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Resumen

La latrofilina 3 (Lphn3/ADGRL3) es un receptor acoplado a proteinas G de adhesién
(aGPCR) que participa en procesos de adhesion a través del establecimiento de
interacciones proteina-proteina, y en procesos de sefializacion a través de su acople a
proteinas G. Lphn3 se expresa predominantemente en sistema nervioso central, sin
embargo su expresion también ha sido detectada en otros tejidos. EIl gen que codifica para
Lphn3 ha sido blanco de mutaciones relacionadas con enfermedades como el cancer. En
un estudio de secuenciacion masiva de muestras de tumores primarios de humano, se
identificaron mutaciones somaticas para Lphn3. La mayoria de estas mutaciones
estuvieron localizadas en la region codificante para al dominio GAIN, que es el dominio
de identidad de los aGPCRs. EI dominio GAIN es la region mas conservada entre los
aGPCRS por lo que su funcidn es un elemento crucial para entender la fisiologia de Lphn3.
Hasta ahora, no esta claro como las mutaciones identificadas en muestras de tumores de
cancer de pulmoén en el dominio GAIN afectan la funcion de Lphn3. Por lo tanto, en este
trabajo estudiamos las alteraciones celulares y moleculares de estas variantes como una
herramienta para revelar funciones desconocidas del dominio GAIN. Lo que descubrimos
fue que las mutaciones redujeron la adhesion entre Lphn3 con su ligando enddgeno Flrt3,
asi como también la sefializacion a través del acople a Gal13. Ademas, modificaron la
remodelacion del citoesqueleto de actina y de vimentina, y de manera interesante, las
propiedades motiles inducidas por Lphn3 silvestre se inhibieron cuando se expreso la
mutacion S8°L. Estos datos colocan al dominio GAIN de Lphn3 como un regulador
importante en la motilidad celular dependiente de Lphn3, ampliando asi nuestra
comprension de los eventos celulares y moleculares en los cuales este dominio podria estar

involucrado.



Abstract

Latrophilin 3 (Lphn3/ADGRL3) is an adhesion G protein-coupled receptor (aGPCR) that
participates in adhesion processes through the establishment of protein-protein
interactions, and in signaling processes through its coupling to G proteins. Lphn3 is
predominantly expressed in the central nervous system; however, its expression has also
been detected in other tissues. The gene encoding Lphn3 has been targeted by mutations
related to diseases such as cancer. In a massive sequencing study of human primary tumor
samples, somatic mutations for Lphn3 were identified. Most of these mutations were
harbored in the coding region for the GAIN domain, which is the signature domain of the
aGPCRs. The GAIN domain is the most conserved region among the aGPCRS so its
function is a crucial element in understanding the physiology of Lphn3. So far, it is not
clear how mutations identified in lung cancer tumor samples in the GAIN domain affect
Lphn3 function. Therefore in this work we studied the cellular and molecular alterations
of these variants as a tool to reveal unknown functions of the GAIN domain. What we
found was that the mutations reduced the adhesion between Lphn3 with its endogenous
ligand FIrt3, as well as signaling through coupling to Ga13. They also modified actin
cytoskeleton and vimentin remodeling and interestingly, the motile properties induced by
wild-type Lphn3 were inhibited when the SB1°L mutation was expressed. These data situate
the GAIN domain of Lphn3 as an important regulator in Lphn3-dependent cell motility
thus broadening our understanding of the cellular and molecular events in which this

domain might be involved.



1. Introduccion

1.1. Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G o GPCRs representan la familia mas grande de
proteinas de membrana con alrededor de 800 miembros identificados hasta ahora en el ser
humano [7]. Son receptores muy dinamicos y versatiles que regulan una gran diversidad
de procesos en condiciones normales y patologicas, al ser activados por un gran repertorio
de ligandos extracelulares que van desde hormonas, iones, fotones, odorantes,
neurotransmisores, aminoacidos, entre muchos otros mas [4, 5]. Con base a la similitud en
sus secuencias, caracteristicas estructurales y funcionales, los GPCRs han sido clasificados
en diferentes familias; la clasificacion mas actual organiza a los GPCRs en seis familias
principales: Rodopsina, Sabor tipo 2 (amargo), Frizzled, Glutamato, Secretina y Adhesion,
de las cuales, la familia Rodopsina es la mas grande en tamafio con cerca de 719 integrantes
[6]. Todos los GPCRs comparten una arquitectura estructural similar que se basa en siete
a-hélices que atraviesan a la membrana plasmatica y que estan conectadas por tres asas
extracelulares y tres intracelulares, de tal modo que el extremo amino y carboxilo terminal

se localizan en el espacio extracelular e intracelular respectivamente [7] (Fig. 1).

Los GPCRs pueden sefializar a través de tres familias de proteinas: la familia de proteinas
G heterotriméricas, cinasas de GPCRs (GRKS) y arrestinas; sin embargo, es a través de su
acople a la familia de proteinas G que los GPCRs llevan a cabo la mayoria de sus funciones
[8]. La familia de proteinas G heterotriméricas son un complejo de tres isoformas: a, f y
Y que se encuentra anclado a la membrana; en su estado inactivo la subunidad o que es una
GTPsa se encuentra asociada a GDP, mientras que en un estado activo se induce el
intercambio de GDP por GTP promoviendo la separacion de la subunidad Go del dimero
GPBy [9]. En humanos existen 16 genes que codifican para mas de 21 isotipos de proteinas
Ga, las cuales de acuerdo a la homologia en sus secuencias han sido clasificadas en cuatro
familias principales: Gas, Goi/o, Gag/11 Y Gal2/13. Las proteinas Go en su forma activa
tienen diferentes blancos efectores, por ejemplo: Gas y Gai/o actlan sobre la adenilato
ciclasa para promover o inhibir la sintesis de monofosfato de adenosina ciclico (AMPCc)
respectivamente; Gog/11 activa a la fosfolipasa C para producir diacilglicerol e

inositoltrifosfato, a traves de la hidrolisis de fosfatidilinositol bifosfato, y Ga12/13 actdan



sobre las familias de las Rho GTPasas para modular procesos relacionados con la
remodelacion del citoesqueleto de actina. Por su parte, las subunidades GBy pueden regular
la actividad de canales de potasio, de calcio dependientes de voltaje, adenilato ciclasas,
fosfolipasa C y MAP cinasas [10, 11].
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Figura 1. Estructura general 3D del complejo GPCR-proteinas G. Imagen obtenida de [12].

Entonces, ¢como es que los GPCRs transducen las sefiales del medio extracelular a través
del complejo heterotrimérico de proteinas G?, pues bien, en la activacion candnica de estos
receptores la unién de un ligando a su regién extracelular va a desencadenar cambios
conformacionales en su estructura que inducen vias de sefializacion intracelulares que
llevaran a una respuesta celular. Con base a la estructura cristalina de algunos receptores
B adrenérgicos, se ha observado que la caracteristica estructural mas comun de la
activacion de los GPCRs implica un movimiento hacia afuera de la sexta hélice
transmembranal que expone un compartimento intracelular que encaja con la estructura de
las proteinas G, generando una interface de interaccion entre la hélice a5 de la proteina G

y los pases transmembranales 3, 5y 6, asi como las asas intracelulares 2 y 3 del receptor.



En este punto el receptor activado, va a catalizar una serie de mecanismos que llevaran a
la activacion de la proteina Ga favoreciendo su disociacion del dimero Gy para actuar
sobre sus efectores rio abajo. El ciclo de activacion del complejo heterotrimérico de
proteinas G es terminado, cuando la subunidad Ga hidroliza GTP a GDP debido a su

actividad intrinseca de GTPasa y su posterior reasociacion con el dimero Gy [8, 13].

1.2. Aspectos generales de los receptores de adhesion acoplados a proteinas G

Los receptores de adhesion acoplados a proteinas G (aGPCRs/ADGRsS), son una familia
de proteinas de membrana de gran tamafio que poseen una region amino terminal muy
larga implicada en interacciones célula-célula y célula-matriz. Estos receptores se
expresan en una gran variedad de especies de vertebrados e invertebrados, y en el ser
humano se han identificado 33 aGPCRs que de acuerdo a las similitudes en su secuencia
de las siete regiones transmembranales (7TM) han sido categorizados en nueve
subfamilias (I-1X) [14] (Fig. 2).
La region amino terminal (NTF) de los aGPCRs contiene diferentes dominios de tipo
adhesion involucrados en el establecimiento de interacciones proteina-proteina.
Adicionalmente el NTF tiene un dominio firma llamado dominio de induccion de
autoproteo6lisis de GPCR o también conocido como GAIN por sus siglas en inglés. En
este dominio se lleva a cabo un proceso de autoprotedlisis que separa al receptor en dos
fragmentos: un fragmento NTF y un fragmento carboxilo terminal (CTF), que se

mantienen unidos por uniones no covalentes hasta su transporte a la membrana [15, 16]
(Fig.3).

La region CTF se compone de una region extracelular corta (conocida como secuencia
Stachel), 7TM, tres asas intracelulares y tres asas extracelulares (Fig.3). Similar a otros
GPCRs, el CTF de los aGPCR tiene propiedades para sefializar a través de su acople a

proteinas G y también puede interactuar con B arrestinas [17, 18].

Los aGPCRs se expresan en diferentes tejidos y estan involucrados en una gran diversidad
de procesos como la hemostasia, desarrollo embrionario, angiogénesis, homeostasis de la
glucosa, formacion de contactos sinapticos, mielinizacion entre muchos otros mas [19-23].

Desde una perspectiva patologica, los aGPCRs estan vinculados con el desarrollo de



enfermedades como por ejemplo desordenes del sistema nervioso, sindrome de Usher,
angioedema por vibracion y cancer. A pesar de su amplia importancia fisiologica en
procesos normales y patoldgicos, hasta ahora no se han aprobado farmacos que estén
dirigidos para alguno de los aGPCRs [24-26].
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Figura 2. Clasificacion y nomenclatura de los aGPCRs. Clasificacién y nomenclatura de los
aGPCRs propuesta por el consorcio de aGPCRs y el Comité de la Unién Internacional de
Farmacologia Baésica y Clinica sobre Nomenclatura de Receptores y Clasificacion de Farmacos.
Imagen obtenida de [27].
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Figura 3. Estructura general de los aGPCRs.

Representacion de los diferentes componentes

estructurales de un aGPCR. Cuando se lleva a

cabo la autoproteolisis del receptor en el
GAIN dominio GAIN se generan dos fragmentos el
NTF y el CTF. Fragmento amino terminal
(NTF); fragmento carboxilo terminal (CTF);
dominio de induccién de autoproteo6lisis de
GPCR (GAIN); sitio de autoprotedlisis de GPCR
(GPS); siete regiones transmembranales (7TM).
Imagen obtenida de [1].
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Stachel

7™ - -CTF

1.3. GAIN: Un dominio conservado entre los aGPCRs

El dominio GAIN se encuentra conservado en 32 de los 33 miembros de los aGPCRs y se
localiza justo antes de los 7TM (Fig.3). Hasta ahora, se ha reportado la estructura cristalina
del dominio GAIN de dos aGPCRs diferentes: ADGRL1 y ADGRB3. Estructuralmente el
dominio GAIN se compartimentaliza en dos subdominios: un subdominio A integrado por
seis alfa hélices y un subdominio B conformado por 13 laminas beta y dos pequefias alfa
hélices. Dentro del subdominio B se encuentra albergado el motivo de protedlisis de GPCR
0 GPS (el GPS corresponde a las tltimas cinco laminas 3 del subdominio B) que contiene
el sitio consenso en donde se lleva a cabo el corte autoprotelitico (HL|T/S) (Fig. 4A). El
sitio consenso se encuentra localizado entre las Ultimas dos ld&minas beta del subdominio
B (B-12 y B-13) de tal modo que cuando se autoproteoliza el GPS la lamina B-13 se
mantiene unida a la region transmembranal del receptor a través de una secuencia corta de
~ 7 aminodacidos [16]. Para que se lleve a cabo la autoprotedlisis del GPS se requiere de
un correcto plegamiento del dominio GAIN. El mecanismo autocatalitico propuesto para
la autoprotedlisis del GPS inicia cuando un residuo en la posicion P2 (H) del sitio consenso
sustrae un hidrégeno de la cadena lateral del aminoacido en la posiciéon P1” (T/S) causando
la desprotonacion del grupo hidroxilo. Lo anterior induce un ataque nucleofilico sobre el
grupo carbonilo del residuo P1 (L) resultando en un éster intermedio que es cortado por el

ataque nucleofilico de una molécula de agua, separando al receptor en dos fragmentos
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(NTFy CTF) (Fig. 5). EI NTF y CTF se mantienen unidos a través de la lamina 3-13, que
se encuentra rodeada de numerosas interacciones hidrofobicas y enlaces por puentes de
hidrogeno los cuales la mantienen escondida dentro del GAIN evitando que ambos
fragmentos se separen (Fig. 4B) [15, 16]. La lamina -13 también ha recibido el nombre
de secuencia Stachel, es una regién muy conservada e hidrofébica capaz de modular la
actividad de los aGPCRs funcionando como un agonista anclado que interactta con las

hélices transmembranales [28, 29] (Fig. 7).

Ademas de ser el dominio en donde se lleva a cabo la autoproteolisis, el dominio GAIN
puede mediar interacciones proteina-proteina con moléculas de la matriz extracelular
como la laminina y modular la sefalizacion de los aGPCRs a través de proteinas G. De
manera importante la region codificante para el dominio GAIN de diferentes aGPCRs
(ADGRG1, ADGRB, ADGRL3) ha sido una region blanco para mutaciones relacionadas

con enfermedades como la polimicrogiria frontoparietal y el cancer [30, 31].
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Figura 4. Estructura del dominio GAIN de Lphnl/ADGRLL1. (A) Diagrama de la estructura
cristalina del dominio GAIN y del dominio de unién a hormona (HRM) de Lphnl (codigo de
acceso 4DLQ). El subdominio A esta representado en color amarillo, el subdominio B en color
rosa y la secuencia Stachel en color naranja. EI dominio HRM esta representado en color azul. El
asterisco representa el sitio en donde se lleva a cabo la autoprotedlisis dentro el dominio GPS
(magenta). (B) Representacion de las interacciones hidrofdbicas que rodean a la secuencia Stachel
(lamina B-13). Imagenes obtenidas de [16].
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Figura 5. Modelo de la reaccidn de autoprotedlisis en el GPS de Lphn1/ADGRLL. El corte se
Ileva a cabo entre la leucina (Leu) y la treonina (Thr) a través de una serie de mecanismos que
involucran ataques nucleofilicos en donde el dominio GAIN facilita el ambiente quimico necesario
para que se produzca la reaccion autocatalitica. Imagen obtenida de [32].

1.4. Modelos de activacion de los aGPCRs

Los aGPCRs son receptores muy dindmicos que poseen diferentes estados y niveles de
activacion. La falta de estructuras cristalinas de aGPCRs correspondientes a su estructura
completa, asi como la diversidad de tipos de ligandos (proteinas transmembranales,
proteinas de matriz extracelular y proteinas solubles) que interaccionan con estos
receptores, son factores que han dificultado el entendimiento de los mecanismos de
activacion de los aGPCRs. En un esfuerzo por entender como se activan y sefializan a
través de su acople a proteinas G, se han propuesto algunos modelos los cuales estan

representados en la Fig. 6 y se explican a continuacion:

1. Actividad basal: el este estado basal o constitutivo va a comprender las transiciones
entre conformaciones activas e inactivas del receptor en ausencia de ligando, por
lo tanto el nivel de actividad va depender completamente de las caracteristicas de
cada receptor en donde el NTF y el CTF estarian unidos [32] (Fig. 6A).
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Figura 6. Modelos de activacion propuestos para los aGPCRs. (A-D) Esquemas que
representan los cuatro modelos de activacién que pueden tener los aGPCRs. (E) Gréfica
de la sefializacion relativa obtenida en respuesta a cada modelo de activacion. Imagen
obtenida de [32].

Agonismo ortostérico (agonista anclado): este modelo de activacién depende de
una secuencia de siete aminoacidos (TXFAVLM) que se localiza al inicio del
extremo amino de la secuencia Stachel y que es necesaria para activar a los
aGPCRs. La idea de que la secuencia Stachel (o region stalk) podria funcionar
como un agonista anclado surgié de estudios en donde la delecion del NTF de
diferentes aGPCRs, llevd a un aumento en la actividad del receptor, mientras que
la remocion de la secuencia Stachel estuvo asociada con la disminucion de la
activacion del receptor a través de su acople a proteinas G. Estas aportaciones
dieron lugar a la hipotesis de ligando encriptado, la cual propone que la secuencia
Stachel, al ser liberada del dominio GAIN, se une a los dominios transmembranales

y activa al receptor [28, 33]. Esta hipdtesis es la base del modelo de activacion por
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agonismo ortostérico, el cual propone que la unioén de un ligando a la regién
extracelular del receptor desprenderia el NTF liberando la secuencia Stachel que
contiene el agonista anclado (TXFAVLM), el cual interaccionaria con el sitio
ortostérico del receptor induciendo su méxima activacion [32] (Fig. 6B,E). Este
modelo de activacion ha sido apoyado mediante estudios de microscopia
electronica criogénica, a traves de los cuales se obtuvieron estructuras de alta
resolucion de varios aGPCRs acoplados al complejo hetrotrimérico de proteinas G.
La resolucion de dichas estructuras revelé que en ausencia del NTF, la secuencia
Stachel se localizd dentro de los dominios transmembranales interaccionando con

las asas extracelulares y adoptando una configuracion de gancho torcido [34-38]
(Fig. 7).

Activacion e inhibicion alostérica: los mecanismos de activacion o inhibicion
alostérica aun no estan bien definidos. Sin embargo, con base a la evidencia
reportada sobre la activacion de algunos aGPCRs, este modelo propone que en una
configuracion en donde ambos fragmentos del receptor permanecen unidos, la
union de un ligando al NTF induce cambios conformacionales que son transmitidos
al CTF para activar o inhibir el receptor (Fig. 6C, D). Dada la cercania del dominio
GAIN a los dominios transmembranales, este modelo propone que el GAIN podria
funcionar como un centro de regulacion para transmitir las sefiales del NTF al CTF
[39, 40].



GPRS56

Figura 7. Estructuras de GPR56/ADGRGL1 y Lphn3/ADGRL3 acoplados a proteinas G.
ADGRGL1 (A) y ADGRL3 (B) en su estado activo acoplados a una forma “mini” de la proteina
Ga13. En ambas estructuras se aprecia la configuracién en forma de gancho que adopta la secuencia
Stachel dentro de los dominios transmembranales. Imagen obtenida de [34].

1.5. Latrofilinas

Las Latrofilinas (Lphns/ADGRLS) es una de las subfamilias mas estudiadas dentro de los
aGPCRs. Su nombre deriva de su ligando exdgeno latrotoxina, que es una neurotoxina
presente en el veneno de la arafia Latrodectus mactnas [41]. En vertebrados se han descrito
tres isoformas de las Lphns (Lphnl-3) las cuales comparten del 54-63% de homologia
entre sus secuencias, siendo la porcién intracelular la region més variable respecto a su
region extracelular [42]. Las Lphns 1-3 comparten una estructura similar: el NTF se
conforma por un dominio de tipo lectina (LEC), un dominio de tipo olfactomedina (OLF),
una region rica en serinas, treoninas y prolinas (STP), una regién de unién a hormona
(HRM), y su distintivo dominio GAIN. Mientras que su CTF esta integrado por su
secuencia Stachel, una estructura tipica de GPCR y una secuencia al final del extremo
carboxilo que es afin a dominios tipo PDZ (Fig.8) [16, 19, 43, 44]. Las Lphns 1-3 se
expresan predominantemente en sistema nervioso central, sin embargo, recientemente se
ha reportado que algunas isoformas se pueden expresar de manera ubicua en otros tejidos
como tejido mamario, cardiaco, pulmonar y pancreatico. A nivel funcional, las Lphns 1-3

participan en diversos procesos celulares como la especificidad y mantenimiento de
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contactos sinapticos, polaridad tisular, migracion de axones, desarrollo embrionario,

inflamacién y en la liberacion de insulina [23, 45-48].

Figura 8. Estructura de las Lphns 1-3.
La imagen muestra una representacion 3D
de los diferentes dominios que conforman
alas Lphns 1-3. EI NTF tiene una longitud
de 10-15 nm, la cual es suficiente para que
pueda mantener interacciones proteina-
proteina con sus ligandos en la hendidura
sinptica (con un tamafio aproximado de
20nm). Imagen obtenida de [3].

10-15 nm

1.6. Latrofilina 3

Como el resto de sus homologos, la Lphn3 es considerada una molécula bipartita que
funciona como molécula de adhesién y como GPCR en diversos procesos celulares que

seran abordados a continuacion.

A través de ensayos de co-inmunoprecipitacion en modelos heter6logos, se reveld que el
fragmento CTF (que incluye los 7TM) fue indispensable para que Lphn3 reclutara al
citoesqueleto de actina. Ademas, su expresion estuvo asociada con el incremento de
cofilina total y activada, lo cual se vio reflejado en la remodelacion del citoesqueleto de
actina que afectd drasticamente la morfologia celular, generando un fenotipo de baja
adherencia presentdndo estructuras como filopodios y blebs, acompafiado del
redondeamiento celular [49]. Aunque anteriormente se habia descrito que las latrofilinas

podian interaccionar con proteinas de andamiaje para formar complejos con actina [50],
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estos hallazgos representan el primer acercamiento para una funcion despolimerizante

inducida por la expresion de Lphn3.

Otro de los estudios que apoya su rol como molécula bipartita fue el descrito por Moreno-
Salinas y colaboradores en donde a través de ensayos de transferencia de energia de
resonancia biolouminiscente (BRET) en un modelo heterélogo, se evidencid que asi como
ocurre con otros GPCRs, Lphn3 (version completa) en un estado constitutivo mostrd
promiscuidad para acoplarse a diferentes tipos de proteinas Ga, que incluyeron: Gail y 2,
Gal3, Gos Yy Gogq [51, 52].

La expresion de Lphn3 se ha reportado tanto en condiciones normales como patoldgicas.
De manera normal, Lphn3 se expresa en diversas regiones del cerebro como la corteza
prefrontal, nucleo caudado, amigdala, cuerpo calloso e hipocampo [53]; su expresion

también ha sido reportada en islotes de Langerhans y en tejido mamario [23, 47, 54, 55].

En relacion a su alta expresion en sistema nervioso central, la mayoria de las
investigaciones enfocadas al estudio de Lphn3 estan asociadas con su funcion como
receptor neuronal en la formacion de contactos sinapticos. En este sentido, Sando y
colaboradores en el 2021 reportaron que esta funcién requiere tanto de las propiedades de
adhesion como de sefializacion de Lphn3 para el establecimiento de sinapsis excitatorias
en el hipocampo. La formacién de sinapsis mediada por Lphn3 requiere de su interaccion
con sus ligandos enddgenos: teneurinas y las proteinas transmembranales con repetidos de
leucina y fibronectina (FLRTS), con los cuales Lphn3 interacciona de manera conjunta
para formar complejos proteicos heterotriméricos. Aunque aun no se esclarecen las vias
de sefalizacion desencadenadas por la activacion de Lphn3 en la sinaptogénesis, en el
mismo trabajo de Sando y colaboradores, se evidencidé que la ausencia de la region
intracelular de Lphn3 estaba relacionada con la disminucion del nimero de sinapsis

glutamatérgicas [46, 56-59].

En el 2019, a través del andlisis por RT-PCR de lineas celulares derivadas de islotes
pancreaticos de raton y humano, se identificaron dos variantes de Lphn3 que fueron
diferentes a la descrita en el cerebro (variante P1 y P2). Estas dos nuevas variantes en

células beta-pancreéaticas carecieron del exén 23, lo que originé el acortamiento de la



tercera asa intracelular. De manera interesante, la variante P2 también carecid del exon 8
que correspondio a una region corta del amino terminal del dominio OLF. Cuando se
analizo su perfil de sefializacidn por proteinas G, se report6 que las variantes pancreaticas
en su estado basal y activado sefializaron por Gai, lo cual contrastd con la sefializacion de
la variante del cerebro que no mostro actividad por dicha via. La sefializacion por Gai
producto de la activacion de las variantes pancreaticas estuvo relacionada con una
disminucion de la liberacion de insulina a través de la regulacion de los niveles de AMPc
[23]. Estos hallazgos resaltan la importancia de Lphn3 en procesos metabdlicos como la
homeostasis de la glucosa.

Por otro lado, la expresion de Lphn3 también ha sido relacionada con alteraciones en el
estado fisiologico que desencadenan enfermedades como el asma y el cancer. En un
estudio en donde compararon los perfiles de expresion genético de cultivos primarios de
células del musculo liso de las vias respiratorias (ASMC) de pacientes sanos y pacientes
con asma, Lphn3 estuvo dentro de los primeros 10 genes sobreexpresados, y este resultado
coincidi6 con el incremento del RNAm y de proteina de Lphn3 en células ASMC de
pacientes con dicho padecimiento. La funcion de Lphn3 en este tipo celular estuvo
relacionada con su activacion a través de su ligando FlIrt3, favoreciendo propiedades de
adhesién, proliferacion y contraccion de células ASMC de pacientes asmaticos respecto a
células normales. Aunque este estudio present6 algunas limitaciones, como por ejemplo,
un namero reducido de pacientes que conformaron la poblacion de analisis, sus resultados
abren nuevas perspectivas funcionales sobre la participacion de Lphn3 en otros tipos

celulares [60].

La relacién de Lphn3 con el cancer es un tema de investigacion bastante reciente. Uno de
los hallazgos que cuestionaron la participacién de Lphn3 en este padecimiento, fue un
estudio en 2010 donde se realiz6 el analisis de 1507 genes de 441 muestras de diferentes
tipos de cancer (mama, ovario, pulmén y préstata) con el proposito de caracterizar
mutaciones somaticas para identificar posibles blancos terapéuticos. En este analisis,
Lphn3 estuvo dentro de los 77 genes mas mutados y las mutaciones de un solo nucleétido
fueron restringidas a la region del dominio GAIN [30]. Por su parte en 2012, a través de

RT-PCR se identific6 un aumento del RNAmM de Lphn3 en muestras de tejidos



provenientes de pacientes con cancer de mama, lo cual coincidié con un reporte en 2020
donde se detectd por inmunohistoquimica un incremento de la sefial para Lphn3 en
muestras de pacientes tailandeses con cancer de mama respecto a pacientes sanos [54, 55].
En este ultimo estudio, la intensidad de sefial para Lphn3 estuvo relacionada con tumores
menos agresivos sugiriendo que Lphn3 podria estar involucrada en diferentes etapas de la
progresion del cancer. En este mismo contexto, otro estudio en 2019 reveld la presencia
de Lphn3 en muestras de pacientes con cancer de mama a traves de un analisis por Western
blot. Adicionalmente, también se realizé el cribado de la expresion de Lphn3 en diferentes
lineas celulares consideradas no cancerigenas (RC-124, PHL, HaCat y Beas-2B) y
cancerigenas, reportando la presencia de Lphn3 dnicamente en lineas celulares
provenientes de tejido maligno (THP1, LAD2, Hep-G2, BCB701, MCF-7, PC3 y Calu6)
[47]. Recientemente en enero de 2022, con la idea de entender la evolucion molecular que
da lugar al desarrollo de los ependimomas (tumores de células gliales), el analisis genético
de siete muestras tumorales provenientes del mismo paciente (un tumor primario y 6
tumores recurrentes) mostraron que el gen de Lphn3 estuvo consistentemente mutado
durante el desarrollo de la enfermedad, y su expresion estuvo inversamente relacionada
con el grado tumoral del ependimoma de ese paciente [61]. Todos estos antecedentes
parecen indicar que Lphn3 esta activamente relacionada con la carcinogénesis y que se

requieren de mas estudios para dilucidar sus posibles funciones.

1.6.1. Ligandos end6genos de Lphn3

Las teneurinas son moléculas de adhesion tipo Il es decir que la region carboxilo terminal
se localiza en el compartimento extracelular. Estructuralmente se conforman de un
dominio intracelular que contiene dominios de unién-SH3 ricos en prolina, una region
transmembranal, y su region extracelular constituida por: ocho repetidos tipos factor de
crecimiento epidermal (EGF), un dominio tipo lg, un dominio tipo beta-propela que
contiene una serie de repetidos NHL, un dominio en forma de barril, rico en repetidos YD,
un dominio tipo toxina Tc bacteriana, y una region de ~ 40 aminoacidos conocida como
péptido asociado al carboxilo terminal de teneurina (TCAP) [2] (Fig.8). En mamiferos, la
familia de las teneurinas se encuentra integrada por cuatro isoformas las cuales se expresan

diferencialmente durante el desarrollo del sistema nervioso central [62]. En el cerebro



adulto, su expresién ha sido reportada en las regiones CA1-3 del hipocampo, en el giro
dentado y corteza visual, teniendo una importante funcion en la formacion y
mantenimiento de contactos neuronales que forman parte de circuitos como el del

hipocampo y el olfatorio [63].

A través de su region extracelular, las teneurinas cumplen su funcion como moléculas de
adhesion estableciendo interacciones homofilicas y heterofilicas. Cada una de las cuatro
isoformas de las teneurinas puede interaccionar con Lphn3 en una configuracion
transcelular independiente a calcio a través de su dominio tipo toxina el cual reconoce al
dominio LEC de Lphn3 (aunque la participacion del dominio de OLF de Lphn3 permite
una union de mayor afinidad). Esta interaccion induce sefializacion transcelular que
disminuye los niveles de AMPc en una manera dependiente de Lphn3. Ademas, la region
extracelular de las teneurinas puede sufrir procesos de prote6lisis que liberan fragmentos
como el TCAP, el cual también se sugiere podria ser un ligando para Lphn3 [19, 46, 59,
64, 65].

B-barril (repetidos YD) Figura 9. Estructura de la region
extracelular de teneurina 2. Estructura
3D de la regién carboxilo de teneurina 2
obtenida por microscopia electronica
criogénica. ElI modelo revela un
plegamiento tipo barril (azul) sellado en la
parte inferior por el dominio tipo Ig
(amarillo) y decorado por el dominio tipo
B-propela (verde). En la parte superior se
encuentra el dominio tipo toxina (rosa, que
también incluye el TCAP) el cual esta
parcialmente incrustado en el interior del
B-barril. Imagen obtenida de [2].

B -propela
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La segunda familia de proteinas de membrana que son ligandos endégenos para Lphn3
pertenecen a la familia Flrt [66]. Estas proteinas son moléculas de adhesion tipo | que estan
involucradas en procesos de migracion celular, desarrollo neuronal y en la direccionalidad
de axones. En vertebrados se han identificado tres isoformas que se expresan de manera
ubicua incluyendo el cerebro. Estructuralmente presentan una region transmembranal y
una region extracelular conformada por diez repetidos tipo leucina (LRR) y un dominio
tipo fibronectina 3. Los LRR son la region primordial para el establecimiento de sus
interacciones en procesos de adhesion o repulsién [56]. En neuronas, estas proteinas
pueden mediar eventos de adhesion a través de interacciones homofilicas o de repulsion a
través de su interaccion con proteinas de la familia Unc [57, 67]. Lphn3 interacciona con
las tres isoformas de la familia Flrt y esta interaccion es de alta afinidad e independiente
de calcio mediada por el dominio de OLF de Lphn3 y los LRR de FlIrt [66].
Especificamente, la interaccion entre Lphn3-FIrt3 es importante para la formacion de
sinapsis excitatorias en hipocampo, mientras que en un modelo heter6logo se reportd que
esta interaccion induce la activacion de Lphn3 para sefializar por Ga13 [52, 59]. A través
de microscopia electrdnica criogénica, se evidencié que la conformacion estructural de la
LRR tiene la apariencia de un arco, y esta peculiar conformacion permite que Lphn3 y
Uncb puedan coexistir en el mismo complejo facilitado por Firt. Es aqui donde Lphn3
interacciona con la superficie del lado convexo y Unc5 con la superficie del lado concavo

de LRR, manteniendo una dindmica de interaccion no competitiva [44].
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Figura 10. Representacion de la interaccion transcelular entre Lphn3 y FIrt3. El diagrama
muestra a Lphn3, FIrt3 y Unc5 formando un complejo de interaccién transcelular. En la parte
superior se puede observar la peculiar estructura de LRR con forma de arco (cian) que permite que
el dominio OLF (rosa) de Lphn3 y el dominio Ig (amarillo) de Unc5 puedan interactuar al mismo
tiempo. Imagen obtenida de [44].

1.7. Generalidades del cancer

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud, el cancer representa la principal causa
de muerte en el mundo. Tan solo en 2020, una de cada seis defunciones fueron a causa de
algln tipo de cancer, siendo los tipos mas comunes: mama, pulmon, colon, recto y préstata
[68].

El cancer es definido como un conjunto de enfermedades que se caracteriza por el
crecimiento anormal y descontrolado de las células del cuerpo que da lugar a la formacién
de pronunciadas masas celulares conocidas como neoplasias. La carcinogénesis es un
proceso con mdltiples etapas en donde las células adquieren habilidades maestras para
manipular mecanismos celulares y moleculares que favorezcan su crecimiento y
supervivencia. Dentro de estas capacidades se incluyen: sefializacion sostenida para
proliferar, evasion de supresores del crecimiento, inmortalidad replicativa, induccion de
angiogeénesis, resistencia a la muerte celular, caracteristicas para invadir otros tejidos,

reprogramacién metabolica, destruccién y evasion del sistema inmune, inestabilidad
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gendmica e inflamacion; todas estas caracteristicas cooperan para potenciar la malignidad
celular y forman parte de los rasgos distintivos del cancer [69, 70]. La variedad de
proteinas que participan en todos los diferentes mecanismos antes mencionados es
sumamente vasta, por lo que en este trabajo nos enfocaremos en conocer un poco acerca

de las funciones de las moléculas de adhesién y los GPCRs en el desarrollo del cancer.

1.7.1. Adhesién celular y cancer

Uno de los mecanismos clave que potencian la progresion tumoral a metastasis es la
transicion epitelio-mesénquima o TEM. La TEM es un mecanismo muy dinamico,
transitorio y reversible que lleva a las células epiteliales a perder su polaridad apical-basal,
contactos célula-célula y adherencia a la membrana basal, asi como también a remodelar
su citoesqueleto de actina y expresar marcadores mesenquimales. Estos Gltimos son
regulados por factores de transcripcion que pueden variar en dependencia del tipo de
celular, sin embargo, TWIST1/2, SNAIL1/2, ZEB1 y FOXC2 son considerados como
factores indispensables desde la iniciacion hasta la metéstasis [71, 72].

La pérdida de la adhesion es una de las caracteristicas pro-tumorigénicas que se observan
durante el inicio de la TEM como consecuencia del cambio en el perfil de expresion de
moléculas de adhesion como las cadherinas e integrinas. La disminucion de la expresion
de E-cadherina en las células que sufren esta transicién, promueve la pérdida de
interacciones intercelulares que favorece la liberacion de las células del tumor primario;
esta disminucion estd acompafiada por el incremento en la expresién de marcadores
mesenquimales como N-cadherina que participa en la activacion de receptores como el
receptor del factor de crecimiento fibroblastico y la via de sefializacion de Wnt, por
ejemplo, para contribuir en la activacion de vias mitogénicas, incremento en la motilidad

e invasion celular [73, 74].

En el cancer, los procesos de invasion dependen en gran medida del balance entre E-
cadherina e integrinas. Las integrinas son proteinas de membrana que comunican a la
matriz con el interior celular a través del ensamble de un gran complejo proteico conocido
como adhesoma; que permite reclutar al citoesqueleto de actina para que en conjunto

durante la invasion y metéstasis modulen procesos como migracion celular,



desprendimiento de las células de la matriz extracelular y colonizacion tumoral [75].
Muchas de las funciones dependientes de las integrinas estan relacionadas con la
activacion de las cinasas FAK y Src por lo que estas Gltimas, tienen una gran funcion en
el cancer por su habilidad para promover proliferacion y resistencia en células tumorales
[76].

La variabilidad del perfil de expresion de moléculas de adhesion durante el cancer impacta
de manera importante la plasticidad de uniones célula-célula y célula-matriz lo que
conduce a distintos modos de migracion en donde las integrinas participan activamente en
la migracion tipo mesenquimal a través del establecimiento de adhesiones focales [77]. En
este proceso la participacion del citoesqueleto es crucial para mantener contactos celulares
estables y también para mediar la forma celular y la dinamica de la formacion de
estructuras como filopodios, lamelipodios, blebs y fibras de estrés, necesarias para la
migracion y la invasion. Es ampliamente aceptado que los integrantes de la familia de las
Rho-GTPasas son los maestros en controlar las dindmicas del citoesqueleto de actina; de
los cuales los mejor caracterizados son: Cdc42 para la formacion de filopodios, Rac que
guia la sefalizacion para la formacion de lamelipodios y RhoA que promueve la formacion
de fibras de estrées y blebs [78-80].
Dependiendo del contexto tumoral, las células cancerosas pueden activar y transitar por
diferentes mecanismos de migracion que les permiten atravesar diferentes barreras como
membranas basales, paredes vasculares 0 moverse por espacios pequefios presentes en
tejido conectivo para poder alcanzar su tejido blanco. En el tipo de migracién mesenquimal
las células tumorales mantienen una forma alargada polarizada que se caracteriza por la
presencia de lamelipodios, filopodios y fibras de estrés que colaboran para mantener la
adhesion y las fuerzas de traccidon con la matriz, necesarias para poder desplazarse; este
tipo de migracion depende de la secrecidn de proteasas como las metaloproteinasas para
la remodelacion de la matriz y es usado por la célula para migrar de manera colectiva o
individual. En este tipo de migracion la alta expresion de otros elementos del citoesqueleto
como la vimentina, que es un filamento intermedio y considerado un marcador

mesenquimal, es crucial para potenciar la migracion y la invasion celular [71, 72].



Existe un segundo mecanismo de migracion conocido como migracion ameboide, es usado
por células individuales y se activa durante ciertas circunstancias que involucran: una
disminucion de la adhesion célula-matriz, perdida de la protedlisis de la matriz, aumento
de la contractilidad de actomiosina mediada por la actividad de miosina Il y RhoA y
desestabilizacion de microtibulos que induce una morfologia celular redondeada. La
interconversion de un modo de migracion mesenquimal a ameboide, conocida como
transicion mesénquima-ameboide (TMA) es un mecanismo reversible y muy dinamico en
donde las GTPasas como RhoA y Rac transitan en estados activos e inactivos para regular
la remodelacion del citoesqueleto de actina. A diferencia del estilo mesenquimal, en la
migracion ameboide las células se mueven mas rapido y se propone que la TAM es una

estrategia utilizada para aumentar su eficiencia durante la metastasis [81, 82].

1.7.2. Participacion de los GPCRs en cancer

El amplio alcance funcional de los GPCRs sobre una variedad de procesos celulares los
convierte en proteinas clave para influenciar las caracteristicas distintivas del cancer en
donde su participacién puede estar en funcidn de la presencia de mutaciones con ganancia
0 pérdida de funcidon o en su mera expresion. De acuerdo al catdlogo de mutaciones
somaticas en cancer (COSMIC) los GPCRs y las proteinas G se encuentran mutados
aproximadamente en el 20% de todos los canceres [83] y través del analisis de estructuras
3D se ha revelado que la mayoria de las mutaciones en GPCRs asociadas a cancer suelen
presentarse en puntos calientes estructurales, como en el caso de otros oncogenes o genes
supresores de tumores. Por ejemplo, en GPCRs de la familia Rodopsina, mutaciones
relacionadas a cancer se han encontrado en la arginina del motivo DRY que es importante
para la activacion de estos receptores y responsable para los contactos polares
intramoleculares que mantienen al receptor inactivo ante la unién del ligando [5, 84]. En
otro analisis reciente sobre mutaciones de GPCRs en diferentes neoplasias humanas, se
reveld que en cancer gastrico se encontré una mayor cantidad de GPCRs mutados que se
acoplaron a Gos y Goi/o impactando en los niveles de AMPc [84]. Otros ejemplos son el
aGPCR ADGRVL1 que es de los receptores frecuentemente mutados en muchos tipos de
cancer como el de melanoma cutaneo, el GPCR FZD6 perteneciente a la familia Frizzled

que es frecuentemente mutado en adenocarcinomas de colon y el receptor S1P1 el cual



promovid la progresion tumoral, en linfoma de células B grandes, producto de mutaciones

que afectaron su sefializacion por Gal13 [85, 86].

En relacion a su sobreexpresion también hay diferentes ejemplos de la relacion de los
GPCRs con el cancer. La familia de Frizzled esta ampliamente involucrada en cancer
como transductores de la sefializacion por Wnt, y la sefializacion por Wnt puede
desencadenar la activacion de beta catenina en cancer de colon y promover la proliferacion
celular [86]. Respecto a los GPCRs de adhesion, el receptor ADGRE2 es sobreexpresado
en cancer de mama mientras que CD97 y GPR56 son también altamente expresados en la
mayoria de todos los canceres siendo hasta ahora estudiados en el contexto de cancer

gastrico, melanoma, esofago y tiroides [21, 87].

Dentro de los GPCRs de la familia Rodopsina los receptores CXCR4 y CCR7 representan
los receptores tipo quimiocina mejor estudiados que potencian la metastasis, teniendo
funciones activas en crecimiento tumoral, invasion, angiogénesis, metastasis y resistencia

terapéutica [88].

La estimulacién de angiogénesis es una componente crucial de la progresion del cancer.
Factores liberados por el tumor, como prostaglandinas y trombina, a menudo actGan sobre
GPCRs como por ejemplo S1PR, PAR1 y CXCR4-7, para potenciar la estimulacion de
mediadores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular-endotelial fibroblastoide
(VEGF). La estimulacién de PAR2 por trombina induce la expresion y liberacion de
VEGF, incrementando la permeabilidad vascular para crear un ambiente favorable de la

vascularizacion [88, 89].

De manera general la sefializacién de los GPCRs puede desencadenar funciones que
favorezcan o limiten la progresion tumoral durante el desarrollo de la enfermedad por lo
que el estudio de sus funciones sigue siendo de relevancia para el entendimiento y abordaje

terapéutico del cancer.



2. Justificacion

A pesar de que se desconocen las funciones de Lphn3 durante la carcinogénesis, sus
propiedades de adhesion, su acoplamiento con proteinas Go y su actividad en la
remodelacion del citoesqueleto de actina son procesos celulares relacionados con el
desarrollo de cancer. La identificacion de mutaciones en la region més conservada de los
aGPCRs que es el dominio GAIN llevé a cuestionarnos si este dominio podria participar
en otros procesos ademas de la autoproteolisis del receptor. Por tal motivo, el estudio de
variantes en el dominio GAIN relacionadas con cancer representaria una herramienta
importante para revelar funciones desconocidas del dominio GAIN en un contexto
fisiopatoldgico. Asi pues, en este trabajo caracterizamos el efecto de cinco mutaciones
K5®IN, A70G, D"8H, S819L y E81Q que fueron previamente identificadas en muestras de

pacientes con cancer de pulmdn utilizando un sistema de expresion heterélogo.

3. Hipotesis
El dominio GAIN de Lphn3 ademas de modular la autoprotedlisis del receptor, participa

en la modulacion de otros procesos celulares como la adhesion y la migracion celular.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar la funcidn fisiopatologica del dominio GAIN de Lphn3, a través del andlisis de

mutaciones con cambio de sentido reportadas en adenocarcinoma de pulman.

4.2. Obijetivos especificos

e Determinar el efecto de las mutaciones K%!N, A’0G, D'%H, S#°L y E8'!Q en la
adhesion celular entre el receptor Lphn3 y sus ligandos FIrt3 o teneurina 2.

e Evaluar el efecto de las mutaciones KN, A’%G, D"®H, S8°L y E®Q en el
procesamiento auto proteolitico del GAIN y en la expresion en la membrana
celular.

e Analizar el impacto de las mutaciones K>®IN, A’%°G, D™H, S®°L y E81Q en la

sefializacion por Ga13 y en la remodelacion del citoesqueleto de actina y vimentina.



e Comparar los efectos de Lphn3 y las mutaciones KN, A’°G, D"*H, S810L y

E81Q en procesos de migracion celular.

5. Métodos

Los materiales, reactivos y soluciones utilizadas en los diferentes métodos experimentales

vienen descritos en el apartado de apéndices.

5.1. Plasmidos de expresion

Las construcciones plasmidicas de Lphn3 de humano y los correspondientes mutantes del
dominio GAIN con las etiquetas Flag y Hemaglutinina (Lphn3™9HA) fueron descritos
previamente [16]. Los plasmidos mutantes del GAIN de Lphn3 acoplados a mVenus
fueron generados a partir del plasmido Lphn3H4Fa9-mVenus [49] el cual fue cortado por
las enzimas EcoRI 'y Bsu361 para liberar y purificar el fragmento que contenia la secuencia
de mVenus; esta misma estrategia se realizd con los plasmidos que codificaron para cada
mutante, pero en este caso para liberar y purificar el fragmento codificante para cada
variante de Lphn3. Finalmente se realizé la ligacion de ambos fragmentos purificados (Fig.
16). Los constructos de Teneurina2 y Flrt3 transmembranales, asi como el plasmido de
expresion de FIrt3 humano fusionado con lg soluble (FIrt35P-Fc), fueron descritos
previamente [19, 90]. El biosensor G13 basado en TRUPATH BRET fue una donacién de
Bryan Roth (kit Addgene #1000000163).

5.2. Cultivo celular

La linea celular HEK293 procedente de ATCC se sometio a pruebas para detectar la
presencia de Micoplasma. Las células fueron cultivadas en medio DMEM (Tabla 2) en
una atmoésferaa 37 °C y 5 % de COa.

5.3. Transfecciones transitorias

Las transfecciones transitorias se realizaron utilizando una relacion 1:3 de ADN-PEI. Para
1.8 x 10° células/pocillo, se prepar6 el siguiente complejo ADN-PEI a temperatura
ambiente: 240 ul de DMEM, 4 ug de ADN plasmidico y 12 ul de PEI [1 pg/ul]. El
complejo fue incubado por 30 min y luego completado a 1 ml con DMEM. Posteriormente,

éste fue afiadido a las células gota a gota y se dejo incubar por 30 min en condiciones de



cultivo. Finalmente se agrego a las células 1 ml de medio DMEM suplementado con 20%
de SFB, 2000 U mI! de penicilina-estreptomicina y 4 mM de GlutaMAX. Después de 19
horas de incubacion, se sustituyeron los medios de cada pocillo por 2 ml de medio DMEM.
Para los ensayos de BRET, las células se cotransfectaron con 12.5 ng de cada plasmido
del biosensor BRET2: Gal3, Gy9 y GB3; 50, 250 y 750 ng del plasmido Lphn3H4Fd g |as

variantes y la cantidad final de ADN se ajust6 a 1000 ng con el vector vacio.

5.4. Ensayo de agregacion celular

Células HEK293 se cotransfectaron siguiendo el siguiente esquema: las células
transfectadas con receptores recibieron 0.5 pg de ADN del plasmido codificante para
EGFP y 3.5 ug de ADN plasmidico de las variantes de Lphn3. Mientras que las céelulas
transfectadas con ligandos recibieron 1 pug de ADN del plasmido que codifica DsRed con
3 pg de plasmidos que codifican los ligandos (Teneurina 2 y Flrt3). Tras 48 h de
transfeccion, cada poblacion celular se cosech6 utilizando 1 mM de EGTA en PBS que
contenia 25 ng de DNasa y se resuspendieron mediante sucesivos pasos de aspiracion-
liberacion a través de pipetas Pasteur siliconadas. Las muestras de agregacion se formaron
mezclando células que expresaron el receptor con las que expresaron el ligando
(proporcion 1:1 en DMEM que contenia 50 mM de HEPES-NaOH pH 7,4, 10 % de SFB,
10 mM de CaCl, y 10 mM de MgCly) y se incubaron durante 2 h bajo rotacion constante
a temperatura ambiente. Se colocaron alicuotas en portaobjetos y las iméagenes fueron
adquiridas utilizando un objetivo 10X del microscopio de epifluorescencia Observer.Z1
(Zeiss, Gottingen). El analisis de las imagenes fue realizado con Fiji-ImageJ. El indice de
agregacion, representado en porcentaje (%), se obtuvo calculando la relacion entre la suma
de las areas de las particulas que superaron el limite de la condicion control entre la

sumatoria de las areas totales.

5.5. Produccion y purificacion de FIrt3EP-Fc

La produccion de la version soluble de FIrt3 (FLRT3ECP-Fc) se llevd a cabo de acuerdo a
lo descrito por [90]. Brevemente, después de 96 h de transfeccion con FLRT3ECP-Fc, se
colectaron los medios de células HEK293 y se centrifugaron para eliminar los restos

celulares. Para inmovilizar FLRT3ECP-Fc, los medios condicionados se incubaron a 4 °C



toda la noche con perlas de sefarosa acopladas a proteina A. Tras una serie de lavados, las
proteinas fueron eluidas de las perlas con una solucion de 4 M de MgCl; y se dializaron a
través de columnas con poros de 100 kDa. El eluido final se analizé mediante geles de
SDS-PAGE vy se tifieron con azul de Coomassie. La cuantificacion se realizd mediante
andlisis de densitometria utilizando Fiji-ImageJ.

5.6. Ensayo de marcaje de superficie celular

Después de 48 h de transfeccion, las células HEK293 transfectadas con los plasmidos para
las variantes del receptor Lphn3 fueron incubadas toda la noche a 4 °C con DMEM, que
contenia 10 nM de FIrt3E°P-Fc, 50 mM de HEPES-NaOH pH 7.4, 2 mM de CaCl, y 2 mM
de MgCl.. Posteriormente, las células se fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos en
agua-hielo. Para saturar posibles sitios de union inespecifica, las células fueron incubadas
con 3% de BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. La inmunodeteccion de
las variantes del receptor de Lphn3M29HA se ogro a través del anticuerpo policlonal anti-
Flag (proporcion 1:500 en solucion de bloqueo) durante 2 h a temperatura ambiente y un
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa 633 (proporcion 1:500 en solucion de
blogueo) durante 1 h a temperatura ambiente. La unién de FIrt35°P-Fc se detectd utilizando
un anticuerpo anti-Fc humano acoplado a Alexa 488 (proporcion 1:500 en solucion de
blogueo) durante 1 h a temperatura ambiente. Los nucleos se tifieron utilizando 300 nM
DAPI en PBS durante 5 min. Las imagenes se capturaron mediante microscopia confocal
utilizando el microscopio Leica SP8 (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) con un
objetivo de inmersion de 63X (apertura numérica [AN]: 1,4) y 0.4 um de espacio entre

cada corte.

5.7. Western blot

A las 48h de transfeccion, las células HEK293 transfectadas con plasmidos de las variantes
del receptor Lphn3 fueron lisadas en buffer Laemmli y procesadas por SDS-PAGE usando
geles de acrilamida al 10 %, para después ser transferidas a membranas de nitrocelulosa.
Para evitar pegado inespecifico, las membranas se incubaron con BSA al 3 % en TBST
1X durante 2 horas a temperatura ambiente y la deteccion se realiz6 con los anticuerpos

primarios: anti-HA monoclonal de ratdn, anti-Flag policlonal de conejo (proporcion 1:1



000 en la solucidn de bloqueo) y anti-vimentina V9 monoclonal de raton (proporcion 1:
250 en solucion de blogueo), seguidos de anticuerpos secundarios anti-conejo
IRDye680RD vy anti-raton IRDye800CW (proporcion 1:15 000 en solucion de bloqueo).
Finalmente, para cuantificar las sefiales fluorescentes, las membranas fueron escaneadas
con los canales de 700 nm y 800 nm del fotodocumentador Fc Odyssey de LI-COR

Biosciences.

5.8. Deteccion de la expresion del receptor en la superficie celular (DECS)

Tras 24 horas después de transfeccion, células HEK293 transfectadas con vector vacio o
con los plasmidos de las variantes del receptor se transfirieron placas de 96 pocillos
tratadas con poli-L-Lisina y se cultivaron durante 24 h. A continuacion, las células se
fijaron con PFA al 4% durante 10 minutos en agua-hielo y se incubaron en una solucion
de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente. La deteccion se realiz6 usando un
anticuerpo policlonal anti-Flag (proporcion 1:20 000 en una solucion de bloqueo que
contenia azida sodica al 0.1%) y un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a HRP
(proporciéon 1:2 000 en solucion de bloqueo). La reaccion colorimétrica se indujo
afiadiendo el sustrato cromogénico de la peroxidasa de rabano TMB, dando lugar a una
solucion de color azul, a la que se le afiadié 1 N H2SO4 virando a un color amarillo. La
lectura de absorbancia se realiz6 a 450 nm utilizando el lector de microplacas Cytation 5
(Biotek).

5.9. Ensayos de transferencia de energia de resonancia bioluminiscente (BRET)

Evaluamos la actividad constitutiva de Lphn3 a través de la via G13 utilizando el biosensor
TRUPATH para G13 (Gal3-RLuc8, GY9-GFP2 y GfB3) [91]. Las células HEK293
(3.5x10° células) se cotransfectaron con las cantidades indicadas de constructos
individuales que codificaron las variantes de Lphn3 (0, 50, 250 y 750 ng) junto con el
biosensor de G13, utilizando una proporcion de ADN de 1:1:1 para cada uno de los
componentes del biosensor (12.5 ng), distribuyendo equitativamente en 10 pozos de una
placa de 96 pocillos de color blanco. Tras 48 h de transfeccion, los medios celulares se
sustituyeron por buffer BRET a temperatura ambiente y se inicié la reaccion
bioluminiscente afiadiendo 5 UM de coelenterazina 4002 que es el sustrato de Rluc8,



seguido de una fase de equilibrio de 5 min. Las sefiales de emisién filtradas a través de
filtros de paso de banda de 515/40 nm y 410/80 nm correspondientes a la longitud de onda
de emision de GFP2 y Rluc8, respectivamente, se adquirieron utilizando el lector de
microplacas Cytation 5 (Biotek) y se utilizaron para determinar BRET2 “ratio”: emision
del aceptor/donador (Em GFP2/ Em Rluc8). Por lo tanto, en este sistema, el aumento de
la activacion del biosensor condujo a la disminucién de las relaciones BRET. Dada la
relacion inversamente proporcional entre la activacion del biosensor y los “ratios” BRET,
se implemento arbitrariamente el indice BRET (iBRET) para obtener datos que reflejaran
la proporcionalidad directa entre las sefiales BRET y la activacion del biosensor,
reportando el producto de la siguiente ecuacion BRET (0)/BRET (), donde el indice BRET
detectado a 0 ng de plasmido receptor se divide entre el indice BRET obtenido a x ng del

plasmido del receptor.

5.10. Inmunocitoquimica

Antes de la transfeccion, células HEK293 se cultivaron sobre cubreobjetos tratados con
medios provenientes del mismo tipo celular. Después de 48 de transfeccion, las células se
fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos en agua-hielo, posteriormente se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1% en PBS durante 10 minutos y se incubaron con
una solucién de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente. El citoesqueleto de
vimentina se detect6 con el anticuerpo monoclonal V9 (que reconoce los residuos 411-423
del carboxilo terminal) durante 2 horas a temperatura ambiente en una cdmara himeda,
seguida de la adicién de un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a Alexa 633
(proporcién 1:250 en solucién de bloqueo). La tincion de F-actina se realizo
simultdneamente con rodamina-faloidina (proporcion 1:200 en solucién de bloqueo con
1% de BSA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, los nucleos celulares se
tifieron con 300 nM de DAPI durante 5 minutos. Las imagenes se capturaron con el
objetivo de inmersion 100X (apertura numerica [AN]: 1,3) del microscopio confocal Leica
SP8 (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) con 0.4 pm entre cada corte y se

procesaron con el software LAS AF Lite.



5.11. Ensayos de cierre de herida

Antes de la transfeccion, células HEK293 fueron cultivadas en pocillos pretratados con
una solucién de gelatina bovina al 0.2 % disuelta en PBS. Tras 40 h de transfeccion, las
células se incubaron en una solucién de ayuno durante 4 h. La proliferacion celular se
inhibié mediante una incubacion de 2 h con mitomicina [4 pg/ml] previo a realizar la
herida en la monocapa celular con una punta de micropipeta universal de 10 pl. Los
pocillos se lavaron con PBS para eliminar los restos celulares y los medios se sustituyeron
por medio DMEM suplementado con un 1% de SFB, 1000 U ml?! de penicilina-
estreptomicina y 2 mM de GlutaMAX. El analisis se realiz6 capturando imagenes cada
12 h a través de un objetivo de 10X (apertura numérica [AN]: 0,25) de un microscopio
invertido modelo DM IL HC LED para luz transmitida de campo claro y fluorescencia
(LEICA). Los céalculos de fluorescencia y del area de la herida se realizaron con Fiji-

ImageJ.

5.12. Ensayos de motilidad celular 2D por microscopia de “time-lapse”

3.6 X 10° células HEK293 que fueron transfectadas con las variantes Lphn3 fusionadas a
mVenus, se transfirieron a placas de fondo de cristal de 35 mm (pretratadas con medios
provenientes de cultivos de células HEK293) y se cultivaron hasta su analisis por
microscopia confocal de “time-lapse”. La adquisicion de imagenes de células vivas se
realizd 45 h posteriores a la transfeccion con el microscopio confocal Nikon ECLIPSE Ti
conservando las condiciones iniciales del cultivo celular y manteniendo los siguientes
parametros: la captura de las imagenes se realizé con un objetivo de 20X (apertura
numérica [AN]:0.45), 3.5 um de espacio entre cada corte, por intervalos de 5 0 10 min
durante 1 0 3 h (Lphn3 con FIrt3¢P-Fc) (Excitacion 475 nm, emision 509 nm). Para los
ensayos que implicaron la adicion del ligando FIrt35°P-Fc [10 nM], la adquisicion de
iméagenes se inicio 1 h antes de afiadir el ligando y se reanudd durante 2 h adicionales. Las
iméagenes se procesaron con Fiji-ImageJ a través del plug-in Manual Tracking utilizando
la herramienta de correccion de centring para controlar las trayectorias celulares. Los
parametros de calibracion del programa fueron los siguientes: intervalo de tiempo= 10
min, calibracion x/y= 0,62 pum. Posteriormente, se analizaron los datos mediante el

programa de chemotaxis para obtener los valores de la velocidad celular, asi como



distancias acumuladas y euclidianas. Las trayectorias se ajustaron al punto de interseccién
de los ejes x e y y se trazaron en gréaficos de trayectorias 2D. La distancia acumulada
representd la trayectoria total de la célula, mientras que la distancia euclidiana, fue la
distancia en linea recta entre el punto de origen y el punto final. La velocidad de la célula
se definioé como la distancia recorrida durante un periodo de tiempo determinado.

5.13. Analisis de imagenes

Para el anélisis de los parametros de dimension celular y nuclear, la cuantificacion de las
estructuras de F-actina y la colocalizacion entre F-actina y las variantes de Lphn3
acopladas a mVenus se utilizaron imagenes de proyeccion maxima. Los datos de
dimension celular y nuclear se obtuvieron manualmente utilizando la herramienta
poligonal del software de Leica (Leica LAS AF Lite 3.3.10134.0). Los filopodios,
lamellipodios y blebs se identificaron manualmente segun los criterios descritos por [49].
Brevemente, los Filopodios fueron definidos como protuberancias en forma de varilla que
se originaron en la membrana celular y llenas de F-actina cortical; lamelipodios, como
protuberancias anchas y laminares de la membrana celular con una magnitud de mas de 6
pum y con F-actina cortical en su periferia; blebs, como protuberancias redondas con una
base de menos de 2 um y que puede 0 no contener F-actina cortical en su borde. Las
poblaciones celulares analizadas fueron las siguientes: Ctrl n=30, Lphn3-WTmVenus n=3g,
KB56INMVeNs =39,  A760G™Ve"S n=33, D798HMVeNs n=34, S81OL™Ves n=31,
E811QMVens n=32. La circularidad nuclear se calcul6 de acuerdo a lo publicado por [92]
de la siguiente manera: circularidad nuclear = 4x (area)/ (perimetro)?. Por lo tanto, valores

cercanos a uno indicaron una alta circularidad.

Las estructuras de vimentina se clasificaron e identificaron manualmente como se reportd
previamente [93]. Las estructuras en forma de anillo describieron los filamentos de
vimentina que rodearon el nacleo y formaron deformaciones nucleares, mientras que las
estructuras en forma de nudo se caracterizaron por la ausencia de vimentina filamentosa y
por adoptar una forma mas redonda cercana al nacleo. El indice de deformacion se obtuvo
dividiendo la suma de las areas céncavas nucleares sobre el area total del nacleo [94]
utilizando la herramienta poligonal del software de Leica (Leica LAS AF Lite
3.3.10134.0). Por lo tanto, radios con valores altos representaron nicleos més deformados.



Las poblaciones celulares analizadas fueron las siguientes: Ctrl n=29, Lphn3-WTmVenus
n=36, K561IN™Ves n=33 A760G™Vens n=30, D798HMVeNs n=31, S810LMVens n=29,
E811Q™MVenss n=29,

5.14. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como el error estandar de la media (S.E.M.) de al menos tres
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 con GraphPad Prism
version 6.0 utilizando ANOVA de una via, ANOVA de dos vias o prueba “t” no apareada
seguida de una prueba de Dunnett o de Tukey. Los valores p se indicaron en las leyendas

de las figuras.
6. Resultados

6.1. Caracterizacion de los efectos de las variantes K®'N, A’%°G, D"%8H, S810L y E8!Q en

la formacién de complejos de adhesién entre Lphn3 y sus ligandos Teneurina 2 y Flrt3

La adhesion intercelular es una de las funciones celulares que caracterizan a la Lphn3. A
través de sus dominios de tipo adhesion presentes en su NTF, Lphn3 puede mantener
interacciones heterofilicas con sus ligandos endgenos para formar complejos de adhesion.
Por lo tanto, se investigo el impacto de las mutaciones presentes en el dominio GAIN sobre
las propiedades adhesivas intercelulares de Lphn3 con sus ligandos transmembranales
FIrt3 y Teneurina 2. Para llevar a cabo dicho proposito se evalud la formacion de contactos
célula-célula mediante la realizacion de ensayos de agregacion celular, que consistieron
en mezclar células que expresaron cada una de las variantes de Lphn3 (Fig. 11) con células
que expresaron FIrt3 o Teneurina 2; de tal manera que, uniones proteina-proteina estables
favorecerian la formacion de agregados celulares, mientras que interacciones débiles o
inexistentes darian lugar a un patron de células dispersas (Fig. 12A-M). De manera
simultanea, se realizaron coexpresiones de proteinas fluorescentes para diferenciar a cada
poblacién celular: EGFP para las células que expresaron las variantes de Lphn3, y DsRed
para las que expresaron a los ligandos, permitiendo de esta manera visualizar a las células
por microscopia de epifluorescencia. La condicion control que unicamente expreso a las
proteinas fluorescentes (es decir que no expresaba al receptor ni al ligando) mostro un

patrén de células dispersas en todos los campos analizados. Este comportamiento contrastd



con aquellas células que expresaron a Lphn3WT, y que fueron incubadas con células que
expresaron FIrt3 o Teneurina 2. En donde se observd la formacion de grandes agregados
celulares. De manera interesante, las variantes A’®°G, D'®H y S8°L de Lphn3
disminuyeron las propiedades de adhesion intercelular Gnicamente con el ligando Flrt3,
pero no con Teneurina 2 (Fig. 12N, O). Asi, estos resultados nos condujeron a investigar
si la disminucion de la adhesion estaba relacionada con una pérdida de la unién de las
variantes de Lphn3 con FIrt3. Para ello, las interacciones Lphn3-FIrt3 fueron evaluadas a
través de ensayos de marcaje de superficie celular que consistieron en incubar a las células
que expresaron las diferentes variantes de Lphn3 con FlIrt3 soluble; es decir, desprovisto
de su dominio transmembranal y acoplado a IgG-Fc (FIrt35P-Fc) para después
inmunodetectar el ligando unido a la membrana (Fig. 13) (Purificacion de FIrt35P-Fc Fig.
S2). La sefial fluorescente tanto de Lphn3WT como de las mutantes se detectd Unicamente
en la membrana celular, y asi mismo la sefial correspondiente a FIrt35P-Fc fue detectada
Unicamente en la superficie de células que expresaron al receptor Lphn3 o sus variantes
(Fig. S1). Estos hallazgos sugieren que las mutaciones del dominio GAIN no inhibieron
las interacciones ligando-receptor, por lo que en conjunto estos resultados apuntan a que
otros factores que afectan preferencialmente los contactos establecidos con Flrt3, podrian

estan implicados en la adhesion intercelular modulada por Lphn3.
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Figura 11. Representacion esquematica de la organizacion de los dominios de Lphn3. La
imagen muestra las mutaciones del dominio GAIN (KN, A’G, D™H, S810L y E®Q), la
etiqueta Flag fusionada al NTF y la etiqueta de hemaglutinina (HA) introducida en la primera asa
extracelular. Leyendas de los dominios: lectina (LEC), olfacftomedina (OLF), dominio de unién a
hormona (HRM), sitio de proteo6lisis de GPCR (GPS), siete dominios transmembranales (7TM),
dominio de union a PDZ (PDZbd).
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Figura 12. Las mutaciones en el dominio
GAIN de Lphn3 relacionadas con cancer,
alteraron diferencialmente la adhesion
intercelular con sus ligandos FIrt3 y
Teneurina 2. (A-B) Imégenes
representativas  de  microscopia  de
epifluorescencia de ensayos de agregacion
de la condicion control o (C-N) en
combinacion con EGFP para Lphn3-WT y
sus variantes junto con (C-H) células que
coexpresaron DsRed y FIrt3 o (I-N)
Teneurina 2. (O, P) Cuantificacién del
indice de agregacion calculado a partir de
ensayos realizados entre células que
expresaron Lphn3y células que expresaron
FIrt3 o Teneurina 2, respectivamente. Barra
de escala: 50 um. Subdominio A (GAIN Sub
A) y B (GAIN Sub B) del dominio GAIN.
Los datos representan la media de tres
experimentos independientes (n = 3). La
linea negra punteada representa los valores
obtenidos en condiciones control (Ctrl). El
analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de una via. Las barras de error
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Figura 13. Las mutaciones en el dominio GAIN no impiden la unién de Lphn3 con FIrt3.
Imégenes representativas de células HEK293 transfectadas con Lphn3 o sus variantes que fueron
incubadas con FIrt3¥°P-Fc. Las células se visualizaron mediante microscopia confocal utilizando
(A-F) un anticuerpo anti-Flag (sefial fluorescente roja del anticuerpo secundario acoplado a Alexa
633, representado con el pseudocolor magenta) que reconoci6 el N-terminal de Lphn3, (A'-F") un
anticuerpo anti-lIgG humano (sefial fluorescente verde del anticuerpo secundario acoplado a Alexa
488) que reconocid el FIrt3¥P-Fc unido a la superficie, (A"-F") y DAPI para la tincion de los
nucleos. (A™-F") Sobreposicion de las imagenes. Barra de escala: 10 pm.

6.2. Las mutaciones en el dominio GAIN relacionadas con cancer no alteraron la

eficiencia de autoprotedlisis del GPS ni la expresion de Lphn3 en la membrana

La ubicacion de las mutaciones en ambos subdominios del dominio GAIN de Lphn3, nos
llevo a cuestionarnos si las mutaciones presentes en el subdominio A (K°6!N) respecto al
subdominio B (A’®G, D%H, S®OL y E®Q) tendrian efectos diferenciales sobre la
autoproteolisis en el sitio GPS. Para ello, se analizaron los lisados totales de células
HEK?293 que expresaron Lphn3WT o sus variantes mediante western blot, detectando el
fragmento NTF a través del epitopo Flag (fusionado al dominio Lectina) y el fragmento
CTF atraveés de la etiqueta Hemaglutinina (insertada en el primer bucle extracelular) (Fig.
14A). La cuantificacion de las intensidades de fluorescencia reveld valores similares en

los niveles del NTF y el CTF para todas las variantes al compararse con el receptor



silvestre; esto sugirio, que la produccién de fragmentos generados por el corte del GPS no
fue alterada por las mutaciones del dominio GAIN (Fig. 14B, C). Ademas, la eficiencia de
corte fue evaluada a través de la relacion NTF/CTF, la cual tampoco estuvo afectada por
la presencia de las mutaciones en el GAIN en comparacion con Lphn3WT (Fig. 14D). Con
el fin de monitorear su correcto plegamiento y trafico a la membrana, que es en donde los
aGPCRs ejercen la mayoria de sus funciones, se realiz6 la inmunodeteccién del epitopo
Flag (presente en la region extracelular de Lphn3) de células no permeabilizadas y
transfectadas con las diferentes variantes de Lphn3. La cuantificacion de las sefiales indic
que todas las variantes del receptor alcanzaron valores similares comparado con celulas
que expresaron Lphn3WT, indicando una expresion similar al receptor silvestre en la

superficie celular (Fig. 14E).
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Figura 14. La expresion y autoprotedlisis de Lphn3 no son alteradas por la presencia de las
mutaciones en el dominio GAIN asociadas a cancer. (A) Inmunoblot por fluorescencia de
lisados totales de células HEK293 transfectadas con las variantes de Lphn3. EI NTF se detecté con
un anticuerpo anti-Flag de conejo y el CTF con un anticuerpo anti-HA de raton. NTF* representa
fragmentos resultantes de modificaciones postraduccionales desconocidas. La inmunodeteccion de
a-tubulina se utilizé6 como control de carga. (B, C) Cuantificacion de las sefiales fluorescentes
obtenidas en (A) para NTF y CTF respectivamente. (D) Cuantificacién de la eficiencia de corte
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expresada como una relacion NTF/CTF. Los datos de B-D corresponden a la media de al menos
cuatro experimentos independientes con barras de error que representan la S.E.M., (n = 4). (E)
Deteccidn de la expresion de Lphn3 y sus variantes en la membrana celular. Se realizaron al menos
cinco experimentos independientes por quintuplicado, la media de las cinco réplicas de cada
condicion se representd con los circulos blancos. Subdominio A (GAIN Sub A) y B (GAIN Sub
B) del dominio GAIN. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una sola via. Los
datos se normalizaron con respecto a Lphn3WT vy se representaron como la media de al menos
cinco experimentos independientes con cuatro réplicas, cada uno de ellos con barras de error que
representan la S.E.M., (n =5).

6.3. La sefalizacion a través de la activacion de la proteina Ga13 inducida por el estado
constitutivo de Lphn3, es disminuida por la presencia de las mutaciones relacionadas
con cancer en el dominio GAIN

En su estado basal o constitutivo, Lphn3 es capaz de activar cascadas de sefializacion a
través de su acoplamiento a diferentes familias de proteinas G, especialmente a la familia
Ga13. Es bien conocido que el dominio GAIN de Lphn3 encripta un ligando anclado que
puede interactuar con las regiones transmembranales del CTF y modular la activacion al
receptor. Por lo tanto, nos intereso investigar si las mutaciones en el dominio GAIN podian
desestabilizar intrinsecamente su conformacion que llevara a defectos en su capacidad
inductora de actividad hacia el acoplamiento de la proteina Gal13. La activacion de la via
Ga13 fue monitoreada a traves de un biosensor basado en la transferencia de energia por
resonancia de bioluminiscencia (BRET) que depende de la cercania (menor a 10 nm) entre
una molécula donadora y una molécula aceptora. La molécula donadora de energia fue la
luciferasa Rluc8 que estuvo fusionada a la subunidad Ga13, mientras que la molécula
aceptora fue la proteina verde fluorescente GFP2 fusionada a la subunidad GY9. Con el
proposito de evaluar la actividad constitutiva del receptor, se cotransfectaron células
HEK?293 usando cantidades crecientes de ADN plasmidico de las variantes de Lphn3 con
cantidades constantes del ADN del biosensor, esto para promover gradualmente la
formacion de complejos receptor-proteina G (Fig. 15A). La cuantificacién de las sefiales
BRET2 y su conversion en iBRET evidenciaron una disminucién o incremento,
respectivamente, de la activacion del biosensor Gal3 que fue dependiente de la
concentracion de ADN plasmidico, lo cual es un comportamiento caracteristico de la
actividad constitutiva (Fig. 15A, B). Asi mismo, todas las variantes de Lphn3 mostraron

una actividad constitutiva; sin embargo, las mutaciones K%'N, D"®H, S80L y E®Q



disminuyeron significativamente la eficiencia méxima de Lphn3 en el acoplamiento a la
via Ga13. Unicamente la mutacion A7°G resultante de una sustitucion de aminoécidos
homologos, no disminuyo significativamente la sefializacion de Lphn3 a través de Gal3.
Debido a que la via Ga13 puede modular la remodelacion del citoesqueleto de actina, la
deficiencia funcional observada por las variantes de Lphn3 sugiere que las alteraciones del
dominio GAIN causadas por mutaciones somaticas dentro del gen Lphn3 pueden
contribuir a deficiencias en la sefializacion celular vinculadas a defectos en la dindmica de

actina durante el desarrollo de procesos patolégicos como la carcinogénesis.
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Figura 15. La sefalizacion por Ga13
fue disminuida por las mutantes
KSGlN, D798H, SSlOL y EgllQ. La
actividad constitutiva de Lphn3 fue
evaluada con cantidades crecientes de
plasmidos de las variantes de Lphn3 (0,
50, 250, 750 ng) y una concentracion
constante de plasmidos del biosensor
Ga13 (Rluc8-G13, GB3, GFP2-GY9).
(A) Graficas que muestran el andlisis
del BRET?2 ratio. La disminucion de los
valores indica un aumento de la
actividad del biosensor Gal3. Los
valores de p describen la significancia
entre los valores BRET2 ratio
obtenidos a 0 ng y a una determinada
concentraciéon de plasmido del mismo
receptor: **** p < 0,0001, *** p <
0,001, ** p < 0,01. (B) Calculo del
indice iBRET, en donde su aumento
corresponde a una mayor actividad del
biosensor. Los circulos blancos
representan la media de cuatro réplicas
de cada experimento. Subdominio A
(GAIN Sub A) y B (GAIN Sub B) del
dominio GAIN. Los datos representan
la media de al menos tres experimentos
independientes (n = 3). El andlisis
estadistico se realizO mediante
ANOVA de dos vias. Las barras
indican el S.E.M., los valores de p entre
0 ng de ADN (linea negra punteada) y
cada concentracion de ADN de la
misma variante de Lphn3 se indican
con #, mientras que los valores de p
entre 750 ng de ADN de las variantes
de Lphn3 y 750 ng de ADN de
Lphn3WT se indican con *; ### 0 sk
p < 070001’ HHHEO *kk p < 0’001’ HHO *k p
<0,01.
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6.4. La inhibicién de la formacion de lamelipodios inducida por Lphn3 es alterada en

células que expresaron a la variante S®'°L relacionada con cancer

El citoesqueleto de actina es un elemento crucial en la adhesién celular ya que regula el
ensamblaje y mantenimiento de las uniones intercelulares a través de su unién con
moléculas de adhesion localizadas en la membrana celular. Estudios previos han
evidenciado que la expresion de Lphn3 en células HEK293 induce cambios en la
remodelacion del citoesqueleto, que afectan la formacion de estructuras dependientes de
actina e impactan severamente la morfologia celular y nuclear. Aln no se conocen con
exactitud los mecanismos orquestados por Lphn3 y que son responsables de dichos
cambios; sin embargo, se sabe que pueden ser tanto dependientes como independientes de
la activacion de proteinas G, siendo el NTF una region importante de la Lphn3 para regular
cambios en el tamafio de las células y sus nucleos. Por tal motivo, nos intereso investigar
el impacto de las mutaciones relacionadas con cancer presentes en el GAIN del NTF de la
Lphn3 sobre la morfologia celular y nuclear, asi como también sobre la formacién de
estructuras dependientes de actina relacionadas con la migracién celular. Con el propdsito
de diferenciar a las células transfectadas que expresan 0 no a los receptores, se fusiond la
proteina fluorescente mVenus al CTF de la Lphn3 o de sus variantes (Fig. 16). Los nucleos
fueron tefiidos con DAPI y para visualizar el contenido de actina filamentosa (F-actina),
asi como la delimitacién de la membrana plasmatica celular a través de la deteccion de
actina cortical, las células se tifieron con faloidina-rodamina (Fig. 17A-G). El analisis de
las imagenes por microscopia confocal confirmé la deteccion de Lphn3WT en la
membrana celular, que coincidié con la sefial de actina cortical (Fig. 17A"-G", Q) junto
con la disminucién de las dimensiones de area y perimetro celular/nuclear, aumento de la
circularidad nuclear, inhibicion de la formacion de lamelipodios y la induccion de blebs,
cuyas estructuras no forman parte del fenotipo de células control transfectadas con
mVenus (Fig. 17H-P). Las variantes de Lphn3 imitaron las mismas modificaciones
celulares inducidas por Lphn3WT, con excepcion de las células que expresaron la mutante
S819, las cuales mostraron un incremento significativo en la formacion de lamelipodios
comparado con el receptor silvestre. Puesto que la formacion de lamelipodios depende de
una retroalimentacion positiva entre las adhesiones basadas en integrinas y la actividad de

Racl, asi como de una interaccion independiente de GPCRs entre Racl y Gal3, estos



resultados sugieren que estan involucrados mecanismos independientes a Go13, teniendo
en cuenta que solo la mutante S8°L mostro este fenotipo de mayor adherencia a la matriz

respecto a las demas variantes de Lphn3 que también mostraron deficiencias para sefializar

por Gal3.
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Figura 16. Estrategia de clonacién para la fusion de mVenus a las variantes de Lphn3. (A) El
esquema representa los pasos generales que se siguieron para insertar la secuencia codificante de
cada variante de Lphn3 (naranja) al plasmido molde que contenia la secuencia para mVenus (azul).
Las secuencias de Lphn3WT vy las variantes fueron extraidas a través del corte especifico de las
endonucleasas EcoRI y Bsu36l. (B) Analisis in silico de las clonas de las variantes de Lphn3
fusionadas a mVenus a través de las endonucleasas EcoRV y Bglll, en donde una clonacion exitosa
generaria tres fragmentos con tamafios relativos de 6990, 2095 y 723 pb. (C) Gel de agarosa que
muestra el corrimiento de las clonas fusionadas a mVenus tratadas (negro) y no tratadas (azul) con
las endonucleasas ECoRV y Bglll. Las cabezas de flecha indican los tamarios relativos esperados
que coincidieron con el analisis in silico en (B).
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Figura 17. La mutacion S®#°L altera la remodelacion del citoesqueleto de actina inducido por
Lphn3. Iméagenes representativas de microscopia confocal de células HEK293 que expresaron (A'-
G') mVenus (Ctrl) o las variantes de Lphn3 marcadas con mVenus (verde), para las cuales (A-G)
la F-actina se tifi6 con faloidina- rodamina (magenta) y (A"-G") con DAPI para los nucleos (azul).
Los pixeles blancos en las imagenes del recuadro representan la colocalizacion de F-actina con el
receptor. Las estructuras de actina son indicadas como sigue: filopodios (flecha), lamelipodios
(punta de flecha) y blebs (punta de flecha vacia). Barra de escala: 10 um. (H-M) Cuantificacion de
las diferentes dimensiones celulares y nucleares. (N-P) Cuantificacion de las estructuras
dependientes de actina. La linea punteada representa los valores obtenidos para las células control
que expresaron Unicamente a mVenus. (Q) Gréafico de dispersion que representa los pixeles



sobrelapados entre la sefial de F-actina y la fluorescencia emitida por las variantes de Lphn3
fusionadas con mVenus. Subdominio A (GAIN Sub A) y B (GAIN Sub B) del dominio GAIN.
Las construcciones de los receptores marcados con mVenus se indican con una estrella (*). Los
datos representan la media de al menos tres experimentos independientes (n = 3). Se analizaron al
menos 30 células por cada condicion. El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de una
via. Las barras de error indican el S.E.M., los valores de p entre las variantes de Lphn3 marcadas
con mVenus y los datos del control se indican con #, mientras que los valores de p entre las
variantes de Lphn3 marcadas con mVenus y Lphn3WT se indican con *: ### 0 **xx n < () 0001, ##
p<0,001,*p<0,01,*°*p<0,05.

6.5. La expresion de Lphn3 modifica la remodelacion del citoesqueleto de vimentina
promoviendo cambios en la forma nuclear, los cuales son atenuados por la presencia de

las mutaciones S8°L y E81Q

Durante el andlisis morfoldgico relacionado con el citoesqueleto de actina, llamo la
atencion la presencia de malformaciones en los nacleos de células que expresaron Lphn3,
presentando lobulaciones intercaladas por invaginaciones cuya naturaleza no fue clara al
inicio (Fig. 18A-G y Fig. 19A-G). Cuando se compararon los ndcleos de las células que
expresaron Lphn3 con los nucleos de células control, fue evidente que las deformaciones
nucleares fueron hasta cinco veces mas frecuentes en las primeras que en las segundas
(Fig. 18H). El anélisis de la relacion de las areas generadas por las invaginaciones respecto
al area total del nucleo, revel6 que la expresion de las mutaciones S8°L y E81Q disminuyo
significativamente la presencia de estas deformaciones nucleares en comparacion con la
expresion de Lphn3WT (Fig. 18H).

La vimentina es un tipo de filamento intermedio que es considerado como marcador de la
transicion epitelio mesénquima durante la carcinogénesis y que otorga cierta proteccion a
la célula del estrés mecanico producido por procesos como la migracion celular. Debido a
la evidencia que existe sobre la relacién entre la vimentina y la morfologia nuclear, nos
interesd visualizar la distribucion de la vimentina endogena en células que expresaron
Lphn3 a través de inmunofluorescencia indirecta por microscopia confocal. Las células
control expresando Unicamente mVenus mostraron una distribucién del citoesqueleto de
vimentina que abarcd la region perinuclear y el area citoplasmatica organizada en una
extensa red de filamentos (Fig. 18A). Esta distribucion contrasté fuertemente con la
mostrada por las células que expresaron Lphn3, en las que la vimentina form¢ estructuras

enredadas y compactas en forma de nudo, adyacentes al nicleo y/o formando anillos que



rodearon las lobulaciones nucleares (Fig. 18B, Fig. 19A-G). Los cambios en el
citoesqueleto de vimentina inducidos por las variantes del receptor fueron similares a los
observados en células que expresaron a Lphn3WT (Fig. 18C-G). Para evidenciar la
distribucion compacta del citoesqueleto de vimentina se analizé la relacion del area que
ocupaba dentro de la célula respecto al area total de la misma; este anélisis reveld valores
de dispersion mas bajos para las células que expresaron Lphn3, que para las células
control, indicando que la mera reduccidn del area celular resultado de la expresion del
receptor no explica por si misma la alteracién en la redistribucion de la vimentina (Fig.
18J). Por su parte, para analizar la relacion del citoesqueleto de vimentina con las
malformaciones del ndcleo, se analizd el sobrelapamiento de las sefiales de
inmunofluorescencia de vimentina con las sefiales de DAPI/nicleo. Se observo que las
areas hendidas que dieron lugar a una morfologia nuclear concava, coincidieron
significativamente con la presencia de vimentina en células que expresaron Lphn3
comparado con células control, las cuales presentaron una frecuencia reducida de este
fenotipo (Fig. 18A'-G', 1). A pesar de que la presencia de estructuras condensadas de
vimentina fue de 3 a 4 veces mas frecuentes en células que expresaron Lphn3 respecto a
células del control, no pudimos detectar diferencias en la prevalencia de esta organizacion

de vimentina entre Lphn3WT vy sus variantes (Fig. 18K-M).

La inmunodeteccion de vimentina endégena a partir de lisados celulares totales apoy6 los
hallazgos observados por microscopia confocal, ya que reveld la presencia de dos estados
de vimentina: un estado intacto de 57 kDa y un producto de menor tamafio que migré como
una banda de 47 kDa, similar a los fragmentos de vimentina generados por proteasas (Fig.
18N). El andlisis de la relacion de ambos estados de vimentina mostré que las células
control presentaron una mayor abundancia de vimentina intacta, mientras que las células
que expresaron a Lphn3 presentaron un incremento del estado escindido, sin diferencias
significativas en comparacion con las variantes de Lphn3 (Fig. 180). Dado el importante
papel que desempefia el citoesqueleto de vimentina en la migracion celular, estos
resultados sugieren que la expresion de Lphn3 o de sus variantes asociadas con cancer,
podrian estar influenciando diferentes patrones de migracion celular que contrastarian

significativamente con el de las células que no expresan al receptor.
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Figura 18. La remodelacién de vimentina inducida por Lphn3 coincide con deformaciones
nucleares que fueron disminuidas por las mutaciones S8°L y E®Q. Iméagenes capturadas por
microscopia confocal de células HEK293 que expresaron mVenus (Ctrl) o las diferentes variantes
de Lphn3 acopladas a mVenus, en las que (A-G) se inmunodetect6 el citoesqueleto de vimentina
(amarillo) y se tifieron (A'-G") los nucleos con DAPI (azul) y (A"-G") F-actina (magenta). En A-G
las estructuras tipo anillo de vimentina se representan con flechas, mientras que las estructuras tipo
nudo estan representadas por las puntas de flecha vacias. En (A'-G') las cabezas de flecha
representan los sitios de deformacion nuclear que coincidieron con el citoesqueleto de vimentina,
representado con la linea punteada. (A™-G"') Iméagenes sobrepuestas de las sefiales de mVenus y
F-actina. Barra de escala: 10 um. Al menos 30 células fueron analizadas por cada condicion. (H)
Andlisis de la deformacion nuclear calculado como el area de la deformacion nuclear/area total
nuclear. (1) Distribucion que muestra el nimero de deformaciones nucleares que coincidieron con
la sefial del citoesqueleto de vimentina. (J) Distribucion del area ocupada por la sefial de vimentina
(area de vimentina/area celular total). (K-M) Cuantificacion de células que presentaron una o
ambas estructuras tipo nudo y anillo del citoesqueleto de vimentina. (N) Western Blot de lisados



totales de células transfectadas con las construcciones de Lphn3. Se observo la presencia de dos
bandas: vimentina completa (57 kDa) y vimentina cortada (47 kDa). La deteccion de a-tubulina se
utilizé como control de carga de proteinas. (O) Datos de la relacion de fluorescencia normalizada
entre la sefial de vimentina cortada sobre la sefial de vimentina intacta (47/57 kDa). Subdominio
A (GAIN Sub A) y B (GAIN Sub B) del dominio GAIN. Las construcciones de receptores
acoplados a mVenus son indicados con una estrella (%). Los datos fueron representados como la
media de al menos tres experimentos independientes (n = 3). El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA de una via y prueba t-student. Las barras de error indican el S.E.M., los valores
de p entre las variantes de Lphn3 marcadas con mVenus y la condicién control son indicados con
#, los valores de p entre las variantes de Lphn3 marcadas con mVenus y Lphn3WT son indicados
con *; ###O xakkk g < (0,0001, *** p < 0,001, ** p<0,01, #0 * p<0,05.
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Figura 19. La reorganizacion del citoesqueleto de vimentina coincidio con las deformaciones
nucleares en células que expresaron Lphn3. (A-G) Imagenes representativas en plano Z que
muestran el citoesqueleto de vimentina (amarillo) y los ndcleos (azul) de células HEK293 que
expresaron Lphn3 o sus variantes fusionadas con mVenus. La vimentina se detect6 utilizando un
anticuerpo que reconocié su region carboxilo-terminal y se usd6 DAPI para tefiir nacleos. Las
células control fueron transfectadas Unicamente con mVenus. Las lineas blancas en la imagen
central indican los planos ortogonales de XZ (panel inferior) e YZ (panel derecho). Las flechas
representan las lobulaciones nucleares que coincidieron con la presencia de estructuras
circundantes tipo anillo de vimentina. Cabe destacar que los nucleos de las células control no
estuvieron rodeados por las estructuras de vimentina. Se analizaron al menos 30 células por cada
condicion de tres experimentos independientes. Barra de escala: 10 pum. Las construcciones de los
receptores fusionados con mVenus son indicados con una estrella (%).



6.6. La presencia de Lphn3 o sus variantes asociadas a cancer retardaron la migracion

celular polarizada

La migracién celular es un proceso estrechamente relacionado con la forma de las células,
la cual esta determinada por la presencia de diferentes estructuras como: lamelipodios,
filopodios o blebs, que van a influir en los patrones de migracion celular. En cancer, la
dindmica entre diferentes tipos de migracion es crucial para la metéstasis, y dado que las
celulas que expresaron Lphn3 o sus variantes mostraron un fenotipo deficiente en cuanto
a la adhesion, que contrasto con el de las células del control, se investigé si estos cambios
morfoldgicos tendrian un impacto en la migracion celular. Se realizaron ensayos de cierre
de herida para analizar el efecto de la expresion de Lphn3 en la migracion colectiva de una
poblacion de células heterogénea (es decir, células que expresaron y que no expresaron
Lphn3) en respuesta a factores de reparacion producto del insulto generado en la monocapa
celular. Las células transfectadas fueron tratadas con mitomicina-C para evitar la
proliferacion celular y la monocapa fue rayada con una punta de micropipeta para después
monitorear la progresion de la migracion por microscopia de campo claro y fluorescencia
inmediatamente, después del insulto y hasta 48 h finales. El analisis de las imagenes
capturadas por campo claro que corresponde a la poblacion total (células transfectadas y
no transfectadas), reveld que se alcanz6 un cierre de la herida (~80%) casi completo para
las muestras correspondientes al control positivo que se incubaron con SFB y que
expresaron a mVenus (Fig. 20A, B). La incubacion de las células control con Ig-Fc o
FIrt3ECP-Fc mostré un patrén de migracion similar, presentando cierres de heridas en un
68% y 69%, respectivamente, (Fig. 20B). De manera interesante, las células transfectadas
con Lphn3, no alcanzaron a cerrar la herida al nivel de la condicion control, y este efecto
fue independiente de su incubacion con o sin el ligando FIrt3 (33% y 40%
respectivamente). Las células que expresaron las construcciones de las mutantes del
GAIN, imitaron el mismo patron de cierre de la herida mostrado por las células
transfectadas con Lphn3WT. El anélisis particular de la poblacion fluorescente (células
transfectadas) que expresaron Lphn3, revel6 que estas células permanecieron en los bordes
de la herida, contrario a lo observado en las condiciones control que expresaron mVenus,
las cuales se redistribuyeron entre el borde y el espacio de la herida (Fig. 20C). Estos

resultados sugieren que Lphn3 y sus variantes ejercieron intrinsecamente una regulacion



tanto autébnoma como no auténoma de las células sobre la migracion celular colectiva, que

redujo su respuesta hacia estimulos relacionados con una migracion polarizada.
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Figura 20. El efecto retardado de la migracion polarizada inducido por Lphn3 no fue
alterado por las mutaciones del dominio GAIN relacionadas con cancer. (A) Sobreposicion de
imagenes representativas de microscopia de campo claro y epifluorescencia de células que
expresaron Lphn3 acopladas a mVenus o Gnicamente mVenus capturadas al inicio (cero horas) y
48 h después de la herida de la monocapa celular en ausencia (IgC-Fc) y presencia del ligando
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FIrt3¥°P-Fc. Las lineas punteadas amarillas representan los bordes de la herida a las cero horas.
Las células incubadas con SFB al 10 % se utilizaron como control positivo de migracion. Barra de
escala: 200 um. (B) Calculo de los porcentajes de cierre de herida en presencia de 1gC-Fc o
FIrt35°P-Fc representados como el area ocupada por las células en la herida a las 48 h tomando en
cuenta el &rea total generada por la herida a las cero horas. (C) Relacion entre el éarea de
fluorescencia ocupada por las células que expresaron la sefial de mVenus en la herida (receptores
marcados con mVenus o células de control) y el area total de fluorescencia en el campo analizado.
La linea punteada representa los datos correspondientes a los valores del control positivo de
migracion. Subdominios A (GAIN Sub A) y B (GAIN Sub B) del dominio GAIN. Las
construcciones de los receptores marcados con mVenus son indicados con una estrella (#). Los
datos representan la media de al menos tres experimentos independientes (n = 3). El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via. Las barras de error indican la S.E.M., los
valores de p entre las variantes de Lphn3 marcadas con mVenus y los datos de la condicion control
son indicados con #. ## p < 0,0001, # p < 0,001, * p< 0,01, * p < 0,05

6.7. La mutante S®1°L del dominio GAIN asociada a cancer inhibe la motilidad celular

inducida por Lphn3

Las células cancerosas pueden transitar entre diferentes tipos de migracion a través del
cambio en el perfil de expresion de proteinas como las moléculas de adhesion. Por
ejemplo, durante la transicion endotelio mesénquima, se pierden contactos célula-célula lo
que induce la propagacion de células individuales a diferentes partes del organismo para
potencialmente establecer tumores secundarios en otros tejidos. Tomando en cuenta los
efectos inhibitorios de Lphn3 sobre la migracion celular colectiva, se caracterizaron los
efectos autdnomos de Lphn3 sobre células individuales, a través de monitorear algunos
parametros de motilidad celular en imagenes de microscopia confocal capturadas por
lapsos de tiempo (time-lapse) usando células HEK293. En un intento por primero
discriminar comportamientos de motilidad dependientes de la activacion del receptor,
capturamos el movimiento de células individuales que expresaron al receptor en ausencia
o presencia de su ligando agonista FIrt3. La velocidad del movimiento de células que
expresaron Lphn3 mostrd un incremento inmediatamente después de la adicion de Flrt3
soluble en el medio celular (Fig. 21A-D). Sin embargo, este aumento de la velocidad fue
transitorio, ya que las células alcanzaron niveles de velocidad similares a la condicion sin
FIrt3 al cabo de los siguientes 50 minutos después de la adicion del ligando (Fig. 21E, F),

sin mostrar diferencias significativas en la distancia acumulada y desplazamiento celular.



Por lo tanto, con esta informacion se pudo concluir que el aumento de la activacion del

receptor estuvo relacionado con el aumento transitorio de la velocidad celular.

A continuacién, se caracterizo el efecto de la actividad constitutiva del receptor sobre la
motilidad celular. Cuando se compararon las trayectorias de las células que expresaron
Lphn3 respecto a las trayectorias de células control que expresaron mVenus, las primeras
mostraron sisteméaticamente un aumento de la distancia recorrida y, en consecuencia, una
mayor velocidad, asi como un cambio en el desplazamiento celular (distancia euclidiana)
(Fig. 21G-1, K-M). Las células control que expresaron mVenus adoptaron un movimiento
de tipo mesenquimal caracterizado por la presencia de lamelipodios, que contrastd con el
de las células que expresaron Lphn3, las cuales mostraron una morfologia redondeada
durante todo el tiempo de andlisis y ante la presencia de estructuras como blebs mostraron
largos desplazamientos repentinos que impactaron las trayectorias y la velocidad. Frente a
estas diferencias sobre las capacidades motiles inducidas por Lphn3WT, fue de interés el
analisis de la participacion del dominio GAIN en esta nueva funcion del receptor. De
acuerdo al efecto en el mantenimiento de contactos con la matriz a través de estructuras
como lamelipodios, y la deficiencia mostrada para sefializar por Gal3, se escogio a la
mutante S8°L para investigar la participacion del dominio GAIN en la motilidad
dependiente de Lphn3. Sorpresivamente, la expresion de este receptor mutante dio lugar
a valores de desplazamiento més bajos evidenciados por las trayectorias y velocidades que
fueron similares a las células control (Fig. 21J, K-M). Por lo tanto, el efecto autbnomo de
la célula inducido por la expresion de la variante de Lphn3 con la mutacion S8°L,
correspondio a un fenotipo de pérdida de funcion que estuvo relacionado con un aumento
de estructuras de actina que favorecieron la unién de la célula con la matriz y la
disminucion de la eficacia para sefializar a través de la proteina Ga13, ambos contrastando
con las funciones del receptor silvestre. Por lo tanto, estos resultados aportan evidencias
sobre la importancia de la integridad del dominio GAIN de Lphn3 para modular procesos

de motilidad celular.
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Figura 21. La motilidad celular inducida por la expresion de Lphn3 fue inhibida por la
mutacion SB°L presente en el dominio GAIN. (A) Imagenes representativas obtenidas por
microscopia de lapsos de tiempo de 5 minutos de cultivos de células HEK293 de baja confluencia,
que fueron transfectados con el pldsmido codificante para Lphn3 asociado a mVenus; antes y
después de la incubacion con FIrt3¥°P-Fc. La posicion temporal de las células capturadas en un
plano 2D es indicado con los puntos blancos y las letras Ay B. Las lineas blancas representan la
trayectoria de las células. Barra de escala: 50 um. (B, C) Diagramas de trayectoria que muestran
el recorrido de las células individuales a lo largo de 1 h para las células analizadas en A. Las



trayectorias fueron ajustadas a un origen comun (interseccion de los ejes x-y) y la posicion final
del recorrido celular es indicado con los respectivos circulos rellenos. (D) Anélisis de la velocidad
en lapsos de tiempo de 10 minutos de las células que expresaron Lphn3WT marcada con mVenus
y estimuladas con FIrt3¥°P-Fc. La linea punteada representa la media de la velocidad alcanzada
por células no estimuladas. (E, F) Cuantificacion de las distancias acumuladas y euclidianas
(desplazamientos) antes (rojo) y después (naranja) de la incubacion con FIrt35°P-Fc durante 1
hora. Los datos representan la media de al menos tres experimentos independientes (n = 3). Se
analizaron alrededor 120 células totales por cada condicion. Las barras de error indican el S.E.M.,
los valores de p son indicados con *: **** p < 0,0001, * p < 0,05. (G) Imagenes representativas
obtenidas por microscopia de lapsos de tiempo de 10 minutos de cultivos de células HEK293 de
baja confluencia que fueron transfectados con el plasmido codificante para cada condicion
indicada a diferentes tiempos: 0 h, 1 h'y 3 h. La posicion temporal de las células capturadas en un
plano 2D es indicado con los puntos blancos y las letras A, B 'y C. Las lineas blancas representan
la trayectoria de las células. Barra de escala: 50 um. (H-J) Diagramas de trayectoria que muestran
el recorrido de células individuales durante 3 h con las trayectorias ajustadas de forma similar a
(B). Se analizaron de 45 a 55 células por campo de vision elegidos al azar. (K-M) Cuantificacion
las velocidades celulares, distancias acumuladas y euclidianas (desplazamientos). Subdominio A
(GAIN Sub A) y B (GAIN Sub B) del dominio GAIN. Las construcciones de los receptores
acoplados a mVenus son indicados con una estrella (% ). Los datos representan la media de al
menos tres experimentos independientes (n = 3). Se analizaron un total de 159 células por cada
condicidn. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via. Las barras de error
indican el S.E.M., Los valores de p entre los datos de Lphn3WT vy el control (Ctrl) o S®°L son
indicados con *: **** n <(,0001, * p <0,05.



7. Discusion

Las mutaciones son eventos moleculares que ocurren espontaneamente y que se acumulan
a lo largo de la vida de un organismo. Aungue la mayoria de estas pueden ser inofensivas,
algunas otras pueden llegar a afectar funciones celulares importantes que favorezcan o no
el desarrollo de una enfermedad. El descubrimiento de nuevos genes mutados en
diferentes entidades tumorales ha llevado a la caracterizacion sistematica de las
mutaciones como un elemento esencial para la comprension de la carcinogénesis y su
progresion. A través del estudio de las mutaciones presentes en el dominio GAIN de
Lphn3 de muestras provenientes de pacientes con cancer de pulmon, evidenciamos que
este dominio estuvo implicado en la adhesién y sefializacion de Lphn3; y que la sola
presencia de Lphn3 en su estado silvestre, indujo caracteristicas que recordaron el fenotipo
celular de una migracion ameboide la cual presenta propiedades como: redondeamiento
celular, aumento en la motilidad de las células y disminucién en los contactos de adhesion
con la matriz, todos ellos observados en células HEK293 que expresaron al receptor
Lphn3.

7.1. Analisis de las mutaciones de Lphn3 asociadas a cancer en el modelado del dominio
GAIN

Las estructuras cristalinas del dominio GAIN que existen actualmente, corresponden al
receptor ADGRB3 de Homo sapiens y Lphn1/ADGRLL1 de Ratus norvegicus. El analisis
in silico del impacto de las mutaciones analizadas en este trabajo sobre la estructura del
dominio GAIN fue previamente realizado en la tesis de Clemente-Pascacio B., (2015),
reportando que dada la alta homologia que existe entre los NTFs de las Lphns, fue posible
identificar la posicion de tres de las cinco mutaciones de Lphn3 de humano: K°IN, A7°G
y DG [95]. En el modelado molecular del dominio GAIN de Lphn1, el cambio de la
lisina (carga positiva) por una asparagina (sin carga) en la posicién 561 generd la
formacion de varios puntos de interaccion en la superficie del receptor; mientras que en
la caracterizacion funcional realizada en este trabajo, este cambio en el GAIN de la Lphn3
redujo la activacion del biosensor G13. Por su parte, el cambio de una alanina por una
glicina en la posicion 760, ambos aminoacidos no polares, no produjo cambios detectables

en la estructura del dominio GAIN, sin embargo en la caracterizaciéon funcional, esta



mutacion redujo la adhesion intercelular entre Lphn3 y FIrt3. Finalmente la sustitucién de
acido aspartico (carga negativa) por histidina (carga positiva) en la posicion 798 revelo
diferentes puntos de interaccion en la superficie del receptor y a nivel funcional esta
mutacion redujo la adhesion entre Lphn3 y FIrt3, asi como la activacion del biosensor
G13.

A pesar de que no fue posible localizar las posiciones de las mutaciones S8°L y E8'Q en
el GAIN de Lphnl de rata, la sustitucion de serina (polar) por leucina (no polar) y acido
glutdmico (carga negativa) por glutamina (sin carga), respectivamente, redujeron la
actividad del sensor G13y la presencia de deformaciones nucleares inducidos por Lphn3.
Por su parte, S8¥°L también redujo la adhesion con FIrt3 y la motilidad celular. Todas las
mutaciones que se analizaron independientemente, ya sea mostrando o no los cambios
estructurales en el modelado molecular del dominio GAIN, alteraron diferentes niveles
funcionales de Lphn3 en su estado constitutivo. Por lo que a través de este analisis,
proponemos que el dominio GAIN podria actuar como un centro estructural para la
sefializacion del receptor a través de su sefializacion por proteina Gal13. Esto se debe a
que alteraciones en su integridad mermaron la sefializacion por esta via; pero también
puede tener una funcion como conector molecular entre el NTF y el CTF (similar a lo
propuesto en el modelo alostérico), puesto que a pesar de no estar directamente implicado
ni ser necesario para la formacion inicial de interacciones heterofilicas intercelulares
mediadas por dominios de adhesion aparentemente distantes con el GAIN, cambios en su
integridad afectaron la adhesion con FIrt3. En un contexto tumorigénico estas
modificaciones en los perfiles de adhesion y migracion de Lphn3 inducidas por las
mutaciones en el GAIN podria ser una estrategia que las células cancerosas usarian para

transitar entre diferentes estados durante la progresion del cancer.

7.2. Relacion de la funcién de Lphn3 'y sus variantes en un contexto de cancer

Durante el anélisis de la caracterizacion funcional de las mutaciones en el GAIN, llamd
la atencion el hecho de que la simple expresion de Lphn3 en células HEK293 indujo
eventos celulares y moleculares que se asemejaron a los observados en un estado pro-

metastasico y que se analizan a continuacién para exponer el fondo de dicha propuesta.



El drastico cambio en la morfologia de las células HEK293 bajo la expresion de Lphn3,
fue de los eventos mas impactantes en donde la forma alargada y plana con estructuras
como lamelipodios y filopodios (que favorecen interacciones con la matriz), fue
transformada a una forma redondeada con presencia de filopodios y blebs. Esta transicion
en la morfologia inducida por Lphn3 recuerda a lo observado durante la TMA, que es
considerada como un importante estado de transicion celular que apoya la migracién de
las células cancerosas cuando abandonan su morfologia inicial rica en lamelipodios para
invadir otros tejidos [46, 49, 50]. Estos cambios morfolégicos, coincidieron con el hecho
de que las células que expresaron Lphn3 adquirieron un patrén de motilidad mas répido,
siendo ésta una caracteristica que apoya el estilo de migracion ameboide en el cancer [51].
Uno de los factores criticos en la motilidad ameboide es la activacion de la miosina 11 [96]
y ha sido reportado recientemente que el homdlogo de Lphn, Cirl, es crucial para aumentar
los niveles de activacion de miosina durante la polaridad planar en embriones de
Drosophila [97], por lo que Lphn3 también podria estar involucrada en la activacion de

miosina Il.

Por su parte, la distribucion de vimentina, considerado un marcador de la TEM, se
reorganizd dramaticamente ante la presencia de la expresion de Lphn3, formando
estructuras que impactaron la forma nuclear [52,53]. Estos hallazgos se asemejaron a los
observados en células de melanoma cuando migraron por un estilo ameboide, en donde la
vimentina fue localizada cercana al ndcleo formando algunas veces redes de delgados
filamentos que fueron necesarias para proteger el nacleo de las fuerzas contractiles
producidas principalmente por la actomiosina [82]. Estos hallazgos contribuyen a apoyar
la idea de que la expresion de Lphn3 podria estar relacionada con un fenotipo de baja
adherencia relacionado con un estado pro-metastasico. Manteniendo este mismo enfoque,
la activacidn de Ga13 por Lphn3 en su estado constitutivo, es también de relevancia ya
que la activacion de esta via esta relaciona con la transformacién oncogénica al promover
proliferacion celular, invasion y metastasis [98-100]. Por ultimo, la expresion de Lphn3
fue capaz de influir en la migracion celular colectiva, posiblemente ejerciendo una
alteracion en la respuesta y/o secrecién celular de citoquinas y factores de crecimiento, lo
que sugiere una modulacion del microambiente de las células, en particular de los

mecanismos de inflamacion que se sabe que contribuyen a la progresion del cancer.



Aun faltan muchos estudios para poder entender la funcién de Lphn3 en el céancer, sin
embargo estos hallazgos representan un acercamiento para futuras investigaciones y
proponemos que la sobreexpresion de Lphn3 en un ambiente tumoral podria contribuir
para facilitar las transiciones entre un fenotipo mesenquimal a uno ameboide,
favoreciendo la plasticidad de células cancerosas en un proceso tan importante como es
la migracion durante la metastasis que integra elementos de sefializacion, citoesqueleto y

adhesion.

Por su parte, dado que las mutaciones somaticas en el dominio GAIN no abatieron la
mayoria de las funciones de Lphn3, se sugiere que su presencia en células cancerosas
podria actuar como un regulador de las funciones del receptor en relacion con las
transiciones que experimenten para el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo,
elementos del citoesqueleto como actina y vimentina y la via se sefializacion por Gal3,
son indispensables para modular la formacion de interacciones célula-célula o célula-
matriz. En un ambiente tumoral, las interacciones entre las poblaciones celulares que la
conforman podrian necesitar de la presencia de Lphn3 para establecer contactos con
proteinas, que son ligandos del receptor y que en presencia de una de las mutantes
analizadas se favoreciera un debilitamiento de los contactos intercelulares que llevaran en
algin momento a las células a desprenderse del tumor primario y migrar hacia otros
tejidos blanco. En este sentido, la mutante A’®°G fue identificada en otros tipos de cancer
como los de intestino y de prostata [83] en los cuales, asi como en cancer de pulmén se
ha reportado la expresion de FIrt3 pero de manera disminuida la de teneurina 2, lo cual es
interesante puesto que las mutaciones evaluadas disminuyeron la adhesion intercelular
Unicamente con FIrt3. [101]. Sin embargo, dado que estas mutaciones del receptor Lphn3
se estudiaron en un modelo heter6logo (células HEK293) y no en linajes celulares
similares al de sus tejidos de origen, se necesitan estudios adicionales para esclarecer los
mecanismos que desencadenan las variantes del dominio GAIN en el desarrollo de la

carcinogenesis.



8. Conclusiones

1.

Las mutaciones A’G, D"®®H y S81°L indujeron defectos intrinsecos del receptor

que disminuyeron la estabilizacion de complejos de adhesion con Flrt3.

Mutaciones en el GAIN de Lphn3 asociadas a cancer no alteraron la biogénesis,

el procesamiento del GAIN ni la localizacion en la membrana celular de Lphn3.

Alteraciones en la integridad del dominio GAIN de Lphn3 causadas por

mutaciones somaticas relacionadas a cancer perturbaron la sefializacion por Ga13.

La remodelacién de actina relacionada con la forma celular inducida por Lphn3

involucra mecanismos independientes a la via Ga13.

La presencia de Lphn3 altera la remodelacion del citoesqueleto de vimentina
afectando la forma del nucleo, y estos efectos fueron atenuados por la presencia

de las mutaciones S81°L y E81Q.

Los resultados obtenidos en ensayos de cierre de herida sugieren que la presencia
de Lphn3 o sus variantes ejercieron intrinsecamente una regulacion de tipo
paracrina sobre la migracion celular colectiva, debido a la disminucion de la

migracion celular polarizada.

El dominio GAIN estd involucrado en la regulacion de las propiedades de

motilidad celular inducidos por el receptor Lphn3.



9. Perspectivas

1.

Investigar los mecanismos involucrados con la desestabilizacion de complejos de
adhesion entre Lphn3 y Flrt3.

Evaluar las vias de sefalizacion relacionadas con la remodelacion del
citoesqueleto de actina y vimentina inducido por Lphn3.

Realizar ensayos de motilidad celular con la mutante S®'°L en presencia del
ligando FIrt3.

Determinar los efectos de las mutaciones K*®'N, A’°G, D%H y E8'1Q sobre la
motilidad celular en ausencia y presencia del ligando FIrt3.

Investigar las vias de sefializacién involucradas en la motilidad inducida por
Lphn3.

Evaluar los efectos de Iphn3 en un modelo de cancer



10. Apéndices

10.1. Imagenes suplementarias
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Figura S1. FIrt3 se unid unicamente a células que expresaron Lphn3 o sus variantes. (A-F)
Iméagenes representativas obtenidas por microscopia confocal de células HEK293 que expresaron
Lphn3 o sus variantes (magenta) y que fueron incubadas (A'-F") con FIrt35°P-Fc observando su
sefial en la superficie celular (verde). (A"-F") Nucleos tefiidos con DAPI. (A™-F") Sobreposicion
de las imagenes anteriores. Barra de escala de 50 pum.
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Figura S2. Purificacion de FIrt35°P-Fc. Gel de acrilamida representativo tefiido con azul de
Coomassie que muestra la obtencion de la version soluble de FIrt3 (FIrt3¥°P-Fc) indicado con la
cabeza de flecha roja. La cabeza de fleca negra indica la banda correspondiente a la albumina de
suero bovino (BSA) utilizada para la cuantificacién de proteina por densitometria.

10. 2. Materiales

10.2.1. Cepa bacteriana

Para la amplificacion de plasmidos se transformaron bacterias de la cepa DH5a de
Escherichia coli, con una eficiencia de transformacién >1x107. Esta cepa presenta el
siguiente genotipo: F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl y AlhsdR17 (rk-, mk+)
phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl. Y fueron crecidas en medio LB con 220 rpm a 37 °C.

10.2.2. Medios de cultivo

Tabla 1. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de bacterias DH5a

Medio de cultivo Ingredientes (1L)

Caldo de lisogenia (LB) 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,
10 g de NaCl

Agar de lisogenia 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,
10 g de NaCl

Caldo de super optimo 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,

crecimiento (SOB,) 0.584 g de NaCl, MgSO, 10 mM
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Tabla 2. Medio DMEM utilizado para el cultivo de rutina de células HEK293

Medio Contenido (1L)
Dulbecco's Modified Eagle Medium 10 % de SFB, 1000 U mlI de penicilina-
(DMEM) estreptomicina 'y 2 mM de GlutaMAX.

10.2.3. Antibioticos

Tabla 3. Concentracion de antibioticos usados para la seleccion de bacterias transformadas

Antibidtico Concentracion de uso
Ampicilina 100 pg/ml
(A043-25GM)

Kanamicina 50 pg/ml

10.2.4. Enzimas

Tabla 4. Enzimas usadas en las diferentes metodologias

Enzima Aplicacién

EcoR | (R6011) Fusion de mVenus a plasmidos de Variantes de
Lphn3

Bsu36 (NO1- Fusion de mVenus a plasmidos de variantes de Lphn3

R0524S)

RNasa pancreética Purificacion de ADN

(10109169001)

Lisozima (US14403-  Extraccion de ADN

1GM)

Tripsina 0.05% () Cultivo celular

Ligasa T4 DNA Ligaciones

(M1801)

Fosfatasa alcalina Ligaciones

(M1821)

DNasa Ensayos de agregacion celular

10.2.5. Kits comerciales

Tabla 5. Kits empleados para la clonacion, extraccién y purificacion de ADN plasmidico

Nombre del kit Aplicacion
Wizard SV Gel and PCR Purificacion de productos de PCR y de
Clean-Up System (Promega) ADN plasmidico a partir de

geles de agarosa.
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Pure Yield Plasmid

Extraccién de ADN plasmidico, para su

posterior secuenciacion.

Miniprep System (Promega)

Extraccion midiprep por vacio

10.2.6. Reactivos

Tabla 6. Reactivos empleados en este estudio

Reactivo

Aplicacion

Marcador de peso

Geles de agarosa

molecular de 0.5 - 10 Kb

(M-204L)

CHCl;

Purificacion de ADN plasmidico

Alcohol absoluto (9000-

03)

Extraccion y purificacion de ADN plasmidico

SFB (B10-P6154-10GR)

Cultivo celular y ensayos de agregacion

Isopropanol Extraccion y purificacion de ADN plasmidico
(1096345000)
PEG 8000, Purificacion de ADN plasmidico

LiCl (L9650-100G),
Fenol (P4557-400ML),

Acetato de amonio

(1011161000)

PEI max Transfeccion celular
Coelenterazina 4002 Ensayos de BRET
(C-320)

10.2.7. Soluciones y amortiguadores no comerciales

Tabla 7. Soluciones no comerciales

SOLUCION CONTENIDO APLICACION

Solucién | 50 Mm de glucosa, 25 mM de Extraccion de ADN
Tris-Cl

Solucion 1l 10 MM de EDTA, 0.2 N de Extraccién de ADN
NaOH, 1 % de SDS, pH 8.0.

Solucién I 5 M de CH3CO2K, 11.5 % de acido  Extraccion de ADN
acetico glacial

Buffer TE 10 mM de Tris pH 8.0, 1 mM de Disolvente de ADN

EDTA pH 8.0

Buffer TAE 1X

40 mM de Tris-acetato, 1 mM de
EDTA Geles de agarosa

Electroforesis

TBST 1X

50 mM Tris.HCI pH 7.4, 150 mM
NaCl, 0.1% Tween 20.

Western blot
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Buffer
transferencia

3 g/L de Tris-Base, 14.4 g/L de
glicina, 200 ml/L de metanol

Western blot

Buffer de corrida

25mM de Tris Cl 250 Mm de glicina
y 0.1 % de SDS

SDS-PAGE

Solucién de DMEM que contiene 50 mM de Ensayos de agregacion
incubacion HEPES-NaOH pH 7.4, 10 % de

SFB, 10 mM de CaClz y 10 mM de

MgCl,
Solucién de PBS 1X que contiene 1Mm de Ensayos de agregacion
resuspension EGTA
Solucion de Eter de petroleo que contiene 0.2 %  Siliconizacion de pipetas
siliconizacion de silicona pasteur

Buffer laemmli

50 Mm de Tris Cl pH 6.8, 100 Mm
de DTT, 2% SDS, 0.1% de azul de
bromofenol y 10% de glicerol

Western blot

Buffer BRET

10 mM Hepes-NaOH pH 7.4, 1 mM
CaClz, 0.5 mM MgClz, 4.2 mM KCl,
146 mM NaCl, 5.5 mM glucosa

Ensayos de BRET
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