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. RESUMEN

Las latrofilinas son una subfamilia de los receptores de adhesién acoplados a
proteinas G, caracterizados por una fraccidbn N-terminal (NTF) muy larga que
contiene mudltiples dominios de adhesion celular y el sitio de autoprotedlisis.
Actualmente, se tienen reportadas tres isoformas latrofilina en mamiferos (Lphn1-3)
entre las que destaca Lphn2, resultando ser esencial para el desarrollo embrionario.
En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que la sobreexpresion de este
receptor en células HEK293T induce un redondeamiento celular y la pérdida de
estructuras de actina como lamelipodios y filopodios. Ademas, la expresion
aberrante de Lphn2, asi como la presencia de mutaciones en su secuencia se ha
relacionado con el desarrollo de patologias como cancer, donde se identifico a la
variante A278P, una mutacion que afecta la funciéon de adhesion de Lphn2. A pesar
de reproducir algunas de las caracteristicas morfologicas de Lphn2, la variante
induce cambios notables sobre la formacion de blebs, resultando curioso el cambio
gue desempefia las mutaciones en el NTF sobre la sefializacion intracelular. Por lo
cual se abren dos brechas importantes, el mecanismo molecular que subyace entre
el receptor y los cambios morfologicos, asi como las afectaciones que induce la
presencia de mutaciones en este mecanismo. El motivo de unién a PDZ representa
un sitio de andamiaje para proteinas asociadas a actina, importante componente
del citoesqueleto y determinante en la morfologia celular. Por lo anterior, este
trabajo se enfoco en evaluar el papel del motivo de uniéon a PDZ (PBM) de Latrofilina
2 y de su variante A278P sobre la morfologia celular. Para cumplir con nuestro
objetivo, utilizamos ensayos de PCR y cortes enziméticos con Kpnl para deletar el
PBM de la variante A278P y Lphn2, obteniendo asi Lphn2vA278PAPBM 'y
Lphn2vPAPBM. En los resultados se puede observar que la delecién del PBM de
Lphn2 no afecta la expresion de proteina total, sin ocurrir de la misma forma para la
variante A278P, donde induce un aumento sobre la protedlisis del receptor, lo cual
se reflejado en disminucion significativa del 63% de la proporcién NTF/Receptor no
cortado (RNC). Por otra parte, la evaluacién de la morfologia celular indica que el
APBM en Lphn2 previene la pérdida de filopodios y lamelipodios, siendo en este
altimo de forma individual y poblacional, no obstante, de forma diferencial solo se
previene la pérdida de filopodios por célula para la variante A278P. En concordancia
con la anterior, los valores promedio del area celular, area del citosol y perimetro
celular son mayores para Lphn2vPAPBM en comparacién con Lphn2v WT, en
contraste en Lphn2vA278PAPBM no se observan cambios al ser comparados con
Lphn2vA278P. En sumatoria, los resultados indican que el PBM contribuye
activamente en el remodelado del citoesqueleto de actina, funcion que se pierde
parcialmente con la variante A278P, lo que sugiere que una alteracion en el patréon
de sefalizacion de Lphn2 por presencia de mutaciones somaticas, lo cual podria
definir uno de los factores determinantes involucrados en el desarrollo del cancer.



1.1 Abstract

Latrophillins are a subfamily of the adhesion G protein-coupled receptors, which
characterized by a very long N-terminal fraction (NTF) containing multiple cell
adhesion domains and the site of autoproteolysis. Currently, there are three reported
latrophillin isoforms in mammals (Lphn1-3), among which Lphn2 stands out, proving
to be essential for embryonic development. In our working group, we show that
overexpression of this receptor in HEK293T cells induces cell rounding and the loss
of actin structures such as lamelipodia and filopodia. Furthermore, the aberrant
expression of Lphn2, as well as the presence of mutations in its sequence, have
been related to the development of pathologies such as cancer, where the variant
A278P was identified, a mutation that affects the adhesion function of Lphn2. Despite
reproducing some of the morphological characteristics of Lphn2, the variant induces
notable changes in the formation of blebs, the change that NTF mutations play in
intracellular signaling is curious. Therefore, two important questions arise, the
molecular mechanism that underlies the receptor and morphological changes, as
well as the effects induced by the presence of mutations in this mechanism. The
PDZ-binding motif represents a scaffolding site for actin-associated proteins, an
important component of the cytoskeleton and a determinant in cell morphology. For
the above, this work focused on evaluating the role of the PDZ-binding motif (PBM)
of Lphn2 and its variant A278P on cell morphology. To achieve our goal, we used
PCR assays and enzyme cleavages with Kpnl for deletion of the PDZ-binding motif
of the variant A278P and Lphn2, thus obtaining Lphn2vA278PAPBM and
Lphn2vPAPBM. The results show that the deletion of the PBM of Lphn2 does not
affect the expression of total protein, without occurring in the same way for the
A278P variant, where it induces an increase in receptor proteolysis, which is
reflected in a significant decrease of 63% of the NTF/Uncut Receptor (RNC) ratio.
On the other hand, the evaluation of cell morphology indicates that the APBM in
Lphn2 prevents the loss of filopodia and lamelipodia, the last one being individually
and population, differentially, only the loss of filopodia per cell is prevented for the
A278P variant. According with the last, the average values of the cell area, cytosol
area and cell perimeter are higher for Lphn2vPAPBM compared to Lphn2v WT, in
contrast, in Lphn2vA278PAPBM we do not observed changes when compared to
Lphn2vA278P. In conclusion, the results indicate that PBM actively contributes to
the remodeling of the actin cytoskeleton, a function that is partially lost with the
A278P variant, suggesting that an alteration in the Lphn2 signaling pattern due to
the presence of somatic mutations, which could define one of the determining factors
involved in the development of cancer.



II. MARCO TEORICO

2.1 Receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)

En el ser humano existen al menos 200 diferentes tipos de células que varian en su
forma, funcion y tamafio, pero todas actuan de forma coordinada gracias a las redes
de sefalizacion que establecen entre ellas. La capacidad de las células de
responder a estas sefiales esta dada en gran medida por la presencia de receptores
en su membrana, los cuales le permiten modular la recepcién de estimulos y la

emision de respuestas (Cooper & Hausman , 2017).

Una de las familias de receptores de membrana méas estudiados son los GPCRs
(por sus siglas en ingles G protein-coupled receptors), los cuales son capaces de
responder a una gran variedad de estimulos desde odorantes, aminas,
neurotransmisores, luz, hormonas, etc. Estructuralmente se caracterizan por la
presencia de siete segmentos alfa-hélices transmembranales, que a su vez estan
conectados por 3 asas intracelulares y 3 extracelulares, ademas de la presencia de
un amino y carboxilo terminal (Rosenbaum, et al., 2009). A través del analisis
filogenético, los GPCRs en organismos vertebrados se han clasificado en 5
subfamilias: receptores tipo rodopsina, secretina, glutamato, frizzled y receptores de
adhesion (Fredriksson, et al., 2003).

2.1.2 GPCRs de adhesion (aGPCR)

La caracteristica principal de los aGPCRs estad dada por la presencia de un N-
terminal muy largo, al cual se le atribuye la funcionalidad de adhesién, siendo este
el lugar de acoplamiento para la interaccion entre célula-célula y célula-matriz
extracelular, seguido de una region de autoprotedlisis llamada GAIN (GPCR-
Autoproteolysis Inducing), que de manera conjunta forman parte del ectodominio.
También existen dos regiones del receptor que estan determinados por el sitio de
autoproteolisis (GPS), denominados NTF y CTF (Figura 1) (de Graaf, et al., 2016).
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Figura 1. Estructura general de los aGPCRs. ICD: dominio intracelular, TM:
transmembranal, ECD: dominio extracelular, CTF: fragmento C-terminal, NTF:
fragmento N-terminal, GPS: sitio proteolitico GPCR, PBM: motivo de unién a PDZ.
Tomada y modificada (Knapp, et al., 2019).

De manera general, los aGPCRs tienen funciones descritas en adhesion, activacion
del sistema inmune, embriogénesis, migracion y angiogénesis, actividades que
resultan fundamentales para el desarrollo de tejidos y érganos (Hsiao, et al., 2018;
Preu, et al., 2017). Por lo anterior, la desregulacion de la actividad y expresion de
estos receptores también se ha involucrado en procesos patolégicos, entre ellos el

cancer.

El papel de los GPCRs de adhesién en cancer se ha relacionado con su capacidad
integradora de sefales extracelulares e intracelulares, esto gracias a sus fracciones
NTF y CTF. En etapas iniciales, las células epiteliales con polaridad apico-basal
adquieren caracteristicas aberrantes que le permiten replicarse sin control, el NTF
es capaz de mediar la adhesion del microambiente tumorigénico inicial, producto de
la agregacion de células cancerigenas y matriz extracelular (MEC), dando paso a la
interaccion célula-célula y célula-MEC (Cooper & Hausman , 2017; Scholz, 2018).



Mientras tanto, el CTF activa cascadas de sefializacion a través de su acople a
proteinas G hacia pequefias GTPasas como Rho/Rac/Cdc42 y de forma directa se
une con arrestinas, cinasas y proteinas con motivos PDZ (Knapp & Wolfrum, 2016).
En conjunto, las vias activadas dirigen sus efectos hacia componentes del
citoesqueleto, alterando las propiedades viscoelasticas que permitan la progresion
del tumor primario hacia la lamina basal, entre estas propiedades estan el aumento
de la capacidad proliferativa, migracion e invasion, comenzando de esta forma la
transicion epitelio-mesénquima (Chiang, et al., 2017; Peeters , et al., 2015; Cooper
& Hausman , 2017). Otro proceso adyacente al CTF son los mecanismos de trans-
activacion de otras vias como la de Wnt o la activacién de factores de transcripcion
como NF-kB que aumentan la expresidbn de genes involucrados en procesos
angiogénicos, facilitando que las células cancerigenas que han invadido la lamina
logren llegar a los vasos sanguineos para iniciar la diseminacion sistémica conocida

como metastasis (Knapp & Wolfrum, 2016; Peeters, et al., 2015).

Aungue existen mecanismos moleculares descritos para algunos aGPCR y como
estos participan en la progresion del cancer, otros receptores de adhesion como las

Latrofilinas solo se tienen reportes en relacion a su expresion.

2.2 Latrofilinas

Existen 3 isoformas de estos receptores en mamiferos, Lphnl,2 y 3, cada uno
expresado de forma diferencial en tejidos, Lphl y 3 se expresan mayoritariamente
sobre el sistema nervioso central, mientras Lphn2 tiene una expresién ubicua
(Boucard, Maxeiner & Sudhof, 2014). Como miembros de los aGPCR cuentan con
una fraccion extracelular en la cual se encuentran los dominios que modulan la
union a ligando: el dominio de tipo lectina, dominio similar a olfactomedina, seguido
de repetidos de Serina-Treonina, dominio de union a hormona y GAIN, este ultimo
tiene presente el sitio GPS (Figura 2) (Arac, et al., 2016). Estos dominios son
capaces de mediar la interaccién con diferentes ligandos ya sea de forma individual

o de forma combinada, esto para aumentar la afinidad de unién.
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Figura 2. Estructura general de las latrofilinas. El N-terminal del receptor con los
dominios de unién a ligando, seguidos de los 7 segmentos transmembranales y el
C-terminal con el motivo de unién de PDZ (Boucard, et al., 2014).

El nombre de estos receptores deriva de su primer ligando exdégeno reportado, a-
latrotoxina (LTX) componente del veneno de la arafia viuda negra Lactrodectus
mactans, el cual al ser reconocido por el receptor provoca la liberacion masiva de
neurotransmisores (Rosenthal , et al., 1990). No fue hasta el 2011 cuando Silva y
colaboradores reportaron el primer ligando endbégeno para estos receptores:

Teneurina (Ten).

2.2.1 Ligandos de latrofilinas

La interaccion Ten-Lphn esta mediada por su C-terminal extracelular y los dominios
lectina-olfactomedina de latrofilina, formando asi un complejo trans-sinéptico
relacionado con migracion neuronal y sinaptogénesis (del Toro, et al.,, 2020).
Ademas, se plantea su participacion en la liberacién de neurotransmisores a traves
de la modulacién en los niveles de Ca?* (Silva, et al., 2011). Al momento, se han
reportado 4 teneurinas homologas en vertebrados (Ten-m1,2,3 y 4), teniendo una
expresion predominante en el sistema nervioso central, sobre todo en etapas
tempranas del desarrollo embrionario. Los cambios en su expresion se han

relacionado con procesos patologicos, sobre todo en su papel sobre la



desdiferenciacion celular, marcando una pauta importante para el aumento de la

proliferacion celular y facilitar el crecimiento tumoral (Graumann, et al., 2017).

Otro ligando descrito para latrofilinas son las proteinas transmembranales de un
solo paso conocidas como neurexinas (NRXN) (Boucard, et al., 2012). En
organismos vertebrados, estas proteinas son codificadas por tres genes (NRXN1,2
y 3), donde su expresion esta bajo el control de promotores independientes que dan
origen a las isoformas principales: la larga a-neurexina y la isoforma corta B-
neurexina. Ambas neurexinas contienen en su fraccion intracelular un motivo de
union a PDZ, sin embargo, las secuencias en la fraccion extracelular difieren entre
isoformas, las a-neurexinas contienen seis dominios LNS (laminin-neurexin-steroid-
binding hormone), seguidos de tres dominios tipo EGF, mientras las B-neurexinas
contiene una secuencia corta y especifica de B-neurexina, seguido de un dominio
LNS (Treutlein , et al., 2014). La interaccion Lphnl-NRX ocurre a través de los
dominios olfactomedina y LNS respectivamente, de forma curiosa tanto latrofilina
como neurexina pueden reconocer a-latrotoxina (Boucard, et al.,, 2012). La
neurotransmision y la diferenciacion de la sinapsis, son algunas de las funciones
descritas para NRXN, ademas, modula la actividad mitogénica de neuroligina-3,
proteina que al ser secretada en glioma activa la via oncogénica PI3K-mTOR
(Reissner, et al., 2013; Venkatesh, et al., 2015).

A través de ensayos de cromatografia de afinidad y espectrometria de masas,
O'Sullivan en el 2012 reporto la unién trans-sinaptica de Lphn con FLRT3
(fibronectin leucine-rich repeat transmembrane), una proteina transmembranal
glicosilada que tiene 10 repetidos ricos en leucina (LRR) y un dominio de
fibronectina tipo 3 (FN3). FLRT esta codificada por tres genes (FIrt 1,2,3) que se
expresan de forma abundante, pero no exclusiva, en zonas del hipocampo, entre
sus funciones descritas esta la regulacion de la densidad de sinapsis

glutamatérgicas, migracion y guia axonal (O'Sullivan, et al., 2012).

Las contactinas son proteinas unidas a membrana que pertenecen a la
superfamilia Inmunoglobulina (Ig), entre sus funciones esta la modulacién de la
adhesion celular en neuronas, ademas de facilitar su comunicacion con astrocitos y

oligodendrocitos, Esta familia de proteinas tiene seis miembros (CNTN1-6), entre



los cuales tienen una estructura conservada que consiste en seis repeticiones tipo
Ig, cuatro dominios tipo fibronectina Ill unidos a GPI (glicosilfosfatidilinositol) que
funciona como anclaje a la membrana extracelular (Chatterjee, et al., 2019;
Rudenko, 2017). Zuco y colaboradores en 2016 reportaron la interaccion de
contactina 6-Lphnl y con el uso de ensayos de agregacion determinaron que esta
union ocurre en configuracion cis. La sobreexpresion de Lphnl provoca la
disminucién de ramificaciones neuronales y tamafio del soma, ademas, aumenta la
expresion de caspasa-3, indicando por ende un proceso de apoptosis, sin embargo,
la unién con Cntn6 revierte estos efectos, funcionando como un regulador de la

neurotoxicidad y apoptosis.

2.2.2 Funciones asociadas a latrofilinas

Lphnl y Lphn3 se encuentran expresados de forma casi exclusiva en el cerebro,
por lo que no resulta sorprendente que las funciones descritas para ambos

receptores sean relacionadas con las conexiones neuronales.

Cruz-Ortega y Boucard en 2019, mediante el uso de neuronas hipocampales
transfectadas con Lphnl, observaron la disminucion de protusiones neuronales,
implicando la participacion de este receptor en la morfogénesis neuronal, ademas,
se ha mostrado su participacion en la liberacion de neurotransmisores (Matsushita,
et al., 1999; Boucard, et al., 2014; Silva, et al., 2011). Por otra parte, el homoélogo
de Lphn en Drosophila melanogaster dCirl/CG8639, funciona como un regulador de
la actividad eléctrica de neuronas cordotonales que surge en respuesta a estimulos
vibratorios e interactia con elementos de la maquinaria mecanotransductora,
demostrando de esta forma la actividad mecanosensora del receptor (Scholz, et al.,
2015). Mientras tanto, se ha reportado que Lphn3 participa en la formacién de conos
de crecimiento axonal y sinapsis glutamatérgicas (Nozumi, et al., 2009; O'Sullivan ,
etal., 2012). Los defectos en su expresion se han asociado con algunos desordenes

neuroldgicos tales como déficit de atencion e hiperactividad (Regan, et al., 2019).

Lphn-2 a diferencia de las otras isoformas, se expresa de forma ubicua en tejidos
de pulmon, higado y rifidn, por lo cual sus funciones no se limitan al sistema nervioso
central (Boucard, et al., 2014).



2.3 Latrofilina 2

Los reportes alrededor de Lphn2 sefalan una versatilidad en sus funciones.
Anderson y colaboradores en 2017 subrayan dos puntos importantes en relacion a
este receptor; el primero es que la expresion de esta isoforma es esencial para la
vida y desarrollo, dado que su deplecion total en tejidos no neurales causa letalidad
embrionaria en ratones. En segundo lugar, destacan su papel en el reconocimiento

y ensamblaje de la sinapsis en el hipocampo.

El corazén es uno de los érganos no neurales en los que se ha reportado la
expresion de Lphn2, su funcionalidad se direcciona en el desarrollo cardiaco en
etapas embrionarias. Se ha demostrado que los niveles de expresion de este
receptor influyen sobre procesos de transicidn epitelio mesénquima (TEM), evento
gue resulta necesario para el desarrollo normal del canal atrioventricular (AV). Se
ha evidenciado que los cambios en los niveles de calcio estan involucrados en la
sefalizacion TEM, en linea con ello, Lphn2 funciona como un regulador
transcripcional de proteinas clave en la modulacion del calcio presente en el canal
AV tales como SERCA2 y la subunidad alfalC de los canales de calcio de tipo L
(Doyle, et al., 2006). Adicionalmente, Lee y colaboradores en el 2019, revelaron la
importancia de Lphn2 sobre la diferenciacion del tejido cardiaco, donde deplecion
total del receptor en ratones provoca que no exista la expresion de factores de

trascripcion como Gata4, Nkx2.5 y Thx5, importantes en el desarrollo cardiaco.

Ademas, se relaciond la participacion de las latrofilinas con la liberacion de insulina,
a pesar de que Lphn2 no participa en este proceso se determiné que su acople a
proteinas G es a través de subunidad Gag/11 (Rothe , et al., 2019).

Por otra parte, Lphn2, se ha relacionado con procesos patolégicos como la
microcefalia, donde la variante de novo ¢.3785T>A (Leul262His) se asocia con
menor sulcacién cerebral, densidad neuronal y defectos sobre el vermis cerebeloso,
este ultimo es un fenotipo caracteristico de la romboencefalosinapsis (RES), por lo
cual este receptor parece ser el vinculo entre ambos padecimientos. De forma
interesante, la variante disminuye los indices de liberaciéon de Ca?* intracelular en

comparacion con el receptor WT, lo que conlleva a un aumento sobre la capacidad



adhesiva, pero disminucion de capacidad migratoria, siendo el posible el origen de

los defectos observados en microcefalia-RES (Vezain, et al., 2018).

Las alteraciones en la sefializacion o defectos en la expresion originados por
mutaciones son unos de los puntos mas estudiados alrededor de los receptores,
siendo el posible origen de mudltiples padecimientos como se muestra en la
microcefalia, por lo cual resulta interesante abordar esta probleméatica alrededor del
cancer, enfermedad que precisamente se caracteriza por la presencia de

mutaciones

2.3.1 Latrofilina 2 y su participacién en cancer

La metilacion es uno de los principales mecanismos epigenéticos que contribuyen
inestabilidad génica, esto a través del silenciamiento de genes entre ellos factores
de transcripcion, supresores de tumor, reparadores del ADN y antiapoptéticos, por
lo cual se considera como un factor epigendmico de la etiologia del cancer (Gonzalo,
et al., 2008). En linea con lo anterior, se ha reportado que la expresion de Lphn2
esta silenciada en seis lineas celulares de cancer gastrico y 13 colorrectales, esto
a causa del estado hipermetilado de la isla CpG localizada en su promotor. De forma
funcional, el estado de metilaciéon de Lphn2 influye sobre la quimiosensibilidad de
las células cancerigenas, mostrando que el aumento de su expresion disminuye la

sensibilidad al tratamiento con cisplatino (Jeon, et al., 2016).

En otro estudio donde caracterizaron mutaciones soméaticas presentes en diferentes
tipos de cancer, se report6 la presencia de la variante 278 A>P de Lphn2 en cancer
de ovario. Este cambio de base ocurre en el N-terminal especificamente en el
dominio olfactomedina, lo cual podria inducir a cambios en cuanto a la afinidad con
sus ligandos e incluso reducir la afinidad entre el NTF y CTF (Kan, et al., 2010). En
este mismo contexto, se ha comprobado que ciertas mutaciones afectan la
sefalizacion del receptor, por ejemplo, el cambio de leucina por alanina en la
posicién 1262, induce cambios en la organizacién del citoesqueleto, aspecto que ha
sido ampliamente estudiado debido a los posibles procesos en los que puede influir

tales como migracion y adhesion celular (Vezain, et al., 2018).
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2.4 Remodelaciéon del citoesqueleto de actina

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que la sobreexpresion de Lphn2,
induce cambios morfologicos en células HEK293T, como podemos observar en la
figura 3, la célula transfectada solo con GFP muestra una morfologia epitelial
aplanada, con presencia de estructuras de actina (lamelipodios y filopodios), en
caso contrario, la expresion de Lphn2 provoca redondeamiento de la célula y la
aparicion de blebs, lo cual se ve reflejado en la disminucién de pardmetros como
area y perimetro celular, cabe mencionar que estos efectos se conservan para
Lphnly 3 (Cruz-Ortega & Boucard, 2019).

| GFP | Lphn2™ |

| GFP+F-actin+DAPI |

F-actin

Figura 3. Células HEK293T transfectadas con Lphn2. Imagenes obtenidas por
microscopia confocal, en verde se muestra la expresion de Lphn2mVenus '|os nicleos
en azul (DAPI) y en magenta la F-actina (Rodamina-Faloidina). 1 Lamelipodios, A
Filopodios, A Blebs. Tomado y modificado (Cruz-Ortega & Boucard, 2019).
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De igual manera, la variante A278P, presenta efectos parecidos a Lphn2,
provocando que la célula se vuelva redonda, sin embargo, se conservan algunos
filopodios y se induce la formacion de blebs. En relacidén a los parametros celulares
permanecieron igual a Lphn2 con excepcion del perimetro celular (Ojeda Mufiz,
2019). Mientras tanto, la expresion de este receptor en células HeLa también induce
cambios en la distribucion de actina cortical, efecto que se ve potenciado con la
presencia de mutaciones en el fragmento citoplasmatico (CTF), sitio donde se
encuentra el motivo de union a PDZ (PBM, PDZ Binding Motif) (Vezain, et al., 2018).

2.5 Dominios PDZ

Los dominios PDZ, llamados asi por su identificacién en las proteinas PSD-95, DLG
y ZO-1, comprenden de 80-100 residuos de aminoacidos organizados en dos a-
hélices y seis cadenas [3-plegadas, estas estructuras a su vez forman una hendidura
hidrofébica con el motivo GLGF, crucial para la coordinacion de las interacciones

entre dominio y motivo de reconocimiento (Manjunath , et al., 2018).

La clasificacion de los dominios PDZ esta dada por la secuencia de reconocimiento:
la clase | se unen a residuos peptidicos en el C-terminal con una secuencia de
Ser/Thr-X-®-COOH, mientras que la clase Il reconocen ®-X-O-COOH y finalmente
la clase Il se une a Asp/Glu-X-®-COOH (® residuo hidrofébico, X cualquier
aminoécido) (Lee & Zheng, 2010).Los motivos de union a PDZ de las Latrofilinas
pertenecen a la clase | y se encuentran en regiones con alta homologia, por lo cual
estos son conservados entre las isoformas del receptor (LVTSL) (Figura 4) (Knapp
& Wolfrum, 2016; Meza-Aguilar & Boucard, 2014).
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Low homology

mPDZ

Figura 4. Motivo de union a PDZ de Lphn2. Secuencia del motivo de unién a PDZ
(LVTSL), también se indican sitios importantes de fosforilacién y palmitoilacion
(circulos rojos). Tomado y modificado (Meza-Aguilar & Boucard, 2014).

En relacion al papel del motivo de union a PDZ de las Latrofilinas, sobre los cambios
morfologicos que provoca su expresion en células HEK293T, se ha comprobado
gue la falta de este motivo en Lphnly 3 no tiene efecto sobre la remodelacion de la
actina, conservando células esféricas, sin lamelipodios o filopodios (Renddn Nava,
2018). Por lo anterior, se ha sefalado que parte de estos cambios, al menos para
Lphn1, estan influenciados por el N-terminal u otras vias de activacion del receptor,
recordando que tanto Lphnl y Lphn3 estan restringidos a cerebro por lo que las
redes de sefializacion que establecen pueden ser diferentes a las de Lphn2 (Cruz-
Ortega & Boucard, 2019).



En caso contrario, en células nerviosas de densidad post-sinapticas (PSD), se ha
demostrado que el PBM de las latrofilinas juegan un papel importante en su unién
con proteinas de andamiaje con motivos PDZ, entre ellas Shank y guanilato
quinasas asociadas a la membrana (MAGUK), tomando un papel central sobre la
localizacion de canales iGnicos, moléculas de sefializacion y moléculas de adhesion

a las sinapsis (Tobaben, et al., 2000).

2.5.1 Proteinas con dominios PDZ / guanilato quinasas y su interaccién con

latrofilinas

A través de ensayos de doble-hibrido, Tobaben y colaboradores en el 2000,
realizaron un sondeo de proteinas que tenian la capacidad de unirse al motivo de
unién a PDZ de Lphnl (CL1/CIRL), entre ellas destaco Shank, PSD-95 y MAGI.

La familia de proteinas con dominios SH3 y repeticién de anquirina (Shank)
esta codificada por tres genes: Shank1, Shank2 y Shank3. Esta familia de proteinas
comparte una estructura basada en multiples dominios de repeticion de anquirina,
un dominio SH3, un dominio PDZ y un motivo alfa estéril, gracias a ello funciona
como un puente de union indirecta con el citoesqueleto de actina. La cortactina, es
una de las proteinas que vinculan a proteinas Shank con la actina, siendo esta union
critica en la dindmica de la sinapsis debido a que mantienen la estabilidad de los
filamentos de actina en las espinas dendriticas (Figura 5) (Kreienkamp, et al., 2002;
MacGillavry, et al., 2016).

Proteina de la densidad postsinaptica de 95 kDa (PSD-95) o también conocida
como DLGA4, tiene tres dominios PDZ, un dominio de tipo guanilato quinasa (GK) y
un dominio de homologia SRC 3 (SH3), estos sitios le permiten unirse a diferentes
receptores, entre ellos los AMPAR (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico), NMDA (N-metil-d-aspartato) y multiples GPCR (Figura 6). La
union PSD-95/receptor le permite modular mdultiples funciones, desde su
mantenimiento en la membrana sindptica, trafico intracelular y su activacion.
Muchas de las proteinas de densidad postsinaptica tienen funciones redundantes e
incluso forman redes entre ellas, por ejemplo, el dominio GK de PSD-95 le permite

unirse Shank y por lo tanto a homer y cortactina, teniendo como consecuencia un
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efecto sobre la F-actina (Figura 5) (Dunn & Ferguson, 2015). No obstante, también
es capaz de unirse a la a-actinina, formando una red de acoplamiento de a-actinina
/ PSD-95 / AMPAR/ F-actina, formando parte de la red regulatoria del tamafio de las

espinas dendriticas (Matt, et al., 2018).
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Figura 5. Interaccion de Shank con el citoesqueleto de actina. Lphn/CIRL
interacciona con Shank a través del dominio PDZ, proteina que a vez se une a
cortactina, un importante regulador de la nucleacion de actina. Tomado y modificado
(Kreienkamp, et al., 2002).



La estructura de las proteinas guanilato cinasa asociadas a membrana invertida
(MAGiIs) consiste en un dominio PDZ en el amino terminal, seguido de un dominio
GK, tres de triptéfano-triptéfano (WW) y otros cinco dominios PDZ (Figura 6). MAGI
participa activamente en trafico de receptores a través del reclutamiento de [-
arrestinas, asi como la regulacion de las vias de sefializacion adjuntas, que incluyen
la via de ERK, RhoA y PLC, sin embargo, el efecto puede ser bidireccional, ya se
promoviendo la activacion o suprimiéndola, este dependera del receptor al que esta

proteina se acople (Hammad, et al., 2018).

Shank1 ANK 1 8H3l  PDZ

Shank2 €531 poz :SAM’
Shank3 ANK' ' [SH3) POz

PSD-95 Poz Poz Poz IEH3 ER|
MAGI-1 poz ERNWAINA Poz ! PDZ! PDZ! POZIPDZ
MAGI-2 PDZ @m\ipoz PDZ!PDZ! PDZ PDZ

MAGI-3 poz [CRWAEW Poz! PDZ 1 PDZ ! PDZIPDZ

Figura 6 . Estructura molecular de proteinas que interactian con el motivo de
union a PDZ de Latrofilina. La estructura de las proteinas incluye mdultiples
dominios de interaccion ademas del dominio (circulo amarillo) PDZ: dominios de
repeticion de anquirina (ANK), dominio SH3, motivo alfa estéril (SAM), dominio de
tipo guanilato quinasa (GK), dominio triptéfano-triptofano (WW). Tomado y
modificado (Dunn & Ferguson, 2015).
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l1l. JUSTIFICACION

Es evidente la relacion entre la expresion de Latrofilina 2 y la remodelacion del
citoesqueleto de actina, por lo que surgen dos cuestiones importantes alrededor de
este tema, la primera de ella es, qué parte del receptor participa en esta interaccion,
siendo el motivo de union a PDZ unas de las estructuras candidato, debido a su
participacion en diversos procesos biolégicos como la formacion de uniones
celulares, regulacion de la polaridad celular y de manera interesante en el transporte
y organizacion de proteinas que sirven de transductor de sefiales, por lo que este
motivo de unidn podria funcionar de andamiaje para proteinas asociadas al
citoesqueleto. Si bien, el motivo de unién a PDZ de Lphnly Lphn3 parece no estar
involucrado en estos cambios, Lphn2 al tener funciones y patrones de expresion
diferentes, podria desencadenar redes de interaccion que no tienen las otras

isoformas.

El segundo aspecto relevante de este proceso, es el efecto funcional que conlleva
esta interaccion, sobre todo en procesos patoldégicos como cancer, donde se ha
demostrado que ciertos cambios en el citoesqueleto, y la aparicion de mutaciones,
favorecen la progresion de esta enfermedad al facilitar procesos de migracion e
invasividad, por lo que resulta importante el estudio de la variante A278P y su efecto

sobre la sefalizacion del receptor.
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IV. HIPOTESIS

La sobreexpresion de Latrofilina 2 y de su variante A278P en células HEK293T
induce alteraciones sobre la morfologia celular. A nivel intracelular el receptor
cuenta con un motivo de union a PDZ, el cual funciona como sitio de anclaje para
proteinas asociadas actina, entre ellas Shank, MAGIy PDS-95. Por lo cual se piensa
gue esta secuencia participa en la remodelacion del citoesqueleto de actina inducida

por Lphn2 y su variante A278P.
V. OBJETIVOS

General

Evaluar el papel del motivo de unién a PDZ de Latrofilina 2 y la variante A278P

sobre la remodelacién del citoesqueleto de actina.

Especificos

e Generar construcciones de Lphn2v y A278P sin el motivo de uniéon a PDZ
(APBM)

e Evaluar la expresion proteica total de Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM.

e Determinar el efecto del motivo de union a PDZ sobre la expresion en
membrana de Lphn2v y de su variante Lphn2vA278P

e Determinar cambios en la organizacién del citoesqueleto de actina en células
HEK293T transfectadas con las construcciones de Lphn2vAPBM y de la
variante Lphn2vA278PAPBM.
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VI. DIAGRAMA DE TRABAJO

Generar construcciones

L2V-A278PAPBM L2VAPBM
Secuenciacion

Transfectar células HEK293T

Evaluar

Expresion de proteinas Morfologia celular

Resultados

Analisis de resultados

Discusidn y conclusiones
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: experimental

Sistema de estudio: se utilizara un modelo in vitro basado en la linea celular
HEK293T derivada del rifiobn embrionario humano y que contienen el antigeno T
SV40. Las células se mantendran a temperatura estable de 37°C con una atmosfera
de 5% de COg, cultivadas con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado al 10% de suero fetal bovino (SFB) mas 2 mM de GlutaMax y 1% de
penicilina y estreptomicina (penicilina 10,000 U/ml; estreptomicina 10,000 ug/ml).

Vector de clonacion: pCAGGS es un vector de expresion en mamiferos que esta
bajo el control del promotor AG y el enhacer CMV-IE ademas cuenta con una
secuencia de resistencia a ampicilina. La secuencia del promotor AG consiste en el
promotor B-actina de pollo (el primer exén y parte del primer intrén) que a su vez
esta unido a un fragmento de B-globina de conejo (segmento 3' del segundo intron

y parte 5' tercer exon). El tamafio del vector es de 4790 pb

Cepa bacteriana para transformacién: Escherichia coli DH5a con un genotipo F-
80dlacz M15 (lacZYA-argF) U169 recAl y AlhsdR17 (rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1
gyrA96 relAl.

Soluciones: Se enlistan los reactivos utilizadas a lo largo de los procedimientos

experimentales en las tablas a continuacion.

Tabla 1. Caracteristicas de la preparacion de reactivos utilizados en
materiales y métodos.

Procedimiento Reactivos Caracteristicas

Albumina  de  suero | Albumina (Sigma Aldrich # Catélogo: A-

bovino (BSA) 4503)
Cultivo celular 13. 48 gr de GK, 3.7 gr de bicarbonato
Medio DMEM de sodio, 1Lt de agua miliQ. Ajustar pH

a 7.2 y esterilizar por filtrado
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Medio DMEM al 10% de
SFB (50 mL)

5 mL de suero fetal bovino (SFB), 500 uL
de glutamina (2 mM) y 50 uL
Penicilina+Estreptomicina (1%)

PBS 1X

CORNING # Catéalogo: 55-031-PCR

Transformacion y
aislamiento de
bacterias

Agar LB (1 Litro)

10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 10 g de NaCl y 10 g de agar.
Ajustar pHa 7.0

Medio LB (1 Litro)

10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 10 g de NaCl. Ajustar pHa 7.0

Purificacion  de
ADN en gel

Buffer TE

10 Mm de Tris pH 8.0, 1 mM de EDTA
pH 8.0, agua miliQ

Buffer TAE 1X

40 mM de Tris-acetato, 1mM de EDTA,
agua miliQ

SYBR Safe LIFE

SYBR Safe (Invitrogen/ Thermo Fisher
Scientific #Catalogo: S33102) al 0.2 %
en agua miliQ

Marcador para ADN
(0.5-10kb)

Jena Bioscience, #Catalogo M-204S

Buffer de carga 6X para
ADN

0.25% azul de bromofenol, 0.25% xileno
cianol, 30% glicerol, agua miliQ

50 Mm de glucosa, 25 mM de Tris-Cl (pH

Solucion | 8.0), 10 mM de EDTA
Solucion I 0.2 N de NaOH, 1 % de SDS

- 5 M de CH3CO2K, 115 % de acido
Solucion I

acético glacial

Solucién de lisozima

Lisozima 10 mg/ml en Tris HCI pH 8.0

Western Blot

Buffer de carga 5X
(50 mL)

125 mL de Tris-HClI pH 6.8, 50%
Glicerol (25 mL), 3.86 gr de DTT 500
mM, 0.25% de Azul de bromofenol
(0.125 gr), 10% de SDS (5 gr), 12.5 mL
de agua miliQ

Buffer de corrida 5X
(1 Litro)

15.1 g de TRIS-base, 94 g de glicina,
50 mL de SDS al 10 %, aforar con agua

miliQ

Buffer de transferencia
1IX (L)

3.03 g de Tris base, 14.4 g de glicina,
200 mL de metanol, 25 mL de SDS, agua
destilada

Acrilamida al 30%

725 gr de acrilamida (Bio Rad
#Catalogo: 161-0107), 2.5 gr de N, N’-

(250 mL) metilenbisacrilamida, agua miliQ, filtrar
solucién y ajustar pHa 7.0
Tris-HCI pH 6.8 Acetato de Amonio Acetato de amonio
10M
. 1M Tris, aj H
Tris-HCI pH 8.8 de Tris, ajustar pH con

HCI
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TBS-Tween al 0.05%
(500 mL)

5 mL de Tris pH 8.0, 4.38 gr de NaCl,
250 uL de Tween 20

Membrana de
nitrocelulosa

Membrana Immobilon NC Transfer
(Merk Millipore #Catalogo: HATF00010)

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blot.

Anticuerpo Descripcion

. Policlonal hecho en conejo clase IgG.
Anti-FLAG Novusbio #Catalogo: NB600-308
ANti-GEP Policlonal hecho en conejo clase IgG.

Novusbio #Catalogo: NB600-308

Anti-Conejo fluorescente

IRDye 680D policlonal hecho en cabra
clase IgG.

LI-COR #Catalogo: 926-68071
Longitud de onda de excitacion: 676
Longitud de onda de emisién: 694

Anti-Ratén fluorescente

IRDye 800CW policlonal hecho en
burro clase 1gG.

LI-COR #Catalogo: 926-32212
Longitud de onda de excitacion: 778
Longitud de onda de emisién: 795

22



VIIl. MATERIALES Y METODOS

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La estrategia experimental

se disefiaron oligonucleodtidos sentido y antisentido que permitieron amplificar
pPCAGGS-Lphn2vA278P sin el motivo de unién a PDZ e insertar dos sitios de corte

(Tabla 3), esto por medio de PCR bajo las condiciones especificadas en la Figura

7.

Tabla 3. Disefio de oligonucledtidos

para obtener las construcciones de pCAGGS-
Lphn2Flagmvenus (hCAGGS-Lphn2v) y pCAGGS-Lphn2-A278PFlagmvenus (hCAGGS-

Lphn2vA278P) sin el motivo de union a PDZ, se realizaron en dos etapas. Primero

Oligo Secuencia 5’- 3’ (-Eg) Enzima
BR19001 (sentido) CTTACCTTAAGGCCATTGTGGAC 68.6 Aflll
BR19002 TATGCGGCCGCTTACTGCATCTG | 735 | Notl
(antisentido)

Reactivos 1rx (pL) Programa de PCR
Agua mili Q estéril 14.55
98°C por 3 min
Buffer 5 L
Desnaturalizacion inicial
DNA (5ng/ulL) 1 98°C por 10 seg
dNTPs 2
Alineamiento 58°C por 6 seg
Oligo sentido (10 uM) 0.5
Oligo antisentido (10 uM) 0.5 Elongacion* 68°C por 3.34 min
PMSO 125 Elongacion final 68°C por 7 min
Polimerasa 0.2
Volumen total 25 pL Terminacion 4Coo

Figura 7. Especificaciones de reactivos y programacion de PCR. El asterisco
denota el tiempo esta determinado por las pares de bases del fragmento que se va

a amplificar.
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Digestion enzimatica

El producto de amplificacién por PCR (amplicon) y el vector de expresion pCAGGS-
Lphn2Flag. mvenus (hCAGGS-Lphn2v) se sometieron a corte enzimatico con
endonucleasas por 3 horas a 37°C (Tabla 2). Las enzimas se adicionaron de forma
gradual, 1uL cada hora para el producto de PCR, mientras que el vector tuvo una
etapa adicional de inactivacion de enzimas a 65°C por 20 minutos, posteriormente
se trat6 con fosfatasa alcalina durante 2 horas a 37°C en una concentracion 1/100
de la enzima (0.5 pL de enzima en 50uL de Buffer 1X) y 2.4 uL de Buffer 10X.

Tabla 4. Especificaciones de reactivos para la digestion con endonucleasas.

Reactivos (1 rx) Amplicon de PCR (ul) pCAGGS-Lphn2v (ul)
Agua mili Q estéril 10.86 12

DNA 48 2

BSA 1 2

Buffer D (10X) 7.14 2

Enzimas (1 pl por cada Notl 2 Afll 2 Notl 1 Aflll 1
hora)

Volumen total 71 20

Purificacion de DNA en gel de agarosa

El ADN amplificado en la PCR y el vector de expresion se corrieron en geles de
agarosa al 0.8% con 1 pl de SYBR safe, durante 45 minutos a 80 voltios. Las bandas
resultantes se cortaron y purificaron con el kit QIAEX (#catalogo: 200021) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Al finalizar el protocolo se cuantifico la

concentracion de las muestras en el nanodrop 2000 de Thermo SCIENTIFIC.



Ligacion
La reaccion de ligacion para el amplicon de PCR y el vector, se realizdé a 16°C por

16 horas de acuerdo a las especificaciones mostradas en la tabla 3. La cantidad de

ADN (++) utilizada se calculé en funcion de la siguiente formula:

(ng de vector)(pb del inserto)

ng de inserto = 7b del vector

Mientras que el volumen para el vector se calcula en funcién de su concentracion
con la férmula:

e Donde c representa la concentracion del ADN obtenido de la purificacion

Tabla 5. Reactivos para ligacion

Ligacién de fragmentos

CN (ul) 1:1 (i)

Agua

4.13

Completar a 10

Vector (50 ng)

I

I

Fragmentode ADN | - ++
Buffer Ligasa 1 1
Ligasa T4 1 1
Volumen final 10 10

Transformacion de bacterias competentes.

Los productos de la ligacion se incubaron con 200 pl de bacterias competentes
(E.coli DH5a) por 30 minutos en hielo. Posteriormente se generd un choque térmico,
incubando a 42°C por 45 segundos y cambiando a hielo rapidamente. A
continuacion, se agregaron 800 ul de medio LB sin antibidtico y se pusieron en
agitacion a 220 rpm por 1 hora a 37°C. Al terminar, se sembraron 200 pl de las
bacterias en placas de medio LB con ampicilina (100 ug/mL), teniendo una

incubacion final a 37°C por 16 horas.
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Las unidades formadoras de colonias (UFC) fueron contabilizadas y seleccionadas.
Las colonias se picaron con una punta estéril que se depositoé en tubos con 2 ml de
medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y se incubaron a 37°C por 16 horas en

agitacion (220 rpm).

Extraccién de ADN plasmidico a partir de miniprep

Las bacterias transformadas se depositaron en tubos eppendorf que fueron
centrifugados a 12,000 rpm durante 2 min a 4°C, se descanto el sobrenadante,
teniendo cuidado de retener la pastilla en el fondo, la cual se resuspendi6 en 100 pl
de solucion de lisis 1 fria (4°C), posteriormente se le agreg6 200 pl de solucion Il a
TA, asegurando su homogenizacion por inmersién. A continuacién, se afiadio 200
pl de cloroformo y 150 pl de solucion 3 fria (4°C), se mezcld por inversién por 10
segundos y se dejé en hielo por 3 min, para luego hacer una centrifugacién a 12,
000 rpm por 5 min a 4°C, el sobrenadante obtenido se pasé a un tubo nuevo, donde
el ADN se precipito con 2 volimenes de etanol al 100% a TA.

Se realiz6 una ultima centrifugacion a 12,000 rpm a 4°C por 5 min y el sobrenadante
se aspird. La pastilla en el fondo se lavé con etanol al 70% a 4°C, removiéndolo
rapidamente y se dejo secar el pellet, como ultimo paso se resuspendié 50 pl de
buffer TE.

Midiprep

A partir del ADN de la miniprep, se realizé una segunda transformacion de bacterias
competentes y de las UFC que crecieron se sembraron en 2 mL de medio LB y se
incubaron 8 horas a 37°C con agitacion de 220 rpm. Posteriormente, se tomaron
100 ul de la suspension bacteriana y se colocaron en 500 ml de medio LB con
ampicilina (100 pg/uL), dejando en incubacion por 16 horas a 37°C en agitacion

constante de 220 rpm.

e Extraccion de ADN por lisis alcalina

Las suspensiones bacterianas procedentes de la midiprep se pasaron a tubos
Falcon para ser centrifugadas a 7500 rpm por 15 min a 4°C y asi lograr la

sedimentacion de bacterias. Posteriormente, la pastilla obtenida fue resuspendida
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en 3 mL de solucion de lisis 1 fria (4°C), 450 pl de solucion de lisozima (4°C) y 6 mL
de solucion 2 a TA, realizando una homogenizacion por inversién. En seguida, se
adiciono 6 ml de cloroformo y 3 ml de solucion 3 fria (4°C), repitiendo una

centrifugacion a 5000 rpm por 12 min a 4°C.

El sobrenadante se pasé a tubos nuevos afadiéndoles 0.6 veces su volumen
equivalente en isopropanol, mezcla que también fue centrifugada por 12 minutos a
5000 rpm 4°C y la pastilla resultante se lavo con etanol al 70% (4°C) y se disolvié
en 500 ul de buffer TE.

Purificacion de ADNp por PEG

A las muestras de ADNp (500ul) se les adiciond un volumen equivalente de LiCl 5M,
seguido de una centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C, donde se recupero
el sobrenadante en un tubo nuevo con un volumen igual de isopropanol, dejando
incubar a temperatura ambiente (TA) por 10 min. Una vez terminada la incubacion
se centrifugo a 13,000 rpm por 10 min en 4°C. y la pastilla resultante se lavé con
etanol al 70% y se disolvié en 500 ul de Buffer TE con RNasa (20 pG/ pL).

La pastilla disuelta se incubo a 22°C por 30 min, a continuacién, se agregaron 500
ul de polietilenglicol (PEG) al 13% y se realiz6 una segunda incubacion durante 20
min a -20°C. Al término de la incubacién, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm
por 15 min a 4°C y la pastilla resultante se resuspendié en 500 pl de Buffer TE,
donde se adiciono 500 pl de una solucion de fenol/cloroformo, realizando una
posterior centrifugacion de esta mezcla a 13,000 rpm por 5 min a 4°C. Se recuperd
la fase acuosa y se transfirié a un tubo nuevo con 120 pl de acetato de amonio (10M)
y 2 volumenes de etanol absoluto, mezclando por inversion e incubando a TA por
10 min. Finalmente, se vuelve a centrifugar a 13,000 rpm por 12 min a 4°C y la

pastilla resultante se lavo con etanol al 70% y se disolvié en 200 pl de TE.

Secuenciacion
La delecion del motivo de unién a PDZ de Lphn2vy Lphn2vA278P se comprobd por
secuenciacion, utilizando el Servicio de Secuenciacion del Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnologica A.C. (IPYCIT).

27



Preparacion de cubreobjetos

Cubreojetos de 1mm grosor se lavaron de forma consecutiva con etanol al 70% y
absoluto, una vez secos se esterilizaron en luz UV por 20 min. Se colocaron en el
fondo de las placas de cultivo celular de 12 pozos y en su superficie se les afiadio
700 pl de medio condicionado. Estos se dejaron incubando por 24 horas a 37 °C en
una incubadora con una atmosfera de 5% de COg, para posteriormente ser retirados
y realizar lavados con agua y PBS 1X a TA.

Transfecccién de células HEK293T

Llegada a una confluencia del 90% las células HEK293T fueron sembraron en
placas de 6 pozos (recomendado para extraccion de proteinas) y en placa de 12
pozos (microscopia confocal). La preparacion del complejo DMEM basal, DNA y
polietilenimina linear (PEI 25K) se hicieron en tubos eppendorf de acuerdo a la Tabla
6.

Tabla 6. Complejo de transfecccion

Complejo 1:3 Placas de 6 pozos (ul) Placas de 12 (ul)
DMEM basal 484 210

DNA (ug/ul) 4 1.33
Polietilenimina 12 4
Volumen final por pozo 2ml 1ml

La mezcla fue agitada en vortex por 30 segundos e incubada por 30 min a TA. Una
vez terminada la incubacion, las células sembradas se lavaron con PBS 1X a TAy
se les agrego 500 yul DMEM basal para placas de 6 pozos o 286 pl para placas de
12 pozos, después se adicion6 cuidadosamente el complejo de transfeccion gota a
gota sobre las células, dejando una incubacién de 30 min a 37 °C. Para finalizar se
completo el volumen de cada pozo con DMEM al 20% de suero fetal bovino (SFB),
1 ml para placas de 6 y 286ul para placas de 12 y se dejaron incubando por 16
horas para extraccion de proteinas o 19 horas en el caso de microscopia confocal
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a 37 °C con una atmosfera de 5% de COz2. Al finalizar la incubacion se realizo un
lavado con PBS 1X a TA para retirar el complejo y se afladi6 DMEM suplementado
con SFB al 10%. Las placas se dejaran incubando hasta que cumplan 48 horas en

las mismas condiciones.

Extraccion de proteinas totales

Las células HEK293T que completaron 48 horas transfectadas por el método de
PEI, se lavaron con PBS 1X a TA y se incubaron por 30 min a -80°C. Con la finalidad
de generar un choque térmico se coloco la placa a 37°C por 30 segundos y se
cambié rapidamente a hielo. A cada pozo se le adiciono 200 ul de Buffer de carga
a 1X y las células se levantaron con espatulas de plastico para ser colocadas en
tubos eppendorf. Para homogenizar las muestras de proteina se realizaron pasajes
por jeringas de insulina y finalmente se incubaron por 30 min a 37°C. Se guardan a
-20°C hasta su uso.

Western Blot

Las muestras de proteinas totales se corrieron en geles de poliacrilamida al 10%
por 120 min a 80 voltios y posteriormente se realizé una transferencia de proteinas
a membranas PVDF por 3 horas a 250 mA a 4°C, seguido de un blogueo de dos

horas con BSA al 3% en TBS-Tween durante dos horas a TA.

La membrana se incubo a 4°C por 16 horas con el anticuerpo primario para detectar
FLAG (anti-FLAG 1/1000), GFP (anti-GFP 1/2000) y a-tubulina (1/1000). Al finalizar,
se realiz6é una serie de lavados consecutivos con TBS-Tween y TBS por 10 min y
se puso el anticuerpo secundario anti-conejo para FLAG/GFP y anti-ratén para a-
tubulina, ambos a una concentracion 1/10,000 en TBS por 1 hora a TA. Se repitieron
la serie de lavados y se revelo la fluorescencia en Li-Cor Odysseey Blot Imager. Se
utilizé el canal rojo (700) para Anti-Conejo fluorescente (676/694 nm) y el canal
verde de 800 para Anti-Ratén fluorescente (778/795 nm).

Deteccidn de la expresion del receptor en la superficie celular (DECS)

Células HEK293T que cumplieron 16 horas de transfeccién fueron lavadas con PBS

1X a TA y agregaron 250 pl de tripsina 1X por 3 min. Posteriormente se les afiadié
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750 pl de DMEM suplementado con SFB al 10% y se resuspendieron
cuidadosamente. De esta mezcla, se tomaron 400 pl y se diluyeron en 600 pl de
DMEM suplementado con SFB al 10%, se resuspendieron y se resembraron 120 pl
de células en una placa de 96 pozos que fue previamente tratada con poli-L-lisina

al 1% (5 réplicas por muestra).

48 horas post-transfeccion, las células se lavaron con PBS 1X a TA 'y se fijaron con
paraformaldehido 4% a 4°C (PFA) por 10 minutos. Las células fijadas se incubaron
en solucion de bloqueo (BSA 3% y azida al 0.1% en PBS 1X) por 1 hora, al finalizar,
se procedio a colocar el anticuerpo anti-FLAG (1/1,000) por una hora y después el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano en una dilucién 1/7,000,
todas las incubaciones fueron a TA, pero con los reactivos conservados durante el

procedimiento a 4°C (se realizan lavados entre anticuerpos).

Para la reaccién colorimétrica se agregaron 100 pl de sustrato de peroxidasa de
rabano y se realizaran lecturas de absorbancia a 650 nm por 30 minutos con

agitacion constante.

Preparacién de muestras para microscopia confocal

Células HEK293T que cumplieron 48 horas transfectadas fueron lavadas con PBS
1X a TA y fijadas con PFA al 4% por 15 min a 4°C. A continuacion, se
permeabilizaron las células con Triton X-100 al 0.1% por 7 min a TA y se repitieron
los lavados de PBS 1X a 4°C. Se procedi6 a colocar la rodamina-faloidina (1/100)
dejando reposar 1 hora en oscuridad a TA y posteriormente se realizaron lavados
con PBS1X a4°Cy se agreg6 50 ul de DAPI (300nM) por 5 min, repitiendo un dltimo
lavado con PBS 1X y para finalizar se mont6 la muestra sobre cubreobjetos con

10ul de gelvatol.

La lectura de las muestras se realizo en el microscopio de escaneo laser confocal
Leica TCS SP8 con el objetivo de inmersion 100X (tabla 5) y los resultados se

analizaron en el software LAS-AF Lite de Leica version 3.3.10134.0.
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Tabla 7. Caracteristicas de lectura en microscopio confofal

Laser de diodo marca Fluoroéforo Ventana de excitacion/emision
Lasos (nm)

Azul DAPI 430 /476

Verde mVenus 495/545

Rojo Rodamina-faloidina 560/610

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron con = error estandar. Para el analisis estadistico se

utilizé el andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) seguido de una comparacion
multiple con el método de Sidak y prueba t-Student, utilizando el programa

GraphPad 6.01 Se tomara un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.

El codigo utilizado para determinar la significancia estadistica es el siguiente.

Simbolo Significado
*[+ P <0.05
*k P <0.01
Kk P < 0.001

Fkkk P <0.0001
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IX. RESULTADOS
Construcciones pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM y pCAGGS-Lphn2vAPBM

Con la finalidad de obtener el plasmido de la variante A278P sin el motivo de unién
a PDZ (APBM), se disefiaron oligos sentido y antisentido que excluyeran la
secuencia del motivo e incluyera los sitios de corte con las enzimas Afll y Notl,
obteniendo asi por PCR convencional, la secuencia amplificada de
Lphn2vA278PAPBM con tamafio de 3372 pb (Figura 8).

BR19001
(A Lphn2vA278PAPMB

kb
10

Lphn2vA278P —
3372 pb

BR19002
(Notl)

1.5

Notl

Figura 8. Producto de PCR de pCAGGS-Lphn2vA278P sin el motivo de unién
a PDZ. Los oligos sentido (BR19001) y antisentido (BR19002) se utilizaron para
amplificar la secuencia de Lphn2vA28P (rojo) sin la secuencia del PBM (azul) dando
lugar a un amplicon de PCR de 3372 pb, que fue revelado en gel de agarosa con
bromuro de etidio.

El amplicén obtenido de la PCR y el vector (pCAGGS-Lphn2vA278P) se sometieron
a cortes con endonucleasas Afll y Notl, obteniendo fragmentos de 3,356 pb y 6756
pb respectivamente, los cuales fueron purificados para posteriormente hacer la

reaccion de ligacion.
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La construccion obtenida de la ligacion pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM se utilizd
para transformar bacterias E. coli DH5a, las cuales fueron sembradas en placas de
agar LB con ampicilina. Las unidades formadoras de colonias obtenidas se
seleccionaron para extraer el ADNp y comprobar el tamafio del constructo de 10,112
pb con el patron de bandas obtenidos del corte enzimatico con EcoRI (5330, 2872
y 1911 pb) (Figura 9). Resultados que fueron corroborados con la secuenciacion,
donde se muestra la presencia de la mutacion A278P (oligo EY180005) y la delecion
del motivo de unién a PDZ (oligo EY18009) (Anexo 1).

a) Sitios de corte de EcoRl en Lphn2vA278PAPBM b) Patrén de bandas con cortes de EcoRl

EcoRI Lphn2vA278PAPBM
& SRR

[N
o

EcoRI

<5330 pb

pCAGGs Lphn2vA278PAPBM

10,112 pb

w b o ®

<2871 pb

<1911 pb

N

Figura 9. Comprobacion por cortes enzimaticos de ANDp de pCAGGS-
Lphn2vA278PAPBM. a) Mapa de la construccion A278P sin el motivo de union a
PDZ con un tamafio de 10, 112 pb, donde muestra tres sitios de corte con EcoRl,
b) Las bandas obtenidas fueron similares al patrén que muestra la digestion in silico.
ADNBp sin restringir (SR) y restringido con EcoRlI (R).

En una segunda etapa, se procedi6 a obtener la construccion pCAGGS-
Lphn2vAPBM, esto por medio de digestion enzimatica de Lphn2vA278PAPBM con
Kpnl, la cual reconoce sitios adyacentes a la variante A278P, donde sera
reemplazado por la secuencia WT de Lphn2 (Figura 10). Los fragmentos de 2,890
pb de la secuencia WT y 7221 pb de Lphn2vA278PAPBM fueron purificados y
sometidos a ligacion, para posteriormente transformar bacterias competentes E. coli
DH5a y obtener colonias que integraron el plasmido, esto se comprobd con
digestion enzimatica de Xbal (7982 y 2129 pb) y su posterior secuenciacion (anexo
2).

33



SR Xbal

<7982 pb

pCAGGs Lphn2vAPBM

pCAGGs Lphn2vA278PAPBM — Xbal

10,111 pb

<2129 pb

> 10,111 pb
Kpnl - A278p

Figura 10. Construccién de pCAGGS-Lphn2vAPBM. Lphn2v WT vy
Lphn2vA278PAPBM se sometieron a digestion con la endonucleasa Kpnl, esto con
la finalidad de excluir el fragmento con la variante (1) y reemplazarla con la
secuencia WT (2), obteniendo asi un plasmido de 10,111 pb, tamafio que fue
comprobado con la enzima Xbal.

Expresion de pCAGGS-Lphn2vAPBM y pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM en
células HEK293T: proteinas totales

Células HEK293T con una confluencia del 85% fueron sembradas en placas de 6
pozos y posteriormente transfectadas con pCAGGS-Lphn2vAPBM y pCAGGS-
Lphn2vA278PAPBM por el método de PEI (polietilenimina). Al cumplir 48 post-
transfeccion se realizd la extraccion de proteinas totales, esto con la finalidad de
evaluar la expresion de las construcciones a través de ensayos de Western Blot.

Cabe mencionar que el receptor Lphn cuenta con un sitio de autoprotedlisis en el
dominio GAIN, generando dos fragmentos del receptor denominados NTF
(fragmento N-terminal) y CTF (fragmento C-terminal). Ambas construcciones tienen
etiquetas que permiten detectar el receptor completo (RNC) y fraccionado en NTF

y CTF, siendo las marcas de FLAG y mVenus respectivamente.

Con base en lo anterior, se realizo la deteccion del receptor completo (RNC) y el

NTF con el anticuerpo anti-Flag, como se puede ver en la Figura 11 a-b, las bandas
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con un peso aproximado ~207 kDa corresponden al RNC, mientras que para el NTF
se observan dos bandas de distinto peso, pero se mantienen en el rango esperado
de ~120 kDa, también se realizé la detencidon de a-tubulina ~55 kDa como control
de carga. Los datos cuantitativos de la intensidad de fluorescencia de tres
experimentos independientes se pueden observar en la figura 11 c-h, donde Lphn2v
(WT) y Lphn2vA278P representan el 100% de expresion. Los datos cuantitativos
para Lphn2vAPBM en RNC (120% + 11), NTF (106% * 7) y proporcién NTF/RNC
(89% + 9) no son estadisticamente significativos al ser comparados con Lphn2v
(WT) (Figura 11 c-e). En relacion a Lphn2vA278PAPBM en comparaciéon con
Lphn2vA278P (Figura 11 f-h), las graficas no indican diferencias de expresion en el
RNC (83% = 17) y el NTF (53.9% % 18), siendo que en esta ultima muestra una
disminucion que no resulta significativa, sin embargo, se refleja en los resultados de
ratio NTF/RNC donde disminuye hasta el hasta 63% para Lphn2vA278PAPBM
(p<0.05).

Por otra parte, en la fraccion del CTF del receptor se encuentra la etiqueta mVenus,
que puede ser detectada con el anticuerpo anti-GFP. Como podemos ver en la
Figura 12 en el panel a y b, las bandas detectadas en ~207 kDa corresponden al
receptor no cortado y las que se encuentran en ~87 kDa son del CTF. EL analisis
de la intensidad de fluorescencia para Lphn2vAPBM en los paneles c-e de la Figura
12, muestran la expresion de RNC en 99%( + 43), CTF 121 % (+ 45) y la proporcion
CTF/RNC 181% (£ 53), resultados que al ser comparados con Lphn2v (100%) no
resultan ser estadisticamente significativos. En linea con lo anterior, en las graficas
para Lphn2vA278PAPBM en comparacioén con Lphn2vA278P (100%) tampoco se
observan diferencias en los niveles de expresion para RNC (128% * 25), CTF
(120%, + 27) y la proporcion CTF/RNC (95% + 17) (Figura 12 f-h)
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Figura 11. Expresion proteica de Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM
detectados con anti-Flag. a) Representacion esquematica del receptor y sus
fracciones detectadas a partir del corte autoproteolitico con el anticuerpo anti-FLAG,
b) imagen representativa de los 3 ensayos independientes de Western Blot, de
proteinas totales de células sin transfectar (ST) y células transfectadas con Lphn2yv,
Lphn2vAPBM, Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM: c) cuantificacion del RNC,
d) NTF y e) Ratio NTF/RNC de Lphn2vAPBM en comparacion con Lphn2v f)
cuantificacion del RNC, g) NTF y h) Ratio NTF/RNC de Lphn2vA278PAPBM
comparado con Lphn2vA278P. URF: Unidades relativas de fluorescencia. Andlisis
estadistico con la Prueba t-Student (* p<0.05) * error estandar.
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Figura 12. Expresion proteica de Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM
detectados con anti-GFP. a) Representacion esquematica del receptor y sus
fracciones detectadas a partir del corte autoproteolitico con el anticuerpo anti-GFP,
b) imagen representativa de los 3 ensayos independientes de Western Blot, de
proteinas totales de células sin transfectar (ST) y células transfectadas con Lphn2v,
Lphn2vAPBM, Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM: c) cuantificacion del RNC, d)
NTF y e) Ratio NTF/RNC de Lphn2vAPBM en comparacion con Lphn2v f)
cuantificacion del RNC, g) NTF y h) Ratio NTF/RNC de Lphn2vA278PAPBM
comparado con Lphn2vA278P. URF: Unidades relativas de fluorescencia. Andlisis
estadistico con la Prueba t-Student con * error estandar.
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Expresion de pCAGGS-Lphn2vAPBM y pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM sobre la
membrana celular

Con el objetivo de determinar el efecto del motivo de union a PDZ sobre la expresion
en membrana del receptor, se transfectaron células HEK293T con las
construcciones APBM por 48 horas y posteriormente fueron fijadas sin
permeabilizar para permitir la deteccion del NTF extracelular con anti-FLAG (Figura
13). El vector pCMV fue utilizado como control (100%), con base en ello el
porcentaje de expresion en membrana de Lphn2v es 372%, valor que disminuye
significativamente al deletar el motivo de unién a PDZ en Lphn2vAPBM (300%),

mientras que Lphn2vA278P logra un nivel de expresiéon en membrana del 199%.

De forma general, todas las construcciones analizadas tienen un aumento de su

expresion en membrana en relacion al control (pCMV).

Expresidon en superficie celular

500 -

* %k %k %k %

400 -

300+

200-

% expresion
(unidades arbitrarias)

100-

Figura 13. Efecto del PBM sobre la expresion del receptor en superficie celular.
Se realiz6 la deteccion del NTF expuesto en membrana celular de pCMV, Lphn2v,
Lphn2vAPBM y Lphn2vA278P en células HEK293T fijadas con PFA al 4%. La
reaccion colorimétrica se cuantifico en una densidad 6ptica de 650 nm. Analisis
comparativo con Sidak’s, * error estandar. N=1 con 5 réplicas por muestra. * (p £.05)
**(p £0.01) ****(p < 0.0001).
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Efecto de APBM sobre la morfologia de células HEK293T

Con el propdsito de determinar el efecto del motivo de union a PDZ sobre la
morfologia celular, se realizaron transfecciones de pCAGGS-Lphn2vAPBM vy
pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM en células HEK293T, las cuales posteriormente

fueron tefiidas y analizadas por microscopia confocal.

En la figura 14 podemos observar la morfologia de las células HEK293T con cada
uno de las costrucciones transfectadas, los cuales fueron detectados por la sefal
mVenus que se encuentra acoplado en el CTF (verde). Las células que expresan
Lphn2v muestran de manera general, una forma redondeada y denotan la ausencia
de estructuras de actina, efecto que es similar para Lphn2vA278P. Por el contrario,
las células con los receptores que tienen ausente el motivo de unién a PDZ,
Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM, se muestran mas extendidas e incluso tienen

estructuras de actina tales como filopodios y lamelipodios.

Lphn2vAPBM

Lphn2vA278P Lphn2vA278PAPBM

10.0 ym

mVenus/DAPI/actina-F

100 um

10.0 pym
1

o

Actina-F

Figura 14. Cambio en la morfologia de células HEK293T en ausencia del
motivo de unién a PDZ. Imagenes obtenidas con microscopio de escaneo laser
confocal Leica TCS SP8 de células HEK293T transfectadas con Lphn2v(a-a’),
Lphn2vAPBM(b-b’), Lphn2vA278P(c-c’) y Lphn2vA278PAPBM (d-d’) (100X). En
verde se muestra la sefial de mVenus acoplado en el CTF del receptor, en rojo el
citoesqueleto de actina tefiido con rodamida-faloidina y en azul el nucleo celular
(DAPI). Flecha blanca-Filopodios, punta de flecha-lamelipodios. Imagenes
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representativas de 4 experimentos independientes, Lphn2v (N=51), Lphn2vAPBM
(N=55), Lphn2vA278P (53) y Lphn2vA278PAPBM (N=49). Escala de 10 pum.

En referencia a la morfologia celular observada en microscopia confocal, se realizo
la cuantificacién de poblacién celular con estructuras de actina (Figura 15). En los
resultados se observa que un 48% (+ 15.2) de las células transfectadas con Lphn2v
tienen filopodios, mientras que Lphn2vAPBM tiene un 84 % (+ 6.3), el analisis
comparativo entre ambos grupos no muestra diferencia significativa. De forma
similar, el andlisis comparativo de la poblacién celular con filopodios de
Lphn2vA278P (79% + 6.5) y Lphn2vA278PAPBM (85% + 6.6) no tienen cambios

significativos (Figura 15-a).

De forma notable, Lphn2vAPBM tiene un aumento significativo del 85% (+ 5) de
células con lamelipodios, mas del doble de las que tiene Lphn2v con 40% (£ 9), de
forma contraria, no se observan cambios entre Lphn2vA278P (64.25 + 9.6) y
Lphn2vA278PAPBM (83.25 + 5) (Figura 15-b). Finalmente, en los resultados
obtenidos en relacion a los blebs, Lphn2v tiene un 29 % (+10) de poblacion con
blebs y Lphn2vAPBM un 7% (£2.6) sin mostrar cambios significativos, resultados
similares se obtienen para Lphn2vA278P (30 £3.7) y Lphn2vA278PAPBM (12 +2.4)
(Figura 15-c).

En general, los resultados indican que no existe un efecto del motivo de union a
PDZ sobre la formacion de filopodios y blebs, aunque en este Ultimo hay una
tendencia a la disminucién en la poblacion celular. Sin embargo, se observo un
aumento significativo en la poblacion que contiene lamelipodios cuando se deleta el

motivo de unién a PDZ en Lphn2v, pero no en Lphn2vA278P.
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Figura 15. Cambios poblacionales de las estructuras de actina inducidos por
el motivo de union a PDZ. A partir de las imagenes obtenidas por microscopia
confocal de celulas HEK293T transfectadas con Lphn2v, Lphn2vAPBM,
Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM por el método de PEI, se realizaron las
cuantificaciones porcentuales de las estructuras de actina de forma poblacional: a)
filopodios, b) lamelipodios y c) blebs, valores que fueron expresado en %. Imadgenes
representativas de 4 experimentos independientes, Lphn2v (N=51), Lphn2vAPBM
(N=55), Lphn2vA278P (53) y Lphn2vA278PAPBM (N=49). Analisis comparativo con
Sidak’s, **(Lphn2v vs Lphn2vAPBM, p < 0.01) % error estandar.

Para caracterizar el efecto del PBM sobre las estructuras de actina se realizo un
conteo por célula de filopodios, lamelipodios y blebs (Figura 16). Como se puede
observar en las graficas de la figura 16-a, Lphn2v WT tiene en promedio 3 filopodios
por célula, mientras que el efecto de deletar el motivo de unién a PDZ resulta en un
aumento significativo de hasta tres veces este valor, con 9 filopodios por célula en
Lphn2vAPBM (p<0.005). De manera similar ocurre en el analisis comparativo entre
Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM, donde el primero tiene un promedio de 4
filopodios por célula mientras el segundo tiene un aumento significativo de 6
filopodios.

Por otra parte, en el analisis de frecuencias de la figura 16-b, Lphn2v concentra casi
el 60% de su poblacion celular con 0 filopodios, distribuyendo el restante en rangos
de 2 a 10 filopodios por célula, sin embargo, Lphn2vPAPBM, tiene un rango de
distribucion mas amplio (0-20) donde las frecuencias mas altas del 20 % se
concentra en dos rangos 0 y 6 filopodios, a diferencia de Lphn2v los valores

restantes no tienen una disminucién gradual en rangos mas altos, mas bien se
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distribuye heterogéneamente. Lphn2vA278P muestra el 30% de su poblacién con 2
filopodios y el restante se distribuye gradualmente en rangos mas altos, siendo la
maxima de 12 filopodios por célula, sin embargo, Lphn2vA278PAPBM, tiene un
rango de distribucion de 0-20, donde la frecuencia mas alta, casi el 30 % se
concentra en 4 filopodios, destacando que solo las construcciones APBM

alcanzaron el valor maximo de 20 filopodios.

En la cuantificacion de lamelipodios por célula se puede observar que Lphn2v tiene
1.5 de valor promedio, valor que resulta duplicado para Lphn2vAPBM con 3
lamelipodios (p<0.005). En referencia a Lphn2vA278P, los valores se mantienen
equiparables a Lphn2vA278PAPBM, teniendo un promedio cercano a 2
lamelipodios por célula (Figura 16-c). En el analisis de frecuencias, Lphn2v
concentra al 60% de su poblacién celular con 0 lamelipodios, las frecuencias
restantes se distribuyen en un rango de 1-5, en tanto Lphn2vAPBM tiene un rango
de distribucion mas amplio de 0-9 lamelipodios, donde las frecuencias no se
concentran en un solo rango. Para Lphn2vA278P se observa el pico maximo de
frecuencias (casi 40%) en 0O lamelipodios, mientras el restante disminuye
gradualmente llegando al maximo de 7 Ilamelipodios, en cambio
Lphn2vA278PAPBM tiene un maximo de 8 lamelipodios por célula, obteniendo un
patron de distribucion a analogo al de Lphn2vA278P (Figura 16-d).

La ultima estructura de actina analizada fueron los blebs por célula, donde no se
observan cambios significativos para Lphn2vAPBM en comparacién de Lphn2v,
ambos receptores tienen un promedio de 2 blebs por célula. Igualmente, el andlisis
comparativo de Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM no arroja diferencias,
conservando un promedio de 1 bleb por célula (Figura 16-e). En la figura 16-f, se
observa que Lphn2v y Lpphn2vA278P concentran al 70% de su poblacién celular
con O lamelipodios, alcanzando valores maximos de distribucion en 6 blebs, a
diferencia de ello Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM tienen mas del 90% de su
poblacién con blebs con 0 blebs, donde el rango maximo de distribucién fue de 4 y

3 blebs respectivamente.
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Figura 16. Cambios en las estructuras de actina por el motivo de unién a PDZ.
A partir de las imagenes obtenidas por microscopia confocal de 4 experimentos
independientes, se realizaron las cuantificaciones de las estructuras de actina por
célula y se graficaron la distribucion de frecuencias: a-b) filopodios, c-d)
lamelipodios y e-f) blebs. Lphn2v (N=51), Lphn2vAPBM (N=55), Lphn2vA278P
(53) y Lphn2vA278PAPBM (N=49). *(Lphn2v vs Lphn2vAPBM), +(Lphn2vA278P
vs Lphn2vA278PAPBM). Analisis comparativo con Sidak’s, = error estandar.
**(p<0.01), ***(p<0.0001), +(p<0.05).
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Efecto del motivo de unién a PDZ sobre parametros celulares

Para denotar cuantitativamente los cambios morfolégicos observados en las células
HEK293T, se realiz6 la medicion de parametros celulares a partir de las imagenes
obtenidas por microscopia confocal. Lphn2vy Lphn2vA278P fueron utilizados como
controles  comparativos para  Lphn2vAPBM y  Lphn2vA278PAPBM,

respectivamente.

Como se puede observar en las graficas de la figura 17-a, las células que expresan
Lphn2v tienen un perimetro promedio de 54 pm, valor que aumenta
significativamente en Lphn2vAPBM con 87 um. En los datos para Lphn2vA278P no
se observan cambios al ser comparados con Lphn2vA278PAPBM, teniendo

perimetros de 73 um y 83 um respectivamente.

Al analizar la distribucion de frecuencias se observa que el 55% de células que
expresan Lphn2v tienen un perimetro de 50 um, mientras que el 20% tiene 70 umy
en menor proporcion se registran células con perimetros de 90-130 um (25%), en
tanto a Lphn2vAPBM tienen una distribucién mas homogénea y rangos mas amplios
de 50-230 pm, con su pico maximo de distribucién entre 50-70 pum (40%). En
relacion a Lphn2vA278P tiene un patrén distribucién similar al de Lphn2v, con su
pico maximo de distribuciéon (50%) en 50 um, pero con un rango de 50-210 um. De
forma diferente, Lphn2vA278PAPBM tiene casi el 40% de su poblacion con 70 pm
de perimetro, con un rango de distribucion de 50- 210 yum (Figura 17-b).

Los valores para el perimetro nuclear se mantienen en un promedio similar para
Lphn2v (33 pum) y Lphn2vAPBM (34 pm), valores que incluso son cercanos para
Lphn2vA278P (34 um) y Lphn2vA278PAPBM (36 um). No obstante, el patrén de
distribucion de frecuencias para Lphn2v muestra el pico maximo de su poblacién
(50%) con un perimetro de 28 um vy el resto de la poblacion celular se distribuye en
menor proporcion cuando el perimetro nuclear es mayor con un valor maximo de 60
MM, sin embargo, para Lphn2vAPBM el 50% de células tiene un perimetro de 36
um. En cuanto a Lphn2vA278P tiene un patron de distribucion similar al de
Lphn2vAPBM, donde el 50% de la poblacion celular tiene un perimetro nuclear de

36 um, otra gran parte de la poblacién (40%) tiene un valor de 28 um, mientras

44



Lphn2vA278PAPBM se distribuye de forma concentrada entre 28 y 44 um, teniendo
al 40% y 30 % de poblacion celular respectivamente (Figura 17 c-d).
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Figura 17. Efecto de Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM sobre perimetro. La
medicion de perimetros se realizé a partir de las imagenes obtenidas por
microscopia confocal de células HEK293T tranfectadas con Lphn2v,
Lphn2vAPBM, Lphn2vA278P y Lphn2vA278PAPBM: a-b) perimetro celular y
distribuciones de frecuencias c-d) perimetro nuclear y distribucion de frecuencias. *
Lphn2v vs Lphn2vAPBM, + Lphn2v vs Lphn2vA278PAPBM. Analisis comparativo
con Sidak’s, ****(p<0.0001) * error estandar. Cuatro experimentos independientes,
Lphn2v (N=51), Lphn2vAPBM (N=55), Lphn2vA278P (53) y Lphn2vA278PAPBM
(N=49).

De forma continua con el andlisis, se tomaron en cuenta las mediciones del area
celular, nuclear y de citosol (Figura 18). En la figura 18 panel a), se puede observar
que las células que expresan el recetor Lphn2v tiene un area celular promedio de
133 pm?, mientras Lphn2vAPBM tiene un aumento significativo de tamafio con 202

um2. Sin embargo, para Lphn2vA278P (169 um?) en comparacion con
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Lphn2vA278PAPBM (204 um?) no tienen cambios significativos. En panel b (figura
18) se observa la distribucion de frecuencias, donde el area celular de Lphn2v se
distribuye en un rango de 100-400 um? teniendo a casi el 80% de su poblacién en
100 um?, a diferencia de los resultados anteriores, Lphn2vAPBM tiene mayor
frecuencia de células en valores de 100 y 200 pm?, pero con un rango maximo de
700 um?de &rea celular. Lphn2vA278P tiene una frecuencia del 50% en 100 pm?de
area celular y el 40% en 200 um?, las frecuencias restantes se distribuyen
minoritariamente entre 300 y 400 um?, en relacién a con Lphn2vA278PAPBM en los
resultados se observa la distribucion de frecuencias similar al patrén de
Lphn2vAPBM, teniendo la mas alta frecuencia (50%) en 200 um?, con rango de area
celular de 100-500 pm?.

En el area nuclear, no se observan diferencias entre Lphn2v y Lphn2vAPBM,
obteniendo un valor similar de 71 pm?, conservando este valor incluso en las células
que expresan Lphn2vA278P, resultados que al ser comparado con
Lphn2vA278PAPBM (82 pum?) no revelan diferencias. En concordancia con lo
anterior, los cuatro receptores muestran una distribucion de frecuencias
equivalente, teniendo al mayor porcentaje celular en un area nuclear de 60 pum?
(Figura 18 c-d).

El ultimo parametro celular cuantificado fue el area del citosol (figura 18 e-f). Las
células que expresan Lphn2v tienen un &rea citosélica en promedio de 63 um?2,
importantemente Lphn2vAPBM tiene un aumento significativo en comparacion el
resultado anterior con 131 um?2. El andlisis comparativo entre Lphn2vA278P vy
Lphn2vA278PAPBM, no arrojan diferencias en el &rea citosélica de ambos
receptores, teniendo valores de 98 pm? y 122 um? respectivamente. Entre las
distribuciones de frecuencias analizadas, el area de citosol denota patrones muy
heterogéneos entre receptores, Lphn2v tiene al 60% de su poblacion con un area
del citosol de 60 pm? y en menor medida en rangos de 20 pm?y 100 um?. Para
Lphn2vAPBM la distribucion es heterogénea en el rango de 20 y 220 um?, donde 60
um? y 140 um? tienen la misma frecuencia del 30%. Las células que expresan
Lphn2vA278P tienen una frecuencia mayoritaria entre 60-100 pm? y en menor
medida en 140-220 um?en area de citosol, mientras que Lphn2vA278PAPBM, tiene
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una poblacién concentrada en el rango de 100-140 um?de area citosoélica, en menor

medida se distribuyen en 60, 180 y 220 pm?.
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Figura 18. Efecto de APBM sobre el area. La medicion de areas se realizé a partir
de las imagenes obtenidas por microscopia confocal de 4 experimentos
independientes con células HEK93T trasfectadas: a-b) area celular y distribuciones
de frecuencias c-d) area nuclear y distribucion de frecuencias, e-f) area de citosol y
la distribucién de sus frecuencias. * Lphn2v vs Lphn2vAPBM, - Lphn2v vs
Lphn2vA278PAPBM. Andlisis comparativo con Sidak’s, **(p<0.001),
**+%(p<0.0001). Lphn2v (N=51), Lphn2vAPBM (N=55), Lphn2vA278P (53) vy
Lphn2vA278PAPBM (N=49).
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X. DISCUSION

Las propiedades de adhesion, asi como las vias de sefializacion, son dos de las
vertientes mas estudiadas en las Latrofilinas. Esta subfamilia de los GPCRs de
adhesion cuenta con tres miembros, Lphnl, Lphn2 y Lphn3, los cuales se expresan
de forma diferencial, las isoformas 1 y 3 se concentran mayoritariamente en cerebro,
mientras que Latrofilina 2 es de expresion ubicua, por lo que resulta interesante

explorar sus funciones en otros tejidos (Boucard, et al., 2014).

Dentro de nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que la sobreexpresion de
Lphn2 en células HEK293T induce cambios en el citoesqueleto de actina, los cuales
se manifiestan en la morfologia celular, donde de ser células extendidas, aplanadas,
con la presencia de lamelipodios y filopodios, pasan a mostrar un redondeamiento
celular, acompafiado de la perdida de las estructuras de actina y dando paso a la
formacién de blebs (Cruz-Ortega & Boucard, 2019). En este contexto, Lphn2 cuenta
con un motivo de uniéon a PDZ (PBM) en la parte intracelular, esta secuencia sirve
como sitio de reconocimiento para multiples proteinas asociadas a actina, formando
de esta forma un posible eje de interaccion molecular entre receptor-citoesqueleto,
por lo cual este trabajo se enfocé en evaluar el papel del PBM de Latrofilina 2 sobre
la morfologia celular. Por otra parte, la presencia de mutaciones puede conducir a
cambios en la sefializacion e incluso alterar el patron de autoprotedlisis, resultando
un punto importante por abordar sobre todo cuando estos se presentan en algunas
patologias como cancer (Yu, et al., 2000). Por lo cual, se incluyé la evaluacién de
Lphn2 y de la variante A278P.

Para evaluar la funcionalidad del PBM en la morfologia celular se generaron las
construcciones, pCAGGS-Lphn2vA278PAPBM (Lphn2vA278PAPBM) y pCAGGS-
Lphn2vAPBM (Lphn2vAPBM). En estas construcciones se excluyeron los ultimos 5
aminoacidos (LVTSL) que conforman el PBM y de forma diferencial en el NTF de
Lphn2vA278PAPBM tiene el codon CCC que codifican para prolina en la posicion
278 (Figura 8 y 9). Mientras que la zona secuenciada del NTF de Lphn2vAPBM esta
el codén GCC que codifica para alanina en la posicién 278, mostrando de esta forma

la secuencia WT (Figura 10).
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Una vez obtenidas las construcciones APBM fueron transfectadas por el método de
PEI en células HEK293T, esto con la finalidad de comprobar su expresién a través
de ensayos Western Blot, para ello se utilizaron anticuerpos anti-Flag para detectar
la bandera FLAG en el NTF y anti-GFP que reconoce las etiqueta mVenus acoplada
en el CTF.

La expresion de proteinas totales detectadas con anti-FLAG, muestran tres bandas
con diferente patron migratorio pero que son consistentes en todas las muestras
analizadas, una de ellas tiene un peso aparente de ~207 kDa que corresponde al
valor reportado para el receptor no cortado (RNC) y las dos bandas inferiores rondan
entre los marcadores de peso de 100 y 150 kDa, representando un valor cercano al
peso tedrico del NTF que surge por el corte autoproteolitico (~120 kDa) (Arac, et al.,
2012). Las diferencias entre las bandas que representan al NTF pueden deberse a
modificaciones postraduccionales como glicosilaciones o fosforilaciones. No se
reportan diferencias en los datos cuantitativos del RNC y NTF para Lphn2v y
Lphn2vAPBM, demostrando que el motivo de union a PDZ no ejerce un efecto sobre
la expresion total del receptor, resultado que se ve reflejado en la proporcion
NTF/RNC. En el analisis comparativo entre Lphn2vA278PAPBM y Lphn2vA278P,
no se observan diferencias en los niveles de expresién del RNC y NTF, sin embargo,
se observa una disminucion significativa en la proporcion NTF/RNC (Figura 11).

Por otra parte, los resultados obtenidos con el anticuerpo anti-GFP muestran la
detecciéon de dos bandas de diferente peso, que resultan estar en todas las
muestras. La banda superior corresponde al RNC de ~207 kDa, mientras que la
banda inferior representa al CTF de ~87 kDa (Figura 12-a). Los datos cuantitativos,
indican que no existe diferencia de expresion entre Lphn2v y Lphn2vAPBM,
observando los mismos porcentajes promedio de expresion sobre el RNC, CTF y
ratio CTF/RNC. De forma similar, Lphn2vA278PAPBM muestra niveles de expresion
equiparables con Lphn2vA278P, sin tener cambios en las cuantificaciones del RNC,
CTF y ratio CTF/RNC (Figura 12).

Curiosamente, los resultados de expresion sobre superficie celular no ocurren de la
misma manera que los de proteinas totales, dado que en una primera exploracion

se observa que el APBM induce una disminucion del NTF detectado para Lphn2v,
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apuntando hacia una de las funcionalidades descritas para secuencias PDZ, servir
como puente de interaccion entre complejos moleculares para dar estabilidad al
receptor en la membrana celular (Dunn & Ferguson, 2015).

En linea con lo anterior, se ha reportado que la eliminacion del motivo de union a
PDZ de aGPCRs no altera el indice de autoprotedlisis, por lo cual la integracion de
los resultados podrian indicar un aumento en la internalizacion del receptor debido
a la falta de estabilidad dada por APBM , por lo cual no se observan cambios en la
expresion total detectados con anti-FLAG y anti-GFP, pero si de forma localizada
en la deteccion del NTF de superficie celular, aunque no se deberia descartarse la
posibilidad del aumento del indice de autoproteolisis, si bien no se observan
diferencias en la proporcion NTF/RNC podrian deberse a la capacidad del NTF de
re-asociarse a la membrana celular e incluso modificar algunas de sus propiedades
bioquimicas como la ganancia de modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones, siendo la posible razén por la cual se observan diferencias entre los
patrones migratorios del NTF detectado con anti-FLAG (Hilbig, et al., 2018; Huang,
et al., 2018).

Por otra parte, en un primer ensayo para Lphn2vA278P, se observa una disminucion
del NTF detectado en superficie celular en comparacién con Lphn2yv, lo cual resulta
interesante para Lphn2vA278PAPBM, donde se reporta una ligera disminucion del
NTF, cambio que no es significativo, pero si resulta importante en la proporcién
NTF/RNC. Resultados previos en nuestro grupo de trabajo han demostrado que la
variante induce un incremento en el indice de autoprotedlisis sobre fraccién
membranal, pero no se refleja en los niveles de proteina total, por lo cual los
resultados en la proporcibn NTF/RNC pueden derivarse de un efecto sumatorio
entre la variante y APBM, efectos que de manera individual no logran tener. (Ojeda
Mufiz, 2019). Por un lado, la variante podria estar induciendo la disociacion entre
NTF y CTF en membrana, mientras que la inestabilidad dada por el APBM conlleve
a la internalizacion del receptor solo con el CTF, lo cual explicaria porque no existen
cambios en su deteccién con anti-GFP, pero si con la deteccion del NTF con anti-
FLAG.
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Las células HEK293T poseen una morfologia tipo epitelial, siendo alargadas y
aplanadas, ademas de poseer prolongaciones como lamelipodios y filopodios. Sin
embargo, la transfeccion de estas células con Lphn2v provoca un redondeamiento
celular y pérdida de estructuras de actina. Por lo cual el siguiente paso en el analisis
del motivo de union a PDZ de Lphn2 fue determinar su papel en los cambios
observados en la morfologia celular, para lo cual se tomaron imagenes de células
HEK293T que expresaban Lphn2vAPBM y Lphn2vA278PAPBM, esto con la ayuda

del con el microscopio confocal

De acuerdo a los resultados observados, las células transfectadas con
Lphn2vAPBM muestran una morfologia aplanada, con la presencia de lamelipodios
y filopodios, mostrando una gran diferencia al fenotipo marcado con Lphn2v. Por
otra parte, Lphn2vA278P provoca que las células sean esféricas, pero logrando
conservar algunas estructuras de actina, en caso contrario, Lphn2vA278PAPBM
exhibe células alargadas con prolongaciones de actina (Figura 14). Con la finalidad
de definir lo cambios observados en microscopia confocal, se realiz6 la
cuantificacion de estructuras de actina a nivel poblacional e individual: lamelipodios,
filopodios y blebs (Figura 15 y 16). La delecion del PBM de Lphn2v, promueve un
aumento en el niumero de filopodios por célula y lamelipodios, en este ultimo ocurre
de forma individual y poblacional, ademas, no ejerce un efecto variable sobre la
formacion de blebs, aunque se observa una tendencia poblacional a disminuir. Las
diferencias detectadas en las estructuras de actina indican una magnitud variable
del APBM en Lphn2v, lo cual es reforzado por los resultados en la distribucion de
frecuencias, observando células con valores maximos de 20 filopodios, pero
también en una magnitud intermedia de 6 y 14 filopodios e incluso de forma
contrastante con un efecto nulo es decir con cero filopodios, lo cual resulta

equiparable en los lamelipodios.

Los resultados obtenidos estan relacionados con las funciones descritas para el
motivo de union a PDZ de aGPCRs, entre ellas es servir como sitio de anclaje con
el citoesqueleto de actina, para ello se asocia con diferentes proteinas con motivos
PDZ que le permiten tener un efecto directo sobre la nucleacion de actina o de
manera indirecta activando redes de sefializacién. Entre las proteinas candidato que

podrian modular tales efectos estan las de la familia MAGI y PSD-95. Aunque
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Shank tiene reporte de interaccion con Latrofilina, su expresion en células HEK293
es practicamente nula (The Human Protein Atlas, consulta 2020, anexo 3). Entre las
vias de sefalizacion reportadas para MAGI esta la activacion de Ras/MEK/ERK, la
cual le permite inducir la formacion de neuritas. Ademas, la interaccioén con proteina
NET1 le permite activar a RhoA, estimulando procesos contractiles basados en el
remodelamiento del citoesqueleto de actina (Ito, et al., 2013; Dobrosotskaya,
2001). Por otra parte, el domino de anquirina de PSD-95 funciona como sitio de
unioén con la proteina EB3, importante nucleador de componentes del citoesqueleto,
principalmente de tubulina, sin embargo, también puede activar al complejo Arp2/3,

proteinas encargadas de la ramificacion de actina (Fregozo & Pérez Vega, 2012).

Conjuntamente, algunas estructuras de actina como invadopodios o fibras
retractiles que resultan de la activacion de aGPCRs, se deben en gran medida a
secuencias PDZ, las cuales activan vias de sefializacion dirigidas a la fosforilacion
de cofilina, teniendo como consecuencia el remodelado de actina e incluso cambios

sobre propiedades viscoelasticas (Semprucci, et al., 2015; Hilbig, et al., 2018).

Curiosamente Lphn2vA278PAPBM no tiene diferencias sobre lamelipodios y blebs
en comparacion con Lphn2vA278P, pero si sobre el numero de filopodios por célula,
pareciendo que el efecto del APBM esta siendo contrarrestado por la variante
A278P, lo que sugiere un papel diferencial del motivo de unién a PDZ, informacién
gue es reforzada con los resultados de la Figura 16 (b,d y f), donde la distribucién
de frecuencias demuestra patrones muy similares para ambas construcciones,
aunque con una diferencia interesante para las células con Lphn2vA278PAPBM, las
cuales alcanzan los valores maximos de filopodios y lamelipodios, pero sin
concentrar una gran poblacioén celular, rangos que Lphn2vA278P no logra alcanzar.
Ademas, se ha demostrado que la actividad que ejercen los motivos de unién a PDZ
son independientes de las proteinas G, siendo que Lphn2 tiene acople a proteinas
Ga, sugiere la posibilidad de que la variante active estas proteinas logrando la
sefalizacion localizada hacia el citoesqueleto de actina, reteniendo de esta forma el
remodelado de las células aun en ausencia del PBM (Ro6the , et al., 2019; Hilbig, et
al., 2018).
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La variante A278P fue identificada en muestras de cancer de ovario, sin embargo,
no se ha descrito el papel que ejerce en el desarrollo de esta enfermedad, pero en
nuestro grupo de trabajo se ha evidenciado que esta mutacion cambia las
propiedades adhesivas del receptor, disminuyendo la capacidad de agregacién con
su ligando FLRT3, ademas, la retencion del fenotipo celular en ausencia del PMB y
la posibilidad de la activacion de proteinas Ga, podrian facilitar el desprendimiento
de las células tumorales e iniciar vias de sefializacion que faciliten la migracion

celular y procesos invasivos (Kan, et al., 2010; Ojeda Mufiz, 2019).

Finalmente, se analizaron parametros celulares como: perimetro y area. De forma
concordante con los resultados anteriores, las células que expresan Lphn2vAPBM
tienen un aumento en el area y perimetro celular, incluso en el area del citosol se
observa un aumento de practicamente el triple de um?, resultados que reflejan los
cambios en las estructuras de actina, a mayor numero de filopodios/lamelipodios,
mas perimetro y area celular, efectos que no influyen en el nicleo celular. En la
misma linea, Lphn2vA278PAPBM no tiene diferencias sobre las estructuras de
actina en relacion a Lphn2vA278P, por lo cual resulta I6gico que los pardmetros

celulares permanezcan sin cambios.

Resultados previos han evidenciado que la eliminacién del PBM de las isoformas 1
y 3 no ejercen un efecto sobre el citoesqueleto de actina, por el contrario, la
integracion de los resultados de este trabajo nos indica que el motivo de unién a
PDZ de Lphn2v parece tener un papel directo sobre la actina y su remodelado, lo
cual podria sefialar que los efectos ejercidos por el PBM son exclusivos de cada
isoforma, a pesar de ser una secuencia conservada entre estos receptores (Rendén
Nava, 2018; Meza-Aguilar & Boucard, 2014). Reforzando lo anterior, Lphn2v tiene
la ventaja de expresarse sobre otros tejidos no neurales, por lo cual las vias se
sefalizacion podrian ser diferentes y exclusivas de cada tejido, abriendo la
posibilidad de acceder a una amplia gama de proteinas con dominios PDZ con
diferente funcionalidad y promiscuidad de unién como lo demuestran los escaneos
de interaccion proteomica en las bases de datos de IntAct
(http://www.ebi.ac.uk/intact/), BioGRID (http://thebiogrid.org/), y MINT
(http://mint.bio.uniromaz2.it) ( (Knapp & Wolfrum, 2016)
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XI. CONCLUSIONES

La delecién de motivo de unién a PDZ no cambia los patrones de expresion
de proteinas totales de Lphn2v, no siendo asi para la variante A278P donde

induce una disminucion en la proporcién NTF/RNC.

APBM afecta la morfologia celular dada por Lphn2v, mostrando un aumento
en el ndmero de lamelipodios y filopodios, mientras que el efecto en
Lphn2vA278P solo ocurre de forma limitada en el numero de filopodios por

célula.

Los cambios en las estructuras de actina observados en Lphn2vAPBM no
ocurren en la misma magnitud para Lphn2vA278PAPBM, donde la variante

parece enmascarar los efectos del motivo de uniéon a PDZ.

El APBM tiene un efecto diferencial sobre los pardmetros celulares,
promoviendo el aumento en el tamafio del perimetro, area celular y del citosol
en Lphn2v, mientras que para Lphn2vA278P los parametros celulares

permanecen sin cambios.

XIl. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto del PBM y la variante A278P de Latrofilina 2 en expresion
de superficie celular por ensayos DESC.

Realizar ensayos de agregacion para caracterizar el papel del motivo de
union a PDZ sobre la adhesion celular de Lphn2v y sus ligandos.

Analizar de forma poblacional las celulas tranfectadas con APBM y la variante
A278P, por ensayos de citometria de flujo.

Determinar las moléculas intermediarias entre el PBM y el citoesqueleto de
actina, asi como las vias de sefalizaciéon involucradas en el remodelado de
la morfologia celular.

Caracterizar efectos del PBM y la variante A278P sobre la migracién celular

en lineas de cancer de ovario.
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XII. ANEXOS

Anexo 1. Secuenciacion de Lphn2vA278PAPBM

Los resultados obtenidos de la secuenciacion de Lphn2vA278PAPBM fueron
alineados con Lphn2v, con la finalidad de observar la presencia de la mutacion
A278P en el amino terminal (Figura 19). De igual forma, se alinearon ambas
secuencias en la zona del carboxilo terminal donde se puede observar en Lphn2v
WT la secuencia LVTSL correspondiente al motivo de unién a PDZ, mientras que
esta ausente en Lphn2vA278PAPBM (Figura 20).

B>

A278
val Ile Tyr Ala Thr Glu

Secuencia WT gtcatctacgccaccgag:
[ Lphn2v }GTCATCTACGCCACCGAG! GCC->CCC

[ Lphn2vA278PAPBM } GTCATCTACClcCACCGAG!

A->P

Figura 19. Secuenciacion de Lphn2vA278PAPBM en el NTF. Los resultados de
la secuenciacion muestran el cambio de alanina (GCC) por prolina (CCC) en la
posicion 278.
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Secuencia WT

[ Lphn2v }

[ Lphn2vA278PAPBM }

atgcag ctggtaacaagtcttTAATAGTACAGCTAAGGAATTCCTAGAGGATC
1 1 1 L L 1 1 | L L L
} } } } } t } t } } }
tacgtc gaccattgttcagaaATTATCATGTCGATTCCTTAAGGATCTCCTAG
1 1 1 1 s
Leu Vval Thr Ser Leu HE
Met Gin Leu Vval Thr Ser Leu E
His Leu Gln Tyr Cys Thr Lys Leu Leu Val Ala Leu Ser Asn Arg Ser Ser Gl
atgcag, ctggtaacaagtcttTAATAGTACAGCTAAGGAATTCCTAGAGGATC
IS Ye i ———=-------------==-----===================-===-+

Figura 20. Secuenciacion de Lphn2vA278PAPBM en el CTF. La secuencia WT
de Lphn2v muestra la secuencia correspondiente al motivo de union a PDZ (LVTSL),
al ser alineado la construccion no cuenta con esta secuencia, eliminando de esta

forma el motivo
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Anexo 2. Secuenciaciéon de Lphn2vAPBM

Los resultados de la secuenciacion de Lphn2vAPBM, muestran en el fragmento del
amino terminal (NTF) en la posicion 842 la diferencia de C—G entre Lphn2vAPBM

y Lphn2vA278PAPBM, mostrando asi la secuencia que codifica para alanina.

0

S0

[LphnZvA278PAPBM}Z ctaccccaccgag
[ wh2aeem P CTAC[GlcCACCGAcC PA

Figura 21. Secuenciacion del NTF de Lphn2vAPBM. Se utiliz6 el oligo EY180005
para la secuenciacion del amino terminal, mostrando la secuencia WT sin la variante
A278P.

(o)

&l

Se alinearon las secuencias de Lphn2vAPBM y Lphn2v WT, para comprobar la falta

de motivo de union a PDZ (Figura 22)

1 1 1 1 S
Leu Val Thr Ser Leu * |

| |BDPDZ| =
sisol | 5190 5200

IIIIIIIIHHI!IIII'PC agctggtaacaagtcttTAATAGTACAGCT
Lphn2vaPBM  PPC A G- = = - - - - - - - - - - - - - - - - T

Figura 22. Secuenciacion del CTF de Lphn2vAPBM. Se utiliz6 el oligo EY18009
para secuenciar parte de carboxilo terminal, comprobando la ausencia de la
secuencia que codifica para el motivo de union a PDZ (LVTSL).
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Anexo 3. Niveles de expresion de Shank, MAGI y PSD-95 en células HEK293.

Se realiz6 una consulta de la expresion de RNA de Shank, MAGI y PSD-95 en

células HEK293T, esto con la ayuda de The Human Protein Atlas

(www.proteinatlas.org) (Figura 23).

N X

Expresién de RNA en células HEK?293

109

Figura 23. Expresién de RNA de las isoformas de Shank, MAGI y PSD-95. A
través de la consulta en la direccion web de de The Human Protein Atlas, se
extrajeron los datos del patrén de expresion reportados para cada isoforma. NX

(valor arbitrario).
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