluir las proteinas las perlas fueron resuspendidas
en una solucién HEPES (10 mM, pH 7.4) conteniendo 4 M de MgCl, (3 veces del
volumen de las perlas) incubando 8 min y centrifugando 5 s a 5,000 rpm (4°C).
Este procedimiento se repiti6 4 veces recuperando los eluados, los cuales se
colocaron en una columna del kit Amicon® Ultra-0.5 (Centrifugal Filter Devices)
con poro de 50 kDa, para ultrafiltracion. Para eliminar el MgCl, y purificar los
ligandos, el volumen remanente (~50 pl) se diluyd (1:1000000) con una solucion
amortiguadora (50 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7.4). Se cuantificé la cantidad
de proteina obtenida por electroforesis (80 V, 25 min; 120 V, 70 min) en un gel de
poliacrilamida al 8% en el cual se cargaron concentraciones conocidas de

albimina.
5.8 Tincién con azul de Comassie

Después la electroforesis el gel fue colocado en un recipiente agregando solucion
de azul de Comassie (0.25% azul de Comassie, 50% metanol, 10% acido acético),
el cual se coloc6d en un horno de microondas sometiéndolo a un pulso de 25 s.
Posteriormente se incubo a temperatura ambiente por 40 min en agitacion suave
antes de retirar la solucion de tincion y lavar con H,O destilada. Se colocé solucion
1 de destefiido (50% etanol y 10% acido acético) y se le dio un pulso de 25 s en el

horno de microondas. Se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min en
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agitacion suave, este paso se repitid, se retird la solucién de destefiido, se lavo
con H,O destilada, se agregé la solucién 2 de destefiido (10% etanol, 5% &cido
acético) y se aplicé un pulso de 25 s en el horno de microondas. Posteriormente

se incubo a temperatura ambiente durante toda la noche en agitacion suave.
5.9 Ensayos de inmunodeteccion (Western Blot).
5.9.1 Extraccion de proteinas transmembranales.

Después de la transfeccion de células HEK 293T con el receptor latrofilina-1
utilizando el método de PEI (48 h), se retird el medio y las células se lavaron con
PBS, antes de incubar a -80°C por 30 min, y a 37 °C por 30 s. Posteriormente se
incubd en hielo 1 min antes de agregar 200 ul de PBS conteniendo 0.1% de BSA,
para levantar las membranas celulares raspando el fondo del pozo. La suspension
obtenida se pasé a tubos Eppendorf de 1.5 ml, y se centrifugd a 5,000 rpm durante
5 min. La pastilla fue resuspendida en 200 ul de solucién de lisis IP (0.1% Tritén
X-100, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,;, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA) conteniendo

inhibidores de proteasas para incubar a 4°C durante 2 h.

La muestra se centrifugé a 13,000 rpm durante 30 min, y el sobrenadante que
contiene las proteinas transmembranales fue recuperado para ser analizado

mediante ensayos de Western Blot.
5.9.2 Extraccién de proteinas totales (método directo).

Después de la transfeccion celular como se describe arriba, se retir6 el medio y las
células se lavaron con PBS, antes de ser incubadas a -80 °C por 30 min, y a 37 °C
por 30 s. Se incubd en hielo por 1 min antes de agregar 200 ul de solucién
amortiguadora de carga (50mM Tris-HCI, pH 6.8, 20 mM ditiotreitol, 0.4% SDS,
0.1% azul de bromofenol, 10% glicerol). Las muestras fueron raspadas y
resuspendidas 10-15 veces con agujas de insulina, antes de incubar a 37°C
durante 30 min. Se tomaron 50 ul de la muestra que fueron cargados en gel de

poliacrilamida al 8% para la electroforesis.
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5.9.3 Western Blot

Las muestras (30-100 pg de proteina) se mezclaron con solucién amortiguadora
de carga (5X; 250 mM Tris-HCI, pH 6.8, 100 mM ditiotreitol, 2% SDS, 0.5% azul
de bromofenol, 50% glicerol), para un volumen final de 50 ul. Se incubé a 37°C
durante 30 min antes de la electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% (25 min a
80 V, 70 min a 120 V). Las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa utilizando camara humeda a 25 V durante 16 h en una solucion que
contiene 25 mM Tris-HCL, 250 mM glicina y 0.1% SDS. La membrana fue tefiida
con rojo de Ponceau para verificar la presencia de proteinas, y lavada 3 veces con
solucion TBST (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM NacCl, 0.1% Tween) en agitacion
suave durante 10 min cada lavado. Se bloqued con solucion TBST conteniendo
5% de leche descremada durante 1 h a temperatura ambiente antes de incubar
con el anticuerpo primario durante 20 h a 4°C. La membrana fue lavada 3 veces
con TBST durante 10 min con agitacion suave, antes de incubar con el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa (1 h, 22°C). La membrana fue lavada 3 veces

con TBST durante 10 min en agitacion suave.
5.9.4 Revelado

La membrana fue colocada en una placa de acetato y se colocé luminol como
sustrato quimioluminiscente de la peroxidasa de rabano incubando a temperatura
ambiente por 45 s. En la oscuridad se coloc6 encima de ella una pelicula
fotostéatica (Kodak) exponiendo por 1, 4, 7 y 10 min para obtener el mejor revelado
posible. La pelicula fotostatica fue colocada en solucién de revelado (Agfa) y
lavada con agua de la llave una vez que aparecieron las bandas producto del
revelado. Posteriormente se colocé en solucion fijadora de la misma marca y se

lavd con agua de la llave antes de secar a temperatura ambiente.
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6. Resultados

6.1 Generacién de vectores de expresion

6.1.1 Restriccion enzimatica. Con el objetivo de comprobar la identidad de las

construcciones plasmidicas que contienen la secuencia completa de las proteinas

transmembranales neurexina 1P, teneurina-2 y FLRT3 (ligandos endbgenos del

receptor latrofilina-1), las mismas se restringieron con enzimas especificas. Se

restringidé también el plasmido vector y los plasmidos que contienen las tres

isoformas (Lphn-1, Lphn-1AA, Lphn-1AA AB) del receptor latrofilina-1. Las Figuras

10, 11 y 12 muestran el resultado de las restricciones.

a)

b)

d)

El plasmido que contiene la secuencia extracelular de la teneurina-2 (pcDNA3
LassoB-Flag-Myc) se restringio con las enzimas Bgl Il y Xba 1, que generaron
8 fragmentos de 4453, 3037, 2135, 1052, 1050, 648, 233 y 53 pb (figura 10 A).

El plasmido pCMV-N1B-1Flag, que contiene la secuencia completa de
neurexina 1B, se restringié con las enzimas Xbal y Sall, generando 2

fragmentos de 827 y 511 pb.

El plasmido pDisplay-FLRT3, que contiene la secuencia completa de FLRT3,
se restringié con las enzimas EcoRI y Xho |, generando 4 fragmentos de 4974,
1082, 538 y 208 pb.

El plasmido pCMV-IG-Bai-3.2, que se usOG como vector para la obtencion de
los constructos finales de expresion de los ligandos solubles, se restringié con

las enzimas Sal 1 y Mlu 1, las cuales generaron 2 fragmentos de 5936 y 2271

pb.

El plasmido pCMV-CL1-HA contiene la isoforma Lphn-1AA AB, sin la
secuencia ganancia extracelular (5aa), ni la secuencia de ganancia intracelular

(44 aa) como producto de la forma de procesamiento alternativo; este
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f)

g)

plasmido fue restringido con las enzimas Bgl Il y Xho |, generando 3
fragmentos 3242, 1296 y 1023 pb.

El plasmido pCMV-CL1-AB contiene la isoforma Lphn-1 AA del receptor
latrofilina-1 y que no contiene la secuencia de ganancia extracelular
(secuencia de 5 aa), pero si la secuencia ganancia intracelular (secuencia de
44 aa); este plasmido restringio con las enzimas Bgl Il y Xho I, generando 3
fragmentos de 3374, 1296 y 1023 pb.

El plasmido pCMV-CL1-BB contiene la isoforma Lphn-1 del receptor latrofilina-
1 que contiene la secuencia de ganancia extracelular (5 aa) y la secuencia de
ganancia intracelular (44 aa). Este pladsmido se restringié con las enzimas Bglll
y Xhol y se generaron 4 fragmentos de 3834, 3808, 1299 y 1022 pb.

Carril

Marcador de pb

pCMV CL1 BB (R)

pCMV CL1 BB (S/R)

pCMV CL1 AB (R)

pCMV CL1 AB (S/R)

pDisplay FLRT3 (R)

pDisplay FLRT3 (S/R)

pCMV N18-1 Flag (R)

. pCMV N1B-1 Flag (S/R)

10. pcDNA3 LassoB-Flag-Myc (R)
11. pcDNA3 LassoB-Flag-Myc (S/R)

123 456 7 891011

p
!

3000pb
2000pb

©e NGO MwwNPR

1000pb

(R): Restringido

>00p (S/R): Sin restringir

Figura 10. Andlisis de restriccion de los plasmidos de interés. Se analizaron los
plasmidos que contienen las dos isoformas (Lphn-1, Lphn-1AA) del receptor latrofilina-1
(carriles 2-4), y los ligandos endogenos de secuencia completa (neurexina 13, FLRTS3,
teneurina-2; carriles 6-11).
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Carril

1.- Marcador de pb

2.- pCMV CL1 HA (R)
3.- pCMV CL1 HA (S/R)
4.- pCMV CL1 BB (R)
5.- pCMV CL1 BB (S/R)
6.- pPCMV CL1 AB(R)

10000ph [
8000pb £ 7.- pCMV CL1 AB (S/R)
3000pb PR (R): Restringido

(S/R): Sin restringir
2000pb
1000pb

500pb

Figura 11. Andlisis de restriccion de los plasmidos que contienen las 3 isoformas de
la latrofilina-1. Carriles 2 y 3, isoforma Lphn-1AA, AB (sin la secuencia de ganancia
extracelular ni la intracelular); carriles 4 y 5, isoforma Lphn-1 (con las secuencias de
ganancia extracelular e intracelular); carriles 6 y 7, isoforma Lphn-1AA que solo contiene la
secuencia de ganancia intracelular.

Numero de carril.
1.- Marcador de pb.
2.- pCMV |G Bai 3.2 (R).

10000pb
8000pb

3000pb
2000pb

1000pb

500pb

Figura 12. Restricciéon del plasmido vector. La banda de 5936 pb se purific para
insertar los amplicones que corresponden a la regidén extracelular de los ligandos
solubles (teneurina-2, neurexina 1py FLRT3.
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6.1.2 PCR de punto final. Mediante el programa bioinformatico Serial cloner se
disefiaron oligonucledtidos para amplificar la region extracelular de la teneurina-2,
la neurexina 1B y FLRT3, asi como para insertar secuencias de reconocimiento
por las enzimas de restriccion y epitopos para facilitar sus purificacion como se
describiéo anteriormente. Los fragmentos obtenidos fueron de 7236 pb para
teneurina-2, de 788 pb para neurexina 1B y de 1649 pb para FLRT3 (Figura 13).

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para amplificar por PCR la regién
extracelular de teneurina-2, neurexina 18 y FLRT3

Secuencia J?r:n EC é/uc Proteina Propésito Sentido
gatACGCGTATGGCCCGCTTG 71 67 TEN2 Sitio de corte Miul For
ACGCgtcgacgccctggaaataaaggttctcTCCCATCTCATTC 68 50 TEN2 Sitio de corte TEV y Sall Rev
gatACGCGTatgtctgcacttc 59 52 NRX1B | Sitio de corte Miul For
acgcGTCGACGCCCTGGAAATAAAGGTTCTCctcagttgtcatag 67 46 NRX1B | Sitio de corte TEV y Sall Rev
gatACGCGTATGGAGACAGAC 55 52 FLRT3 | Sitio de corte Mlul For
acgcGTCGACGCCCTGGAAATAAAGGTTCTCcaaaggtaaatttgg 46 57 FLRT3 | Sitio de corte TEV y Sall Rev

For, sentido (forward); Rev, antisentido (reverse); Temp. Alin, temperatura de
alineamiento.

6.1.3 Ensayos de ligacion. Con los productos de las reacciones de ligacion de los
insertos y el vector se transformaron bacterias DH5-o0 para la extraccion y
purificacion del ADN de las nuevas construcciones plasmidicas correspondientes a
los ligandos sintéticos. Para verificar que el ADN obtenido correspondia a estas
construcciones, se realizaron restricciones con las enzimas Sall y EcoR1
observandose un patrén de bandas que correspondi6 al esperado. La Figura 14
muestra el patron de restriccién y la Figura 15 los mapas de los plasmidos

obtenidos.
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El patron de restriccion predicho para las nuevas construcciones fue el siguiente:

a) pCMV-Ig-neurexinalB-TEV: 2 bandas de 5918 y 792 pb.
b) pCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV: 3 bandas de 5918, 907 y 746 pb.

c) pCMV-Ig-Ten2-Flag-TEV: 5 bandas de 5918, 3439, 2882, 657 y 270 pb.

10000p
8000p

6000pb N 4.- 7236pb
3000pb I
2000pb
3.- 1649pb
1000pb
2.-788pb

5000b

Figura 13. Productos de PCR de punto final. Carril 1, marcador de tamafio
molecular; carril 2, fragmento especifico de 788 pb correspondiente a la
region extracelular de la neurexina 18; carril 3, se observan 2 bandas de las
cuales la de 1649 pb corresponde a la regién extracelular de FLRT3 y la
segunda es inespecifica; carril 4, se observan varias bandas inespecificas y
la de 7236 pb corresponde a la regiéon extracelular de teneurina-2.

1.- Marcador de pb.
2.- pCMV-Ig-neurexinalp-TEV R

10000
8000 3.- pPCMV-Ig-neurexinalB-TEV S/R
6000 4.- pCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV R
5000 5.- pPCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV S/R
4000 6.- pPCMV-Ig-Ten2-Flag-TEV R
3000 7.- pCMV-Ig-Ten2-Flag-TEV S/R
2000 R: Restringido

1500 S/R: sin restringir

1000

500

Figura 14. Analisis de restriccion de las nuevas construcciones
plasmidicas. Carriles 2 y 3, pCMV-Ig-neurexinalB-TEV; carriles 4 y 5,
pCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV; carriles 6 y 7, pCMV-Ig-Ten2-Flag-TEV.
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Figura 15. Mapas de las construcciones plasmidicas de los ligandos solubles
sintéticos. A, Ig-neurexina-TEV; B, Ig-FLRT3-TEV; C, Ig-teneurina-2-TEV. En cada uno
de los mapas se muestran los sitios de corte de EcoR1 y Sall, enzimas con las cuales
fueron restringidos.
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6.1.4 Secuenciacién de las nuevas construcciones plasmidicas

Los plasmidos obtenidos se secuenciaron en su parte inicial, que codifica la
proteina, a fin de verificar la identidad de la secuencia de nucleétidos. Se utilizaron

los siguientes oligonucledtidos:

neurexina-1p: gatACGCGTatgtctgcacttc
teneurina 2: gatACGCGTATGGCCCGCTTG
FLRT-3: gatACGCGTATGGAGACAGAC

La secuenciacion indicO que las secuencias de nucleétidos correspondian a las
esperadas (Figuras 16, 17 y 18).

AACTTGCTTAACTGCAGTTGCTGACTACAAAGACGATGACGACAAGCTTGCGGCCGCGGCATCC
AGTTTGGGAGCGCACCACATCCACCATTTCCATGGCAGCAGCAAGCATCATTCAGTGCCTATTGC
AATCTACAGGTCACCAGCATCCTTGCGAGGCGGACACGCTGGGACGACGTATATCTTTAGCAAA
GGTGGTGGACAAATTACATATAAGTGGCCTCCTAATGACCGACCCAGTACACGAGCAGACAGGC
TGGCCATCGGGTTTAGCACTGTTCAGAAGGAAGCAGTGTTGGTGCGTGTGGACAGTTCCTCGGG
CCTGGGTGACTACCTTGAGCTGCACATACACCAAGGAAAAATTGGAGTTAAATTTAATGTTGGGA
CAGATGACATCGCCATTGAGGAGTCCAATGCAATCATTAATGATGGAAAATACCATGTAGTGCGT
TTCACGAGGAGTGGTGGCAATGCCACGTTACAGGTGGACAGCTGGCCAGTCATCGAACGATACC
CTGCAGGGCGTCAGCTCACAATCTTCAATAGCCAAGCAACCATAATAATTGGCGGGAAAGAGCA
GGGCCAGCCCTTCCAGGGCCAGCTCTCTGGGCTTTACTACAATGGCTTGAAAGTTCTGAATATG
GCGGCAGAGAACGATGCCAACATCGCCATAGTGGGAAATGTGAGGCTGGTCGGTGAAGTGCCTT
CCTCTATGACAACTGAG GTCGACGAGAATCTTTATTTTCAGGGC
CTCGACTCTAGGATCGATCCCGATCCCGAGGGTGAGTACTAAGCTTCAGCGCTCCTGCCTGGAC
GCATCCCGGCTATGCAGCCCCAGTCCAGGGCAGCAAGGCAGGCCCCGTCTGCCTCTTCACCCG
GAGGCCTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCCCAGGCTCTG
GGCAGGCACAGGCTAGGTGCCCCTAACCCAGGCCCTGCACACAAAGGGGCAGTGCTGGGCTCA
GACCCTGCCCAAGAGCCATATCCGGAGGACCCTGCCCCTGACCCTAAAGCCCACCCCAAAGGC

CAACTCTCACCTCGTCAGCTCGGACACTTCTCTCCTTCCAGATCAAGGTAACTCGATCATCTGTCT
GCAGAAGCCCTCTACCTA

Figura 16. Secuencia de nucleétidos correspondientes a neurexina 1B (Mus Musculus)
contenida en el plasmido pCMV-lg-neurexinalB-TEV. La primera seccion (negro)
corresponde al péptido sefial; la seccién en rojo corresponde al epitopo FLAG; la seccion en
café corresponde a la secuencia de la proteina; la seccion en amarillo corresponde al sitio
consenso para la enzima TEV; la seccién en negro incluye los sitos de corte por las enzimas
de restriccion; la seccién en azul corresponde a la Fc-IgG. La secuencia corresponde a la
parte extracelular de neurexinalp (475 aa).
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GTATGGGAATGCTGCTCTGGGTTCAGGTTCCACTGGTGACTATCCATATGATGTTCCAGATTA
TGCTGGGGCCCAGCCGGCCAGATCTTGTCCATCTGTGTGTCGCTGCGATGCGGGTTTCATTT
ACTGTAATGATCGCTTTCTGACATCCATTCCAACAGGAATACCAGAGGATGCTACAACTCTCT
ACCTTCAGAACAACCAAATAAATAATGCTGGGATTCCTTCAGATTTGAAAAACTTGCTGAAAGT
AGAAAGAATATACCTATACCACAACAGTTTAGATGAATTTCCTACCAACCTCCCAAAGTATGTA
AAAGAGTTACATTTGCAAGAAAATAACATAAGGACTATCACTTATGATTCACTTTCAAAAATTCC
CTATCTGGAAGAATTACATTTAGATGACAACTCTGTCTCTGCAGTTAGCATAGAAGAGGGAGC
ATTCCGAGACAGCAACTATCTCCGACTGCTTTTCCTGTCCCGTAATCACCTTAGCACAATTCC
CTGGGGTTTGCCCAGGACTATAGAAGAACTACGCTTGGATGATAATCGCATATCCACTATTTC
ATCACCATCTCTTCAAGGTCTCACTAGTCTAAAACGCCTGGTTCTAGATGGAAACCTGTTGAA
CAATCATGGTTTAGGTGACAAAGTTTTCTTCAACCTAGTTAATTTGACAGAGCTGTCCCTGGTG
CGGAATTCCCTGACTGCTGCACCAGTAAACCTTCCAGGCACAAACCTGAGGAAGCTTTATCTT
CAAGATAACCACATCAATCGGGTGCCCCCAAATGCTTTTTCTTATCTAAGGCAGCTCTATCGA
CTGGATATGTCCAATAATAACCTAAGTAATTTACCTCAGGGTATCTTTGATGATTTGGACAATA
TAACACAACTGATTCTTCGCAACAATCCCTGGTATTGCGGGTGCAAGATGAAATGGGTACGTG
ACTGGTTACAATCACTACCTGTGAAGGGTCAACGTGCGTGGGCTCATGTGCCAAGCCCCAGA
AAAGGTTCGTGGATGGCTATTAAGGATCTCAATGCAGACTGTTTGATTGTAAGACAGTTGGAT
GTAGCACCATTCAGATACCACTGCCATTACCCACACAGTGTAATCCCTGCCTAGGACCAGGT
GGCCCAGCCTTCCAGGTTGTAGC

Figura 17. Secuencia de nucleétidos correspondientes a FLRT-3 (Homo Sapiens)
contenida en el plasmido pCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV. La seccién en negro corresponde
al péptido sefial; en rojo corresponde al epitopo HA; la seccion en café incluye los sitios
de reconocimiento por las enzimas de restriccion; la seccion en azul corresponde a la
region extracelular de FLRT-3. La secuencia corresponde a la parte de extracelular de
FLRT3 (750aa).

ATGGTGGATTCTGTGTGACGACTGTCCTCGTTACCTCTGCTACCCAAGATTACAAGGATGACG
ACGATAAAGGAGGCCAGGATCCCGCGTATTTCATAGCAATGCATCTGCTCGGACTCAATTGG
CAACTCCAGCCTGCAGATGGGCACACCTTTAACAATGGGATAAGGACCGGCTTACCAGGAAA
CGATGATGTGGCAACAATGCCATCTGGAGGCAAAGTGCCCTGGTCGTTGAAAAACAGCAGCA
TAGACAGTGGTGAAGCAGAAGTTGGTCGGCGGGTAACACAAGAAGTCCCACCAGGGGTGTTT
TGGAGGTCACAAATTCACATCAGTCAGCCCCAGTTCTTAAAGTTCAACATCTCCCTCGGGAAG
GACGCTCTCTTTGGTGTTTACATAAGAAGAGGACTTCCACCATCTCATGCCCAGTATGACTTC
ATGGAACGTCTGGACGGGAAGGAGAAGTGGAGTGTGGTTGAGTCTCCCAGGGAACGCCGGA
GCATACAGACCTTGGTTCAGAATGAAGCCGTGTTTGTGCAGTACCTGGATGTGGGCCTGTGG
CATCTGGCCTTCTACAATGATGGAAAAGACAAAGAGATGGTTTCCTTCAATACTGTTGTCCTA
GATTCAGTGCAGGACTGTCCACGTAACTGCCATGGGAATGGTGAATGTGTGTCCGGGGTGTG
TCACTGTTTCCCAGGATTTCTAGGAGCAGACTGTGCTAAAGCTGCCTGCCCTGTCCTGTGCA
GTGGGAATGGACAATATTCTAAAGGGACGTGCCAGTGCTACAGCGGCTGGAAAGGTGCAGA
GTGCGACGTGCCCATGAATCAGTGCATCGATCCTTCCTGCGGGGGCCACGGCTCCTGCATT
GATGGGAACTGTGTCTGCTCTGCTGGCTACAAAGGCGAGCACTGTGAGGAAGTTGATTGCTT
AGATCCCACCTGCTCCAGCCACGGAGTCTGTGTGAATGGAGAATGCCTGTGCAGCCCTGGCT
GGGGTGGTCTGAACTGTGAGCTGGCGAGGGTCCAGTGCCCAGACCAGTGCAGTGGCATGGC
AACGTACCTGCCCTGACACGGGCCTCTGCAGCTGCGATCCCAAACTGAAATGGATTCCGACT
GGCTCTGTTGGAAGGTGGTGCTCAGTAGAACCTTTGTGTGGCCAACTTCCAACG

Figura 18. Secuencia de nucleotidos correspondientes a Teneurina-2 (Synthetic
construct Loss-B gene complete CDS) contenida en el plasmido pCMV-Ig-Ten2-
Flag-TEV. La seccion en negro corresponde al péptido sefal; en rojo al epitopo
FLAG; la seccion en café incluye los sitios de reconocimiento por las enzimas de
restriccion; la seccion en azul corresponde a la region extracelular de teneurina-2. La
secuencia corresponde a la parte extracelular de teneurina-2 (2613 aa).
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6.2 Expresién de los ligandos solubles sintéticos del receptor latrofilina-1

Para la obtencion de los ligandos sintéticos se realizaron pruebas preliminares
transfectando células HEK-293 y células HEK-293T con las nuevas construcciones
plasmidicas que contienen a los ligandos solubles enddgenos de la latrofilina-1.
Las células fueron transfectadas por el método de precipitacion de fosfato de
calcio y la coleccion del medio de cultivo se realiz0 4 dias después de la

transfeccion.
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Figura 19. Expresion de los ligandos sintéticos por células HEK-293
transfectadas. Andlisis de las proteinas prepurificadas. Carriles 2-4, ligandos
solubles; carril 5, control de transfeccién (Fc IgG); carril 6, control de transfeccién
(lg-neurexina 1B, 54.68 KDa); carril 7, control negativo de transfeccion (proteina
verde fluorescente, PVF); carriles 8-10, albimina sérica bovina (Alb.). Las flechas
indican las bandas que corresponden a las proteinas transfectadas y expresadas,
los cuadros rojos indican los sitios en el que se esperarian las proteinas que no
fueron expresadas. Gel tefiido con azul de Comassie.
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Las células HEK-293 expresaron la Ig-teneurina-TEV y al control de transfeccion
(Ig-neurexina 1, 58.68KDa), pero no a Ig-neurexina-TEV (54.67 KDa), Ig-FLRT-3-
TEV y a un segundo control de transfeccion (FclgG). Las bandas adicionales
corresponden a proteinas presentes en el medio de cultivo (Figura 19). En las
células HEK-293T se detectd la expresion de Ig-neurexina-TEV (54.67 KDa),
Ig-FLRT-3-TEV, Ig-teneurina-TEV y ambos controles de transfeccion (Fc IgG e
Ig-neurexina 1B, 58.68 KDa), aparentemente en mayor cantidad con base en los

niveles detectados de albumina (Figura 20).
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Figura 20. Expresion de los ligandos por células HEK-293T transfectadas. Analisis
de las proteinas prepurificadas. Carriles 2-4, corresponden a los ligandos solubles;
carril 5, control de transfeccion (Fc IgG); carril 6, control de transfeccion (Ig-neurexina
1B, 54.68 KDa); carril 7, control negativo de transfeccién (proteina verde fluorescente,
PVF); carriles 8-10, albumina sérica bovina (Alb.). Se sefiala con una flecha las bandas
gue corresponden a las proteinas que si son expresadas. Gel tefiido con azul de
Comassie.
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Para comprobar que las bandas obtenidas correspondian a los ligandos solubles,
se realizaron ensayos de Western Blot, utilizando un anticuerpo anti-lgG policlonal
de raton acoplado a la peroxidasa de rabano. Los resultados mostraron que las
bandas observadas en el gel tefiido con azul de Comassie corresponden a los

ligandos solubles sintéticos (Figura 21).
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Figura 21. Western blot que muestra la expresién de los ligandos solubles
sintéticos por las células HEK-293T. Carril 1, Ig-neurexina-TEV; carril 2,
Ig-FLRT-3-TEV; carril 3, Ig-teneurina-TEV; carril 4, FclgG (control de transfeccion).
Las flechas sefialan las bandas que corresponden a los ligandos sintéticos.

Una vez confirmada la expresion de los ligandos por las células HEK-293T
transfectadas, se optd por la produccion de la Ig-neurexina-1p (54.68 KDa) ya que
se expres6 en mayor cantidad con respecto a las demas, asi como de
Ig-FLRT3-TEV ya que el receptor latrofilina-1 tiene una alta afinidad por este
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ligando (Kd 0.64 nM). Cuatro dias después de la transfeccion de las células se
realizé la extraccion y la purificacién de los ligandos solubles, obteniéndose 50 pl
de lg-neurexina 1B (54.68 KDa) con una concentracion de ~5 pg/ul; el rendimiento
de Ig FLRT3-TEV fue escaso (~0.1ug/ul) aunque suficiente para los ensayos

funcionales posteriores (Figura 22).
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Figura 22. Ligandos sintéticos purificados. Carril 2, Ig-neurexina (54.68 KDa)
prepurificada; carril 3, Ig neurexina (54.68 KDa) prepurificada; carril 4, Ig-neurexina
1B (54.68 kDa) purificada; carril 5, perlas de sefarosa utilizadas para purificacion
de la Ig neurexina 1B; carril 6, Ig-FLRT3-TEV purificada; carril 7, perlas de
sefarosa con las que fue purificada la lg FLRT3-TEV; Carriles 8-10,
concentraciones conocidas de albumina sérica bovina. Las flechas indican las
bandas que corresponden a los ligandos. Gel tefiido con azul de Comassie.
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6.3 Optimizacion de la expresion heterologa del receptor latrofilina-1

Se evaluaron en paralelo 2 métodos de transfeccion transitoria para la expresion
heter6loga de las dos isoformas del receptor latrofilina-1(Lphn-1AA, AB y Lphn-
1AA). Los métodos de Polietilenimina (PEI) y de Lipofectamina 2000 fueron

evaluados a 24 y 48 h post-transfeccion.

Las células HEK-293T (confluencia 80-90%) se transfectaron con el plasmido
pCMV-eGFP gue codifica una proteina verde fluorescente, y se evalud la eficacia
de transfeccion mediante citometria de flujo determinando la fluorescencia emitida

por la proteina fluorescente (Figura 23). Los resultados se comparan en la Tabla 3.
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Figura 23. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de la proteina verde
fluorescente por células HEK-293T transfectadas. El andlisis se realiz6 24 h
post-transfeccion. En el eje X se muestra la florescencia emitida por la proteina y en el eje Y
el nimero de células; R2 indica la poblacién de células positivas. A, control negativo;
B, transfeccion con PEIl; C, transfeccion con Lipofectamina 2000. Histogramas
representativos de 3 experimentos realizados.
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Tabla 3. Comparacién de la eficacia de transfeccién

Tiempo Método de transfeccion
PEI Lipofectamina 2000
24 h 8.4+1.8% 45.6 £ 0.3%
48 h 25.6 + 2.5% 51.1+3.7%

Los valores corresponden al porcentaje de células positivas
para la proteina verde fluorescente y representan el
promedio + el error estandar de 3 experimentos.

La transfeccion con Lipofectamina 2000 mostré mayor eficacia que el método
basado en PEI, si bien la eficacia del segundo método aumenté a las 48 h.
Aungue la lipofectamina fue mas eficaz, se decidié optimizar el método basado en
PEI, con base en la relacion costo/beneficio. La Tabla 4 muestra los cambios en el

método, esencialmente en la preparaciéon de la solucion de PEI.

Tabla 4. Cambios en la preparacion de la solucion de PEI

Preparacion anterior Nueva preparacion
Concentracion 1 mg/ml 1 mg/ml
Disolvente H,O PBS pH 4.5
Disolucién Pulsos de 10 s con Bafio maria (70-80°C) y

microondas y agitacion suave  agitacion vigorosa con vortex
Almacenamiento 4°C -20°C
Proteccion de la luz Protegido de la luz

Relacion ADN : PEI 1:10 1:5

Con la nueva preparacion se transfectaron células HEK-293T evaluando 4
cantidades de ADN (1.4, 3.5y 7 pug en cada pozo) de los plasmido pCMV-eGFP vy
pCMV-CL1-mV que codifica al receptor latrofilina-1 fusionado con la proteina
Venus monomérica. Esta latrofilina es semejante a las que se estudian en este

proyecto (isoformas Lphn-1AA, AB y Lphn-1AA).
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La eficacia fue determinada por citometria de flujo 48 h después de la transfeccion

(Figuras 24 y 25) y los resultados se comparan en las Tablas 5y 6.

Count

W

Count

Control B 1.4 ug ADN

1 b
i il

0

-—
=
=
[=]
(& ]

o
wr—
—_
-
=
2

D

Count

-

FITC-A 1o
FITC-A

Figura 24. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de la proteina verde
fluorescente por células HEK-293T transfectadas con el plasmido pCMV-GFP y el
método de PEI. P2 indica la poblacion de células positivas a la proteina verde fluorescente.
A, control negativo; B, 1.4 ug de ADN; C, 3.5 ug de ADN; D, 7 ug de ADN. Histogramas
representativos de 3 experimentos realizados.

Tabla 5. Eficacia de transfeccion con diferentes cantidades
de ADN plasmidico (pCMV-GFP).

ADN (ug) Eficacia de
transfeccion
14 70.2+7.1
35 75.0+1.2
7 70.0+ 3.2

Los valores corresponden al porcentaje de células positivas para la proteina verde
fluorescente y representan el promedio + el error estandar de 3 experimentos.
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Figura 25. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de la latrofilina-1 fusionada
con la proteina Venus fluorescente por células HEK-293T transfectadas con el
plasmido pCMV-CL1-mV y el método de PEI. P2 indica la poblacion de células positivas a
la proteina verde fluorescente. A, control negativo; B, 1.4 ug de ADN; C, 3.5 ug de ADN; D, 7
pg de ADN. Histogramas representativos de 3 experimentos realizados.

Tabla 6. Eficacia de transfeccién con diferentes cantidades
de ADN plasmidico (pCMV-CL1-mV).

ADN (ug) Eficacia de
transfeccion
1.4 25.7+3.8
3.5 50.7+7.0
7 56.1+4.7

Los valores corresponden al porcentaje de células positivas para
latrofilina-1 con la proteina Venus fusionada y representan el
promedio + el error estandar de 3 experimentos.
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6.4 Comprobacion de la expresién del receptor latrofilina-1 (isoformas Lphn-
1AA, AB y Lphn-1AA) por ensayo de Western Blot

Una vez optimizado el método de transfeccion, las células HEK-293T fueron
transfectadas con el plasmido pCMV-CL1 HA que contiene a la isoforma
Lphn-1AA, AB del receptor latrofilina-1, el plasmido pCMV-CL1AB que contiene la
isoforma Lphn-1AA y el plasmido pCMV-CL1 BB que contiene la isoforma Lpn-1
de este receptor. Las primeras 2 isoformas tienen la bandera de hemaglutinina

(HA) en la primera asa extracelular.

Utilizando un anticuerpo monoclonal primario anti-HA de conejo se detectaron
para la isoforma Lphn-1AA, AB bandas de ~160 kDa y ~70 kDa (Figura 26); para
la isoforma Lphn-1BB (control negativo) no se observo ninguna banda ya que no
contiene la bandera HA; en el caso de la isoforma Lphn-1AA, se observan dos
bandas, de ~163 y ~74 kDa. Para el control negativo, células sin transfectar, no se
observaron bandas y para el control positivo (glicoproteina asociada a la mielina,
MAG, soluble marcada con la bandera HA) se observd una banda mayor a 82.26

kDa, que es el peso molecular tedrico.
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Figura 26. Expresion del receptor Latrofilina-1 (isoformas
Lphn-1AA, AB y Lphn-1AA) por células HEK-293T transfectadas.
Carril 1, isoforma Lphn-1AA, AB marcada con la bandera HA, carril
2, isoforma Lphn-1 sin la bandera HA; carril 3, isoforma Lpnl-AA
marcada con la bandera HA; carril 4, control negativo (células sin
transfectar); carril 5, control positivo (MAG soluble que contiene la
bandera HA). Se sefalan con flechas las bandas que corresponden a
las proteinas expresadas.
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7. Discusion

Mediante el disefio de las estrategias moleculares y el programa bioinformético
Serial Cloner se disefiaron oligonucledtidos que permitieron generar las
construcciones plasmidicas utilizadas para la expresion de los ligandos solubles
sintéticos de latrofilina-1. Estos ligandos estan fusionados a la Fc de la IgG
humana, a fin de purificar estas proteinas de una forma sencilla y rapida, asi como
permitir su inmunodeteccion. El sitio consenso para la enzima TEV fue insertado
para separar la region que corresponde a la parte extracelular (soluble) de cada
ligando en caso que la Fc IgG interfiriera en los ensayos funcionales de interaccion
ligando-receptor. La insercion de la bandera HA permite también Ila

inmunodeteccion de las proteinas de interés.

La identidad de las construcciones fue confirmada en primero instancia por
ensayos de restriccion, que indicaron un patron concordante con el predicho para
pCMV-Ig-neurexina1B-TEV, pCMV-Ig-FLRT3-HA-TEV y pCMV-Ig-Ten2-Flag-TEV.
La secuenciacion de las nuevas construcciones plasmidicas confirmé que

codificaban los ligandos solubles del receptor latrofilina-1.

La transfeccidbn de estas construcciones plasmidicas en células HEK-293 y
HEK- 293T indicé que estas ultimas expresaron a los 3 ligandos (Ig-neurexina 13-
TEV, Ig-FLRT-3-TEV vy Ig-teneurina-2-TEV) mientras que las células HEK-293
expresaron solo a la Ig-teneurina-2-TEV, si bien en menor cantidad. Esta
diferencia puede deberse a que las células HEK-293T contienen el gen del
antigeno T de SV40 (Simian Vacuolating Virus 40 TAg) (56), que tiene la
capacidad de unirse a proteinas supresoras tumorales, como p53 y pl50, e
inhibirlas, lo que evita el paso a la fase G1 del ciclo celular e induce el paso directo
alafase S, en la que se lleva a cabo la replicacion del ADN. Lo anterior conduce a
un mayor namero de ciclos celulares promoviendo la amplificacion del plasmido y
con ello una mayor sintesis de la proteina o proteinas de interés. Las bandas
obtenidas en los ensayos de Western blot con un anticuerpo anti-IgG coinciden

con las observadas en la electroforesis.
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Sin embargo, se observaron diferencias con respecto al tamafio tedrico que
podrian ser explicadas por cambios post-traduccionales de la proteina como la
glicosilaciéon, que originan un mayor peso molecular. Por otra parte, el que estas
proteinas sean glicosiladas y secretadas por las células HEK-293T implica que

adquieren la conformacion adecuada y que su estructura terciaria esti preservada.

Una vez confirmada la expresion de los ligandos se opt6 por la produccion de Ig-
neurexina 1B y de Ig-FLRT3-TEV debido a la expresion de la primera y a la alta
afinidad del receptor latrofilina-1 por Ig FLRT3-TEV (Kd 0.65 nM) (1). Una vez que
se purificacién las proteinas su cuantificacion fue favorable para este proyecto,
con niveles de 5 ug/ul y 0.1 ug/ul en volumen de 50 ul para Ig-neurexina 13 vy Ig-
FLRT3-TEV, respectivamente.

Para la expresion del receptor latrofilina-1 se evaluaron 2 métodos de transfeccion
(PEI y Lipofectamina 2000), siendo méas eficiente el segundo (25.6% y 51.1% de
eficacia a las 48 h). Sin embargo, se optimiz6 el método basado en PEI
obteniéndose eficacias de transfeccion (48 h) de 75% y 56% para la proteina
verde fluorescente y el receptor latrofilina-1 fusionado a la proteina Venus,
respectivamente. La diferencia en la eficacia de transfeccion de ambas proteinas
puede deberse al menor peso molecular (~40 KDa) de la proteina verde
fluorescente en comparaciéon con la latrofilina-1/proteina Venus que tiene un peso
de ~188 KDa.

La expresion de las isoformas (Lphn-1AA, AB y Lphn-1AA) del receptor latrofilina-1
en células HEK-293T fue confirmada mediante ensayos de Western Blot. La
latrofilina-1 es un GPCR de adhesién que posee un dominio GAIN con un sitio de
autoprotedlisis (GPS), muy cercano al primer dominio transmembranal, que
genera 2 fragmentos, el fragmento amino terminal (NTF) y el fragmento carboxilo
terminal (CTF), el segundo constituido por los 7 dominios transmembranales y el
dominio carboxilo terminal intracelular (24). Por lo anterior, las bandas observadas
para la isoforma corta Lphn-1AA, AB (que no contiene las secuencias de ganancia

extracelular ni intracelular) fueron de ~160 y ~70 kDa, mismas que representarian
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al receptor completo y al CTF, respectivamente. El NTF (89.46 kDa) no es
detectado ya que la bandera HA se encuentra en la primera asa extracelular del

receptor.

En el caso de la isoforma Lphn-1, la mas larga del receptor con las secuencias de
ganancia extracelular de 5 aa e intracelular de 44 aa, no se observé ninguna
banda ya que no contiene la bandera HA. Para la isoforma Lphn-1AA (que
contiene solo la secuencia ganancia intracelular de 44 aa) se observaron dos
bandas, una de ~165 kDa que representa la secuencia completa del receptor, y
una de ~75 kDa que representa el CTF. Como se mencioné anteriormente, el NTF
(89.46 kDa) no se observa por la ausencia de la bandera HA en este fragmento.
La diferencia de peso molecular de las bandas que corresponden al CTF de las
isoformas Lphn-1AA y Lphn-1AA, AB, se debe a que la isoforma Lphn-1AA

contiene 44 aa adicionales en el dominio carboxilo terminal.

49



8. Conclusiones
1. Se confirmo la identidad de los plasmidos en los que se baso la obtencién
de nuevos constructos para la generacion de ligandos solubles, asi como

del pldsmido vector.

2. Se comprobd la identidad de los plasmidos que contienen las isoformas
Lphn-1AA y Lphn-1AA,AB del receptor latrofilina-1.

3. Se generaron los plasmidos que codifican los ligandos sintéticos

teneurina-2, neurexina-18 y FLRT-3.

4. Se comprobo la expresion de los ligandos sintéticos solubles en células
HEK-293T transfectadas.

5. Se confirmo la expresion de las dos isoformas (Lphn-1AA, AB y Lphn-1AA)
del receptor latrofilina-1 en células HEK-293T transfectadas.
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9. Perspectivas

1. Determinar las caracteristicas farmacolégicas de la interaccion ligando-

receptor mediante ensayos de saturacion por la unién de ligando.

2. Una vez determinadas las caracteristicas farmacolégicas de la interaccion
ligado-receptor, realizar ensayos funcionales que permitan determinar en
primera instancia si el receptor latrofilina-1 esta acoplado a proteinas G, y
de ser asi, establecer el tipo de proteina G. Actualmente se han realizado

2+]i

ensayos preliminares de la determinacion de la [Ca”"]; para establecer las

condiciones idoneas del sistema a utilizar (ver Anexo).
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Anexo

2+]i

Ensayos preliminares de la determinacién de [Ca“’]; en células

HEK-293T en suspension

Para evaluar si la activacion del receptor latrofilina-1 (isoforma Lphn-1 AA, AB) por
ligandos endégenos promueve cambios en la [Ca®'] intracelular, se realizaron
ensayos preliminares utilizando la técnica de espectrofluorometria en células HEK-
293T cargadas con Fura-2/AM.

Las células HEK-293 se sembraron en botellas de plastico T-75; una vez que
alcanzaron la confluencia se lavaron con 3 ml de PBS y se cosecharon con PBS
conteniendo 1 mM de EGTA. La suspensién se centrifugd a 800xg por 3 min y la
pastilla se resuspendiéo en 3 ml de solucidon Krebs-Ringer Hepes (KRH, en mM:
NaCl 127, KCI 3.73, MgS0,4 1.18, KH,PO,4 1.18, CaCl, 1.8, Hepes 20, D-glucosa
11, pH 7.3) conteniendo Fura-2/AM (2.5 pM), probenecid (0.5 mM) y BSA (10
mg/ml). Se incub6 durante 30 min a 37°C en la obscuridad, se agregaron 3 ml de
solucion KRH fria para detener la reaccion y se centrifugd (800xg, 3 min) para

retirar el Fura-2 AM no incorporado.

La pastilla celular se resuspendié en 1 ml de solucion KRH (4°C) con probenecid
(0.5 mM) vy los tubos fueron colocados sobre hielo en la obscuridad. Al momento
del ensayo las muestras se centrifugaron a 800xg por 3 min y la pastilla se
resuspendié en 1 ml de solucion KRH/probenecid que se transfirié a una celda de
cuarzo. Se cuantificd la fluorescencia por espectrofluorometria a longitudes de
onda de excitacion de 340 y 380 nm, y una longitud de emision de 510 nm.

Efecto de la activacion de receptores muscarinicos en la [Ca®*]..

Las células HEK-293T expresan de manera enddgena receptores muscarinicos M3

acoplados a proteinas Gagn1. La activacion de estos receptores con el agonista

2+]i-

carbacol (100 uM) indujo un aumento en la [Ca“’]i. Este efecto fue mayor utilizando
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alicuotas de 4 millones de células en comparaciéon con el observado con 2 y 3

millones de células (Figura 1).

2 6- — 4 millones de células
Carbacol — 3 millones de células
— 2 millones de células

F (340/380)

Tiempo (s)

Figura 1. Andlisis por espectrofluorometria de la activacion de receptores
muscarinicos en la [Ca®'] ; de células HEK-293T en suspension. La linea indica

la adicion de carbacol (100 uM como concentracion final).

La Figura 2 muestra la fluorescencia maxima y minima obtenidas al lisar las
células con Tritbn X-100 y quelar el Ca®" con EGTA, respectivamente. Las

respuestas indican que la cantidad de Fura-2 incorporado las células HEK-293T es

adecuada.
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Figura 2. Determinacion de la fluorescencia maxima y minima en células

HEK-293T en suspension. Las respuestas maxima y minima se obtuvieron al
lisar las células con Tritén X-100 y quelar el Ca?* con EGTA respectivamente.
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