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I. ABREVIATURES

2D-PAGE: Electroforesi bidimensional en gel de poliacrilamida.
ADAM: Proteasa amb dominis metal-loproteasa i desintegrina.
ADAMTS: Proteasa amb dominis metal-loproteasa i desintegrina i motius de tipus
trombospondina.

ALCAM: Molecula d’adhesio cel-lular associada a leucocits activats.
AP: Proteines adaptadores.

APLP2: Proteina 2 similar a I’APP.

APP: Proteina precursora del péptid beta amiloide.

BB-94: Inhibidor no especific de metal-loproteases (Batimastat).
C225: Anticos monoclonal que reconeix el domini extracellular de I’EGFR
(cetuximab).

CAR: Seqiiéncia d’uni6 entre cadherines.

CCV: Vesicules cobertes de clatrina.

c¢DNA: Cadena d’acid desoxiribonucleic complementaria a un mRNA.
CHO: Linia cel-lular obtinguda de cel-lules procedents d’ovari de hamster chines.
CIE: Endocitosi no regulada per vesicules de clatrina.

CME: Endocitosi regulada per vesicules de clatrina.

DIGE: Electroforesi de gel diferenciant.

Dpp: Proteina Decapentaplegic.

Dsg-2: Desmogleina 2.

DTC: Cel-lules de I’extremitat distal.

ECM: Matriu extracel-lular.

EGF: Factor de creixement epideérmic.

EGFR: Receptor del factor de creixement epidérmic.

Eph: Receptor tipus tirosina quinasa de les efrines.

ER: Reticle endoplasmatic.

FBL: Fibulina.

FITC: Isotiocianat de fluoresceina.

GFP: Proteina verda fluorescent.

GH: Hormona de creixement.

GHR: Receptor de ’hormona de creixement.

GPCR: Receptor acoblat a proteina G.
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GPIba: Glicoproteina Iba.

GTPasa: Enzim que hidrolitza GTP.

HER: Familia dels receptors de I’EGF.

ICAM-1: Molecula d’adhesio intercel-lular.

ICPL: Marcatge de proteines mitjangant isotops.

ICS: Seqii¢ncia intracel-lular de tipus cadherina.
IL-15Ra: Receptor de la interleuquina 15.

IL-1R II: Receptor de tipus II de la interleuquina-1.
IL-6R0o.: Subunitat alfa del receptor d’interleuquina-6.
IL-8: Interleuquina 8.

kDa: Kilodalton.

LDL: Lipoproteina de baixa densitat.

LPS: Lipopolisacarid.

MALDI: Ionitzacid per laser i assistida per matriu.
M-CSFR: Receptor del factor estimulador de macrofags.
MDC: Metal-loproteasa / Desintegrina / Domini ric en cisteines (nomenclatura
alternativa de les ADAMs).

MDCK: Linia cel-lular obtinguda de cé¢l-lules procedents de rony6d de gos Madin-
Darby.

MMP: Proteasa de matriu extracel-lular.

mRNA: Acid ribonucleic de tipus missatger.

MT-MMP: Proteasa de matriu extracel-lular associada a membrana.
MUC-1: Mucina 1.

MYVB: Cossos multivesiculars.

NCAM: Molecula d’adhesi6 cel-lular neuronal.
NDPasa: Nucleosid difosfatasa.

NO: Oxid nitric.

p55 TNF-a RI: Receptor del TNF-a de 55 kilodaltons.
p75 TNF-a RII: Receptor del TNF-a de 75 kilodaltons.
p75~™: Receptor del factor de creixement nervios.
PAGE: Electroforesi en gel de poliacrilamida.

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa.

PDZ: Domini d’interacci6 a proteines.
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PIP,: Fosfatidilinositol bifosfat.

PIPKIy: Quinasa del fosfatidilinositol fosfat del tipus Iy.

PKC: Proteina quinasa C.

PLZF: Proteina amb dits de zinc associada a la leucémia promielocitica.

PMA: Forbol 12-miristat-13-acetat

Pref-1: Factor preadipocitari.

proAR: Precursor del lligand de I’EGFR anomenat amfiregulina.

proBTC: Precursor del lligand de I’EGFR anomenat betacelulina.

proEGF: Precursor de ’EGF.

proHB-EGF: Precursor del factor de creixement similar a EGF que uneix heparina.
proNRGa-2C: Precursor de la neuregulina alfa 2C.

proTGF-a: Precursor del factor de creixement transformant alfa.

proTNF-a: Precursor del factor de necrosi tumoral alfa.

RGD: Seqiiencia d’unid a les integrines formada pels aminoacids arginina (R), glicina
(G) 1 acid aspartic (D).

RIP: Tall proteolitic intramembranal regulat.

R-TGF-: Receptor del factor de creixement transformant beta.

RTK: Receptor de tipus tirosina quinasa.

SDS: Dodecil sulfat sodic.

SILAC: Marcatge de proteines mitjancant isotops estables utilitzant aminoacids en
cultiu cel-lular.

TfnR: Receptor de transferrina.

TGF-a: Factor de creixement transformant alfa.

TNF-a: Factor de necrosi tumoral alfa.

TOF: Temps de vol.

TRANCE: Citoquina induida per I’activacid relacionada amb TNF-a.

VCAM: Molécula d’adhesi6 cel-lular vascular.

WGA: Lectina obtinguda a partir de la llavor del blat.

B2AR: Receptor beta adrenérgic.
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II. INTRODUCCIO

1.-LA FAMILIA ADAM (A Disintigrin And Metalloprotease domain)

L’activitat d’un gran nimero de proteines de la superficie cel-lular esta regulada
per un mecanisme molt especialitzat consistent en un tall proteolitic que allibera el seu
domini extracel-lular (Arribas et al., 2002; Blobel, 2002; Moss et al., 2002). Aquest
fenomen, anomenat també shedding, €s basicament responsabilitat de la superfamilia de
metal-loproteases dependents de zinc anomenada metzincina, la qual inclou les
metal-loproteases de matriu extracel-lular (Matrix Metalloproteases; MMPs) i les
ADAM (A Disintigrin And Metalloprotease domain) (Bode et al., 1996). Aquestes
ultimes, anomenades també metal-loproteases desintegrina o MDC (en anglés,
Metalloprotease / Disintigrin / Cysteine-rich), son proteines modulars que contenen un
péptid senyal, un prodomini, un domini metal-loproteasa a on es localitza la seqiiéncia
HEXXH que coordina I’atom de Zn necessari per a la seva activitat, un domini
desintegrina, un domini ric en cisteines, un domini semblant a EGF (EGF-like), la regio6
transmembrana i, finalment, un domini citoplasmatic (figura 1). Fins ara s’han
identificat 23 ADAMs en el genoma huma de les quals ADAMY, 10, 12, 15, 171 19
tenen un patr6 d’expressié general mentre que la resta estan restringides a determinats
teixits (una llista actualitzada de les ADAMs es pot trobar a

http://www.people.virginia.edu/%7Ejw7g/Table_of the ADAMs.html).

Lloc de tall per Domini ric en
proproteines Domini Domini cisteines /
convertases g( metal-loproteasa desintegrina EGF-like

HEXXH RN ]

Domini
citoplasmatic

Prodomini

N Domini
transmembrana

Péptid senyal

Figura 1. Estructura tipica en dominis d’una metal-loproteasa de la familia ADAM. Els dominis consten
d’un péptid senyal a la regié amino-terminal, un prodomini amb un residu cisteina (SH) seguit d’un 1loc de tall
per serin proteases del tipus furina (RVKR | R), un domini catalitic que conté la seqiiencia HEXXH, un
domini desintegrina, un domini ric en cisteines, un domini semblant a 'EGF (EGF-like), un domini
transmembrana hidrofobic i un domini citoplasmatic (adaptat de (Allinson et al., 2003)).
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2.-PAPER FISIOLOGIC DE LES ADAMs

El fet que els membres d’aquesta familia posseeixin un domini metal-loproteasa
1 un domini desintegrina suggereix que poden intervenir tant en processos biologics
regulats per proteolisi com en els relacionats amb ’adhesi6 cel-lular (Stone et al., 1999).
Per altra banda, son proteines que es detecten en el transcurs de tota 1’escala evolutiva,
des de Caenorhabditis elegans (C. elegans) i Drosophila fins a I’Homo sapiens, la qual
cosa indica que intervenen en la regulaci6 de processos molt conservats evolutivament i,

per tant, probablement crucials per la viabilitat dels éssers vius.

2.1.-Les ADAMs en organismes inferiors

Aquesta familia de proteases és clau pel desenvolupament d’organismes com C.
elegans ja que intervé, entre altres, en la regulacié de la migracié cel-lular, un procés
complex que també s’ha relacionat amb metastasi, una de les principals causes de mort
en pacients de cancer. Un clar exemple de la importancia que tenen les ADAMs en la
migracio cel-lular el trobem en el procés de desenvolupament de les gonades de C.
elegans. Aquest organ esta format per dos bragos o tubs oposats que es fusionen a la
zona ventral donant lloc a I’ater el qual comunica a I’exterior a través de la vulva (figura
2A) (Blelloch et al., 1999). Per la formaci6 de les gonades és essencial la preséncia
d’unes cél-lules somatiques molt grans anomenades DTC (Distal Tip Cells). Aquestes
cel-lules estan localitzades al final de cada bra¢ de la gonada i son les encarregades de
guiar el seu desenvolupament des de les membranes basals dels musculs ventrals fins a
les mateixes membranes dels musculs dorsals (figura 2A). Perque les céel-lules DTC
puguin realitzar la seva funcid ¢és essencial la preséncia de dues ADAMs: GON-1 i
MIG-17. GON-1 pertany a una subfamilia de les ADAMs anomenada ADAMTS (A
Disintegrin And Metalloprotease domain with Thrombospondin motifs) ja que conté
dominis trombospondina (Porter et al., 2005) i s’expressa principalment en les cél-lules
DTC i les cél-lules musculars. Individus adults mutants en el gen gon-1 presenten unes
gonades totalment desorganitzades sense practicament cap tipus de morfologia tubular

(Blelloch et al., 1999).

10
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A
Membrana basal DTCs Muscul dorsal
— £ 7L
Anterior Ui Posterior
—
Gonada Vulva Muscul ventral
B

MIG-17

9 e e, Nidogen : i
COG complex+MIG-23 25 Regié d’uni6 a la —p oo L Migracio
ECM Cel-lular
Depenent de Ca®"
Cél-lula muscular U Membrana basal

Figura 2. Factors que determinen la morfologia gonadal de C. elegans. A, Morfologia de la gonada en un
individu adult. B, Factors relacionats amb la regulacio de la migracié cel'lular en C. elegans (per més detalls,
llegiu el text).

Es important destacar que la funcié de GON-1 esta conservada durant I’evoluci6
ja que la introducci6 d’ADAMTS4 i 9 humanes a individus deficients per la
metal-loproteasa li permet recuperar la capacitat de desenvolupar les gonades
(Hesselson et al., 2004). Les mutacions en el gen mig-17, en canvi, no generen un
fenotip tan evident com les que afecten a gon-1 ja que no regulen la capacitat migratoria
de les cel-lules DTC per se sind que en modifiquen la seva ruta migratoria (Nishiwaki,
1999). Estudis recents amb els gens mig-23, cogc-3 1 cogc-1 han demostrat la
importancia que té el procés de biosintesi 1 transit intracel-lular de MIG-17 per la seva
correcta localitzacio extracel-lular. MIG-23 és una nucleosid difosfatasa (NDPasa)
resident a 1’aparell de Golgi i és I’encarregada de la correcta N-glicosilaciéo de MIG-17.
Aquesta glicosilaci6 és clau per la correcta localitzaci6 de la proteina ja que errors en
aquest procés impedeixen detectar MIG-17 a la part externa de la membrana de la
gonada (Nishiwaki et al., 2004). Per altra banda, cogc-3 i coge-1 codifiquen per dues
proteines, COG-3 i COG-1, que formen part d’un complex proteic localitzat a 1’aparell
de Golgi anomenat COG (Ungar et al., 2002). Aquest complex participa en diferents
aspectes del transit intracel-lular (Sztul et al., 2006). A més a més, tamb¢ intervé en la

correcta localitzacid intracel-lular de MIG-23. Donat que [’activitat de MIG-23 ¢és

11
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important per la correcta localitzacio6 de MIG-17 és logic pensar que I activitat

d’aquesta estara afectada per mutacions en COG-3 1 COG-1 (figura 2B).

Per qué una cel-lula pugui migrar s’assumeix que la matriu extracel-lular (ECM)
ha de ser remodelada. En el nostre cas, les cél-lules DTC, mitjangant GON-1 i MIG-17,
hauran de degradar proteoliticament els components de I’ECM per tal de poder migrar.
En la recerca de molecules de la matriu extracel-lular que al ser eliminades revertissin el
fenotip mutant de gon-1 es va identificar la fibulina (FBL-1) (Hesselson et al., 2004;
Kubota et al., 2004). Les fibulines (en C. elegans existeixen dos variants per
processament alternatiu de ’'mRNA: FBL-1C i FBL-1D) son unes proteines que poden
unir-se, de forma depenent de Ca’’, a components de 'ECM com, per exemple,
nidogen-1, laminina-1, agreca i versica i participen en la regulacid de la migracid,
proliferaci6 i transformacié cel-lular (Timpl et al., 2003). La relacio entre les tres
proteines descrites (GON-1, MIG-17 i FBL-1) no es t¢ molt clara perd tot sembla
indicar que molt probablement MIG-17 s’encarregaria de degradar i reclutar ’FBL-1
cap a la membrana basal de la gonada. En aquesta localitzacio sembla ser que I’FBL
facilitaria 1’acci6 de GON-1 en la degradaci6 de ’ECM necessaria per la migracio
cel-lular (figura 2B) (Kubota et al., 2004; Lee et al., 2005). Per tant, les tres proteines

col-laborarien en la migracié de les cel-lules DTC facilitant la degradacié de ’ECM.

Una altra ADAM important en C. elegans és SUP-17. Aquesta metal-loproteasa
va ser la segona que es va identificar en aquest organisme després que una recerca
exhaustiva en el seu genoma permetés la identificacié d’ADM-1, la qual s’ha relacionat
amb desenvolupament aixi com en processos de fertilitzacié (Podbilewicz, 1996). SUP-
17 és una metal-loproteasa molt similar a Kuzbanian en Drosophila o ADAMI10 en
humans (Wen et al., 1997). Aquestes ultimes son les responsables del shedding, entre
d’altres, del receptor Notch (Pan et al., 1997; Seals et al., 2003), per tant, per analogia i
també per les dades experimentals de que es disposen SUP-17 és també el principal
responsable del shedding de I’homoleg de Notch en C. elegans anomenat LIN-12 (Wen
et al., 1997). Notch és un receptor implicat en processos de desenvolupament
embrionari i el paper de les ADAM en la regulacio de la seva activitat €s clau ja que la
introduccio i expressio de dominants negatius de Kuzbanian en embrions de Drosophila
o Xenopus provoca alteracions severes en el desenvolupament neuronal (Pan et al.,

1997).
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2.2.-Activitat catalitica del domini metal-loproteasa

La capacitat que tenen les ADAMs per alliberar els dominis extracel-lulars de
determinades proteines transmembrana es deu a la preséncia del domini
metal-loproteasa. Aquest no esta sempre actiu i requereix d’un procés de maduracid que
succeeix quan la metal-loproteasa arriba a 1’aparell de Golgi procedent del reticle
endoplasmatic (ER). Basicament consisteix en 1’eliminaci6é del prodomini mitjangant
un tall proteolitic que depén principalment de la proproteina convertasa furina (figura 1)
(Black et al., 1997; Moss et al., 1997; Zhou et al., 1999). En abséncia de furina, altres
convertases poden substituir-la tot i que el tall que generen és menys eficient (Borroto et
al., 2003). Es important destacar que aquest mecanisme no és exclusiu de les ADAM
sind que altres metal-loproteases com, per exemple, les MT-MMPs (Yana et al., 2000),
incloses a la familia de les MMPs, o la subfamilia de les ADAMs anomenada
ADAMTS (Rodriguez-Manzaneque et al., 2000) també comparteixen aquest

mecanisme.

2.2.1.-Regulacio del shedding i seleccié dels substrats

L’activitat metal-loproteasa estd regulada per un nombre important de
mecanismes tan fisiologics com no fisiologics. En aquest sentit, €s important destacar,
dins del primer grup, factors de creixement com el factor de creixement epidérmic
(EGF) (Massague et al., 1993), receptors acoblats a proteina G (GPCR) (Prenzel et al.,
1999), I’acetilcolina (Buxbaum et al., 1992) o I’ oxid nitric (NO) (Zhang et al., 2000).
Per altra banda, dins del segon grup trobem substancies com els ¢sters de forbol (per
exemple, el Phorbol 12-Myristate 13-Acetate; PMA) (Arribas et al., 1996; Massague et
al., 1993; Pandiella et al., 1991), els ionofors de calci (Massague et al., 1993) o el
lipopolisacarid (LPS) (McGeehan et al., 1994). Tots ells son activadors del shedding i,
en general, es desconeix el mecanisme d’accid tot i que, per exemple, en el cas dels
esters de forbol I’augment de I’activitat proteolitica correlaciona positivament amb una

activacio de la proteina quinasa C (PKC) (Mullberg et al., 1992).

Un altre punt interessant en la biologia de les ADAM és com seleccionen els

seus substrats. En general, es desconeixen quins son els factors que intervenen en aquest
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procés perd sembla ser que la regid juxtamembrana (aproximadament entre 10 i 15
aminoacids a partir de la regid transmembrana) és essencial ja que proteines que
normalment no estan afectades pel shedding es tornen sensibles a ell quan s’introdueix
en elles la regié juxtamembrana procedent de substrats coneguts d’ADAM17 (Althoff et
al., 2000; Arribas et al., 1997). Per altra banda, estudis de mutageénesi en aquesta regio
suggereixen que la seqliencia aminoacidica no €s critica pel reconeixement eficient del
substrat per part ’ADAM17 (taula 1) mentre que altres parametres com, per exemple,
I’estructura secundaria de la proteina hi tindrien un paper més rellevant (Hinkle et al.,
2004). Un altre factor que sembla estar relacionat amb la seleccié de substrat és la
formacio de complexos estables entre la propia ADAM 1 el seu substrat. En aquest cas,
serien les zones més allunyades de la regido juxtamembrana les responsables de
I’estabilitzaci6 del complex, tal i com succeeix, per exemple, quan interaccionen
ADAMI17 i el receptor de I’hormona del creixement (GHR). En aquest exemple, la
formaci6 del complex ADAM17-GHR permetria el shedding del receptor mentre que la
presencia de lligand d’aquest (hormona de creixement; GH) desestabilitzaria el complex

inhibint, per tant, el seu shedding (Schantl et al., 2004).

Només entre un 2 i un 4% de les proteines presents a la superficie cel-lular estan
subjectes al shedding mediat per ADAMs (Arribas et al., 1995) la qual cosa suggereix
que tot i el desconeixement que hi ha sobre aquest punt ha d’existir un tret caracteristic
de cada substrat que permeti la seva identificacid per part de la metal-loproteasa
responsable del seu shedding. Per altra banda, també és important destacar, tenint en
compte la varietat funcional i estructural dels substrats (taula 1), que les conseqiieéncies
del shedding variaran depenent de la funcido dels substrats. En aquest sentit,
possiblement el shedding de les efrines, del receptor Notch i dels lligands del receptor
d’EGF (EGFR) son els millors exemples de com les ADAM modulen vies de
senyalitzacid mecanisticament molt diferents i que afecten a processos biologics tan
importants com I’angiogenesi, la migracio 1 proliferaci6 cel-lular o el desenvolupament

de teixits.
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Taula 1. Degradoma actualitzat A’ ADAM17 (Juliol 2006).

Substrats d’ADAM17

Tipus de molécula

Sequiencia de tall

Referéncia

proTNF-a Citocines SPLAQA|VRSSSR (Mezyk et al., 2003)
Fractalquina Sense determinar (Garton et al., 2001)
TRANCE IVGPQR|FSGAPA (Lum et al., 1999;
Mohan et al., 2002)
proTGF-a Lligands de la familia HADLLA|VVAASQ (Althoff et al., 2001,
d’EGFR/Factors de Sahin et al., 2004)
creixement
proNRGa-2C Sense determinar (Montero et al., 2000)
proHB-EGF CHGLTP|VENPLYTYDH (Hinkle et al., 2004;
Sahin et al., 2004)
proAmfiregulina CGEK |SMSTHEDDKDLSK (Hinkle et al., 2004;
Sahin et al., 2004)
Betacelulina CERVDLFY |LQQDRGQ (Hinkle et al., 2004;
Sahin et al., 2004)
Epiregulina CEHFFL | TVHQPLSKEY (Hinkle et al., 2004;
Sahin et al., 2004)
Factor preadipocitari Sense determinar (Wang et al., 2006)
(pref-1)
p75 TNF-a RII Receptors APGAV |HLPQP (Mezyk et al., 2003)
p55 TNF-o RI PQIEN|VKGTE (Mezyk et al., 2003)

M-CSFR (Receptor del

factor estimulador de

Sense Determinar

(Rovida et al., 2001)

macrofags)

CD30 Dominis rics en cisteina 21 5 (Hansen et al., 2000)
IL-6Ra TSLPVQ|DSSSVP (Mullberg et al., 1994)
IL-1R II Sense determinar (Reddy et al., 2000)

GHR (receptor de MSP|FTCEEDFR (Wang et al., 2002)
I’hormona del
creixement)
HER4 (human Sense determinar (Rio et al., 2000)

epidermal growth

factor receptor-4)

Notch PYKIEA | VKSEPV (Mohan et al., 2002)
CD40 Sense determinar (Contin et al., 2003)
p75NR MGSSQP|VVTRGT (Weskamp et al., 2004)
IL-15Ra Sense determinar (Budagian et al., 2004)
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Receptor hibrid SorLA Sense determinar (Guo et al., 2002)
Receptor d’LDL Sense determinar (Guo et al., 2002)
Receptor AXL Sense determinar (Guo et al., 2002)
Tirosina quinasa
GPIba (glicoproteina Sense determinar (Bergmeier et al., 2004)
Iba)

PTP-LAR (Receptor-
like protein tyrosine

phosphatase)

Sense determinar

(Ruhe et al., 2006)

L-selectina

Molécules d’adhesio

QKLDK | SFSMI

(Mezyk et al., 2003)

Col-lagen XVII

Sense determinar

(Franzke et al., 2002)

VCAM-1 (molécula
d’adhesid cel-lular

vascular)

Sense determinar

(Garton et al., 2003)

NCAM (molécula
d’adhesid cel-lular

neural)

Sense determinar

(Kalus et al., 2006)

ICAM-1 (molécula
d’adhesid

intercel-lular)

Sense determinar

(Tsakadze et al., 2006)

Nectina-4 Sense determinar (Fabre-Lafay et al.,
2005)
CD44 Sense determinar (Nagano et al., 2004)
MUC-1 (Mucina-1) Altres QYKTEA |ASRYNL (Thathiah et al., 2003;
Thathiah et al., 2004)
APP (Proteina VHHQK|LVFFA (Mezyk et al., 2003)

precursora del péptid

B-amiloide)

APLP2 (APP-like
protein 2)

Sense determinar

(Endres et al., 2005)

Anhidrasa carbonica

IX

Sense determinar

(Zatovicova et al.,

2005)

Proteina cel-lular

pridnica

Sense determinar

(Vincent et al., 2001)

Glicoproteina del virus

de 1’ébola

VDKTLPD | QGDNDNWW

(Dolnik et al., 2004)
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2.2.2.-Processos biologics regulats per les ADAMs: 1) Shedding de les efrines

Les efrines son un grup de proteines transmembrana que interaccionen amb els
seus receptors de tipus tirosina-quinasa (Eph) i controlen processos biologics
fonamentals com son el desenvolupament vascular, la migracié cel-lular o la maduracio
del sistema nerviés (Kullander et al., 2002; Tessier-Lavigne et al., 1996) mitjancant la
regulaci6 de 1’adhesio, ’estructura i la motilitat cel-lular (Flanagan et al., 1998;
Himanen et al., 2003; Poliakov et al., 2004). Aquestes molecules tenen un paper
important en cancer ja que intervenen en processos clau pel desenvolupament de tumors
com sOn I’angiogenesi 1 la metastasi (Clevers et al., 2006; Surawska et al., 2004). El seu
mecanisme d’accio6 és especialment peculiar ja que una vegada es produeix la interaccio
efrina-Receptor (Eph) de dues cel'lules adjacents s’activa una senyalitzacid

bidireccional que culmina amb la repulsid entre les dues céel-lules (figura 3).

Senyalitzacio
a través del lligand

Senyalitzacid EfrinaA5

bidireccional

ADAMI0 EphA3

Senyalitzacid
a través del receptor

Figura 3. Interaccié d’ADAM10 amb el complex efrinaA5-EphA3. Vegeu el text per més
detalls.

Aquest mecanisme només es pot entendre si, préviament al procés de repulsio,
desapareix la interaccié lligand-receptor. En aquest sentit, es coneix que dos dels
membres de la familia de les efrines, ’efrinaA2 i ’efrinaAS5, son substrats d’ADAMI10
(Hattori et al., 2000; Janes et al., 2005). Aquest fet ha permées identificar un mecanisme
innovador que explica com les ADAM regulen la repulsio entre dues cel-lules. Aixi, el
receptor de ’efrinaAS, anomenat EphA3, interacciona constitutivament amb ADAMI10

mitjancant el seu domini d’uni¢6 al lligand. Quan I’efrinaAS interacciona amb EphA3 es
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genera un canvi estructural a ADAMI0 que permet a la metal-loproteasa tallar
eficientment 1’efrinaAS5 (Janes et al., 2005) (figura 3). Aquest treball ens presenta un
nou mecanisme de selecci6 de substrat per part de les metal-loproteases (en aquest
exemple, ADAMI10 selecciona ’efrinaAS) i planteja la pregunta de si un mecanisme

similar podria aplicar-se a altres substrats de shedding i a altres metal-loproteases.

2.2.2..-Processos biologics regulats per les ADAMs: II) La via de senyalitzacié de
Notch

Notch és un receptor que controla una via de senyalitzaci®é molt conservada
evolutivament relacionada amb la diferenciacié cel-lular i que juga un paper critic en el
desenvolupament embrionari i I’angiogénesi. Aquesta via s’ha relacionat amb cancer ja

que pot activar cel-lules endotelials i promoure angiogeénesi tumoral (Zeng et al., 2005).

Perque el receptor Notch sigui actiu és necessaria 1’aparicid seqiiencial de
diversos talls proteolitics (figura 4). El primer d’ells succeeix a 1’aparell de Golgi i és
degut a I’activitat de la convertasa furina (Fortini, 2001). Aquest primer tall permet a
Notch arribar a la superficie cel-lular a on pateix un segon tall proteolitic o shedding
degut a I’accio de les ADAM. El shedding genera dos fragments: un fragment soluble
extracel-lular i un altre fragment que es manté unit a la membrana plasmatica. Aquest
ultim, és I’objectiu d’un tercer tall proteolitic anomenat RIP (Regulated Intramembrane
Proteolysis), produit per 1’efecte del complex y-secretasa (Fortini, 2001), i genera un
fragment citoplasmatic que és transportat al nucli a on regula la transcripcié de gens
(Fortini, 2001). Una de les caracteristiques més importants del RIP és que ¢és un tall
totalment depenent del shedding previ ja que el bloqueig d’aquest impedeix
completament la seva formaci6 (Hartmann et al., 2002). Per tant, és obvi que les

ADAM tenen un paper clau en la regulacié de ’activitat de Notch.

La metal-loproteasa involucrada en el shedding de Notch és basicament
ADAMI10 o el seu homoleg en el cas de Drosophila melanogaster i C. elegans
(Kuzbanian i SUP-17, respectivament) (Hartmann et al., 2002; Rooke et al., 1996; Wen
et al., 1997) tot i que alguns treballs indiquen que ADAM17 també hi pot jugar un paper
important en mamifers (Brou et al., 2000). No obstant aixo0, la primera segueix tenint un

paper crucial ja que la senyalitzacid del receptor s’inhibeix practicament en la seva
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totalitat en cel-lules deficients per ADAM10 (Hartmann et al., 2002) mentre que no s’ha
descrit un fenotip anormal respecte el shedding de Notch en cél-lules deficients per

ADAMI7.

Cél-lula
senyalitzadora

Lligands de Notch
(Delta/Serrate/Jagged/LAG-2)

Receptor Notch

. Complex y-secretasa
no estimulat

(presenilina)

O Gel-lula receptora Fragment
intracel-lular de

\u Notch

Senyalitzacid
cap al nucli

Transcripci6 de
gens diana

Eispl)

Reticle endoplasmatic

Figura 4. Model general de sintesi i proteolisi de Notch. El receptor Notch es
sintetitza en el reticle endoplasmatic en forma de precursor de 300kD que és tallat
inicialment per convertases del tipus furina en el compartiment del trans-golgi. Els dos
fragments generats s’uneixen de forma no covalent per donar lloc a un receptor
heterodiméric. Finalment, el shedding inicial induit pel lligand i el posterior tall y-
secretasa donen lloc a un fragment intracel-lular que és transportat al nucli a on
interacciona amb factors de transcripcié del tipus CSL que induiran la transcripcié de
gens com, per exemple, I’E(spl) (adaptat de (Fortini, 2001)).

2.2.2.-Processos biologics regulats per les ADAMs: III) La via de senyalitzacio

d’EGFR

El receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR) és el primer membre

d’una familia de 4 receptors de tipus tirosina quinasa (RTK) anomenada HER o erbB
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(HER1 o EGFR, HER2, HER3 i HER4) (Yarden et al., 2001). Aquests receptors, una
vegada han estat activats pels seus lligands, s’autofosforilen 1, posteriorment, dimeritzen

amb membres de la mateixa familia per tal d’iniciar la cascada de senyalitzacio cel-lular

(figura 5).

Domini d’uni6
al lligand

\\\‘A‘ Domini catalitic

Senyalitzaci6 cel-lular

Figura 5. Senyalitzacio dels receptors de la familia HER. Una vegada el lligand interacciona amb el seu
receptor aquest s’autofosforila, dimeritza i inicia les cascades de senyalitzaci6 cel-lular especifiques (per
simplificar la figura només es mostren les interaccions entre I’EGFR i els seus lligands). El numero que hi ha
als dominis d’uni¢ al lligand representen cadascun dels membres de la familia. La creu present en els dominis
catalitics significa que aquests no tenen activitat catalitica, per tant, el dimer HER3/HER3 tot i que es pot
formar no ¢és actiu.

La familia HER s’ha relacionat amb [’activacié de processos biologics tan
rellevants com la divisio, la motilitat, I’adhesio 1 la mort cel-lular (Yarden et al., 2001).
A més a més, s’ha descrit que ’EGFR s’activa de forma aberrant en una gran varietat de
tumors com, per exemple, en cancer de pulmoé o en carcinoma renal i colorectal la qual
cosa ha fet d’aquest receptor una de les principals dianes terapéutiques contra la
patologia del cancer (Baselga et al., 2005; Yarden et al., 2001). Els agents terapéutics
utilitzats actualment son anticossos monoclonals com, per exemple, C225 (conegut
tamb¢é com cetuximab) o herceptin (trastuzumab) dirigits contra HER1 i1 HER?2,
respectivament, o bé molécules de petit pes molecular que s’uneixen al domini

intracel-lular 1 inhibeixen 1’activitat quinasa del receptor (Baselga et al., 2002).

La familia de Iligands naturals de I’EGFR esta formada per proteines
transmembrana que tenen la peculiaritat de ser substrats de shedding. Els membres
d’aquesta familia son el factor de creixement transformant alfa (proTGF-a) (de Larco et

al., 1978), el factor de creixement epidermic (proEGF) (Cohen et al., 1963), el factor de
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creixement epidérmic d’unié a heparina (proHB-EGF) (Higashiyama et al., 1991),
I’amfiregulina (proAR) (Shoyab et al., 1989), la betacelulina (proBTC) (Sasada et al.,
1993), I’epiregulina (proEPR) (Toyoda et al., 1995) i I’epigen (proEPIGEN) (Strachan
et al., 2001) (figura 6). El tall proteolitic és essencial ja que el seu bloqueig inhibeix
I’activaci6 d’EGFR (Borrell-Pages et al., 2003; Dong et al., 1999). Per tant, les
ADAMs, i més concretament ADAM10 1 ADAMI17 que son les principals responsables
del shedding d’aquests lligands (Horiuchi et al., 2005; Sahin et al., 2004), podrien ser
bones dianes terapeutiques (Zhou, 2005).

g

proEGF  proTGF-a.  proAR  proHB-EGF proBTC proEPR  proEPIGEN

Figura 6. Organitzacié dels lligands de ’EGFR. C, domini citoplasmatic; TM, domini transmembrana; U, regi6
d’unié; E, domini EGF; G, domini de glicosilacio; H, domini d’uni6 a heparina.

El shedding d’alguns dels lligands del receptor d’EGFR també pot anar seguit
d’un tall proteolitic intramembranal (RIP) similar al que pateix el receptor Notch.
Aquest ¢s el cas de proHB-EGF el qual, una vegada és processat per les ADAM, ¢és
objecte d’un segon tall proteolitic a la regié intramembrana que genera un fragment
citoplasmatic del lligand que pot arribar al nucli i interaccionar amb proteines com, per
exemple, PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger Protein). Aquesta proteina es
localitza principalment al nucli i la interacci6 amb el fragment citoplasmatic d’HB-EGF
provoca la seva exportacido al citoplasma. PLZF és un factor de transcripcid que
reprimeix I’expressio de Ciclina A, una molécula encarregada d’activar el cicle cel-lular
(Higashiyama et al., 2005). Aixi, la preseéncia del fragment citoplasmatic de proHB-
EGF bloquejaria I’efecte inhibitori de PLZF de tal forma que s’iniciaria I’expressio de
Ciclina A provocant, aixi, una entrada de la cél-lula en el cicle cel-lular. Aquest tipus de
tall proteolitic no és exclusiu de proHB-EGF ja que també s’ha descrit per altres
lligands dels receptors de la familia HER com, per exemple, la neuregulina-1 (Bao et

al., 2003).
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2.2.3.-Paper de les ADAM en la connexio entre diferents vies de senyalitzacio

Tal i com s’ha comentat anteriorment, l’activacié de receptors acoblats a
proteina G (GPCRs) incrementa el shedding d’algunes molécules. En el cas de que
aquestes molécules siguin lligands d’EGFR el shedding donara lloc a I’activacio del
receptor. Aquest mecanisme, anomenat transactivacid d’EGFR (Prenzel et al., 1999),
(figura 7) permet la connexio6 (en angles, cross-talk) entre les vies de senyalitzaci6 dels
GPCRs i la via de senyalitzacio d’EGFR. Les ADAM involucrades en el cross-talk son
basicament ADAMI10 i ADAM17 tot i que ADAM12 i ADAMI1S5 poden tenir-hi un
paper en algunes linies cel-lulars (Fischer et al., 2003a; Schafer et al., 2004). Per altra
banda, els lligands implicats en la transactivaci6 d’EGFR varien en funcié de la linia
cel-lular pero basicament son pro-amfiregulina, proHB-EGF o proTGFa (Fischer et al.,

2003a).

ADAMI10 proLligand

ADAMI2 (Pf(;g?'EGF’ Lligand
ADAMI15  ProAR,
ADAM17 proTGF-a)

0™

Senyalitzaci6 cel-lular

Figura 7. Transactivacié de PEGFR mitjancant GPCRs. L’activacié d’un receptor acoblat a proteina G (GPCR)
pel seu lligand (GPCR-L) activa, mitjangant un mecanisme desconegut, el shedding depenent d’ADAMs dels lligands

descrits a la figura. Aquests, a la vegada, s’uniran al seu receptor i iniciaran la cascada de senyalitzacid especifica.

Les ADAMs també integren altres estimuls amb [’activacié de D’EGFR.
Exemples d’aquests estimuls son I’estrés osmotic i oxidatiu que poden activar ADAMO,
ADAMI10 o ADAMI17 i promoure la conseqilient activacid6 d’EGFR mitjancant el
shedding de proHB-EGF (Fischer et al., 2004).
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La regulaci¢ de la transactivacio d’EGFR ¢s critica pel correcte funcionament de
I’organisme 1 la seva alteracié pot provocar, per exemple, 1’aparicié de tumors. En
aquest sentit, es coneix que el microorganisme Helicobacter pylorii incrementa el risc
de cancer gastric degut a la transactivaci6 d’EGFR (Tanida et al., 2004). El que
succeeix en aquest cas és que la infeccid provoca un augment de la produccié
d’interleucina-8 (IL-8) per part de I’organisme infectat la qual cosa dona lloc a
I’activaci6 continua d’ADAMI0 i, conseqiientment, de ’EGFR mitjangant el shedding
de proHB-EGF.

2.3.-Interacci6 ADAMs-integrines: paper del domini desintegrina

Tal 1 com indiquen les analisis d’homologia de seqii¢ncia, totes les ADAMs tenen un
domini anomenat desintegrina que dona nom a una familia de proteines anomenada
“desintegrines”. Les desintegrines es troben, per exemple, al veri d’algunes serps i son
molécules de baix pes molecular que es caracteritzen per tenir una seqiiencia o domini
del tipus RGD (Arg-Gly-Asp) a [I’interior d’una estructura anomenada “llag
desintegrina” (Braud et al., 2000; McLane et al., 1998). Aquesta seqiiencia també esta
present en alguns components de la matriu extracel-lular com, per exemple, el
fibrinogen i és reconeguda per algunes integrines. Aquesta interaccio permet la fixacio
de les cel-lules a ’ECM (figura 8) (Braud et al., 2000; McLane et al., 1998). Aixo
indica, per tant, que les desintegrines competeixen amb els components de la matriu

extracel-lular per la unié amb les integrines de la c¢l-lula.

Figura 8. Les integrines comuniquen

o citoesquelet. Representacié de
Fibrinogen

d’una integrina 1 el fibrinogen.

vinculina permet, per una banda, la unié
d’aquesta a la talina i, per 1’altra, la unié
de la vinculina al complex Arp2/3 que
s’encarrega d’iniciar la polimeritzacid
del citoesquelet d’actina (adaptat de
(Brakebusch et al., 2003)).
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Les desintegrines es varen caracteritzar inicialment per la seva habilitat a I’hora
d’inhibir la interaccid entre el fibrinogen i la integrina allbB3 la qual cosa bloqueja
I’agregaci6 plaquetaria donat lloc a una hemorragia (Braud et al., 2000; McLane et al.,
1998). Per tant, donat que les ADAMs disposen d’un domini desintegrina tot sembla
indicar que tindran un paper important en la regulacié de la unio6 entre les cel-lules 1 la

matriu extracel-lular.

Les integrines son receptors heterodimeérics formats per una cadena o i una
cadena B que tenen un domini extracel-lular d’unié al lligand molt llarg i una cua
citoplasmatica molt curta. En mamifers, hi ha 18 subunitats o i 8 subunitats § que
interaccionen per formar 24 receptors diferents (figura 9) (Hynes, 2002). La missio
principal de les integrines és la de mantenir I’ancoratge entre les cél-lules i ’ECM.
Aquestes unions generen canvis conformacionals en les cadenes ai P aixi com
I’agrupament de les integrines en clusters. Aquests canvis inicien senyals intracel-lulars
que regulen, a I’hora, alguns aspectes relacionats amb la migracio cel-lular com, per
exemple, I’adhesi6 i la polaritzacid cellular (Ridley et al., 2003). A més a més, les
integrines comuniquen els elements de ’ECM amb el citoesquelet mitjangant proteines
adaptadores que també poden activar determinades vies de senyalitzaci6 (figura 8)

(Guo et al., 2004; Ridley et al., 2003).

N

V== AN

W= 7 \\A ®¢ ¢ ©
Figura 9. Familia de receptors integrina. Representacié esquematica dels 24 receptors integrina coneguts
(heterodimers a/f). El color de la subunitat o representa el tipus de receptor que és cada heterodimer; color groc:
receptors de col-lagen, color blau: receptors RGD, color lila: receptors de laminina, color verd: receptors de
leucocits. * L’heterodimer o3 inicialment es va descriure com un receptor RGD pero posteriors treballs varen

determinar que aquesta integrina interacciona amb un motiu diferent (Yokosaki et al., 1999) (Adaptat de (Hynes,
2002)).
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2.3.1.-Requeriments estructurals i especificitat de la interacci6 ADAMs-integrines

Una de les caracteristiques més importants de la interaccio entre les ADAMs 1
les integrines és la seva redundancia. Aixi, podem observar com una integrina pot
interaccionar amb més d’una ADAM i una ADAM ho pot fer amb més d’una integrina.
A pesar de tot, existeix una certa especificitat ja que algunes combinacions ADAM-

integrines no s’han pogut descriure (taula 2).

Un altre fet important és que, tot i la rellevancia que té el domini RGD en la
interaccio entre ’ECM 1 les integrines, només un membre de la familia de les ADAM,
ADAMIS5, presenta aquesta seqiiéncia en el seu domini desintegrina (Nath et al., 1999).
A més a més, la importancia del domini RGD per la uni6 entre ADAMIS i les
integrines ¢és relatiu ja que, si bé és necessari per la unié d’aquesta amb la integrina
aVB3 no ho és, en canvi, per la unié6 amb a9B1. En aquest cas, la preséncia d’una altra
seqiiéncia aminoacidica (RX¢DLPEF) localitzada molt a prop del domini RGD és la que
permet la interaccid entre ADAMIS i a9B1 (Eto et al., 2002). Aquesta seqiiéncia es
troba molt conservada en les ADAM, excepte en ADAM10 i ADAM17, cosa que indica
que la integrina a9f1 pot interaccionar amb la gran majoria d’ADAMs excepte amb
aquestes dues (Eto et al., 2002) (taula 2). De fet, no esta gens clar que el domini
desintegrina jugui un paper important en la funci6 d’ADAMI10 i ADAM17 ja que, per
una banda, encara no s’ha descrit cap interaccié entre la primera d’elles i alguna
integrina i, per I’altra, ADAM17 només es coneix que pot interaccionar amb la integrina
aSP1 sense que es conegui la base estructural d’aquesta interaccio (Huang et al., 2005).
Per tant, tot sembla indicar que ’activitat d’ADAM10 i ADAMI17 no depén del domini

desintegrina.

2.3.2.-Aspectes funcionals de les interaccions ADAMs-integrines

Com s’ha comentat anteriorment, ADAM17 interacciona amb la integrina a5f31
1 ho fa majoritariament a les adhesions focals (Huang et al., 2005) mentre que en assajos
de reparacié de ferides (en anglés, wound healing assays), en canvi, les dues molécules
es redistribueixen i colocalitzen en les protrusions de membrana del front de creixement

(en angles, leading edges). Aquesta observacid suggereix que [’activitat
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metal-loproteasa d’ADAMI17 podria estar

indirectament regulada pel domini

desintegrina ja que s’encarregaria de controlar la seva localitzacid subcel-lular (Bax et

al., 2004). Funcionalment, aquesta interaccié provoca la inhibicio de la migracio

cel-lular depenent de la integrina a5B1 (Huang et al., 2005).

Taula 2. Interaccions descrites entre les ADAMs i les integrines.

ADAMI
al., 2002)
ADAM2 (Tomczuk (Bigler et (Eto et
etal., al., 2000; al., 2002;
2003) Tomczuk Tomczuk
etal., etal.,
2003) 2003)
ADAM3 (Tomczuk (Takahashi (Eto et
etal., etal., al., 2002;
2003) 2001; Tomczuk
Tomczuk etal.,
etal., 2003)
2003)
ADAM7 (Bridges (Bridges (Bridges
etal., etal., etal.,
2005) 2005) 2005)
ADAMY9 | (Mazzocca (Nath et (Mazzocca (Eto et (Zhou et
etal., al., 2000) etal., al.,2002) | al.,2001)
2005) 2005)
ADAMI12 (Huang et (Eto et
al., 2005) al., 2000)
ADAMI15 (Nath et (Eto et (Zhang et
al., 1999) al., 2002) al., 1998)
ADAM17 (Huang
etal.,
2005)
ADAMI19 (Huang et (Huang
al., 2005) etal.,
2005)
ADAM23 (Cal et
al., 2000)
ADAM28 (Bridges (Bridges
etal., etal.,
2005) 2005)
ADAM33 (Huang et (Huang (Bridges
al., 2005) etal., etal.,
2005) 2005)
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ADAMI12 també juga un paper important en la regulacié de la funcié de les
integrines. Aquesta metal-loproteasa interacciona principalment amb la integrina a9f1
encara que en abséncia d’aquesta altres integrines del tipus Bl també ho poden fer
(Thodeti et al., 2005). Des de un punt de vista funcional, la interacci6 entre ADAMI2 i
aquesta integrina, en un model d’adipogenesi, provoca una reorganitzacio del
citoesquelet d’actina aixi com alteracions en 1’adhesid cel-lula-ECM que donen lloc a
I’aparicio de cel-lules arrodonides i a una disminucid de la uni6 a la fibronectina present
a la ECM (Kawaguchi et al., 2003). Per altra banda, ADAMI12 també inhibeix la
migracio cel-lular dependent de la integrina a4B1 encara que aquest fenomen no és
dependent del domini desintegrina sind de 1’activitat metal-loproteasa sobre la molécula

d’adhesio (Huang et al., 2005).

ADAMI15 té efectes inhibitoris quan interacciona amb la integrina V33, ja que
I’augment dels nivells de la metal-loproteasa en cel-lules canceroses d’ovari disminueix
la seva adhesio a la vitronectina de ’ECM 1 en redueix la motilitat cel-lular (Nath et al.,

2000).

La interaccid entre les ADAMs i les integrines descrites fins ara promouen la
inhibici6 de funcions com 1’adhesi6 cél-lula-ECM o la migracid. En canvi, determinades
ADAMs realitzen I’efecte oposat. Aquest és el cas de TADAMY que incrementa la
capacitat migratoria de les cél-lules quan interacciona amb la integrina a6f1, tal i com
es pot observar en fibroblasts cultivats en matrius que contenen el domini desintegrina
d’ADAM9 (Nath et al., 2000). Un fenomen similar s’observa en cel-lules estromals
hepatiques que tenen la capacitat de secretar una forma soluble d’ADAM9 obtinguda
per un processament alternatiu de I’'mRNA. L’aparici6 d’aquesta forma sembla ser la
responsable de 1’aparicié d’un fenotip altament invasiu i depenent de la preséncia de les
integrines a6PB4 1 a231 que s’encarregarien de fixar la forma soluble ’ADAM? al front
de les cel-lules malignes invasores. Aquest fet provocaria la degradacié de determinats
components de I’ECM 1 permetria progressar a les cél-lules tumorals, tal i com s’ha

observat, també, en metastasis de fetge en humans (Mazzocca et al., 2005).
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En resum, la interaccio entre les ADAMs i les integrines interfereix, en alguns

casos inhibint i en d’altres activant, funcions clau per la cel-lula com son 1’adhesio o la

migracio cel-lular les quals tenen un paper rellevant en 1’aparici6 del cancer.

3.-EXPRESSIO DE LES ADAMs EN TUMORS

Les metal-loproteases de la familia ADAM semblen tenir un paper rellevant en

cancer ja que se sobreexpressen en una gran varietat de tumors (taula 3).

Excepcionalment, ja que fins ara només s’ha descrit per ADAM?23, es pot observar

I’efecte contrari, €s a dir, una inhibicié de I’expressio de la proteasa en el teixit tumoral

degut a la hipermetilacié del seu promotor (Costa et al., 2004).

Taula 3. Tumors humans en els que s’ha descrit una desregulacié d’alguna ADAM. En tots els casos, excepte

per ADAM23 (Costa et al., 2004), s’observa un increment dels nivells d’expressié de les ADAM respecte al

teixit sa.

mama

Pancrees J Fetge

Pulmo

Prostata Cartilag | Cervell = Uter/Ovari  Rony6

Estéomac

ADAMS (Ishikawa (Roemer
etal., etal.,
2004) 2004a;
Roemer
etal.,
2004b)
ADAM9 (Lendeckel et | (Grutzmann | (Le Pabic (Carl-
al., 2005; etal., 2003) etal., McGrath et
O'Shea et al., 2003; al., 2005)
2003) Mazzocca
etal.,
2005;
Tannapfel
etal.,
2003)
ADAMI10 (Fogel et al., (Yoshimura | (Gavert et
2003) etal.,, 2002) | al.2005;
Knosel et
al., 2005)
ADAMI2 (Iba et al., (Le Pabic (Kodama (Carl- (Iba et al.,
1999; etal., etal., McGrath et 1999)
Kveiborg et 2003) 2004) al., 2005;
al., 2005; Iba et al.,
Lendeckel et 1999)
al., 2005)
ADAMI15 (Schutz (Bohm et (Carl-
etal., al., 1999) McGrath et
2005) al., 2005;
Yoshimura
etal., 2002)
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ADAM17 (Borrell- (Ding et (Karan et (Tanaka et (Roemer | (Yoshimura | (Blanchot-
Pages et al., al., 2004) al., 2003) al., 2005) etal., et al., 2002) Jossic et
2003; 2004a; al., 2005)
Lendeckel et Roemer
al., 2005) etal.,
2004b)
ADAMI19 (Roemer
etal.,
2004a;,
Roemer
etal.,
2004b)
ADAM?23 (Costa et al.,
2004)
ADAM28 (Ohtsuka (Roemer
etal., etal.,
2006) 2004a;
Roemer
etal.,
2004b)

El mecanisme o mecanismes que donen lloc a la sobreexpressio de les ADAMs
en tumors €s desconegut en molts casos. No obstant aixd, sabem que el control dels
nivells d’expressio de les metal-loproteases es pot donar tant a nivell transcripcional
com post-traduccional. Aixi, per exemple, 'mRNA d’ADAM17 disminueix fins a un
90% en el pulmé de ratolins deficients pel factor de transcripcié foxml (Kim et al.,
2005). Per altra banda, el transport d’aquesta metal-loproteasa cap a la superficie
cel-lular també presenta una regulacié molt precisa ja que tant la fosforilacié de residus
concrets del domini citoplasmatic (Soond et al., 2005) com la preséncia de determinats
aminoacids en la seva estructura (Villanueva de la Torre et al., 2004) s6n importants per
la mobilitzaci6 ’ADAM17 des de I’ER fins a la superficie cel-lular. Altres factors com,
per exemple, els nivells de la proteasa a ’ER també regulen el seu transit cap a la
membrana plasmatica donat que la transfeccid transitoria de determinades linies
cel-lulars amb ADAMI17 provoca una acumulaci6 de la proteasa en aquest
compartiment subcel-lular (Borroto et al., 2003; Doedens et al., 2003; Fan et al., 2003;
Villanueva de la Torre et al., 2004). Es important destacar, també¢, que D’activitat del
factor de creixement EGF s’ha relacionat amb un increment dels nivells de forma activa
d’ADAMI17 a la superficie cel-lular (Santiago-Josefat et al., 2006). L’activitat d’altres
membres de la familia com, per exemple, ADAM2 i ADAM3 tamb¢ esta intimament
regulada per processos post-traduccionals donat que ADAM3 no ¢és eficientment
transportada a la superficie cellular, encara que els seus nivells d’expressié son

normals, en el ratoli deficient per ADAM2. Aix0 indica que, igual com passa amb
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ADAMI17, el transport anterograd €s un punt de regulacid important de D’activitat

d’aquestes dues metal-loproteases (Stein et al., 2005).

3.1.-Paper individual de les ADAMs

Els nivells alts d’expressi6 d’ADAMI10 s’han relacionat amb el creixement del
carcinoma de cel-lules orals escamoses i el cancer gastric ja que la seva inhibicio
mitjancant oligonucleotids d’interferéncia o el tractament amb anticossos anti-
ADAMI10 redueix la proliferacio cel-lular en aquest tipus de tumors (Carl-McGrath et
al., 2005) (Ko et al., 2005). De forma similar, s’observa una inhibici6 de la proliferacio
cel'lular en cancer gastric utilitzant anticossos anti-ADAM9 (Carl-McGrath et al.,
2005). Aquesta metal-loproteasa té una especial importancia clinica ja que s’ha
observat, en un model muri, que contribueix significativament al desenvolupament del
cancer de prostata molt probablement degut al seu paper en el shedding de substrats de
I’EGFR 1 del receptor del factor de creixement fibroblastic (FGF) (Peduto et al., 2005).
ADAM9 també intervé en invasid tumoral ja que presenta una elevada expressio en
metastasis de fetge provinents de carcinoma de colon i en linies cel-lulars de cancer de
pulmoé que son altament metastatiques en cervell. Curiosament, ADAM9 no augmenta
els seus nivells en metastasis que afecten el pulmo6 (Shintani et al., 2004). A més a més,
tal 1 com s’ha comentat anteriorment, ADAMO9 també intervé en la invasié tumoral en

un model de tumor hepatic (Mazzocca et al., 2005).

ADAMY també pot ser utilitzada per predir la resposta contra farmacs
antitumorals. Molts cancers de mama recurrents soén tractats amb un farmac
antiestrogeénic anomenat tamoxife ja que els estrogens son necessaris pel creixement de
I’epiteli de la glandula mamaria 1 alguns tumors mantenen aquesta dependeéncia. Donat
que alguns dels tumors no responen a aquest tractament es varen intentar caracteritzar
possibles factors de prediccio de 1’¢xit d’aquest. Un d’ells és ADAMY que, juntament
amb ADAMI11, presenten uns nivells alts d’expressidé en tumors que responen

positivament al tamoxife (Sieuwerts et al., 2005).

ADAMI12 s’ha relacionat amb el cancer de mama perque s’ha pogut identificar a

I’orina d’aquestes pacients una forma soluble de la proteasa amb capacitat per degradar
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alguns components de I’ECM (Roy et al., 2004). A més a més, hi podria tenir un paper
important ja que en un model muri que presenta nivells alts d’expressio d’ADAMI12 en
glandula mamaria s’ha observat que la progressio tumoral s’accelera, possiblement
degut a una disminuci6 de 1’apoptosi en les cel-lules tumorals 1 un augment d’aquesta en

les cel-lules estromals sanes (Kveiborg et al., 2005).

4.-PAPER D’ADAM17 EN LA FORMACIO DE TUMORS

ADAMI17 té especial interés com a diana antitumoral ja que, a més a més de
sobreexpressar-se en tumors (taula 3), és responsable del shedding la majoria de
membres de la familia de lligands de I’EGFR (Sahin et al., 2004) (taula 1) el qual esta
sobreactivat en un gran nombre de carcinomes humans (Mendelsohn et al., 2000).
Curiosament, 1’augment d’expressi6 d’ADAMI17 en tumors fins ara no s’ha pogut
demostrat que tingui cap rellevancia clinica (Borrell-Pages et al., 2003; Tanaka et al.,
2005). No obstant aix0, el bloqueig especific del shedding d’un dels lligands d’EGFR
(proTGFa) aixi com el tractament de linies cel-lulars de cancer de mama amb
anticossos anti-ADAM17 redueix la grandaria dels xenografts generats en ratolins nuus
aixi com la proliferacio cel-lular, respectivament (Borrell-Pages et al., 2003; Lendeckel

et al., 2005).

4.1.-El degradoma d’ADAM17

El degradoma ¢és un terme creat per definir el conjunt de substrats d’una
metal-loproteasa (Lopez-Otin et al., 2002). Con¢ixer amb exactitud quines molécules
son substrats de shedding és important ja que 1’efecte final de la proteasa dependra,
essencialment, de la funci6 que aquests substrats tinguin a la cel-lula. Estudiar el
degradoma d’una metal-loproteasa és especialment dificil ja que cada tipus cel-lular
expressa diferents nivells de cada un dels substrats. A més a més, cada substrat pot ser
objecte de shedding per varies metal-loproteases a 1’hora tal i com succeeix, per
exemple, amb Notch o el precursor del peptid B-amiloide (APP) (Allinson et al., 2004;
Brou et al., 2000; Fortini, 2001; Hartmann et al., 2002). Tot aix0 afegeix un grau més de
complexitat a I’hora de determinar les conseqiiéncies funcionals del shedding. Fent una

analisi retrospectiva segurament aixo explicaria el fracas de la utilitzacid sistematica
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d’inhibidors de metal-loproteases en diferents assajos clinics (Coussens et al., 2002). De
fet, la inhibicio d’algunes metal-loproteases com, per exemple, ’'MMP-8 (anomenada
també colagenasa-2) genera major susceptibilitat a patir tumors de pell, tal i com s’ha
observat en ratolins deficients per aquesta proteasa (Balbin et al., 2003). Segurament, el
coneixement més complet dels substrats de ’'MMP-8 hagués ajudat a predir amb major

eficacia les conseqiiencies de la seva inhibicid.

La llista de substrats coneguts d’ADAM17 és considerable (taula 1) i la majoria
d’ells s’han identificat utilitzant cél-lules procedents de ratolins deficients pel domini
d’unié a Zn (TACE "% Aixi, la identificaci6 de proTNF-o com a substrat
d’ADAMI17 es va realitzar a partir de 1’observacid6 que limfocits T 1 monocits

AZn/AZn

procedents del ratoli TACE tenien una reduccié del 80-90% en la formaci6 de

TNF-a soluble (Black et al., 1997).

Un altre substrat d’ADAM17 ¢és proTGF-a, un dels lligands d’EGFR, i es va
deduir degut a la incapacitat dels embrions del ratoli TACE " de fusionar les
parpelles, aixi com per la preséncia de defectes en el pel 1 a la pell (Peschon et al.,
1998). Aquest fenotip es va veure que era similar al que s’observava en ratolins mancats
del factor de creixement transformant (TGF-a). Aquesta molécula es presenta com una
proteina transmembrana susceptible de ser tallada proteoliticament per una
metal-loproteasa (Arribas et al., 1996; Luetteke et al., 1999). La integraci6 de totes
aquestes dades va permetre identificar a ADAM17 com la metal-loproteasa responsable
del shedding de proTGF-a (Peschon et al., 1998). L’obtenci6 de fibroblasts procedents
del ratoli TACE “™*%" ha permes generar una eina per comprovar si altres proteines
poden ser substrats de shedding. Experiments de transfeccié, per exemple, han

demostrat que molécules com el receptor tipus II de la IL-1 i el receptor p5S5 TNF-a son

substrats d’ADAM17 (Reddy et al., 2000).

Per altra banda, I’aillament i caracteritzaci6 parcial, ’any 1995, d’una linia
cel-lular mutant anomenada M2 que presenta un defecte en el shedding de proTGF-
o (Arribas et al., 1995) també ha contribuit a la identificacié de nous substrats
d’ADAM17 com, per exemple, la molécula d’adhesié L-selectina, la subunitat o del

receptor de la IL-6 o la proteina precursora del peptid B-amiloide (APP) (Arribas et al.,
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1996; Borrell-Pages et al., 2003; Le Gall et al., 2003; Merlos-Suarez et al., 2001; Tsou
etal., 2001).

4.1.1.-El Factor de creixement transformant alfa (proTGF-«)

Totes aquestes aproximacions han permes identificar, fins ara, més de 30
substrats d’ADAMI17. Un d’ells, el proTGF-a o factor de creixement transformant alfa,
pertany a la familia dels lligands de ’EGFR (de Larco et al., 1978) i¢és el factor de
creixement més interessant des de un punt de vista medic ja que en tumors humans
presenta una clara sobreexpressio. De fet, 1’expressio de proTGF-o tant a nivell
d’mRNA com de proteina s’ha descrit en practicament tots els carcinomes coneguts
(Derynck, 1992; Salomon et al., 1995). Per altra banda, la relacié entre el factor de
creixement i la proliferaci6 de cel-lules de carcinomes humans s’ha demostrat
ampliament. La primera vegada que es va establir aquesta relacid va ser el 1990 quan
tres estudis independents varen concloure que aquest factor de creixement era un potent
mitogen in vivo (Jhappan et al., 1990; Matsui et al., 1990; Sandgren et al., 1990).
Aquests estudis es varen realitzar en ratolins transgenics als quals se’ls hi va introduir el
gen del factor de creixement sota el control d’un promotor no especific de teixit i es
varen detectar hiperplasies en fetge, pancrees i en el tracte gastrointestinal aixi com
carcinomes hepatics 1 de mama. Aquests mateixos estudis també varen demostrar que, si
bé el factor de creixement €s important pel desenvolupament de tumors, I’exposicio
perllongada a aquest no és suficient i requereix la preséncia d’altres factors com, per
exemple, algunes hormones sexuals. Aixi ho demostra el fet que la castracié d’aquests
animals transgeénics redueix sensiblement 1’aparicié de tumors hepatics mentre que la
injeccio de dihidrotestosterona en aquests mateixos animals recupera la capacitat per
generar tumors (Takagi et al., 1992). Altres estudis han determinat que el bloqueig de
I’expressio dels nivells endogens de proTGF-a mitjancant oligonucleotids antisentit o
anticossos neutralitzadors inhibeix significativament tant la proliferacidé in vitro
(Casamassimi et al., 2000; Watkins et al., 1991) com el creixement de xenografts de

carcinoma de colon in vivo (De Luca et al., 2000).

proTGF-a es localitza a la membrana basolateral de les cel-lules epitelials

(Dempsey et al., 2003) i la seva biosintesi (figura 10) s’inicia al ER amb [’aparicio
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d’una forma de 18 kD que progressa a través de la via secretora cap a 1’aparell de Golgi.
En aquest compartiment subcel-lular la prolongacié amino terminal d’aquesta forma ¢és
glicosilada donant lloc a una forma de proTGF-a de 20-22 kD. A continuacio, arriba a
la membrana plasmatica a on és objecte d’un tall proteolitic que allibera la prolongacié
amino terminal glicosilada donant lloc a una forma de 17 kD (Bringman et al., 1987).
Finalment, aquesta forma és objecte de shedding per part d’ADAM]17 produint-se una
forma soluble de 6 kD i una forma ancorada a membrana de 15 kD (Arribas et al.,
1995). A més a més de les modificacions glucidiques descrites, proTGF-a també pateix
dues palmitoilacions a les cisteines 153 1 154 del domini citoplasmatic encara que es

desconeix la seva rellevancia biologica (shum et al, 1996).

v 6 kD (TGF-(X)

20-22 kD 17 kD
[ [
Membrana plasmatica
15 kD
20-22 kD ﬁ
Aparell
de
Golgi
ER
Figura 10. Biosintesi de proTGF-a. Esquema a on es mostren les diferents formes de proTGF-a aixi com la
seva localitzaci6 subcel-lular. Prolongacié amino terminal @ glicosilacions especifiques de 1’ Aparell de
Golgi.

El transport que pateix proTGF-a a través de la via secretora és un procés molt
ben regulat a través de la seva seqiiencia aminoacidica del seu extrem carboxil terminal
el qual s’uneix a proteines amb dominis de tipus PDZ (acronim de PSD/SAP90, Dlg-A i
Z0-1, les primeres proteines identificades amb aquest tipus de domini) (Briley et al.,
1997; Fernandez-Larrea et al., 1999; Urena et al., 1999). En aquesta linia, s’ha

identificat una proteina amb dominis PDZ anomenada TACIP18 o sintenina que
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interacciona amb proTGF-a i que és indispensable per la mobilitzacié d’aquest des de
I’Aparell de Golgi cap a la superficie cel-lular (Fernandez-Larrea et al., 1999). En
treballs posteriors, s’han caracteritzat altres proteines d’aquesta familia com, per

exemple, SITAC (Similar a TACIP) (Borrell-Pages et al., 2000).

4.1.1.1-L’endocitosi: un mecanisme que regula ’activitat de proteines de la superficie

cel-lular

A més a més del transport a través de la via secretora, un altre mecanisme que
regula D’activitat de proTGF-a ¢és el shedding. De fet, proTGF-a no té capacitat
d’activar ’EGFR tal i com s’ha determinat en assajos de co-cultiu amb c¢l-lules
deficients per ADAMI17 que expressen proTGF-o i cel-lules que sobreexpressen el
receptor (Borrell-Pages et al., 2003). Per tant, donat que és indispensable el shedding
per generar el factor de creixement actiu (TGF-a) cal que aquest mecanisme estigui
especialment controlat. Tal i com s ha descrit anteriorment, existeixen una gran varietat
de factors fisiologics que activen 1’activitat catalitica de les metal-loproteases. Ara bé,
aquest processament proteolitic, com qualsevol altre mecanisme biologic, necessita una
regulacié negativa. Aixo fa, per tant, que mecanismes com, per exemple, I’endocitosi
puguin tenir un paper important. En general, I’endocitosi €s un procés pel qual la
cel-lula internalitza la membrana plasmatica 1 els seus components amb 1’objectiu de
regular funcions com, per exemple, la disponibilitat de nutrients o la senyalitzacio
intracel-lular (Fischer et al., 2006; Polo et al., 2006). Aquesta internalitzacid requereix
de la formaci6 d’unes vesicules anomenades vesicules d’endocitosi que son les
encarregades de transportar el material present a la superficie cel-lular (anomenat també
carrega; en anglés, cargo) cap al seu desti a dins de la cél-lula. La formacié de les
vesicules s’inicia amb I’acumulacié de la carrega (lipids 1 proteines) a una zona
especifica de la membrana plasmatica. Un cop ha succeit aix0, unes proteines
anomenades proteines d’encapsulacio (protein coat) envolten la zona de la membrana a
on s’ha acumulat la carrega 1 estiren la membrana cap a I’interior de la cél-lula per
formar la vesicula d’endocitosi. A continuacid, la vesicula es fusiona rapidament amb
I’endosoma primari (Early endosome) donant lloc a una nova estructura que pot ser o bé
redirigida de nou a la membrana plasmatica per reciclar la carrega (endosoma de

reciclatge; en anglés, recycling endosome) o bé dirigida als anomenats cossos
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multivesiculars o endosomes tardans (En anglés, Multivesicular bodies/late endosomes)
que, a I’hora, poden ser enviats al lisosoma per ser degradats o bé secretats a 1’exterior
via exosomes (figura 11) (Ehrlich et al., 2004; Fischer et al., 2006; Merrifield et al.,
2005)

Les vesicules de transport i, per tant, els tipus d’endocitosi, es classifiquen
segons la preséncia d’una proteina d’encapsulacié anomenada clatrina. Aixi, distingim
les vesicules cobertes de clatrina que intervenen a I’endocitosi regulada per clatrina
(Clathrin-mediated endocytosis; CME) i les vesicules no cobertes de clatrina que
intervenen a I’endocitosi no regulada per clatrina (Clathrin-independent endocytosis;
CIE). Aquesta ultima és important en zones de la membrana plasmatica riques en
colesterol com, per exemple, les zones d’acumulacio de lipids (en angles, lipid rafts

(Polo et al., 2006).

Vesicula
no coberta de clatrina
Vesicula P
coberta de clatrina -,
A )
/1m/ pe 5 — Endosoma
‘_, 8 \ | : de reciclatge
. /R \

~. ab5 N/
) Cam ¥ /Rabll

Endosoma*..__ ~

osorT 2 .ers ) Exosoma
primari ) / W

' /MVB

. Lisosoma ) '/

Figura 11. Esquema simplificat de la via d’endocitosi. Les vesicules
d’endocitosi es formen a través de dues vies: la via independent de clatrina i
la via depenent de clatrina. En aquesta ultima hi intervenen el complex AP-
2, la clatrina i la GTPasa dinamina ( “* ) que s’encarrega de tancar la
vesicula. Un cop formades, les vesicules es fusionen amb I’endosoma
primari el qual és dirigit cap el seu desti en funcio de la preséncia o no de
determinats tipus de proteines com, per exemple, Hrs o les GTPases Rab.

MVB: Cossos multivesiculars. v (AP-2). T (clatrina) (adaptat de (Fischer
et al., 2006)).

L’endocitosi més ben estudiada i caracteritzada és la CME. Tal i com s’ha
comentat anteriorment, les vesicules de transport relacionades amb aquest tipus
d’endocitosi estan cobertes per un molécula anomenada clatrina. No obstant aixo, la

clatrina no s’uneix directament a la membrana que envolta a la carrega transportada sin6d
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que ho fa mitjangant unes proteines anomenades proteines adaptadores (adaptor
proteins; AP). Per tant, en una vesicula de transport coberta de clatrina podem distingir
tres capes: la primera esta formada per la membrana plasmatica que s’ha internalitzat i a
on hi ha unida la carrega, la segona capa esta formada per les proteines adaptadores i,
finalment, la tercera capa esta formada per I’embolcall de clatrina (figura 11) (Edeling

et al., 20006).

Una de les qiiestions més controvertides sobre I’endocitosi fa referéncia a quins
son els criteris que decideixen quin tipus de vesicules s’utilitzen en cada cas. Algunes
carregues utilitzen preferentment la CME, d’altres escullen la CIE 1 algunes poden ser
objecte d’endocitosi a través de les dues vies. Una de les explicacions al fet que
existeixin dues vies diferents podria ser que ambdues generessin respostes diferents. Un
exemple el podem trobar en el receptor del factor de creixement transformant beta (R-
TGF-B). Quan aquest és internalitzat mitjancant la CME es promou la senyalitzacio a
través de la via depenent de Smads mentre que quan la internalitzacio es realitza a través
de la CIE es promou la rapida degradacio del receptor i, per tant, la desaparici6 de la
senyal (Di Guglielmo et al., 2003). Paral-lelament, treballs amb ’EGFR indiquen que
aquest receptor també pot escollir entre les dues vies d’endocitosi. En aquest cas, el que
succeeix és que ’activacio de I’EGFR amb dosis baixes de lligand promou la CME
mentre que altes dosis d’aquests permeten que el receptor s’internalitzi mitjancant la
CIE. Per altra banda, es coneix que I’activaciéo amb dosis elevades d’EGF dona lloc a la
monoubiqiiitinacio del receptor previa a la seva degradacié (Chen et al., 2005). Tot aixo
suggereix que en condicions d’escassetat de lligand la cé¢l-lula escolliria la CME que
permet una senyalitzacio sostinguda a I’endosoma mentre que en condicions d’elevada
disponibilitat de lligand 1, per tant, d’excés d’estimulacid, la cel-lula escolliria la CIE
que implica la degradacio del receptor i, per tant, el bloqueig de la senyalitzacio (Polo et

al., 2006).

Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, I’endocitosi regula processos clau de la
biologia cel-lular. De fet, I’activacié de receptors tirosina quinasa com I’EGFR per part
d’EGF aixi com I’activacié de receptors acoblats a proteina G (GPCR) per part dels seus
agonistes com, per exemple, el receptor B-adrenérgic (B2AR) promou I’endocitosi
depenent de clatrina dels respectius complexes lligand-receptor donant lloc a la

desaparicio de la senyal (Carpentier et al., 1982; Goodman et al., 1996; Gorden et al.,
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1978; Hanover et al., 1984; von Zastrow et al., 1992). Un mecanisme similar és
important pel control del desenvolupament en Drosophila. La proteina Decapentaplegic
(Dpp, homoleg del factor de creixement transformant beta ~TGF-— en mamifers) és un
factor soluble important pel desenvolupament d’aquest organisme 1 es distribueix en
forma de gradients en el teixit embrionari proporcionant, aixi, informaci6 posicional que
determinara quins gens s’activen a cada zona de I’embri6 per donar lloc a les diferents
estructures anatomiques. Estudis recents indiquen que la generacio d’aquests gradients

¢s totalment depenent de I’endocitosi (Entchev et al., 2000).

Tot i que I’endocitosi es coneix com un mecanisme de desactivacié per a molts
receptors, estudis recents suggereixen que també pot tenir un paper clau més enlla d’una
simple regulacid negativa ja que s’ha observat 1’activaci6 de vies de senyalitzacio
especifiques un cop el complex lligand-receptor s’ha internalitzat (D1 Guglielmo et al.,

2003; Sorkin et al., 2002).

4.1.2.-ldentificaci6é de nous substrats d’ADAM17

Fins ara, s’han aconseguit identificar substrats d’ADAMI17 correlacionant la
disminuci6é d’un factor soluble conegut i que déna lloc a un fenotip determinat amb
I’abséncia de la metal-loproteasa. Aquest sistema ¢és poc eficient ja que no
necessariament la disminucid del factor soluble i ’abséncia de la metal-loproteasa han
de tenir una relaci6 de causa-efecte. A més a més, aquest sistema exigeix que es conegui
la identitat del factor soluble. Aixo fa que proteines encara no identificades no puguin
ser descrites com a substrats d’una metal-loproteasa. Per altra banda, anteriorment s’ha
comentat la importancia que té, des d’un punt de vista terapéutic, coneixer el degradoma
de les metal-loproteases. Per tant, necessitem optimitzar meétodes potents de recerca que
ens permetin detectar directament aquestes proteines. Es raonable pensar que la
contribuci6 de la genomica a I’estudi del degradoma d’una metal-loproteasa és limitada
ja que l’activitat d’aquests enzims no consisteix en regular transcripcionalment gens
sind en modificar D’activitat de determinades proteines mitjangant el tall proteolitic
d’aquestes. Per tant, aquesta recerca s’ha de fer amb métodes especialment adaptats a la
identificaci6 de proteines. Aquests meétodes s’engloben dins de la protedmica, és a dir,
I’estudi a gran escala dels productes genics (proteines) d’un genoma mitjangant

tecniques bioquimiques i1 d’espectrometria de masses. La optimitzacié d’aquestes
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estratégies ja ha permeés identificar nous substrats d’ADAMI17 a partir de barreges

complexes de proteines (Guo et al., 2002; Tam et al., 2004).

4.1.2.1.-Paper de la protedmica en la identificacio de nous substrats d’ADAM17

El primer pas per a la identificaci6 de proteines mitjancant aquestes técniques €s
la seva separacio. La técnica més utilitzada per separar proteines és 1’electroforesi en
gels d’acrilamida (PAGE). Amb aquest métode i utilitzant un medi que conté el
detergent SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) podem separar proteines en funcié de la seva
massa. Una evolucid6 de [D’electroforesi la troben en 1’anomenada -electroforesi
bidimensional (2D-PAGE) que permet separar les proteines mitjangant isoelectroenfoc
(primera dimensi®) abans d’iniciar la separaci6 per pes molecular (segona dimensio). La
separacid per isoelectroenfoc es realitza en un gradient de pH immobilitzat present en
una tira seca en el que les proteines es mouen fins a situar-se en un punt del gradient en
que la seva carrega neta és zero (punt isoelectric). Per altra banda, la segona dimensio
consisteix en la separacid per pes molecular en gel d’acrilamida de les proteines
separades per punt isoelectric. La 2D-PAGE ¢és actualment un dels métode més eficients

per separar barreges molt complexes de proteines (Graves et al., 2002).

Una vegada s’han separat les proteines s’ha de procedir a la seva extracci6 del
gel bidimensional i posterior identificacid. Un dels metodes d’analisi que es pot utilitzar
és I’espectrometria de masses. Aquest sistema requereix un tractament previ de la
mostra amb enzims proteolitics com, per exemple, la tripsina la qual genera un tall just a
continuacié d’un aminoacid basic (lisina o arginina). Aquest procediment permet
obtenir una barreja de peptids que, a continuacio, son ionitzats i separats en funcio6 de la
seva massa i la carrega (m/z) que aquests adquireixen durant el procés d’ionitzacié. Un
cop I’espectrometre de masses obté el mapa peptidic de la mostra estudiada, podem
identificar les proteines presents a la barreja problema comparant els peptids obtinguts
amb el mapa peptidic calculat a partir de les seqiiencies de proteines conegudes presents

en una base de dades.

La combinaci6é dels metodes de separacié amb els metodes d’analisi ha permes
optimitzar estratégies per a la identificacié de proteines en mostres complexes. Un

d’aquests meétodes és el DIGE (Difference Gel Electrophoresis) (Pitarch et al., 2003).
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En linies generals aquest metode esta basat en el marcatge amb diferents fluorocroms de
quantitats equivalents de les dues mostres que es volen comparar les quals, a
continuacio, es barregen i es corren en un mateix gel bidimensional. Finalment,
s’obtenen les imatges corresponents a cada mostra mitjangant I’exposicio del gel a les
longituds d’ona d’excitaci6 de cadascun dels dos fluorocroms. Aquest sistema elimina
la variabilitat entre gels, disminueix el temps d’analisi 1 permet una quantificacié més
precisa del perfil d’expressio i, per tant, una identificaci6 més eficient de les proteines

diferencialment expressades.

5.-CONCLUSIO

Les metal-loproteases de la familia ADAM tenen un doble funcid, com a
proteases responsables del shedding de factors de creixement o molécules d’adhesio i
com a reguladores de I’adhesid cel-lular. Aixo suggereix que poden jugar un paper clau
en el desenvolupament de determinats tumors tenint en compte la sobreexpressié que
presenten en aquests tipus de teixits. Degut a aix0, s’ha provat sistematicament 1’us
d’inhibidors com a terapia antitumoral que han fracassat degut, probablement, al
desconeixement dels components del degradoma de les metal-loproteases i, per tant, de
la funcié real d’aquestes en el context cel-lular en que es troben. Per altra banda,
ADAMI17 és un membre de la familia de les ADAM interessant perque té un substrat,
proTGF-a, que se sobreexpressa en determinats tumors. Donat que el shedding és clau
pel control de la seva activitat €s logic pensar que la disponibilitat d’aquest factor de
creixement per part ’ADAMI17 a la superficie cel-lular pugui ser un interessant

mecanisme de control de la seva funcio.
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II1. OBJECTIUS

El nostre grup esta interessat en I’estudi del degradoma d’ADAM17, tant en la
comprensio dels mecanismes que regulen la disponibilitat dels substrats coneguts
d’ADAMI17 a la superficie cel-lular com en la identificacié dels components del

degradoma d’aquesta metal-loproteasa. Per tant, els objectius d’aquest treball son:
1.- Caracteritzar els mecanismes involucrats en 1’endocitosi de proTGF-a i
determinar si el domini citoplasmatic d’aquest juga un paper important en la seva

regulaci6, igual com ho fa en el seu transport anterograd.

2.-Identificar i caracteritzar el shedding de nous substrats d’ADAMI17

mitjancant 1’aplicacié de la técnica protedmica del DIGE.
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IV. RESULTATS (I)

1.-CARACTERITZACIO DELS MECANISMES QUE INTERVENEN EN
L’ENDOCITOSI DE proTGF-«

proTGF-a és un dels lligands de ’EGFR (Larco et al., 1978) i és substrat de la
metal-loproteasa ADAM17 (Arribas et al., 1995). Per caracteritzar el processament
proteolitic d’aquest factor de creixement varem analitzar mitjancant citometria de flux
cel-lules CHO establement transfectades amb proTGF-a. La construccid utilitzada per
transfectar les cel-lules conté un epitop HA en el domini extracel-lular que és alliberat

amb el tall proteolitic (figura 14A).

A B
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3 Control negatiu
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HADLLA | VVAASQ 3
HA 3 — CHO-proTGF-a.
v TMD 5 60
B 3 BB94 10uM/PMA 1uM
ETVV = 3
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Figura 14. Analisi del shedding de proTGF-o en cél-lules CHO. A, Esquema de la construccio de proTGF-
o marcada amb ’epitop HA a on es pot veure la localitzacié de I’epitop i el lloc de tall ’ADAM17 (HADLLA |
VVAASQ ). B, Cél'lules CHO establement transfectades amb la construccié descrita a 1’apartat anterior es varen
tractar ( )ono ( ) amb PMA 1uM durant 15 minuts. Paral-lelament, un set de c¢l-lules es varen tractar amb
BB94 durant 16 hores abans del tractament conjunt amb PMA 1 uM durant 15 minuts ( ).A continuacio, les
céllules es varen incubar amb I’anticos anti-HA 1, seguidament, amb un anticos secundari conjugat a FITC. Com a
control negatiu es varen utilitzar cél-lules sense marcar amb 1’anticos anti-HA ( ).

Com es pot observar a la figura 14B, el tractament amb un activador no
fisiologic del shedding (PMA) provoca I’alliberament de la forma soluble (TGF-a) del
factor de creixement (també descrit a (Arribas et al., 1995; Villanueva de la Torre et al.,
2004)). En canvi, el tractament combinat de les cél-lules amb PMA 1 I’inhibidor de
metal-loproteases BB94 bloqueja el shedding de proTGF-o.. També es pot veure que el

marcatge de superficie de les cel-lules tractades amb 1’inhibidor és superior al que
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presenten les cél-lules control. Aixo indica que aquestes cél-lules tenen un shedding
basal responsable de la secreci6 constitutiva de TGF-a.. Donat que TGF-a és la forma
activa del factor de creixement (Borrell-Pages et al., 2003; Dong et al., 1999) és
raonable pensar que la seva produccio pugui estar regulada mitjancant el control de la
disponibilitat que ADAMI17 té de proTGF-aa la superficie cel-lular. Un dels
mecanismes implicats en aquest control és el transport a través de la via secretora. En el
cas de proTGF-a sabem que el domini citoplasmatic i, més concretament, els quatre
aminoacids de I’extrem carboxil terminal, son essencials pel correcte transport
d’aquesta molecula a la superficie cel-lular (Borrell-Pages et al., 2000; Fernandez-
Larrea et al., 1999; Urena et al., 1999). Ara bé, desconeixem totalment el paper que
altres esdeveniments com, per exemple, el transport a través de la via endocitica poden
exercir en el control de la disponibilitat a la superficie d’aquest factor de creixement. El
fet que el domini citoplasmatic tingui un paper clau en el transport de proTGF-a a
través de la via secretora ens va animar a estudiar si també¢ el tenia en la regulacié de la
seva endocitosi. Abans, perd, varem caracteritzar el mecanisme d’endocitosi de

proTGF-a.

1.1.-proTGF-« és eficientment endocitat des de la superficie cel-lular

Per determinar si proTGF-a era eficientment endocitat varem utilitzar un clon de
cel-lules MDCK establement transfectades amb la versi6 de proTGF-o anteriorment
descrita (figura 14A) que varem marcar amb anticossos anti-HA. La incubacid es va
realitzar a 4°C per evitar la internalitzacié del complex proTGF-a-anticos. Un cop
marcades, les cél-lules es varen rentar per eliminar les restes d’anticos i, a continuacio,
es varen incubar a 37°C per deixar que el complex proTGF-a-anticos s’internalitzés.
Finalment, les cél-lules es varen fixar i marcar amb 1’anticos secundari. Paral-lelament,
les mateixes cél-lules es varen incubar a 4°C i, a continuacid, fixar i marcar amb
I’anticos secundari. Tal i com es pot observar a la figura (figura 15A; panells superiors)
les cel'lules marcades a 4°C 1 directament fixades presentaven un marcatge
exclusivament de membrana mentre que la incubacié a 37°C donava lloc a un marcatge
intracel-lular de tipus vesicular concomitant a una disminucié en el marcatge de
superficie. Aixo0 indicava, per tant, que proTGF-a era internalitzat. Aquestes vesicules

no s’observaven en cél-lules silvestres i, a més a més, altres linies cel-lulars tenien un
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comportament similar (figura 15B; panells de I’esquerra). Aixd descartava, per una
banda, que el marcatge fos un artefacte de 1’anticos i, per 1’altra, que 1’endocitosi
observada en MDCK no fos una particularitat exclusiva d’aquesta linia cel-lular. Una
critica raonable a aquests resultats podia ser que, donat que proTGF-a és un substrat de
shedding, les vesicules observades fossin el resultat de la internalitzacié del factor
soluble acomplexat amb el seu receptor (EGFR). Per demostrar aixd es va analitzar
I’endocitosi en preséncia de BB-94 i es varen obtenir els mateixos resultats (veure
figura 15A; panells inferiors). A més a més, la quantitat de vesicules observades no es
veia afectada per la preséncia de BB-94 (figura 15A; panells de la dreta) la qual cosa

indicava que practicament totes les vesicules contenien pro-TGF-a.

A B

Anti-HA, 1h/4°C Anti-HA, 1h/4°C+40°/37°C  Anti-HA, 1h/4°C+20°/37°C EGF-A555, 20°/37°C
-BB9%4 -EGF no marcat -EGF no marcat

+EGF no marcat +EGF no marcat

Figura 15. Analisi de la internalitzacié de proTGF-a. A, Cél'lules MDCK establement transfectades amb
proTGF-a unit a I’epitop HA, tractades préviament o no amb BB-94, es varen incubar amb anti-HA a 4°C i
seguidament o bé es varen fixar directament (Anti-HA, 1h/4°C, els dos panells esquerra) o bé es varen rentar i es
va fer una caga a 37°C en medi sense sérum per, posteriorment ser fixades (Anti-HA, 1h/4°C+40°/37°C, els dos
panells drets). B, Ce¢llules HeLa establement transfectades amb la mateixa construccié de proTGF-a, tractades
préviament o no amb EGF 20 mM, es varen incubar a 4 °C amb anti-HA, rentar i es va fer una caca a 37°C en
preseéncia d’EGF marcat fluorescentment (EGF-Alexa Fluor555; 2 ng/ml). Barra: 20 um.

Per demostrar definitivament que 1’endocitosi del factor de creixement era
independent del receptor es va realitzar el mateix experiment d’immunofluoresceéncia
(IFF) utilitzant cel-lules HeLa establement transfectades amb la construccid de pro-
TGF-a que conté 1’epitop HA en preséncia d’EGF el qual varem utilitzar com a
competidor de TGF-a pel receptor (figura 15B; panells de ’esquerra). Aquest model de
competicioé funciona molt bé en aquesta linia cel-lular ja que la internalitzacié d’EGF
marcat amb fluorocrom s’inhibeix totalment quan tractem les cel-lules amb un excés

d’EGF no marcat (figura 15B; panells de la dreta). De nou, els resultats indicaven que
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I’endocitosi de proTGF-a era igualment eficient en presencia d’un competidor per
I’EGFR. Tenint en compte que 1’habilitat d’ambdoés 1ligands per unir-se al receptor és
practicament indistingible (Massague, 1990) podem afirmar definitivament que

proTGF-a és eficientment internalitzat des de la superficie cel-lular.

1.2.-L’endocitosi de proTGF-« és depenent de vesicules recobertes de clatrina

L’endocitosi €s un procés que pot estar mediat per vesicules recobertes de
clatrina (Clathrin-coated vesicles; CCV) o bé per vesicules no recobertes de clatrina.
Per determinar quin tipus d’endocitosi seguia proTGF-o varem analitzar si les vesicules
que contenien proTGF-a també estaven carregades amb el receptor de transferrina, una
molécula utilitzada freqlientment com a marcador de la via endocitica depenent de

clatrina.

A

Anti-HA Tf-A568 . Solapament

Figura 16. La internalitzacié6 de proTGF-a es
realitza a través de vesicules recobertes de
clatrina. A, Cellules MDCK establement
B transfectades amb proTGF-q, unit a I’epitop HA es
varen incubar a 37°C amb anticossos anti-HA 1
transferrina fluorescent (Tf-Alexa Fluor 568; 1
mg/ml) abans de ser fixades, permeabilitzades i
incubades amb 1’anticos secundari acoblat a Alexa
Fluor 488. A la imatge de la dreta s’observa una
colocalitzaci6 parcial de proTGF-a 1 la
transferrina. Barra: 10 pum. B, Les mateixes
cel'lules es varen transfectar transitoriament amb
T GFP sola o GFP fusionada amb el dominant
negatiu  d’Epsl5  (GFP-Eps15A95-295). A
continuacio, es varen incubar amb [’anticos anti-
HA a 37°C per permetre la internalitzacio, es varen
fixar, permeabilitzar i marcar amb un anticos
secundari acoblat a Alexa Fluor 568. El
GFP GFP-Eps15A95-295 percentatge de cél-lules que expressen GFP o GFP-
Eps15A95-295 1 marcatge intracel-lular per
proTGF-o. es varen quantificar. L’histograma
representa la mitja i desviacio estandard de quatre

experiments independents.
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A la figura 16A podem veure un experiment realitzat amb el clon de c¢l-lules
MDCK anteriorment descrit a on es mostra la colocalitzacid parcial del receptor de
transferrina, el qual s’ha marcat amb transferrina unida a un fluorocrom, amb proTGF-
o, que s’ha marcat amb I’anticos anti-HA. Aquest resultat ens indica, per tant, que
proTGF-a és endocitat mitjancant un mecanisme depenent de clatrina. No obstant, per
acabar de confirmar-ho varem analitzar 1’endocitosi en la mateixa linia cel-lular
transfectada transitoriament amb un dominant negatiu, Eps15A95-295, d’una proteina
d’unid al complex AP2 anomenada Eps15 que és crucial per la formacié de la coberta
de clatrina (Benmerah et al., 1999; Benmerah et al., 1998). Donat que Eps15A95-295
estava fusionada a GFP varem determinar el percentatge de cel-lules transfectades que
tenien marcatge de tipus vesicular i el varem comparar amb les cé¢l-lules transfectades
amb GFP sola. Tal i com es pot veure a la figura 16B el dominant negatiu t¢ un clar
efecte inhibitori de 1’endocitosi. Aquests experiments s’han realitzat en preséncia de
BB-94 per descartar I’endocitosi de TGF-a acomplexat amb I’EGFR, per tant, tot indica

que proTGF-a segueix la via d’endocitosi depenent de clatrina.

1.3.-El proTGF-« internalitzat s’escapa de la via de degradacio lisosomal i és reciclat

a la superficie cel-lular

Una vegada internalitzat mitjangant les vesicules recobertes de clatrina, proTGF-
a colocalitza amb diferents marcadors endocitics. Aixi, per exemple, a temps curts
veiem en cél-lules HeLa transfectades transitoriament amb la construccié de proTGF-a
una colocalitzaci6é del factor de creixement amb un marcador d’endosomes primaris
(early endosomes) com és ’EGFR (figura 17A; panell esquerre). També és pot veure la
colocalitzacio entre proTGF-oi el receptor de transferrina, un altre marcador
d’endosomes primaris, en el clon de cel-lules MDCK establement transfectat (figura
16A). En canvi, a temps llargs, practicament no s’observa colocalitzaci6 entre proTGF-
a 1 ’EGFR (figura 17A; panell dret). Aixo indica que a partir d’un cert punt les dues
molécules segueixen rutes endocitiques diferents. Es coneix que el complex EGF:EGFR
segueix la via de degradacié lisosomal (Sorkin et al., 1993), per tant, una de les rutes
alternatives que podria seguir proTGF-o és la via de reciclatge cap a la superficie
cel'lular. Per demostrar aquesta hipotesi es va transfectar transitoriament amb la

construccié de proTGF-a un clon de cél-lules MDCK que expressa de forma estable una
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fusié de GFP i una proteina anomenada celubrevina que s’ha descrit com un marcador
d’endosomes de reciclatge (Daro et al., 1996). La colocalitzaci6 observada entre
aquestes dues molecules indica que proTGF-a s’escapa de la via de degradacid

lisosomal 1 segueix la via de reciclatge cap a la superficie cel-lular (figura 17B).

Figura 17. proTGF-a s’escapa de la via lisosomal una vegada s’ha internalitzat. A, C¢l-lules
HeLa transfectades transitoriament amb proTGF-o unit a I’epitop HA es varen incubar amb
I’anticos anti-HA 1 hora a 4°C. A continuacio, es varen rentar i es va realitzar una caca a 37°C amb
medi sense sérum i en preséncia d’EGF-Alexa Fluor 555 (EGF-AS555). Seguidament, les cél-lules es
varen fixar, permeabilitzar i incubar directament amb un anticos secundari acoblat a Alexa Fluor
A488. Les fletxes blanques indiquen la colocalitzacid de proTGF-a amb EGF-AS555 en els
endosomes primerencs a temps curts de caga (20’; panell esquerre) mentre que aquesta desapareix a
temps llargs d’incubacié (puntes de fletxa; panell dret). B, Celllules MDCK establement
transfectades amb GFP-celubrevina (GFP-Cb) es varen transfectar transitoriament amb proTGF-o
unit a ’epitop HA i incubar amb 1’anticos anti-HA 1 hora a 4°C. Seguidament es varen rentar i es va
fer una caga de 45’ amb medi sense sérum abans de processar les cél-lules com en el punt A. En
aquest cas, s’observa una colocalitzaci6 entre la celubrevina i proTGF-qals endosomes de reciclatge
perinuclears. Barra: 10pm.

Per confirmar definitivament aquesta hipotesi varem utilitzar el clon de c¢l-lules
MDCK que sobreexpressen la construccié de proTGF-ai el varem incubar amb

I’anticos anti-HA durant 1 hora a 37°C. Posteriorment, varem sotmetre a les cél-lules a
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un rentat acid per eliminar el marcatge de superficie i, seguidament, les varen retornar a
37°C per permetre el transport de proTGF-a des de les vesicules de reciclatge cap a la
superficie cel-lular. Tal i com es pot veure a la figura 18A (panell dret) proTGF-
a apareix de nou a la superficie cel-lular indicant que el factor de creixement és reciclat

a la membrana plasmatica una vegada s’ha escapat de la via de degradacio lisosomal.

A

Anti-HA/37°C I Anti-HA/37°C
Secundari-A488/37°C

B Rentat acid
Anti-HA/4°C Anti-HA/4°C

Figura 18. proTGF-a recicla a la superficie cel-lular. A, Cél-lules MDCK establement
transfectades amb proTGF-o unit a ’epitop HA es varen incubar 1 hora a 37°C amb 1’anticos
anti-HA. A continuacio, es va fer un rentat acid per eliminar el marcatge de superficie per,
seguidament, sotmetre les cél-lules a dos tipus de tractaments. Per una banda, un grup de cél-lules
varen ser immediatament fixades, permeabilitzades i incubades amb un anticos secundari acoblat
a Alexa Fluor 488 (panell esquerre) i, per I’altra, un altre grup va ser retornat a 37°C durant 1
hora per determinar quina localitzacio final aconseguia el proTGF-a internalitzat (panell dret). B,
Les mateixes c¢l-lules descrites a 1’apartat A es varen incubar durant 1 hora a 4°C amb 1’anticos
anti-HA. Seguidament, les cel-lules es varen rentar (panell dret) o no (panell esquerre) amb la
solucid acida, es varen fixar, permeabilitzar i incubar amb un anticos secundari acoblat a Alexa
Fluor 488 per tal de determinar 1’efectivitat del rentat acid. Barra: 10 pm.

L’efectivitat del rentat es va determinar de dues maneres: la primera, mitjangant
la observaci6 de que les cél-lules marcades amb I’anticos anti-HA durant 1 hora a 37°C,

fixades just després i sotmeses al rentat acid perden el marcatge de superficie pero no el
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marcatge intracel-lular (figura 18A; panell esquerre). La segona, mitjangant la
realitzacié d’aquest mateix control incubant les cél-lules amb 1’anticos anti-HA a 4°C.
En aquest cas varem observar la pérdua completa del marcatge de membrana juntament
amb una abseéncia de marcatge intracel-lular (figura 18B). Finalment, destacar que
I’assaig complert es va realitzar en preséncia de BB-94 per tal de controlar, per una
banda, que el marcatge observat correspongués a proTGF-a i, per altra banda, que
proTGF-a un cop reciclat no fos sotmés a shedding amb la conseqiient pérdua de senyal

a la superficie cel-lular.

1.4.-La delecio del domini citoplasmatic de proTGF-« blogqueja I’endocitosi del factor

de creixement i n’incrementa la seva expressio a la membrana plasmatica

L’endocitosi depenent de vesicules recobertes de clatrina requereix del
reconeixement de seqiiéncies especifiques localitzades en el domini citoplasmatic de les
proteines (Aridor et al., 2002), per tant, és raonable pensar que la delecidé d’aquest
domini podria afectar a aquest mecanisme. Per poder demostrar aquesta hipotesi varem
utilitzar una forma silvestre de proTGF-o (proTGF-o WT) 1 una altra sense el domini
citoplasmatic (proTGF-a ACT-PDZ ) perd que conservava els quatre aminoacids de
I’extrem carboxil terminal (ETVV) per tal de no afectar el transport depenent de

proteines PDZ del factor de creixement (Borrell-Pages et al., 2000; Fernandez-Larrea et

al., 1999; Urena et al., 1999).

Aquestes construccions contenen un epitop myc al domini extracel-lular que és
alliberat quan proTGF-a és objecte de shedding per part d’ADAM17 (figura 19A). Amb
aquests cDNAs es varen obtenir clons estables en c¢l-lules CHO dels quals se’n varen
seleccionar dos, mitjangant 1’analisi per marcatge metabolic, que expressessin nivells
similars de les dues construccions (figura 19B). Amb aquest assaig radioactiu també es
va poder determinar que proTGF-o ACT-PDZ és sintetitzat i glicosilat sense cap
problema ja que presenta un patré de bandes igual al que s’observa per la forma

silvestre.
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Figura 19. Caracteritzacié de les construccions proTGF-¢WT i proTGF-a ACT-PDZ. A, Esquema de les
dues construccions a on es pot veure la localitzaciéo de I’epitop myc i el lloc de tall ’ADAM17 (HADLLA |
VVAASQ). B, Marcatge metabolic de dos clons que expressen les dues construccions.

La localitzacio subcel-lular d’aquestes construccions, determinada mitjangant
IFF 1 utilitzant anticossos anti-myc (figura 20A i 20B), va ser similar a la descrita en
cel-lules MDCK 1 HeLa (intens marcatge intracel-lular, sobretot a la regi6 perinuclear, i
marcatge suau a la membrana plasmatica). No obstant aixo, al comparar el marcatge de
proTGF-a a la superficie cel-lular en els dos clons de CHO ens varem adonar que
aquest era més intens en el clon que expressava proTGF-o ACT-PDZ (figura 20A).
Aquesta diferéncia era més evident quan marcavem les cel-lules a 4°C (figura 20B). A
un resultat similar s’arriba mitjangant 1’analisi i quantificacio dels nivells d’expressio a
la superficie cel-lular d’ambdues construccions per citometria de flux (figura 20C). Aixo
suggeria, per tant, que 1’augment del marcatge a la superficie cel-lular en el clon que
expressava proTGF-o ACT-PDZ podria ser degut a un defecte en el mecanisme
d’endocitosi. No obstant aix0, aquesta hipotesi no descartava que 1’abséncia del domini
citoplasmatic afectés a altres mecanismes que regulen els nivells de proTGF-a a la
superficie cel'lular com, per exemple, el shedding. Per aclarir aquest punt es va
comparar el shedding de proTGF-o. WT i proTGF-a. ACT-PDZ mitjangant el tractament
dels dos clons amb PMA durant diferents temps i posterior analisi per citometria de
flux. A la figura 20E es pot veure, per cada clon, una quantificacié del marcatge a la
superficie cel-lular per cada un dels tractaments amb PMA que s’ha normalitzat respecte
al marcatge observat en les cel-lules sense tractar. El resultat indica que el grau de
shedding en els dos clons no varia significativament. A més a més, el tractament amb
BB-94, encara que incrementa els nivells del factor de creixement a la membrana
plasmatica degut a la inhibicio6 del shedding, no modifica la diferéncia

d’aproximadament 4 vegades que hi ha en el shedding de les dues construccions en
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abséncia d’inhibidor (figures 20C i 20D). Per tant, ’augment del nivell d’expressio de
proTGF-a. ACT-PDZ a la superficie cellular no és degut a un defecte en el shedding

causat per la falta del domini citoplasmatic.
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Figura 20. La deleci6 del domini citoplasmatic incrementa els nivells de proTGF-a a la superficie cel'lular. A,
Cél'lules CHO que sobreexpressen la forma silvestre i mutant de proTGF-a son fixades, permeabilitzades i incubades
amb [’anticos anti-myc seguit d’una incubacié amb 1’anticos secundari conjugat amb Alexa Fluor 488. B, les mateixes
céllules utilitzades en A sén incubades a 4°C amb I’anticos anti-myc seguit de la seva fixacid, permeabilitzacid i
incubacié amb I’anticos secundari conjugat amb Alexa Fluor 488. Barra: 10 um. C i D, Les mateixes cél-lules utilitzades
en A son incubades en abséncia (C) o preséncia (D) de BB-94 durant 16 hores i, a continuacid, marcades en suspensio
amb 1’anticos anti-myc (4°C) seguit d’un anticos secundari conjugat a fluoresceina (4°C). Finalment, les cél-lules son
analitzades mitjangant citometria de flux. E, Les mateixes c¢l-lules utilitzades en A son tractades amb PMA 1uM durant
diferents temps abans de ser marcades amb I’anticos anti-myc (4°C) seguit d’un anticos secundari conjugat a
fluoresceina (4°C). A continuacio, les cél-lules son analitzades mitjancant citometria de flux i els resultats representats al
grafic de la figura (mitjana i desviacio estandard de la fluorescéncia mitja de tres experiments diferents).

Aclarit aquest punt, ens varem centrar en determinar si el domini citoplasmatic
afectava el procés d’endocitosi de proTGF-o. Mitjangant assajos d’internalitzacio

utilitzant els dos clons de CHO incubats amb anticossos anti-myc a 37°C varem
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demostrar que la forma mutant de proTGF-a tenia greument afectada 1’endocitosi. A la
figura 21 A podem observar els resultats d’una analisi mitjangant IFF dels dos clons de
cel-lules CHO a on, efectivament, el clon que sobreexpressa proTGF-o ACT-PDZ
presenta un major marcatge a la superficie cel-lular i una disminucié en el marcatge de
vesicules respecte al clon que sobreexpressa proTGF-o WT. Aquesta mateixa
observacié la varem realitzar mitjangant assajos d’internalitzacié quantificats mitjangant
citometria de flux. En aquest cas, el que varem fer va ser incubar els dos clons amb
I’anticos anti-myc a 4°C 1, a continuacio, els varem deixar a 37°C a diferents temps per
tal de facilitar ’endocitosi del complex proTGF-a-anticos. Durant tot I’experiment, les
cel-lules estaven en preseéncia de BB-94. Finalment, varem quantificar el marcatge de
superficie dels dos clons a cada un dels temps indicats i els varem normalitzar respecte
el temps zero. Els resultats es poden veure a la figura 21B i clarament indiquen que el
clon que sobreexpressa proTGF-a ACT-PDZ té més dificultats per internalitzar el factor
de creixement, per tant, podem concloure que la construccid6 proTGF-a ACT-PDZ té

greument alterada la seva endocitosi.

A ProTGF-0. WT : pI'OTGF-(X ACT-PDZ Figura 21. La delecio del domini
citoplasmatic de proTGF-a bloqueja

creixement. A, Les cél-lules CHO que
sobreexpressen la forma silvestre
(panell esquerre) i mutant (panell dret)
de proTGF-a s’incuben a 37°C durant
1 hora. A continuacid, es fixen,
permeabilitzen i finalment es marquen
amb un anticos secundari conjugat
amb Alexa Fluor 488. Barra: 10 pm.
B, Els mateixos clons utilitzats en A
s’incuben en suspensié amb 1’anticos
anti-myc a 4°C durant 1 hora.
B 1007 I Seguidament, les incubem a 37°C amb
I’anticos secundari conjugat a Alexa
%04 Fluor 488 durant els temps indicats al
grafic i es quantifica el marcatge de
superficie mitjancant citometria de
60| flux (representacié de la mitja

WT ACT

mitja de 4 experiments diferents. Test t
desaparellat amb un valor de p a dues
cues de 0.02, 0.003 1 0.04 per 10, 301
60 minuts, respectivament).
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1.5.-Activacié de I’'EGFR per part de proTGF-a ACT-PDZ

El fet que proTGF-a ACT-PDZ s’expressi més eficientment a la superficie
cel-lular que la forma silvestre afegit al fet que ambdues versions de proTGF-a siguin
igualment susceptibles al shedding suggereix que la seva funcionalitat, és a dir, la
capacitat que tenen per activar ’EGFR, podria ser diferent en les dues construccions.
Per demostrar aquesta hipotesi varem analitzar el grau de fosforilaci6 de ’EGFR
present en cel-lules A431 per part dels clons de CHO establement transfectats amb
proTGF-a i proTGF-a ACT-PDZ. Els resultats d’aquest assaig varen demostrar que les
cel-lules que expressen la forma proTGF-a ACT-PDZ tenen la capacitat d’activar més
eficientment ’EGFR que la forma silvestre (figura 22) i, per tant, confirmen que la
internalitzaci6 de proTGF-a juga un paper en la regulacié de I’activitat del factor de
creixement. Aixi, aquests resultats suggereixen un nou mecanisme de regulacio de

I’EGFR a través de I’endocitosi de proTGF-a..
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Figura 22. Activaci6 de PEGFR mitjancant cél-lules CHO que sobreexpressen la forma silvestre i mutant de proTGF-
a. Cel'lules A431 cultivades en absencia de sérum durant 24 hores es varen incubar amb c¢l-lules CHO, CHO proTGF-a WT i CHO
proTGF-a ACT durant els temps indicats. En paral-lel, es varen tractar cél-lules A431 amb EGF (100 ng/ml) durant 5 minuts com a
control. A continuacio, les cél-lules CHO es varen rentar i les A431 es varen llisar i analitzar per western-blot els nivells d’EGFR total
(EGFR), EGFR fosforilat (fosfo-EGFR) i actina (panell superior). En el panell inferior es pot veure una quantificacio dels nivells de
fosfo-EGFR de tres experiments diferents representada com el percentatge de fosfo-EGFR induit per les diferents linies cel-lulars i
agafant com a 100% els nivells de fosfo-EGFR de les cel-lules A431 sense tractar normalitzats amb I’EGFR. Els valors de p en el test a
dues cues per les CHO-proTGF-o WT comparades amb les CHO-proTGF-a ACT sén <0.0001, 0.007 i 0.0036 per 5, 10 i 30 minuts,

respectivament.
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V. DISCUSSIO (I)

1.-CARACTERITZACIO DELS MECANISMES INVOLUCRATS EN
L’ENDOCITOSI DE proTGF-«

Els factors de creixement controlen diversos processos biologics com la
proliferacid, diferenciacié o migraci6 cel-lular. Aquest control 1’exerceixen mitjancant
I’activacio de receptors especifics molts dels quals pertanyen a la familia de receptors
del tipus RTK (Blume-Jensen et al., 2001). La desregulacié de més de 30 d’aquests
receptors s’ha relacionat amb I’aparicié de cancer (Blume-Jensen et al., 2001), per tant,
¢s important cone¢ixer quins soén els mecanismes que intervenen en l’activacid i
desactivacido d’aquestes molecules per poder establir posteriorment terapies contra
aquesta patologia. Un d’aquests mecanismes ¢€s I’endocitosi el qual es troba greument
afectat en una gran varietat de processos cancerosos (Dikic et al., 2003). Fins ara
I’endocitosi s’havia plantejat com un mecanisme de regulacié de I’activitat dels RTKs
consistent basicament en la internalitzaci6 1 posterior degradacidé al lisosoma del
complex format pel receptor i el seu lligand. Ara bé, també és raonable pensar que
I’endocitosi podria controlar D’activitat dels RTKs mitjancant la regulacid de la
disponibilitat a la superficie cel-lular del mateix receptor, del lligand o bé d’ambdues
molécules. En aquesta linia, els resultats presentats han demostrat que D’activitat
d’EGFR, un membre de la familia dels RTKs, és eficientment controlada per
I’endocitosi d’un dels seus lligands: el proTGF-a.. A més a més, en aquest control també
hi intervé un altre mecanisme: el reciclatge a la superficie cel-lular del factor de

creixement.

La utilitzacié del dominant negatiu d’una de les proteines clau per la formaci6
de les vesicules recobertes de clatrina, anomenada Epsl5, ens va permetre demostrar
que proTGF-a és endocitat mitjancant aquest tipus de vesicules. Aix0 ho varem
confirmar amb la observacié de que proTGF-a colocalitza amb dos marcadors classics
de la via d’endocitosi depenent de clatrina com soén el receptor de transferrina i el
complex EGFR:EGF. A continuaci6, varem demostrar que proTGF-a s’escapa de la via

de degradacié lisosomal i es localitza en endosomes de reciclatge. Finalment, els
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experiments descrits a la figura 18 ens varen permetre concloure que aquestes vesicules
eren les responsables del reciclatge de proTGF-a a la superficie cel-lular. Aixi, amb
aquest treball afegim dos nous conceptes que, juntament amb la sintesi de proteines o el
transport a través de la via secretora, intervenen en la regulacio de la disponibilitat de

proTGF-a a la superficie cel-lular: I’endocitosi 1 el reciclatge.

L’endocitosi és un procés que molt probablement estigui sota un estricte control
per part de la cel'lula. Sabem que el domini citoplasmatic d’algunes proteines
intervenen tant en el seu transport anterograd com retrograd. Aixi doncs, varem
analitzar si aquest domini tenia algun paper en el control de ’endocitosi. Per fer-ho,
varem utilitzar una construcci6 de proTGF-a que no tenia el domini citoplasmatic pero
que mantenia els quatre ultims aminoacids carboxil terminal necessaris per un correcte
transport del factor de creixement a través de la via secretora. Tal i com esperavem, la
construccié mutant es sintetitzava correctament i no presentava cap tipus de deficiéncia
a nivell de modificacions postraduccionals aixi com de transport a la superficie cel-lular
o en el shedding. L’Gnica alteracié important que varem detectar va ser que la
internalitzaci6 de la construccid mutant estava inhibida de forma important de tal
manera que les cel-lules que I’expressaven presentaven un marcatge a la superficie
cel-lular molt més intens. Aquest resultat indicava que I’endocitosi era un mecanisme
que podia controlar de forma eficient la disponibilitat de proTGF-a a la superficie
cel-lular. Donat que, a més a més, les cel-lules que expressaven la forma mutant també
tenien més capacitat per activar ’EGFR que les que expressaven la forma silvestre
varem concloure que I’endocitosi també regulava 1’activitat del factor de creixement. La
forma com el domini citoplasmatic controla I’endocitosi de proTGF-a no es coneix pero
molt probablement, com ja s’ha descrit en altres casos, ho faci mitjancant motius
presents en aquesta regio de la proteina (Aridor et al., 2002). Consistent amb aquesta
hipotesi, en el domini citoplasmatic de proTGF-a ja s’hi han descrit motius essencials
relacionats amb el transport encarregat de distribuir proTGF-aa la membrana

basolateral (Dempsey et al., 2003).
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Figura 23. Models d’activacié del receptor d’EGF (EGFR) per part de proTGF-a. A, Model d’activacio
juxtacrina. B, Model d’activacio paracrina (veure el text per més detalls).

Alguns autors han descrit que proTGF-a pot actuar de forma juxtacrina unint-se
a EGFR de la cél-lula adjacent, tant in vitro, en cél-lules tumoral humanes en cultiu,
(Baselga et al., 1996) com, in vivo, en mucosa gastrica i de colon de rates (Xiao et al.,
2001). Un cop establerta la unid, el shedding del factor de creixement donaria lloc a la
forma soluble que s’encarregaria d’activar el receptor (figura 23A) (Borrell-Pages et al.,
2003). Per altra banda, també sabem que ADAMI7 pot actuar sobre proTGF-
a, independentment de la seva uni6 al receptor, donant lloc a la forma soluble activa. En
aquest cas, el factor de creixement actuaria de forma paracrina activant ’EGFR present
en ce¢l-lules allunyades de les productores de TGF-a (figura 23B). La inhibici6 de
I’endocitosi donaria lloc a un increment del numero de molécules de proTGF-a a la
superficie cel-lular que provocaria, assumint que ADAM17 no és un factor limitant, una
sobreactivacid de la via de senyalitzacié depenent de I’EGFR com a resultat de la suma
de les dues vies: la via juxtacrina i la via paracrina. (figura 22). Es dificil establir quina
¢s la rellevancia que cada una d’aquestes vies té en I’activaci6 de ’EGFR 1, en el cas
que una tingui més relacid que 1’altra en la tumorogenesi, si 1’alteracid del mecanisme
d’endocitosi descrit anteriorment afavoreix més aquesta via. El que si que es coneix és
que determinades molécules de la familia de les tetraspanines com, per exemple, CD9
tenen la capacitat d’interaccionar amb proTGF-a i inhibir el seu shedding promovent,
per tant, I’acumulacié del factor de creixement a la superficie cel-lular (Shi et al., 2000).
Donat que en aquestes circumstancies els nivells de forma soluble disminueixen de
forma important, la sobreexpressié de CD9 s’ha utilitzat per estudiar el funcionament de
I’activacio juxtacrina del receptor i el que s’ha vist és que aquesta és més potent que
’activacio paracrina ja que les cél-lules sobreexpressores de CD9 poden fosforilar més

eficientment I’EGFR (Shi et al., 2000). En el nostre model, I’acumulacié de proTGF-a
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no es deu a una inhibici6 significativa del shedding siné a una deficiéncia en el procés
d’internalitzacié i reciclatge del factor de creixement que fa que el resultat net sigui una
acumulacié d’aquest a la superficie cel-lular. Per tant, és logic pensar que les dues vies
estaran igualment sobreactivades. Ara bé, tal i com s’ha apuntat anteriorment,
desconeixem si la propia sobreexpressié de proTGF-a a la superficie cel-lular afavoreix
I’activacié preferent d’alguna d’aquestes dues vies. A més a més, tampoc sabem si
I’activacié d’una o altra via té diferents conseqiiéncies a nivell funcional o si
I’afavoriment d’una via o altra és important per la tumorogenesi. Respecte aquest ultim
punt és important destacar que el fet que la via juxtacrina activi més eficientment
I’EGFR (Shi et al., 2000) suggereix que aquesta podria tenir un paper important en la
formaci6 de tumors. Tot aix0 fa pensar que calen més estudis per determinar quin paper
juga la sobreexpressio de proTGF-a en 1’activaciéo de I’EGFR a través de cada una de

les dues vies per tal de poder establir terapies antitumorals més eficients.

Tenint en compte, per tant, les implicacions de proTGF-a en la tumorogenesi
(Normanno et al., 2001; Yarden, 2001) i assumint que cada vegada surten més treballs
implicant I’endocitosi amb cancer (Bache et al., 2004; Floyd et al., 1998) apareix un
nou escenari en 1’estudi d’aquesta malaltia en qué, a més a més de tenir en compte
parametres com 1’expressio o el shedding de proTGF-a, altres factors com 1’endocitosi
poden tenir un paper clau. Aixi, a més a més d’aprofundir en I’estudi de les dues vies
d’activacié de EGFR seria interessant continuar aquest treball amb ’analisi de 1’estat
del transit de proTGF-a en diferents tumors a on la senyalitzaci6 depenent d’EGFR

estigui greument afectada.

64



Conclusions (I)




Conclusions (I)

VI. CONCLUSIONS (I)

Tenint en compte els resultats obtinguts en aquesta part del treball hem extret les

segiients conclusions:

1.

proTGF-a és objecte d’endocitosi mitjancant un mecanisme depenent de
vesicules de clatrina. El proTGF-a endocitat es pot reciclar a la superficie

cel-lular.

L’endocitosi de proTGF-a ¢és inhibida quan el seu domini citoplasmatic és
eliminat donant lloc a ’acumulacié d’aquesta forma mutant a la superficie

cel-lular.

Tot i que el domini citoplasmatic de proTGF-o no afecta a la capacitat
d’ADAMI17 per tallar proteoliticament el factor de creixement si que en controla
la seva disponibilitat a la superficie cel-lular 1, per tant, la capacitat de la cel-lula
per produir la forma activa del factor de creixement. L’augment de I’expressid
de proTGF-a a la superficie cel-lular degut a la inhibicié de la seva endocitosi

dona lloc a un augment de 1’activaci6 del receptor d’EGF (EGFR).

67



Resultats (II)




Resultats (II)

VIL. RESULTATS (1)

1.-IDENTIFICACIO | CARACTERITZACIO DEL shedding DE NOUS
SUBSTRATS D’ADAM17 MITJANCANT L’APLICACIO DE LA TECNICA
PROTEOMICA DEL DIGE (Difference Gel Electrophoresis)

La identificaci6 del degradoma d’ADAMI17 ¢és clau per poder determinar el
paper real que aquesta metal-loproteasa té en un organisme. Per dur a terme aquest
objectiu varem decidir comparar els medis condicionats de cél-lules tractades amb
I’inhibidor BB-94 i c¢l-lules sense tractar. Amb aquesta aproximacié el que esperavem
era que els productes de shedding disminuissin en els medis condicionats procedents de
cel-lules tractades amb I’inhibidor. Per posar a punt la técnica varem utilitzar les
cel-lules A431 perque presenten uns elevats nivells d’EGFR endogen. Aquest fet les fa
un bon model per estudiar una hipotética regulacio del shedding dels substrats
identificats a través d’aquest receptor el qual es troba sobreactivat en un gran nombre de
tumors (Baselga et al., 2005). Aquesta linia cel-lular, pero, presenta nivells relativament
baixos d’ADAMI17 (figura 24). Per tant, per poder facilitar la identificacié de possibles
substrats varem obtenir clons que sobreexpressessin de forma estable aquesta

metal-loproteasa.
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Figura 24. Analisi dels nivells d’expressio d’ADAM17 en diferents linies cel-lulars. Llisats cel-lulars de 15 linies
cel-lulars diferents es varen analitzar per western-blot utilitzant un anticos especific contra el domini citoplasmatic
d’ADAM17. Com a control de carrega es varen analitzar els mateixos llisats amb un anticos anti-actina.
proADAM17: Forma inactiva d’ADAM17; ADAM17: Forma activa de la metal-loproteasa.

A la figura 25A es pot veure I’analisi per western-blot dels nivells d’expressio

d’ADAMI17 en el clon utilitzat (A431/ADAMI17) comparat amb els nivells endogens de
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les cél-lules silvestres. Com es pot observar, ADAM]17 presenta dues bandes: una banda
de major pes molecular que correspon a la forma inactiva (proADAMI17) de la
metal-loproteasa i una banda de menor pes molecular que correspon a la forma activa
(ADAM17). Amb aquesta figura volem destacar, també, que la transfeccio d’ADAM17
provoca una important acumulaci6 de la forma inactiva d’aquesta mentre que la forma
activa augmenta de forma molt discreta (descrit també¢ a (Villanueva de la Torre et al.,

2004)).

Un punt clau per tenir exit en aquest tipus d’aproximacions experimentals és
seleccionar adequadament dintre de les mostres (en el nostre cas, els medis condicionats
de cel-lules) quina sera la poblacié de proteines objecte d’analisi ja que s’ha descrit, per
exemple, que proteines de xoc térmic (heat shock proteins) o enzims metabolics, que a
priori no ens interessen, son components majoritaris del medi extracel-lular (Guo et al.,
2002). Per intentar resoldre aquest inconvenient ens varem recolzar en el fet que el
prototipus de molécula que és substrat de shedding és una proteina transmembrana que
normalment esta glicosilada. Per tant, abans d’analitzar els medis condicionats
procedents de les cel-lules control i de les cel-lules tractades amb BB-94 varem fer una
purificacid prévia d’aquests mitjangant cromatografia d’afinitat amb una lectina
anomenada WGA (Wheat Germ Agglutinin) (figura 25B). Les lectines son proteines
que es caracteritzen per tenir una elevada afinitat pels residus glucidics de les proteines.
Amb aquest pas, doncs, varem disminuir la complexitat de la barreja de proteines i, per

tant, facilitar la identificacio del substrats.

Les glicoproteines obtingudes varen ser marcades amb els fluorocroms Cy3
(verd; glicoproteines procedents de les cél-lules control) i Cy5 (vermell; glicoproteines
procedents de les céllules tractades amb BB-94) i analitzades en un mateix gel
mitjangant electroforesi bidimensional. Per visualitzar el patré de proteines de les dues
mostres es va escanejar el gel amb longituds d’ona d’excitacié especifiques per a cada
un dels fluorocroms per tal d’obtenir dues imatges independents (figura 25C; panells
superior i central) en les que es pot veure la distribuci6 i I’abundancia de les proteines
en forma d’espots per a cada una de les mostres. A continuacid, aquestes imatges varen
ser analitzades mitjangant el software DeCyder per tal d’obtenir els espots que
disminuien en els medis condicionats corresponents a les cél-lules tractades amb BB-94.

En el nostre cas, son els espots que apareixen en verd en el solapament de les dues
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imatges (figura 25C; panell inferior). La llista d’espots candidats la varem obtenir

establint el nivell de significacié en 1.5, és a dir, varem considerar que un espot

disminuia significativament quan ho feia per sobre d’un 50% respecte a les cél-lules

control (figura 25D).
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Figura 25. Identificacié proteomica de substrats de shedding. A, Expressio6 d’ADAMI17 en cél-lules A431 i
A431 establement transfectades amb ADAM17. B, Esquema del protocol utilitzat. Els medis condicionats (CM) de
les cel-lules A431/ADAMI17 control (C) i tractades amb BB94 son sotmesos a una cromatografia d’afinitat amb
WGA-agarosa. Les glicoproteines resultants son marcades amb Cy3 o Cy5 i analitzades mitjangant un gel
bidimensional (Gel 2D). C, El Gel 2D és escanejat amb les longituds d’ona d’excitacid corresponents a cadascun
dels fluorocroms. MW, Pes molecular; IEF, isolectroenfoc. D, Grafic a on s’hi representa, a 1’eix d’ordenades de
la dreta, el volum de cada espot individual, representat com un punt. Els espots en vermell representen proteines
que disminueixen més d’1.5 vegades en el MC procedent de les cel-lules tractades amb BB94 (possibles substrats)
mentre que els espots en blau representen proteines que augmenten més d’1.5 vegades. Els espots en verd no
varien els seus nivells d’expressi6 (eix d’abscisses).
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Un cop determinats els espots candidats, aquests es varen extreure del gel i
sotmetre a una digestido amb tripsina. Els péptids resultants es varen sotmetre a 1’analisi
del seu pes molecular mitjangant espectrometria de masses basada en la ionitzacid per
laser i assistida per matriu (MALDI; Matrix-assisted laser desorption ionization) i
posterior acoblament a un instrument de temps de vol (TOF; Time of flight). Aquest
procés permet obtenir, per a cada espot, un perfil de peptids que sera utilitzat per
determinar, mitjangant una recerca en una base de dades, a quina proteina correspon.
Amb aquest procediment, varem identificar 32 dels 43 espots que varem analitzar i els
varem poder assignar a set proteines diferents (taula 4). D’aquestes, només tres, el
receptor de transferrina (TfnR), ALCAM (Activated leukocyte cell adhesion molecule;
anomenada també CD166) i Desmogleina-2 (Dsg-2) son proteines transmembrana i, per
tant, proteines candidates a ser substrats de shedding per part ’ADAM17. Es important
destacar que els péptids identificats per cadascun dels tres candidats es localitzen a la
regi6 extracel-lular de cadascun d’ells (figura 26A) la qual cosa dona consisténcia al fet
que puguin ser substrats de shedding. La resta de proteines no son proteines

transmembrana i, per tant, es varen descartar.

Taula 4. Proteines identificades mitjancant espectrometria de masses (SD: Desviaci6

estandard).
Mitja (SD) de la disminucio
Proteina N° d’accés N° d’espots
dels espots
Ribosomal protein RS 40K A31233 1 3.9
Transferrin Receptor A93343 5 2.7(0.23)
Extracellular matrix protein I U65938 7 2.5(0.40)
ALCAM 139428 8 2.4(0.22)
Annexin V A67023 1 2.1
b-hexosaminidase alpha chain A23561 3 1.6(0.04)
Desmoglein-2 S38673 7 1.6 (0,14)

1.1.-Validaci6 de TfnR, ALCAM i Dsg-2 com a substrats de shedding

Per confirmar que aquestes proteines son substrats de shedding varem analitzar-
ne els seus nivells, per western-blot, en cel-lules A431 silvestres (A431) i en cél-lules
A431 transfectades amb la metal-loproteasa (A431/ADAM17) en preséncia o abséncia
de I’inhibidor BB-94.
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Respecte al TfnR cal dir que el seu shedding esta parcialment caracteritzat.
Aquest receptor €s una proteina transmembrana de tipus II d’uns 90 kDa que pot ser
objecte de shedding i donar lloc a un fragment soluble d’uns 80 kDa (Dassler et al.,
2003; Kaup et al., 2002). Tenint en compte aquestes dades, podem observar com
apareix una banda d’uns 80 kDa en els medis condicionats procedents de cél-lules
A431/ADAMI17 1 que desapareix quan aquestes son tractades amb BB-94 (figura 26B;
panell superior). Aix0 indica que aquesta forma soluble correspon al producte de

shedding del TfnR.
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Figura 26. Analisi del shedding de TfnR, ALCAM i Dsg-2 en cél-lules A431 i A431/ADAM17. A, Esquema a
on es pot veure I’extrem amino terminal (N), el peptid senyal (SP), el domini transmembrana (TM) i I’extrem
carboxil terminal (C) del TfthR, ALCAM i Dsg-2. El prodomini de Dsg-2, eliminat proteoliticament per
convertases del tipus furina, estd marcat amb un rectangle negre després del SP. Les linies gruixudes a sota de
cada grafic representen els péptids identificats per cada substrat mitjangant espectrometria de masses i el nimero,
la posici6 a la molécula. B, Les cel-lules A431 1 A431/ADAMI17 sén tractades amb o sense BB94 i, a continuacio,
rentades i llisades. Els llisats cel-lulars (L) son analitzats mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra el
domini extracellular de TfnR, ALCAM i Dsg-2 (panells superior, central i inferior, respectivament). Els medis
condicionats (M) es concentren mitjangant cromatografia amb WGA-agarosa i s’analitzen de la mateixa forma
que els llisats. La mitja de tres experiments independents i les seves desviacions estandard es mostren en el grafic.
Test t d’Student (P<0.01) per comparar el material soluble produit per les celllules A431 i les cel-lules
A431/ADAMI7.

El shedding d’ALCAM, en canvi, encara no s’ha caracteritzat tot i que alguns

autors especulen amb la possibilitat de la seva existéncia ja que la transfeccio de linies
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cel-lulars de melanoma huma amb una forma d’ALCAM que té truncat el domini
extracel-lular dona lloc a un fenotip més metastatic en assajos amb xenografts en
ratolins nuus (van Kempen et al., 2004). Aquesta molécula d’adhesi6é €s una proteina
transmembrana de tipus I (figura 26A; esquema central) que pertany a la superfamilia
de les immunoglobulines (Ig) i esta formada per un domini citoplasmatic molt curt i un
domini extracel-lular amb cinc dominis del tipus Ig (Swart, 2002) (figura 27A).
ALCAM es va caracteritzar inicialment com el lligand d’una molécula implicada en
I’adhesid dels limfocits T amb ’epiteli del timus anomenada CD6. Aquesta interaccio
es realitza a través d’homodimers ALCAM-ALCAM que interaccionen amb
homodimers CD6-CD6 de cél-lules adjacents (Bowen et al., 1995) (figura 27B). En
estudis posteriors en melanoma huma (Degen et al., 1998; van Kempen et al., 2000) i en
hematopoesi (Cortes et al., 1999; Uchida et al., 1997) es va observar que els
homodimers ALCAM-ALCAM també poden interaccionar amb homodimers ALCAM-
ALCAM de cel-lules adjacents (figura 27C).

< } Modul d’unié al lligand

Modul de dimeritzacio

Timocit

Epiteli del timus

Figura 27. Caracteritzacié estructural d’ALCAM. A, Estructura en dominis d’ALCAM. Els dos dominis tipus
IgG de I’extrem amino terminal (D1 i D2) interaccionen amb el lligand de la cél-lula adjacent mentre que els altres
tres (D3, D4 i DS) s’encarreguen de I’homodimeritzacié. TM, domini transmembrana; CT, domini citoplasmatic. B,
interacci6é entre ’homodimer ALCAM-ALCAM i CD6 (adaptat de (Bowen et al., 2000)). C, Interaccié entre
homodimers ALCAM-ALCAM de dues cél-lules adjacents (adaptat de (van Kempen et al., 2001)).
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En llisats cel-lulars detectem una banda d’aproximadament 110 kDa que
coincideix amb la que ja s’ha descrit a la bibliografia (Swart, 2002) i que correspon a la
forma sencera de la proteina (figura 26B; panell central). Per altra banda, la migracio
electroforética de la forma soluble observada en medis condicionats procedents de
cel-lules A431/ADAM17 déna un pes molecular d’uns 100 kDa que correspon al pes
esperat per practicament tot el domini extracel-lular (figures 26A 1 26B; panell central).
Aquesta banda desapareix quan tractem les A431/ADAMI17 amb I’inhibidor BB-94
(figura 26B; panell central). Tot aixd indica, per tant, que aquesta banda correspon al

producte de shedding d’ALCAM.

El shedding de Desmogleina-2 (Dsg-2) esta caracteritzat parcialment. Aquesta
molécula d’adhesié és una proteina transmembrana de tipus I (figura 26A; esquema
inferior) que forma part, juntament amb altres tres proteines, de la familia de les
desmogleines (desmogleina 1-4). Aquestes, juntament amb les desmocolines
(desmocolina-1, -2 1 -3) formen un grup de proteines anomenades cadherines
desmosomals (Garrod et al., 2002; Kljuic et al., 2003; Whittock et al., 2003).
Estructuralment, la desmogleina-2 i, en general, totes les desmogleines, estan formades
per quatre dominis a la regid extracel-lular anomenats “repeticions de tipus cadherina”
(en angleés, cadherin repeats) i un domini d’ancoratge extracel-lular situat just després
de la membrana plasmatica. El primer domini de tipus cadherina, situat més a I’extrem
amino terminal, conté una seqiiéncia anomenada CAR (Cell adhesion recognition)
(Tselepis et al., 1998) que és crucial per la interacci6 amb altres cadherines
desmosomals presents en les cel-lules adjacents. Aquesta interaccid és depenent de la
presencia de calci (Amagai et al., 1998; Hanakawa et al., 2003; Jones et al., 1985; Watt
et al., 1984) (figura 28A). Les cadherines desmosomals tamb¢ interaccionen, mitjangant
el seu domini intracel-lular, amb altres proteines (figura 28B i també 28A). Aixi, el
domini ICS (Intracellular cadherin-like sequence) de les desmogleines, que és 1’tnic
domini del qual se’n coneix una funci6 (Getsios et al., 2004), interacciona principalment
amb una proteina anomenada placoglobina (anomenada també¢, y-catenina). Al seu torn,
aquest complex pot interaccionar amb altres molecules com, per exemple, les
placofilines (Bonne et al., 2003; Chen et al., 2002; Hatzfeld, 1999; Hatzfeld et al., 2003)
que, a I’hora, poden reclutar-ne d’altres com, per exemple, la desmoplaquina
(Bornslaeger et al., 2001; Smith et al., 1998), la qual pot unir-se al citoesquelet de

filaments intermedis (Leung et al., 2002). A la figura 28C es pot veure un esquema de

77



Resultats (1)

tot el complex de proteines descrit, que rep el nom de desmosoma, i que té com a
principal funcio6 unir cel-lules adjacents mitjangant, per una banda, la unié extracel-lular
entre les cadherines desmosomals i, per 1’altra, la uni6 intracel-lular amb el citoesquelet
de filaments intermedis (vegeu també la figura 28D). Els desmosomes, juntament amb
les unions adherents (figura 29) (en angles, adherens junctions) formen les anomenades
unions d’ancoratge (en anglés, Anchoring junctions) i tenen com a principal missio,
respectivament, connectar els citoesquelets de filaments intermedis (desmosomes) i
actina (unions adherens) de cél-lules adjacents per proporcionar estructura i consisténcia

al teixit (Koch et al., 1994).

Filaments intermedis

A
- )
CE o e Jemfw] s [e] w0 o]
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—
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C Membranes cel-lulars
de cél'lules adjacents Cél-lules epitelials adjacents

. Filaments
intermedis

Desmosomgs

P

Placa d’unio intracel-lular :
Cadherines desmosomals

(desmogleina i desmocolina)

embranes cel lulars
de cél'lules adjacents

Figura 28. Components i estructura dels desmosomes. A, Estructura en dominis de les cadherines desmosomals
desmogleina i desmocolina. EI-IV, repeticions de tipus cadherines; EA, domini d’ancoratge extracel-lular; ™, domini
transmembrana; 1A, domini d’ancoratge intracel-lular; ICS, domini intracel-lular d’unié a catenines ( ; zona
d’uni6 a la placoglobina); IPL, domini d’uni6 ric en prolines; RUD, domini d’unitats repetides; DTD, domini terminal
de les desmogleines. Les desmocolines tenen dues variants per processament alternatiu de 'mRNA (a i b). La forma b
no té el domini ICS i no pot unir-se a la placoglobina. B, Interaccions de les cadherines desmosomals. T,

desmogleina; T, desmocolina; & | placoglobina; €2, placofilina; r, desmoplaquina (les figures 27A i 27B
s’han adaptat de (Green et al., 2000)) C, Estructura en 3D d’un desmosoma. La placa d’uni6 intracel-lular esta formada
pel complex de proteines que uneix les cadherines desmosomals amb els filaments intermedis (adaptat de
http://anatomy.iupui.edu/courses/histo_D502/D502104/lecture.f04/cell.f04/cellf04.html.html). D, panell esquerre:
disposiciéo dels desmosomes en les cél-lules epitelials adjacents. Panell dret, visid6 d’un desmosoma mitjangant
microscopia electronica de transmissio (adaptat de (Green et al., 2000)).
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Membranes de cél-lules adjacents

Filament d’actina

Vinculina

a-actinina

Figura 29. Estructura de les unions adherents. Les unions adherents uneixen els
citoesquelets d’actina de cel'lules adjacents mitjancant les cadherines classiques (en
’exemple, e-cadherina), que s’uneixen entre elles de forma depenent de Ca®, i proteines
accessories, que enllacen les cadherines amb els filaments d’actina (adaptat de
http://anatomy.iupui.edu/courses/histo_D502/D502f04/lecture.f04/cell.f04/cellf04.html.html).

Estudis recents descriuen ’existéncia de tres formes diferents de Dsg-2. Totes
elles es troben unides a la membrana plasmatica: una forma d’aproximadament 160
kDa, que representa la forma sencera de la proteina, i dos fragments d’uns 100 i 60 kDa
(Lorch et al., 2004). A més a més, apareix una forma soluble d’aproximadament 60 kDa
(sDsg-2) que s’acumula en els medis condicionats de cél-lules que expressen Dsg-2
(Lorch et al., 2004). La formaci6 d’aquest fragment ¢és inhibida per inhibidors de
metal-loproteases la qual cosa fa que s’hagi considerat com un producte de shedding

(Lorch et al., 2004).

En llisats de cel-lules A431/ADAMI17 detectem un producte que probablement
correspongui a la forma sencera de Dsg-2 (figura 26B; panell inferior). A més a més,
tamb¢é observem una banda d’aproximadament 100 kDa quan sobreexposem els
western-blots o en determinades condicions experimentals (figures 33, 34, 35 i 37).
Finalment, i d’acord amb els resultats de Lorch et al (Lorch et al., 2004), detectem una

banda en els medis condicionats corresponent a sDsg-2 encara que en el nostre cas €s
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sensiblement més pesada (aproximadament uns 90 kDa) (figura 26B; panell inferior). El
tractament amb BB-94 inhibeix la formaci6 de sDsg-2 la qual cosa suggereix que

aquesta forma correspon al producte de shedding de Dsg-2.

En els tres casos estudiats (TfnR, ALCAM 1 Dsg-2) també podem detectar les
corresponents formes solubles en els medis condicionats procedents de les cel-lules
silvestres (A431) encara que en menor quantitat (figura 26B). Aix0 indica que la
sobreexpressio d’ADAMI17 intervé de forma significativa en el shedding de les tres

proteines estudiades.

1.2.-Analisi del shedding d’ALCAM i Dsg-2 en cel-lules funcionalment deficients per
ADAM17

Donat que el shedding de TfnR ja esta practicament caracteritzat (Dassler et al.,
2003; Kaup et al., 2002) ens varem centrar en I’estudi d’ALCAM 1 Dsg-2. El segiient
pas, doncs, va consistir en analitzar el shedding d’aquestes dues proteines en una linia
cel-lular mutant derivada de la linia CHO anomenada M2. Aquestes cel-lules es
caracteritzen per tenir dues mutacions en dues cisteines de la seqiiéncia ’ADAM17 que
fan que la metal-loproteasa s’acumuli 1 quedi retinguda en el reticle endoplasmatic. Aixo
fa que aquestes cel-lules no puguin sintetitzar la forma activa ’ADAM17 i, per tant,
son considerades funcionalment deficients per aquesta metal-loproteasa (Borroto et al.,
2003; Villanueva de la Torre et al., 2004). A més a més, la deficiencia observada és
especifica per ADAMI17 ja que altres metal-loproteases com, per exemple, ADAM10

presenten un processament normal (figura 30).
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Figura 30. Expressi6 ’ADAM17 i ADAM10 en les cél-lules mutants M2. C¢l-lules CHO 1 M2
son llisades i els llisats cel'lulars (L) analitzats mitjangant western-blot utilitzants anticossos
especifics contra ADAM17 (panell esquerre) o ADAMI10 (panell dret).
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Tant la linia cel-lular silvestre (CHO) com la mutant (M2) presenten nivells
endogens d’ALCAM que poden ser detectats amb 1’anticos que tenim mentre que els
nivells d’expressio de Dsg-2 son molt baixos o nuls ja que no els podem detectar. Per
tant, en aquestes linies cellulars varem analitzar el shedding d’ALCAM endogen

mentre que per fer el mateix amb Dsg-2 les varem haver de transfectar transitoriament.

Tal i com es pot observar a la figura 31A la forma soluble d’ALCAM es detecta
facilment en medis condicionats procedents de cel-lules CHO mentre que en cél-lules
M2 s’inhibeix de forma significativa. En aquesta figura també es por veure que en
aquestes linies cel-lulars ALCAM no apareix com una banda tnica sind que detectem
un patr6 de bandes dif6s. Per caracteritzar aquestes bandes varem realitzar el mateix
experiment de la figura 31A tractant els llisats cel-lulars i els medis condicionats amb
N-Glicosidasa F (figura 31B). Tal i com s’esperava, el patr6 de bandes diftis es
transforma en una banda discreta confirmant-se aixi 1’especificitat de totes les bandes
detectades a la figura 31A. Per acabar de confirmar el paper ’ADAMI17 en el shedding
ALCAM varem transfectar establement les c¢l-lules M2 amb el cDNA d’ADAMI17 i
varem observar que en aquestes condicions les cel-lules M2 recuperaven parcialment la
capacitat d’induir el shedding a ALCAM (figura 31C; panell esquerre). La recuperacio
del shedding és concomitant a la capacitat de les cél-lules per sintetitzar la forma activa
d’ADAMI17 (figura 31C; panell dret). Tot aixo indica, per tant, que ADAMI17 és la
principal responsable del shedding d’ALCAM en cél-lules CHO.

La transfeccid de cel-lules CHO 1 M2 amb Dsg-2 ens va permetre detectar la
forma sencera de la proteina en els respectius llisats totals. Ara bé, inesperadament,
varem identificar sDsg-2 en les dues linies cel-lulars (figura 31D). Aquesta dada ens
indica, per tant, que ADAMI17 no és la principal responsable del shedding de Dsg-2
encara que hi intervé quan aquesta se sobreexpressa. Per tant, el segiient pas va ser

identificar quina era la metal-loproteasa responsable del shedding d’aquesta proteina.
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Figura 31. Analisi del shedding d’ALCAM i Dsg-2 en cél-lules genéticament deficients per ADAM17. A, Llisats (L)
i medis condicionats (M) procedents de cél-lules CHO i M2 es varen concentrar mitjangant cromatografia amb WGA-
agarosa i1 posteriorment es varen analitzar mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra el domini extracel-lular
d’ALCAM. B, Llisats i medis condicionats obtinguts igual que a ’apartat A es varen tractar o no amb N-glicosidasa F i
posteriorment analitzats de la mateixa forma. C, panell esquerre; Llisats i medis condicionats procedents de cél-lules
CHO, M2 i M2 establement transfectades amb ADAM17 (M2 ADAMI17) es varen obtenir i analitzar igual que en
I’apartat B. Totes les mostres (L i M) es varen tractar amb N-glicosidasa F abans de ser analitzades. Panell dret; Llisats
de cel-lules CHO, M2 i M2 ADAMI17 obtinguts igual que a la figura 30 es varen analitzar mitjangant western-blot
utilitzant anticossos especifics contra ADAM17. D, Cel-lules CHO i M2 es varen transfectar transitoriament amb el
c¢DNA que codifica per la Dsg-2 humana. Els 1lisats cel-lulars i medis condicionats de les cél-lules transfectades es varen
analitzar mitjancant western-blot utilitzant anticossos contra el domini extracel-lular de Dsg-2.

1.3.-Analisi del shedding de Dsg-2 en cel-lules deficients per ADAM10

ADAMIO0 ¢és la metal-loproteasa filogeneticament més propera a ADAMI17
(Blobel, 2005) i també esta implicada en processos de shedding. De fet, en alguns casos
com, per exemple, amb la proteina precursora del peptid B-amiloide (APP), ambdues
metal-loproteases poden actuar sobre el mateix substrat (Buxbaum et al., 1998). Per altra
banda, estudis recents han determinat que ADAMI10 esta directament relacionada amb
el shedding de la E-cadherina i la N-cadherina (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005)
aixi com amb d’altres molecules d’adhesié com les y-protocadherines C3 1 B4 (Reiss et
al., 2006). Per tant, ADAM10 sembla un bon candidat a ser la principal metal-loproteasa
responsable del shedding de Dsg-2. A més a més, sabem que ADAMI10 s’expressa i
s’activa correctament tant en les cél-lules CHO com en les M2 (figura 30) la qual cosa
explicaria, si aquesta hipotesi és certa, la preséncia de sDsg-2 en els medis condicionats

procedents d’aquestes dues linies cel-lulars.
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Per demostrar aquesta hipotesi varem utilitzar fibroblasts procedents d’embrions
de ratolins deficients per ADAM10 (MEFs ADAMI0 -/-). Com es pot comprovar a la
figura 32 (panell esquerre) aquesta linia cel-lular no expressa ADAMI10 si la comparem
amb les mateixes cel-lules procedents del ratoli silvestre (MEFs ADAMI10 +/+).
Aquesta deficiéncia no afecta a ADAMI7 ja que aquesta s’expressa i s’activa

correctament (figura 32; panell dret).
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Figura 32. Expressi6 d’ADAM17 i ADAMI10 en fibroblasts embrionaris de ratoli (MEFs)
silvestres (+/+) i deficients per ADAM10 (-/-). Llisats cel-lulars (L) de MEFs procedents de
ratolins +/+ i -/- es varen analitzar mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra ADAM10
(panell esquerre) i ADAM17 (panell dret).

L’analisi prévia dels nivells endogens de Dsg-2 a la linia MEFs ADAMI10 -/-
ens va permetre concloure que aquestes cel-lules no expressen la molécula d’adhesio.
Aquesta conclusio la varem fer extensible a les MEFs ADAMI10 +/+ per tant, excepte
en els casos indicats, per analitzar el shedding en aquestes linies cel-lulars varem

transfectar-les transitoriament amb el cDNA de Dsg-2.

Tal i com es pot veure a la figura 33A les cé¢l-lules silvestres tenen un shedding
de Dsg-2 normal mentre que aquest esta completament inhibit en les cel-lules deficients
per ADAMI10. A més a més, veiem com la transfeccio de les cél-lules MEFs ADAM10
-/- amb el cDNA d’ADAMI10 permet a aquesta linia cel-lular recuperar gairebé en la
seva totalitat el fenotip silvestre (figura 33A). Per tant, aquests resultats indiquen, per
una banda, que el shedding de Dsg-2 depén basicament d’ADAMI10 i, per I’altra, que
els nivells d’ADAM17 presents en les cel-lules mutants no son suficients per compensar
la deficiéncia d’ADAMI10 ja que la seva abséncia inhibeix completament el shedding de
Dsg-2.
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Figura 33. Analisi del shedding de Dsg-2 en cél-lules genéticament deficients per ADAM10. A, MEFs silvestres (+/+) o
deficients per ADAMI10 (-/-) es varen cotransfectar amb el cDNA de Dsg-2 i un cDNA control (-) o el cDNA d’ADAM10.
Els llisats cel-lulars (L) i els medis condicionats (M) obtinguts igual que a la figura 31 es varen analitzar mitjangant western-
blot utilitzant anticossos contra Dsg-2. B, MEFs deficients per ADAMI10 es varen cotransfectar amb el cDNA de Dsg-2 i un
cDNA control (-/-) o el cDNA d’ADAMI10 (-/- ADAM10). A continuaciod, es varen tractar o no amb BB94 i seguidament es
varen llisar. Els llisats (L) i els medis condicionats (M) es varen obtenir i analitzar igual que en el panell A. C, Les fraccions
microsomals obtingudes a partir de cél-lules MEFs ADAMI10 -/- establement transfectades amb el cDNA de Dsg-2 es varen
extreure amb PBS, triton X-100, NaCl 1M i Na,CO; 0.1M (pH 12.0). A continuacio, es varen recuperar les fraccions
solubilitzades (S) i insolubilitzades (P) per cada tampd d’extracci6 i es varen analitzar mitjancant western-blot utilitzant
anticossos contra Dsg-2. L’eficiéncia de 1’extracci6 es va verificar amb una tincié de Ponceau. D, MEFs ADAMI10 -/- es
varen transfectar transitoriament amb el cDNA de Dsg-2 que conté I’epitop myc a 1’extrem carboxil terminal (Dsg2myc) o
amb un cDNA control (Mock). A continuacio, es varen llisar i els llisats cel-lulars es varen analitzar mitjancant western-blot
utilitzant anticossos contra Dsg-2 (domini extracel-lular) i contra 1’epitop myc.

1.4.-ldentificacié d’una nova forma de Dsg-2 (P100 Dsg-2) en cel-lules deficients per
ADAM10

L’analisi del shedding de Dsg-2 en MEFs ens va permetre identificar en els
llisats cel-lulars una nova forma de Dsg-2 d’aproximadament 100 kDa que varem
anomenar P100 Dsg-2 (figura 33A). Donat que la migracio electroforética d’aquesta
forma és similar a la de sDsg-2 varem creure, inicialment, que P100 Dsg-2 en realitat
representava un producte de shedding no depenent d’ADAMI10, ja que també el podiem
detectar en les cél-lules deficients per aquesta metal-loproteasa, que per alguna ra6 es
mantenia unit a la membrana plasmatica de les MEFs. Per corroborar aquesta hipotesi,

varem tractar la linia cel-lular MEF ADAMI10 -/- amb BB-94 i el resultat va ser que la
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presencia de I’inhibidor no afectava I’expressi6 de P100 Dsg-2 (figura 33B; panell
esquerre). Per tant, P100 Dsg-2 no podia ser cap producte de shedding. Per altra banda,
la transfeccié de les MEFs ADAMI10 -/- amb ADAMI10 provocava una disminucié en
els nivells de P100 Dsg-2 respecte a la mateixa linia cel-lular també transfectada amb
ADAMIO i tractada amb BB-94 (figura 33B; panell dret). Per tant, tot i que ADAM10
no era la responsable de la formaci6 de P100 Dsg-2 si que modulava els seus nivells
d’expressid. Aquests resultats ens varen permetre desenvolupar una hipotesi segons la
qual Dsg-2 podia ser substrat de dos tipus de talls proteolitics. Per una banda, ADAM10
i ADAMI17 serien les responsables del shedding de Dsg-2 i, per altra banda, una
proteasa desconeguda que no pot ser inhibida per BB-94 s’encarregaria de generar,
mitjancant un tall proteolitic intracel-lular, la forma unida a membrana anomenada P100
Dsg-2. Aquesta hipotesi implicava, per tant, que P100 Dsg-2 es mantenia unida a la
membrana plasmatica mitjancant el domini transmembrana. D’aquesta manera i
assumint que I’hipotétic tall proteolitic intracel-lular es produeix just per sota de la
membrana plasmatica demostrariem que la regié transmembrana seria la responsable de
la lleugera variacié en la migracio electroforetica entre P100 Dsg-2 1 la forma soluble de
Dsg-2 (veure, per exemple, la figura 33A). Per confirmar aquesta hipotesi haviem de
demostrar, per una banda, que P100 Dsg-2 es mantenia unida a la membrana plasmatica
mitjangant la regi6 transmembrana i, per 1’altra, que perdia el domini citoplasmatic. La
resposta a la primera pregunta la varem obtenir posant a punt uns experiments de
fraccionament subcel-lular utilitzant les cel-lules MEFs ADAMI10 -/- establement
transfectades amb el cDNA de Dsg-2. La fraccié de membranes o fraccid6 microsomal
obtinguda es va sotmetre a una extraccid de proteines utilitzant dues solucions
d’extraccid: la primera contenia una elevada concentraci6 de sals i ’altra, un elevat pH.
Aquestes dues solucions tenen la propietat d’extreure proteines que estan unides a la
membrana mitjangant interaccions febles amb altres proteines mentre que manté intactes
les proteines de tipus transmembrana. Tal i com es pot veure a la figura 33C el
tractament amb aquestes solucions no extreia P100 Dsg-2 de la membrana mentre que si
ho feia el triton X-100, un detergent usualment utilitzat per solubilitzar proteines
d’aquest tipus. Per tant, P100 Dsg-2 ¢és una proteina unida a la membrana plasmatica

mitjangant el domini transmembrana.

Per altra banda, també varem demostrar que P100 Dsg-2 és una forma de Dsg-2

que s’origina per la pérdua del seu domini citoplasmatic. Per fer-ho, varem transfectar

85



Resultats (II)

transitoriament les MEFs ADAMI10 -/- amb el cDNA de Dsg-2. Aquesta construccid
conté un epitop myc just a I’extrem carboxil terminal de tal manera que utilitzant un
anticos anti-myc varem poder determinar si P100 Dsg-2 perdia o no el domini
citoplasmatic. Com es pot observar a la figura 33D I’anticds anti-Dsg-2, que reconeix el
domini extracel-lular de Dsg-2, detecta tant la forma sencera (Dsg-2) com P100 Dsg-2
mentre que 1’anticos anti-myc només pot detectar la forma sencera. Per tant, la formacio
de P100 Dsg-2 requereix de la perdua del domini citoplasmatic. Tot i que amb aquest
experiment no podem determinar la regi6 exacte a on es produeix aquest hipotétic tall
intracel-lular si que podem predir, per les dades de migracié electroforética de les
formes P100 Dsg-2 i sDsg-2, que s’ha de produir molt proper a la membrana

plasmatica.

La segiient pregunta que ens varem plantejar va ser quina proteasa podria ser la
responsable de la formacid6 de P100 Dsg-2. Per respondre-la varem tractar cél-lules
A431 aixi com el clon de cel-lules MEF ADAMI10 -/- transfectat establement amb Dsg-
2 (MEFs ADAMIO0 -/- Dsg-2myc) amb un ampli panell d’inhibidors (taula 5). Com es
pot observar a la figura 34 cap dels inhibidors utilitzats bloqueja la formacié de P100
Dsg-2 en les dues linies. A més a més, i com a confirmaci6 dels resultats obtinguts amb
I’inhibidor L-685,458, I’estudi de la formacié de P100 Dsg-2 en c¢l-lules deficients per
presenilina 1 (MEFs PS1 -/-) tamb¢ indiquen que el complex y-secretasa no t€ cap paper
rellevant en la formacié de P100 Dsg-2 (figura 34). Per tant, la qiiestié de quina és la

proteasa que genera aquesta forma es manté oberta.

Taula 5. Llistat dels inhibidors utilitzats.

Tipus d’inhibidor Proteasa diana

L-685,458 Presenilina 1

Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO Caspasa 3
N-CBZ-Val-Ala-Asp (O-Me) fluorometilcetona (Z- Inhibidor general de caspases
VAD)

N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO (ALLN) Calpaines
Dicloroisocumarina (DCI) Romboids

MG-132 Proteasoma
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Figura 34. Efecte de la inhibicié de diferents activitats proteolitiques en la formacié de P100 Dsg-2 en les linies
cel'lulars A431 (panells A i B) i MEFs ADAM10 -/- Dsg-2myc (panells C i D). A, c¢l'lules A431 son tractades amb
I’inhibidor del complex y-secretasa L-685,458. A continuacid, els medis condicionats (M) i els llisats cel-lulars (L) obtinguts
son analitzats mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra Dsg-2 (panell esquerre). Paral-lelament, els llisats també
son analitzats amb anticossos contra el domini carboxil terminal de la proteina APP. L’acumulacié d’aquest domini als llisats
cel-lulars quan tractem les cel-lules amb L-685,458 indica que el tractament amb 1’inhibidor ha funcionat (panell dret). B, La
mateixes cél-lules de I’apartat A son tractades amb diferents inhibidors de proteases i, posteriorment, llisades. Els llisats totals
son analitzats com s ha descrit anteriorment. -, cél-lules sense tractar; MG-132, inhibidor del proteasoma; Z-VAD, inhibidor
general de caspases; DCI, dicloroisocumarina (inhibidor de romboids). C, Cél-lules MEFs genéticament deficients per
presenilina 1 (-/-) i cél-lules MEFs silvestres (+/+) son transfectades transitoriament amb el cDNA de Dsg-2 i els seus llisats
analitzats mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra Dsg-2 (panell esquerre) i presenilina 1 (panell dret). D, cél-lules
deficients per ADAMI10 (MEFs ADAMI10 -/-) son tractades amb diferents inhibidors de proteases i els seus llisats
posteriorment analitzats mitjangant western-blot utilitzant anticossos contra Dsg-2.

A més a més de caracteritzar quin era el mecanisme que generava P100 Dsg-2
també varem considerar important coneixer si aquesta forma de Dsg-2 era rellevant des
de un punt de vista funcional o, pel contrari, era una forma de degradacio6 sense cap més
interés. El primer pas per resoldre aquesta qiiestié va ser determinar si P100 Dsg-2
formava part del desmosoma, és a dir, del complex de proteines a on la Dsg-2 exerceix
la seva funci6. Per fer aixo, varem utilitzar la propietat dels desmosomes que fa que les
cadherines desmosomals siguin insolubles en detergents com el triton X-100. Aixi, fent
una extraccio inicial amb aquest detergent seguida d’una segona extraccid amb urea,
que si pot solubilitzar aquestes proteines, varem poder determinar quina fracci6é de Dsg-
2 formava part del desmosoma i quina no. Aquest assaig es va realitzar en cél-lules

A431 i com es pot observar a la figura 35 es detecta P100 Dsg-2 a la fracci6 insoluble
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en triton X-100 la qual cosa indica que aquesta forma es troba present al desmosoma.
Aixo0 suggereix que P100 Dsg-2 podria ser important pel control de 1’activitat dels
desmosomes ja que no disposa de la regid citoplasmatica necessaria per la uni6 als

filaments intermedis.

M Figura 35. Analisi de P100 Dsg-2 en les fraccions soluble (S) i

S I sDsg-2  insoluble (I) en triton X-100. Cél-lules A431 sén incubades amb medi

sense serum durant 24 hores. A continuacid, es recupera el medi

Dsg-2 — ”‘ condicionat (M) i es llisen les cél-lules amb un tampd que conté triton

X-100. Seguidament, el llisat és centrifugat a 15.000g durant 15” per tal

d’obtenir la fraccid soluble en aquest detergent (S). La fraccid insoluble

(I) en triton la obtenim solubilitzant el sediment cel-lular obtingut de la

centrifugaci6 anterior amb un tamp6 amb urea 6M. Finalment, les dues

fraccions i el medi condicionat (M) son analitzats mitjangant western-
blot utilitzant anticossos contra Dsg-2.

P100 Dsg-2 __
Vo
sDsg-2

1.5.-Factors que intervenen en la regulacié del shedding d’ALCAM i Dsg-2: 1) La

confluencia cel-lular incrementa el shedding d’ALCAM

Tal 1 com es pot observar a la figura 26B (panell central) necessitem exposar molt el
western-blot per poder detectar la banda corresponent a ALCAM tant en llisats
cel-lulars com en els medis condicionats. Una de les raons que poden explicar aixo és
que P’anticos utilitzat és de baixa qualitat ja que a més a més de detectar bandes molt
ténues, en general, el western-blot surt molt brut. Estudis recents, pero, suggereixen que
la densitat cel-lular és un factor que intervé decisivament en el control de 1’activitat
d’ALCAM (Lunter et al., 2005). Per tant, varem concloure que la densitat cel-lular
podria afectar el shedding d’ALCAM 1, per tant, la seva funcié a la cel-lula. Per
demostrar aixo, varem analitzar el shedding d’aquesta proteina en diferents estats de
confluéncia utilitzant la linia cel-lular A431 i varem observar que aquest augmentava

concomitantment amb la confluéncia cel-lular (figura 36).

L M
fluenci Figura 36. Efecte de la confluéncia en el shedding
e el CO7fluénCiA d’ALCAM. Cél-lules A431 es varen sembrar en diferents

cel-lular graus de confluéncia ( _ il ; vegeu també material i
meétodes) i es varen condicionar durant 48 hores amb
medi sense sérum. A continuacio, els medis condicionats

16— - (M) es varen recuperar i les ceél-lules es varen llisar per
03 = obtenir els llisats cellulars (L). Finalment, medis (M) i

llisats (L) es varen concentrar utilitzant cromatografia
amb WGA-agarosa i analitzar mitjancant western-blot
— utilitzant anticossos contra el domini extracel-lular
d’ALCAM. El control de carrega de proteina es va

Ponceau| == . s L
-— realitzar mitjancant una tincié amb Ponceau.
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Figura 37. Analisi del shedding en cél-lules A431 tractades amb EGF. A, Les cél-lules A431 es varen tractar o no amb EGF i
BB94 segons s’indica i posteriorment es varen llisar. Els llisats (L) i els medis condicionats (M) es varen analitzar mitjangant
western-blot utilitzant anticossos contra Dsg-2 (panell superior), ADAM17 (panell central) o ADAMI0 (panells inferiors). Al
panell inferior esquerre es pot observar com en abséncia de BB94 en el tamp6 de 1lisi només s’observa la proforma d’ADAMI10 en
aquesta linia cel-lular mentre que 1’adici6é de I’inhibidor ens permet detectar també la forma activa. Als panells de la dreta es pot
observar la quantificaci6 de tres experiments diferents (mitja i desviacié estandard; grafic superior) o la mitja de dos experiments
(grafic inferior). B, Cél-lules A431 es varen tractar o no amb EGF i C225 (anticos monoclonal que bloqueja I’activacio d’EGFR)
durant 48h. Els llisats cel-lulars (L) i els medis condicionats (M) es varen analitzar mitjangant western-blot utilitzant anticossos

Resultats (II)

1.5.-Factors que intervenen en la regulacio del shedding d’ALCAM i Dsg-2: 1I) El
factor de creixement EGF concomitantment incrementa els nivells de la forma activa
d’ADAM17 i el shedding de Dsg-2

Recentment s’ha suggerit que 1’us d’inhibidors de I’EGFR incrementa els
nivells de la forma sencera de Dsg-2 a la membrana plasmatica (Lorch et al., 2004)
obrint la possibilitat que aquest receptor pugui regular el shedding de Dsg-2. Per altra
banda, estudis en el nostre laboratori indiquen que tractaments perllongats amb EGF
incrementen els nivells de la forma activa d’ADAMI17. Per tant, ens varem proposar
analitzar 1’efecte de 1’activacio de I’EGFR sobre el shedding de Dsg-2. Tal i com es pot
observar a la figura 37A (panell superior) el tractament amb EGF incrementa els nivells
de sDsg-2. A més a més, aquest efecte €s bloquejat amb BB-94 la qual cosa demostra
que el shedding activat per EGFR ¢és depenent de metal-loproteases. En aquesta mateixa
figura també¢ es pot observar que, tal i com passa a la figura 33B, el tractament amb

BB94 incrementa els nivells de P100 Dsg-2 (veure 1’asterisc).

contra Dsg-2 (panell superior), ADAM17 (panell central) o ’EGFR total (EGFR) i fosforilat (pEGFR).
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Per determinar quina metal-loproteasa estava relacionada amb el shedding de
Dsg-2 activat per EGF varem analitzar els nivells ’ADAMI17 i ADAMI10 en els
mateixos llisats cel-lulars. Aixi, varem determinar que d’acord amb resultats previs del
laboratori els tractaments perllongats amb EGF incrementen els nivells de forma activa
d’ADAMI17 (figura 37A; panell central). Per altra banda, i a diferéncia del que varem
observar a les figures 29 (panell dret) 1 31 (panell esquerre), I’analisi dels llisats
cel-lulars d’A431 amb anticossos anti-ADAMI10 només permet veure una banda
d’aquesta metal-loproteasa, que correspon a la forma inactiva (pro-ADAMI10) (figura
37; panell inferior esquerre). Només quan afegim BB-94 a la soluci6 de llisi podem
detectar la forma activa d’ADAMI0 la qual cosa indica que en aquesta linia cel-lular hi
ha una proteasa inhibida per BB-94 que degrada ADAMI10. Aixi doncs, 1’analisi
d’ADAMI0 en aquestes condicions ens va permetre demostrar que aquesta
metal-loproteasa s’expressa i s’activa correctament en aquesta linia cel-lular i, a més a
més, no varia els seus nivells d’expressié en preseéncia de I’EGF (figura 37; panell
inferior dret). Per tant, aquests resultats indiquen que ADAMI17 és la principal
responsable del shedding de Dsg-2 induit per EGFR. Com a control del tractament amb
EGF varem fer servir un anticos monoclonal (C225; cetuximab) que bloqueja 1’accés
del lligand al seu receptor i, per tant, inhibeix la seva activacié (Yarden et al., 2001). Tal
i com esperavem, el bloqueig d’EGFR amb C225 inhibeix I’activacié del shedding de
Dsg-2 mediada per EGF aixi com I’increment de la forma activa ’ADAMI17 (figura
37B; panell superior i central) confirmant la importancia d’aquesta metal-loproteasa en
el shedding de Dsg-2 mediat per aquest receptor. A més a més, C225 també provoca
una disminucié dels nivells de la forma fosforilada d’EGFR (pEGFR) (figura 37B;
panells inferiors), tal i com ja estava descrit (Yarden et al., 2001), la qual cosa indica

que el tractament amb ’anticos ha funcionat perfectament.
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VIIIL DISCUSSIO (II)

1.-IDENTIFICACIO | CARACTERITZACIO DEL shedding DE NOUS
SUBSTRATS D’ADAM17 MITJANCANT L’APLICACIO DE LA TECNICA
PROTEOMICA DEL DIGE (Difference Gel Electrophoresis)

Cada vegada hi ha més evidéncies que suggereixen que la funcido de les
metal-loproteases extracel-lulars (MMPs) va més enlla de la degradacié de components
de la matriu extracel-lular (Mott et al., 2004). Actualment se sap que regulen aspectes
importants del comportament de la cel-lula clarament relacionats amb el cancer com, per
exemple, la migracid i proliferacio. Aix0, juntament amb el fet que la seva
sobreexpressio ¢s habitual en aquest tipus de patologia, ha fet que les metal-loproteases
s’hagin considerat potencials dianes terapéutiques. D’aquesta manera es varen comencgar
a utilitzar diferents inhibidors de metal-loproteases en un gran niimero d’assajos clinics
la majoria dels quals, inesperadament, varen fracassar (Coussens et al., 2002). Es més,
s’ha descrit que la inhibicid d’algunes metal-loproteases com, per exemple, ’'MMP-8
afavoreix 1’aparici6 de tumors (Balbin et al., 2003). Malgrat aquests resultats
decebedors, altres estudis han pogut concloure que algunes metal-loproteases com, per
exemple, ’'MMP-1 si que sén bones dianes terapéutiques (Boire et al., 2005) ja que al
ser inhibida es bloqueja el shedding de PAR-1, un receptor de membrana relacionat amb

la capacitat tumorogenica i invasiva de determinades linies cel-lulars humanes.

Tot aixd ens permet concloure que €s important caracteritzar en detall la funci6
individual de cada metal-loproteasa per poder definir, aixi, quines d’elles poden ser
susceptibles de ser inhibides en una terapia antitumoral. Una de les formes de
caracteritzar la funcié d’una metal-loproteasa ¢és identificar el seu repertori de substrats,
¢és a dir, el seu degradoma (Lopez-Otin et al., 2002). Aquest objectiu no és facil de
complir ja que, per una banda, un mateix substrat pot ser-ho per diferents
metal-loproteases 1, per 1’altra, sovint les metal-loproteases estan sobreexpressades en
tumors 1 aquest fet pot afavorir que molécules irrellevants per la metal-loproteasa passin

a formar part del seu degradoma.
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Per tal d’identificar nous substrats de metal-loproteases varem comparar per
DIGE els proteomes dels medis condicionats de ce¢l-lules tractades i sense tractar amb
BB-94, un inhibidor no especific de metal-loproteases derivat de ’acid hidroxamic.
Com a model varem utilitzar cel-lules que sobreexpressaven ADAMI17, una
metal-loproteasa responsable del shedding de diferents 1ligands de I’EGFR (Sahin et al.,
2004) algun dels quals estan inactius quan estan ancorats a la membrana (Borrell-Pages
et al., 2000). Aquest receptor s’activa de forma aberrant en una gran varietat de cancers
com, per exemple, cancer de pulmo6 o carcinomes renal i colorectal (Baselga et al.,
2005; Yarden et al., 2001). Per tant, aquesta molécula s’ha convertit en una diana
terapcutica de primer ordre contra el cancer 1, de fet, un gran nombre de farmacs
antitumorals tenen com a objectiu la seva inhibici6 (Baselga et al., 2005). En aquest
sentit, € important destacar que estudis in vitro revelen que la inactivacio d’ADAM17
provoca una inhibicié de ’EGFR (Borrell-Pages et al., 2003; Dong et al., 1999). Amb
tot aix0 podriem especular d’inici que la inhibici6 d’ADAMI17 podria ser interessant
com a terapia antitumoral perdo el fet que ADAMI7 sigui molt probablement
responsable del shedding d’un niimero elevat de proteines que desconeixem fa que sigui
imprescindible conéixer millor el degradoma d’aquesta metal-loproteasa abans de

considerar-la una diana terapéutica.

Els resultats obtinguts amb el DIGE mostren que el shedding del TfnhR, ALCAM
1 Dsg-2 augmenta en ce¢l-lules A431 transfectades amb ADAMI17 indicant que la
sobreexpressio de la metal-loproteasa té un efecte sobre les tres proteines. Per altra
banda, hem demostrat el paper principal que juga ADAM17 sobre ALCAM ja que en
cel-lules defectives per aquesta metal-loproteasa el shedding de la molécula d’adhesio
s’inhibeix considerablement. En canvi, 1’analisi del shedding de Dsg-2 en aquesta
mateixa linia cel-lular ens indicava que una altra metal-loproteasa era la responsable
principal del seu processament proteolitic. Finalment, varem determinar que aquesta
responsable era ADAMIO0 ja que en cél-lules deficients per la metal-loproteasa el
shedding de Dsg-2 quedava completament bloquejat. Per tant, Dsg-2 és substrat de dues
metal-loproteases: per una banda, ’ADAMI10 i, per I’altra, i només en condicions de

sobreexpressio, d’ADAMI17.
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1.1.-Caracteritzaci6 d’una nova forma de Dsg-2: P100 Dsg-2

Els estudis de caracteritzacio del shedding de Dsg-2 ens van permetre
identificar, a més a més, una nova forma de Dsg-2 que varem anomenar P100 Dsg-2.
Aquesta forma té una migracié electroforética lleugerament superior a la que presenta
sDsg-2 1 la detectem en els llisats cel-lulars. Estudis de fraccionament subcel-lular ens
varen indicar que P100 Dsg-2 era una proteina integral de membrana i, per tant,
conservava la regié transmembrana. Aquestes dades ens varen permetre plantejar la
hipotesi de que P100 Dsg-2 es formaria mitjangant un tall proteolitic intracel-lular molt
proper a la membrana plasmatica que eliminaria el domini citoplasmatic de tal manera
que les diferéncies en la migracio electroforetica de P100 Dsg-2 i sDsg-2 es deurien
exclusivament a la preséncia de la regi6é transmembrana a P100 Dsg-2. Per confirmar
que aquesta hipotesi era certa haviem de demostrar, per una banda, que P100 Dsg-2
perdia la regi6 citoplasmatica i aixi ho varem fer, encara que no varem podem
especificar per quin punt concret i, per ’altra, I’existéncia d’una proteasa que generés
aquesta forma. Inicialment varem especular amb la opcid que aquesta proteasa fos una
metal-loproteasa pero el fet que el tractament amb BB-94 incrementés els seus nivells en
comptes de disminuir-los ens va fer descartar aquesta idea. El segilient inhibidor que
varem provar va ser L-685,458 que inhibeix les presenilines del complex y-secretasa.
Aquest complex és ’encarregat de processar proteoliticament algunes proteines de la
superficie cel-lular mitjangant un tall a la regié transmembrana que doéna lloc a
’alliberament d’un fragment citoplasmatic soluble que es translocara al nucli i tindra la
capacitat de regular la transcripcié de gens (Annaert et al., 2002; Fortini, 2002). Les
presenilines son, dins del complex y-secretasa, unes proteines de la familia de les
aspartil proteases amb vuit dominis transmembrana responsables directes d’aquest tall.
Aixi, la seva inhibicié mitjangant L-685,458 bloqueja la formacidé del fragment
citoplasmatic soluble de proteines com I’APP (#Amyloid Protein Precursor), el
receptor Notch (Annaert et al., 2002; Fortini, 2002) o HER4 (Ni et al., 2001), els
lligands del receptor Notch (LaVoie et al., 2003) o molécules d’adhesié com les E- i N-
cadherines o les y-protocadherines (Hambsch et al., 2005; Marambaud et al., 2002; Rao
et al., 2003). Es molt important destacar que el complex y-secretasa només actua sobre
la proteina diana si aquesta ha estat primer objecte de shedding per part de

metal-loproteases. Encara que aquest no és el nostre cas, varem intentar bloquejar la
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formaci6 de P100 Dsg-2 amb I’inhibidor L-685,468 i el resultat va ser que el complex y-

secretasa no era el responsable de la formaci6 de P100 Dsg-2.

El segiient grup d’inhibidors que varem provar varen ser I’inhibidor de caspasa 3
(Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO) i, seguidament, 1’inhibidor general de caspases anomenat
Z-Vad. Les caspases son cistein proteases (Yuan et al., 2000) que tenen com a principal
missié provocar I’entrada de les cél-lules en apoptosi i poden tenir com a substrats a
altres membres de la mateixa familia de les caspases aixi com altres proteines
proapoptotiques. Entre aquests substrats cal destacar un gran nombre de proteines
transmembrana les quals son processades proteoliticament en el seu domini
citoplasmatic després del segon acid aspartic d’una seqiiéncia consens del tipus DXXD
(Shi, 2002; Talanian et al., 1997). Aquestes proteases semblaven unes interessants
candidates a ser les responsables de la formacié de P100 Dsg-2 ja que dels més de 250
substrats identificats de caspases (Fischer et al., 2003b) la gran majoria sén molécules
d’adhesid o proteines associades al citoesquelet com, per exemple, les queratines 181 19
(Caulin et al., 1997; Ku et al., 1997), la vimentina (Byun et al., 2001), la E-cadherina
(Steinhusen et al., 2001), la desmoplaquina (Weiske et al., 2001), la B-catenina i la
placoglobina (Brancolini et al., 1998; Herren et al., 1998) o les cadherines desmosomals
113 (Dsg-11Dsg-3) les quals s’han identificat com a substrats de caspasa 3 (Dusek et
al., 2006; Weiske et al., 2001). Aixi doncs, varem provar inicialment 1’inhibidor de
caspasa 3 i el resultat va ser que la formacié de P100 Dsg-2 no era bloquejada per
aquest inhibidor. La utilitzacié de 1’inhibidor general de caspases (Z-Vad) va donar els
mateixos resultats negatius. També varem provar inhibidors de calpaines (N-Acetyl-
Leu-Leu-Nle-CHO; ALLN), unes proteases intracel-lulars de la familia de les cistein
proteases i amb un domini catalitic analeg al d’altres proteases com, per exemple, les
caspases encara que d’origen filogenetic diferent (Sorimachi et al., 1997). La seva
activitat esta regulada per Ca®" i es desconeix exactament quin paper fisiologic juguen
tot i que se les ha relacionat amb apoptosi o amb 1’aparici6 de la malaltia d’ Alzheimer
(Sorimachi et al., 1997). Aquestes proteases son les responsables de la proteolisi de
filaments intermedis (Elamrani et al., 1995; Makowski et al., 1998) aixi com de la E-
cadherina la qual perd el seu domini citoplasmatic donant lloc a una versié d’aquesta
que no pot unir-se a la B-catenina, y-catenina o pl120. A més a més, aquesta versio

truncada de la E-cadherina s’acumula tant en metastasis com en tumors primaris de
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prostata (Rios-Doria et al., 2003). Tenint en compte aix0d varem creure convenient
analitzar si aquestes proteases eren les responsables de P100 Dsg-2 i el resultat va

determinar que tampoc hi participaven.

El segiient pas va ser provar inhibidors de romboids com, per exemple, la
dicloroisocumarina (DCI). Aquestes proteases son proteines amb set dominis
transmembrana que pertanyen a la familia de les serin proteases i tenen la peculiaritat de
produir un tall intramembrana similar al que realitzen les presenilines (Freeman, 2004).
El primer membre d’aquesta familia es va descobrir en Drosophila melanogaster
(Rhomboid-1) encara que son unes proteines extraordinariament conservades en tota
I’evolucio. Funcionalment s’ha descrit que tenen un paper regulador de I’activitat
d’spitz, I’homoleg de I’EGF en D. Melanogaster (Freeman, 2004), i tamb¢ intervenen
en la proteolisi d’una familia de molécules d’adhesié anomenades adhesines i que son
essencials per I’activitat de parasits causants de malalties com, per exemple, la malaria
(Brossier et al., 2005). Els resultats amb aquest inhibidor indiquen que aquestes

proteases tampoc intervenen en la formaci6 de P100 Dsg-2.

Finalment, varem provar inhibidors del proteasoma (MG132), un complex de
proteines encarregat de degradar proteines que no son necessaries per la cél-lula o que
s’han plegat erroniament. El resultat amb [I’inhibidor MG132 indicava que el
proteasoma tampoc estava relacionat amb la sintesi de P100 Dsg-2. El fet que es
demostrés que P100 Dsg-2 no era un producte de degradacio per part del proteasoma era
esperable tenint en compte que el proteasoma realitza la seva funci6 al citoplasma i
aquesta forma es trobava a la membrana plasmatica formant part dels desmosomes

(figura 35).

A pesar dels resultats negatius amb els inhibidors de proteases creiem que un tall
proteolitic és la via més raonable per explicar la formaci6 de P100 Dsg-2, per tant,
queda totalment oberta la qliestid sobre la identitat de la proteasa responsable de la seva
formacid. Per altra banda, el fet que un tall proteolitic intracel-lular pugui ser I’origen de
P100 Dsg-2 permet especular amb I’existéncia d’un fragment citoplasmatic soluble de
Dsg-2 amb una potencial activitat transcripcional similar a la que tenen els fragments
citoplasmatics que genera el complex y-secretasa per altres proteines. L’existéncia d’una

fragment citoplasmatic soluble podria explicar els resultats d’uns treballs a on detecten
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en linies cel-lulars de carcinoma escamds de pell un marcatge juxtanuclear de Dsg-1 i
Dsg-2 utilitzant un anticos que reconeix el domini citoplasmatic de les dues isoformes

(Krunic et al., 1998).

Malgrat que desconeixem quin €s el mecanisme que dona lloc a la formaci6 de
P100 Dsg-2 els resultats obtinguts sobre ella referents a la localitzacié subcel-lular 1 el
fet que sigui una forma particularment aparent en cel-lules MEF ADAMI10 -/- o en
cel-lules tractades amb BB-94 ens va permetre elaborar dos models que explicarien la
seva formaci6: el primer model suggereix que ADAMI10 i ADAM17 competirien amb
la proteasa desconeguda responsable de la formaci6 de P100 Dsg-2 per la Dsg-2 (figura
38A). El segon model, en canvi, proposa que P100 Dsg-2 pot ser també substrat
d’ADAMI0 i ADAMI17 (figura 38B). En els dos casos, la inhibici6 de les
metal-loproteases, ja sigui per un inhibidor com BB-94 o per ablacié gencética, sempre
donaria com a resultat 1’acumulaci6 de P100 Dsg-2 mentre que 1’activacido de
metal-loproteases com ADAMI17 mitjangant, per exemple, el tractament amb EGF,
donaria lloc a la desaparici6 de P100 Dsg-2 concomitantment a un augment en els

nivells de forma soluble (sDsg-2).
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Figura 38. Models hipotétics per la generaci6 de les diferents espécies de Dsg-2. A, Esquema a on es descriu el
shedding de Dsg-2 per ADAM10 i ADAM17. L’activacié de 'EGFR incrementa els nivells d’ADAMI17 activa i,
conseqiientment, la produccio de sDsg-2. Per altra banda, la inhibicié d’ADAM10 i ADAM17 mitjangant BB-94 dona
lloc a un increment en la disponibilitat de Dsg-2 per part de la proteasa desconeguda que déna lloc a P100 Dsg-2. B,
en aquest model, les dues formes, Dsg-2 i P100 Dsg-2 poden ser substrats d’ADAM10 i ADAM17.
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Una altra pregunta que es planteja veient aquests resultats és quin sentit t€ que
aparegui una forma de Dsg-2 sense domini citoplasmatic en els desmosomes tenint en
compte que en aquesta regio de les cadherines desmosomals s hi uneixen les proteines
que fan d’intermediaries entre aquestes i els filaments intermedis (Getsios et al., 2004).
Sembla raonable pensar que la preséncia d’aquesta forma pot comportar la
desestructuraci6 del desmosoma i, per tant, la pérdua de la capacitat de les cel-lules per
mantenir les unions entre elles. En les unions adherents, la falta del domini
citoplasmatic de la E-cadherina no només interromp la unié d’aquesta al citoesquelet
d’actina sind que també¢ afecta greument a la unié entre els dominis extracel-lulars de les
cadherines de cél-lules adjacents (figura 29) i la ra¢ la trobem en el fet que per
estabilitzar aquesta uni6 es necessita la interaccid previa de la E-cadherina amb el
citoesquelet d’actina (Yap et al., 1997). Es possible, per tant, que la preséncia de P100
Dsg-2 tingui un paper clau en la complexa dinamica de formacid-desestructuracio del

desmosoma i, per tant, en la regulaci6 de processos com la migracio cel-lular.

1.2.-Mecanismes de regulacio i paper del shedding d’ALCAM i Dsg-2

El shedding és un tall proteolitic que afecta a una gran quantitat de proteines
transmembrana 1 en modula la seva funcid. Aixo fa, per tant, que necessiti un control
adequat. A la figura 37 (panell superior) es pot veure com 1’activaciéo de ’EGFR amb
tractaments llargs d’EGF dona lloc a un increment del shedding de Dsg-2. Aquest
resultat coincideix amb els d’altres autors que descriuen que 1’Gs d’inhibidors d’EGFR
bloqueja el shedding d’aquesta molécula d’adhesio (Lorch et al., 2004). A més a més,
sabem que el tractament amb EGF també incrementa els nivells de la forma activa
d’ADAMI17 a la superficie cel-lular (figura 37; panell central), per tant, molt
probablement I’augment del shedding de Dsg-2 degut al tractament amb EGF s’expliqui
per un increment concomitant dels nivells ’ADAM17 a la membrana plasmatica. Una
de les conseqiiencies de la inhibicio d’EGFR i, per tant, del shedding, és que la quantitat
de Dsg-2 present en el desmosoma augmenta (Lorch et al., 2004) per tant el
processament proteolitic de Dsg-2 podria regular 1’adhesié cel-lular. No obstant aixo,
altres estudis com, per exemple, la determinacié de la quantitat de desmosomes presents
en cellules deficients o bé que sobreexpressin ADAMIO i ADAMI17 ajudarien a

comprendre millor el paper real del shedding de Dsg-2 en I’adhesi6 cel-lular.
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L’EGFR se sobreexpressa en un gran nimero de tumors humans (Baselga et al.,
2005; Yarden et al., 2001) la qual cosa suggereix que en aquests tipus de tumors el
shedding dels substrats d’ADAMI17 ¢és probable que estigui sobreactivat. Per tant, les
cel-lules tumorals que presenten una sobreactivacid6 d’EGFR molt probablement tinguin,
per una banda, un excés de disponibilitat de factors de creixement, que promouran
proliferacié cel-lular, i per I’altra, una disminucié de 1’adhesi6 cel-lular degut a una
disminucié de les molécules d’adhesid6 a la superficie cel-lular, la qual cosa
incrementara la capacitat migratoria. En aquest sentit, existeixen diversos treballs que
relacionen la pérdua d’expressio de les cadherines desmosomals a la superficie cel-lular
1 la capacitat invasiva de certs tumors. Aixi, Kurrey i col-laboradors demostren que la
capacitat metastatica de determinades linies cel-lulars de cancer d’ovari es deu a la
inhibici6 de I’expressié de molécules d’adhesido com la E-cadherina, la B-catenina o la
Dsg-2 per efecte de la sobreexpressio dels factors de transcripcio Snail i Slug (Kurrey et
al., 2005). També s’ha descrit que la capacitat metastatica correlaciona positivament
amb el nimero de components desmosomals que no s’expressen en carcinoma escamos
oral (Shinohara et al., 1998). Aixi mateix, la sobreexpressio de Dsg-1 1 Dsg-2, entre
d’altres, inhibeix la capacitat invasiva de linies cel-lulars de carcinoma escamos oral (De
Bruin et al., 1999). A més a més, s’ha descrit que Dsg-2 és un marcador de metastasi en
linies cel-lulars humanes de cancer prostatic (Trojan et al., 2005) i la seva expressio esta
anormalment reduida a la superficie cel-lular (o s’expressa en altres compartiments
subcel‘lulars) tant en cancers gastrics familiars com esporadics (Biedermann et al.,
2005). En qualsevol cas, la proliferacio i la migracié cel-lular sébn dos processos
importants per entendre la formacio i invasid tumoral, per tant, I’augment del shedding
dels substrats d’ADAMI17 per efecte d’una sobreactivaci6 d’EGFR podria ajudar a

entendre el paper que té aquest receptor en la tumorogenesi.

La caracteritzacié del shedding de Dsg-2 i ALCAM ens ha obert una nova via
per estudiar els mecanismes que regulen processos com 1’adhesié i la migracio cel-lular.
En aquest treball hem pogut demostrar que el shedding és un procés regulat per
mecanismes com, per exemple, I’activacié d’EGFR el qual esta sobreactivat en un gran
numero de tumors. No obstant aix0, aquest treball hauria de continuar per intentar
determinar quin paper juga realment el shedding d’aquestes molécules tant en 1’adhesio
com en la migracio cel-lular. Per fer-ho, cal establir bons models cel-lulars a on el

processament proteolitic d’aquestes proteines estigui completament inhibit, per una
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banda, i models a on no existeixi la forma sencera de la proteina, per I’altra. A més a
més, en el cas de Dsg-2 també s’hauria d’establir un bon model a on el component
majoritari dels desmosomes fos P100 Dsg-2. Amb tot aix0, s’hauria de determinar en
aquests models com es veu afectada 1’adhesi6 i la migracid cel-lular mitjancant assajos
funcionals especifics. No cal oblidar que aquests dos substrats de shedding s’han
identificat en una linia cel-lular puntual i1 mitjangant 1’aplicacié d’una teécnica
protedmica concreta anomenada DIGE, per tant, 1’Us d’altres linies cel-lulars aixi com la
optimitzacio6 de la técnica del DIGE mitjangant el marcatge especific de les proteines de
la superficie cel-lular en comptes dels medis condicionats aixi com 1’aplicacié d’altres
técniques proteomiques com, per exemple, els marcatge isotopic (Isotope Coded
Protein Labeling; ICPL) o bé el marcatge metabolic mitjangant aminoacids també
marcats isotopicament (Stable lsotopic Labeling with Aminoacids in Cell culture;
SILAC) poden col-laborar a caracteritzar encara millor els degradomes de les

metal-loproteases.
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IX. CONCLUSIONS (II)

Tenint en compte els resultats obtinguts en aquesta part del treball hem extret les

segiients conclusions:

1.

El DIGE ¢és un métode util per identificar substrats de metal-loproteases. Amb
aquesta técnica hem identificat tres nous substrats de shedding anomenats TfnR,

ALCAM 1 Dsg-2.

ADAMI17 és la principal metal-loproteasa responsable del shedding d’ALCAM

mentre que només intervé en el shedding de Dsg-2 quan se sobreexpressa.

ADAMI10 ¢és la metal-loproteasa responsable del shedding de Dsg-2 ja que la

seva abséncia el bloqueja completament.

L’activacio d’EGFR incrementa el shedding de Dsg-2 molt probablement degut
al fet que també augmenta la quantitat d’ADAM17 a la superficie cel-lular.

Dsg-2 pot donar lloc a una forma alternativa anomenada P100 Dsg-2 que

apareix independentment del tall proteolitic mediat per metal-loproteases.

P100 Dsg-2 es troba ancorada a la superficie cel-lular mitjangant un domini
transmembrana i la seva formacié no és sensible a cap dels inhibidors de
proteases utilitzats. Només es detecta un augment dels nivells d’aquesta quan
tractem les cel-lules amb BB-94 molt probablement degut a un augment de la

disponibilitat de Dsg-2 per part de la proteasa responsable de la seva formacio6.

P100 Dsg-2 és una forma que apareix en els desmosomes la qual cosa suggereix

que pot tenir un paper important en la regulacio de I’adhesio cel-lula-cél-lula.
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X. MATERIALS I METODES

1.-CARACTERITZACIO DELS MECANISMES QUE INTERVENEN EN
L’ENDOCITOSI DE proTGF-«

1.1.-Materials
1.1.1.-Construccions utilitzades

¢ proTGF-a unit a Pepitop HA: Aquesta construccid esta descrita en (Arribas et
al., 1995) i consisteix en la insercid6 mitjangant PCR de I’epitop HA entre la
His* i la Phe® del cDNA de proTGF-a de rata i posterior clonatge al vector
d’expressio eucariota pVAO (Paabo et al., 1983).

o proTGF-a unit a I’epitop myc: Aquesta construccid es va obtenir mitjangant la
inserci6 per PCR de I’epitop myc entre la His* i la Phe* del cDNA de proTGF-
o de rata 1 posterior clonatge al vector d’expressio eucariota pCDNA3.1 Z(+)
(Invitrogen).

e proTGF-a ACT: A partir de la construccid anterior, es va eliminar mitjangant

12 fins la Ser'™ pero es

PCR el domini citoplasmatic de proTGF-a des de la His
varen mantenir els quatre altims aminoacids (Glu'®, Thr'”’, Val'*®, val'>).

e Fusio GFP-Eps15A95-295: Aquesta construccid va ser cedida per la Dra.
Dautry-Varsat 1 esta descrita en (Benmerah et al., 1999). Basicament, consisteix
en el clonatge d’Epsl5 silvestre en el vector d’expressid eucariota EGFP-C2

(Clontech) 1 posterior deleci6 de la regié aminoacidica 95-295 mitjangant PCR.

1.1.2.-Anticossos
e Anticos monoclonal anti-HA (RYDVPDYASL) (obtingut de Babco).

e Anticos policlonal anti-myc (AYILSVQAEEQKLISEEDLL) (ab9106; obtingut
d’Abcam).
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Anticds monoclonal anti-actina (epitop no especificat; reconeix les isoformes

o, B 17) (Oncogene Products).

1173

L’anticos monoclonal anti-EGFR (Tyr no fosforilada) s’ha obtingut

d’Upstate Biotechnology, Inc.

Anticos policlonal anti-EGFR fosforilat (Tyr'"®

) s’ha obtingut de Cell
Signaling.
Tots els anticossos secundaris fluorescents s’han obtingut de Molecular Probes,

Inc.

1.13.-Reactius

L’EGF recombinant huma s’ha obtingut d’R&D System:s.

L’EGF 1 la transferrina fluorescents s’han obtingut de Molecular Probes, Inc.

El BB94 prové de British Biotech.

1.1.4.-Linies cel-lulars i transfeccions

Les linies cel'lulars MDCK (procedents de ronyé de gos normal; Canis
familiaris), HelLa (procedents de cancer de cérvix; Homo sapiens) i CHO
(procedents d’ovari de hamster xines; Cricetulus griseus) s’han crescut en medi
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complementat amb 10% de
sérum fetal bovi i glutamina 2 mM.

La linia cel-lular MDCK que sobreexpressa la fusi6 GFP-celubrevina va ser
cedida pel Dr. T. Galli i esta descrita en (Martinez-Arca et al., 2003).

Les cél-lules A431 (procedents de carcinoma de cérvix; Homo sapiens) es varen
créixer en DMEM/F-12 complementat amb 10% de sérum fetal bovi 1 glutamina
2 mM.

Les transfeccions transitories es varen fer utilitzant el reactiu Lipofectamine
2000 (invitrogen).

Per tal d’obtenir els clons estables les cel-lules es varen cotransfectar amb els
plasmidis d’interes i el que confereix resisténcia a geneticina anomenat pCDneo
(Arribas et al., 1995) o resisténcia a higromicina (pREP4; Invitrogen) segons

correspongui. Posteriorment, es varen seleccionar clons individuals amb
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geneticina 500 pg/ml (per les MDCK 1 les HelLa) o higromicina 250 pg/ml (per
les CHO). Les transfeccions es varen fer mitjancant la técnica del fosfat calcic' i
per cada construccid es varen seleccionar com a minim dos clons que es
comportessin de forma similar. Finalment, d’aquests dos se’n va seleccionar un

per fer els experiments.

1.2.-Metodes

1.2.1.-Marcatge metabolic i immunoprecipitacio

Les cél-lules CHO establement transfectades amb la forma silvestre de pro-TGF-a que
conté I’epitop myc o la mateixa construccidé sense el domini citoplasmatic es varen
sembrar en medi de cultiu a una densitat de 2x10° cél-lules en una placa de 60mm. El
dia després, les cel-lules es varen rentar dues vegades amb DMEM sense metionina i
cisteina 1 es varen incubar en aquest medi durant 1 hora abans del marcatge amb 1
mCi/ml de translabel S*° (Biolink). Després d’aquest pols, les cél-lules es varen llisar en
tamp6 de 1lisi’ i els extractes, obtinguts mitjangant la centrifugacié durant 15 minuts a
16.000g del producte resultant de la llisi i posterior recuperacié del sobrenedant, es
varen clarificar préviament mitjangant la incubacié amb proteina A-agarosa (Amersham
Biosciences) durant 1h a 4°C. A continuacid, aquests extractes es varen
immunoprecipitar durant tota la nit a 4°C 1 en rotaci6 constant mitjancant 1’anticos
policlonal contra I’epitop myc seguit d’una incubacié d’1 hora a 4°C amb proteina A-
agarosa. Les proteines marcades i immunoprecipitades es varen resoldre en SDS-PAGE

1 detectades mitjancant fluorografia.

" Les céllules (50-60% de confluéncia) es transfecten amb una proporcié 10:1 de plasmidi
d’interés:plasmidi de resisténcia (8ug:0.8pg) que es barreja amb 450 ul d’H,O esteril i 50 pl de CaCl,
2.5M. A continuacid, s’afegeixen gota a gota 500 pul d’HBS 2X (50 mM HEPES pH 7.1, NaCl 280mM,
Na,HPO, 1.5mM) a la barreja anterior mentre aquesta és sotmesa a bombolleig. La barreja total s’aboca a
les cél-lules i es deixa 16-18 hores. Finalment, es retira el medi amb la barreja de transfeccid, es fa un
tractament amb glicerol al 10% en PBS durant 1.5 minuts, es renten les cellules 3 cops amb PBS i
s’incuben amb medi complementat amb 20% de sérum fetal durant 12 hores. Seguidament es renten les
cél-lules i1 s’afegeix medi nou complementat amb 10% de sérum fetal més la resisténcia adequada i
penicil-lina/estreptomicina.

> 1% Nonidet P-40, 10 mM EDTA i inhibidors de proteases (10 mM 1,10-fenantrolina, 10 pg / ml
aprotinina i 10 pg/ml leupeptina) en PBS.
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1.2.2.-Analisi mitjancant citometria de flux

Analisi del shedding de proTGF-« (figura 14B) - Les cél-lules CHO que expressen
establement la construccio silvestre de pro-TGF-o amb ’epitop HA es varen sembrar en
quatre plaques de 60mm a una densitat de 2x10° per placa. Al cap de 8 hores es varen
rentar les quatre plaques i, posteriorment, es varen incubar durant 16 hores en medi
sense serum fetal bovi. Una de les plaques es va tractar, a més a més, amb BB94 10 uM.
El dia després, les cel-lules es varen tractar o no amb PMA 1uM i seguidament es varen
resuspendre mecanicament’. A continuacié, es varen incubar amb D’anticos contra
I’epitop HA (10pg/ml en PBS-BSA 2.5%) durant 1 hora a 4°C, es varen rentar 3
vegades amb PBS-BSA 2.5% 1, posteriorment, es varen incubar amb un anticos
secundari conjugat a fluoresceina (FITC; fluorescein isothiocyanate) diluit en PBS-BSA
2.5% durant 1 hora a 4°C. Transcorregut aquest temps, les cél-lules es varen rentar de
nou 3 vegades amb PBS-BSA 2.5% 1 resuspeses amb iodur de propidi 2mg/ml (en PBS-

BSA 2.5%). Només es varen incloure en I’analisi les cel-lules vives.

Analisi del shedding de proTGF-« (figura 20E) — Les cél-lules CHO que expressen
establement la construccid silvestre de proTGF-o. amb I’epitop myc o la mateixa
construccid sense el domini citoplasmatic es varen sembrar un dia abans en plaques de
100mm. El dia després, les cél-lules es varen tractar amb PMA 1uM i seguidament es
varen resuspendre igual que a I’apartat anterior, es varen contar i 2x10° es varen incubar
amb ’anticos policlonal anti-myc en PBS-BSA 2.5% durant 1 hora a 4°C. Seguidament
les cél-lules es varen rentar 3 vegades amb PBS-BSA 2.5% i, a continuacio, es varen
incubar amb un anticos secundari conjugat a FITC (diluit en PBS-BSA 2.5%) durant 1
hora a 4°C. Finalment, les c¢l-lules es varen rentar de nou 3 vegades amb PBS-BSA
2.5% 1, seguidament, es varen resuspendre amb iodur de propidi (2mg/ml en PBS-BSA

2.5%). Només es varen incloure en 1’analisi les cél-lules vives.

Assajos d’internalitzacio - Aquest assaig es va fer exactament igual que el descrit en
I’apartat anterior amb 1’excepcidé de que una vegada finalitzada la incubacié amb

I’anticos anti-myc a 4°C, les cél-lules es varen rentar i resuspendre en PBS-BSA 2.5% i

3 Per la ressuspensio es va utilitzar un tampo de PBS amb EDTA 10 mM.
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es varen deixar a 37°C durant els temps indicats abans de continuar amb la incubacio

amb [’anticOs secundari.

1.2.3.-Immunofluorescéncies

Per realitzar les immunofluorescéncies en cel-lules permeabilitzades aquestes es varen
fixar amb paraformaldehid al 4% durant 20 minuts a temperatura ambient.
Seguidament, es varen rentar amb PBS-NH4CIl 50 mM i es varen permeabilitzar amb un
tampod de permeabilitzacio’. Tots els anticossos es varen diluir en tampé de
permeabilitzaci6 1 es varen fer servir per incubar les cel-lules durant 1 hora a
temperatura ambient. En els casos indicats, les cel-lules vives es varen incubar amb els
anticossos primaris diluits amb DMEM suplementat amb HEPES 15 mM, pH 7.4, abans

de la fixacid.

1.2.4.-Assajos d’internalitzacio de proTGF-«

Per analitzar el paper de la clatrina en 1’endocitosi de proTGF-a, les cel-lules MDCK
establement transfectades amb la construcciéo de proTGF-a que conté ’epitop HA es
varen transfectar transitoriament amb la construcci6 GFP-Eps15A95-295 o GFP sola
(vector EGFP-C2 buit). 20 hores després de la transfeccio, les ce¢l-lules es varen rentar i
incubar amb medi sense sérum durant 1 hora a 37°C i, posteriorment, incubades amb
I’anticos monoclonal anti-HA (10ng/ml) durant 15 minuts a 37°C abans de la fixacio i
permeabilitzacid. El proTGF-a internalitzat i marcat amb I’anticos anti-HA va ser
detectar amb un anticos secundari conjugat a Alexa fluor 568. L’experiment es va
realitzar quatre vegades i en cada un d’ells es varen contar entre 50 i 100 cel-lules

expressant nivells comparables de GFP.

1.2.5.-Assaig de reciclatge de proTGF-«

En aquest assaig, les cél-lules es varen incubar durant 1 hora a 4°C o a 37°C amb

I’anticds monoclonal anti-HA (10ng/ml) diluit en DMEM-HEPES 15 mM, pH 7.4.

*0.1% Saponina / 1% BSA en PBS.
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Seguidament, 1’anticds present a la superficie cel-lular és eliminat mitjangant un rentat
acid® 1, a continuacio, les cél-lules es varen incubar en DMEM-HEPES 15 mM, pH 7.4
durant 1 hora a 37°C amb un anticos secundari conjugat a Alexa Fluor A488 en

presencia d’EGF (100ng/ml) i I’inhibidor BB94 (25 uM) per tal de permetre el

reciclatge del proTGF-a internalitzat a la superficie cel-lular aixi com la seva deteccio.

1.2.6.-Assaig d’activacié de I’'EGFR

Les cél'lules A431 es varen sembrar el dia 1 a una densitat de 10° cél-lules per pou
d’una placa de 6 pous. El dia segiient (dia 2), les cél-lules es varen rentar dues vegades
amb DMEM/F12 i posteriorment es varen incubar 24 hores en medi sense sérum. En
paral-lel, el dia 2 es varen sembrar cél-lules CHO o cel'lules CHO establement
transfectades amb el proTGF-a que conté 1’epitop myc o la versié que no té el domini
citoplasmatic a una densitat de 5x10° cél'lules per placa de 100mm (varem utilitzat
plaques no especifiques per cultiu cel-lular per tal de facilitar la seva ressuspensio
mecanica posterior). El dia 3, les cel-lules CHO es varen resuspendre mecanicament
(amb el tampd de ressuspensid descrit anteriorment) i, posteriorment, rentar dues
vegades amb DMEM/F12. Seguidament, es varen contar i es varen afegir 5x10° cél-lules
de cada tipus cel-lular a cada un dels pous de la placa de 6 pous sembrada amb c¢l-lules
A431 durant els temps indicats. A més a més, un dels pous sembrats amb A431 es va
incubar amb EGF (100ng/ml) com a control. Finalment, les cél-lules es varen rentar
dues vegades amb PBS fred i llisades amb el tampd de llisi anteriorment descrit. Els
extractes cellulars es varen obtenir tal i com ja s’ha descrit i es varen analitzar

mitjancant western-blot.

50.5M acid acétic / 0.2 M NaCl durant 2 minuts a 4°C.
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2.-IDENTIFICACIO | CARACTERITZACIO DEL shedding DE NOUS
SUBSTRATS D’ADAM17 MITJANCANT L’APLICACIO DE LA TECNICA
PROTEOMICA DEL DIGE (Difference Gel Electrophoresis)

2.1.-Materials

2.1.1.-Construccions utilitzades

e Dsg-2 humana: Aquesta construccié va ser cedida per la Dra. K. Green i
consisteix en el cDNA de desmogleina 2 humana que conté un epitop myc just a
I’extrem carboxil terminal. La fusi6 Dsg2-myc es va alliberar del plasmidi
original mitjangant una digesti6 amb BamHI 1 es va subclonar en pCDNA3.1
Z(+) utilitzant la mateixa diana.

e ADAMI17: La construccio6 d’ADAMI17 utilitzada per transfectar establement o
transitoria les diferents linies cel-lulars va ser cedida pel Dr. R. Black i
correspon al cDNA d’ADAMI17 insertat en el vector d’expressid eucariota
pCDNA3.1 Z(+).

e ADAMI0: La construcci6 d’ADAMI10 va ser cedida pel Dr. E.T. Parkin i
correspon al cDNA d’ADAMI10 bovina el qual es va escindir del plasmidi
original mitjancant una digesti6 amb HindIII/Notl i posteriorment es va

subclonar en pCDNA3-1 Z(+) utilitzant les mateixes dianes.

2.1.2.-Anticossos

e L’anticos policlonal contra el domini citoplasmatic ’ADAMI17 es va obtenir en
el laboratori mitjangant la immunitzacié de conills de la soca New Zeland amb
un peptid que es troba situat entre els aminoacids 695-824 de la metal-loproteasa
1 que es va conjugar a KLH. Posteriorment, es va purificar per afinitat.

e Els anticossos policlonals contra el domini citoplasmatic ’ADAMI10 (B42.2),
contra el fragment carboxil terminal de la presenilina 1 de ratoli (B32.1;
I’antigen és el péptid PKNPKYNTQRAERETQDSGSG corresponent als
aminoacids 310 a 330 que es va conjugar a KLH abans de procedir a la

immunitzacid) i contra el domini carboxil terminal de I’APP (B63.3; ’antigen
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2.13

correspon als ultims 16 aminoacids carboxil terminals:
NGYENPTYKFFEQMOQN que es varen conjugar a KLH abans de procedir a la
immunitzacid) van ser cedits pel Dr. W. Annaert.

Els anticossos policlonals contra els dominis extracel-lulars d’ALCAM 1 TfnR es
varen comprar a Santa Cruz Biotechnology.

L’anticos monoclonal contra el domini citoplasmatic de Dsg-2 es va comprar a
ABCAM.

L’anticos policlonal contra ’EGFR total es va comprar a ABCAM mentre que
I’anticos contra ’EGFR fosforilat ja s’ha descrit anteriorment.

L’anticos monoclonal anti-myc (9E10) es va obtenir fent créixer I’hibridoma que
el produeix.

L’anticos anti-actina ja s’ha descrit anteriorment.

.-Reactius

L’EGF i el BB94 ja s’han descrit anteriorment.

L’anticos bloquejant C225 s’ha obtingut de Merck.

Els inhibidors de proteases L-685,458, I’inhibidor de caspasa 3, 1’inhibidor
general de caspases (Z-Vad) i ’'MG-132 s’han comprat a Calbiochem. La resta
d’inhibidors (Inhibidor de calpaina: ALLN 1 [D’inhibidor de romboids:
dicloroisocumarina; DCI) s’han comprat a Sigma.

L’N-glicosidasa F s’ha comprat a Roche Diagnostics.

La lectina aglutinina de la llavor del blat (WGA; Wheat Germ Agglutinin) es va

adquirir de Vector Laboratories.

2.1.4.-Linies cel-lulars i transfeccions

La linia cel-lular A431 ja s’ha descrit anteriorment.

La linia cel-lular A431/ADAM17 creix en medi DMEM/F-12 suplementat amb
10% de sérum fetal bovi, 2 mM de glutamina i 500 pg/ml de geneticina.

Les cel'lules CHO i les cél-lules mutants deficients per ADAM17 (M2) creixen
en DMEM suplementat amb 10% de serum fetal bovi.
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e Els fibroblasts procedents d’embrions de ratolins silvestres i deficients per
ADAMI10 (MEFs) creixen en medi DMEM suplementat amb 5% de sérum fetal
bovi i en plaques de cultiu retractades amb 0,25% de gelatina.

e La linia cel'lular estable A431/ADAMI17 es va obtenir mitjangant la
sobreinfeccio estable de les cél-lules A431 amb la construccio6 d’ADAMI17
anteriorment descrita i el vector buit que confereix resisténcia a geneticina
anomenat pCDneo (Arribas et al., 1995) utilitzant el métode de Fugene 6 (Roche
Diagnostics). Per altra banda, les transfeccions transitories de les cel-lules CHO 1
M2 es varen realitzar mitjangant el métode del DEAE-Dextra® mentre que per la
transfeccio estable de les cel-lules M2 amb ADAMI17 (M2/ADAMI17) es va
utilitzar el métode del fosfat calcic. Finalment, les transfeccions estables i
transitories de les cel-lules MEFs es varen realitzar utilitzant el métode de

Fugene 6 (Roche Diagnostics).

2.2.-Meétodes

2.2.1.-Analisi del shedding de Dsg-2, ALCAM i TfnR en cél-lules A431 i A431/ADAM17

Es varen sembrar cél-lules A431 i A431/ADAMI17 a una densitat de 5x10° per placa de
60mm. Al dia segiient, les cel-lules es varen rentar 3 vegades amb PBS i es varen
cultivar durant 48 hores en medi sense sérum fetal en preséncia o no de 10 uM de
BB94. En el cas de Dsg-2, les cel-lules també es varen tractar amb 50ng/ml d’EGF i/o0
200nM de C225 durant 48 hores, segons les indicacions dels experiments.
Transcorregut aquest temps, les cél-lules es varen llisar en tamp6 de llisi’ i els llisats es

varen quantificar®. Seguidament, es varen concentrar quantitats iguals de proteina de

% Les cél-lules sembrades en plaques de 100mm (50-60% de confluéncia) es renten dues vegades amb
medi sense sérum fetal i, seguidament, son tractades amb la solucio de transfeccié (3,96 ml de medi de
cultiu sense sérum fetal, 40 pl de cloroquina (Sigma), 160 ul de DEAE-dextra (dietilaminoetil-dextra) i
8 nug del DNA d’interes). Al cap de 3 hores (s’ha de vigilar perqué el DEAE-dextra és toxic. Es considera
acceptable fins a un 30% de mort cellular) es retira la solucidé de transfeccid i s’afegeixen 5 ml. de
DMSO (Merck) al 10% en PBS durant 1.5 minuts. Seguidament, es renten les cél-lules i s’incuben durant
48 hores amb el medi de cultiu complementat amb 10% de sérum fetal més penicil-lina/estreptomicina.

7 20mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.5M EDTA, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 10ug/ml aprotinina, 10pg/ml
leupeptina, 10mM 1,10-fenantrolina, ImM PMSF. Per analitzar els nivells d’ADAMI10 en cél-lules A431
varem afegir 25uM de BB94 al tamp¢ de lisi.

¥ Assaig de proteina DC (Biorad) basat en el métode de Bradford.
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cada un dels llisats amb aglutinina de llavor de blat (WGA)-conjugada a agarosa durant
2 hores a 4°C en rotacié constant’. Les proteines unides a la lectina es varen eluir en
tamp6 de carrega'® i analitzar mitjangant SDS-PAGE i western-blot utilitzant anticossos
especifics. En paral-lel, els medis condicionats de les mateixes mostres es varen
recuperar, concentrar amb WGA-agarosa i analitzar tal i com s ha descrit pels llisats. El
control de carrega dels llisats 1 medis condicionats es va efectuar mitjangant una tincid

de la membrana de nitrocel-lulosa amb el colorant vermell ponceau.

2.2.2.-Analisi del shedding de Dsg-2 en cél-lules CHO i M2

Es varen sembrar 1.5x10° cél-lules de CHO i M2 en plaques de 100mm i passades 16
hores es varen transfectar mitjancant el meétode del DEAE-dextra. Al cap de 24 hores les
cel-lules es varen rentar amb medi sense sérum i incubades en aquest mateix medi
durant 48 hores. Finalment, es varen obtenir els medis condicionats i els 1lisats cel-lulars

que es varen concentrar i1 analitzar tal i com s’ha descrit anteriorment.

2.2.3.-Analisi del shedding d’ALCAM en cel-lules CHO, M2 i M2/ADAM17

Es varen sembrar 4x10° cél'lules de CHO, M2 i M2/ADAMI17 en plaques de 100mm.
Passades 16 hores es varen rentar 3 vegades amb medi sense sérum i incubades en
aquest mateix medi durant 48 hores. Seguidament, es varen obtenir els llisats cel-lulars i
medis condicionats que es varen concentrar amb WGA-agarosa i posteriorment tractar
amb N-glicosidasa F''. Finalment, les mostres es varen analitzar tal i com s’ha indicat

anteriorment.

? 30 ul d’una barreja 1:1 (v/v) de complex WGA-agarosa (sediment solid):tamp6 (10mM HEPES pH 7.5,
0.15M NaCl).

12 40mM Tris-HCI pH 6.8, 6,25% Glicerol, 32 mM DTT, 1.5% SDS, 0,025% Blau de bromofenol.
" L’'WGA-agarosa recuperada amb les glicoproteines dels llisats cel-lulars i medis condicionats unides
(4000g 5 minuts) es ressuspén amb 30ul de tampo de 1lisi i s’incuba a 95°C durant 5 minuts per eluir les

proteines. Després es deixa refredar a 4°C (5-10 minuts) i, a continuacid, s’hi afegeixen 3U d’N-
Glicosidasa F per mostra. S’incuba durant 16 hores a 37°C.

118



Materials 1 métodes

2.2.4.-Analisi del paper de la confluéncia cel-lular en el shedding d’ALCAM

Es varen sembrar 3x10° cél-lules A431 per placa en 4 plaques de 60mm. Al cap de 24
hores, es va rentar 3 vegades amb PBS una de les plaques i, posteriorment, es va incubar
amb medi sense sérum fetal durant 48 hores. Al cap de 48, 72 1 96 hores es va fer el
mateix amb les tres plaques restants. Un cop transcorregut el temps d’incubacié amb el
medi sense sérum (48 hores) es varen recuperar els medis condicionats i es varen
obtenir els llisats cel-lulars que es varen quantificar, concentrar amb WGA-agarosa i
analitzar mitjancant western-blot tal 1 com s’ha descrit anteriorment (figura 39).
L’analisi del shedding d’ALCAM en cél-lules A431 que es mostra a la figura 36B es va
realitzar exactament igual com es descriu a ’apartat “Analisi del shedding de Dsg-2,
ALCAM i TfnR en cél-lules A431 i A431/ADAML7” pero utilitzant les condicions de

maxima confluéncia cel-lular descrites a la figura 39.

3x10° cél-lules/placa
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DIA +1 (24 hores) ﬂ

DIA +2 (48 hores) —

DIA +3 (72 hores) —

DIA +4 (96 hores)
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I
3 rentats amb PBS i incubacio amb DMEM/F12 (48 hores)

U

Recuperacio de medis i obtencid de llisats cel-lulars

g

Western-Blott

Figura 39. Esquema del protocol utilitzat per analitzar el paper de la confluéncia cel-lular en el
shedding ’ALCAM.
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2.2.5.-Analisi del shedding de Dsg-2 i P100 Dsg-2 en MEFs silvestres i deficients per
ADAM10

Es varen sembrar c¢l-lules MEFs silvestres i1 deficients per ADAMI10 en plaques de 60
mm a una densitat de 5x10° cél-lules per placa. A continuacio, les cél-lules es varen
transfectar amb el cDNA de Dsg-2 utilitzant el reactiu Fugene 6 segons les indicacions
del fabricant. Al cap de 24 hores les cel-lules es varen rentar 3 vegades amb medi sense
sérum i es varen incubar en aquest mateix medi durant 48 hores. Seguidament, es varen
recuperar els medis i es varen obtenir els llisats cel-lulars que es varen quantificar,

concentrar amb WGA-agarosa i analitzar tal 1 com s’ha descrit anteriorment.

Per analitzar la presencia de P100 Dsg-2 en cel-lules MEFs deficients per ADAM10
mitjancant I’anticos anti-myc es va transfectar transitoriament aquesta linia cel-lular
(10° cél'lules per placa de 60mm) utilitzant el reactiu Fugene 6 segons les indicacions
del fabricant i al cap de 24 hores es varen llisar les cel-lules per obtenir el llisat cel-lular
que es va concentrar amb WGA-agarosa 1 analitzar mitjangant western-blot, tal i com

s’ha descrit anteriorment.
2.2.6.-Obtenci¢ de la fraccié microsomal i extraccio de proteines sense detergents

Les cel-lules MEFs deficients per ADAMI10 establement transfectades amb Dsg-2 es
varen llisar mitjangant sonicacid (3 polsos de 5 segons. Poténcia 70%; Ultrasonicador
UPS0H Dr. Hielscher, GmBH). Els llisats cel-lulars obtinguts es varen centrifugar a
1.500g durant 15 minuts 1 el sediment obtingut (format per ce¢l-lules no trencades i
nuclis) es va descartar. A continuacio, els sobrenedants resultants es varen centrifugar a
100.000g durant 1 hora i els sediments obtinguts (fraccid6 microsomal) es varen
extreure amb PBS, 1% triton X-100, 1M NaCl o 0.1M Na,COs (pH 12.0) durant 30
minuts en gel. Transcorregut aquest temps les mostres es varen centrifugar de nou a
100.000g durant 1 hora. Els sobrenedants obtinguts (S) es varen recuperar i els
sediments es varen rentar 3 vegades amb PBS i, posteriorment, es varen extreure amb
1% triton X-100 (en PBS) durant 30 minuts en gel. Finalment, I’extracte es va
centrifugar de nou a 100.000g durant 1 hora i el sobrenedant resultant (P) juntament

amb el que es va obtenir anteriorment (S) es varen concentrar amb WGA-agarosa durant
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1 hora a 4°C. Les proteines obtingudes a partir de la concentracié de les dues fraccions

varen ser analitzades mitjangant western-blot.

2.2.7.-Analisi del shedding de Dsg-2 i de P100 Dsg-2 en les fraccions solubles i

insolubles en triton X-100 procedents de cel-lules A431

Es varen sembrar 5x10° cél-lules A431 en una placa de 60mm. Al dia segiient es varen
rentar 3 vegades amb medi sense s€érum i, a continuacio, es varen incubar en aquest
mateix medi durant 48 hores. Passat aquest temps es va recuperar el medi condicionat i
es va concentrar amb WGA-agarosa segons ja s’ha descrit. Paral-lelament, les cel-lules
es varen llisar mitjangant un tamp6 de llisi amb triton'?. El llisat obtingut es va
centrifugar a 15.000g durant 15 minuts. El sobrenedant final és la fraccié soluble en
triton (S) mentre que el sediment residual es va extreure de nou amb un volum igual
d’un tampo amb urea". El llisat resultant és la fraccid insoluble en triton (I) i es va
sonicar (un pols de 5 segons. Poténcia 70%; Ultrasonicador UP5S0H Dr. Hielscher,
GmBH) per tal de trencar el DNA alliberat per la llisi dels nuclis. Finalment, volums
iguals de les fraccions S i I, juntament amb els medis condicionats (M) es varen

analitzar mitjangant western-blot.

2.2.8.-Tractaments amb els inhibidors de proteases

Es varen sembrar céllules A431 o MEFs deficients per ADAMIO establement
transfectades amb la construcciéo de Dsg-2 (MEFs ADAMI10 -/- Dsg2myc) en plaques
de 60mm (5x10° cél-lules per placa) i al dia segiient es varen rentar 3 vegades amb medi
sense serum. Seguidament, les cel-lules es varen incubar amb els diferents inhibidors de
proteases'* diluits en medi sense sérum durant 16 hores. Transcorregut aquest temps, els
medis condicionats i/o els llisats cel-lulars es varen analitzar segons s’ha descrit

anteriorment.

12 145mM NaCl, 10 mM Tris-HC1 pH 7.4, 5 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1% triton X-100.
' 1% SDS, 8M Urea, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4.
' Inhibidor del complex y-secretasa (L-658,458): 125nM; Inhibidor de Caspasa 3: 10nM; Inhibidor del

proteasoma (MG-132): 10uM, Inhibidor de calpaina: 2uM, Inhibidor general de caspases (Z-VAD):
5 uM, Inhibidor de romboids (DCI; dicloroisocumarina): 10uM.

121



Materials 1 métodes

2.2.9.-Western-blotting

Els llisats 1 medis condicionats concentrats amb WGA-agarosa aixi com els llisats totals
obtinguts a partir de les fraccions solubles i insolubles en triton es varen carregar en
SDS-PAGE del 8% i correr a 150V aproximadament 90 minuts. Seguidament, els gels
es varen transferir a membranes de nitrocel-lulosa (100V durant 150 minuts) que varen
ser incubades amb anticossos anti-Dsg-2, anti-ALCAM o anti-TfnR. Els llisats cel-lulars
utilitzats per determinar la presencia d’ADAM10 i ADAMI17 es varen concentrar amb
la lectina concanavalina A (ConA) unida a sefarosa abans de ser correguts i transferits
en les mateixes condicions anteriorment descrites 1 finalment analitzats mitjangant
anticossos especifics contra ADAM10 i ADAMI17. Els anticossos secundaris que es
varen utilitzar estaven conjugats a la peroxidasa de rave i la deteccido es va fer

mitjancant el reactiu quimioluminiscent SuperSignal West Dura (Pierce).

2.2.10.-Difference Gel Electrophoresis (DIGE)

Es varen sembrar 4x10® cél-lules A431/ADAM]17 i passades 24 hores es varen rentar 5
vegades amb medi sense sérum fetal. A continuacid, la meitat de les cél-lules es varen
tractar amb BB94 10uM i I’altre meitat sense inhibidor durant 48 hores en abséncia de
serum. Els medis condicionats obtinguts per cada tractament (500 ml de cada) es varen
recuperar 1 incubar durant 16 hores a 4°C 1 en rotacio en preséncia de WGA-agarosa
(1pl d’una barreja 1:1 de complex WGA-agarosa o sediment solid:tamp6 descrit al peu
de pagina’ per cada ml de medi condicionat). Seguidament es va recuperar la WGA-
agarosa mitjancant una centrifugacio a 4.000g durant 10 minuts i es va rentar 2 vegades
amb tampd de rentat (10mM HEPES pH 7.5, 0.15M NaCl). A continuacid, es varen
eluir les glicoproteines unides a la WGA-agarosa mitjangant 0.5 ml d’una soluci6 0.5M
d’N-acetilglucosamina en 10mM HEPES pH 7.5 1 0.15M NaCl (2 hores a 4°C en
rotacid). La solucié de glicoproteines es va concentrar 5 vegades (volum final: 100 pl)
mitjancant ultrafiltraci6 (Amicon Ultra-4, 5 kDa-cutoff; Millipore) seguit d’una
precipitacié amb acetona:acid tricloroacetic (2D-CleanUp kit; GE Healthcare). Els
sediments solids obtinguts es varen resuspendre en tamp6 de marcatge de DIGE" i la

concentracio de proteina es va determinar utilitzant I’assaig de bradford RCDC (Biorad)

15 8M Urea, 4% CHAPS/30 mM Tris pH 8.0.
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segons les instruccions del fabricant. La concentracié de proteina es va ajustar a 2mg/ml
mitjancant 1’adici6 del tampd de marcatge de DIGE. A continuacid, 50ug de proteina de
cada mostra es varen marcar amb 400pmols dels marcadors fluorescents Cy3 y Cy5 (GE
Healthcare) en preséncia d’1ul de dimetilformamida anhidre durant 30 minuts en gel i a
la foscor. Transcorregut aquest temps, la reaccié es va aturar amb 1’adici6é de lisina
10mM durant 10 minuts. Finalment, les mostres marcades amb Cy3 (control) y CyS5
(BB94 10uM) es varen barrejar i diluir a la meitat mitjancant el tamp6 d’enfocament

. « .16
isoeléctric .

L’electroforesi bidimensional (2D) es va optimitzar utilitzant reactius i equipaments GE
Healthcare. La primera dimensié o enfocament per punt isoeléctric es va realitzar en
tires immobilitzades que tenen un gradient de pH (24 cm; pH 3-10) utilitzant un sistema
Ettan IPGphor. Les mostres es varen aplicar a la zona de carrega proxima a la part
basica del gradient de la tira que préviament es va rehidratar durant 16 hores en 450l
de tampo6 de rehidratacié '. L’enfocament es va realitzar per un total de 67 kV/h i, a
continuacio, la tira es va equilibrar durant 15 minuts en 6 ml de solucié de reduccio'® i
en rotacidé constant. La segona dimensio es va realitzar en un SDS-PAGE al 12.5%
encastat en vidres de baixa fluorescéncia que es va correr col-locant la tira de la primera
dimensiod a sobre d’aquest (20x24 cm) utilitzant un sistema Ettan DALT VI. El gel es va
correr a 20°C 1 a poteéncia constant de 2.5W per gel durant 30 minuts seguit d’un
increment de poténcia a 17W fins que el front del blau de bromofenol va comengar a
sortir per sota del gel (aproximadament 5 hores). Finalment, les imatges de
fluorescéncia es varen adquirir amb un escaner Typhoon 9400 (GE Healthcare)
(longitud d’ona d’excitacid/emissio del Cy3 y Cy5: 532/580nm i1 633/670nm,
respectivament, amb una resolucié de 100um). L’analisi de les imatges es va realitzar

amb el software DeCyder V5.0 (GE Healthcare).

' 8M Urea, 4% CHAPS, 2% DTT, 2% farmalits [pH 3-10].
'78M Urea, 4% CHAPS, 1% farmalits [pH 3-10], 100mM DeStreak.

'8 6M Urea, 100 mM Tris pH 8.0, 30% glicerol, 2% SDS, 22.5 mg/ml iodocetamida.
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2.2.11.-Identificacié de proteines mitjancant espectrometria de masses

Els espots d’interés es varen extreure del gel mitjancant un sistema automatitzat
SpotPicker (GE Healthcare) i es varen digerir amb una tripsina estabilitzada per evitar
autolisi tal i com esta descrit en (Shevchenko et al., 1996). Els digerits triptics es varen
purificar mitjancant plaques de microtitulacio ZipTip (Millipore). Finalment, 1’analisi
espectrofotometrica mitjangant ionitzacio per laser i assistida per matriu (MALDI) dels
peptids es va realitzar en un instrument Ultraflex TOF-TOF (Bruker) i les mostres es
varen preparar utilitzant acid a-ciano-4-hidroxicinnamic com a matriu que es col-loca a
les targetes de deteccio (en angles, anchor chips). La identificacio de les proteines es va
dur a terme mitjancant la comparacio dels peptids obtinguts amb els peptids teorics

presents en una base de dades teorica utilitzant 1’algoritme Mascot (Matrix Science).
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