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Capitulo |

Caracterizacion de la disintegrina
antiangiogénica jerdostatina






Introduccidn






1. Las integrinas

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteinas, receptores
transmembrana que median en las interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular (Hynes, 2002). Estos receptores se unen a componentes
de la matriz extracelular (MEC) como la fibronectina, colageno y laminina,
a otras moléculas de adhesion como las ICAM-1 de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, o a moléculas solubles como el fibrinégeno y el factor
von Willebrand relacionadas con la coagulacion (Humpbhries et al., 2006).
A nivel intracelular interaccionan con proteinas que las conectan
funcionalmente con el citoesqueleto y con enzimas que desencadenan
cascadas de sefalizacién (Figura 1). Estas rutas de sefalizacion son
integradas en la célula junto con otras sefales, regulando respuestas tan
diversas como la adhesion, migracién, proliferacion, diferenciacion y

muerte celular (Wu and Dedhar, 2001; Calderwood et al., 2013).
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laminina

fibronectina

proteoglicanc

o e T
......

unién a la matriz

} Dominio extracelular:
extracelular

} Dominio intracelular:
Unidn al citoesqueleto

Senalizaciéon

Figura 1. Componentes de la matriz extracelular. Los principales componentes
son el colageno, la fibronectina, la laminina y los proteoglicanos. Las integrinas
unen la célula a la MEC a través de su dominio extracelular y anclan el
citoesqueleto a la membrana plasmatica a través de su dominio intracelular,
mediando la sefializacion. Adaptado de Karp y Patton, 2013.

1.1. Distribucion de las integrinas

Las integrinas son heterodimeros formadas por dos cadenas
polipeptidicas transmembrana a y B, no unidas covalentemente. Se
conocen al menos 18 subunidades a y 8 B en humanos (Barczyk et al.,
2010), que al combinarse generan 24 heterodimeros diferentes (Figura 2).
Cada uno de estos receptores presenta diferente union a ligando y estan

presentes en distintos tipos celulares (Tabla 1).
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Receptores de laminina Adaptado de Barczyk et
al., 2010.

Tabla 1. Distribucién celular y ligandos de algunas integrinas de vertebrados.
Adaptada de Niu and Chen, 2012.

Integrinas Distribucion celular Ligando

a1 Células endoteliales, musculo liso, fibroblastos  CnlV, Cnl, Ln,

azpB1 Células endoteliales, epiteliales, plaquetas CnlV, Cnl, Ln, Tn

asP1 Queratinocitos Ln

Pt Leucocitos, células endoteliales Fn, VCAM-1

asPi Fibroblastos Fn,

a1P2 Linfocitos T ICAM-1, ICAM-2

amB2 Monocitos Fg, ICAM-1

avBs Células endoteliales, musculo liso, Fg, Vn, Tn, Opn,
osteoclastos, plaquetas, fibroblastos, Tsp, VWF
leucocitos, epiteliales

abBs Plaquetas Fg, Fn, vVWF

asPBa Células epiteliales Ln

avps Células endoteliales, musculo liso, Fg, Vn, Fn, Opn,

osteoclastos, plaquetas, leucocitos, epiteliales  Tsp

Fg: fibrindgeno, Fn: fibronectina, Cn: colageno, Ln: laminina, Vn: vitronectin, vWF: factor
von Willebrand, Opn: osteopontin, Tn: tenascin, Tsp: trombospondin.
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1.2. Caracteristicas estructurales de las integrinas

Tanto la subunidad o como la B poseen tres dominios
estructurales: el extracelular, por el que se unen a la MEC; el dominio
transmembrana y el intracelular o citoplasmatico. Ademas, algunas
integrinas contienen en el dominio extracelular de la subunidad a (o, o,
aio, 011, O, @, Op, ax), insertado en la region N-terminal, el dominio de

insercién "I" o "dominio a-A" (~200 aa), homologo al dominio A del factor
von Willebrand (Figura 3B) (Dickeson and Santoro, 1998; Xiong et al., 2002;
Gardner, 2003). El analisis genético de diferentes especies de vertebrados,
revel6 que la estructura de las subunidades a y B se encuentra altamente
conservada (Hynes, 1992). Del mismo modo, el dominio de insercion a-A

también esta conservado y tiene una historia evolutiva reciente ya que,

solamente, se ha encontrado en vertebrados (Chouhan et al., 2014).

La region extracelular de la subunidad a contiene un dominio con
siete repeticiones hélice B, estructura tipo toroidal "B-propeller”, donde el
dominio a-A se encuentra insertado, seguido del dominio “thigh” y dos
dominios “calf”. El dominio a-A contiene un epitopo de union de cationes
divalentes denominado MIDAS ("Metal-ion dependent adhesive site") que
juega un papel importante en la unién de ligandos (Figura 3) (Lee et al.,

1995).

El dominio extracelular de la subunidad B contiene motivos
estructurales de tipo hélice-bucle-hélice "EF HAND”, denominado
dominio "A-like" o "B-A", donde se encuentra el sitio MIDAS, seguido por

un dominio PSI (plexina/semaforina/integrina), un dominio hibrido, cuatro
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repeticiones EGF (factor de crecimiento epidérmico, rico en cisteinas) en
tandem y el dominio carboxilo terminal Unico B-TD (Figura 3). Algunas
subunidades a de integrina (as, as, g, a7, s, b Y Av) poseen un sitio de
escision proteolitica cerca del dominio transmembrana. Las integrinas
también poseen regiones ricas en cisteinas que participan en la formacion
de puentes disulfuro intracatenarios, necesarios para el correcto
plegamiento y la estabilizacién de las integrinas (Xiong et al., 2001; Askari

et al., 2009; Xie et al., 2009).

A B

subunidad a

— a,
1048 aa
Qi
1039 aa
Dominio — o
extracelular 1170 aa
cC -
repeticiones B-propeller
B3
I-EGF 788
aa
Sitio de_ _ Dominio - “ LDI‘E‘M
protedlisis transmembrana \ / Reglonnca I
hibrido
en Cisteinas

© MIDAS : sitio de unién de cationes divalentes

Dominio
citoplasmatico

Figura 3. Estructura de las integrinas. A) Cada subunidad estd compuesta por
un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico.
B) Representacion de los diferentes dominios de las subunidades a (av, aip, av) y
B (B3) respectivamente. Adaptado de Stefanidakis and Koivunen, 2006.

Los dominios a-Ay B-A son estructuralmente similares, por lo que,
la subunidad B juega un papel importante en la unién del ligando en
aquellos heterodimeros que carecen del dominio a-A. El sitio MIDAS,

presente en ambos dominios, es capaz de unir cationes divalentes,
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imprescindibles para mantener la capacidad de adhesion de la integrina,

permitiendo los cambios conformacionales que afectan al receptor tras la

unién del ligando (Dickeson et al., 1997; Wegener et al., 2007).

El analisis por cristalografia de rayos X permitio definir las bases
estructurales del reconocimiento integrina-ligando. Asi, datos
estructurales de la integrina humana avf3 acomplejada con un péptido
sintético Arg-Gly-Asp (RGD), revelaron que la cadena lateral de la arginina
y la glicina interaccionan con la subunidad av y el aspartato con el dominio
B-A, situando la regién de unién de ligando en la interfase entre ambas
subunidades. Estos datos mostraron que los cationes divalentes del
dominio B-A (MIDAS) son criticos para la unién del péptido sintético RGD
alaintegrina. La comparacién de la estructura de la integrina humana avf3
con y sin péptido RGD unido, permitié determinar que se produce un
movimiento de 1.5 A hacia el tripéptido en la activacion de la integrina

(Xiong et al., 2001, 2002).

Posteriores estudios cristalograficos del dominio extracelular,
tanto de aupbBs como de avBs, revelaron que las integrinas pueden
encontrarse en tres conformaciones: abierta (forma activa), intermedia
(estado de baja afinidad) o cerrada (inactiva). En condiciones de reposo o
estado de baja afinidad por el ligando, la integrina se encuentra plegada
sobre si misma y cuando une el ligando, el receptor se encuentra
extendido (Xiao et al., 2004; Zhu et al., 2008, 2013; Su et al., 2016) (Figura
4).
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Figura 4. Modelo de activacion de las integrinas. Adaptado de Zhu et al., 1013.

Asimismo, la region citoplasmatica participa en el ensamblaje de
un conjunto de proteinas intracelulares. La mayoria de las regiones
citoplasmaticas contienen uno o dos motivos NPxY/F (donde x es un
aminoacido cualquiera) que forman parte de la secuencia de
reconocimiento de los dominios de unidn a fosfotirosinas, presentes en
una gran cantidad de proteinas sefalizadoras del citoesqueleto. La
fosforilacién representa un modelo de regulacion de las interacciones de

integrinas con otras proteinas de la cara citoplasmatica de la membrana
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celular, conexidon que es esencial para las funciones mediadas por

integrinas (Clark and Brugge, 1995; Katyal et al., 2013).

Adicionalmente, se consideran los fendmenos de “clustering” o
agrupamiento de receptores como otra forma de aumentar la afinidad por
el ligando. Las integrinas forman grupos en los que numerosas proteinas
citoplasmaticas se unen para formar un enlace entre la matriz extracelular

y el citoesqueleto de la célula (Cluzel et al., 2005).

1.3. Senalizacion mediada por integrinas

La interaccion entre integrinas y componentes de la matriz
extracelular constituye un mecanismo fundamental, ya que sefales
transmitidas a los dominios de las integrinas modulan la expresion de
genes implicados en la regulacion de multiples procesos celulares. Existen
dos tipos de sistemas de sefializacion mediados por integrinas, uno cuyo
origen es la propia célula portadora de la integrina hacia el exterior
(sefalizacion “Inside-out’) y otro donde, tras la union de un ligando
extracelular, se produce la activacién de los receptores y comienza asi el
reclutamiento de proteinas de sefalizacion intracelular ("outside-in")

(Hynes, 2002; Kim et al,, 2003; Ye et al., 2011; Ginsberg, 2014).

En la sefalizacion "/nside-out’, un gran niUmero de proteinas del
citoesqueleto, como la talina, y kindlina se unen a las colas citoplasmaticas
(motivo NPxY) de las integrinas, desencadenando un cambio de
conformacién que conduce a la activacion de la integrina (Tadokoro et al.,

2003; Moser et al, 2009; Margadant et al., 2013). El mecanismo de
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activacion implica a quinasas de la familia Src y a la fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) (Calderwood et al., 2002, 2013; Wegener et al., 2007,

Bouaouina et al., 2008).

En la sefalizacién “outside-in", 1a union del ligando extracelular
conduce a la agrupacién (“cluster”) de integrinas en complejos de
adhesion focal en la membrana, y los cambios alostéricos producidos tras
la unién del ligando conducen al reclutamiento de proteinas sefializadoras
citoplasmaticas, que a su vez interaccionan con proteinas del
citoesqueleto como la vinculina, la tensina y la actina (Brakebusch and
Fassler, 2003; Hu et al, 2007). En los complejos también se asocian
proteinas involucradas en la generacion de sefiales de activacion como la
quinasa de adhesién focal (FAK) o la quinasa ligada a integrinas (ILK). Estas
quinasas se encargan de reclutar y fosforilar proteinas sefalizadoras y
adaptadoras generando cascadas de sefalizacion celular. Estas sefiales
pueden tener efecto sinérgico o antagonico con rutas activadas por otros
receptores celulares como PI3K, Akt, la familia de Rho GTPasas o las
proteinas quinasas activadas por mitdogenos (MAPKSs), produciéndose
complejos procesos de integracion de sefiales que convergen en puntos
comunes y finalmente resultan en respuestas relacionadas con la
regulaciéon del ciclo celular, reorganizacion del citoesqueleto y
supervivencia (Figura 5) (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Schwartz and
Ginsberg, 2002; Ling et al., 2002; Huveneers and Danen, 2009; Niu et al.,
2012).
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Figura 5. Diagrama de las vias de sefalizacién de las integrinas. A través de la
interaccidon con proteinas citoplasmaticas, las integrinas desencadenan multiples
vias de sefalizacién que conducen a la organizacion del citoesqueleto, la
motilidad celular, la proliferacién, y la supervivencia celular.

1.4. Las integrinas: potenciales dianas terapéuticas

Ademas de sus multiples funciones fisioldgicas, las integrinas
participan en diversos procesos patologicos. La supresion de genes que
codifican para las integrinas en ratones "knock-outs" o KO mostraron que
determinadas integrinas poseen un papel esencial en el desarrollo animal
(B1, a11B1), en la integridad de la piel (asB4), en procesos de inflamacién y
autoinmunidad (auf1, asB7 asB1 y B2), en la formacion de los agregados
plaquetarios causantes de trombosis e isquemia cardiaca (anBs3), en
tumorigénesis y angiogénesis (a1B1, avBs, avBs), entre otras patologias (Jin

and Varner, 2004; Taverna et al., 2005).
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Los antagonistas de estas integrinas representan, por tanto,
potenciales dianas terapéuticas (Shimaoka and Springer, 2003; Gabriel
and Oliveira, 2006; Meyer et al,, 2006; Ley et al., 2016). A este respecto
cabe destacar la producciéon de farmacos que actuan bloqueando las
integrinas como el anticuerpo monoclonal humanizado, ReoPro
(abciximab) que bloquea a allbBs y se utiliza para la prevencion de
isquemias cardiacas (Artoni et al, 2004) o Tysabri (natalizumab), un
inhibidor que reconoce la subunidad a4 y se utiliza en el tratamiento de
formas recidivantes de la esclerosis multiple (O'Connor, 2007). También se
han desarrollado muchos antagonistas sintéticos de bajo peso molecular
como Tirofiban (Aggrastat®) y Eptifibatide (Integrilin®), inhibidores del
receptor plaquetario del fibrindbgeno B3, que se utilizan en clinica para
prevenir el riesgo de infarto de miocardio o trombosis (Koh and Kini,
2012). Por otra parte, se han estudiado como agentes inhibidores de
angiogénesis los fragmentos derivados de componentes de la MEC, como
endostatina (colageno tipo XVIII), tumstatina (colageno IV) (Sudhakar and
Boosani, 2008); asi como un conjunto de antagonistas naturales selectivos
de integrinas presentes en el veneno de serpiente como obtustatina,

lebestatina y viperistatina (Marcinkiewicz, 2013).

2. La integrina a1+

La integrina a1+ es uno de los principales receptores de union a
colageno. Sus subunidades a1y B1 se encuentran codificadas en diferentes

genes (ITGA1, ITGB1) localizados en dos cromosomas distintos en
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humanos (5g11.1, 10p11.2). La subunidad o, descubierta por Hemler
(1986), es una de las subunidades de unién a colageno que, junto con ay,
aio Y aq1, poseen en la subunidad a el dominio A, y a su vez, forman
heterodimeros con B1. Sin embargo, estas cuatro subunidades poseen
diferente distribuciéon celular y afinidad por el colageno, lo que sugiere
que participan en distintas funciones fisioldgicas. De entre todas las
integrinas, aif; esta estrechamente relacionada con la integrina B,
estructuralmente son muy similares y ambas unen el coldgeno tipo Iy IV,

aunque con diferente afinidad (Nykvist et al., 2000; Tulla et al., 2008).

2.1. Distribucion tisular

La integrina aiB1 se expresa en muchos tipos celulares, incluyendo
células neuronales (Tomaselli et al.,, 1993), mesenquimales (Ekholm et al.,
2002), fibroblastos (Soligo et al., 1990), pericitos (Szulgit et al., 2002) y
condroicitos (Loeser et al, 1995). Se encuentra principalmente en el
musculo liso vascular y visceral (Belkin et al., 1990) y en el endotelio
vascular, cuya expresion esta regulada por el factor de crecimiento
endotelial (VEGF) durante la angiogénesis (Senger et al, 1997; 2002;
Defilippi et al., 1991).

2.2. Union de a;p1 al colageno

La integrina aiB1 se une a componentes de la matriz extracelular,
principalmente al colageno (tipo Iy IV) y a la laminina-1. De entre los dos

tipos de colageno, posee una mayor afinidad por el colageno tipo IV
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(Syfrig et al., 1991). El colageno tipo IV es el principal componente de la
membrana basal (Tanjore and Kalluri, 2006; Alberts et al., 2007), capa de
la matriz extracelular que separa el tejido epitelial/endotelial y envuelve
células del musculo liso, células adiposas y células de Schawn (Osidak et
al, 2015). La membrana basal es el sustrato sobre el que las células se
adhieren, migran y proliferan, y puede influir directamente sobre la forma
y el funcionamiento celular (Aumailley and Timpl, 1986; Khoshnoodi et al.,

2008).

El colageno tipo IV en los mamiferos deriva de seis cadenas a
polipeptidicas (a1- a6), que se dividen en tres dominios: un dominio N-
terminal (7S), un dominio intermedio de triple hélice helicoidal
(repeticiones GXY, X=prolina; Y=hidroxiprolina) y un dominio C-terminal
globular no colagenoso-1 (NC1) (Gordon and Hahn, 2010). Las cadenas o
de colageno tipo IV se autoensamblan para formar predominantemente
heterotrimeros (alala2, a3a4a5 y a5a506) asociados a través de sus
dominios NC1 (Figura 6). En la matriz extracelular, dan lugar a una red no
fibrilar compleja, formando un fieltro de moléculas orientadas al azar,

asociadas a proteoglicanos, a laminina y fibronectina (Kalluri, 2003).

17



s

Cadenaa del colageno tipo IV

D—/\/\/\/\/\/\—O

7S <€ > NC1
N-terminal Dominio de triple hélice

Heterotrimero ‘

C-terminal

Figura 6. Estructura del colageno tipo IV. Localizacién en la cadena a de los
tres dominios: dominio 7S, la triple hélice helicoidal y dominio NC1. Las cadenas
a, se asocian formando un heterotrimero a través del dominio NC1. Adaptado de
Kalluri, 2003.

El dominio a-A desempefia un papel directo en la unién a
colageno. Este dominio contiene un motivo MIDAS y esta formado por
siete hélices alrededor de una zona central formada por 5 hojas beta
paralelas y una anti paralela (Figura 7). La interaccion del colageno altera
la coordinacion del ién metalico en la region MIDAS, generando cambios
conformacionales que se traducen en un aumento de la afinidad del
ligando. Estos cambios conformacionales se transfieren al resto del
ectodominio de la integrina y finalmente a la cola citoplasmatica, iniciando
asi la sefalizacion intracelular (Emsley et al., 2000; Shimaoka et al., 2003)

(Figura 7).
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Figura 7. Cambios conformacionales del dominio a-A tras la unién del
ligando. En este modelo, la unién del ligando induce un cambio de una
conformacioén "cerrada” (sin ligando) a "abierta" (con ligando), donde un residuo
de glutamico del coldgeno se coordina con el Mg?* del sitio MIDAS (en rosa),
provocando cambios conformacionales en las hélices aC y a6 (en rojo) cerca del
sitioc MIDAS y la hélice a7 (en azul), que sufre un movimiento de 10 A,
interaccionando con el dominio B-A, provocando una reorganizacion de la
topologia global del receptor, e iniciando la sefializacion. Adaptado de Nymalm
et al., 2004.
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Dentro de la triple hélice del colageno existen motivos especificos
de union al dominio a-A, como la secuencia GXX'GEX”, donde X puede
ser reemplazada por residuos hidrofébicos (F/L/A), X" por 4-hidroxiprolina
O/Sy X" por R/N (Knight et al., 2000; Kim et al., 2005; Raynal et al., 2006).
Esta secuencia de reconocimiento representa un sitio de union en
colagenos |y IV para las integrinas azB1 y aiB1 (Tulla et al., 2001; Hamaia

et al.,, 2012).

Estudios cristalograficos por rayos X y RMN de los dominios a;-
A (PDB 1PT6) y a>-A (PDB 1AOX) unidos a homotrimeros GXX'GEX" en
triple hélice (PDB 2M32, 1DZI, 4BJ3) y a péptidos ciclicos (PDB 1QCY)
mostraron que los dominios ai-A y a2-A unen ligandos de forma muy
parecida (sitios de unién solapan o son adyacentes) pero con distinta
afinidad. Esta diferencia se debe a: a) las dimensiones de ambos dominios
son distintas, a;-A es mas largo, mas ancho y mas profundo, permitiendo
mas contactos con los residuos del colageno; b) diferencias en los
residuos que rodean la regién MIDAS, que generan diferentes superficies
de union al ligando c) la diferente disposicion de la hélice aC cerca del
sitio MIDAS (Kapyla et al., 2000; Xu et al., 2000; Karpusas et al., 2003;
Nymalm et al., 2004; Lambert et al., 2008; Weinreb et al., 2012; Chin et al,
2013).

Ademas de las diferencias estructurales entre los dominios-A de
las subunidades a1y az, la integrina a1B1 tiene mas afinidad por el colageno
tipo 1V, indicativo de la existencia de una superficie de reconocimiento

diferente entre colagenos fibrilares (tipo ) y no fibrilares (V) (Kern et al.,
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1993, Abair et al., 2008). Existe muy poca informaciéon sobre como las
integrinas reconocen a los colagenos no fibrilares. La unién entre el
colageno IV y a1 parece ser dependiente de la conformacion y se ha
relacionado con la existencia de un fragmento heterotrimérico derivado
del bromuro de ciandgeno denominado CB3, que incluye los residuos
388-551 de a1 (IV) y los residuos 407-570 de a; (IV), situado a 100 nm del
extremo amino del coladgeno IV, donde la triple hélice se encuentra
estabilizada por puentes disulfuro (Vandenberg et al,, 1991; Eble et al,,

1993; Renner et al., 2004).

Posteriormente, se identificaron fragmentos del dominio NC1 de
la cadena as (arresten), a, (canstatina) y as (tumstatina) del colageno tipo
IV, que se unen con alta afinidad a aiB1, a3/ avBs y a3 respectivamente.
Estos fragmentos poseen propiedades antiproliferativas, proapoptotica y
antiangiogeénicas, sugiriendo la existencia de diferentes sitios de union a
integrinas dentro del colageno IV con diferentes actividades (Colorado et

al.,2000; Petitclerc et al.,, 2000; Magnon et al., 2005; Sudhakar et al., 2005).

2.3. La integrina aiB1 en el sistema vascular

La red vascular la componen los vasos sanguineos (arterias, venas
y capilares) disefiados especificamente para dar cabida a niveles de flujo
y presion sanguinea variable. La estructura de la red vascular consiste en
la disposicidn concéntrica de tres capas: la tunica intima, es la capa mas
interna formada por células endoteliales y la lamina elastica interna; la

tunica media, formada por células musculares lisas (CML) y la ldamina
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elastica externa; y la tunica adventicia, formada por fibras de colageno y

fibras elasticas (Figura 8).
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Figura 8. Composicién de los vasos sanguineos. En el dibujo se muestran los
tres tipos de vasos sanguineos: arterias, venas y capilares; indicando la
localizacion de las tres capas que los forman: tlnica intima, media y externa
(adventicia). Imagen de Marieb and Nicpon, 2012.

Como principales componentes celulares de los vasos sanguineos,
las células endoteliales y del musculo liso mantienen la integridad
vascular. Las interacciones célula-matriz son esenciales para las funciones
mecanicas de la pared vascular, en la funcion vascular normal y en el
crecimiento, incluyendo la angiogénesis (Moiseeva, 2001). Las integrinas

son los principales receptores involucrados en la adhesién, migracion,

proliferacién y supervivencia de las células que forman los vasos, asi como
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en las patologias asociadas (Rupp and Little, 2001; Senger et al., 2002;
Plow et al.,, 2014).

El estudio de modelos de ratones "knock-out" (KO) de
subunidades especificas de integrinas permitieron determinar las
funciones de estos receptores en el sistema vascular. Asi, el modelo de
raton KO para la subunidad B1 mostré que la falta de esta subunidad es
letal en la fase de preimplantacion (Fassler and Meyer, 1995; Stephens et
al., 1995). Posteriormente, estudios del modelo de raton KO para B4,
especifico de células endoteliales, mostraron que esta subunidad es
necesaria para un correcto desarrollo vascular en ratones adultos, siendo
letal en el estadio 10 (E10) al producirse graves fallos en el desarrollo
vascular y hemorragias internas (Carlson et al., 2008; Lei et al., 2008;
Tanjore et al., 2008). Ademas, la supresion de la integrina B1 provoc6é como
resultado la pérdida de control vasomotor y reveld una fibrosis progresiva
en las arterias asociada con apoptosis de las células del musculo liso
vascular (Abraham et al., 2008; Liu and Leask, 2012). Sin embargo, a pesar
de los efectos catastroficos sobre el musculo liso vascular, el musculo liso
visceral permanecio intacto, lo que indico6 que el musculo liso vascular,
pero no visceral, es particularmente sensible a la supresion de la integrina

B1 (Turlo et al., 2013).

No obstante, los ratones KO para la subunidad as son viables y
fértiles (Gardner et al., 1996, 1999). Estos ratones muestran un desarrollo
normal del sistema vascular, siendo, ademas, capaces de reducir la

progresion tumoral asociada a un proceso angiogénico (Pozzi et al., 2000).
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Por otra parte, las células del musculo liso vascular del animal a4-KO,

mostraron un desarrollo normal, afectando solamente al tono vascular

(Louis et al., 2007).

2.3.1. Las células del musculo liso vascular

Las células del musculo liso vascular (CMLV), normalmente residen
en la tunica media de la pared arterial y estan implicadas en el desarrollo
vascular, regulando la homeostasis y el tono vascular (Rensen et al., 2007;
Nemeno-Guanzon et al,, 2012). Las CMLV son muy versatiles, poseen dos
fenotipos, un fenotipo contractil (o diferenciado) que funciona como
regulador de la vasodilatacion, la vasoconstriccion y el flujo sanguineo, y
un fenotipo sintético (no diferenciado), donde las CMLV son mdviles y
participan en la remodelaciéon vascular (Glukhova et al., 1991; Hao et al,
2003; Gomez and Owens, 2012). Las células del musculo liso exhiben una
gran capacidad para oscilar entre ambos fenotipos (Halayko and Solway,
2001). Esta caracteristica permite a las células contractiles de la pared de
una arteria, convertirse en sintéticas, migrar y proliferar antes de
convertirse en contractiles de nuevo, pero desafortunadamente, esta
modulacion del fenotipo también puede contribuir a patologias
vasculares, tales como aterosclerosis, hiperplasia y restenosis (Bishop et

al., 2001; Doran et al., 2008) (Figura 9).
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Figura 9. Papel de las células del musculo liso vascular durante la progresién
de la aterosclerosis. La progresién de la lesion implica un cambio fenotipico, las
CMLYV contractiles pasan a ser células sintéticas, comienzan a migrar hacia la capa
intima, proliferan y sintetizan componentes de la matriz extracelular como
colageno, elastina y proteoglicanos. Adaptado de Libby et al; 2011.

Esta plasticidad fenotipica esta influenciada por la composicién de
la MEC y modulada por los receptores de la matriz, como las integrinas
(Hedin et al., 1988; Gotwals et al., 1996; Bunni et al., 2010), por la presencia

de factores de crecimiento y por factores mecanicos (Rensen, 2007).

En las CMLYV, las integrinas forman complejos de adhesion focal,
permiten el anclaje a la matriz de la pared vascular, conectan con el
sistema de microfilamentos contractil intracelular (Mackay and Hall, 1998;
Kim et al., 2008; Min et al., 2012; Saphirstein et al., 2013) y activan cascadas
de sefalizacién intracelular que originan cambios en la morfologia celular
y en el citoesqueleto (Martinez-Lemus et al., 2003; Hynes, 2009; Schwartz,

2010; Kappert et al., 2010).
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Las integrinas estadn, ademas, involucradas en la reparacion
vascular tras una lesién. Para llegar a las zonas dafadas de la pared del
vaso, los receptores permiten que las células se adhieran y migren a través
de la matriz intersticial y la membrana basal, causando la remodelacién
del citoesqueleto y desprendimiento de las adhesiones focales. Durante la
migracion las CMLV necesitan extender lamelipodios mediante
polimerizacién de actina, deslizarse rompiendo los contactos célula-
matriz y generar una fuerza motriz para impulsarse hacia delante. Todos
estos procesos estan regulados por Ca®*, la quinasa de adhesion focal
(FAK), fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), proteinas G y cascadas de
sefializacién originadas por proteinas quinasas activadas por mitdbgenos
(MAPK) (Ross, 1993; Schapira et al., 2005; Cukierman et al., 2001; Louis and
Zahradka, 2010).

Las principales subunidades de integrinas expresadas por las
CMLV son ay, a, a3, as, av y B1 (Moiseeva, 2001). Los modelos de raton KO
(Abraham et al.,, 2008; Liu and Leask, 2012) mostraron la implicacién de las
subunidades a1 y B1 durante el desarrollo vascular que, junto a otras
integrinas, participan en el mantenimiento vascular y en las patologias
asociadas, convirtiéndose en objetivo para el disefio de farmacos

cardiovasculares.

2.3.2. Las células del endotelio vascular

El endotelio vascular esta formado por una monocapa de células

endoteliales que se encuentran recubriendo la zona interna de todos los
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vasos sanguineos. El endotelio protege la pared arterial frente a lesiones
y contribuye a la regulacién de la homeostasis vascular y permeabilidad,
también tiene funciones antitromboticas, controla la actividad de las
células musculares lisas (CML) de la tunica media y regula procesos
inflamatorios e inmunes (Folkman and Shing 1992; Cines et al., 1998;

Sandoo et al,, 2010; Durand and Gutterman, 2013; Tabas et al., 2015).

Las integrinas presentes en las células endoteliales que expresan
la subunidad B+ en su superficie son ai, az, az, a4, as, as y oy (Rupp and
Little, 2001; Stupack and Cheresh, 2002). El estudio de ratones a;-KO
revel6 la existencia de una reduccion en la angiogénesis vascular,
resaltando el papel de este receptor a1+ durante este proceso (Senger et

al., 2002; Chen et al., 2005; Malan et al., 2010).

2.3.2.1 Angiogénesis

La habilidad de un tumor primario para crecer y propagarse
depende de su capacidad para estimular la formacién de nuevos vasos
sanguineos, generalmente a partir de los ya existentes, necesarios para la
renovacién de los productos metabdlicos gastados, proliferacion y
diseminacidn. Este proceso se denomina angiogénesis y se ha convertido
en diana de nuevas terapias anticancerigenas (Folkman, 1971; Hanahan

and Weinberg, 2011).

Para la formacion de nuevos vasos sanguineos, las células
tumorales manipulan el microambiente a través factores de crecimiento,

citoquinas y otros factores proangiogénicos para promover la invasion y
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la supervivencia celular. Durante la angiogénesis, las células endoteliales,
inducidas por estos factores, sobreexpresan en su superficie integrinas
que activan distintas vias de sefalizacion intracelular implicadas en la
remodelacién de la MEC, la reorganizacién del citoesqueleto, migracién y
proliferacién fundamentales durante un proceso tumoral (Avraamides et
al., 2008; Rathinam and Alahari, 2010) contribuyendo al crecimiento del

tumor y a su diseminacién (Figura 10).

Factores
angiogénicos

~Matriz_
extracelular

proliferacion

I Integrinas

a1B1 a2B1 a4Bl <> Células tumorales <@ Células endoteliales
aB o581 avB3 a9p1 avps

Figura 10. Angiogénesis y metastasis. A) Las células tumorales inducen la
formacién de nuevos vasos sanguineos a través de las integrinas, mediante la
secrecién de factores de crecimiento, como el bFGF y VEGF. B) La extravasacion
es un prerrequisito de la metastasis, tras la invasion de la matriz, las células
tumorales penetran las paredes vasculares y entran en la circulacién sanguinea.
Adaptado de Avraamides et al., 2008.

En la Ultima década, el uso de animales KO ha permitido demostrar
el papel regulador de las integrinas de union a colageno a1+ (Pozzi et al.,
2000) y azB1 (Zhang et al., 2008) en la angiogénesis tumoral, en el cancer

y en los procesos metastasicos (Chen et al.,, 2005; Yoshimura et al., 2009;
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Ibaragi et al., 2011). El analisis de ratones a1-KO, mostrdé que durante la
remodelacién vascular se produce una regulacion positiva de la expresion
de la integrina aiB1 (Chen et al., 2005), en consecuencia, el bloqueo de
esta integrina mediante la interrupcion de la uniéon a su ligando, puede
producir un efecto antiangiogénico. Estos hallazgos enfatizan el papel de
la integrina ai1B1 en la angiogénesis y resaltan su importancia como diana

en el descubrimiento de nuevos farmacos.

2.4 Inhibidores de a1

El conjunto de integrinas que contienen el dominio-A en la
subunidad o es objeto de estudio en el desarrollo de farmacos contra
enfermedades inflamatorias, vasculares y el cancer (Senger et al., 2002;
Eble, 2005). Existen muy pocos inhibidores especificos frente al receptor
a1+, entre los cuales cabe destacar el fragmento enddgeno del colageno
IV, arresten (Aikio et al.,, 2012), péptidos sintéticos (Momic et al., 2014),
anticuerpos humanizados (Goodman and Picard, 2012) y una serie de
péptidos provenientes del veneno de las serpientes, inhibidores naturales
Unicos y especificos de la integrina a:f1 que se caracterizan por la
presencia de un tripéptido (Arg/Lys)-Gly-Asp (R/K)TS en su estructura
(Marcinkiewicz et al., 2003; Olza et al., 2005; Brown et al., 2008).
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3. El veneno de serpiente

El veneno de las serpientes contiene un arsenal de toxinas cuyo
cometido natural es inmovilizar y matar a la presa. La efectividad de los
venenos, optimizada durante millones de afios por seleccion natural,
radica en la habilidad de sus toxinas de interferir en procesos biolégicos
de la victima, no siempre de forma letal, que incluyen la coagulacion de la
sangre, la regulacién de la presién arterial y la transmision del impulso

nervioso o muscular (Gutiérrez et al., 2010).

En el mundo existen unas 3000 especies de serpientes de las que
unas 600 son venenosas. Las especies de serpientes venenosas se
clasifican esencialmente en cuatro grandes familias, Viperidae (viboras y
serpientes de cascabel) y £lapidae (cobras, mambas, serpientes de coral),
Atractaspididae y Colubridae (culebras). Aunque en el veneno existe una
gran variedad de moléculas (proteinas enzimaticas, no enzimaticas,
péptidos, iones metalicos y compuestos organicos) que varia segun la
especie (interespecifico e intraespecifico), estudios protedmicos de los
componentes del veneno de serpientes han revelado que, en realidad, se
pueden clasificar en un numero limitado de familias, entre las que
destacan las metaloproteasas (SVMP), fosfolipasas A, (PLAz), serin
proteinasas (SPs), lectinas de tipo C (CTLs), disintegrinas (DISs), proteinas
ricas en cisteina (Cysteine-Rich Secretory Proteins, CRISPs) y las L-
aminoacido oxidasas (LAOs) (Calvete et al., 2007b; Calvete, 2011; Casewell
et al., 2014).
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Del mismo modo, el veneno puede clasificarse segun su efecto
fisiopatoldégico como hemorragico, si afecta principalmente el sistema
cardiovascular; neurotoxico, si afecta al sistema nervioso central (SNC);
miotdxico si afecta al sistema muscular o citotdxico, si afecta a la fisiologia

celular (Fox and Serrano, 2007).

Es asimismo importante resaltar la gran variedad de isoformas de
cada familia proteica presentes en todos los venenos analizados. Esta
variedad contribuye a la complejidad proteica de los venenos y a la
diversidad de los efectos biologicos. No es, pues, de extrafiar que se hayan
descrito multitud de actividades bioldgicas asociadas a miembros de la
misma familia proteica. Asi, diferentes isoenzimas de las fosfolipasas Az
provocan hemolisis, miotoxicidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad,

edemas y actividad anti- o procoagulante (Kini, 2004, 2005).

El estudio de los componentes del veneno de serpiente es
interesante por los efectos fisioldgicos que ocasionan a través de su
interaccion con diferentes dianas moleculares. De esta forma, las proteinas
aisladas de venenos de serpientes, letales en determinadas circunstancias,
son utilizadas como herramientas moleculares para el disefio de drogas
de relevancia en el diagnostico y en la terapia de diferentes patologias
como inflamacion, cancer o enfermedades autoinmunes (Koh et al., 2006;

Fox and Serrano, 2007; Georgieva et al., 2008).
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3.1. Las disintegrinas

3.1.1. Origen de la familia de las disintegrinas

El veneno de vipéridos contiene metaloproteasas solubles
dependientes de Zn**, denominadas SVMP (“Snake Venom
MetalloProteinases”). Estas SVMPs pertenecen a la subfamilia de
reprolisinas junto con las ADAMs humanas (“A Disintegrin And
Metalloproteinase”) (White, 2003; Casewell, 2012). Las SVMP se organizan
en forma de dominios estructurales segun el siguiente orden: a) un
dominio propéptido N-terminal; b) un dominio metaloproteasa, con un
sitio activo de unién a Zn*2% ¢) un dominio disintegrina con las secuencias
Arg-Gly-Asp (RGD) o Lys-Arg-Asp (KGD) de unién a integrinas y d) un
dominio C-terminal rico en cisteina (Wolfsberg et al, 1995; Gutiérrez,
2000; Fox and Serrano, 2005, 2008; Brust et al., 2013). Las SVMP se
clasifican en diferentes tipos, de Pl a PIV, segin el nimero de dominios
que contengan (Markland and Swenson, 2013). Las Pl presentan
solamente el dominio metaloproteasa. Las PIl tienen el dominio
metaloproteasa y un dominio disintegrina en el extremo carboxilo
terminal. Las SVMP-PIIl presentan los dos dominios anteriores y un
dominio rico en cisteinas. Las PIV, adicionalmente a los dominios
anteriores, contienen dominios de lectina tipo C unidos mediante enlaces
disulfuro entre si y al dominio rico en cisteinas (Fox and Serrano, 2005).
Las SVMPs de la clase PlIl han sido aisladas de venenos de serpientes de

las familias Viperidae, Elapidae, Atractaspididaey Colubridae, en tanto las
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SVMPs de las clases Pll y Pl solamente se han descrito en venenos de la

familia Viperidae (Gutierrez et al., 2005; Fox and Serrano, 2008).

Las disintegrinas, objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, fueron
descritas en el laboratorio de Stephan Niewiarowski (Temple University,
Philadelphia, USA) a finales de la década de 1980 (Huang et al., 1987;
Niewiarowski et al., 1994). Las disintegrinas son polipéptidos, sin actividad
enzimatica, de 40-84 aminoacidos y de bajo peso molecular (4-16 kDa),
cuya estructura esta fuertemente tramada por 4-10 enlaces disulfuro
inter- e intramoleculares (Calvete et al, 2009; Calvete, 2010). Las
disintegrinas son liberadas al veneno de serpiente de la familia Viperidae
por procesamiento proteolitico de las SVMPs-PII (Kini and Evans, 1992) o
sintetizadas a partir de ARNm cortos que carecen de la regién codificante

para metaloproteasa (Okuda et al., 2002; Vija et al., 2009).

Atendiendo a su tamafio y al nimero de enlaces disulfuro (SS), la
familia de disintegrinas se clasifican en largas: ~84 aminoacidos y 7 SS,
medias: ~70 residuos y 6 SS, diméricas (homo- o heterodimeros) de
subunidades de ~67 aminoacidos incluyendo 4 SS por subunidad y 2 SS
intercatenarios, y cortas: ~40-49 aminoacidos y 4 SS; que se originaron
por divergencia evolutiva mediante un mecanismo de minimizacion tanto
a nivel genético (pérdida de intrones) como estructural (pérdida sucesiva
de enlaces disulfuro) (Calvete et al, 2003, 2005). La amplificacién del
transcrito BA-5A, un intermediario en el paso de las SVMPs PIIl hacia las

disintegrinas largas, confirmé el modelo de evolucién de las disintegrinas
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y reveld el orden de sucesos independientes que dieron lugar a las

disintegrinas cortas (Juarez et al., 2006) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la via evolutiva de las disintegrinas. El esquema
representa el proceso de minimizacion estructural y diversificacion que tuvo lugar
a partir de una proteina de la familia SVMP-PIIl por pérdida sucesiva de los
diferentes dominios y reorganizacién de enlaces disulfuro (en rojo). El dominio
metaloproteasa de las Plll y Pl se ha eliminado para simplificar la figura. EGF:
"Epidermal growth factor"; TM: dominio transmembrana, Ma: millones de afios.
Adaptado de Calvete, 2010.
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3.1.2. Motivos de union de las disintegrinas

Las disintegrinas constituyen una familia de antagonistas de
receptores de la familia de las integrinas B1y Bs (Calvete, 2010, 2013), con
la excepcidon de la integrina axB1 que es reconocida por lectinas tipo C
(Ogawa et al., 2005). Las disintegrinas fueron descubiertas como agentes
inhibidores de la agregacion plaquetaria, actuando como antagonistas de
la integrina aypPs. Los primeros estudios bioquimicos y estructurales
evidenciaron que el mecanismo antiagregante se producia a través de un
tripéptido RGD, localizado en el apice de un bucle mévil mantenido en la
conformacion activa por enlaces disulfuro y considerado el motivo de
unién a la integrina (Calvete et al., 1991; Monleon et al., 2005). Este motivo
ya habia sido descrito previamente en los componentes enddgenos de la
matriz extracelular como el fibrindgeno, vitronectina y fibronectina

(Arnaout et al., 2005).

Ademas del motivo de inhibicion de agregacion plaquetaria RGD,
considerado el motivo de reconocimiento ancestral que reconoce a las
integrinas asP, asPi, avBq, avPs y aipPs, se han caracterizado disintegrinas
que poseen distintos tripéptidos activos frente a otros sistemas de
interaccion integrina-ligando. Entre los distintos motivos de union a
integrinas, VGD y MGD bloquean la funcién de la integrina asB; el
tripéptido MLD interacciona con azfi, auPs, aeB1, azB1, asB1 y asBz, KGD y
WGD bloquean las integrinas asB1, avBs y aibBs, MVD a auibBs y finalmente
los motivos KTS y RTS antagonizan selectivamente la unién de colageno |
y IV a la integrina aiB1 (Figura 12) (Calvete et al., 2007a; Calvete et al., 2009;
Calvete, 2010).
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Figura 12. Diagrama de los motivos de unidn y las integrinas que reconocen
de forma selectiva. La familia de las disintegrinas ha desarrollado un panel de
motivos de inhibicién de casi todas las integrinas de las familias B1 y Bs,
exceptuando las integrinas linfocitarias (B2 amB2 ¥ axBz) y la integrina azBi,
reconocida por las lectinas tipo C. Calvete. et al., 2005.

La coexistencia en la misma especie de serpiente de disintegrinas
RGD vy disintegrinas con diferentes motivos sugiere que las disintegrinas
sufrieron un proceso de duplicacion génica que dio lugar a la divergencia

evolutiva que observamos hoy en dia (Juarez et al.,, 2008).

Ademas, la divergencia observada en la familia de disintegrinas
sugiere que las cadenas a de integrinas son las que confieren la
especificidad de unién a ligandos (componentes de la matriz) de
heterodimeros con una subunidad B comun, resaltando la adaptacion
evolutiva de los diferentes motivos de union de las disintegrinas y una
evolucién independiente de los motivos RGD y (R/K)TS (Sanz-Soler et al.,

2012) representado en la Figura 13.
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Figura 13. Diagrama de evolucion de los motivos de unién a integrinas.
Representacion de la adaptacidn evolutiva de los diferentes motivos de unidn
respecto a la subunidad a de las integrinas. Los motivos (R/K)TS se agrupan en
un clado diferente dentro de la familia de las disintegrinas, tras la aparicién del
dominio a-A. Esta representacion no se encuentra escalada de acuerdo con una
distancia evolutiva. Los motivos de las disintegrinas y las integrinas que
reconocen estén representados en el mismo color. Los componentes de la matriz
estan indicados como Col: colageno; LN: laminina; FN: fibronectina; TN: tenascin;
FG: fibrindgeno. Adaptado de Sanz et al., 2006.

3.1.3. Mecanismos de union de las disintegrinas

La resolucion de las estructuras de los dominios extracelulares de
la integrina B3 humana acomplejada con un péptido sintético ciclico
RGD (Xiong et al, 2002) revel6 que las disintegrinas podrian actuar
mimetizando el mecanismo de unién del componente de la matriz
extracelular a la integrina a través del motivo de union tripéptido

(Monledn et al., 2005) (Figura 14 B). Asi, con la excepcion del tripéptido

37



P

(R/K)TS, el aspartato podria ser responsable de la union de disintegrinas a
integrinas que comparten una subunidad B, mientras que los otros dos
residuos del motivo de unién a integrina (RG, KG, MG, WG, ML o VG)

podrian dictar la especificidad mediante la interaccion con la subunidad a

(Calvete, 2005).
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Figura 14. Mimetizacién estructural de las disintegrinas. A) El fibrindgeno se
une a la integrina avBs a través del motivo Arg-Asp-Gly (RGD) localizado en el
extremo carboxi-terminal de la cadena Aa (aC) del fibrindgeno (Springer et al.,
2008). B) La comparacién del ectodominio de la integrina avps en complejo con
un ligando sintético RGD (en verde) (Artoni et al,, 2004; Xiao et al, 2004) y el
modelo de interaccién entre la integrina y la disintegrina equistatina, que
presenta un motivo RGD en el apice del bucle de union, revela que la disintegrina
mimetiza el mecanismo de unién del fibrindgeno. Las esferas amarillas y morada
representan los iones divalentes situados en la region MIDAS (Xiong et al., 2002;
Monledn et al.,2005).
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Estudios por RMN y mutagénesis revelaron que los aminoacidos
adyacentes al bucle de unién de integrinas y el extremo C- terminal,
conforman el epitopo funcional que interacciona con las integrinas (Figura
15). Estas dos regiones presentan un movimiento concertado con el bucle
de union, modulando la unién de la disintegrina a su receptor, induciendo
cambios conformacionales que confieren diferente afinidad y potencia

(Monledn et al. 2003, 2005; Carbajo et al, 2011, 2015).

Bucle de unién

Extremo carboxilo
terminal

Extremo amino
terminal

Figura 15. Epitopo de uniéon a la integrina. Estructura por RMN de la
disintegrina corta obtustatina (PDB 1MPZ), con motivo KTS (K21T22S23). Los
residuos W20, H27, Y28 y L38 permiten un aumento de la flexibilidad del
esqueleto proteico, lo que sugiere que el extremo carboxilo terminal y el bucle
de unidn a integrina muestran ciertos movimientos concertados, articulados en
estos residuos. El correcto emparejamiento de cisteinas (amarillo) determina la
conformacién de las disintegrinas. Adaptado de Monleon et al., 2003.

3.1.4. Importancia biolégica de las disintegrinas

Las disintegrinas son antagonistas de las integrinas y por tanto
posibles agentes terapéuticos en muchas patologias relacionadas con

estos receptores. Existen una gran variedad de disintegrinas con
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propiedades antiagregantes o anticancerigenas que inhiben, entre otros

procesos, el crecimiento tumoral y la metastasis (Swenson et al., 2007;

Marcinkiewicz, 2013) (Tabla 2). También, se han purificado formas

recombinantes de disintegrinas que interaccionan con las integrinas de

manera mas fuerte que sus formas nativas, como r-salmosin (Kim et al,

2004).

Tabla 2. Disintegrinas con actividad antitumoral.

Disintegrina

Contortros-
tatina

VLO5

salmosina
saxatilina
jarastatina
DisBa-01
eristostatina
echistatina
accutina
triflavina
obtustatina
viperistatina

lebestatina

Estructura

homodimero

heterodimero

media
monomérica
media
monomérica
media
monomérica
media
monomérica
corta
monomérica
corta
monomérica
corta
monomérica
corta
monomeérica
corta
monomérica
corta,
monomérica
corta
monomérica

Motivo

RGD

VGD,
MLD

RGD

RGD

RGD

RGD

RGD

RGD

RGD

RGD

KTS

KTS

KTS

Integrina
diana

a5B1,
avp5

a9p1

avp3

avp3

avp3, a5B,
aMB2

avp3
allbB3
avp3
avp3
avp3
alp1
alp1

alp1

Ligando

Fn

VCAM,
TN

Vn

Vn

Vn,Fn,
ICAM-1

Vn
Fg
Vn
Vn
Vn
col IV
col IV

col IV

Referencia

Swenson et al.,
2007

Lin et al,, 2010
McLane et al.,
2008

Gupta et al,, 2013

Hong et al., 2003

Jang et al.,, 2007

Oliva et al,, 2007

Montenegro et
al., 2012

Hailey et al 2013

Gan et al., 1996
Shah et al,, 2012

Yeh et al., 1998,
2001

Sheu et al., 1997

Brown et al., 2008

Staniszewska et
al., 2009

Olfa et al.,, 2005

Vn: vitronectina; Fn: fibronectina; Fg: fibrinogeno; TN: tenascin; ICAM-1:
moléculas de adhesion intercelulares; VCAM: moléculas de adhesion vasculares.
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3.2. Disintegrinas cortas con motivo (R/K)TS

Determinados venenos de serpientes de la subfamilia Viperinae
(viboras) contienen disintegrinas monomeéricas cortas con el tripéptido
(Arg/Lys)-Thr-Ser [(R/K)TS] en el bucle de union a integrinas. Estas
disintegrinas contienen 8 cisteinas en su cadena polipeptidica
involucradas en la formacion de 4 puentes disulfuro intramoleculares. Las
disintegrinas (R/K)TS se caracterizan porque bloquean de forma selectiva
y exclusiva la interaccién de la integrina aiB1 a los colagenos tipo |y IV

(Marcinkiewicz et al., 2003).

Las disintegrinas monoméricas cortas (R/K)TS encontradas hasta la
fecha, son sintetizadas a partir de ARNm cortos. Estos ARNm codificantes
contienen tres dominios bien definidos: un péptido sefal, un prodomino
o propéptido y un dominio disintegrina. El péptido sefial localizado en la
region N-terminal, es necesario para el transporte del péptido precursor
al reticulo endoplasmatico y para la exocitosis de la toxina madura. En la
glandula, tanto el péptido sefial, el propéptido y el dipéptido C-terminal
(NG) se procesan durante la formacion de la proteina madura (Fox and

Serrano, 2008).

A partir de la homologia estructural observada entre los ARNm
cortos que codifican para los dominios de las disintegrinas diméricas y las
cortas, se propuso un modelo evolutivo en la emergencia de las
disintegrinas monoméricas cortas basado en la sustitucion de residuos
aminoacidicos y en la ingenieria de enlaces disulfuro (Sanz et al., 2005)

(Figura 16).
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Figura 16. Modelo evolutivo de las disintegrinas cortas propuesto a partir
del mensajero precursor codificante. Los eventos claves en la aparicion de las
disintegrinas cortas son: la eliminacién del dominio metaloproteasa, la sustitucion
de un residuo de Cys por Tyr en la disintegrina dimérica precursora, impidiendo
la dimerizacion, junto con la aparicion de un nuevo residuo de cisteina que
permite la formacién un nuevo enlace disulfuro (en rojo) y el procesamiento
proteolitico de regiones N- y C-terminal. Adaptado de Juarez et al., 2006.

La distribucion en diferentes especies de serpiente de estos ARNm
cortos codificantes parece ser mas amplia de lo que se pensaba, sin
embargo, no todos estos mensajeros se expresan para dar lugar a la
proteina madura, sugiriendo la existencia de una regulacion post-
transcripcional, cuyo mecanismo es actualmente desconocido (Sanz et al.,

2006; Sanz-Soler et al., 2016).
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Las disintegrinas cortas encontradas en los venenos hasta la fecha
con motivo KTS son: obtustatina presente en Macrovipera lebetina obtusa
[P83469] (Marcinkiewicz et al., 2003), viperistatina presente en Daboia
palestinae [POC6E2] (Kisiel et al., 2004), lebestatina presente en Daboia
mauritanica [Q3BK14] (Bazaa et al., 2005) y con motivo RTS, russellistatina
presente en Daboia russelli (Sanz-Soler et al., 2012). Perteneciente a este
ultimo grupo, la disintegrina corta jerdostatina, con motivo RTS, fue
expresada de forma recombinante a partir de una libreria de ADNc de la
glandula de veneno de Protobothrops jerdonii [AY262730] (Sanz et al.,
2005).

Estudios comparativos por RMN de disintegrinas con motivo RGD
y (R/K)TS mostraron que el bucle de reconocimiento de las integrinas
(R/K)TS es mas corto (9 residuos) que el bucle de uniéon RGD (11-12
residuos) y el tripéptido presenta una posicién lateral en comparacion con
el motivo RGD (Figura 17) (Moreno-Murciano et al., 2003; Calvete et al.,
2005).

Por otro lado, estudios por mutagénesis dirigida, RMN y dinamica
molecular de las disintegrinas cortas (R/K)TS determinaron que la forma 'y
el tamano del bucle de unién a integrina, junto con su composicion,
flexibilidad, y la orientacion distinta (lateral) del tripéptido, es la base
estructural de su selectividad, potencia y especificidad para unir la
integrina a1Bs (Calvete et al, 2007a; Carbajo et al., 2011; Daidone et al.,
2013).
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Figura 17. Comparacion estructural entre disintegrinas cortas con diferentes
motivos. A la izquierda se muestra la estructura, obtenida por datos de RMN, de
las disintegrinas obtustatina (KTS) (PDB 1MPZ) y equistatina (RGD) (PDB 1RO3)
superpuestas, donde se observa la diferente orientacion y la posicion lateral del
bucle de union. A la derecha se muestra una representaciéon del potencial
electrostatico de la superficie de ambas disintegrinas, las areas cargadas
positivamente y negativamente estan coloreadas en azul y rojo respectivamente.
Los enlaces disulfuros estan coloreados en amarillo. Adaptado de Paz Moreno-
Murciano et al., 2003.

3.2.1. Jerdostatina

Jerdostatina, objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, es una
disintegrina corta con motivo RTS, que se amplificé de una libreria de
ADNCc de la glandula del veneno de Protobothrops jerdonii (Sanz et al.,
2005) (Figura 18). Esta disintegrina corta se encuentra codificada en el gen
RPTLN (gen sin intrones, GenBank AY262730). Sin embargo, a pesar de la
presencia de transcritos para el gen RPTLN en un gran numero de
glandulas de veneno (Sanz et al., 2006; Bazaa et al., 2007) soélo
recientemente se ha encontrado como proteina madura en el veneno de

la serpiente Daboia russelli (Sanz-Soler et al., 2012).
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ATG ATC CAG GTT CTC TTG GTA ACT ATA TGC TTA GCA GTT TTC CCA TAT CAA GTC 54
S S K T L K S G S v N E Y E v v N P 36
AGC TCT AAA ACC CTG AAA TCT GGG AGT GTT AAT GAG TAT GAA GTA GTA AAT CCA 108
G T v T G L P K G A \' K Q P E K K H 54
GGA ACA GTC ACT GGA TTG CCC AAA GGA GCA GTT AAG CAG CCT GAG AAA AAG CAT 162
E P M K G N T L Q K L P L Cc T T G P 72
GAA CCC ATG AAA GGG AAC ACA TTG CAG AAA CTT CCC CTT TGT ACA ACT GGA CCA 216
Cc Cc R Q Cc K L K P A G T T Cc W R T S 90
TGT TGT CGT CAG TGC AAA TTG AAG CCG GCA GGA ACA ACA TGC TGG AGA ACC AGT 270
v S S H Y C T G R S Cc E Cc P S Y P G 108
GTA TCA AGT CAT TAC TGC ACT GGC AGA TCT TGT GAA TGT CCC AGT TAT CCC GGG 324
N G * 110
AAT GGC TAA 333

Figura 18. Secuencia de jerdostatina obtenida a partir del ADNc del veneno
de la glandula de Protobothrops jerdonii. El precursor de ADNc de jerdostatina
(333pb) codifica para una region altamente hidrofébica en el extremo amino
terminal (20 residuos, en rojo) que es tipica de una secuencia sefal de secrecion
de la proteina (péptido sefial), un propéptido (21-68) y un dominio disintegrina
(en verde) de 43 aminoacidos (residuos 69-110) (GenBank cédigo AY262730). El
motivo de unién a integrina RTS se encuentra subrayado.

Jerdostatina, como el resto de disintegrinas cortas KTS, bloquea de
forma selectiva la union de la integrina aiB1 sobreexpresada en células
K562 (células de leucemia mieloide cronica) al colageno IV, sin que se

observe actividad inhibitoria hacia otras integrinas, incluyendo oiB3, ovBs,

a1, asBi, asPs, asPr, agpPi (Sanz et al., 2005).

La secuencia aminoacidica de jerdostatina posee un 80%-85% de
identidad con las disintegrinas cortas con motivo KTS, donde las mayores
diferencias se encuentran en los residuos del bucle de reconocimiento y
en el extremo C-terminal. Jerdostatina presenta dos residuos C-terminales
adicionales (N42, G43), que en todas las disintegrinas cortas KTS

estudiadas sufren un procesamiento post-traduccional (Figura 19A).
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Estudios comparativos sobre la capacidad de inhibiciéon de las
disintegrinas (R/K)TS evidenciaron que jerdostatina es menos activa que
las disintegrinas KTS. Estos estudios revelaron que los residuos amino
acidicos fuera del motivo de unién a integrina y el extremo C- terminal
son los responsables de la disminucion de la actividad inhibidora de
jerdostatina, sin afectar a su selectividad hacia la integrina aiBs,
respaldando la existencia de una superficie de unién distinta dentro de

esta subfamilia (R/K)TS (Sanz et al., 2005; Sanz-Soler et al., 2012).

Ademas, estudios por mutagénesis realizados por Sanz y
colaboradores (2005) revelaron que el mutante jerdostatina R21K es un
inhibidor mas débil que el homdlogo silvestre, sugiriendo que el motivo
KTS es un antagonista menos potente que RTS (Figura 19A). Las
caracteristicas estructurales y dinamicas de jerdostatina (silvestre vy
mutante R21K) estudiadas por RMN mostraron que existe un
comportamiento dinamico diferente para los residuos R21 (silvestre) y K21
(mutante) que explicaria la reduccién de la actividad inhibidora del
mutante respecto al silvestre, donde la base estructural de la potencia
inhibidora radica en un movimiento concertado tipo bisagra entre el bucle
de unién y la cola C-terminal (residuos R21 y Y28). Asi, la flexibilidad del
bucle es mayor en el silvestre porque la cadena lateral de la arginina es
capaz de establecer diferentes interacciones con el residuo Y28,
favoreciendo la unidén del ligando (Carbajo et al., 2011, Calvanese et al.,

2014).
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A IC50% (nM)
10 20 30 40
S o o T S e [ Y o) B AV o 1 |
obtustatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSLTSHYCT GKSCDCPLYP G-- 2 0.5
lebestatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSRTSHYCT GKSCDCPSYP G-- 0.4 0.2
viperistatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSRTSHYCT GKSCDCPVYQ G-- 0.08 0.02
jerdostatina CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW RTSVSSHYCT GRSCECPSYP GNG 180 -
jerdostatina R21K CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW KTSVSSHYCT GRSCECPSYP GNG 703 -
jerdostatina ANG CTTGPCCRQC KLKPAGTTCW RTSVSSHYCT GRSCECPSYP G-- 80 Bl
B

Figura 19. Diferencias entre jerdostatina y disintegrinas con motivo KTS. A)
Alineamiento de las secuencias de disintegrinas con motivo KTS, jerdostatina y
mutantes (rJerR21K, y rlerANG). A la derecha se muestra el impacto de la
supresion del extremo C-terminal (rJerANG) y la mutacién puntual R21K en la
actividad inhibidora (medida como ICso) de jerdostatina sobre la adhesion de
células a1-K562 al colageno IV. Los residuos de cisteina se han marcado en color
rojo, en azul los aminoacidos que difieren entre las disintegrinas y se ha
subrayado el motivo de unién a integrinas. B) A la izquierda se muestran la
estructura por RMN de obtustatina (PDB TMPZ, Moreno-Murciano et al., 2003), a
la derecha la representacién de la estructura promedio de rlerd (PDB 2W90),
rJerdR21ANG (PDB 2W9V), rJerR21K (PDB 2W9U), y rJerK21ANG (PDB 2W9W). En
ambas representaciones se han marcado los aminoacidos que son distintos en el
bucle de union entre ambas disintegrinas. Adaptado de Sanz et al, 2005 y Carbajo
et al, 2011.
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3.2.2. Las disintegrinas cortas KTS: agentes antiangiogénicos y
antitumorales especificos de la integrina a1

Las disintegrinas cortas con motivo KTS, obtustatina, lebestatina y
viperistatina, especificas de las integrinas aiBs, inhiben la angiogénesis y
la progresion tumoral. Concretamente, obtustatina inhibe el desarrollo de
angiogénesis en modelos CAM (membrana corioalantoidea)
(Marcinkiewicz et al., 2003), bloquea el crecimiento de células MV3
(melanoma humano) en ratones, reduce la progresion del carcinoma
pulmonar de Lewis (Brown et al, 2008), e inhibe parcialmente el
crecimiento de sarcoma en ratones (Ghazaryan et al., 2015). Lebestatina,
impide la angiogénesis inducida por VEGF evitando la adhesiéon y
migracion de las lineas celulares CHO-a1, PC12 y HUVEC al colageno tipo
I 'y IV (Olfa et al.,2005). Viperistatina inhibe parcialmente la adhesion y
migracion de células MV3 /n vitro y la proliferacion y el crecimiento

tumoral /n vivo (Staniszewska et al., 2009).

Estos descubrimientos han permitido la generacion de péptidos
sintéticos ciclicos (con motivo KTS) analogos a las disintegrinas cortas
viperistatina y obtustatina, antagonistas no solamente de a1B1, también de

axB1 con propiedades antiangiogénicas (Momic et al., 2014).
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Objetivos






D)
Las toxinas presentes en el veneno de serpiente, letales en
determinadas circunstancias, pueden llegar a ser herramientas
moleculares Utiles para el disefio de drogas de relevancia en el diagnostico
y la terapia de enfermedades. Determinadas serpientes de la familia
Viperidae, cuyo veneno es generalmente hemorragico, contienen
antagonistas especificos de integrinas llamados disintegrinas que inhiben
la agregacién plaquetaria y promueven la hemorragia. En esta familia
encontramos las disintegrinas cortas que contienen un motivo (R/K)TS en
su bucle de union a integrinas y que bloquean selectivamente la
interaccion de la integrina aiB1 con colagenos tipo | y IV. La integrina 1B+
se encuentra altamente expresada en células endoteliales y del musculo
liso vascular, relacionadas con la vascularizacidon y angiogénesis. La
interaccidn entre integrinas de la superficie celular y componentes de la
matriz extracelular constituye un mecanismo fundamental de control de
diferentes procesos celulares como la adhesion, supervivencia,
proliferacién y migracion celular. El uso de antagonistas especificos de
estos receptores permite evaluar no solo la actividad del inhibidor si no,
también, la importancia de dicho receptor en las células donde se
expresan. Ademas, la posibilidad de frenar la expansion de las células
tumorales bloqueando el flujo sanguineo que necesitan para desarrollarse,
se ha revelado como una de las estrategias mas prometedoras en la lucha
contra determinados tumores soélidos.
En base a este contexto, el objetivo principal de este primer

capitulo de la presente Tesis Doctoral es el estudio de la actividad
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biolégica de la disintegrina RTS recombinante jerdostatina antagonista de

la integrina a1B1. Este objetivo general se subdivide en varios objetivos:

1) Con el objetivo de desarrollar inhibidores especificos de la
integrina aiB1, se pretende clonar, expresar y purificar en forma
recombinante, soluble y activa la disintegrina jerdostatina, que expresa el

motivo RTS, en bacterias £ coli.

2) Estudio /n wvitro de la actividad inhibidora de jerdostatina
recombinante sobre la union del ectodominio asB1al colageno tipo IV, con
el objetivo de profundizar en el mecanismo por el que la disintegrina

jerdostatina bloquea de forma selectiva esta integrina.

3) El estudio de la actividad de jerdostatina recombinante en la
adhesion, migracion y proliferacion de células del musculo liso vascular
sobre colageno, para evaluar su capacidad inhibidora e indirectamente,

determinar el papel de la integrina aif1 en este tipo celular vascular.

4) Evaluacion de la actividad antiangiogénica, mediada por
factores de crecimiento (VEGF), de jerdostatina recombinante en células

endoteliales HUVEC sobre colageno.
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1. Reactivos

Todos los reactivos de biologia molecular y celular fueron
proporcionados por Roche, Sigma-Aldrich, Promega, Life technology
(Invitrogen/GIBCO), Lonza, EMD Millipore (Novagen), PromoCell, GE

Healthcare Life Sciences y Merck.

2. Lineas celulares

2.1. Bacterias

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de £scherichia coli
(E. coli): DH5q, BL21(DE3) (Novagen, USA) y BL21 (DE3-RIL) cedida por el
Dr. Alberto Marina (Instituto de Biomedicina de Valencia IBV-CSIC). La
cepa DH5a se utilizoé para la clonacion y amplificacion de los plasmidos,
mientras que BL21 para la expresion y posterior purificacion de proteinas
recombinantes. BL21 contiene el lisogeno DE3 del fago A que permite la
induccion de la ARN polimerasa T7 en respuesta a isopropyl-D-

tiogalactosidasa, IPTG (Studier and Moffatt, 1986).

Las bacterias se prepararon para ser electro-competentes

siguiendo el protocolo descrito por Sambrook y Russell (2001).

2.2. Cultivos de células de insecto
El trabajo de manipulacion de los cultivos celulares se realizé en
condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar de

bioseguridad nivel II-A.
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Se utilizaron células Schneider S2 de Drosophyla melanogaster
cedidas por el Dr. Johannes Eble (Centro de Medicina Molecular,
Universitatsklinikum Frankfurt-am-Main, Alemania). Las células se
crecieron en suspension con agitacion en medio Sf900™ (Invitrogen, Life
Technologies) suplementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino, GE

Healthcare) a 25° C.

2.3. Cultivos celulares de mamiferos

El material de plastico utilizado fue proporcionado por Nunc™
(Thermo Scientific). El crecimiento de las lineas celulares se llevo a cabo
en condiciones constantes de temperatura a 37° C, concentracion de CO;
al 5% y en atmodsfera humeda. Las lineas celulares continuas y primarias

utilizadas en el trabajo Doctoral son:
» Lineas celulares continuas.

o HT1080: Células derivadas de fibrosarcoma humano. Cedidas
por el Dr. Johannes Eble (Centro de Medicina Molecular,

Universitatsklinikum Frankfurt-am-Main, Alemania).

» Lineas celulares primarias (Se utilizaron entre los pases 3y 6 para

todos los experimentos).

o RASMC: Linea celular del musculo liso de aorta de rata A7r5
("Rat Aorta Smooth Muscle Cell"). Derivada de la aorta toracica
embrionaria de ratas BD1X de 14-17 dias de edad. Procedentes de ATCC
(Manassas, VA, USA).
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e HASMC: Linea celular procedente del musculo liso de aorta
humana ("Human Aorta Smooth Muscle Cells"). Procedentes de
PromoCell (Heidelberg, Alemania).
o HUVEC: Células endoteliales humanas del cordon umbilical
("Human Umbilical Vein Endothelial Cells"). Fueron cedidas por la Dra.

Herminia Gonzalez (Fundacién Hospital Clinico, Valencia).

2.3.1. Condiciones de crecimiento celular

Las lineas de células adherentes HT1080 se crecieron en medio
DMEM ("Dulbecco’s modified Eagle’s medium"”, GIBCO) con alta
concentracién de glucosa (4.5 g/1), suplementado con 100 unidades/ml de
penicilina/estreptomicina (Lonza), 2 mM de L-glutamina (Lonza) y 10% de

SFB (GIBCO) inactivado durante 30 minutos a 56° C.

Las células de musculo liso vascular (RASMC, HASMC) se cultivaron
en medio de crecimiento para células musculares, suplementado con
factores de crecimiento ("Smooth muscle cell Growth medium
supplemented”, PromoCell), 5% de SFB inactivado, 100 unidades/ml de

penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina.

Las HUVEC se crecieron en medio de crecimiento endotelial que
contiene 10% SFB, 5 pg/ml del factor de crecimiento endotelial (EGF), 1.5
pug/ml del factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF), 0.1 mg/ml de
gentamicina/anfotericina B 'y 1 mg/ml de hidrocortisona (GIBCO, Life

technologies).
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Los pases necesarios para el mantenimiento de los cultivos
celulares se realizaron con tripsina-EDTA. Para la conservacién de las
células, éstas se resuspendieron en un 50% (v/v) del correspondiente
medio de cultivo completado con un 20% de SFB y 10% (v/v) de DMSO 'y
se pasaron a un criotubo donde se congelaron a -80° C. Posteriormente
se almacenaron en contenedores de nitrogeno liquido. Todas las lineas
celulares se testaron con el kit de deteccion MycoAlert™ (LONZA) para

descartar posibles contaminaciones por micoplasma.

3. Plasmidos utilizados

3.1. Vectores de expresion en bacterias

» pMD18-T: El precursor de ADNc de jerdostatina se encuentra

clonado en este vector (Sanz et al., 2005).

> PpGEM®-T: El plasmido pGEM®-T (Promega) es un vector lineal
(3 Kb), digerido con el enzima de restriccion EcoRV (genera extremos
romos), al que se ha afiadido a su extremo 3’ un residuo de timina. Estas
extensiones favorecen la eficiencia de ligacion de productos de la reaccién
PCR ("Polimerase Chain Reaction") que poseen adenina en su extremo,
ahadida por la polimerasa. Incorpora una resistencia a ampicilina, lo que
permite su seleccion por antibidtico. Este vector se ha utilizado para la

clonacion directa de productos obtenidos mediante PCR.
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» PpET-32a (+) (Novagen): Vector de 5.9 kb que permite la
clonacion y expresion de secuencias peptidicas fusionadas con la proteina
tiorredoxina (109 aminoacidos) y una cola de histidinas en el extremo N-
terminal (His-6x). Esta proteina de fusion aumenta la solubilidad de la

proteina con la que se coexpresa facilitando su deteccion y purificacion.

» pGEX/ as-A Domain: Cedido por el Dr. Johannes Eble (Centro
de Medicina Molecular, Universitatsklinikums Frankfurt-am-Main,
Alemania). Contiene el dominio as-A fusionado a una etiqueta -GST

(Glutation S-Transferase) y con resistencia a ampicilina.

3.2. Vectores de expresion en células de insecto

» pUC-HygMT-a; fos y pUC-HygMT-B, jun. Cedidos por el Dr.
Johannes Eble. Vectores que expresan el ectodominio de las subunidades
ai y Bi1de la integrina aif1, en las que los dominios transmembrana y
citoplasmatico han sido reemplazados por una secuencia espaciadora
(GGSTGGG) y los motivos de dimerizacion Fos y Jun. El ectodominio de
ai1-Fos contiene el dominio as-A y el dominio con siete repeticiones (I-VII)
a los que se unen cationes divalentes. El ectodominio de B1-jun también
contiene el dominio B-A de unién de cationes divalentes y cuatro regiones

ricas en cisteina (Eble et al., 2001).
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4. Diseno de cebadores

Los cebadores fueron disefiados mediante el programa

GeneRunner y su aplicacion de analisis de oligonucleétidos (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados como cebadores para la amplificacion por
PCR.

Nombre Secuencia (5 --- 3°) Comentarios
1 5'SP_Sfi GGCCATGGAGGCCATGATCCCAGGTTCTCTTG pMD18-T
2 5Xhol-SpRPTLN  CTCGAGTTATGATCCAGGTTCTCTTGG pMD18-T
3 5Xhol-MatRPTLN CTCGAGTTTGTACAACTGGACCATGTTGTCG pMD18-T
4 3’Hindlll_RPTLN  CGAAGCTTTGCCATTCCCGGGATAACTGGG pMD18-T
5 5'Nhel-MatRPTLN GTACGCTAGCGTGTACAACTGGACCATGT pMD18-T
6 5'Nhel-SpRPTLN  GTACGCTAGCGATGATCCAGGTTCTCTTG pMD18-T
7 3'Xhol-RPTLN GTACCTCGAGGCCATTCCCGGGATAACTGGG pMD18-T
8 5'Nhel_ATG GTACGCTAGCGATGAGGGCCTGGATCTTT pET-32a
9 3'Xhol_RPTLN ACCTCGAGCTAGCCATTCCCGGGATAACT pET-32a
10 JerdXhol-3" GCCTCGAGTATTAGCCATTCCCGGGATAAC pET-32a

11 Kpnl_TEV_FlagJerd ATGGTACCGAGAATCTTTACTTCCAAGGAGCCCC pET-32a
fw

ACTAGCCGAC
12 SP6 GATTTAGGTGACACTATAGAATAC Secuenciar
13 T7 Promotor TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciar
14 T7 Terminador GCTAGTTATTGCTCAGCGG Secuenciar
15 M13 fw (-20) TGTAAAACGACGGCCAGT Secuenciar
16 M13 rv (-24) GGAAACAGCTATGACCATG Secuenciar
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5. Anticuerpos y péptidos inmunogénicos

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados para la inmunodeteccién de proteinas.

Nombre
Anti-Flag-HRP

Anti-PEP160
MAB1973
MAB2513

JA218

Anti- B1

Anti-raton

Anti-GST

Anti-BrdU

Antigeno
Epitopo Flag

1PEP160
aThumana
a1B1 de rata

a2 humana

B1 humana
IgG de ratén

Glutathione -
S-transferase

Bromodeoxy-
uridina

Anticuerpos Primarios

Dilucion Comentario

1:1000 Monoclonal de ratén
1:500 Policlonal de conejo
1:200 Monoclonal de ratén
1:200 Monoclonal de ratén
1:200 Monoclonal de ratén
1:2000 Policlonal de conejo
1:1000 Control para FACs

1:1000 Policlonal de conejo
1:2000 Monoclonal de ratén

Referencia
Sigma-Aldrich

Abyntek
Millipore
Millipore

Tuckwell et al;
2000

Eble, 1993
Sigma

Invitrogen

Calbiochem

1-El anticuerpo anti-PEP160 se purificd por cromatografia de afinidad con el
péptido del extremo carboxilo terminal de la jerdostatina (CKPSYPGNG),
conjugado con KLH ("Keyhole Limpet Hemocyanin"), a partir de sueros de

sangrado de dos conejos inmunizados con este péptido.

Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunodeteccién de

proteinas.

Nombre
Anti-conejo-
HRP

Anti-conejo-
AP
Anti-raton-R

Anti-raton-
HRP

Anticuerpos Secundarios

Antigeno Dilucién
IgG conejo  1:10000
IgG conejo  1:2000
IgG ratdn 1:2000
IgG ratdn 1:10000

Comentario

Producido en cabra.
Conjugado a peroxidasa

Producido en cabra.
Conjugado a fosfatasa
alcalina

Fragmento F(ab’), de cabra
Conjugado a R-phycoerytthrin
Producido en cabra.
Conjugado a peroxidasa
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6. Diseio, amplificacion y clonaje

Utilizando como molde ADNc de la glandula del veneno de
Protobothrops jerdonii se amplificd por PCR los dominios péptido sefal
(VSP), propéptido y jerdostatina. Las secuencias se insertaron en el
plasmido pMD18-T (Sanz et al., 2005). A partir de este vector, se disefiaron
una serie de cebadores (1-7, Tabla 3) para amplificar por PCR los dominios:

vSP-Propéptido-Jerdostatina (333 pb) y jerdostatina (149pb).

El programa de PCR (PCRJerd) consistia en un paso inicial de
desnaturalizacién de 5 minutos a 94° C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizaciéon (30 segundos a 94° C), hibridacién (30 segundos a 65°
C) y extension (30 segundos a 72° C); como paso final una extension de 7
minutos a 72° C. La temperatura de hibridacién se varié en funcién del par

de cebadores empleados para la amplificacion

Tabla 6. Componentes necesarios para la PCR.

Componentes volumen (pl) Concentracion final
750 mM Tris HCl (pH 9.0), 500 mM

Tampon 10X con MgClz 2 KCl, 200 mM (NH4),50, 20mM MgCl,
dNTPs 10 mM 04 0.2 mM

cebador 5' 10 uM 04 0.2 uM

cebador 3' 10 yM 0.4 0.2 uM

ADN molde 50-100ng

Polimerasa Taq 04 s5U/ul

Agua estéril Milli-Q hasta 20
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Como control negativo se utilizoé la mezcla de reaccién de PCR sin
ADN molde. El analisis de los productos amplificados se realizd por
electroforesis en geles de agarosa del 1 0 2% segun el tamafio de los
fragmentos. Las muestras se mezclaron con tampon de carga 6X (0.25%
colorante Orange, 30% glicerol) en TBE (90 mM Tris, 90 mM acido borico,
2mM EDTA, pH8).

6.1. Purificacion de fragmentos de PCR

Los fragmentos amplificados se purificaron, bien directamente a
partir de la mezcla de PCR si el amplificado era Unico, eliminando el resto
de componentes de la mezcla mediante el producto enzimatico ExoSAP-
IT® de Affimetrix o bien, cuando se observaron varias bandas en el gel de
agarosa tras la electroforesis, mediante escision de la banda de interés. En
ambos casos, para la purificacion se utilizd un kit comercial (lllustra GFX
PCR ADN and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare). Los fragmentos
pequeios, se purificaron utilizando el kit comercial QIAEX Il Gel extraction

(Qiagen).

6.2. Clonacidn
6.2.1. Vectores
e pGEM-T/Jerdostatina y pGEM-T/vSP-Propéptido-Jerdostatina

Los fragmentos purificados (vSP-Propéptido-Jerdostatina y jerdostatina)
se ligaron directamente al vector de alto numero de copias pGEM-T

mediante la enzima T4 ADN ligasa (Promega). La ligacion se realizod
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durante toda la noche a 4° C y se transformaron bacterias £ coli (cepa
DH5a) por electroporacion.

e pET-32a/Jerdostatina: vector de expresién de jerdostatina en
bacterias. La secuencia del dominio de jerdostatina (149 pb) se amplificd
por PCR (PCRJerd) utilizando el vector pGEM-T/Jerdostatina como molde,
mediante los cebadores 8, 11 (Tabla 3) que introducen los sitios de
restriccion Kpnl, Xhol y la secuencia de reconocimiento de la proteasa TEV.
El fragmento amplificado y purificado se ligdo al vector pET-32a,
previamente digerido con los enzimas Kpnl/Xhol a 37°C. El resultado de

la ligacion se utilizé para transformar bacterias BL21.

6.2.2. Introduccion de ADN exégeno

6.2.2.1. En bacterias

Las bacterias electrocompetentes de £. coli(cepas DH5a y BL21) se
crecieron en medio LB a 37° C en agitacion. Las bacterias se transformaron
por electroporacion a 1700 V. Este método de transformacion permite la
internalizacion del ADN exdgeno al someter a las células a una diferencia
de potencial que perfora temporalmente la pared celular. Para ello se
utilizaron cubetas de 1 mm de ancho (Eppendorf) y el electroporador

Eppendorf 2510.

Tras recuperarse durante 1 h en LB a 37° C, las bacterias fueron

sembradas en placas de LB-agar con los antibiéticos necesarios para su

seleccion (100 pg/ml de ampicilina).
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6.2.2.2. En las células de insecto

Las células Schneider S2 se cotransfectaron con pUC-HygMT-a; fos
y pUC-HygMT-B:1 jun, utilizando el reactivo TransFast™ Transfection
Reagents (Promega, Madison, WI) y se seleccionaron con 0.1 mg/ml de

higromicina B.

6.2.3. Seleccion de clones positivos

Los clones positivos fueron seleccionados por su resistencia a los
antibidticos. La presencia de los diferentes insertos en los clones fue
corroborada por PCR. El resultado se observé en una electroforesis en gel
de agarosa al 1-2%. Posteriormente, se procedio a la extraccion del ADN
plasmidico (Wizard Plus SV Minipreps, PureYield™ Plasmid Midiprep y

Maxiprep, Promega).

6.3. Cuantificaciéon del ADN

El ADN se cuantific6 por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 260 nm mediante el espectrofotémetro NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo scientific). La pureza se establecio

mediante la relacién de absorbancia Azg/280 NM.

6.4. Secuenciacion y analisis de secuencias

La secuenciacion se realizo a través del servicio de Secuenciacion
del Instituto de Biomedina (IBV-CSIC) utilizando el secuenciador
automatico de ADN ABI PRISM-3130XL Genetic Analyzer de la casa

Applied Biosystems. Las secuencias obtenidas se analizaron con el
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paquete de programas Staden Package y se buscd correspondencia por

homologia con la secuencia de la base de datos del NCBI mediante BLAST.
7.-Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

7.1. En bacterias
7.1.1. Expresion y purificacion de jerdostatina recombinante

El clon de £ coli BL21 seleccionado, tras comprobar la presencia
del plasmido de interés (PCR, digestion, secuenciacidn), se crecié durante
toda la noche a 37° C en medio LB con 100 pug/ml de ampicilina. Cuando
la densidad optica medida en el espectrofotémetro a 600 nm (ODego)
alcanzo un valor comprendido entre 0.8-1, se afiadid 1 mM de IPTG para
inducir la expresion, a continuacion, la suspension celular se incubo
durante 4 horas a 37° C en agitacion. Transcurrido este tiempo, la
suspension celular se centrifugd a 6000 rpm durante 30 min, el precipitado
celular se resuspendi6 en el mismo volumen en el tampdn de equilibrado
PBS (20 mM fosfato de sodio, 150 mM NaCl, pH 7.4). Posteriormente, se
lavd 3 veces en el mismo tampdn, se centrifugd y el precipitado se
resuspendié en 50 ml de tampodn de equilibrado. Las células se lisaron por
sonicacion (15 ciclos de 15 segundos con 1 minuto de descanso entre los
pulsos) en hielo. Las células lisadas se centrifugaron a 10000 rpm durante
30 minutos a 4°C. Las fracciones solubles e insolubles se analizaron por
electroforesis en gel de acrilamida-SDS 15% en condiciones reducidas
para comprobar la sobreexpresion de la proteina de fusion tiorredoxina-

His(6x)-jerdostatina de forma soluble.
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Esta proteina de fusion se purificd a partir de la fraccion soluble
del lisado celular por cromatografia de afinidad mediante el cromatografo
AKTA Basic FPLC equipado con una columna de afinidad de niquel de 5
ml de (HisTrap HP, Amersham Biosciences). La proteina de fusion se eluyo
aplicando un gradiente lineal creciente de 50-500 mM de imidazol. Las
diferentes fracciones eluidas se analizaron por electroforesis en
condiciones reducidas en un gel de acrilamida-SDS 12%. Aquellas
fracciones que contenian la proteina de fusién se dializaron frente a PBS
y se digirieron, durante toda la noche a 4° C, con la proteasa TEV-His(6x)
(1:20 m/m) previamente purificada siguiendo el protocolo descrito por

Tropea y colaboradores (2009).

La proteina recombinante jerdostatina (r-jerdostatina), tras la
digestion, se separé de la proteina de fusidn tiorredoxina-His(6x) y de la
proteasa TEV-His(6x) por cromatografia de afinidad en una columna
quelante de niquel HisTrap HP. La fraccion no unida a la columna (r-
jerdostatina) se concentro por filtracion en membranas de tamano de
poro de 3 kDa (Millipore, MA, USA). El concentrado se analizé por
cromatografia liquida (HPLC) en una columna de fase reversa C18 (250 x
4.6 mm, 5 um, Waters, MA) equilibrada con 0.05% acido trifluoroacético
(TFA) y 5% acetonitrilo. Las fracciones retenidas se eluyeron con un
gradiente lineal creciente de acetonitrilo del 5-70% durante 45 min. La
concentracién de proteina purificada se determiné mediante el método
de acido bicinconinico siguiendo el protocolo indicado por el fabricante

(BCA kit, Pierce).
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La pureza de la proteina se analizé por SDS-PAGE en condiciones

reducidas.

7.1.2. Expresion y purificacion del dominio as-A.

El dominio a:-A cedido por el Dr. Eble y producido de forma
recombinante de acuerdo con Calderwood y colaboradores (1997), se
encuentra clonado en el vector pGEX en bacterias £ coli (DH5a).
Brevemente, las bacterias £.coli se crecieron durante toda la noche a 37°
C en medio LB con 100 pg/ml de ampicilina. Cuando la densidad optica
ODsoonm alcanzé un valor de 0.6, se afiadié 0.4 mM de IPTG para inducir la
expresion, a continuacion, la suspension celular se incubé durante 4 horas
a 37° C en agitacion. Transcurrido este tiempo se centrifugdé a 6000 rpm
durante 30 min, el precipitado celular se lavo 3 veces en el tampon de
equilibrado TBS (150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5). Posteriormente
se centrifugd y el precipitado se resuspendié en 50 ml de tampdn de
equilibrado con inhibidores de proteasas. Las células se lisaron por
sonicacion (5 ciclos de 30 segundos con 1 minuto de descanso entre los
pulsos) en hielo. Las células lisadas se centrifugaron a 20000 rpm durante
15 minutos a 4°C. La proteina de fusién as-A-GST se purificd a partir de la
fraccion soluble del lisado celular por cromatografia de afinidad en una
columna de glutation -agarosa (Sigma) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La proteina de fusién a:-A-GST se eluy6 con glutation 5 mM
en 50 mM Tris-HCI, pH 8.0. La proteina de fusién se dializé posteriormente

frente a TBS para eliminar el glutation.
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7.2. En células de insecto

La expresion y purificacion del ectodominio de la integrina a:B1 se
realiz6 siguiendo el protocolo descrito por De Santana Evangelista y
colaboradores (2009). Brevemente, el clon de células Schneider S2
seleccionado se crecidé en agitacion, una vez alcanzada una densidad
aproximada de 12x10° células/ml se indujo la expresion con la adicién de
0.1% de glucosa, 0.8 mM de glutamina y 0.6 mM de sulfato de cobre en
medio con SFB. La suspension celular se recogié 5 dias después de la

induccion.

Las células se centrifugaron a 9000 rpm durante 30 minutos a 4°
C. El sobrenadante se filtré con papel Whatman N°1 (GE Healthcare) y se
afnadié 0.5 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en DMSO. La
muestra se concentrd por ultrafiltracion en una membrana de tamafio de
poro de 30 kDa (Amicon, Millipore). Se realizaron una serie de lavados con
TBS-HCI pH7.4 para, poco a poco, ir cambiando el medio que posee
sulfato de cobre, se afiadi6 EDTA y se comprobd el pH. A la fraccion
retenida, mantenida a 4° C, se le afadieron inhibidores de proteasas
(Tmg/ml), 2 mM MgCl;, T mM MnCl;, 20% de azida, 0.5 mM PMSF y
1mg/ml de pepstatina. La muestra se centrifugd a 10,000 rpm, durante 30

minutos a 4° Cy se recuperd el sobrenadante.

Las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad. El
sobrenadante se transfirid a una columna de Sepharosa 4B CL que
contiene el fragmento del colageno tipo IV (CB3) unido covalentemente

(Amersham Pharmacia Biotech). La columna cargada con CB3 se lavo 3
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veces con el tampén de lavado TBS/Mg/Mn/azida (50 mM Tris pH 7.4, 150
mM NaCl, 2 mM MgCl,, TmM MnCl,, azida). La adicion de los metales
divalentes Mg** y Mn?* al tampén es necesaria y fundamental ya que
aumentan la afinidad de la integrina por su ligando. La muestra se pas6
por la columna toda la noche a 4° C. Al dia siguiente se realiz6 un lavado
con 05 M NaCl, en TBS/Mg/Mn/azida durante 30 minutos.
Posteriormente, se lavd con 0.3 M NaCl, en TBS/Mg/Mn/azida otros 30
minutos y se realizé un Ultimo lavado con TBS/Mg/Mn/azida antes de eluir
la muestra con 20 mM EDTA en TBS/azida. Inmediatamente, tras la
elucion, se anadid a los tubos 120 pl TM MgCl, y 80 pl 2M Tris-HCI, pH 8.
Las fracciones recogidas se concentraron por ultrafiltracion (Amicon 30
YM) y se realizaron lavados con TBS/Mg/azida para eliminar el EDTA. La
concentracion de proteina se determiné mediante el método de acido
bicinconinico y las fracciones se analizaron por electroforesis en un gel de

acrilamida-SDS.

8. Purificacion de lebestatina a partir del veneno de serpiente

La disintegrina corta KTS, lebestatina [Q3BK14], se purifico a partir
del veneno de la serpiente Daboia mauritanica. 2 mg del veneno se
separaron por HPLC de fase reversa usando una columna C18. El flujo se
ajustd a 1 ml/miny la separacion se desarrollé con un gradiente lineal de
0,1% de TFA en agua (solucidon A) y 5% acetonitrilo (solucion B) durante
10 min, seguido por 5- 25% de B durante 20 min, 25- 45% de B durante
120 min, y 40 min al 45- 70% (Makran et al,, 2012). Las fracciones fueron
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analizadas en condiciones nativas por SDS-PAGE y espectrometria de

masas para su identificacion.

9. Analisis de proteinas

9.1. Electroforesis, transferencia e inmunodeteccion
» Western blot (Coligan, 2003)

Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE, Tris-Tricina-SDS, en
condiciones reducidas utilizando, tanto geles de diferentes porcentajes de
poliacrilamida (12%, 15%) como en gradiente (7.5% - 15%). Generalmente,
se cargaron entre 15-40 ug de los extractos celulares y entre 1 ug-500 ng
de las fracciones obtenidas durante la purificacion. Antes de realizar la
carga, se anadid a las muestras tampon de carga 6X con beta
mercaptoetanol (375 mM Tris-HCl pH 6.8, glicerol 60%, SDS 12%, azul de
bromofenol 0.024%, 2- mercaptoetanol 30%) y se hirvieron durante 5
minutos. La electroforesis se realizd en un sistema "protein Electrophoresis
System" (Bio-Rad) a un voltaje de 85 V y tras pasar el gel de apilamiento
a 120 V. El tampon electroforético para SDS-PAGE se compone de 0.2 M
glicina, 250 mM Tris, 0.1% SDS. En el caso de Tris-Tricina-SDS se utilizaron
dos tampones, el del anodo que contiene 0.2 M Tris pH 8.9y el del catodo
compuesto por 0.1 M Tris, 0.1 M Tricina, 0.1% SDS. El gel se tifi¢ con azul
Coomasie para poder visualizar las proteinas presentes. La transferencia
se realiz6 a una membrana de PVDF (Hybond-P PVDF Membrane, GE
Healthcare) empleando un sistema "Semidry" durante dos horas a

amperaje constante de 200 mA. El tampon de transferencia se compone
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de 0.1 M glicina, 12.5 mM Tris y 20% metanol (v/v). Posteriormente se
visualizo la transferencia tifnendo la membrana con rojo Ponceau (0.1%
Rojo Ponceau, 5% acido acético) y destifendo con agua. El bloqueo de la
membrana se realizé con leche desnatada al 5% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion o a 4° C toda la noche.

La inmunodeteccién se realizd con el anticuerpo especificado en
cada caso (Tabla 4 y 5). Los anticuerpos se diluyeron en leche desnatada
al 5% en PBS, en las condiciones que se indican en la tabla. Tras la
incubacién con el anticuerpo, la membrana se lavé con PBS-T [20 mM
Na;HPOs4, 150 mM NaCl, pH 7.4, 0.1% Tween-20 (v/v)], tres veces, 5
minutos cada una. La reaccién quimioluminiscente se detecté utilizando
el reactivo comercial ECL Plus (Amersham Biosciences). El revelado y
analisis de la sefial luminiscente se realizé mediante el sistema LAS 3000

(Fujifilm).

9.2- Identificacion por espectrometria de masas

Aquellas fracciones purificadas y analizadas por HPLC se
caracterizaron por espectrometria de masas de ionizacidn por
electroespray (ESI/MS) mediante el espectometro de masas QTrap 2000
(Applied Biosystems) equipado con un nanoespray (Proxeon, Denmark).
Los espectros se analizaron manualmente, teniendo en cuenta que
M=(m/z) z-zH", donde M se refiere a la masa del péptido, m/z: relacion
masa/carga; z: carga; H': masa del protdn (1.00794u).

Las masas tedricas monoisotdpicas de las proteinas recombinantes

se calcularon mediante el software informatico Paws®.
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9.3. Citometria de flujo (FAC)

Para caracterizar el perfil de expresion de las integrinas aiB1y azB1
en las lineas celulares RASMC y HASMC, se realizaron analisis de
citofluorometria de flujo mediante anticuerpos anti-integrinas
etiquetados fluorescentemente. Se utilizaron 5x10° células/ml por
condicién. Las células se bloquearon con 1% de BSA (albumina de suero
bovino) y 1% de suero de caballo en PBS durante una hora en hielo. La
suspension celular se incubd con los anticuerpos monoclonales
generados en raton frente a las diferentes integrinas (MAB2513, MAB1973
y JA-218) (Tabla 4) a una concentracion de 5 pg/ml en el mismo medio de
bloqueo. Las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con una
dilucion 1:2000 (v/v) del anticuerpo secundario anti-lgG de ratén
conjugado con R-phycoerythrina (Invitrogen) durante una hora en hielo.
Las IgG del suero de raton diluidas 1:1000 (v/v) (Sigma) se utilizaron como
isotopo control. La fluorescencia se detecté mediante el dispositivo
CyFlow® (Partec, Gorlitz, Germany). El analisis de los datos e histogramas
se obtuvieron con el programa Windows Multiple Document Interface
(WinMDI) 2.9 (Miscellaneous software, The Scripps Research Institute, CA,
USA). Los datos adquiridos se transformaron en histogramas mediante el

programa Microsoft Excel.
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10. Ensayos de actividad de las proteinas recombinantes

10.1. Ensayos de union de las proteinas recombinantes

El analisis de la union del ectodominio de la integrina aiB vy el
dominio A de la subunidad a1 (cedida por el Dr. Eble) al colageno (CB3,
cedido por el Dr. Eble) y a la disintegrina jerdostatina recombinante, se
llevd a cabo siguiendo un protocolo tipo ELISA ("Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay").

10.1.1. Unidn de la integrina soluble aiB;a CB3

El fragmento de colageno tipo IV, CB3 se inmovilizé en una placa
de 96 pocillos durante toda la noche a 4° C en TBS/Mg?* (Tris 50 mM/HCI
pH 7,4, NaCl 150 mM, 2 mM MgCl,) a una concentracion de 5 pug/ml. La
placa se lavé tres veces con TBS/Mg** y se bloque6 con 1% BSA en
TBS/Mg** a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras el bloqueo se
ahadieron por duplicado, partiendo de 30 ug/ml, diluciones seriadas 1:3
de la integrina soluble a:B; disuelta en el tampdn de bloqueo. A una
columna de la placa se le afadi6 1T mM MnCl;, compuesto metalico
necesario para la union del ligando; a la otra columna, se le afiadio 10 mM
EDTA (agente quelante). La incubacion se realizé durante 2 horas a
temperatura ambiente. La placa se lavé dos veces con 50 mM HEPES (pH
7.5), 150 mM NaClz, 2 mM MgCl, y T mM MnCly, la integrina unida se fijo
con 2.5% (v/v) glutaraldehido (Sigma). Para la deteccién de aif1 por
inmunodeteccién, se lavo la placa tres veces con TBS/ Mg?* y se afiadié

una dilucién 1:2000 del anticuerpo anti-B1 de conejo en TBS/ Mg?*, 1% de

74



.

BSA durante 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavo 3 veces y se afiadio el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (1:2000) durante 2 horas. Tras lavar
para eliminar las uniones inespecificas, se afiadio el sustrato p-nitrofenil
fosfato (pNpp, Sigma) en un tampodn con 0.1 M glicina pH 104, 1 mM
MgCl.y 1 M de acetato de zinc. La fosfatasa alcalina hidroliza a pNpp para
formar p-nitrofenol el cual tiene una fuerte absorbancia a 405 nm. La
reaccion se detuvo al afiadir 1.5 M NaOH y la absorbancia se midié en un

lector de microplacas (BioTek, Bad Friedrichshall, Alemania).

10.1.2. Union de jerdostatina recombinante a af1

El analisis de la capacidad de unién de la proteina r-jerdostatina a
la integrina a1B1 soluble fue descrito por Juarez y colaboradores (2010). En
este ensayo, 10 ug/ml de jerdostatina recombinante se inmovilizaron a
4°C durante la noche en una placa de 96 pocillos. La disintegrina se incubd
con diferentes concentraciones de la integrina soluble aiB1 (a partir de 30
pug/ml) durante 2 h. Como en el apartado anterior, la union disintegrina-

intergina se analizd por inmunodeteccion de la subunidad B1.

10.1.3. Ensayo de inhibicion de r-jerdostatina

Siguiendo el procedimiento descrito por Eble y Tuckwell (2003), se
inmovilizaron 5 pg/ml del fragmento CB3 en una placa durante toda la
noche a 4° C en tampon TBS/Mg?*. Una vez bloqueada la placa, 3.5 ug/ml
de la integrina soluble aiBs o 30 ug/ml del dominio ai.A unida a una

etiqueta -GST (Glutation S-Transferase) cedida por el Dr. Eble y producida
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de forma recombinante de acuerdo con Calderwood y colaboradores
(1997), se mezclaron con concentraciones decrecientes (1:10) de r-
jerdostatina (a partir de 50 pg/ml) y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Tras lavar y fijar durante 10 minutos con 2.5%
glutaraldehido en tampdén HEPES, la integrina aiB1 unida a CB3 se
inmunodetectd con el anticuerpo policlonal anti-B1 de conejo, mientras
que el dominio a;-A se detectd con el anticuerpo anti-GST diluido 1:1000,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez realizados los lavados
correspondientes, se afadié el anticuerpo secundario (1:2000) anti IgG de
conejo-AP. Finalmente la conversion del sustrato p-nitrofenil fosfato

catalizado por AP se midié a 405 nm.

10.2. Analisis de la adhesion celular 7in vitro

El estudio /n vitro de la actividad de r-jerdostatina se realizd
utilizando las lineas celulares RASMC, HASMC y HT1080. En este ensayo,
el fragmento CB3 (1 pg/ml) y el colageno tipo | (10 pug/ml) fueron disueltos
en tampdn PBS/Mg?* y se incubaron durante toda la noche a 4° C en una
placa de 96 pocillos cada uno. Los pocillos se lavaron tres veces con PBS
y se bloquearon durante 1 hora con 0.1% BSA en PBS. Las células de las
diferentes lineas se sembraron a una densidad de 0.2 x10° células/ml
durante 45 minutos a 37° C, en una atmosfera de 5% de CO, en presencia
de diferentes concentraciones de r-jerdostatina y rhodocetina (cedida por
el Dr. Eble). Las células no adheridas se lavaron con PBS, las adheridas se
marcaron con 0.5 pg/ml de 2N,7N-bis-2-carboxyethyl-5-(and-6)-carboxy

fluorescein (BCECF, Invitrogen), indicador fluorescente de pH intracelular,

76



.

disuelto en DMEM (GIBCO) durante 15 minutos a 37°C en oscuridad (de
Santana Evangelista et al., 2009). Parte de las células se fijaron con 4%
formaldehido en PBS durante 10 minutos y se analizaron bajo el
microscopio. Las imagenes se adquirieron a 20X aumentos con un
microscopio Olympus IX71 y se analizaron con el programa Metamorph
(version 7.7.4.0, Molecular Devices, Inc. Downingtown, PA, USA). El resto
de células se lisaron durante 10 minutos con 30 mM Tris-HCl, pH 88 y
0.1% SDS, para cuantificar la fluorescencia incorporada por BCECF. La
sefial de fluorescencia se detect6 a una longitud de onda de excitacién de
485 nm y de emisién de 535 nm con un lector de placas de ELISA (BioTek,
Bad Friedrichshall, Alemania). Se realizaron controles de adhesidon sin

inhibidores (control positivo) y con 10 mM de EDTA (control negativo).

10.3. Estudio de la adhesion y migracion en tiempo real

El sistema electrdnico, sensor celular en tiempo real, xCELLigence
RT-CES® (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany) se utilizo para verificar
la respuesta dinamica de las células en presencia de diferentes cantidades
de r-jerdostatina, midiendo el indice celular. Este parametro indica la
impedancia electrdnica, la cual responde al nUmero de células unidas a los
pocillos. La placa contiene un microelectrodo, el cual permite monitorizar
todo el proceso celular en tiempo real. De esta forma, el valor de indice
celular se incrementa con la cantidad de células que permanecen
adheridas en el fondo del pocillo a lo largo del tiempo.

Los ensayos de adhesion y migracién celular en tiempo real se

realizaron con células del musculo liso, RASMC. Siguiendo el protocolo
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descrito por el fabricante, las placas E y CIM se cubrieron con 1 ug/ml de
CB3 y se dejaron durante toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavaron
con PBS y se bloquearon con 0.1% de BSA durante 1 hora. Se sembraron
0.2 x10° células/ml incubadas con diferentes concentraciones de r-
jerdostatina y rhodocetina. Para el ensayo de migracion, al medio de
crecimiento se le ahadié un 10% de SFB (sin fibronectina) como atrayente

celular en la placa CIM.

Las células tratadas con 10 mM de EDTA sirvieron como control
negativo. Los valores de impedancia electronica se midieron cada 3
minutos durante 24 horas en las placas E y CIM, representando los
procesos de adhesién y migracion celular que estan teniendo lugar a
tiempo real. Antes de sembrar las células se realiza una primera mediada
con el medio celular que corresponderia a la seiial de ruido de fondo. Los
valores de la impedancia se corrigen con esta medida de ruido para
obtener el indice celular, ACell. Los ensayos se realizaron por duplicado y
los datos obtenidos se analizaron mediante el programa RTCA software

1.2 (Roche Diagnostics).

10.4. Analisis de la proliferacion celular

Para medir la tasa de proliferacién celular se realizé un ensayo de
incorporacion de  Bromodeoxiuridina  (BrdU), empleando un
inmunoensayo tipo ELISA (Calbiochem®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este analogo de la timidina, se utiliza como marcador de
proliferacién ya que se incorpora al ADN de nueva sintesis de aquellas

células que se estan dividiendo y, por lo tanto, proliferando.

78



o
“\J 3

Las células RASMC se sembraron en placas de 96 pocillos,
previamente cubiertos con 1 pg/ml de CB3, a una densidad 6ptima de
10,000 células/pocillo en medio suplementado con SFB y se afiadieron
cantidades crecientes de r-jerdostatina. Después de 1 hora de incubacion,
las células se marcaron con una solucién de BrdU (1:2000) y se incubaron
durante 24 horas adicionales a 37° Cy 5% CO,. El medio marcado se retird
y las células fueron secadas, fijadas y permeabilizadas. EI ADN se
desnaturalizé6 con una solucion incluida en el kit durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-BrdU a cada pocillo y las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Tras los lavados, las placas se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratén IgG-HRP durante 30
minutos. A continuacion, se afadié a la solucidn un sustrato fluorogénico
que es catalizado por la peroxidasa. El complejo inmune se cuantifico
midiendo la fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 320
nm y de emision de 460 nm. Las unidades relativas de fluorescencia se
correlacionan directamente con la cantidad de ADN sintetizado y el

numero de células proliferantes. El ensayo se realizé por cuadruplicado.

° o s

10.5. Ensayos de inhibicion de angiogénesis

Durante la angiogénesis, las células endoteliales se reorganizan
para formar una red tubular de vasos sanguineos. La formacién de tubos
puede ser estudiada /n vitro mediante ensayos de morfogénesis que

utilizan componentes de la matriz extracelular como el colageno tipo | o
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Matrigel (BD Bioscience), sobre los que se siembran las células

endoteliales formando estructuras esferoides o tubulares.

10.5.1. Formacion /in vitro de esferoides

» Purificacion de colageno tipo | a partir de colas de rata

El colageno tipo | fue obtenido de tendones de cola de rata de
acuerdo al método de Rajan y colaboradores (2006). Los filamentos se
lavaron en una placa de 100 mm conteniendo etanol al 70% durante 10
minutos y se trocearon hasta obtener una masa uniforme. Los fragmentos
se pasaron a una solucion de 0,1% de acido acético y se incubaron durante
48 horas a 4°C en agitacion. La solucién se centrifugd a 24000 rpm durante
1 hora y se recogi6 el sobrenadante. Tras medir la absorbancia a 280 nm,
se diluyd la muestra hasta alcanzar una concentracion ideal de 0.250

mg/ml.
» Preparacion de metocel (metilcelulosa)

Se autoclavaron 6 g de metilcelulosa (Sigma, 4,000 centipoises) en
una botella de 500 ml. La metilcelulosa se resuspendio en 250 ml de medio
basal para células endoteliales a 60 °C. La mezcla se agitdo durante 20
minutos y se afadieron 250 ml de medio de cultivo basal a temperatura
ambiente. Tras agitar a 4 °C durante toda la noche se centrifugd a
temperatura ambiente durante 2 horas a 10,000 rpm. El sobrenandante,

gue contiene la solucién de metilcelulosa, se almacend a 4°C hasta su uso.
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» Formacion de esferoides

Las células HUVECs (entre 3-5 pases maximo) se cultivaron hasta
alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia. Tras tripsinizar, se
centrifugaron a 900 rpm durante 5 minutos. El precipitado se resuspendio
en 10 ml de medio de crecimiento para células endoteliales suplementado
con 10% de SFB. Las células se contaron y se diluyeron para obtener
aproximadamente 4,000 células/ml en medio de crecimiento para células
endoteliales suplementado con 20% de metocel y 10% de SFB. Para la
formacion de esferoides se utilizaron 4 placas de 96 pocillos de fondo en
forma de U, no adherentes. Las células se incubaron 24 horas a 37° Cy 5%

de COz.

» Inclusion de esferoides en coldgeno y tratamiento con factores

de crecimiento

Este ensayo se realiz6 en placas de 24 pocillos. A 4 ml de colageno
tipo | purificado se le afadid 0.5 ml de medio 199 10X (Sigma) y se
mantuvo en hielo hasta el momento de la neutralizacion con NaOH 0.2 M.
Los esferoides formados se recogieron y se centrifugaron a baja velocidad,
800 rpm, durante 5-10 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, el
precipitado celular se resuspendié en 4.5 ml de una solucién que contenia
metocel, 20% de suero fetal bovino y 90 pl de HEPES 1 M (Sigma).

Una vez neutralizado el colageno (aparece de color anaranjado
indicativo de pH 7.5) se agregd inmediatamente a los esferoides y se
mezcl6 cuidadosamente con una pipeta de 10 ml fria. Rapidamente se

ahadio 1 ml de la mezcla a cada pocillo. La placa se incub6 5 minutos a
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temperatura ambiente y transcurrido este tiempo, a 37 °C durante 30 min
para que el colageno gelificara. Una vez gelificado, a los pocillos se les
anadié 40 ng/ml del factor de crecimiento endotelial vascular humano
(hVEGF 165b, Cell Signaling Technology®) y diferentes concentraciones de
r-jerdostatina y rhodocetina diluidos en medio basal sin suplementar y sin
SFB. Como control negativo de angiogénesis a uno de los pocillos no se

le ahadid VEGF. La placa se incubd durante 24 horas a 37° Cy 5% de CO..

» Anadlisis de los esferoides

Las esferas se fijaron en 4% paraformaldehido (PFA) y se procedio
a captar imagenes en el microscopio éptico a 10X y 20X aumentos. Las
imagenes se analizaron utilizando el programa Image J
(http://imagej.nih.gov/ij/), en el que se calculo6 el numero de

ramificaciones y la longitud de las mismas.

10.5.2. Formacion /n vitro de tubulos capilares

Ensayo que permite medir la formacion de estructuras tubulares a
partir de células endoteliales cuando éstas son cultivadas sobre un gel que
contiene extracto de la membrana basal, Matrigel (Kubota et al., 1988).
Este gel ha sido preparado a partir del sarcoma EHS ("Engelbreth-Holm-
Swarm") producido en ratones, que contiene mayoritariamente laminina,
colageno IV, heparan sulfato, proteoglicano, entactina y otros
componentes minoritarios optimizados para la formacién de tubulos. Con
este sistema, la formacién de tdbulos va ocurriendo en el transcurso de 6
a 24 horas, observandose los primeros signos de estructuras tubulares tras

3 6 4 horas.
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» Polimerizacion del gel y formacion de estructuras tubulares

A una placa de 48 pocillos se le afadié 150 ul de Matrigel por
pocillo y Matrigel con 1 mg/ml de coladgeno tipo IV humano. La mezcla se
dejoé polimerizar durante 30-60 minutos a 37° C y 5% de CO2.
Posteriormente, se sembré una dilucién de 3.5 10* células/ml en medio de
crecimiento endotelial completo sobre la matriz de matrigel 6
matrigel/colageno IV polimerizada y se afadieron diferentes
concentraciones de r-jerdostatina, rhodocetina y una mezcla de ambas.
Las células se incubaron durante 16 horas a 37°C. Los ensayos se

realizaron por duplicado.

» Andlisis de los tubulos

Cada pocillo se dividié en 4 cuadrantes. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio 6ptico invertido Leica DM IRE2 que incorpora
una camara digital Leica DFC 280. El nimero de tubos y los puntos de

ramificacion se analizaron con el programa Image J.

11. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el programa GraphPad Prism 5.0.
Los datos obtenidos por ELISA fueron aproximados a una curva de
regresion no lineal. Las diferencias en la adhesion, migracion y
angiogénesis se evaluaron mediante el modelo estadistico ANOVA y el
test Bonferoni. Todos los datos se muestran como la media + el error
estandar de al menos tres medidas independientes. Los valores con una P

< 0.05 se consideraron significativos.
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12. Modelado del complejo integrina-disintegrina

Como la estructura de la integrina aiB1 aln no ha sido resuelta, se
han utilizado herramientas bioinformaticas para generar un modelo de
prediccion. Los servidores informaticos I-TASSER y SwissModel permiten
predecir la estructura tridimensional de una proteina por homologia con
estructuras depositadas en el PBD, con un 85-90% de identidad con
respecto a ai. El programa Coot permitié crear una integrina “quimera”

a1+ utilizando la estructura de aspq1 (PDB 4WJK) como molde.

El modelo de interaccion de as1B1-jerdostatina se realizo utilizando
el programa de simulacion de interacciones proteina-proteina o “"docking”,
HADDOCK (Vries et al., 2010). Para generar el modelo, se utilizé la interfaz
facil de HADDOCK y se indicaron los residuos pertenecientes a la interfaz
de interaccién del ectodominio ai-A (residuos 320-346) con los residuos
que conforman el bucle de reconocimiento a integrinas de jerdostatina
(residuos 23-24, PDB 2W90). HADDOCK agrupé 100 estructuras en varios
clUsteres. Se seleccionaron los dos clusteres con mejor Z-Score. Este valor
estadistico hace referencia a diferentes parametros energéticos que
determinan la calidad de la simulacion. La representacion y analisis de los

clusteres se realizd6 mediante el visualizador molecular PyMol.
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— Resultados y discusion
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En los venenos de serpiente ha evolucionado un panel restringido,
pero selectivo, de motivos de inhibicidén de casi todas las integrinas de las
familias B1 y Bs. De entre este arsenal y a pesar de que existen 24 tipos
diferentes de integrinas, las dintegrinas monomeéricas cortas con motivo
(R/K)TS solamente se unen a la integrina a:B: (Sanz et al., 2005). Esta
integrina de union a colageno, se caracteriza porque posee un dominio
de insercién o dominio A en la subunidad a. Las integrinas que contienen
el dominio a-A, parecen tener una historia reciente, ya que sélo se han
encontrado en vertebrados (Hughes, 2001), por lo que las disintegrinas
cortas (R/K)TS podrian representar el grupo mas reciente en la evolucién
de la familia disintegrina. Actualmente, solamente se han encontrado en
4 especies de serpiente de la familia Viperidae, cuyo veneno es
generalmente hemorragico (Teng and Huang, 1991). Jerdostatina, objeto
de estudio de esta Tesis, es una disintegrina RTS que se encontré a partir
de una libreria de ADNc (Sanz et al.,, 2005). El estudio de esta disintegrina
permite evaluar no solo la actividad de estos inhibidores (R/K)TS si no,
también, el papel de la integrina aiB1 en los componentes de la red

vascular.
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1. Expresion y purificacion de r-jerdostatina en bacterias

El analisis de los componentes del veneno de la serpiente del
género Protobothrops jerdonii mediante técnicas protedmicas, no reveld
la presencia de la disintegrina corta, jerdostatina. Su descubrimiento fue a
partir de la extraccion del ARNm total de la glandula de veneno (Sanz et

al., 2005). Se trata, por tanto, de un ARN que no se expresa en este género.

El precursor de ADNc de jerdostatina codifica para una region
tipica de un péptido sefal, seqguida de un prodominio o propéptido y un
dominio disintegrina (Sanz et al., 2005). En los venenos, tanto el péptido
sefial como el propéptido se procesan para dar lugar a la proteina madura.
Por este motivo, a partir de la secuencia del ADNc, se expresé de forma
recombinante el dominio disintegrina (r-jerdostatina) en bacterias BL21,
transformadas con el vector de expresién pET32a/TEV)erdostatina
(Materiales y Métodos, apartado 6.2 y 7.1.1). La proteina recombinante
soluble se purificd por cromatografia de afinidad (Figura 20). El analisis de
transferencia por Western blot confirmé la presencia de r-jerdostatina en
las diferentes etapas de purificacion (Figura 21). El rendimiento de
purificacion final fue de 0.7 mg por litro de cultivo de células BL21

transformadas.
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Figura 20. Expresion y purificacion de jerdostatina recombinante en
bacterias. A) Analisis SDS-PAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie, de las
diferentes fracciones obtenidas del proceso de purificacion por cromatografia de
afinidad HisTrap de las células BL21 de £. coli que expresan la proteina de fusion
tiorredoxina-His6x-jerdostatina (24kDa). P: fraccién insoluble (20 pg), PC: fraccion
soluble del lisado (20 pg); NR: fraccion no retenida en la columna HisTrap L:
lavado de columna; E1-E5: fracciones obtenidas tras la elucién con un gradiente
de 50-500 mM de imidazol. M, marcador de peso molecular (Mark12, Invitrogen).
B) Fraccién purificada por HPLC de fase reversa que contiene jerdostatina
recombinante tras la escision con la proteasa TEV.
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Figura 21. Expresion y purificacion de jerdostatina recombinante en
bacterias. A) Analisis SDS-PAGE Tris-Tricina-10% del procedimiento de
purificacién. Carril 1y 2 contienen 40 pg de las fracciones insolubles y solubles,
respectivamente, del lisado de las células BL21 que expresan la proteina de fusién
tiorredoxina-Hisbx-jerdostatina (24kDa). Carril 3, proteinas retenidas por
cromatografia de afinidad HisTrap. Carril 4, productos de digestion de la proteina
de escision TEV. Carril 5, fraccion purificada por HPLC de fase reversa. M,
marcadores de peso molecular (Mark12TM, Invitrogen). B) Analisis por Western
blot, utilizando el anticuerpo que reconoce jerdostatina anti-PEP160. Carril 1,
células BL21 que expresan la proteina de fusion tiorredoxina-His6x-jerdostatina
en la fraccién soluble del lisado. Carril 2 fraccion retenida tras la cromatografia de
afinidad HisTrap que contiene la proteina de fusién TEV-tioredoxina-Hiséx-Jerd.
Carril 3 producto de escisién de TEV. Carril 4, fraccién purificada por HPLC. Las
masas moleculares aparentes indicadas a la izquierda corresponden a marcadores
de masa molecular BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder, (Invitrogen).

La funcionalidad de las disintegrinas cortas depende del correcto
emparejamiento de los ocho residuos de cisteina que participan en la
formacién de cuatro enlaces disulfuro. Para asegurar la exactitud
secuencial de jerdostatina, la masa molecular promedio de la proteina
recombinante purificada por HPLC se midié por ESI/MS (Materiales y
Métodos, apartado 9.2) (Figura 22).

90



s

5+
953.9

5.9¢6
5506 |
5.006
4506 |
4.006 |
3.506 |

3.08 |

Intensity, cps

2.5¢6 |
| 6+

2008 795.2

4+

1506
| 11921

1.0¢6 |

5.0e5" |

750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250
m/z. amu

Figura 22. Identificacion por espectrometria de masas. La fraccion purificada
por HPLC se analizé por ESI-MS. La masa molecular promedio obtenida (4764.7
+ 0.65 Da) se correlaciona con la masa tedrica (4SS) calculada con Paws® (4764.4
Da) para la secuencia de aminoacidos de jerdostatina derivada del ADNc.

Los resultados obtenidos por ESI-MS coinciden con el valor teérico
calculado para la secuencia de aminoacidos de ADNc derivado de la
disintegrina nativa (con todos los residuos de cisteina, 4SS). Estos

resultados confirman la exactitud secuencial de la proteina recombinante.

2. Purificacion del ectodominio de la integrina a1+

Las disintegrinas (R/K)TS son inhibidores especificos de la integrina
aiB1 (Sanz et al., 2005). La purificacion de estos receptores de membrana
es muy compleja, debido a su gran tamafio y a que se encuentran
altamente glicosiladas. Sin embargo, con el objetivo de estudiar la
interaccion molecular entre jerdostatina recombinante y la integrina a1f+

se utilizd un heterodimero soluble que consiste en los ectodominios de
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las subunidades a1 y B1 asociados no covalentemente por el motivo de
dimerizacion de los factores de transcripcion Fos y Jun, expresado en
células de insecto (Materiales y Métodos, apartado 3.2). La purificacién de
las subunidades solubles se comprobé en un gel SDS-PAGE en

condiciones reducidas (Materiales y Métodos, apartado 7.2) (Figura 23).
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Figura 23. Purificacién del ectodominio soluble aif:. A) Estructura del
heterodimero soluble de la integrina aiB1 donde los dominios transmembrana y
citosolico han sido substituidos por la secuencia espaciadora GGSTGGG vy los
motivos de dimerizacion Fos y Jun (se representan como estructuras helicoidales).
B) Electroforesis SDS-PAGE en gradiente (7.5-15%). Se cargaron 1 pg de las
fracciones obtenidas por la columna de afinidad que contienen la integrina
soluble humana a1B1. En condiciones reducidas el heterodimero soluble a1 se
separa, dando lugar al ectodominio ai-Fos y el ectodominio B1-Jun, de 140 y 100
kDa, respectivamente. Tras la electroforesis, las proteinas se tifleron con
Coomassie. NR: No unido a columna, L: lavados, E1: eluido1, M: marcador Bio-
Rad de 200 kDa).
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El rendimiento de purificacién fue de 0.25 mg a partir de 500 ml

de células BL21 transformadas.
3. Ensayos de interaccion jerdostatina- a1+

3.1. Jerdostatina recombinante se une al ectodominio de a1+

La presencia de cationes divalentes como Mg?* y Mn?* en la regidn
MIDAS es imprescindible para la unidn integrina-ligando (Gotwals et al.,
1999; Xiong et al., 2003). La interaccion del ligando provoca un cambio en
la coordinacion del Mg®* que, a su vez, produce una serie de cambios
conformacionales, generando una superficie idonea para la unién del

ligando (Emsley et al., 2000).

Con el objetivo de comprobar si r-jerdostatina y el ectodominio de
a1B interaccionan, se realizaron ensayos de union tipo ELISA en placas de
96 pocillos en presencia de cationes divalentes (Figura 24 B). Inicialmente,
se comprobd la union del ectodominio a1+ purificado al fragmento de

colageno IV, CB3 (Eble et al., 1993) (Figura 24 A).
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Figura 24. Ensayos de interaccion. A) El ectodominio de aiB1 recombinante
se une a CB3. El fragmento CB3 se inmovilizé frente a diferentes concentraciones
de la integrina soluble aiB1, partiendo de 30 pg/ml. El ensayo se realizd en
presencia de MnCl, T mM, o de EDTA 10 mM. B) Unién de jerdostatina
recombinante al ectodominio aiB1. En una placa de 96 pocillos se inmovilizé
jerdostatina frente a diferentes concentraciones de la integrina soluble a1f1, en
presencia de iones divalentes (2 MM Mg?*, 1 mM Mn?*, 2 mM Ca?*) o EDTA 10mM
en un ensayo tipo ELISA. Los valores representan la media y desviacién estandar
calculada a partir de los experimentos realizados por duplicado.

Los resultados muestran que el heterodimero soluble se une con
alta afinidad al fragmento de colageno tipo IV, de manera muy similar a
como lo haria la integrina humana silvestre. El ectodominio a1B1 necesita
de la presencia de iones divalentes para la union del ligando (CB3) y esta
union se encuentra abolida en presencia de EDTA (Figura 24 A). Sin
embargo, las curvas de valoracion de la unién de jerdostatina
recombinante a a1B1 realizadas en presencia de diferentes iones divalentes
(Mg?*, Mn®*, Ca*) y EDTA son totalmente idénticas (Figura 24 B),
indicando que la interaccion de r-jerdostatina, parece ser independiente
de la presencia de cationes divalentes. Por lo tanto, estos resultados
parecen indicar que jerdostatina y CB3 poseen diferentes sitios de union
a la integrina a4B1.
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Jerdostatina podria localizarse en otro sitio, alejado de la region
MIDAS, de forma que su afinidad por el receptor integrina no se altera por

la presencia/ausencia de cationes divalentes.

3.2. Jerdostatina inhibe la union de a11 a CB3

Para determinar el potencial inhibidor de r-jerdostatina, se realizd
un ensayo de competicién tipo ELISA. En este ensayo, se evalud la
capacidad de unién de la integrina a su ligando de alta afinidad, el

fragmento de colageno tipo IV, en presencia de r-jerdostatina (Figura 25).
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Figura 25. Ensayo de competicion de jerdostaina recombinante. A) La
inhibicion de la unidn de la integrina aB1 al fragmento CB3 del colageno 1V, se
evalu6 mediante la incubacién de la integrina aiB1 soluble (3,5 pg/ml) con
concentraciones decrecientes de r-jerdostatina (1:10 partiendo de 50 pg/ml), en
placas de 96 pocillos recubiertas con 5 pg/ml de CB3. La unién residual de la
integrina se inmunodetectd con el anticuerpo anti-B1 de conejo. Las disintegrinas
lebestatina (Material y Métodos, apartado 8) y r-ocellatusina (Sanz-Soler et al.,
2012) se utilizaron como controles positivos y negativos, respectivamente. B)
Representacion grafica de la respuesta dependiente de dosis de r-jerdostatina.
Calculo de la concentracién inhibitoria (ICso).
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Los resultados obtenidos muestran que la proteina recombinante
r-jerdostatina, bloquea la union de aiB1 a CB3 de una manera dependiente
de dosis, con una ICso de 30 nM (Figura 25 A, B). Este comportamiento
sugiere que r-jerdostatina podria estar bloqueando estéricamente el
acceso del sitio de union del colageno a aiB1 o0 que interactda en un sitio

distinto, alterando la afinidad de la integrina por el colageno.

En este ensayo de inhibicion (Figura 25 A) se utilizé como control
negativo ocellatusina, una disintegrina corta con motivo RGD que no se
une a aiBs, y como control de inhibicion se utilizd lebestatina, una
disintegrina corta con motivo KTS (Olfa et al., 2005). Al analizar la
capacidad inhibidora (ICso), observamos que jerdostatina recombinante se
mostré menos activa que las disintegrina lebestatina (ICs0=19.2 nM)
aislada directamente del veneno. Jerdostatina se diferencia frente a otras
disintegrinas cortas principalmente, por el tripéptido RTS presente en el
bucle de unién a integrinas y los residuos de alrededor del motivo
tripéptido. Estos resultados estan en concordancia con los estudios
realizados por Sanz y colaboradores (2005), donde se observé que los
residuos de aminoacidos situados fuera del motivo de unién de
jerdostatina, diferentes a los presentes en la estructura primaria de las
disintegrinas KTS, podrian estar generando un ambiente quimico distinto
responsable del potencial inhibidor, afectando a su interaccion con la
integrina, existiendo una superficie de union distinta dentro de esta

subfamilia de disintegrinas (R/K)TS.
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3.3. Jerdostatina no se une al dominio a-A

Como hemos observado en el apartado anterior, la interaccién de
r-jerdostatina con la integrina a1B1 es independiente de la presencia de
cationes divalentes y podria localizarse en un sitio distinto al de su ligando
natural, el coldgeno. De entre las integrinas que unen colageno, aiB1 esta
estrechamente relacionada con la integrina axBs, ambas unen colageno
tipo | y IV, aunque con diferente afinidad (Tulla et al., 2001; 2008). Estas
integrinas, ademas, se caracterizan porque poseen un dominio de
insercién o dominio A, localizado en la region N-terminal de la cadena a
(Xu et al., 2000), que conforma el dominio de unién de las integrinas que

unen colageno (Kern et al., 1993).

La estructura del dominio a,-A unido al péptido GFOGER de
colageno demostréd la importancia de la presencia de iones metalicos
como cofactores para la unién de colageno (Emsley et al., 2000). Sin
embargo, existen ligandos no colagenos y RGD-independientes para la
integrina axB1, como rhodocetina, lectina de tipo C del veneno de
serpiente (Eble and Tuckwell, 2003; Eble et al., 2009) que no requiere de

iones divalentes para unirse al dominio ax-A.

Por lo tanto, para determinar si jerdostatina podria pertenecer a
esta clase de inhibidores no colagenos que se unen al dominio a-A'y cuya
afinidad es independiente de iones divalentes, se evalu6 la capacidad de
unién de r-jerdostatina al dominio ai-A producido de forma recombiante

(Materiales y Métodos, apartado 7.1.2), mediante un ensayo de
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competicion tipo ELISA (Figura 26). Como control se utilizé CB3 (Eble et

al,, 1993).
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Figura 26. Ensayo de unién al dominio A de la subunidad aj. Se inmovilizaron
5 pug/ml del fragmento CB3 durante toda la noche a 4° C en tampdn TBS/Mg?*.
Una vez bloqueada la placa de 96 pocillos, se incubaron 30 ug/ml del dominio
ai-A unida a una etiqueta -GST con concentraciones decrecientes (1:10) de r-
jerdostatina (a partir de 50 pg/ml). El dominio a1-A unido a CB3 se detecté con el
anticuerpo anti-GST (1:1000). Tras la incubacién con el anticuerpo secundario
(1:2000) anti IgG de conejo-AP, la conversion del sustrato pNpp catalizado por
AP se midié a 405 nm. Como control negativo se utilizd BSA.

El dominio a4-A se une a CB3 con independencia de la presencia
de r-jerdostatina, lo que indica que el dominio A de unién al colageno,
por si solo, no contiene el sitio de reconocimiento de jerdostatina. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos con las disintegrinas KTS
obtustatina y viperistatina incapaces de alterar la interaccion del dominio

ai-A al colageno IV (Marcinkiewicz et al., 2003; Momic et al.,, 2014).

En resumen, las disintegrinas cortas (R/K)TS podrian pertenecer a
una clase de ligandos no colagenos, que poseen una afinidad de union

independiente de la presencia de iones divalentes. Ademas, r-jerdostatina
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no bloquea la unién del dominio as-A a CB3, lo que sugiere que existe
otro sitio de union, aln no revelado, que altera la afinidad de la integrina

por el colageno.

4. Caracterizacion de la actividad biologica de jerdostatina

recombinante

La integrina a1B1 se encuentra altamente expresada en células del
endotelio vascular y en las células de musculo liso (CMLV) que rodean los
vasos sanguineos (Senger et al., 1997, 2002). Las células del musculo liso
vascular estan continuamente expuestas a sefiales mecanicas y, por tanto,
estan involucradas en todas las funciones fisiologicas y en los cambios
patoldgicos que tienen lugar en la pared vascular. La reorganizacion del
citoesqueleto, la migracion y la proliferacion celular, estan regulados a
través de diferentes vias de sefializacion dependientes de las integrinas
(Pozzi et al., 1998), procesos necesarios para el desarrollo vascular y

reparacion arterial tras una lesion (Schapira et al., 2005).

La integrina aiB1 se encuentra sobreexpresada en las células
endoteliales durante la angiogénesis, inducida por el factor de
crecimiento vascular (VEGF) en los procesos tumorales (Chen et al., 2005).
Estudios previos han demostrado que las disintegrinas KTS, lebestatina y
obtustatina, inhiben la angiogénesis de células endoteliales mediante el
bloqueo especifico de la interaccion de a1B1 con el colageno IV (Olfa et al,,
2005; Brown et al., 2008). Sin embargo, los efectos de estas disintegrinas

en las células del musculo liso vascular adn no se han investigado. El uso
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de antagonistas permite evaluar la importancia biolégica y funcional de
las dianas que bloquean. Asi, con el fin de profundizar en el papel de las
disintegrinas  cortas  (R/K)TS, concretamente r-jerdostatina, e
indirectamente en el papel de la integrina asBs, se realizaron ensayos de
adhesion, migracion y proliferacion de las células del musculo liso vascular

y se evaluo su capacidad antiangiogénica en células endoteliales HUVEC.

4.1. Inhibicion de la adhesion de CMLV a CB3

La adhesion celular estda mediada por las integrinas expresadas
en la superficie celular. Las subunidades de integrina principalmente
expresadas en CMLV son aj, oz, a3 as Yy B1 (Moiseeva, 2001). Estudios
mediante citometria de flujo de células del musculo liso recién aisladas de
la aorta humana (HASMC) mostraron una elevada expresion de la
integrina a1B1 (Clyman et al,, 1990), sin embargo, las HASMC cultivadas
tras varios pases, expresaban principalmente a, as, as y B1 (Skinner et al.,
1994; Belkin et al., 1990). Por otra parte, las CMLV de rata (RASMC) utilizan
integrinas predominantemente B¢ para adherirse a superficies recubiertas

con fibronectina, laminina y colageno tipos | y IV (Clyman et al., 1990).

Debido a que la expresién de la integrina a1B+ varia en cultivo, se
analizo el perfil de expresion mediante citometria de flujo, principalmente
para las subunidades a1 y az, presentes en las células comerciales del
musculo liso de aorta aisladas de humanos (Promocell) y ratas (A7r5,

ATCC) (Figura 27).
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Figura 27. Perfil de expresion de integrinas en CMLV. La expresion en la
superficie celular de aiBr1 y axB1 en células RASMC (A) y HASMC (B) fue
determinada por citometria de flujo (CyFlow). La suspension celular se incubé con
los anticuerpos monoclonales MAB2513(a rata), MAB1973 (a1 humana) y JA-218
(a2 humana) (Tabla 4) a una concentracién de 5 pg/ml. Las células se lavaron con
PBS y se incubaron con una dilucidon 1:2000 del anticuerpo secundario de raton
anti-IgG conjugado con R-ficoeritrina. 20 x 10° células por condicion fueron
contadas teniendo en cuenta los pardmetros de tamafo relativo (FSC) y
granularidad (SSC). La intensidad de fluorescencia (FL1) se determiné con el
software WinMDI 2.9. Los histogramas representan el nimero de CMLV
fluorescentes en comparacion con el isotipo negativo control (CTR).

Aunque la citometria de flujo no es una técnica cuantitativa, los
datos obtenidos sugieren que la linea celular RASMC (A7r5) muestra una
mayor expresion en la superficie celular de la subunidad a; (Figura 27 A).
Por el contrario, el perfil de expresién de la integrina a en las células

HASMC cultivadas esta incrementado respecto al de a4 (Figura 27 B),

coincidiendo con los estudios anteriormente mencionados.
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4.1.1. Inhibicién de la adhesion de HASMC
La adhesion de las CMLV humanas al colageno IV (CB3) en

presencia de r-jerdostatina se examiné /n vitro (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de r-jerdostatina en la adhesion de HASMC. En una placa de
96 pocillos recubierta con CB3 (1 pg/ml) se sembraron células HASMC en
presencia de diluciones seriadas (1:2) de r-jerdostatina (partiendo de 10 pg/ml).
Las células adheridas se marcaron con 0.5 ug/ml de BCECF, la sefal fluorescente
se detectd a una longitud de onda de excitacién de 485 nm y 528 nm de emision
con un lector de placas de ELISA. La adicion de 10 mM de EDTA fue utilizada
como control negativo. Se realizaron 4 experimentos independientes para cada
condicién. Significado estadistico de las diferencias observadas respecto a las
células control HASMC: ** P <0.01.

Los resultados obtenidos muestran que r-jerdostatina no inhibe la
adhesion de HASMC sobre CB3. Estudios previos sugieren que la elevada
expresion de la integrina B+ podria compensar la inhibicién producida

sobre a1B1 (Skinner et al., 1994). Para comprobar la posibilidad de que B+
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fuera la integrina implicada principalmente en la adhesién de HASMC a
CB3, se utilizd6 rhodocetina, una lectina de tipo C del veneno de
Calloselasma rhodostoma, toxina que bloquea selectivamente la union de
la integrina azB1 a colagenos tipo Iy IV (Eble et al., 2001; 2002; 2009). Para
este ensayo se utilizaron, como control de inhibicion de la adhesion,
células derivadas de fibrosarcoma humano HT 1080 que expresan

mayoritariamente a2B1 en su superficie.

7000+
[J HT1080
60004 __ ns [ HASMC
g 5000
)
1o 4000 L = _
£ —T
NJ
£ 3000+ *okk
w
2
5 2000+
1000 .
0 T = T
Ce\\‘5 oc e\\(\ 06\6'\:\(\ 6)(?\\(\06 eo'( 'S
Q0 1o 3

Figura 29. Efecto de r-jerdostatina en la adhesion de HASMC y HT 1080. Las
células HT1080 y HASMC se sembraron en una placa de 96 pocillos cubiertos de
colageno en presencia de rhodocetina (5 pg/ml), r-jerdostatina (10 pg/ml), y una
mezcla de ambos. La fluorescencia de BCECF se determind con un lector de placas
ELISA. La adicién de 10 mM de EDTA fue utilizada como control negativo.
Significado estadistico de las diferencias observadas respecto a las células control

HASMC y HT 1080: ns: no significativo; *** P <0.001.

Rhodocetina bloquea de forma significativa la unién de las células
HT 1080 al colageno. Ademas, los resultados muestran que rhodocetina

inhibe la adhesion (aproximadamente un 54%) de células HASM sobre
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CB3. A pesar de que no se observa ningun efecto significativo en presencia
de r-jerdostatina, la adiciéon simultanea de jerdostatina y rhodocetina

inhibe totalmente la adhesion (Figura 29).

Los datos obtenidos revelan que, para la completa inhibicion de la
adhesion de HASMC a CB3, es necesario el uso simultdneo de
antagonistas especificos de integrinas aiBs y axBs, corroborando a su vez
la hipotesis de la complementariedad existente entre ambas integrinas.
Este resultado es importante pues, en aquellas células donde a,B1 este
sobreexpresada frente a aifs, no se observara ningun efecto de las
disintegrinas (R/K)TS, antagonistas exclusivas de aiBs. Por lo tanto, las
HASMC cultivadas no serian las células iddneas para el estudio de la

actividad de r-jerdostatina /in vitro.

4.1.2. Inhibicion de la adhesion de RASMC

Tras los resultados obtenidos en el apartado anterior y con el
objetivo de caracterizar la actividad de r-jerdostatina sobre las células del
musculo liso vascular /n vitro, se utilizé la linea de rata RASMC (A7r5) que
expresan mayoritariamente el receptor aiB1 en su superficie celular (Figura
27). Aplicando la misma metodologia que en el apartado anterior, se
evalud la adhesion de RASMC al colageno IV (CB3) en presencia de r-

jerdostatina (Figura 30).
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Figura 30. Jerdostatina inhibe la adhesién de RASMC al fragmento CB3. En
una placa de 96 pocillos recubierta con CB3 (1 pg/ml) se sembraron 0.2 x10°
células/ml en presencia de concentraciones decrecientes de r-jerdostatina (1:2)
partiendo de 20 pg/ml. A) Las células adheridas se marcaron con 0.5 ug/ml de
BCECEF, la sefal fluorescente se detectd a una longitud de onda de excitacion de
485 nmy 528 nm de emision. Los valores estan expresados como la media + SEM
de al menos cuatro experimentos independientes. El significado estadistico de los
valores obtenidos se representa como: ns: no significativo; ** P <0.01; *** P <0.001
indicado en cada caso respecto al control RASMC. B) Imagenes correspondientes
a las concentraciones de r-jerdostatina: 10 ug/ml (c), 1.25 pg/ml (d), 0.075 pug/ml
(e) y 0.009 pg/ml (f), los controles se realizaron en paralelo: sin jerdostatina (a) y
con EDTA 10 mM (b). Escala 200 pm.
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Los resultados de la adhesion celular muestran que r-jerdostatina
inhibe la adhesiéon de RASMC al fragmento CB3 de una manera
dependiente de dosis (Figura 30 A). Ademas, observamos que el
tratamiento de RASMC con r-jerdostatina conlleva un cambio en la forma
de las células, se hacen redondas, se retraen y finalmente se separan del
colageno, confirmando la capacidad inhibidora de r-jerdostatina (Figura

30 B, imagen c).

Giaever y Keese (1991) describieron por primera vez una técnica
para medir las fluctuaciones en la impedancia cuando una poblacion de
células crece en una superficie de electrodos. El instrumento xCELLigence
(Roche), utiliza una técnica similar para medir cambios en la impedancia
eléctrica cuando las células se adhieren y propagan en una placa de cultivo
cubierta con una matriz de microelectrodos. La impedancia se muestra
como un parametro denominado indice celular (adimensional), que es
directamente proporcional a la superficie total que esta cubierta por las
células. Por lo tanto, el indice celular puede ser usado para monitorizar la
adhesion celular, la difusion, la morfologia, la densidad de las células y a
su vez, permite evaluar el efecto de farmacos, anticuerpos, ligandos y
proteinas como inhibidores o estimuladores. Este sistema es un método
simple, no invasivo, en el que se obtienen datos en tiempo real y es
facilmente cuantificable lo cual, es una ventaja significativa sobre otras

técnicas tradicionales que se basan en el analisis de punto final.
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Para monitorizar el efecto de r-jerdostatina sobre la adhesion de
células RASM sobre CB3 se realizé un ensayo en tiempo real durante toda

la noche (Figura 31) utilizando el aparato comercial xCELLigence (Roche).
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Figura 31. Adhesion de RASMC a CB3 en tiempo real. A) Representacion de la
respuesta dinamica de las células en tiempo real, en presencia de cantidades
decrecientes (1:3) de r-jerdostatina durante las 3 primeras horas del ensayo,
donde se alcanza la saturacién. El valor del indice celular (A cell index) se
incrementa con el nimero de células que permanecen adheridas a lo largo del
tiempo. : control positivo, 10 mM: control negativo. B)
Representacion gréfica de la adhesion de RASMC al fragmento CB3 después de
la incubacién con r-jerdostatina durante 1 h. C) Potencial inhibidor de r-
jerdostatina tras una hora de tratamiento (ICso =25.6 nM). Significado estadistico
de las diferencias observadas respecto a las células control: ns (no significativo);

** P <0.01; *** P <0.001.

107



Ho N

El analisis en tiempo real corrobor6é que r-jerdostatina inhibe la
adhesion de las células RASM proliferantes de manera dependiente de
dosis, con un ICsp de 25.6 nM (Figura 31C), coincidiendo con el valor
obtenido en los ensayos de inhibicion de la unién del ectodominio soluble

aiB1 a CB3 (Figura 25).

El estudio de la adhesion de células HASMC y RASMC en presencia
de inhibidores de aiB1y azB1 corrobora la hipétesis de complementariedad
funcional que existe entre los receptores de coldgeno aiB1y azB1 (Senger,
2002; Perruzzi et al., 2003) y se postulan como los principales receptores

que participan en la adhesion de CMLV sobre colageno.
4.2. Inhibicion de la migracion de RASMC

La capacidad de migracién de las células esta determina por la
fuerza de adhesién de una manera no lineal (Palecek et al., 1997). Si la
adhesion es demasiado debil las células no pueden migrar sobre el
sustrato, se resbalan, un efecto que se supera mediante un aumento en la
fuerza de adhesion. Sin embargo, si la adhesion es demasiado fuerte, las
células se adhieren firmemente a su sustrato, evitando de este modo el
movimiento celular. Por lo tanto, existe una relacion entre adhesion y
migracion celular, donde es necesaria una fuerza de adhesién 6ptima,
mediada por integrinas, que permita una correcta migracion celular (Louis

and Zahradka, 2010).
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La migracion de CMLV es necesaria para la remodelacién de las
paredes vasculares durante el crecimiento de nuevos vasos,
arteriosclerosis y tras una lesion vascular. Los principales constituyentes
de la matriz extracelular de la pared de los vasos, los colagenos tipo |y IV
y laminina estan involucrados en esta actividad pro-migratoria (Nelson et
al., 1996; Willis et al., 2004; Gerthoffer, 2007; Sazonova et al., 2015). La
migracion celular puede monitorizarse en tiempo real, la interrupcién de
las uniones, la retraccién y propagacion de las células conduce a grandes
cambios en la impedancia celular. Estos cambios, se correlacionan
directamente con la capacidad migratoria de las células. Ademas, el
analisis en tiempo real proporciona una ventaja sobre los métodos
existentes como la cAmara de Boyden ya que imita mas estrechamente el

proceso que sucede /n vivo.

Para comprobar si r-jerdostatina inhibe la migracién de RASMC e
indirectamente el papel del receptor aiB1 durante la migracion de estas
células, monitorizamos la migraciéon de RASMC a través de filtros
recubiertos por CB3 en presencia de r-jerdostatina, midiendo la

impedancia en tiempo real.
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Figura 32. Migracion de RASMC sobre CB3 en tiempo real. A) La migracién
de RASMC (0.2 x10° células/ml) sobre CB3, en presencia de concentraciones
decrecientes de r-jerdostatina (1:3, partiendo de 3 pug/ml) se evalué durante més
de 5 horas. La interrupcién de las uniones, la retraccion y propagacién de las
células conduce a grandes cambios en la impedancia celular (A cell index). Estos
cambios, se correlacionan directamente con la capacidad migratoria de las
células. B) El efecto de r-jerdostatina sobre la migracion de RASMC en CB3 tras
una hora se representdé de forma gréafica. La reduccion de la pendiente "slope"
(velocidad de migracion) indica un aumento del potencial inhibidor de los
antagonistas. Significado estadistico entre los inhibidores y las células control: ns:
no significativo; * p <0.05; ** P <0.01.
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Los resultados muestran que solamente a concentraciones
elevadas de r-jerdostatina se produce una inhibicién significativa de

aproximadamente el 40% (Figura 32 B).

Entre las integrinas que unen colageno también se encuentra azf1;
debido al fendbmeno de complementariedad que sucede entre este
receptor y aifi, comprobamos si la integrina oyB; podria estar
participando en la migracion de las RASMC sobre CB3. La capacidad de
migracion celular se evalu6 en un ensayo en tiempo real en presencia de
r-jerdoatatina y la lectina de tipo C, rhodocetina, inhibidor de la integrina

azB1 (Figura 33).

El blogueo de la integrina ap1 por medio de rhodocetina no causé
ningun efecto significativo sobre la migracién de las células RASMC sobre
CB3. Ademas, la accién combinada de las dos proteinas de veneno fue
similar a la de r-jerdostatina sola (Figura 33 B). Los resultados obtenidos
sugieren que la migracién de RASMC sobre CB3 es, en parte, dependiente

de la integrina a1f1, pero no de apf1.
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Figura 33. Migracion en tiempo real de RASMC en presencia de inhibidores.
A) La migracién de RASMC sobre CB3, se evalud en presencia de r-jerdostatina
(3pg/ml), rhodocetina (5ug/ml) y una mezcla de ambas. B) Representacion grafica
del efecto de r-jerdostatina y rhodocetina sobre la migracion de RASMC tras una
hora de tratamiento. Significado estadistico entre los inhibidores y las células
control: ns: no significativo; ** P <0.01.

4.3. Efecto sobre la proliferacion de RASMC

Las células VSMC proliferan como respuesta a una la lesion
vascular. La proliferacion y la supervivencia celular se encuentran

reguladas por la unién de las integrinas a la matriz extracelular (Pozzi et
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al., 1998; Colorado et al., 2000; Fournier et al., 2008). Hasta el momento,
los estudios de la actividad antiproliferativa de las disintegrinas cortas se
han realizado en células endoteliales, donde, esta actividad ha sido
relacionada con una induccion de la apoptosis (Brown et al., 2008).

Para comprobar si r-jerdostatina es capaz de inhibir la proliferacién
de RASMC cultivadas sobre CB3, se realizé un inmunoensayo enzimatico
no isotopico (Figura 34) donde se analizo la incorporacion de BrdU a
células en proliferacién tratadas con diferentes concentraciones de r-

jerdostatina.
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Figura 34. Proliferacion de RASMC sobre CB3. Una placa de 96 pocillos se
recubrié con CB3 (1 ug/ml). Tras el bloqueo, se sembraron 10,000 RASMCs/pocillo
en presencia de concentraciones decrecientes de r-jerdostatina partiendo de (10
pg/ml). La incorporacién de BrdU en células proliferantes se detectd por
inmunofluorescencia a una longitud de onda de excitacién de 320 nm y 460 nm
de emision. La fluorescencia relativa de la seial (RFU) se calculdé como la relaciéon
de la sefial obtenida a partir de una muestra marcada (+BrdU) respecto de una
muestra sin marcar (-BrdU) teniendo en cuenta la fluorescencia enddgena.
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Nuestros resultados muestran que r-jerdostatina no inhibe de
forma significativa la proliferacion de RASMC cultivadas sobre CB3 (Figura
34). De acuerdo con estos resultados, el receptor a1+ no participaria en la
proliferacién de CMLV sobre colageno e indica que, posiblemente, otras

subunidades de las integrinas podrian estar involucradas en este proceso.

4.4. Inhibicién de la angiogénesis

Angiogénesis, la formacién de nuevos vasos a partir de la
vasculatura existente, requiere de la migracion y proliferacion de células
endoteliales que se reorganizan para formar una red tubular de vasos
sanguineos. La angiogénesis esta regulada por la interaccion de las células
endoteliales con la matriz, a través de integrinas, la actividad de factores
de crecimiento y citoquinas. La reduccion de la vasculatura observada en
ratones a1-KO (Pozzi et al.,, 2000; Chen et al., 2005), ha convertido a la
integrina oiBs en diana para la busqueda de nuevos farmacos

antiangiogenicos.

En este contexto, con el fin de investigar si r-jerdostatina tiene un
efecto inhibidor sobre la angiogénesis se realizaron ensayos de formacién
del tubo endotelial (Figura 35) con células endoteliales humanas HUVEC
crecidas sobre una matriz comercial de colageno denominada Matrigel,
que contiene principalmente colageno tipo IV, laminina y factores de
crecimiento. Para aumentar la cantidad de colageno IV respecto al resto
de componentes de la matriz, a la mezcla se le afadi6 1 mg/ml de

colageno tipo IV humano (hCollV).
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Figura 35. Efecto de r-jerdostatina en la formacion del tubo endotelial. Se
sembraron 3.5x10* células HUVECs por ml en una placa de 48 pocillos recubierta
con matriz de Matrigel. La formacion de tubos endoteliales en presencia de
diferentes concentraciones de jerdostatina y rhodocetina se evalué a las 16 h. A)
Imagenes tomadas con el microscopio éptico de células HUVEC (a) sin matrigel
(b) en matrigel; (c) en matrigel + Tmg/ml de coldgeno IV; en presencia de
jerdostatina: (d) 2.5 pg/ml; (e) 5ug/ml, (f) 10 ug/ml; (g) en presencia de 5ug/ml
de rhodocetina y (h) 5 pg/ml de rhodocetina + 10 ug/ml de jerdostatina. Escala
100 um. B) Representacién grafica del nimero medio de tubos endoteliales
formados y de las ramificaciones. Los valores corresponden a la media £ SEM de
2 ensayos independientes para cada condicién. Significado estadistico: ** P <0.01;
*** P <0.001.

Los resultados muestran que jerdostatina recombinante inhibe, de

forma dependiente de dosis, la formacion de tubos sobre matrigel (Figura

115



e
Vs

35 d, e, f). La adiciéon de colageno IV humano a matrigel no aumento
significativamente el nUmero de tubos formados (Figura 35 c) por lo que
los ensayos se realizaron con el matrigel comercial. A 2.5 pyg/ml de r-
jerdostatina ya se observa una alteracién de la formacion del tubo
endotelial (Figura 35 d) y a 10 ug/ml, el nimero de puntos de ramificacién
disminuyd sustancialmente (Figura 35 f). La unién de la integrina azf1 al
colageno se bloqued especificamente con rhodocetina (Figura 35 g) y en
presencia de ambos antagonistas de integrinas (Figura 35 h), la formacion

del tubo endotelial en el ensayo de matrigel fue practicamente abolida.

La formacién del tubo endotelial se inhibe completamente con la
adicion del antagonista de la integrina axBs, lo que sugiere que esta
integrina también podria estar participando en la formacion de tubos
endoteliales. Estudios previos con antagonistas de axB:, como vixapatin,

ya habian anticipado esta posibilidad (Momic et al., 2012).

A pesar de que ayB1 puede unir colageno de tipo IV y laminina,
interacciona con estas proteinas de la membrana basal con menor
afinidad que con los colagenos tipos | y lll (Tulla et al., 2001). Las
disintegrinas cortas con motivo KTS también son capaces de bloquear la
union de la integrina a1Bs, sobreexpresada en células K562, al colageno
tipo | (Sanz et al., 2005). Con esta informacién, realizamos un ensayo de
formacion de esferoides endoteliales HUVEC embebidos en colageno tipo
|, favoreciendo asi la union de azBq, en presencia de r-jerdostatina y

rhodocetina.
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Figura 37. Ensayo de angiogénesis de formacion de esferoides endoteliales.
A) En una placa de 24 pocillos se crecieron células HUVEC embebidas en 1.5
mg/ml de colageno de rata tipo I. A los pocillos se les afadioé 40 ng/ml del factor
de crecimiento endotelial vascular humano (hVEGF) (b), 10 pg/ml r-jerdostatina
(c), 5 pg/ml rhodocetina (d) y ambas (e). El control negativo de angiogénesis es
en ausencia de VEGF (a). La placa se incub6 durante 24 horas. Una vez fijadas las
células se tomaron imagenes a 10X y 20X aumentos. Escala 0.1mm. B)
Representacion grafica del nimero y longitud de las ramificaciones, calculadas
como la media + SEM observadas de 10 esferoides por condicion. Significado
estadistico entre los inhibidores y las células HUVEC +VEGF: ns: no significativo; *
p <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001
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En presencia de r-jerdostatina observamos una disminucion del
nimero y de la longitud de ramificaciones respecto al control, sin
embargo, esta reduccién no es tan significativa como en presencia de
rhodocetina (Figuras 37 c¢ y d). No obstante, la adicion de ambos
inhibidores reduce completamente la formacién de nuevos vasos sobre

colageno tipo | (Figura 37 e).

Los resultados obtenidos en ambos estudios de angiogénesis en
presencia de r-jerdostatina y rhodocetina muestran que tanto o181 como
azB1 participan en la angiogénesis de células HUVEC sobre colagenoy que,
el uso de inhibidores de ambos receptores reduce significativamente la

formacion de nuevos vasos durante la angiogénesis.

5. Discusion

El veneno de las serpientes contiene toxinas cuyo cometido es
interferir en los procesos naturales bioldgicos de la presa, para
inmovilizarla y matarla. El veneno puede clasificarse segun su efecto
fisiopatologico como hemorragico, neurotoxico o citotoxico (Fox and
Serrano, 2007), esta clasificacidon esta directamente relacionada con las
moléculas que conforman el veneno. Determinadas serpientes de la
familia Viperidae (hemorragicas) contienen disintegrinas en sus venenos.
Las disintegrinas pertenecen a una familia de péptidos no enzimaticos
antagonistas de casi todas las integrinas de las familias B1 y Bs,
exceptuando las integrinas linfocitarias (aB2, amBz y axB2) y la integrina
axB1. De entre el conjunto de disintegrinas, destacan las disintegrinas

cortas, antagonistas especificas de la union de colageno tipo Iy IV a la
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integrina aiB1, que poseen un motivo tripéptido (R/K)TS localizado en el
apice de un bucle moévil, mantenido en la conformacion activa por enlaces
disulfuro y considerado el motivo de unidon que confiere a estas
disintegrinas la afinidad especifica por a; (Calvete et al., 2007; Calvete et

al., 2010; Brown et al., 2009; Walsh and Marcinkiewicz, 2011).

Tradicionalmente, los componentes del veneno se evallan en la
busqueda de las toxinas que contribuyen al efecto fisiopatoldgico
observado. Normalmente se hace mediante el aislamiento de la toxina del
conjunto del veneno a través de procedimientos bioquimicos o mediante
procedimientos moleculares. Tras la obtencidn de la toxina, se evalla la
funcion bioquimica y bioldgica, y en Ultima instancia, se comprueba el
efecto fisiopatologico en un modelo experimental celular o animal (Fox

and Serrano, 2007; Pahari et al., 2007).

En este sentido, pretendemos caracterizar la disintegrina corta con
motivo RTS, jerdostatina, expresada de forma recombinante a partir de
una libreria de ADNc de la glandula de veneno de Protobothrops jerdonii

(Sanz-Soler, 2012).

5.1. Jerdostatina interacciona con la integrina aip+

Las disintegrinas (R/K)TS de veneno de serpiente, estudiadas hasta
la fecha, reconocen especificamente a la integrina aiB1 y bloquean su
union al colageno tipo | y IV (Sanz et al.,, 2005), sin embargo, se conoce
muy poco sobre el mecanismo de interaccion. Se piensa que las
disintegrinas cortas actian mimetizando el mecanismo de union del

componente de la matriz extracelular a la integrina a través del motivo de
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union tripéptido (Monleon et al., 2005). Estudios por cristalografia de
rayos X del dominio a-A de unién a colageno, permitieron determinar que
la interaccidén se produce cerca del sitio MIDAS y que la presencia de
cationes divalentes (Mg?" y Mn?*), genera una superficie idonea para la
union del ligando, favoreciendo la afinidad del receptor por el colageno

(Emsley et al., 2000).

Sin embargo, el estudio de la interaccidn de r-jerdostatina con el
ectodominio de la integrina a1, en un ensayo tipo ELISA, muestra que r-
jerdostatina se unen al ectodominio de aif1 con independencia de la
presencia de cationes divalentes. Este tipo de comportamiento ya se habia
observado en el echovirus-1 humano EV1 (Jokinen et al, 2010), la
metaloproteasa MMP-1 (Stricker et al, 2001) o rhodocetina (Eble and
Tuckwell, 2003; Eble et al., 2009), que no requieren de iones divalentes
para unirse al dominio ax-A. Por lo tanto, r-jerdostatina podria pertenecer

a este tipo de antagonistas.

Estudios estructurales del dominio a;-A unido a un péptido en
triple hélice GLOGEN, determiné que la interaccion del colageno cerca del
sitio  MIDAS, provoca una descoordinacion del cation divalente,
produciendo cambios conformacionales en las hélices aC, a6 y a7 (Chin
et al., 2013). Especialmente, la hélice a7 sufren un movimiento hacia abajo
muy significativo, este movimiento produce cambios estructurales entre
las subunidades a y B, promoviendo la sefializacién (Shimaoka et al., 2003;
Nymalm et al.,, 2004; Yang et al., 2004; Lahti et al., 2011). No obstante, el

estudio de la interaccion del dominio as-A y el fragmento de colageno IV
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(CB3) en presencia de concentraciones crecientes de r-jerdostatina,
muestra que el colageno se une a a;s-A con independencia de la presencia
de r-jerdostatina. Por consiguiente, en las condiciones experimentales
utilizadas, el dominio as-A de unién al colageno, por si sélo, no contiene
el sitio de reconocimiento de jerdostatina, coincidiendo con los resultados
obtenidos posteriormente con las disintegrinas KTS, obtustatina,
viperistatina y péptidos sintéticos KTS, incapaces de alterar la interaccion

del dominio as-A al colageno IV (Momic et al., 2014).

Las disintegrinas (R/K)TS bloquean la unién del colageno a la
integrina a1f1 de manera dependiente de dosis. Actualmente, se
desconoce si las disintegrinas bloquean estéricamente el acceso del sitio
de unién del colageno a aif+ o interactian en un sitio distinto a CB3
alterando, de este modo, la afinidad de la integrina por el colageno. Esta
ultima hipotesis parece la mas probable, ya que hemos observado que las
disintegrinas no se unen exclusivamente al dominio as-A, evidenciando la
existencia de otro sitio de union especifico fuera de este dominio. La
subunidad a1, contiene otros motivos como el “B-propeller’, donde se
encuentra insertado el dominio a-A (Xiong et al, 2001), a los que las
disintegrinas podrian unirse para impedir la union del colageno,
interfiriendo en los cambios conformacionales necesarios para la union
del colageno a nivel de las hélices aC, a6 y a7, de forma que la integrina

se mantendria en un estado “cerrado” o de baja afinidad al colageno.

Para comprobar esta hipdtesis hemos desarrollado un modelo de

interaccion integrina-jerdostatina mediante programas de modelado
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molecular e interaccion "docking". Como la estructura de la integrina a1+

aun no esta resuelta, realizamos un modelado a partir de estructuras
depositadas en el PDB con una identidad del 85-90% con respecto a a1+
y posteriormente realizamos un docking frente a jerdostatina (PDB 2W90)

(Figura 38).

Dominio

Figura 38. Modelo de interaccion aifi.jerdostatina. A la izquierda se muestra
el modelo de interaccién obtenido mediante el programa bioinformatico
HADDOCK. A la derecha se muestran los dos modelos con mejor valor estadistico
(Z-Score) propuestos por el programa. Los residuos del bucle de unién de
jerdostatina (en naranja) interaccionan en ambos modelos con residuos de la
hélice a7 (en rojo) del dominio a;-A.
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Nuestro modelo de interaccion, sugiere que el sitio de union de
jerdostatina se sita entre la hélice a7 del dominio ai-A y el dominio Bi-A
de la subunidad B. Esta interaccion impediria el movimiento de la hélice,
alterando los cambios conformacionales necesarios para la unién del
colageno, disminuyendo su afinidad y, por tanto, mantendria la integrina
en un estado inactivo. El estudio de interaccion de la integrina azB1, nos
dio como resultado un patrén de union diferente, apoyando nuestras
observaciones (Anexo 1). No obstante, serian necesarios estudios

estructurales para confirmar el modelo de interaccion que proponemos.

En resumen, nuestros resultados sugieren que las disintegrinas
(R/K)TS podrian pertenecer a una nueva clase de antagonistas, RGD-
independientes, cuya afinidad de union es independiente de la presencia
de iones divalentes, e indican, claramente, la existencia de un nuevo sitio
de unién que altera la afinidad de la integrina a1B+ por el colageno tipo IV.
Mediante métodos bioinformaticos de modelado, hemos obtenido un
modelo tedrico de interaccion aiBi-jerdostatina, que sugiere que
jerdostatina podria alterar la afinidad del colageno mediante su

interaccion con la hélice a7 del dominio ai-A 'y la subunidad Bs.

5.2. Caracterizacion de la actividad biologica de las disintegrinas
(R/K)TS

Determinadas serpientes de la familia Viperidae (Daboia y
Macrovipera) cuyo veneno es generalmente hemorragico, contienen
disintegrinas cortas R/K)TS que, una vez en el torrente sanguineo,

interaccionaran con las células endoteliales y del musculo liso vascular que
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expresan la integrina aiBs en su superficie (Senger et al., 1997, 2002). La
reorganizacion del citoesqueleto, la migracién y la proliferacién celular,
procesos necesarios para el desarrollo vascular y reparacion arterial tras
una lesion, estan regulados a través de vias de sefializacién dependientes
de las integrinas, asi como las patologias asociadas como trombosis,
aterosclerosis y restenosis (Pozzi et al, 1998; Schapira et al, 2005;

Abraham et al., 2008; Liu and Leask, 2012).

Por lo tanto, el estudio de las disintegrinas (R/K)TS permite evaluar
la importancia biologica y funcional de la integrina aiBs. Las disintegrinas
con motivo KTS, estudiadas hasta la fecha, inhiben la adhesion, migracién
y proliferacion de células endoteliales vasculares mediante el bloqueo
especifico de la interaccién de la integrina a:Bs con el colageno tipo IV
(Kisiel et al., 2004; Olfa et al., 2005; Brown et al., 2008). En este sentido, nos
hemos centrado en estudiar los efectos r-jerdostatina, sobre la adhesion,
migracion y proliferacion de las células del musculo liso vascular, con el
fin de profundizar en el papel de las disintegrinas cortas (R/K)TS, e
indirectamente en el papel de la integrina aif; en este componente

vascular.

5.2.1. Actividad de r-jerdostatina en la adhesion de CMLV

Tras la union integrina-matriz, los receptores se agrupan
formando clusters que conectan complejos de sefalizacidén y proteinas
estructurales (citoesqueleto de actina) con la matriz (Burridge et al., 1996;
Yamada et al., 1997). Estas estructuras que permiten la adhesién de la

célula a la matriz, se denominan adhesiones focales. La integrina a:f1 es
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uno de los principales receptores de unién al colageno tipo IV, principal
componente de la membrana basal (Tanjore and Kalluri, 2006; Alberts et
al., 2007) que envuelve a las células del musculo liso vascular y esta

implicado en la formacién de la placa ateromatosa (Katsuda et al., 1992).

En la presente Tesis Doctoral se ha comprobado como la
disintegrina recombinante r- jerdostatina inhibe la adhesién de las células
RASM proliferantes sobre CB3 de manera dependiente de dosis, con un
ICso de 25.6 nM, recalcando la importancia de esta integrina en la
formacion de adhesiones focales de las CMLV. Ademas, el bloqueo de este
receptor en células endoteliales vasculares mediante inhibidores
especificos como arresten (fragmento NC1 del colageno tipo IV) o las
disintegrinas KTS reveld que la integrina asBs actla a través de la ruta
FAK/c-Raf/MEK/p38/ERK1, implicada en la formacién de adhesiones
focales (Aikio et al., 2012, Olfa et al., 2005). Por la tanto, la integrina a1+
participa en la formacion de adhesiones focales de ambos componentes

celulares vasculares.

De entre todas las integrinas, a1B1 esta estrechamente relacionada
con la integrina o+, estructuralmente son muy similares y ambas unen el
colageno tipo | y IV, aunque con diferente afinidad (Nykvist et al., 2000;
Tulla et al.,, 2008). El estudio de la adhesién de células ASMC humanas
utilizando inhibidores de aiB1 y a2p1, ha permitido corroborar la hipétesis
de complementariedad funcional que existe entre los dos receptores de
colageno aiB1 y axB1 (Senger, 2002; Perruzzi et al., 2003) y se postulan

como los principales receptores que participan en la adhesién de CMLV
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sobre colageno tipo IV. En un contexto biomédico, esta observacién

puede ser relevante para la prevencion de patologias vasculares donde

intervengan tanto a1 como azp.

5.2.2. Actividad de r-jerdostatina en la migracion de CMLV

La capacidad de migracion de las células esta determinada por la
fuerza de adhesion, la imposibilidad de bloquear totalmente la migracién
celular empleando antagonistas especificos de las integrinas aiB1 y azB1
parece indicar que las células de rata ASMC utilizan un mecanismo
migratorio alternativo. Algunos autores sugieren que el proceso
migratorio podria estar mediado a través de la integrina Bs,
concretamente o,z (Slepian et al., 1998; Smyth et al., 2001; Li et al., 2010).
Estudios /n vitro sobre la migracion y proliferacion de CMLYV, utilizando
anticuerpos frente a a.f3 y péptidos sintéticos Arg-Gly-Asp (RGD)
demostraron que el bloqueo de esta integrina retrasa el engrosamiento
de la capa intima después de una lesion vascular, sugiriendo que o3
juega un papel importante en la regulacion de la migracién y proliferacion
de las células del musculo liso vascular (Bendeck et al., 2000; Varadarajulu

et al.,, 2005).

5.2.3. Actividad de r-jerdostatina en la proliferacién de CMLV

La adhesion, migracion y proliferacion de las CMLV son procesos
regulados por las integrinas, necesarios para el desarrollo vascular y
durante una lesidon vascular. Debido a la capacidad de unirse

selectivamente al colageno, la integrina a:Bs contribuye a la proliferacion
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de las células del musculo liso vascular (Nguyen et al., 2005; Schapira et

al., 2005; Louis et al., 2007).

A pesar de que la integrina a1Bs desempefia un papel regulador en
la proliferacién de células del endotelio vascular mediante la activacion de
la via Ras-MAPK a través de la proteina adaptadora Shc (Colorado et al.,
2000; Brown et al., 2008), r-jerdostatina fue incapaz de inhibir de forma
significativa la proliferacion de las células del musculo liso vascular de rata

cultivadas sobre CB3.

El patron de expresion de las integrinas esta asociado a cambios
fenotipicos en las CMLV (Bunni et al.,, 2010). A parte de la posibilidad de
que otros receptores de membrana estén involucrados en la migracién y
proliferacién de las CMLV, los resultados observados podrian estar
relacionados con la modulacion fenotipica. Las células del musculo liso
vascular presentan diferentes fenotipos (contractil y sintético) donde, el
fenotipo sintético se asocia a un aumento de la migracion y la
proliferacién (Gomez and Owens, 2012). La linea celular de rata A7r5
(Kimes and Brandt, 1976) utilizada en los ensayos, es un modelo de uso
comun de CMLYV en cultivo, caracterizadas como sintéticas (Kennedy et al,,
2014) se crecieron sobre plastico y se utilizaron a pases bajos (3 pases).
Sin embargo, algunos estudios sugieren que el colageno tipo IV promueve
el fenotipo contractil por medio de interacciones con integrinas y factores
de crecimiento, limitando la migracion y proliferacion de las CMLV
(Thyberg and Hultgardh-Nilsson, 1994; Koyama et al., 1996; Orr et al.,

2009; Koohestani et al., 2013). Esta modulacion fenotipica, explicaria la
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ausencia de inhibicion de la migracion y proliferacion celular en presencia
de r-jerdostatina sobre CB3. A pesar de que a simple vista no se observo
ningun cambio fenotipico, se tendrian que haber analizado proteinas
marcadoras, como la a-actina de musculo liso (a-SMA), la cadena pesada
de la miosina del musculo liso (SM-MHC) o smoothelin A/B, involucradas
en la contraccién celular. Del mismo modo, para descartar que el colageno
IV influye en el fenotipo, se podrian haber realizado ensayos de migracion
y proliferacion sobre el material plastico de cultivo, sin afadir el
componente de matriz. Teniendo en cuenta esta hipotesis, posiblemente
los resultados obtenidos /n vitro sobre la inhibicion de la migracion y
proliferacién de las CMLV sobre colageno en presencia de r-jerdostatina

no se correspondan con lo que podria suceder /n vivo.

Recientemente, el uso de antagonistas especificos de la integrina
aiB1 en células del musculo liso vascular, permitic demostrar que la
integrina a1Bs modula el efecto de la angiotensina Il, un vasoconstrictor
relacionado con aterosclerosis que induce la migracion y proliferacion de
las CMLV. En estos estudios, en condiciones normales, la disintegrina KTS
obtustatina fue incapaz de inhibir la migracion y proliferacion de las CML
de aorta de rata, sin embargo, en presencia de niveles elevados de
angiotensina I, se observé una reduccion significativa de estos procesos

celulares (Moraes et al., 2015).

Nuestros resultados, junto con los obtenidos por Moraes y
colaboradores (2015), sugieren que existe una regulacion de la expresion

de las integrinas en las células del musculo liso. Las células del musculo
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liso vascular, en condiciones normales, estarian utilizando otras
subunidades de integrinas para migrar y proliferar, pero, cuando se
inducen estos procesos (durante una lesion o patologia arterial), podrian

ser dependientes de la integrina a1B1 (Figura39).

/ guimiotaxis
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Figura 39. La integrina a1f1 modula el efecto de Ang Il en las CMLV. La
angiotensina Il induce la produccién de ROS dependiente de NOX1. Esta
respuesta activa a la integrina aiB1 que, a través de rutas de sefalizacion
mediadas por AKT e ILK, activa a NOX2. NOX1 y NOX2 mantienen la produccién
de ROS, responsable del aumento de la migracion y proliferacion de CMLV
mediada por Ang Il. Las disintegrinas cortas (R/K)TS actlian como inhibidores de
la ruta mediada por a1B1, disminuyendo el efecto producido por Ang Il sobre las
CMLV. Modelo adaptado de Moraes et al., 2015.

En resumen, los resultados obtenidos sobre la adhesion, migracién
y proliferacion de las RASMC sobre colageno indican que la integrina a1+
participa, principalmente, en la formacién de adhesiones focales. Las
células del musculo liso vascular, en condiciones normales, parecen

regirse por mecanismos mediados por distintas integrinas que, junto a los
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componentes de la matriz extracelular, modulan su fenotipo. Sin embargo,
niveles elevados de angiotensina Il, regulan la activacion de asB;
promoviendo la migracidon y proliferacién de estas células. Los niveles
elevados de angiotensina Il estan relacionados con la aparicion vy
progresién de enfermedades cardiovasculares como aterosclerosis
(Montezano et al, 2014), por lo tanto, las disintegrinas cortas (R/K)TS
podrian servir como herramientas moleculares para el tratamiento

terapéutico de estas enfermedades.

5.2.4. Jerdostatina como agente antiangiogénico

Gracias a la generacion de ratones “knock-out' para las integrinas
ai, a2 y B1, se descubrid la importancia de estos receptores de union a
colageno en la angiogénesis tumoral (Pozzi et al., 2000; Zhang et al., 2008),
asi como su papel en el cancer y procesos metastasicos (Chen et al, 2005;
Yoshimura et al, 2009; Ibaragi et al, 2011). Estos hallazgos han convertido
a las integrinas, aiB1 y axB1 en objetivo para el desarrollo de farmacos

anticancerigenos.

Las proteinas del veneno de serpiente son consideradas de interés
biomédico porque pueden ser utilizadas como herramientas moleculares
para el disefio de drogas de relevancia en el diagndstico y en la terapia de
diferentes patologias como inflamacion, cancer o enfermedades
autoinmunes (Koh et al., 2006; Fox and Serrano, 2007; Georgieva et al.,
2008). Concretamente, las lectinas de tipo C (Arlinghaus and Eble, 2012) y
las disintegrinas son importantes herramientas farmacoldgicas, ya que
inhiben de forma muy selectiva a las integrinas y poseen propiedades
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antiagregantes y anticancerigenas (Swenson et al., 2007; Goswami, 2013;

Marcinkiewicz, 2013; Ley et al., 2016).

Del conjunto de disintegrinas, las disintegrinas cortas con motivo
KTS, obtustatina, lebestatina y viperistatina, inhiben la angiogénesis y la
progresion tumoral. (Marcinkiewicz et al., 2003; Olfa et al.,2005;
Staniszewska et al., 2009; Brown et al., 2008; Ghazaryan et al,, 2015). El
estudio realizado /n vitro de la actividad antiangiogénica de r-
jerdostatina, muestra que esta disintegrina con motivo RTS también es
capaz de inhibir la angiogénesis. Ademas, hemos observado que tanto
aiB1 como apBq participan en la angiogénesis de células HUVEC sobre
coldgeno y que el uso de inhibidores de ambos receptores reduce
totalmente la formacion de nuevos vasos. Nuestros hallazgos apuntan,
por tanto, a la participacion de las integrinas a1 y oz en la angiogénesis, en
concordancia con el fenotipo de reduccion de la vascularizacién
observada en los ratones ai/a,-KO (Pozzi et al., 2000; Zhang et al., 2008).
Recientemente se estan desarrollando péptidos sintéticos lineales y
ciclicos, disefiados a partir de estos componentes del veneno,
antagonistas duales de aiB1 y axBs, para el desarrollo de farmacos en el

tratamiento de la angiogénesis y cancer (Momic et al., 2014).

Finalmente, el estudio realizado en este capitulo de la Tesis
Doctoral sobre la actividad de la disintegrina recombinante jerdostatina
sugiere que la integrina a1B+ tiene diferentes funciones dentro de la pared
vascular, dependiendo del tipo celular que expresa este receptor de

integrina. Las células del musculo liso vascular parecen regirse por
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mecanismos mediados por distintas integrinas que, junto a los
componentes de la matriz extracelular, modulan su fenotipo. Las
integrinas axB1 y aif1 estan estrechamente relacionadas (unen colageno
de forma RGD-independiente) aunque su afinidad por el colageno es
distinta y todo parece indicar que ambas integrinas estan involucradas, en
mayor o menor grado, en las funciones fisioldégicas de los componentes
celulares del sistema vascular. Nuestro estudio sobre los efectos de r-
jerdostatina sobre la integrina aiB1 destaca su relevancia funcional en las
adhesiones focales y en procesos asociados a la angiotensina Il, y hace
hincapié en la utilidad de inhibidores especificos de la integrina aiB1y azB+

como herramientas antiangiogénicas.
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1. El raton como modelo experimental

El gran éxito de los ratones comunes (Mus musculus) en el campo
de la ciencia comenzd a principios del siglo XX cuando el ratén
desempeiid un papel fundamental en los estudios genéticos. El genetista
francés Lucien Cuénot realizé los primeros estudios sobre la herencia de
varios fenotipos del color del pelaje de los ratones aplicando las leyes de
Mendel a mamiferos (Cuénot, 1902). Sin embargo, los descubrimientos
mas significativos los realizé el genetista estadounidense William Ernest
Castle. Castle comenzé un analisis sistematico de la herencia y variacion
genética en esta especie, determinando su importancia como modelo
experimental (Castle, 1906). Mas tarde, Clarence Cook Little, desarrollé la
primera cepa de ratones endogamicos (Castle and Little, 1910) y en el afio
1921 obtuvo la cepa C57BL que actualmente se ha convertido en el

modelo animal méas utilizado en biomedicina.

Ademas de estos descubrimientos, existen otras ventajas para
utilizar ratones en investigacion, tales como: el corto ciclo reproductivo,
una vida Util acelerada (1 afio de raton = ~30 afios en humanos), pequefio

tamafio, numerosas camadas, y por su facilidad de crianza en cautividad.

El raton y la especie humana tuvieron un ancestro comun hace
aproximadamente 75 + 15 millones de afos, debido a esta divergencia
evolutiva relativamente “reciente”, alrededor del 99% de los genes del
raton tiene un homdlogo en el genoma humano, estas caracteristicas
convierten al raton en un modelo animal idoneo para comprender la

biologia y patologias de la especie humana (Waterson et al., 2002).
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2. Ratones modificados genéticamente (RMG)
Un organismo modificado genéticamente (OMG) es un organismo
cuyo material genético ha sido modificado mediante técnicas de

ingenieria genética.

Los animales transgénicos son aquellos que portan un fragmento
de ADN exdgeno (transgén) integrado en su genoma de manera estable.
Es decir, todo gen afiadido al repertorio genético de un organismo, con la
consecuente ganancia o pérdida de funcién otorgada por este nuevo gen,
que se transmite en la linea germinal recibe el término de animal

transgénico (Capecchi, 1980; Gordon and Ruddle, 1981; Costantini, 1981).

Para la introduccion del nuevo material genético se utilizan
vectores portadores de ADN recombinante como plasmidos,
bacteridéfagos, cdsmidos, YACs (cromosoma artificial de levadura), BACs
(cromosoma artificial de bacteria) (Costantini and Lacy, 1981; Taylor et
al., 1992; Antoch et al.,, 1997; Giraldo and Montoliu, 2001; Moreira et al.,
2007; Van Keuren et al., 2009). Los métodos mas frecuentes utilizados para
generar animales transgénicos son la microinyeccion de ADN en
pronucleos de embriones fertilizados en estadio de una célula (Gordon et
al., 1980), la manipulacién /n vitro de células embrionarias pluripotentes

(ES) (Gossler et al.,, 1986) o la transferencia nuclear (Perry et al., 1999).

Los ratones modificados genéticamente son utilizados como
modelo para el estudio de las bases genéticas de multiples enfermedades,
sobre la regulacion de genes especificos de tejidos o durante el desarrollo.

En el ratdn podemos diferenciar dos tipos de modelos transgénicos: los
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convencionales y los modelos de modificacion dirigida del genoma

(Voncken, 2011).

Los ratones transgénicos convencionales son RMG portadores de
un transgén integrado al azar en su genoma. Son generalmente modelos
de ganancia de funcién que, conducen a la expresion de un nuevo gen o
a la sobreexpresion de una proteina ya existente. Este modelo permite
controlar la estructura, pero no la posicion donde se integra el transgén o
el nimero de copias. Ademas, la integracion al azar en el genoma, a veces,
conduce a la interrupcion de la estructura del ADN cromosdmico en el
sitio de integracion y genera mutaciones, por lo general recesivas,
llamadas “insercionales" con una amplia variedad de efectos (Meisler,

1992; Woychik and Alagramam, 1998).

La creacion de RMG de forma dirigida tiene su origen en los afios
80 gracias al avance de la tecnologia del ADN recombinante. El desarrollo
de metodologias celulares y moleculares permitieron la modificacion
dirigida de un gen en particular o "gene targeting' convirtiéndose en uno
de los métodos mas poderosos para conocer, particularmente, la
importancia fisioldgica y patolégica de determinadas secuencias génicas
(Thomas et al., 1986; van Deursen, 2003; Capecchi, 2005). En general se
puede hablar de dos tipos de modelos generados mediante "gene

targeting":

e Ratones "knock-out" (KO): Son ratones en los que se inactiva un gen

determinado en el genoma, generalmente por supresion de toda o parte
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de su secuencia codificante, o por la integracién de una secuencia de ADN

que interrumpe la secuencia codificante (Capecchi, 2001).

e Ratones "knock-in" (KI): Son ratones en los que se introducen
mutaciones dirigidas en la secuencia de un determinado gen, o ratones
donde se introduce un gen en un locus conocido del cromosoma del

organismo (Doyle et al,, 2012).

2.1 Mutagénesis dirigida. Integracion especifica mediante
recombinacion homologa

El modelo de "gene targeting” se basa en la utilizacion de las
células madre embrionarias (células ES) como vehiculo para introducir
modificaciones genéticas en la linea germinal del raton de forma estable.
Las células madre embrionarias son células derivadas de la masa celular
interna de un embrion de 4-5 dias de edad, pluripotentes. Una
caracteristica fundamental de las células madre embrionarias es que
pueden mantenerse en un estado indiferenciado, formando, al dividirse,
una célula idéntica a ellas mismas y manteniendo una poblacion estable
de células madre. El vector que se utiliza para integrar el transgén
generalmente contiene dos fragmentos de ADN gendmico, llamados
brazos de homologia (5'y 3°, respectivamente), que dirigen de forma
especifica la integracién del vector a cualquier posicién del genoma del

raton de interés mediante recombinacion homdloga.
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La probabilidad de recombinacién aumenta proporcionalmente
con la longitud de la secuencia homologa del vector (Smithies et al., 1985;
Thomas and Capecchi, 1987; Doetschman et al., 1987). La recombinacién
puede ocurrir por reemplazamiento (el procedimiento mas utilizado en la
construccion de animales KO) (Thompson et al., 1989) o por insercién

(aproximacion empleada en animales Kl) (Zou et al., 1994).

El locus mas utilizado para la insercion de transgenes es el locus
ROSAZ26 [Gt (ROSA) 26Sor] (Gene ID: 14910), este locus situado en el
cromosoma 6 del raton se extiende 9 kb y consta de tres exones. Fue
aislado por primera vez en 1991 (Friedrich and Soriano) mediante un
sistema de captura de genes ("gene trapping") de células madre
embrionarias. El locus de raton ROSAZ26 es particularmente Util para la
modificacidbn genética, ya que permite la insercién del transgén en el
primer intron mediante recombinacién homdloga con gran eficiencia, se
expresa en la mayoria de tejidos (embrionarios y adultos) de forma estable
(ubicua) y no esta sujeto a silenciamiento (Soriano, 1999) (Figura 40). No
se han observado variaciones fenotipicas tras la insercion en este locus,
por lo que parece un sistema seguro que se sigue utilizando en la
actualidad para producir una gran variedad de lineas. En la base de datos
informatica del genoma del raton (MGI, www.informatics.jax.org)
encontramos unas 600 cepas "knock- in" de raton ROSA26 que se han
generado para estudiar los efectos de proteinas mutantes expresadas

constitutivamente o de forma condicional.
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Figura 40. Representacion de " gene targeting" en el locus ROSA26 de raton.
ROSA26 es un locus ampliamente utilizado para la expresién de genes
constitutivos, de forma ubicua en ratones. El gen de interés se inserta en el primer
intron del locus por recombinacion homdloga. La expresién del gen puede ser
conducida por el promotor endégeno Rosa26.

Como se menciond anteriormente, el modelo de "gene targeting"
utiliza células madre embrionarias como vehiculo para introducir
modificaciones genéticas en la linea germinal. Las células madre
embrionarias derivan de un blastocisto de raton y se pueden mantener de
forma indefinida /n vitro como una poblacion homogénea de células
indiferenciadas (Evans and Kaufman, 1981). La mayoria de las lineas
celulares ES han sido aisladas de embriones de la cepa consanguinea 129
y derivadas (Simpson et al., 1997). Las células ES pluripotentes, una vez
modificadas, se incorporan a un blastocisto receptor para generar todos
los linajes celulares embrionarios. Los animales que nacen se denominan
guimeras porque derivan tanto de las células del hospedador como de las

introducidas (Bradley et al., 1984).
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2.2. Sistema de recombinacion Cre/LoxP

La expresion de las modificaciones genéticas introducidas puede
regularse espacial y temporalmente mediante la recombinacion especifica
de sitio "site-specific recombination’ (SSR). En este sistema, las
recombinasas (Cre y Flp) catalizan la recombinacién entre dos sitios de
reconocimiento especificos (loxP y frt respectivamente) produciendo la
activacion/inactivacion de los genes situados entre estos sitios loxP/frt

(Meyers et al., 1998).

La tecnologia Cre/LoxP fue introducida en la década de los 80
(Sternberg and Hamilton, 1981; Sauer and Henderson, 1988) y se aplicd
en levaduras, plantas, cultivos de células de mamiferos y en ratones (Araki
et al., 1997). Este sistema emergié como una importante herramienta para
crear un modelo "knock-out" condicional pues permite la supresiéon
especifica del gen de interés en la célula donde la recombinasa se esta

expresando.

El sistema Cre/LoxP utiliza la recombinasa Cre, enzima especifica
de sitio del bacteriéfago P1 que reconoce las secuencias especificas loxP
y cataliza la recombinacion en circulo (“"Cyclization REcombination”) de los
genes localizados entre estas secuencias loxP (Hamilton and Abremski,
1984). Los sitios loxP, de 34 pares de bases (pb), estan compuestos por
dos secuencias palindromicas de 13 pb que flanquean una regién
espaciadora de 8 pb, la cual, establece la orientacion del sito loxP. La

orientacion y la ubicacion de los sitios loxP es importante, pues determina
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que la recombinasa origine una supresion, inversién o translocacién

cromosomica (Nagy, 2000) (Figura 41).

En todos los casos la recombinasa actia como una topoisomerasa,
reconoce las secuencias loxP, corta la doble hebra de ADN en ambos sitios

y los religa de nuevo sin requerir cofactores para recombinar (Voziyanov

et al., 1999).
A Inversién B Translocacion C Escisién/insercion
—>
Insert cr2@—P ‘—N Insertol’—
LoxP LoxP Cr 3* LoxP LoxP

P N
/730 Cre Cre escision

W ._
| D

LoxP LoxP

insercion

\

5°- ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT- 37
3’- TATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATA- 5
—_— —

*

RBE corte RBE

Figura 41. Modificaciones genéticas mediadas por la recombinasa Cre. A)
Inversién, los sitios loxP estdn orientadas en direcciones opuestas. B)
Translocacion cromosomica, los sitios loxP estdn situados en diferentes
cromosomas. C) La escision del fragmento de ADN genémico comprendido entre
dos secuencias loxP tiene lugar cuando dichos sitios estan en la misma direccién.
La insercién del fragmento de ADN que conlleva un sitio loxP requiere de la
presencia de soo un sitio loxP en el genoma (Van Duyne, 2001). D) Esquema de
un sitio loxP. La secuencia loxP estd compuesta por dos fragmentos de 14 bp de
reconocimiento de la recombinasa Cre (RBEs) invertidos alrededor de una regién
central de 6 bp (en negrita). Cuando dos moléculas Cre se unen al sitio loxP (una
a cada RBE), el corte tiene lugar entre la region central y los RBEs.
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2.2.1- Control espacio-temporal de la expresion.

La recombinacion entre los sitios loxP esta condicionada por la
presencia de la recombinasa Cre. La colocacion y orientacién de los sitios
loxP determinan la secuencia gendmica a escindir, mientras que la
disponibilidad, en el tiempo y/o el espacio, de la recombinasa, dictara

cuando y donde se produce la recombinacién.

La expresion de Cre puede controlarse espacialmente mediante el
uso de promotores ubicuos o especificos de tejido. Asi, la generacion de
un animal modificado condicional requiere el uso de dos lineas de ratones
transgénicos: un raton que porte el gen de interés con los sitios loxP
("floxed", ¥y y ratones transgénicos para Cre (con promotor ubicuo o
tejido especifico). El cruce del ratén “floxed” con el transgénico para Cre
originara un animal doblemente transgénico cuyo genoma porta tanto el
transgén Cre como el gen “floxed”. La expresion de Cre inducira la
recombinacion de las secuencias loxP, de forma que se inactivara/activara

el gen diana en aquellos tejidos en los que exista la expresion de Cre.

Ademas, existen varios métodos moleculares para controlar
temporalmente la expresion de la recombinasas mediante sistemas de
ratones condicionales inducibles (Lewandoski, 2001). En estos sistemas
inducibles, la expresién del gen se regula mediante la administracion de
un compuesto quimico (agente inductor), como la tetraciclina en los
sistemas de tet-ony tet-off (Gossen and Bujard, 1992; St-Onge et al., 1996)
o el tamoxifeno en sistemas donde el receptor de estrogeno esta

modificado (Brocard et al., 1998).
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Uno de los sistemas inducibles basado en receptores hormonales
es Cre-ER™. Para evitar la interferencia con hormonas enddgenas del
raton, se generd un sistema transgénico basado en el receptor
recombinante de estrébgeno humano (ER™). En este sistema, la
recombinasa se encuentra fusionada al dominio de unién del receptor de
estrégeno triplemente mutado (G400V/M543A/L544A). Este receptor no
reconoce su ligando enddgeno (estradiol), pero tiene la capacidad de
unirse al antagonista sintético del receptor, el 4-hidroxi-tamoxifeno (4-
OHT). La fusién de la recombinasa Cre con el receptor ER™ da lugar a que
se queden secuestrados en el citoplasma por la chaperona Hsp90
impidiendo que suceda la recombinacion mediada por Cre en el nucleo.
El tamoxifeno actia como el inductor del sistema, rompe la interaccion
con Hsp90, permitiendo la liberacién de Cre, que se dirige al nucleo e
inicia asi la recombinacién de los sitios loxP (Littlewood et al, 1995;

Hayashi and McMahon, 2002) (Figura 42).

Este sistema permite, efectivamente, expresar Cre espacialmente
(expresion constitutiva o tejido especifica) y en el momento deseado, ya
sea durante el desarrollo embrionario o la vida adulta del ratén y asi,
controlar la actividad de un gen en todos los tejidos, abriendo nuevos
caminos para estudiar la funcion génica y establecer modelos animales

concretos de enfermedades humanas (Feil et al., 2009).
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Figura 42. Expresion mediada por Cre y regulada por tamoxifeno. En este
sistema inducible, la recombinasa se encuentra fusionada al receptor de
estrébgeno modificado (ER™), ambos se encuentran reclutados en el citoplasma
por la chaperona Hsp90. Tras la administracion de tamoxifeno (TM) se libera la
proteina de fusidn que entra al nucleo. En el nucleo, Cre reconoce los sitios loxP,
los recombina e induce la escision del gen de interés. Imagen adaptada de
www.elkenzie.com.

Hoy en dia, existen cientos de lineas Cre transgénicas, muchas de
ellas se enumeran en la base de datos de ratones Cre
(http://nagy.mshri.on.ca/cre_new/) y se pueden comprar en el Jack-son

Laboratory (http://jaxmice.jax.org/).
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3. Generacion de ratones transgénicos condicionales

La combinacion de las técnicas de recombinacién homéloga y de
los sistemas Cre/LoxP permiten introducir cualquier tipo de mutacién o
secuencia génica en el genoma de forma dirigida y, ademas, controlar el
momento y el lugar donde ésta se expresa (modelos KO y KI condicionales

y tejido especificos).

El primer modelo de ratén Kl que contenia ambos sistemas fue
generado por Soriano (1999). La cepa G#(ROSAF* lacZ contiene el gen
lacZ, precedido por una secuencia de terminacion de la transcripcion (tpA)
flanqueada por los sitios loxP, en el locus de expresién ubicua ROSAZ26.
De esta forma, la transcripcion finaliza antes de tiempo, pero cuando los
ratones se cruzan con ratones Cre transgénicos, la escision mediada por
Cre de la secuencia de terminacién conduce a la expresion constitutiva de
lacZ. De esta forma, la expresion de lacZ en estos animales doblemente
transgénicos solamente se produce en las células que han expresado Cre,
asi como en todas sus células hijas. A partir de este modelo han surgido
cientos de cepas (ratones KO o KI) condicionales que permiten controlar
la expresién de genes. Recientemente el modelo Cre/LoxP se esta
utilizado con el sistema de editado gendmico CRISPR-Cas9 para una
nueva generacion de ratones transgénicos (Platt et al., 2014; Chu et al.,

2016).
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Figura 43. Diseiio de un modelo transgénico (KI) para la expresion
condicional de un gen. El vector pRosa26 contiene los brazos de homologia (5°y
3%), que dirigen de forma especifica la integracién del vector en el locus de ratén
ROSAZ26'y el gen de interés precedido por una secuencia de terminacién (STOP)
flanqueada por los sitios loxP. El cruce de un ratén portador del alelo transgénico
con un ratén transgénico para Cre conduce a la escision mediada por Cre de la
secuencia de terminacion y a la expresion constitutiva del gen bajo el dominio
del promotor Rosa26.
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Objetivos -l

Como se ha descrito en el capitulo anterior, jerdostatina es una
disintegrina corta con un motivo RTS, antagonista especifica de la
integrina a1f1. Esta integrina se expresa en células del endotelio vascular
y participa en la neovascularizacién (angiogénesis) regulada por el factor
de crecimiento vascular VEGF. Asi, el bloqueo de la actividad de la
integrina a1B1 en células endoteliales HUVEC por jerdostatina /n vitro

redujo significativamente la formacion de nuevos vasos.

La posibilidad de frenar la angiogénesis, se postul6 en los afios 70
(Folkman, 1971) como una estrategia prometedora para bloquear el
crecimiento de determinados tumores. Asi, el desarrollo de un modelo
transgénico para jerdostatina, en animales portador de tumores
dependiente de angiogénesis, permitiria evaluar /n vivo los resultados
obtenidos /n vitro. Ademas, la expresion en este modelo de jerdostatina
transgénica de forma sistémica o especificamente en el 6rgano portador
del tumor, permitird caracterizar mas en profundidad su actividad en la
detencion de la progresion tumoral y determinar su papel fisioldgico.

Mediante el trabajo descrito en este segundo capitulo, se pretende
generar una linea transgénica de ratones que expresen, de forma
condicional, jerdostatina y evaluar la actividad de la proteina transgénica
sobre el crecimiento de tumores dependientes de angiogénesis en los
ratones transgénicos. Este objetivo general se subdividi6 en varios

objetivos:
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Objetivos

1) Diseflo de una construccién para la expresion eficiente de
jerdostatina de forma soluble y activa en mamiferos.

2) Expresion de jerdostatina recombinante en células de mamifero
y evaluacion de su actividad /n vitro.

3) Produccion de ratones transgénicos condicionales para el gen

de la disintegrina jerdostatina.
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Material y Métodos QD

Todos los reactivos de Biologia molecular y celular fueron

1. Reactivos

proporcionados por Roche, Sigma-Aldrich, Promega, Life technology
(Invitrogen/GIBCO), Lonza, EMD Millipore (Novagen), PromoCell, GE

Healthcare Life Sciences y Merck.

2. Lineas celulares

2.1 Cultivos celulares de mamiferos

El crecimiento de las lineas celulares se llevd a cabo en condiciones
constantes de temperatura a 37° C, concentraciéon de CO; al 5% y en
atmosfera humeda. Las lineas celulares continuas y primarias utilizadas en

el trabajo doctoral son:

» Lineas celulares continuas.
e COST7: Linea celular procedente de fibroblastos del rifidén del
mono. Fue cedida por el Dr. Pascual Sanz (Instituto de Biomedicina de

Valencia, IBV-CSIC).

o HEK 293T: Linea celular procedente de células embrionarias de
rifién humano ("Human Embryonic Kidney 293 cells"). Fueron cedidas por

la Dra. Marta Casado del IBV-CSIC.

o HEK 293GnT I: Células HEK 293 deficientes en la proteina GnT |
(N-acetylglucosaminyl-transferase 1). Crecen en suspension. Cedidas por
el Dr. Santiago Ramén del Centro Nacional de Investigaciones

Oncologicas (CNIO).
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o RuGli: Linea celular procedente de glioblastoma de rata. Fueron

cedidas por el Dr. F. Ruggiero (Institute de Biologie et Chimie des

Proteines, Lyon, France).

» Lineas celulares primarias (Se utilizaron entre los pases 3y 6 para

todos los experimentos).

o MEF: Fibroblastos embrionarios de raton ("Mouse Embryonic
Fibroblasts"). Cultivo primario obtenido de embriones de ratén de la cepa
C57BL/6J-Tg (pPGKneobpA)3Ems/J de 12.5-13.5 dpc (dias post-coito) de
edad utilizados para el crecimiento y expansion de células madre
embrionarias indiferenciadas pluripotentes. Estos ratones expresan un
casete con resistencia a neomicina (neo®). También se aislaron MEF a partir
de embriones de raton de la cepa B6; 129P2-Tg(ROSA)
26SortmEGFPerdostating) jnme de 12.5-13.5 dpc de edad para el estudio de la

recombinacién /n vitro.

e ES CK35: Células madre embrionarias de ratéon ("Mouse
Embrionic Stem Cells", Kress et al., 1998). Cedidas por la Dra. Francina
Langa (Instituto Pasteur, Paris). Las células ES CK35 de ratdn son células
madre embrionarias, derivadas de la masa celular interna de un blastocisto
de la cepa de raton 129/Sv, capaces de originar células de cualquier tejido
de raton, incluso de los tejidos germinales. Estas capacidades de
mantenerse en un estado indiferenciado y de pluripotencialidad se
conservan gracias a las sefales inhibitorias provenientes de los

fibroblastos embrionarios (MEF) inactivados mitoticamente (conocidos

158



Material y Métodos OD

con el término inglés de "feeders") sobre los que se cultivan (Thomson et

al., 1998).

2.2. Condiciones de crecimiento celular

Las lineas de células adherentes COS7, HEK 293T, RuGli y MEF se
crecieron en medio DMEM con alta concentracién de glucosa (4.5 g/l),
suplementado con 100 unidades/ml de penicilina/estreptomicina, 2 mM

de L-glutamina y 10% de SFB inactivado.

Las células HEK 293 GnT | fueron crecidas en suspension a 180 rpm
(agitador New Brunswick Scientific INNOVA Modelo 2300) en medio
Freestyle 293 (Invitrogen/GIBCO, Carlsbad, CA) con 1% de SFB inactivado,
a una densidad entre 0.1x10° y 3.0x10° células/ml en frascos de cultivo
desechables Erlenmeyer con tapas de ventilacion (Corning, NY) a 37° C,

5% CO..

Los fibroblastos embrionarios de raton (MEF) se obtuvieron a partir
de embriones de 12.5 a 13.5 dpc de edad de una hembra prefiada
siguiendo el protocolo descrito por Nagy y colaboradores (2006). Los
embriones se depositaron en una placa de 100 mm con PBS (tampdn
fosfato salino, pH7.4). Posteriormente se abrieron los sacos embrionarios
vitelinos, dejando los embriones al descubierto. Después de lavar con PBS,
se eliminaron la cabeza, patas y visceras de cada embrion y se lavaron con
PBS. Los fragmentos se pasaron a una placa de 60 mm con 5 ml de
tripsina-EDTA y se trocearon. Se volvio a afiadir 10 ml de tripsina y se
incubo a 37° C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se paso la
solucion digerida por una pipeta de 5 ml para disgregar bien la mezcla y
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se afladid 10 ml de tripsina-EDTA. La digestion se incubd durante 15

minutos agitando cada 5 minutos. Posteriormente se afiadié 50 ml de
medio (DMEM con glucosa, 2 mM de L-glutamina, 10% SFB y 100
unidades/ml de penicilina/estreptomicina) y se dejo reposar 2-5 minutos
para que se depositaran los restos no disgregados. El sobrenadante se
centrifugd a 800 rpm durante 5 minutos. El precipitado se resuspendié en
medio de crecimiento DMEM a una densidad de 2.1x10° células/10 cm.
Parte de las células se crecieron y otras se congelaron para su

almacenamiento en nitrégeno liquido.

La inactivacion de las células MEFs se realizd cuando estas
alcanzaron un 90% de confluencia. Tras eliminar el medio de crecimiento,
se lavaron con PBS y se afiadié mitomicina C (1 mg/ml) en medio DMEM
con 10% de SFB. Las células se incubaron a 37° C, 5% de CO,, durante 2-3
horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados con
PBS, se tripsinizaron, se transfirieron a nuevas placas y se incubaron a 37°

Cy 5% de CO; hasta su uso como "feeders" de las ES de raton.

Las células madre embrionarias de raton se cultivaron siguiendo el
protocolo descrito por Torres y Kiihn (1997). Las ES se crecieron sobre una
monocapa de MEFs inactivadas en medio DMEM con 4.5 g/l glucosa, 50
unidades/ml de penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 0.1 mM
de amino acidos no esenciales (NEAA, Invitrogen), 0.1 mM de 2-
mercaptoetanol (2-ME, Sigma), 15% de SFB inactivo (SFB ES qualified,
LONZA) y suplementado con 1000 U/ml de inhibidores de crecimiento, LIF
("Leukaemia Inhibitory Factor") (ESGRO®, Millipore).
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Los pases necesarios para el mantenimiento de los cultivos
celulares se realizaron con tripsina-EDTA. Para la conservacion de las
células, éstas se resuspendieron en un 50% (v/v) del correspondiente
medio de cultivo completado con un 20% de SFB 'y 10% (v/v) de DMSO y
se pasaron a un criotubo donde se congelaron a -80° C. Posteriormente

se almacenaron en contenedores de nitrégeno liquido.

Todas las lineas celulares se testaron con el kit de deteccion
MycoAlert™ (LONZA) para descartar posibles contaminaciones por

micoplasma.

3. Animales de experimentacion

La experimentacion animal tiene como finalidad la obtencién de
un raton transgénico condicional para la expresion de jerdostatina. El
trabajo se desarroll6 en el estabulario del Instituto de Biomedicina de

Valencia (IBV-CSIC).

o Parala generacion de la linea germinal transgénica B6; 129P2-
Tg(ROSA)26Sortm! EcFPerdostatina) 5 m e se utilizaron blastocistos
procedentes de hembras C57BI/6JOla Hsd. Como hembras pseudo-
gestante se utilizaron hembras IC-R (CD-I) y en los cruces se utilizaron
ratones de la cepa C57BI/6JOla Hsd. Estos ratones comerciales provienen

de los laboratorios Harlan.

e La linea transgénica, B6. Cg-Tg(Nes-cre)1KIn/J proceden de

los laboratorios Jackson (https://www.jax.org/). Estos ratones expresan Cre
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bajo el control del promotor de la nestina, principalmente en el sistema

nervioso central.

o Lalinea transgénica para la expresién de la recombinasa Cre
de forma condicional, ATZ-Tg(hUBC-CreER™) fue cedida por la Dra. Sagrario
Ortega (CNIO).

4. Vectores de expresion en células de mamifero
Con el objetivo de expresar jerdostatina de forma soluble en
células de mamiferos se utilizaron varios vectores con diferentes etiquetas

y péptidos sefal:

» pEGFP-N1 (4.7 kb, Clontech): Vector de expresion que permite la
expresion en células de mamifero de la proteina de interés fusionada con
la proteina verde fluorescente GFP ("Green Fluorescent Protein”) en su

extremo carboxi-terminal.

» pcDNA3.1(+) (Invitrogen): Vector que procede del pcDNA3 de 5.4
kb y diseflado para expresar proteinas de forma estable y transitoria en

células de mamifero.
» pRc_CMV: Cedido por el Dr. F. Revert (Fibrostatin S.L., Valencia,
Espafia).

» pBigT: Cedido por la Dra. Marta Casado (IBV-CSIC). Vector de
expresion en mamiferos que incluye un casete que codifica para la
expresion de la proteina EGFP, una resistencia a la neomicina (PGK-Neo,

gen de resistencia a la neomicina bajo el dominio del promotor PGK
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("Phosphoglycerate kinase 1") que permiten la seleccién de los clones

positivos y una sefial triple de poliadenilacion SV40 (tpA) de terminacion
de la transcripcion. El casete EGFP-Neo-tpA se encuentra flanqueando por
los sitios loxP. Tras el casete, se insertd un sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES) fusionado con la secuencia que codifica para la proteina

amarilla fluorescente YFP.

» pROSA26PA: Cedido por la Dra. Marta Casado (IBV-CSIC). Este
vector deriva del plasmido pROSA26.1, al que se le introdujeron los sitios
de corte de las enzimas Pacl y Ascl (Srinivas et al., 2001). Se caracteriza
porque posee parte de la secuencia gendémica del locus ROSA26 (brazos

homologos 3’y 5), presente en el genoma del raton (cromosoma 6).

» pCre-IRES-PuroR (9.2 kb, Addgene): plasmido que permite la
expresion de la recombinasa Cre en células de mamifero. La expresion de
Cre se encuentra bajo el dominio del promotor humano EF1a ("Elongation
Factor 1 alpha"). Este vector también posee el sitio IRES que permite la
expresion del antibidtico puromicina y, por tanto, la seleccion de los

clones con este antibidtico.

5. Disefio de cebadores
Los cebadores fueron diseflados mediante el programa

GeneRunner y su aplicacion de analisis de oligonucleétidos (Tabla 7).
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Tabla 7. Listado de cebadores

0o N O 1AW N =

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24

25

26

27
28
29
30
31

Oligonucleétidos utilizados en las diferentes construcciones

Nombre
5'Nhel-SpRPTLN
3"Xhol-RPTLN
5'Nhel-SEAP
3’SEAP-Hindlll
5’HindllI-Flag
5'BamHI-Flag
3’Flag-EcoRlI
5’Hindlll-Prodom

3’Prodom-BamHl

5’EcoRI-JerdM
3’Apal/Xhol_RPTLN
5'Nhel_ATG
3’Xhol_RPTLN
GFP fw

GFP rv2

SP6

T7 Promotor
T7 Terminador
M13 fw (-20)
M13 rv (-24)

Secuencia (5°--- 3") (nt
GTACGCTAGCGATGATCCAGGTTCTCTTG (29)
GTACCTCGAGGCCATTCCCGGGATAACTGGG (31)
TAATTAGCTAGCCCACCATGCTGCTGCTGCTG (32)
ATTATGAAGCTTGCCCAGGGAGAGCTGTAG (30)
GGTAGAAAGCTTGACTACAAGGACGACGATG (31)
ATGACAGGATCCGACTACAAGGACGACGATG (31)
GAGGAGGAATTCCTTGTCATCGTCGTCCTTG (31)
GGTGCCAAGCTTAAAACCCTGAAATCTGGGAG (32)

ACTCTGGGATCCAAGGGGAAGTTTCTGCAATG (32)

CCGGTGGAATTCTGTACAACTGGACCATGTTG (32)
ACGGGCCCCTCGAGCTAGCCATTCCCGGGATAACT
GTACGCTAGCGATGAGGGCCTGGATCTTT (29)
ACCTCGAGCTAGCCATTCCCGGGATAACT (29)
TAAGCCATGGTGAGCAAGGGCGAG (24)
TGAAGCTTCTTGTACAGCTCGTCCATGC (28)
GATTTAGGTGACACTATAGAATAC (24)
TAATACGACTCACTATAGGG (20)
GCTAGTTATTGCTCAGCGG (19)
TGTAAAACGACGGCCAGT (18)
GGAAACAGCTATGACCATG (19)

Comentarios
PEGFP-N1
PEGFP-N1
PcDNA3.1
PcDNA3.1
PcDNA3.1
pcDNA3.1
pcDNA3.1
pcDNA3.1

pcDNA3.1

PcDNA3.1

pRC_CMV
pRC_CMV
pRC_CMV
PEGFP-NT

PEGFP-NT

Secuenciar
Secuenciar
Secuenciar
Secuenciar

Secuenciar

Oligonucleétidos utilizados en la generacion del transgénico

Nombre

IRESseq_rev
R26R1
R26R2
R26R3
ROSA26-

5 fw
ROSA26-

5 rev
transgen_rv
EGFP fw
EGFP rv
GFP1_rv
Neo fw

Secuencia (nt)
AAGACGGCAATATGGTGG (18)
AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT (21)
GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC (21)
GGAGCGGGAGAAATGGATATG (21)

CCTAAAGAAGAGGCTGTGCTTTGG (24)

ACGGCTCCACCACGCTCGGAG (21)

CATCAAGGAAACCCTGGACTACTG (24)
GCGGCCTCCGGAGTGAGCAAGGGCGAGGAG (30)
CTTGTACAGCTCGTCCAT (18)
AGGGCACGGGCAGCTTGC (18)
GGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTG (34)
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Comentarios
IRES
Genotipado
Genotipado
Genotipado

sintesis sonda

sintesis sonda

genotipado
GFP/YFP
GFP/YFP
GFP/YFP
sintesis sonda



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Neo rv
3’Jerd-like
JerdXhol-3’
5'Nhel_ATG
S_ROSA fw
S_ROSA rv
JerdRibo fw
JerdRibo rv
Actina A
Actina B
Cre fw
Crerv
Cre-F2
Cre-R4

CGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTT (30)
TAGCCATTCCCGGGATAACTG (21)
GCCTCGAGTATTAGCCATTCCCGGGATAAC (30)
GTACGCTAGCGATGAGGGCCTGGATCTTT (29)
GTCCAACAGAAAAGAGACACCGAACCAC (28)
AGTATGTGTATTTTGAGAGCAGGGTTG (27)
ATGAGGGCCTGGATCTTCTTTC (22)
CTATAGTGTCACCTAAATCGCTTAGCCATTCC (32)
TTGGCCTTAACGCAGCTCATTG (22)
TGGTGCCTAGGGCGGCCCAC (20)
ACCAGGTTCGTTCACTCATGG (21)
TTGCATGATCTCCGGTATTG (20)
GGCTGGACCAATGTAAATATTG (22)
CATCATCGAAGCTTCACTG (19)

6. Anticuerpos y péptidos inmunogénicos

Material y Métodos b

sintesis sonda
jerdostatina
jerdostatina
jerdostatina
sintesis sonda
sintesis sonda
sintesis ribosonda
sintesis ribosonda
B-actina

B-actina
Genotipado
Genotipado
Genotipado
Genotipado

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados para lainmunodeteccion de proteinas.

Nombre
Anti-GFP

Anti-Flag-
HRP
Anti-Flag

Anti-PEP160

Anti-B1

Anti-DIG-AP

Anti Tuj 1

Anticuerpos Primarios

Antigeno Referencia Dilucion
AMS

GFP, EGFP ) 1:1000
Biotechnology

Epitopo Flag Sigma-Aldrich 1:1000

Epitopo Flag Sigma-Aldrich 1:1000

PEP160 Abyntek 1:500
Biopharma

Subunidad BT ¢\ 1993 1:2000

humana

S 1:10000

digoxigenina Roche 13500

Beta-!ll Covance 1:400

tubulina

Comentario
Policlonal de conejo

Monoclonal de ratén.
Conjugado a peroxidasa
Monoclonal de ratén

Policlonal de conejo
Policlonal de conejo
Fragmento Fab de oveja
Conjugado a fosfatasa

alcalina

monoclonal de ratén

1-El anticuerpo anti-PEP160 se purificd por cromatografia de afinidad con el

péptido del extremo carboxilo terminal de la jerdostatina (CKPSYPGNG),

conjugado con KLH ("Keyhole Limpet Hemocyanin"), a partir de sueros de

sangrado de dos conejos inmunizados con este péptido.
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Tabla 9. Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunodeteccion de
proteinas.

Anticuerpos Secundarios

Nombre Antigeno Referencia  Dilucion Comentario
Anti-conejo- . . . . Producido en cabra.
HRP IgG de conejo  Sigma-aldrich 1:10.000 Conjugado a peroxidasa
Anti-coneio- Producido en cabra.

AP ! IgG de conejo  Sigma-aldrich 1:2000 Conjugado a fosfatasa

alcalina
Anti-raton- , ) Producido en cabra.
HRP IgG de ratén Santa Cruz 1:10.000 Conjugado a peroxidasa
Molecular Producido en cabra
Anti-ratéon IgG de ratén 1:650 Conjugado Alexa Fluor®
Probes 555

7. Diseio de vectores de expresion

7.1. Vectores de expresion en células de mamifero

e pEGFP-N1/ vSP-Jerdostatina

El fragmento vSP-Propéptido-Jerdostatina (333 pb) se amplificd
por PCR mediante los cebadores 1y 2 (tabla 7) utilizando como molde el
vector pGEM-T/vSP-Propéptido-Jerdostatina (Capitulo |, material vy
métodos apartado 6.2.1). El fragmento se ligo al vector pEGFP-N1
previamente digerido con los enzimas Nhel/Xhol. Esta construccion se

utilizo para transfectar células HEK 293T.
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e pcDNA 3.1/SPseap-Propéptido-Flag-Jerdostatina

Utilizando el vector pcDNA 3.1 se disefid una construccion en la
que se insertd la secuencia correspondiente al péptido sefial de SEAP
("human SEcreted Alkaline Phosphatase”), una etiqueta corta Flag
(DYKDDDDK) y la secuencia que codifica para el propéptido y la proteina
madura.

El péptido sefial de SEAP (50 pb) se amplifico a partir del vector
pSEAP2-Basic (Clontech) con el par de cebadores 3 y 4 (tabla 7). La
etiqueta Flag se amplifico a partir del plasmido pFlag-CMV™ (Sigma-
aldrich) mediante los oligonucleétidos 5, 6 y 7 (tabla 7). El propéptido y
jerdostatina se amplificaron a partir de pGEM-T/vSP-Propéptido-
Jerdostatina (Capitulo |, material y métodos apartado 6.2.1), mediante los
cebadores 8, 9, 10 (tabla 7). Los fragmentos se ligaron al vector pcDNA 3.1

y, con este vector, se transfectaron células HEK 293T y COS7.
e pRC_CMV/SPswmao-Flag-Jerdostatina

El fragmento SP-Flag-Jerdostatina, amplificado mediante los
cebadores 11, 12 y 13 (tabla 7), se inserto en el MCS del vector pRC_CMV
utilizando los sitios de corte Nhel y Xhol. En este caso, el vector contiene
el péptido sefal de la proteina de secrecién osteonectina o BM40 (Spewmao),
la etiqueta Flag y el dominio jerdostatina. Las lineas celulares HEK 293T,
COS7 y HEK 293GnT I fueron transfectadas con esta construccion.

En todos los casos se transformaron bacterias £ colj se procediod
a la extraccion del ADN plasmidico (Wizard Plus SV Minipreps, PureYield™

Plasmid Midiprep y Maxiprep, Promega) a la cuantificacion en el
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espectrofotémetro (Azeo/280 Nm). Aquellos clones de secuencia correcta se

almacenaron en presencia de glicerol al 15%, a -80° C.

8. Introduccion de ADN exégeno en las células de mamifero
Segun las lineas celulares se usaron diferentes métodos de
transfeccion. Las lineas COS7 y HEK 293T se transfectaron por lipofeccion
mediante Lipofectamina 2000™ (Invitrogen) siguiendo el protocolo
comercial. La transfeccion se realizé en células que hubieran alcanzado
una confluencia del 70-80%, en placas de 100 mm. La mezcla consisti6 en
15 pug de ADN por placa y 30 pl/placa de lipofectamina en 1500 ul de
medio OPTI-MEM (GIBCO). Tras incubar la mezcla durante 20 minutos a
temperatura ambiente se afladioé a las células. Pasadas 4 horas se cambid
el medio de cultivo a DMEM. Las células y el medio se recogieron a las 24

horas.

Las células MEF se transfectaron por lipofecciéon utilizando el
producto comercial o Xfect™ (Clontech). Para la transfeccion se mezclaron
30 pg del vector pCre-IRES-Puro® con 0.3 pl/ ug del polimero Xfect. Tras
incubar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente se afadio
a las células. Pasadas 4 horas se cambio el medio de cultivo a DMEM. Las
células se trataron con 1.5 uyg/ml de puromicina a las 48 horas, durante 4

dias.

Las células en suspension, HEK 293GnT |, se transfectaron
utilizando el polimero PEI (Polyethylenimina, Invitrogen). La mezcla de

transfeccion consistio en 10 pg/ml de ADN y 40 pug/ml de PEI en medio
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Hybridoma SFM (Invitrogen). Tras alcanzar una densidad celular de 1.5-

2x10° células/ml se afadid la mezcla a la suspension celular. El medio se

recogio a los 2 dias post transfeccion.

9. Purificacion de jerdostatina recombinante

La obtencion de homogeneizados a partir de células de mamifero
adherentes se llevé a cabo aiadiendo, a placas de 100 mm mantenidas en
hielo, tampdn de lisis [10 mM Tris-HCl pH 7.5, 15 mM EDTA pH 8, 0.6 M
de sacarosa, 50 mM NaF, 5 mM Na; P,O7, 1T mM PMSF, 15 mM de 2-
mercaptoetanol e inhibidores de proteasas (complete EDTA-free, Roche)].
Los lisados se retiraron con un rascador y se homogeneizaron con una
jeringuilla de 25G-0.5 x16 mm. Tras centrifugar 30 minutos a 13000 rpm,
se recogid el sobrenadante. Los medios recogidos se concentraron por

ultrafiltracidn en membranas de tamafio de poro de 10 kDa a 4° C.

Por otro lado, tres dias después de la transfeccion, las células
crecidas en suspension se centrifugaron durante 5 minutos a 800 rpm.
Posteriormente, al sobrenadante se le afiadié una mezcla de inhibidores
de proteasas (Complete EDTA free, Roche) y se concentré por
ultrafiltracion en membranas de celulosa de tamafo de poro de 3 kDa
(Millipore) a 4° C. La cuantificacion de proteinas se realizd6 midiendo la
absorbancia a 280, tomando como coeficiente de extincion 1.4

(absorbancia de un mg/ml).
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Jerdostatina unida a Flag (N-terminal) se purific6 mediante
cromatografia de afinidad, utilizando la resina ANTI-FLAG® M2 Affinity
Gel (Sigma-aldrich). Esta resina consiste en un anticuerpo monoclonal IgG
(Anti-Flag) covalentemente unido a agarosa. El método de union entre la
resina y la muestra es por absorcion. Siguiendo las indicaciones de la casa
comercial, muestra y resina se dejaron uniendo durante toda la noche en
la noria a 4° C. La elucidn se produjo en condiciones de pH acido (0.1 M
Glicina- HCl, pH 3.5). Las fracciones eluidas se neutralizaron

inmediatamente con Tris 1T M pH 8.0.

10. Analisis de proteinas

10.1. Western blot y dot blot
» Western blot (Capitulo | material y métodos, apartado 9.1)

Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE, Tris-Tricina, en
condiciones reducidas utilizando geles de poliacrilamida al 12%.
Generalmente, se cargaron entre 15-40 pg de los extractos celulares y
entre 1 ug-500 ng de las fracciones obtenidas durante la purificacion. La
transferencia se realizé a una membrana de PVDF empleando un sistema
"Semidry" durante dos horas a 200 mA. El bloqueo de la membrana se
realizd en leche desnatada al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion o a 4° C toda la noche.

La inmunodeteccion se realizo con el anticuerpo especificado en

cada caso (Tabla 8 y 9). Los anticuerpos se diluyeron en leche desnatada
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al 5% en PBS, en las condiciones que se indican en la tabla. Tras la
incubacién con el anticuerpo, la membrana se lavé con PBS-T tres veces,
5 minutos cada una. La reaccion quimioluminiscente se detecto utilizando
el reactivo comercial ECL Plus (Amersham Biosciences). El revelado y
analisis de la sefal luminiscente se realizd6 mediante el sistema LAS 3000

(Fujifilm).
> Dot blot

Este método permite determinar de forma sencilla la
presencia/ausencia de la proteina recombinante de interés, tanto en el
medio como en el homogeneizado celular. Una gota de 5-10 pl (~1 pg)
de muestra se aplico directamente sobre la membrana de PVDF.
Posteriormente, se bloqued la membrana en leche desnatada al 5% en
PBS durante 1 hora. La presencia de las proteinas recombinantes se realizd
por inmunodeteccion siguiendo el mismo protocolo que para un Western

Blot

10.2. Identificacion por espectrometria de masas

Tras la separacion electroforética SDS-PAGE y tincion con
Coomasie, se recortaron las bandas de interés y se digirieron con tripsina
pancreatica porcina (Promega). El digerido obtenido se mezclé con la
matriz alfa-ciano 4-hidroxicinamico y se procedié al analisis de los
péptidos tripticos por espectrometria de masas MALDI-TOF (Applied
Biosystems Voyager-DE Pro™). Los iones doblemente o triplemente

cargados de los péptidos seleccionados a partir de la huella peptidica
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fueron analizados por disociacion inducida por colision, CID-MS/MS
mediante el analizador de masas de triple cuadrupolo y trampa idnica
lineal QTrap 2000 (Applied Biosystems). Los espectros se interpretaron
manualmente o mediante el programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com) frente a la base de datos

SwissProt/TrEMBL.

11. Ensayo de actividad de jerdostatina recombinante

Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Capitulo |
material y métodos, apartado 10.1) se estudio la union de la proteina
recombinante jerdostatina a la integrina a:Bs soluble en un ensayo tipo
ELISA y se analizé la capacidad de inhibicién de r-jerdostatina en la union

aif1a CB3.

También se realizd un estudio /n vitro de la adhesiéon celular en
presencia de r-jerdostatina utilizando células RuGli, linea celular
procedente de glioblastoma de rata, siguiendo el protocolo descrito en el

capitulo | (material y métodos, apartado 10.2).
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12. Generacion de la linea transgénica B6; 129P2-Tg(ROSA)
2650rtm1(EGFP,Jerdostatina)Upme.

12.1. Diseino y clonacion

Para la generacion de un raton modificado genéticamente de tipo
"knock-in" es necesario un vector que permita la introduccion dirigida del
gen de interés por recombinacién homdloga en el locus ROSA26, un
marcador de seleccion positiva que permita identificar y seleccionar
aquellas células que han incorporado el vector en su genoma (expresion
de GFP y resistencia a neomicina) y un sistema para la expresion
condicional de la proteina transgénica (sistema Cre/LoxP). Con este

proposito se utilizaron los vectores pBIGT y pROSA26PA.

Una vez probada la capacidad de expresion /n vitro en células de
mamifero de jerdostatina recombinante, el sitio de clonaje multiple del
vector pRC_CMV/SPewmao-Flag-Jerdostatina se subclond en el vector pBIGT
tras la escision con los enzimas Nhel y Xhol. El vector pBIGT contiene una
region flanqueada por los sitios loxP que codifica para EGFP, neomicina 'y
una secuencia de parada transcripcional (TpA), tras este casete se
encuentra insertada la secuencia que codifica para SPamao-FLAG-

Jerdostatina (Anexo ).

El vector pROSA26PA contiene fragmentos de las secuencias
homologas (brazos 5" y 3") del locus ROSAZ26 del raton. Tras la escision
con los enzimas de digestion Pacl y Ascl, el vector pBIGT resultante

anterior, se subcloné en el vector pROSA26PA (Anexo Ill). El vector
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resultante pPROSA26PA/EGFP-Jerd posee la capacidad de insertarse en el
locus ROSAZ26 de ratdn por recombinacion homéloga y, por lo tanto, una
vez insertado el transgén, todos los clones, embriones y ratones con este
alelo transgénico mostraran fluorescencia verde en todas sus células, sin
embargo, hasta que no se produzca la escision del casete flanqueado por

los sitios LoxP, no se expresara jerdostatina (Figura 44).

I\‘lhel Xhol
pRc_CMV —{ pcMV | SPgu, Flag Jerdostatina | Neo |-
: MCS
P Lox ‘Nhel xho‘l Ascl
pBIGT EGFP_|_Neo tpA ] SP-Flaglerd stop [|RES]Y$H

: Sfil S‘acll

pROSA26 PA PGK

H‘indlll

Sacll Pacl LoxP Ascl Hindll

Lox | |
pROSA26PA/ e6> |_neo P _SP-Flaglerd _siop) nes | ve ) ROSA3)—

EGFP-Jerd

Figura 44. Representacién esquematica de las subclonaciones realizadas para
obtener el vector pPROSA26PA/EGFP-Jerd.

12.2. Introduccion de ADN exdgeno y seleccion
La introduccién del ADN plasmidico en las células madre
embrionarias de raton de la cepa 129/Sv aguti (ES CK35) se realizd por

electroporacion.
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Las células ES CK35 se crecieron sobre MEFs inactivadas con

mitomicina C. Tres horas antes de proceder a la electroporacion se cambio
el medio de crecimiento de las células ES. Las células se lavaron con un
tampdn hipoosmolar (Hypoosmolar Electroporation Buffer, Eppendorf) y
se centrifugaron a 800 rpm durante 5 minutos. El precipitado celular se
resuspendié en tampdn hipoosmolar, a una concentracién de 1x10’
células/ml. EI ADN plasmidico (1ug/ul), previamente digerido con el
enzima de restriccion Sfil, purificado y precipitado, se resuspendidé en
tampdn isoosmolar (Isoosmolar Electroporation Buffer, Eppendorf) y se
mezclé con la suspension celular. La mezcla se transfirid a las cubetas
(4mm, Eppendorf) para su electroporacion. Se realizd un pulso a 300 V,
500 ps, en el electroporador para células eucariotas (Multiporator®,
Eppendorf) seguido de 5-10 minutos en reposo. Las células
electroporadas se cultivaron en placas de 100 mm, a una densidad de
1x10° células/placa, sobre una capa de MEFs inactivadas y resistentes a

neomicina.

La recombinacién homologa es menos frecuente que la no
homologa. Por esta razon, se requieren métodos de escrutinio que
permitan seleccionar las células en cuyos genomas la construccién génica
se ha integrado correctamente. El vector de expresion contiene en su
secuencia el gen de resistencia a neomicina (neo®) y el gen que codifica
para la proteina verde fluorescente (EGFP) para la seleccion de aquellas
células ES que han integrado el inserto por medio de recombinacién

homodloga y no al azar.
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Asi, al dia siguiente de la electroporacion se comenzo la seleccion
por antibidtico, en este caso 400 ug/ml de G418 (Neomicina, Sigma)
durante 7 dias. Las células que sobrevivieron, formando colonias
individuales, se recogieron bajo el microscopio éptico y se crecieron de
forma individual en placas de 96 pocillos sobre gelatina 0.1%. Estas
colonias se analizaron para observar la expresion de la proteina verde
fluorescente en cultivo bajo el microscopio invertido Leica DM IRE2 con
equipo de epi-iluminacion EL6000, acoplado a una cadmara digital leica
DFC 280, utilizando un filtro de excitacion BP 470/40. Aquellos clones
resistentes a neomicina y que expresaban GFP, se amplificaron de forma

individual y se almacenaron en nitrogeno liquido.

12.3. Analisis del ADN transgénico

12.3.1. Extraccion de ADN

> A partir de células ES

Las células se crecieron hasta confluencia en placas recubiertas de
gelatina (0.1%) y se tripsinizaron. Para disgregar las células, se pipeted
varias veces hasta obtener una suspension homogénea. Las células se
lavaron con PBS, se centrifugaron durante 5 minutos a 800 rpm y se
elimind el sobrenadante. Al precipitado celular se le afiadio tampon de
lisis (100 mM de Tris pH 8.5, 5 mM EDTA pH8, 0.2% de SDS, 200 mM NacCl)
y 100 pg/ml de proteinasa K (Roche) y se incubo toda la noche a 55° C.
Posteriormente se precipitd el ADN con fenol/cloroformo para evitar la

presencia de proteinas contaminantes. El lisado se agitd mecanicamente
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durante 5 minutos y se centrifugé a 13000 rpm durante 5 minutos. Tras
separar el sobrenadante se le afadio 1 volumen de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1). La mezcla se centrifug6 a 14000 rpm durante
5 min y se recupero la fase acuosa. A continuacion, se agregé 1 volumen
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), tras mezclar y centrifugar se
recuperd la fase acuosa. Finalmente, se precipitd el ADN con 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3M, pH 52 y 2 volimenes de etanol
absoluto, se centrifugd a maxima velocidad durante 15 minutos y se aspir6d
el sobrenadante. El exceso de sales se eliminé afiadiendo 1 volumen de
etanol al 70% al ADN precipitado. La mezcla se centrifugd a maxima
velocidad durante 5 minutos, se dejé secar al aire y se resuspendi6 en TE
(10 mM Tris, 0.1 mM EDTA). El ADN precipitado se conservd a 4° C previo

a su uso.
» A partir de las colas de raton

Las muestras de ADN fueron obtenidas a partir de biopsias de cola
de aproximadamente 2-3 mm de las crias (8-10 dias de edad). A este
fragmento se le afiadié tampon de lisis y se incub6 durante toda la noche
a 55° C. Al dia siguiente, se afiadieron 0.7 volumenes de isopropanol y
1/10 de acetato de sodio 3M, pH 5.2. Se agit6 durante 5 minutos por
volteo y se centrifugd a 13,000 rpm 5 minutos. El sobrenadante se aspird
por vacio y el precipitado se lavo 2 veces con 70% de etanol. Tras el Ultimo
lavado se aspiro el sobrenadante por vacio y el precipitado se dejé secar
al aire. EI ADN precipitado se resuspendioé en tampén TE. Finalmente se

guardo a 4° C para su conservacion.
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» A partir de tejido

Los tejidos de raton fueron congelados en nitrogeno liquido. Se
secciond una parte que se incubd con tampdn de lisis toda la noche a 55°
C. Posteriormente se precipité el ADN con fenol/cloroformo. EI ADN

precipitado se resuspendio en TE y se cuantificé.

12.3.2. PCR

A partir del ADN extraido se llevaron a cabo una serie de PCRs para
comprobar la presencia de las secuencias génicas insertadas, utilizando

una combinacién de cebadores especificos (21-35) (tabla 7) (Figura 45).

= % Ascl Hindlll
— | - «— — — =
| ROSA26 5 %:’EGFP | PGK-neo ITpAi IRES | YFP | ROSA263’

l 5'Nhel_ATG l l EGFP fw l

LoxP

— —> — «— — -«

Rosa26_5" fw R26R1 transgen_rv Neo_fw lJerdXhoI-3" IIRESseq_rev‘ l R26R3 ‘

S_ROSA fw R26R2

Figura 45. Localizacién de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR.
En el alelo transgénico, la zona del locus homologa perteneciente al vector
pROSA26PA se encuentra indicada en cursiva.

Para amplificar los fragmentos de ADN se realizd una PCR
convencional (Capitulo |, metodologia apartado 6). También se utilizaron
algunas variantes, como la PCR- "touch down” (PCR-TD) o la PCR "hot
start” (PCR-HS). La PCR-TD aumenta la especificidad de la reaccién
utilizando temperaturas mas altas en los primeros ciclos y aumenta la
eficiencia mediante la reduccién de la temperatura de hibridacion a lo

largo del proceso. Para esta reaccion se utilizd la polimerasa comercial GO
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Taq Flexi (Promega). La reaccién de PCR-HS consiste en la inactivacion de

la polimerasa hasta el ciclo inicial de desnaturalizacién. Esta PCR elimina

los productos de amplificacién inespecificos generados durante la

configuracién de la reaccién y la iniciacion, y aumenta la eficacia de la

reaccion global. Para esta reaccién se utilizé la polimerasa comercial KAPA

HiFi HotStart (KAPABiosystems).

Tabla 10. Componentes de la reaccion de PCR

Componentes

Tampon 5X GC
MgCl; 25mM
dNTPs 10 mM
cebador3’

10 uM
cebador5’

10 uM

ADN molde
DMSO

ADN
Polimerasa
(5U/ul)

Agua estéril
MilliQ

PCR-TD
(u)  Concentracién
final
4 1X
1.2 1.5mM
04 0.2 mM
04 0.2 uM
04 0.2 uM
- 50-500ng
1 5%
03 15U
hasta 20 pl

Componentes

Tampodn 5X GC

dNTPs, 10 mM
cebador 3'

10 uM
cebador 5'

10 uM

ADN molde
DMSO

ADN
Polimerasa
au/ul)
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PCR-HS

((T])) Concentracion

final

4 1X
0.6 03 mM
0.6 0.3 uM
0.6 0.3 uM
- 50-500ng
1 5%
04 04U
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Tabla 11. Proceso de amplificacion de ADN por PCR-TD

Pasos
Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacién
Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacién
Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacién
Elongacién final

Conservacion

Tiempo
4 min

30s
30s
Tmin/kb
30s
30s
Tmin/kb
30s
30s
Tmin/kb

7 min

Temperatura
950 C

95° C
mas alta
72°C
95° C
mas alta (-0. 5° Q)
72°C
95° C
mas baja
72°C
72°C
40 C

Tabla 12. Proceso de amplificacion de ADN por PCR-HS

Pasos

Desnaturalizacién inicial

Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacion
Elongacion final

Conservacion

Tiempo

3 min
20s
15s

15sec/kb

Smin

180

Temperatura
95°C
98° C
65° C
72°C
72°C
4°C

Ciclos

20

10

Ciclos
1
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Esta técnica permite la identificacion de secuencias concretas de

12.3.3. Southern blot

ADN, utilizando sondas de ADN especificas.

> Disefio de la sonda de ADN

La sonda debe permitir, tras la escisién con endonuclesas del ADN
genomico, determinar la correcta insercion del transgén. Para poder
distinguir entre un genotipo silvestre, otro donde no se ha producido una
correcta recombinacion y el genotipo transgénico, esta sonda de ADN ha
de ser complementaria a la secuencia del locus ROSA26 (cromosoma 6)

del genoma del ratén y a la vez, situarse fuera del inserto transgénico.

Con este fin se disefié una sonda externa en el extremo 5" del locus
ROSA26, de 373 nucledtidos. La sonda se amplificé por PCR a partir del
ADN gendmico de ratdn, utilizando los pares de oligonucleétidos S_Rosa
fw (36) y S_Rosa rv (37), siguiendo un programa de PCR convencional.

Posteriormente se clond en el vector pGEM-T.

Por otra parte, se disefid una sonda interna correspondiente a la
secuencia de Neomicina (497 nucleétidos) perteneciente al vector
pROSA26, mediante los oligonucleétidos 31y 32 (tabla 7). Esta sonda nos

permitié diferenciar entre genotipos transgénico y silvestre en ratén.
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Sondaexterna

EcoRV Sacll Xbal HindIll EcoRV

NDA

264 637

‘ Sondainterna ‘

Hindlll
Ascl Xbal EcoRV

Neo | TpA
i i

Figura 46. Localizacién de las sondas de ADN. En el alelo transgénico, la zona de
homologia perteneciente al vector pPROSA26PA se encuentra indicada en cursiva.

o
EcoRV Sacll Pacl 3
| ]

LoxP

> Digestion y purificacion del ADN

A partir de las secuencias conocidas de los vectores y de la
secuencia del locus ROSA26 del genoma de raton depositado en el
GenBank, (NCBI GenelD:14910) se seleccionaron aquellos enzimas de
restriccion que, mediante las sondas de ADN, permitiesen comprobar la
correcta recombinacion en el locus y diferenciar entre el genotipo silvestre

y transgénico (Figura 47 y tabla 13).
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raton silvestrelocus Rosa26 ‘

BamHI BamHI
‘ EcoRV ‘ EcoRV

[ Pacl Pacl

’ raton transgénicolocus Rosa26 ‘

BamHI BamHI BamHI

Q o
pacl| EcoRV -Sacll Pacl % ‘ ECORV % -Xbal pacl| EcoRV
| [ — | _
Neo | TpA IRES| YFP

Figura 47. Localizacion de los enzimas de restriccion Pacl, BamHI, EcoRV, Sacll y
Xbal, tanto en el genoma del raton silvestre como en el transgénico.

Tabla 13. Listado de los enzimas de restriccién seleccionados del locus Rosa26
para la sonda externa.

raton silvestre raton transgénico
Fragmento Fragmento
ENZIMA N° de Localizacion reconocido N° de Localizaciéon reconocido
cortes (pb) por la sonda cortes (pb) por la sonda
(pb) (pb)
EcoRV 3691, 3691,8486,
(gat/atc) 2 15208 1517 3 20628 4795
Pacl 2609, 2609,5981,
(ttaat/taa) 2 10530 7921 3 15958 3372
BamHI 6020,12074,
(g/gatcd) 2 845, 6671 6671 3 15681 6054

En cada caso, se digirieron 10 ug de ADN gendmico en 200 pl de
mezcla de reaccion de digestion durante toda la noche a la temperatura

recomendada por la casa comercial (Fermentas, Promega).
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A la mezcla de digestién se le afladio 2.5 volimenes de etanol

absoluto o 0.7 volumenes de isopropanol y 1/10 v/v de acetato de sodio
3M pH 5.2 y se centrifugé a 10,000 rpm. El precipitado se lavo 2 veces con
etanol al 70% a temperatura ambiente. Tras dejar secar el precipitado a
temperatura ambiente, se resuspendié el ADN en agua, en el volumen
suficiente para ser directamente cargado en los pocillos del gel de

agarosa.
» Electroforesis y transferencia (Brown, 2001).

Con el fin de separar los fragmentos de ADN gendmico de acuerdo
a su tamafio tras la digestion, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio, a 70V durante 160 minutos
en tampdn TBE. Tras la electroforesis se tomo una foto bajo la luz U.V. El
gel de agarosa fue tratado durante 15 min con 0.2 M de HCl en un proceso
denominado depurinizacion necesario para la transferencia de

fragmentos de ADN de un tamafo superior a 5 Kb.

Posteriormente se procedio a la desnaturalizacién empapando el
gel de agarosa en una solucion que contiene 0.5 M NaOH, 1.5 M NacCl
durante 30 minutos, seguida de una solucion de neutralizacion (0.5 M Tris
pH 7.2, 3 M NaCl) durante 30 minutos. El gel se lavo con SCC 20X (300mM
Citrato tri-sédico 2H.0, 3M NaCl, pH7-8) previo a su transferencia a
membrana.

Se realiz6 una transferencia alcalina inversa en tampon SCC 20X
durante toda la noche a una membrana de nylon cargada (Amersham

Hybond-N+).
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Tras la transferencia, la membrana se lavo en 2X SSC y se dejo secar al aire
sobre papel de filtro Whatman.
» Fijacién e hibridacion

El ADN transferido se fijé a la membrana de nylon bajo una fuente
de U.V. de 70mJ durante 1-2 minutos (Biolink DNA Crosslinker, Biometra.).
Posteriormente se efectud la pre-hibridacion incubando la membrana con
la solucion de hibridacién o tampén de Church (0.5M de tampdn fosfato,
pH 7.2; 10 mM EDTA, pH 8.0; 7% SDS) previamente calentada a 68° C en
un horno con rotor (ProBlot™ 12 Hybridization Oven, Labnet) entre 1-2
horas.

Las sondas se marcaron con digoxigenina mediante el kit de Roche
“PCR DIG synthesis” siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Este
método de marcaje permite generar sondas altamente sensitivas
marcadas con DIG-dUTP en una reaccion de PCR y detectar secuencias
diana que se encuentran en bajo nimero de copias dentro del genoma e
incluso una sola copia de un gen. Los fragmentos marcados sufren un
retroceso en su movilidad electroforética respecto a los no marcados, para
comprobar el marcaje se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. Una vez comprobado, el producto de PCR se utilizé directamente

como sonda de hibridacion.

La hibridacion se realizdé a 68° C durante toda la noche en un horno
con rotacién. Se afiadié 0.2 ml de solucién de hibridacion Church por cm?

de membranay 2 pl de sonda marcada por ml de solucion de hibridacion.
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La sonda marcada se desnaturalizé calentdndola durante 5 minutos a 100°
C, se diluyo en TE, y tras enfriar rapidamente en hielo se afadi6 a la

solucion de hibridacion previamente calentada a 68° C.
»  Lavados post-hibridacion y deteccion de la sonda

Se realizaron dos lavados de 5 minutos a temperatura ambiente
con 2xSSC, 0.1% SDS, seguidos de 2 lavados de 20 minutos con 0.1xSSC,
0.1%SDS a 68° C en el horno.

Para la deteccién, la membrana hibridada con la sonda marcada
con digoxigenina se lavo en el tampon de lavado [0.3% (v/v) de Tween 20
en tampon maleico (0.1M acido maleico, 0.15M de NaCl), pH 7.5], durante
2 minutos a temperatura ambiente. La membrana se bloqued durante 1
hora en la solucion de bloqueo que contiene 10 gramos del agente
bloqueante comercial del Kit “"DIG-luminescent detection for nucleic
acids” (Roche) disueltos en 100 ml de tampdn maleico. Tras el bloqueo se
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo
policlonal de oveja anti-digoxigenina-AP (Fragmento Fab conjugado con
fosfatasa alcalina) diluido1/10.000 en la solucion de bloqueo.
Posteriormente se realizaron dos lavados en tampon de lavado de 15
minutos cada uno y se equilibré en tampodn de deteccién (0.1 M Tris-Cl,
0.1 M NaCl, pH 9.5) durante 2-5 minutos a temperatura ambiente. La
membrana se colocé sobre un plastico y se afadieron 20 gotas de CDP
(Roche), sustrato quimioluminiscente (CigH19Cl,O7NayP) para la fosfatasa
alcalina que genera una sefial luminiscente. La membrana se incubd con

el sustrato quimioluminiscente CDP durante 5 min a temperatura
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ambiente y en oscuridad. Se eliminé el exceso de liquido y se procedié a

su revelado.
» Revelado y andlisis de imagenes

El revelado fotografico de la sefial luminiscente se realizé6 mediante
dos sistemas: el sistema LAS 3000 (Fujifilm) que permite la deteccion,
captura y analisis de imagenes quimioluminiscentes y mediante el sistema
tradicional de auto-radiografia, en el que la membrana se expuso a
diferentes tiempos: 30 minutos, 1 hora, 2 horas, bajo una placa fotografica
(Amersham® Hyperfilm® ECL™, GE Healthcare) en oscuridad. La placa se
revel6 en el procesador-revelador fotografico Curix 60 (AGFA) y sobre ella

se procedié a la identificacion de las diferentes bandas.

12.4. Recuento de cromosomas

Las células madre pueden sufrir alteraciones cromosomicas al
multiplicarse en cultivo. Las células aneuploides pueden dar lugar a
quimeras, pero su material genético rara vez se transmite a través de la
linea germinal. Por lo tanto, solamente seran inyectados aquellos clones

con el 75% de células euploides (2n=40 cromosomas).

Para comprobar que no se han producido dichas anomalias, los
clones de células ES transgénicas fueron analizadas contando el nimero
de cromosomas, y so6lo aquellas con el ndmero correcto se
microinyectaron en los blastocistos. Para el recuento de cromosomas se

realizaron los siguientes pasos:
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> Tratamiento de las células

El dia anterior al contaje, se diluyd (1:2) una placa de 35 mm con
células ES al 70% de confluencia. 3- 4 horas antes de empezar, se cambid
el medio para que las células estuvieran creciendo activamente. Las células
se disgregaron con tripsina y se centrifugaron a 800 rpm durante 5
minutos. El sedimento celular se resuspendio y se anadieron, primero, 3
mly después 2 ml de KCl 75 mM, poco a poco y agitando lentamente. La

mezcla se incubd a 37° C durante 15 minutos.
» Fijacion y extension

Se afiadieron 3 gotas de metanol:acido acético glacial (3:1). Tras
centrifugar a 800 rpm durante 5 min se descarté el sobrenadante. El
precipitado se resuspendid con 3 ml de fijador y se guardé toda la noche
a 4° C. Al dia siguiente las células se centrifugaron en las mismas
condiciones descritas anteriormente y se realizaron 3 lavados afiadiendo

5 ml de fijador por cada lavado.

Se extendieron aproximadamente 20-30 upl de muestra por el
portaobjetos longitudinalmente. Tras esperar unos segundos se colocaron
sobre vapor de agua hirviendo durante 30-40 segundos y se dejaron secar
al aire. Las células se observaron bajo el microscopio de contraste de fases
y a pocos aumentos para comprobar si la densidad celular era la correcta

y se encontraban en metafase.
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El tampon de tincidn contiene 3 ml del tinte Giemsa (GIBCO), 48,5

» Tincion Giemsa y recuento

ml de tampon Gurrs 6.8 (GIBCO) y 1ml de acetona. Los portaobjetos se
dejaron 5 minutos tiflendo, se lavaron con el tampon de Gurrs y se dejaron

secando al aire.

Se contaron aproximadamente entre 30 y 50 células en metafase.
Aquellos clones en los que el 75% de metafases tenia 40 cromosomas, se
consideraron como clones euploides y se conservaron en nitrégeno

liquido.

12.5. Microinyeccion e implantacion

Una vez identificados los clones de ES que portan el gen insertado
correctamente, el siguiente paso es la produccién de embriones
quiméricos por medio de la inyecciéon de las células ES seleccionadas
(entre 10 y 20 células) en la cavidad de un blastocisto de la cepa

C57BI/6JOla Hsd.

El clon seleccionado (c18) se crecié en una placa de 35 mm con
MEFs inactivadas. El medio de cultivo se cambio 2-3 horas previas a la
microinyeccién para favorecer el crecimiento activo celular. Tras
tripsinizar, las células se centrifugaron y se resuspendieron en 2 ml de
medio ES; luego, se pasaron a una nueva placa donde se incubaron
durante 20 minutos a 37° Cy 5% CO.. Este paso permitio que las células
MEFs se adhiriesen de nuevo. De esta forma, tras la incubacion se recogié

el sobrenadante que contenia principalmente células ES, se centrifugd a
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900 rpm durante 5 minutos y el precipitado celular se resuspendié en 350

ul de medio de inyeccion (medio ES que contiene 20 mM Hepes) en hielo.

Los blastocistos se obtuvieron del Utero de una hembra de 3.5 dpc.
Este proceso implica la superovulacion de la hembra donante de
blastocisto con una inyeccidn intraperitoneal de 7.5 Ul de gonadotropina
sérica equina y 7.5 Ul de gonadotropina coriénica humana,
inmediatamente, esta hembra se cruzé con un macho de la misma linea
(C57BI/6JOla Hsd), pues las lineas consanguineas favorecen el crecimiento

de las células ES inyectadas.

Los blastocistos recolectados se incubaron en medio M2
(Millipore), a temperatura ambiente hasta su microinyeccion. Se realizaron
4 sesiones de microinyeccion de células ES en blastocistos. Para cada
sesion se emplearon aproximadamente 10-20 blastocistos, en los que se
inyectaron 8-15 células a cada uno. Los embriones manipulados se
implantaron en el Utero de una hembra receptora pseudogestante CD-1.
La microinyeccion e implantacion lo llevd a cabo el Servicio de
transgénesis y biologia reproductiva del Instituto de Biomedicina de

Valencia (IBV-CSIC).

12.6. Identificacion de ratones transgénicos

Como consecuencia de la introduccion de las células ES en
estadios multicelulares del embridn (blastocisto) se obtienen quimeras (o
animal fundador) en las cuales sélo una parte de sus células (las

procedentes del cultivo ES) portaran el transgén. El raton fundador es
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heterocigoto para el locus transgénico, tan solo posee una copia de dicho
gen. Estos animales quiméricos se distinguen del resto porque tienen dos
colores en su pelaje, las células que provienen de la linea de ES CK35
(deriva de ratones 129/Sv) son de color aguti y las que resultan del

blastocisto (linea C57BI/6J Ola Hsd) seran negras.

Solamente en el caso de que las células transgénicas hayan
colonizado las gbnadas se consigue la transmision a la descendencia y por
tanto, todos los animales que desciendan de un mismo fundador
compartiran el mismo transgén (o locus transgénico), generando la linea
transgénica B6; 129P2-Tg(ROSA) 26Sort™!(EGFPlerdostatina jome - [lamada Tg
Jerd.

Para comprobar que el alelo transgénico se transmite a la linea
germinal, los machos quimera (FO) que expresan un color quimérico
mayor al 25% (aguti /C57BI), se cruzaron con hembras de la cepa
C57BI/6JOla Hsd. Tras el éxito de la introduccién en la linea germinal, entre
la descendencia (F1) se encontraron individuos heterocigotos.
Posteriormente, estos animales heterocigotos fueron cruzados entre si en

busca de una progenie homocigatica (Figura 48).
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Figura 48. Esquema para la obtencion de la linea germinal transgénica B6; 129P2-
Tg(ROSA)ZGSOI’tm1(EGFP'JerdOSTaﬁna)Upme.

La presencia del transgén en la linea germinal se analizé por medio

de diferentes técnicas:
> Southern blot

En este caso a partir de las sondas interna y externa que nos

permitié distinguir entre ratones silvestres y los portadores del transgén.
> PCR: genotipado

Se evalla la presencia o ausencia del locus transgénico en el ADN

de los ratones. Como se ha comentado previamente, la técnica por
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excelencia es la PCR. El genotipado se realizé a partir de ADN obtenido de
la punta de la cola del raton utilizando los cebadores especificos R26R1,
R26R2, R26R3 (tabla 7) que permiten discernir entre un ratdn transgénico

y silvestre.

Sacll  Pacl £

)
P nom#} L} EGFP | Neo | 1o
— -«

[Re6r: | [ ResR2 |

—>
transgénico
375 pb

Sacll Hindlll

| l

i ROSA26 |

— <«

R26R3

>
silvestre
500 pb

Figura 49. Esquema de la localizacion de los cebadores y el tamafio del
amplicdn resultante tras la PCR.

> Expresion de GFP

Se extrajeron embriones E12.5 a partir del cruce de hembras y
machos heterocigotos. Los embriones se lavaron con PBS y el saco vitelino
se conservo para el genotipado por PCR. Tras el lavado se fijaron en PFA
4% durante 3h y se observaron bajo una lupa binocular esteroscopica

AxioZoom V16 de Zeiss.

También se analizo la expresion de EGFP a partir de tejidos de

embriones de 10 dias que por PCR y Southern blot, habian demostrado la
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presencia del locus transgénico. Una parte del tejido se homogeneizd
mediante un embolo en tampdn de lisis que contiene: 0.5% CHAPs, 10
mM Tris-HCl pH 7.5, T mM Cl:Mg, 1T mM EDTA, 10% glicerol, 5 mM B-
mercaptoetanol, 0.1 mM PMSF y un coctel de inhibidores de proteasas
(Complete-EDTA free, Roche). El lisado se incubd en hielo durante 30
minutos, agitando 10-15 segundos cada 10 minutos. Después de
centrifugar 20 minutos a 13000 rpm a 4° C, se recogi6 el sobrenadante y

se analizo la presencia de GFP mediante Western blot.

Otra parte del tejido se congeld por inmersién directa en el liquido
crioprotector O.C.T. (Optimal Cutting Temperature). Las muestras
congeladas se cortaron con el criostato, realizando cortes de 0.2 um y se
fijaron en un portaobjetos para su visualizacién en el miscroscopio vertical
Leica DM RXA2 con camara Leica DFC300 FX a color indicada para
microscopia de fluorescencia, se utilizé el programa Leica IM50 para la

toma y gestion de imagenes.

Del mismo modo, se sacrificaron dos ratones (silvestre y
heterocigoto). Los animales fueron fijados por perfusion con 4% PFA a
través del apice del corazdn. Rapidamente se extrajo el corazén, rifidn,
higado y musculo esquelético, que se conservaron en 4% PFA durante
toda la noche. Al dia siguiente se pasaron por concentraciones crecientes
de sacarosa (10, 20 y 30%) y se congelaron en isopentano/N2. Se
realizaron cortes de 10 micras en criostato sobre porta no gelatinizado y
se observaron bajo el microscopio confocal (objetivo 20X, 3.6 mseg de

exposicion).
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13. Recombinacion Cre/loxP

13.1. Recombinacion y expresion in vitro de células MEF

13.1.1. Analisis de la recombinacién

Para comprobar que el sistema Cre/loxP funciona correctamente,
se realizd la recombinacion mediada por Cre de células ES y células MEF
de raton /n vitro. Se cultivé el clon ES18 transgénico (comprobado por PCR
y Southern blot) sobre células MEFs inactivadas. Las células se
transfectaron por electroporacién con 1ug/ul del vector pCre-IRES-PuroR
que expresa la recombinasa Cre y posee resistencia a puromicina. Las
células electroporadas se cultivaron en placas de 100 mm y a las 24 horas

se comenzd la seleccion con puromicina a 0.8 ug/ml, durante 4 dias.

Del mismo modo, se extrajeron células MEF de embriones
resultantes del cruce de ratones homocigoto Tglerd*’*, siguiendo el
protocolo ya descrito (apartado 2.2). La transfeccién con el vector pCre-
IRES-PuroR se realizé utilizando el producto Xfect™. Las células se trataron

a las 48 horas con 1.5 pg/ml puromicina, durante 4 dias.

Se extrajo ADN de las células resultantes de la seleccién con el
antibidtico y se analizé la recombinacion por PCR mediante los cebadores

25y 34 (tabla 7).

13.1.2. Analisis de la transcripcion

Para la extraccion de ARN total a partir de células de mamiferos,

se utilizo el kit comercial miRNeasy Mini Kit (Quiagen). Se crecieron células
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MEF transfectadas en 3 placas de 100 mm, tras la selecciéon con
puromicina, se lisaron en 700ul de QIAzol Lysis Reagent (Quiagen). La
extraccion y purificaciéon del ARN se realizé siguiendo las indicaciones del
kit. EIl ARN precipitado se resuspendié en 20 ul de agua DEPC y se
cuantific6. Para comprobar la integridad del ARN, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE (40 mM Tris-Acetato, 1 mM

EDTA) de Tug de ARN.

La generacion de ADNc a partir de ARN se realiz6 mediante la
técnica de RT-PCR ("Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction").
Previamente a la transcripcién inversa las muestras de ARN (1-2ug) se

trataron con ADNasa. Tras el tratamiento, se realiz6 la RT-PCR (Tabla 14).

Tabla 14. Reaccién RT-PCR

RT-PCR
ARN molde 2ug (hasta 4 pg)
Primer oligo (dT)1g 100uM 1l
Agua DEPC hasta 12 yl

Incubar a 65° C durante 5 minutos. Dejar en hielo.
5X Buffer 4 ul
Inhibidor Ribolock RNasa (20U/ pl) 1l
10mM dNTP 2.4l
Transcriptasa reversa (200U/pl) 1l

Volumen final: 20 pl

La reaccion se incubd a 42° C durante 60 minutos. Posteriormente

se calentd a 85° C durante 5 minutos. El ADNc se conservé a -80° C.
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El ADNc resultante de la reaccion se utilizdé como molde para

amplificar jerdostatina en una reaccion de PCR convencional (capitulo |,
material y métodos apartado 6) mediante los cebadores 34 y 35 (tabla 7).
Como control de la reaccion de PCR, se amplificé un fragmento de actina

de 350 pb utilizando los cebadores 40 y 41 (tabla7).

13.1.3. Analisis de la expresion

La presencia de Flag-jerdostatina en las células MEF se analiz6 por
cromatografia de afinidad y Western blot. Las células se recogieron en 300
pl de tampdn de extraccion de proteinas y se homogeneizaron (apartado
9). Tras centrifugar 30 minutos a 13000 rpm, se recogio el sobrenadante y
el precipitado. Al medio celular se le afadié una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete EDTA free, Roche) y se concentré por ultrafiltracion
en membranas de celulosa de tamafo de poro de 3 kDa a 4° C. El medio
se incubd junto a la resina ANTI-FLAG® M2 toda la noche a 4° C. El
homogeneizado celular y las diferentes fracciones fueron analizadas

mediante electroforesis Tris-Tricina-SDS seguida de Western blot.

13.2. Recombinacion en los ratones transgénicos

13.2.1. Modelo de expresion constitutiva

Para el modelo no condicional (constitutiva) de expresion de
jerdostatina, se cruzaron ratones homocigotos para jerdostatina (Tg
Jerd*’*) con ratones heterocigotos de la cepa B6. Cg-Tg(Nes-Cre), que
expresan la recombinasa bajo el dominio del promotor de la nestina de

forma constitutiva.

197



. Material y Métodos

La descendencia se genotipd a partir del ADN extraido del saco

vitelino, por PCR, utilizando los cebadores especificos 22, 23, 24, 42 y 43

(tabla 7) y se seleccionaron los embriones que contenian ambos

transgenes (Tg Jerd*/Nescre),

En este modelo constitutivo, durante el desarrollo, se produce la
liberacion de la recombinasa Cre en el sistema nervioso, que reconocera

especificamente los sitios loxP e iniciara la recombinacion (Figura 50).

Tg Nes-Cre *-

! i Tg Jerd **

g R
Pacl \91- Ec‘oRV \91. AS(‘:l [9
—@EGFP[Neo tpA’SP-FIagJerd Stopl IREiLFE]— —T | Promotor de la Nestina l CRE l—

EcoRV EcoRV

Y

Tg Jerd*/MNesCre

P‘acl LoxP Ascl

|
lj’—EA SP-FlagJerd Stop[ IRESI YFP—'__V_

EcoRV EcoRV

Figura 50. Esquema del modelo de expresidn constitutiva mediada por Cre.
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13.2.2. Modelo de expresion condicional

La expresion controlada de jerdostatina se realizod utilizando la
cepa de raton Cre Tg hUBC-CreER™, llamado Tg CreER™, cuya induccién
de la actividad especifica Cre temporal implica la fusion de la enzima con
el receptor de estrogeno humano mutado (ER™). Tras la administracion de
tamoxifeno se produce la liberacion de la recombinasa Cre, que ira al
nucleo, reconocera especificamente los sitios loxP e iniciara la
recombinacion.

En este modelo, se cruzaron ratones transgénicos homocigotos
para jerdostatina (Tg Jerd*’*) con ratones heterocigotos trangénicos para
Cre (Tg CreER*). La descendencia se genotipé a partir del ADN extraido
de la cola, por PCR, utilizando los cebadores especificos 22, 23, 24, 44 y 45
(tabla 7) y se seleccionaron los ratones que contenian ambos transgenes
(Tg Jerd*/“"™R®). Posteriormente, a las 8-10 semanas de edad, 4 machos y 8
hembras Tg Jerd*/“"*¥ fueron tratados una vez al dia, durante 5 dias, con
2 mg de tamoxifeno (Sigma-Aldrich, T5648) en aceite de maiz (Sigma)
inyectado via intraperitoneal (grupo PCT). Como grupos control se
utilizaron 3 machos y 4 hembras Tg Jerd*/“"* tratados con aceite de maiz
(grupo PCC) y 3 machos y 3 hembras Tg Jerd** con tamoxifeno (grupo
PHT). Los animales se sacrificaron al sexto dia y de cada animal se obtuvo:
rinones, higado, pulmén, musculo esquelético y piel. Los tejidos fueron

pulverizados y conservados a -80° C.
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Figura 51. Esquema del modelo de expresién condicional mediada por Cre.

13.3. Analisis de la recombinacion, transcripcion y expresion

13.3.1. Analisis de la recombinacion

Mediante PCR se comprobd si se habia producido la
recombinacién mediada por Cre utilizando los cebadores 25 y 34 (tabla 7)
a partir del ADN gendmico extraido de los embriones y de los 6rganos de
los ratones adultos.

13.3.2. Analisis de la transcripcion

» PCR

Se extrajo ARN total a partir del cerebro de los embriones y de los

organos pulverizados de los ratones. El método empleado fue el del
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Tioisocianato de guanidina (Trizol) (Chomczynski et al, 1987).

Aproximadamente 15 mg de las muestras se homogeneizaron utilizando
un Ultra Turrax, en 2 ml de TRI-Reagent (Sigma) y se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadio 200 pl de
Cloroformo y se agitdé durante 15 minutos. Tras incubar 2-3 min a
temperatura ambiente las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante
15 minutos a 4° C. Después de recuperar la fase acuosa se afadid 1
volumen de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente durante 10

minutos.

Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos a
4° C. El precipitado se lavd con 1 ml de etanol al 75%, se centrifugo a
13000 rpm, 5 minutos a 4° C y se dejo secar. Finalmente, el precipitado se
resuspendié en 50 ul de agua DEPC y se cuantifico en un nanodrop. La
integridad del ARN, se comprobd en una electroforesis en gel de agarosa
al 1% en TAE. Aproximadamente 2 pug de las muestras se trataron con
ADNasa. La generacion de ADNc a partir de ARN se realizé mediante la
técnica de RT-PCR. El ADNc resultante se utilizé de molde para amplificar
por PCR la secuencia de jerdostatina utilizando los cebadores 41 y 42

(tabla 7)

» Hibridacion /n situ (FISH)

e Sintesis de la sonda de ARN

La sintesis de la sonda se realizd por PCR mediante los cebadores

38, 39 (Tabla 7) utilizando como ADN molde el vector pROSA/EGFP/Jerd.
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Estos cebadores permiten incorporar la secuencia del promotor de la ARN

polimerasa del fago SP6. El ADN resultante purificado y lineal, se utilizd
como molde para la transcripcion de la ARN polimerasa mediante el kit
comercial DIG RNA Labeling (Roche), que permite la sintesis de copias

monocatenarias de ARN marcadas con digoxigenina

La sonda de ARN marcada se purificé con el kit comercial RNA
Cleanup (Qiagen). Como control se utilizd una sonda de la Triptofano

hidroxilasa 2 (Tph2) cedida por la Dra. Nuria Flames (IBV-CSIC)

® Fjjacion y corte de los tejidos

Se utilizaron embriones E15 dpc, fijjados en PFA 4%.
Posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 15% y 30%. Los
embriones se embebieron en medio crioprotector OCT y se congelaron
en nitrogeno liquido. Se realizaron cortes transversales en el criostato a

15 uym que se montaron sobre portaobjetos.

® Prehibridacion e Hibridacion

Las secciones se fijaron en PFA 4% después, se digirieron con
proteinasa K (10 pg/ml) 5 minutos y se volvieron a fijar con PFA. Para
reducir las uniones no especificas de la ribosonda, los cortes se acetilaron

durante 10 minutos.

La hibridacion se realizo a 62° C en una cadmara humeda (5X SSC,
50% formamida). El tampdn de hibridacion contiene 50% fomamida, 10%

sulfato dextrano, 0.2% tRNA, 1X solucion Denhart, 1X solucion salina (0.2
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M NaCl, 10 mM Tris, 5 mM NaHzPO4, 5 mM Na:HPO4 5 mM EDTA, pH 7.5)

y 200-400 ng/ml de la sonda marcada.

e [avados e inmunohistoquimica

Los cortes se lavaron con 0.5X SSC, 50% formamida, 0.1% Tween a
62° C, seguidos de 3 lavados con MABT (acido maleico 0.1 M, NaOH 0.2
M, NaCl 0.2 M, Tween 0.01%, ph 7.4). Las muestras se bloquearon durante
una hora con la solucion de bloqueo (10% solucion bloqueo Roche, 10%
suero de oveja en MABT). La inmunodeteccién se realizd incubando las
secciones con el anticuerpo anti-DIG-AP (1:3500) en solucion de bloqueo
(1% solucidon bloqueo Roche, 1% suero de oveja en MABT) en la camara
humeda a 4° C durante toda la noche. Al dia siguiente, tras los lavados los
cortes se tineron con HNPP/Fast Red (Roche) durante 2 horas en
oscuridad. Posteriormente se paro la reaccion con 0.1 M Tris-HCl, pH 8.2

y se incubaron con DAPI (1:5000).

13.3.3. Analisis de la expresion

La presencia de Flag-jerdostatina en los embriones se analizé por

inmunohistoquimica.
® Fjjacion y corte de los tejidos

Se utilizaron embriones E15 dpc, fijados en PFA 4%. Los embriones
se embebieron en medio OCT y se congelaron en nitroégeno liquido. Se
realizaron cortes transversales en el criostato a 15 ym que se montaron

sobre portaobjetos.
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e Bloqueo e Inmunodeteccion

Las secciones se bloquearon en 0.2% Triton X-100, 1% BSA en PBS
durante 1 hora. Posteriormente, se incubaron toda la noche con el
anticuerpo primario: anti-Flag (1:250) y anti-Tuj1 (1:400) en tampon de
bloqueo a 4°C. Al dia siguiente los cortes se lavaron cuatro veces durante
10 minutos cada uno en PBS. La inmunodeteccion se realizé incubando
las secciones con el anticuerpo anti-raton conjugado a Alexa Fluor 555
(1:650) en solucion de bloqueo durante una hora. Los cortes se lavaron 3
veces cada 10 minutos en PBS y se tifleron con DAPI (1:5000) durante 5

minutos.
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Las disintegrinas cortas (K/R)TS han demostrado tener un enorme

potencial biomédico /n vitro, por su actividad antiangiogénica. En este
capitulo se pretende generar un modelo de ratén transgénico condicional
que permita investigar el efecto de la expresion sistémica de jerdostatina

en el desarrollo de tumores dependientes de angiogénesis.

1- Generacion de un modelo animal para el estudio de
jerdostatina

1.1. Diseio linea transgénica

Para llevar a cabo este objetivo, se ha desarrollado un sistema que
utiliza el promotor endégeno y ubicuo de mamiferos, situado en el locus
ROSA26 del cromosoma 6 de ratdn (Introduccién, apartado 2.1).
Basandonos en el sistema Cre/LoxP (Introduccion, apartado 2.2) se utilizd
un vector que contiene el gen que codifica para la disintegrina del veneno
de serpiente jerdostatina, cuya trascripcion esta impedida por la presencia
de una region de ADN flanqueada por los sitios loxP. Para introducir este
casete de forma dirigida en el genoma, se utiliz6 el proceso conocido
como recombinacion homoéloga. El vector de expresion posee parte de la
secuencia gendmica de ROSAZ6 (fragmentos 5y 3°) que se introducira por
recombinacion en la zona homdloga del locus ROSA26 (primer intrén) de
las células madre embrionarias de ratén. La ventaja de este sistema es que
Unicamente se producira la expresion de jerdostatina tras la escision de

los sitios LoxP por la recombinasa Cre (Figura 52), generando asi, un
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modelo animal transgénico para la expresion condicional (espacial y

temporal) de jerdostatina.

Sacll Pacl | «p LoxP Ascl Hindl
PROSA26/EGFP-Jerd  —ROSAS (s | ccrp [Neotpalppierdostatina stop| iRed vrrf ROSA3™ —

Recombinacién

s homéloga '}"{:
Sacll Hindl’l ) )
locus ROSA26raton g & 2
' !
EcoRV EcoRV
Pacl EcoRV

alelo sach "% | oxp | LoxP AsCl Lindn
ROSA26/EGFP-Jerd ‘%@GFP | Neo tpA}Jerdostatina stop| IRE] ypp% o

EcoRV EcoRV

% Cre

alelo sact Pacl Loxp A5 i
ROSA26-Jerd JERDOSTATINA stod Res | vrp —

EcoRV ECORV

Figura 52. Esquema de la estrategia disefiada para obtener el modelo
transgénico de raton que exprese jerdostatina, basado en el sistema Cre/LoxP y
en la recombinacién homologa. (SA: "Adenovirus Splice Aceptor"; EGFP:
"Enhanced Green Fluorescent Protein"; Neo: Neomicina; tpA: sefial triple de
poliadenilacion; IRES: "Internal Ribosome Entry Site"; YFP: "Yellow Fluorescent
Protein").

Las disintegrinas cortas estudiadas hasta la fecha, se han purificado
directamente del veneno o se han expresado de forma recombinante en
bacterias (Sanz et al, 2005; Olfa et al, 2005; Brown et al, 2008;
Staniszewska et al., 2009). Por lo tanto, un paso previo a la generacién del

raton transgénico es comprobar la expresion recombinante de

jerdostatina soluble y activa, en un sistema de células de mamifero.
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2. Expresion y purificacion de jerdostatina recombinante en

células de mamifero

La secuencia deducida del ADNc amplificado a partir del ARNm
obtenido de la glandula de veneno de Protobothrops jerdonii, codifica
para 3 dominios bien definidos: un péptido sefial (vSP), un propéptido y
el dominio disintegrina que codifica para la proteina madura de 4.9 kDa
jerdostatina. En la glandula de las serpientes, el vSP y el propéptido sufren
un procesamiento proteolitico, cuyo mecanismo se desconoce, dando
lugar a la proteina madura (dominio disintegrina) que encontramos en los
venenos. Para la produccion de jerdostatina recombinante, estos
dominios fueron insertados en vectores de expresién de mamifero junto
con una etiqueta (GFP, FLAG) para facilitar su aislamiento y para la

deteccidon de la proteina una vez en el sistema animal.

2.1. Expresion de Jerdostatina-EGFP

Las células HEK 293T fueron transfectadas con el vector pEGFP-
N1/vSP-propéptido-jerdostatina (vSP-Jerd) por lipofeccion (Materiales y
Métodos, apartado 7.1). Para comprobar la eficiencia de transfeccion se

utilizoé el plasmido pEGFP-N1 vacio (Figura 53).
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Figura 53. Imagenes de células HEK 293T transfectadas. La transfeccion se
realizd en células que hubieran alcanzado una confluencia del 70-80%, en placas
de 100 mm. Se afladieron 15 ug de pEGFP-N1 y pEGFP-N1/vSPJerd por placa y
30 pl/placa de lipofectamina. Las células transfectadas muestran fluorescencia por
toda la célula producida por la proteina EGFP. @: no transfectado. Escala 40 um.

Tras la transfeccion se recogieron el medio y las células. La
presencia de jerdostatina-EGFP (32 kDa) se comprob6 en los
homogeneizados celulares y en el medio mediante una electroforesis
SDS-PAGE al 15% en condiciones reductoras que posteriormente se tiid
con azul de Coomassie (Figura 54 A) y por inmunoblot (Western blot y dot

blot) (Figura 54 By C)
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Figura 54. Analisis de la expresion de Jerdostatina-GFP. A) 40 ug del
homogeneizado de células HEK 293T trasnfectadas con pGFP-N1 y pGFP-
N1/vSPJerd y del medio concentrado por filtracidn, fueron analizados mediante
electroforesis SDS-PAGE. B) y C) El Analisis por Western blot y dot blot muestra
la expresion de EGFP (27kDa, algo degradada) y Jerd-EGFP (32 kDa) en los
extractos celulares. Para los ensayos de inmunoblot la membrana se incub6 con
anti-GFP y se reveld con el anticuerpo secundario de conejo unido a peroxidasa.
@: células no transfectadas. Marcador electroforesis: Mark12™ Standard
(Invitrogen, 2,5-200kDa). Marcador Western blot: See Blue Plus (Invitrogen)

(Juarez et al., 2010).
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El andlisis por inmunoblot revelé que la proteina se sintetizo, pero
fue retenida dentro de las células transfectadas, probablemente debido al
péptido seial de reptil (vSP) que no permite la secrecidn de la proteina de
fusion recombinante en mamiferos. No obstante, en el modelo
transgénico animal, interesa que jerdostatina salga al torrente sanguineo
para poder ejercer su funcién como disintegrina, por lo tanto, es necesario
buscar un método apropiado de secrecion de proteinas en células de

mamifero.

2.2. Expresion de SPseap-Flag-Jerdostatina

El gen SEAP codifica para una forma truncada de la fosfatasa
alcalina placentaria humana (PLAP) que carece del dominio de anclaje a
membrana y que es secretada al medio de cultivo. Esta caracteristica ha
permitido su comercializacion como gen reportero de la expresion génica
en células de mamifero. Teniendo en cuenta la alta eficiencia de secrecién
que presenta esta fosfatasa, se utilizd el péptido seial de SEAP (50 pb)

(materiales y métodos 7.1) para secretar jerdostatina al medio.

Ademas, estudios posteriores por RMN de las disintegrinas cortas
pusieron de manifiesto que el bucle y la cola C -terminal de jerdostatina
participan en la interaccion con el receptor integrina (Carbajo et al., 2011).
Teniendo en cuenta estos datos estructurales la fusion de GFP en la region
C-terminal de jerdostatina impediria el correcto plegamiento de la
proteina, afectando a su funcionalidad. Con el fin de minimizar la

interferencia estérica con su funcion bioldgica, se colocé una etiqueta
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corta (-FLAG) fusionada al extremo amino terminal de jerdostatina

(~6kDa).

Como resultado de la subclonacién de los diferentes elementos en
el plasmido pcDNA 3.1 (material y métodos 7.1), se obtuvo el vector de
expresion pcDNA 3.1/ SPseap/Propéptido/FLAG/Jerdostatina con el que se
transfectaron por lipofeccion células COS7 y HEK 293T. Como control de
transfeccion se utilizaron células cotransfectadas con el vector pEGFP-N1.
El extracto celular y medios se analizaron por SDS-PAGE y dot blot (Figura

55).

PcDNA3.1/SPgsgap/Propept/Flag/Jerd

COS7 HEK293T

Nhe | Xho |
kDa SPscap 1Propept | Flaglerd V400)i- Neo R
MCS

66.3 B

:'55_4 COos 7 HEK 293T C-
Medio
concentrado
10X

_215 C- Cos 7 HEK293T C+

— 144 Extracto
celular ‘ 0 ot

Figura 55. Analisis de la expresion de Flag-Jerdostatina A) Electroforesis SDS-
PAGE Tris-Tricina al 10% en condiciones reducidas del extracto (40 pg) y medio
celular concentrado por ultrafiltracion (20 pg) de células COS7 y HEK 293T
transfectadas con el vector pcDNA 3.1/ SPseap/Propept/FLAG/Jerd. B) Andlisis por
dot blot de los extractos celulares y del medio (10pl) utilizando como anticuerpo
anti-flag conjugado a peroxidasa. Como controles se utilizaron el extracto celular
y el medio concentrado de células COS7 transfectadas con pcDNA3.1 (C-) y como
control positivo una proteina con etiqueta Flag (50ng). Marcador electroforesis:
Mark12™ Standard.
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Tras el analisis por inmunoblot de las lineas celulares COS7 y HEK
293T, solamente se detecto la presencia de la proteina en los extractos

celulares.

2.3. Expresion de SPsmao-Flag-Jerdostatina

Muchas proteinas de mamiferos se sintetizan como precursores
inactivos (propéptidos) que necesitan ser procesados (protedlisis) para su
activacion. En el caso de las disintegrinas del veneno de serpiente, se
desconoce la funcién e importancia del prodominio durante la activacion
de la proteina. Algunos autores sugieren que el procesamiento
proteolitico de las proformas de las disintegrinas se produce antes de la
liberacion del contenido de las vesiculas en el lumen de la glandula de

veneno, en un ambiente iddneo para la activacion (Fox and Serrano, 2008).

El ambiente necesario para el procesamiento del propéptido en las
células de mamifero podria no ser el adecuado para la activaciéon de la
proteina madura. Ante los problemas para secretar jerdostatina al medio,
se decidio cambiar de péptido sefial y eliminar el propéptido. En este caso,
se utilizo el péptido sefial de BM- 40 derivado de la osteonectina. Tras el
péptido sefial (SPew40), la etiqueta -FLAG se localiza en el extremo amino
terminal de jerdostatina. Este plasmido, pRc-CMV/SPswa4o-Flag-Jerd
(Figura 56), se transfecto transitoriamente en células de mamiferos COS7,
HEK 293T y HEK 293GnTIl. La presencia de la proteina soluble Flag-
Jerdostatina (~6 kDa) en el medio celular se analizé por SDS-PAGE Tris-

tricina 10%, y Dot blot (Figura 56).
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Figura 56. Expresion de Flag-Jerdostatina. A) Electroforesis SDS-PAGE Tris-
Tricina del extracto (40 pg) y de los medios, concentrados por ultrafiltracion de
tamafio de poro de 3 KDa, de células COS7, HEK 293T y HEK 293GnTI
transfectadas. Marcador Mark12™. B) Dot blot de los extractos celulares y medios
de las tres lineas celulares transfectadas. Para el analisis por dot blot se colocaron
5 pl de cada muestra sobre la membrana, la presencia de Flag-jerdostatina se
detectd con el anticuerpo anti-Flag conjugado a peroxidasa. Como control
negativo se utilizé el medio celular no transfectado (C-) y como positivo (C+) una
proteina que contiene la etiqueta Flag (50 ng). C) Representacién grafica de los
valores obtenidos por el método de Bradford en el medio celular.

El rendimiento de expresion en el medio celular de jerdostatina fue
mayor en el caso de las células HEK 293GnTI transfectadas (Figura 56 C).
Por lo tanto, se utilizaron estas células en suspension para expresar y

purificar Flag-Jerdostatina del medio (Figura 57).
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Se transfectaron 1.5-2x10° células HEK 293GnT | por ml, con 10
ug/ml del ADN plasmidico pRc-CMV/SPemao-Flag-Jerd, utilizando el
polimero PEIl. El medio se recogié a los 2 dias post-transfeccién. La
proteina soluble Flag-jerdostatina fue purificada del medio celular por

cromatografia de afinidad y analizada por SDS PAGE y Western blot.
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Figura 57. Analisis de la purificacion de Flag-Jerdostatina por cromatografia
de afinidad. Electroforesis SDS-PAGE Tris-Tricina al 10% (A) y Western blot (B)
de las diferentes fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad mediante la
columna ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel del medio de células HEK 293GnTI
transfectadas. NR: no retenido por la columna, L: lavado, E: eluido, M: marcador
Mark12™. En el andlisis por Western blot se utilizd como anticuerpo primario anti-
PEP160 y como secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (Juarez et al.,
2010).

El rendimiento de purificacion fue de aproximadamente 0.25 mg a

partir de un litro de cultivo celular.

La proteina recombinante purificada del medio se identifico a
partir de la banda del gel, mediante huella peptidica (Figura 58) y MS/MS
(material y métodos, apartado 10.2). Mediante el programa bioinformatico

PeptideMass (http://www.expasy.org/) se calculé las masas de los
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péptidos generados tras la digestion (Figura 56 A). Los péptidos tripticos

TSVSSHYCTGR, LKPAGTTCWR y LACTTGPCCR correspondientes a la
secuencia aminoacidica de jerdostatina fueron identificados mediante

espectrometria de masas (Figura 58B).

A
rJerdostatin: MAPLADYKD; ODDKLACTTGlz?O CCRQCKLKP;\O GTTCWRTSV: ’ SHYCTGRSCE5 ’ CPSYPGNG
[Theoretical pl: 7.50 / Mw (average mass): 6251.04 / Mw (monoisotopic mass): 6246.70]
MASS POSITION ARTIF.MODIFICATION MODIFICATIONS PEPTIDE SEQUENCE
1197.5317 37-47 Cys_CM: 44 1255.5372 TSVSSHYCTGR
1132.5931 27-36 Cys_CM: 34 1190.5986 LKPAGTTCWR
1113.3976 48-58 Cys_CM: 49,51 1229.4085 SCECPSYPGNG
1024.4373 14-23 Cys_CM: 16, 21, 22 1198.4537 LACTTGPCCR
908.4546 1-8 MAPLADYK
607.2205 9-13 DDDDK
B

N\
= (=) | TSVSSHYCTGR
* | LkPaGTTCWR

% Intesnsity

Mass (m/z)

Figura 58. Identificacion por espectrometria de masas (MALDI TOF) de los
péptidos tripticos correspondientes a jerdostatina.
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Posteriormente, los iones doble o triplemente cargados de

péptidos seleccionados de la huella peptidica fueron secuenciados por
CID-MS/MS.

Los resultados obtenidos muestran que la construccion Spemaso-
Flag-Jerdostatina insertada en el vector pRC_CMV y expresada en células
HEK 293GnTI permite secretar de forma soluble Flag-Jerdostatina al medio

celular.

3. Actividad /n vitro de Flag-Jerdostatina recombinante

3.1. Flag-Jerdostatina recombinante se une al ectodominio

a1Bi.

Una vez purificada, la interaccion entre jerdostatina recombinante
y la integrina aiB1 se investigd utilizando el heterodimero soluble de las
subunidades a; y B1 (Figura 59 A). La capacidad de bloqueo de Flag-
Jerdostatina a la unién de a1B+ al fragmento del colageno tipo IV (CB3) se

comprobo en un ensayo de inhibicién tipo ELISA (Figura 59 B).

Flag-Jerdostatina recombinante bloquea la union de aif1 a CB3 de
forma dosis-dependiente con una ICso de 570 nM (Figura 59 B), un valor
muy superior al obtenido para r-jerdostatina producida en bacterias
(Capitulo |, resultados 3.2). Estos datos sugieren que la introduccién de la
etiqueta -FLAG en el extremo amino-terminal ha generado un
impedimento estérico cuyo resultado es una disminucion de su capacidad

inhibidora, pero sin afectar a la union a aip.
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Figura 59. Unién de Flag-Jerdostatina recombinante a aif1. A) Flag-
jerdostatina se inmoviliz6 en una placa de 96 pocillos frente a diferentes
concentraciones de la integrina soluble a1+, en un ensayo tipo ELISA. La integrina
ai1B1 unida se detect6 con anti- B1 de conejo unida a PA. B) Ensayo de inhibicion
de la union de aiBs a CB3. 5 ug/ml de CB3 se inmovilizaron en una placa de 96
pocillos durante la noche y se incubaron con diversas concentraciones de Flag-
Jerdostatina y 15 pug/ml de a1+ en 1% de BSA-TBS/Mg. El valor de ICsp calculada
a partir de la curva de inhibicion es de 570 nM (Juarez et al.,, 2010).

3.2. Flag-Jerdostatina recombinante inhibe la adhesion de

células RuGLi al colageno.

La actividad de Flag-Jerdostatina recombinante se comprobé /n
vitro en células tumorales. Se realizaron ensayos de inhibicién de la
adhesion celular en células de glioma de rata, RuGLi, que expresan las
integrinas aiB1, asPq, a5B1, azB1y avpBs en su superficie (Grenz et al., 1993)

(Figura 60).
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Figura 60. Imagen y representacion grafica de la adhesién de células RuGLi
a CB3 (IV) en presencia de Flag-Jerdostatina. A una placa de 96 pocillos
recubierta con CB3 (2 ug/ml), se le anadieron 100 ml de células RuGLi (0.5 x 10°
células/ml) por pocillo en presencia de 10 ug/ml de Flag-Jerdostatina (C), 5 ug/ml
(D), 2,5 ug/ml (E) y 1,25 pg/ml (F). Control positivo sin jerdostatina (A) y negativo
EDTA 10 mM (B). Escala 100 um. Los valores corresponden a la media + SEM de
4 ensayos independientes para cada condicion. Significado estadistico de las
diferencias observadas *** p <0,001. (Juarez et al,, 2010)
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Los resultados muestran que la proteina recombinante generada
en células de mamifero fue capaz de inhibir la adhesion de células
tumorales RuGli a colageno IV (CB3). En las imagenes (Figura 60) se
observa como las células, en presencia de Flag-jerdostatina, pierden su

forma, se redondean y finalmente se separan del sustrato (CB3).

En este apartado hemos demostrado que las células de mamiferos
son capaces de sintetizar y secretar de forma soluble y funcionalmente
activa la disintegrina corta con motivo RTS jerdostatina. Esta construccién
es el primer paso en la creacién de un sistema de expresidon que permita
generar ratones transgénicos condicionales para investigar el efecto de la
expresion sistémica de jerdostatina durante el desarrollo de tumores

dependientes de angiogénesis.

4. Generacion de un raton transgénico para jerdostatina

Con el objetivo de generar un modelo transgénico animal que
permita evaluar /n vivo la actividad antiangiogénica de la proteina
jerdostatina, se ha utilizado un sistema de recombinacidon homdloga, que
permite la introduccién del transgén de forma dirigida en el locus ROSA26
de células madre de ratdn, y un sistema de expresion condicional
Cre/LoxP. Basandonos en ambos sistemas se disefid el vector
pROSA26PA/pBIGT que contiene el gen que codifica para la disintegrina
del veneno de serpiente jerdostatina, cuya trascripcion esta impedida por
la presencia de una regién de ADN flanqueada por los sitios loxP: EGFP-
Neo-tpA. Para introducir el transgén de forma dirigida (recombinacion

homologa) en el locus ROSAZ6, el vector posee parte de la secuencia de
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ROSAZ26 (brazos 3’y 5°) de las células madre embrionarias de ratén. De
esta forma, una vez insertado correctamente el transgén, solamente tras
la escisién de los sitios loxP por la recombinasa Cre se producira la
expresion de jerdostatina bajo el dominio del promotor enddgeno vy
ubicuo de ratén (embriones y adultos) Rosa26, generando asi, un modelo
animal transgénico para la expresién condicional (espacial y temporal) de

jerdostatina.

Una vez probada /n vitro la expresion y secrecion en células de
mamifero de Flag-jerdostatina recombinante, soluble y activa, el vector
pRc_CMV/SPewmao-FlagJerdostatina se subclond en el vector pBIGT. El
vector resultante se subclon6 en el vector pROSA26PA (Material y
Métodos, apartado 12.1, Figura 42) y posteriormente, se transfectaron por

electroporacién células madre de ratén ES CK35 (Material y métodos 12.2).

4.1. Identificacion de células ES transgénicas

El vector pROSA26PA resultante incluye el casete LoxP-EGFP-Neo-
tpA-LoxP, que codifica para la expresion de la proteina EGFP y una
resistencia a neomicina (PGK-Neo) que permite seleccionar aquellas
células que hayan incluido el transgén. La proteina fluorescente EGFP no
contiene promotor propio, por lo tanto, su expresion depende del
promotor enddgeno Rosa26. De esta forma, para determinar si se ha
producido la insercion del transgén por recombinacion homologa, se
seleccionaron aquellas células ES resistentes a neomicina y verde

fluorescente (Figura 61).
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Figura 61. Imagenes de células ES CK35. Las células madre de raton se
crecieron sobre una capa de MEF inactivadas (a) y se transfectaron con el vector
pPROSA26PA. Tras seleccionar con neomicina, se sembraron individualmente
sobre gelatina aquellas células que presentaban fluorescencia verde (Figura b
y €) y posteriormente, se crecieron sobre MEFs (d) amplificando asi la colonia.
Escala 25 um.

La seleccion por neomicina y EGFP confirma que las células han
incorporado el transgén, pero esta seleccién no implica que la insercion
sea correcta. El analisis de la insercion del transgén en el locus ROSA26
de las células madre de raton se realizd por PCR (Figura 62 A) y Southern
blot (Figura 62 B, C) a partir del ADN celular (Material y Métodos
apartado12.3).
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Figura 62. Esquema del locus ROSAZ26 silvestre y transgénico donde se muestra
la localizacién de las enzimas de restriccion (Pacl, BamHI y EcoRV) utilizadas en el
Southern blot, de la sonda de ADN y de los cebadores utilizados para el analisis
de la insercién del transgén. En el alelo transgénico, la zona del locus homologa
perteneciente al vector pPROSA26PA se encuentra indicada en cursiva. A) PCR de
las células ES seleccionadas (clones 3,6,11,18 y 24). Los cebadores Rosa26_5fw y
transgén_rv amplifican un fragmento de 1200 pb que permite identificar aquellas
células que han incorporado el transgén en el locus ROSAZ26. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 1% de la sonda de ADN de 373 pb marcada con
digoxigenina (1: sonda no marcada; 2: sonda marcada). C) Southern blot del
ADN extraido de las células ES seleccionadas (clones 3,15,18,24), digeridas con
los enzimas de restriccion Pacl, BamHI y EcoRV. Como control se ha utilizado
células ES CK35 no transfectadas. M: marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen).
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La incorporacién del fragmento transgénico genera nuevos sitios
de corte, asi, el cambio del patron de digestion de las enzimas
seleccionadas permite identificar mediante una sonda de ADN la correcta

introduccién del transgén (Figura 60 C).

Los fragmentos reconocidos por la sonda se corresponden a los
teoricos calculados con el programa Webcutter

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) (Tabla 15).

Tabla 15. Fragmentos obtenidos por Southern blot

Fragmentos reconocidos por la sonda (pb)

Enzima
locus ROSA 26 silvestre  locus ROSA 26 transgénico
EcoRV (gat/atc) 11517 11517 4795
Pacl (ttaat/taa) 7921 7921 3372
BamHI (g/gatcc) 6671 6671 6054

El analisis por PCR y Southern blot nos permitio seleccionar
aquellas células ES que incorporaron correctamente el trasngén en el
locus ROSAZ26. Sin embargo, las células ES pueden sufrir alteraciones
cromosomicas al multiplicarse en cultivo. Las células aneuploides pueden
dar lugar a quimeras, pero su material genético rara vez se transmite a
través de la linea germinal. Para comprobar que no se han producido
dichas anomalias, se contd el nimero de cromosomas de los clones de
células ES transgénicas (Material y Meétodos apartado 12.4) que

posteriormente se van a inyectar en un blastocisto (Figura 63).
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ES18 ES24

Figura 63. Recuento de cromosomas. Mediante la técnica convencional de
tincion de Giemsa, los cromosomas de células en metafase se tifien intensamente
y de forma homogénea, lo que permite fotografiar y contar los cromosomas. Se
contaron entre 30 y 50 células en metafase de cada clon ES transgénico
previamente comprobado por PCR y Southern blot. Se consideraron como clones

euploides aquellos en los que el 75% de metafases contenia 40 cromosomas.

De entre las células ES transgénicas que cumplen los requisitos
anteriores, se selecciond el clon ES18 para su microinyeccion (entre 10 y

20 células) en la cavidad del blastocisto de la cepa C57BI/6JOla Hsd.

Los embriones manipulados se implantaron en el Utero de una
hembra receptora pseudogestante CD-1. La microinyeccion e
implantacion lo llevdo a cabo el Servicio de transgénesis y biologia

reproductiva del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC).

4.2. Identificacion de ratones transgénicos

Tras la implantacién en una hembra CD-1 se obtuvieron 4 crias, de

las cuales 2 eran quimeras o fundadores machos: F0.2, F0.3 (Figura 64).
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Imagen 64. Imagen de un ratén quimera. A) En las imagenes observamos los
colores caracteristicos del ratén quimera en su pelaje: aguti (células provienen de
la linea de ES CK35, 129/Sv) y negro (células provienen del blastocisto
C57BI/6J0la Hsd; indicado con flechas), lo que permite diferenciarlo de un ratén
silvestre. B) y C) En las imagenes se muestra un raton quimera (FO) junto a
individuos silvestres (wt) para cada linea: C57BI/6JOla Hsd (negro)y 129/Sv (aguti),
respectivamente.

Para comprobar que el alelo transgénico se transmite a la linea
germinal, los machos quimera, que expresan un color quimérico mayor al
75% (Figura 64), se cruzaron con hembras de la cepa C57BI/6JOla Hsd. Sin
embargo, solamente uno de los machos quimera fue capaz de dar
descendencia. Tras el sacrificio de los machos fundadores observamos
anomalias en los 6rganos reproductores que explicarian su incapacidad

reproductora (Figura 65).
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A

Figura 65. Testiculos de los ratones macho quimera F0.2 y F0.3. A) El individuo
quimera F0.2 tiene un testiculo de un tamafio menor de lo habitual (1) aunque el
epididimo es de tamafo correcto (2). B) El individuo quimera FO.3 tiene un
testiculo (1) con una zona vacuolada (tumor acuoso) (3), el epididimo caudal de
tamafo correcto pero necrosado (2). En las fotos inferiores se comparan los
testiculos (izquierda) y los epididimos caudales (derecha) de ambos fundadores.

Las anomalias que encontramos en los érganos reproductores no
son infrecuentes en la generacion de ratones transgénicos. A pesar de
estos defectos, el ratdbn quimera (F0.2) fue capaz de reproducirse y

transmitir la modificacién génica a su descendencia (F1).

Tras los defectos encontrados en los 6rganos reproductores de los
ratones fundadores, para comprobar que la descendencia obtenida en la
F1 es fértil, se cruzaron hembras y machos heterocigotos de la F1 con
ratones silvestres C57BI/6JOla Hsd. Posteriormente, los descendientes
heterocigotos fueron cruzados entre si en busca de una progenie
homocigota (F2) generando la linea transgénica B6; 129P2-Tg(ROSA)
26Sorm(EGFPlerdostatind) jnme |lamada Tg Jerd (Tabla 16).
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Tabla 16. Primeras aproximaciones en la generacion de la linea transgénica

Tg Jerd.
Numero de Sexo
Generacion individuos Observaciones
silvestre Tg silvestre Tg

Se obtuvieron 2 individuos

FO 5 5 12, g quimeras, de los que solo

19 uno fue capaz de dar
descendencia

50 Descendencia de ratdn

F1 5 4 3d' 29, 25 quimera FO cruzado con 29
C57BI/Ola Hsd

10 Descendencia de @ F1

F1 3 7 20” 3%, 40 transgénica cruzada con &
C578BI/Ola Hsd

40 Descendencia de J& F1

F1 10 7 6@' 3%, 40 transgénica cruzada con ?
C57BI/Ola Hsd

Descendencia de o y @

F2 10 15+/- 2% Se1d+/ transgénicos F1

12+/+ 5 R 7T /% heterocigotos (+/-)

Las distribuciones de los genotipos obtenidos se corresponden
con la segregacion esperada para animales adultos fértiles (Tabla 17). El
cruce de hembras y machos heterocigotos Jerd* entre si, da lugar a una
descendencia donde los genotipos se distribuyen aproximadamente en

25% silvestres, 25% homocigotos y 50% heterocigotos.

Tabla 17. Distribucion de los genotipos en cada generacion (%).

Distribucion genotipos

Generacion TOTAL
Silvestre  Heterocigoto (+/-) Homocigoto (+/+)
F1 18 (50%) 18 (50%) 0 36
F2 10 (27%) 15 (40,5%) 12 (32,5%) 37
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El andlisis del genotipo (material y métodos apartado 12.6) se
realizd a partir del ADN obtenido de la cola del ratén por PCR, utilizando

los cebadores especificos R26R1, R26R2 y R26R3 (Figura 66).

EcoRV Sacll Xbal EcoRV
locus _
silvestre

- «
R26R1]| €-——========~ 500 pb ====mmmm——mm e > [R26R3

Sacll Q

EcoRV Pacl ©
locus Egmséffffffimmohm—- iRES] YFP}
" «

)(
Loxp

pr1234567891011121314151617Wt

i > - - |ewt
B TTaTTalTEess32Te Tl

Figura 66. Analisis del genotipo por PCR. En la reaccién de polimerizacidon se
anaden los 3 cebadores, de forma que en la electroforesis en gel de agarosa
observamos bandas de diferentes tamafios que permiten discernir entre ratones
homocigotos, de 375 pb (carriles: 3,6,10,11,12 y 16), silvestres de 500 pb (carriles:
1,2,4,5,8,15 y 18) o heterocigotos de 375 pb y 500 pb (carriles: 7, 9,13 y 14). M:
marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen).
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La presencia o ausencia del locus transgénico en el ADN de los
ratones fundadores y en la linea germinal se analizé por PCR, Southern
blot y expresion de EGFP (Material y Métodos apartado 12.6). Los
amplicones obtenidos por PCR (Figura 67) se purificaron a partir del gel,
se clonaron en el vector pGEMT y secuenciaron para comprobar la

exactitud de la secuencia transgénica introducida.

La presencia del locus transgénico en la linea germinal también se
analizd por Southern blot. Al igual que con las células ES, la sonda externa
permitié certificar la correcta introduccion del transgén en el locus
ROSA26. La sonda interna permitio distinguir entre ratones silvestres y los

transgénicos (Figura 68).
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Figura 67. Identificacion de animales transgénicos por PCR. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos utilizando diferentes
cebadores a partir del ADN extraido de las colas de los ratones. A) Los cebadores
Rosa26_5fw y transgén_rv amplifican un fragmento de aproximadamente 1200
pb, que sitda el transgén en el locus Rosa26 (carriles: F0.2, FO.3, F1.2, F1.6, F1.7).
B) Los cebadores R26R1 e |IRESseq_rev amplifican un fragmento de
aproximadamente 5000 pb correspondiente al transgén (carriles F0.2, F0.3, F1.2,
ES18, F1.6, F1.7). C) Los cebadores 5'Nhel-ATG y JerdXhol-3" amplifican la
secuencia de jerdostatina de 250 pb (carriles F0.2, F0.3, F1.2 F1.6, F1.7). FO: raton
fundador, F1: ratones primera generacién, wt: raton silvestre C57BI/6JOla Hsd,
ES18: clon de células madre transgénicas, @: sin ADN M: marcador 1Kb DNA
ladder (Invitrogen).
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Figura 68. Identificacion del locus transgénico en ratones por Southern blot.
A) Electroforesis en gel de agarosa de las sondas marcadas con digoxigenina (1:
sonda marcada; 2: sonda no marcada; 3: agua). B) Southern blot a partir del ADN
extraido de las colas de raton, digerido con Pacl, utilizando la sonda Neomicina.
El fragmento detectado por la sonda en los animales transgénicos es de 9977 pb
(carriles F1.2, F1.6, F1.7). C) Southern blot utilizando la sonda externa en Rosa
5’del ADN digerido con EcoRV y Pacl. Los fragmentos de 4795 pb (EcoRV) y 3372
pb (Pacl) detectados por la sonda, identifican el locus transgénico (carriles F1.2,
F1.6, F1.7). Como control negativo (wt) se utilizd ADN de un raton silvestre
C57BI/6JOla Hsd. M: marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen).
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El analisis por Southern blot del ADN digerido corrobora los
resultados obtenidos por PCR. Estos resultados, junto con la
secuenciacion, permiten certificar que los ratones contienen el transgén
correctamente insertado en el locus ROSAZ26. Sin embargo, no
proporcionan informacion acerca de la expresion mediada por el

promotor enddgeno Rosa26.

El sistema transgénico disefiado implica que si la insercion es
correcta se expresaria EGFP bajo el dominio del promotor Rosa26, ya que
no tiene promotor propio. Por lo tanto, una forma de comprobar que el
sistema utilizado es funcional, es mediante la observacion directa de

fluorescencia verde en embriones (Figura 69) y adultos (Figura 70).

A C Visible GFP

+- wt +- +- wt +H+ - wt ‘

Figura 69. Expresion de EGFP en embriones. A) Se extrajeron embriones E12.5
a partir de hembras heterocigotas cruzadas con machos heterocigotos. B) El
genotipado de los embriones se realizé por PCR a partir del ADN extraido del
saco vitelino. M: marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen). C) Los embriones se
fijaron en PFA 4% durante 3h y se observo la fluorescencia verde bajo la lupa.
Escala Tmm.
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Figura 70. Expresion de EGFP en tejidos de ratones adultos. A) Los animales
se genotiparon por PCR a partir del ADN extraido de la cola. Carriles 3,4,5,8:
animales heterocigotos. Carriles 1,2,6,7,9: ratones silvestres. B) Los ratones 9
(silvestre) y 8 (transgénico) fueron fijados por perfusién con 4% PFA a través del
apice del corazén. Se extrajo el rifidn (a), el higado (b) y el musculo esquelético
(c) y se realizaron cortes en el criostato. Los tejidos se observaron bajo el
microscopio para ver fluorescencia producida por la EGFP. Escala 100um.

5. Expresion de Flag-jerdostatina

La trascripcién de Flag-jerdostatina esta impedida por la presencia
de la region de ADN flanqueada por los sitios loxP, que contiene una
secuencia de parada transcripcional (tpA). De esta forma, solamente tras

la recombinacion de los sitios loxP, mediada por la recombinasa Cre, se

235



' Resultados y Discusion

producira la expresiéon de jerdostatina bajo el dominio del promotor

enddgeno Rosa26.

Como el trabajo con los ratones conlleva tiempo, se realizaron en
paralelo estudios /n vitro, con fibroblastos embrionarios (MEF)

homocigotos para jerdostatina.

5.1. Recombinacion Cre/loxP in vitro

5.1.1. Recombinacion in vitro en MEFs aislados de ratones
TgJerd.

Con el fin de comprobar que la secuencia introducida se expresa
tras la recombinacion, se analizaron fibroblastos extraidos de embriones
procedentes de cruces de hembras y machos transgénicos homocigotos
para jerdostatina (Tg Jerd*’*), transfectados con el vector pCre-IRES-PuroR

(Material y Métodos apartado 4y 13.1.1) y seleccionados con puromicina.

En el sistema disefiado, la recombinasa Cre, expresada en las
células transfectadas, reconoce y recombina los sitios LoxP, de forma que
el casete que contiene GFP-Neo-TpA se escinde, dando lugar a un
episoma. Tras la escision, se expresa de forma independiente jerdostatina
y YFP (bajo el dominio de un sitio IRES). En un principio, se podria observar
el fendbmeno de recombinacion mediante un cambio de fluorescencia de
verde (GFP) a amarillo (YFP). Estas dos proteinas fluorescentes se
diferencian en los picos de excitacion y emisién. GFP posee un pico de

excitacion a una longitud de onda de 489 nm, y un pico de emision a 509
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nm, sin embargo, YFP posee un pico de emision a 527nm y de excitacion

a 514 nm (Figura 71).
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Figura 71. Espectros de excitacion y emisién de los fluordéforos mas comunes.

A pesar de que ambos espectros se solapan, es posible distinguir
la sefial procedente de GFP de la de YFP gracias a que presentan perfiles
de emision diferentes. En un principio, para estudiar si la sefial obtenida
en las muestras procedia de YFP, se utilizdé el microscopio vertical Leica
DM RXA2 (Leica Microsystems, Nannheim, Alemania) equipado con filtros
para microscopia de fluorescencia (GFP: BP 470/40; YFP: BP 500/20). Sin
embargo, con los filtros de fluorescencia disponibles, no fuimos capaces

de distinguir entre fluorescencia producida por GFP o YFP.

Posteriormente, se estudio el perfil de emisién utilizando un
microscopio confocal Leica TCS SP8 con un objetivo HC PL APO CS2
63x/1.40 y el programa LAS X. Se tomaron imagenes sucesivas, segun
coordenadas xy, cada 5 nm, con un ancho de banda de 10 nm, haciendo
un barrido desde 520 nm hasta 600 nm y excitando la muestra con un

laser 514 nm. De este modo, se obtuvo un perfil que no correspondia a
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YFP sino a la autofluorescencia de la muestra. Estos resultados parecen
indicar que la secuencia IRES introducida no es funcional pero no se
podria asegurar, mediante microscopia de fluorescencia, que no se ha

producido recombinacién y, por lo tanto, expresion de jerdostatina.

Tras esta contrariedad, decidimos abordar el problema desde
una perspectiva molecular. Tras la escision, se pierde el casete que codifica
para GFP-Neo-TpA, produciéndose un cambio en el tamafo del inserto
(Figura 72), que puede ser observable en una electroforesis en gel de
agarosa. Asi, mediante PCR, a partir del ADN extraido de las células
transfectadas y diseflando cebadores especificos, fuimos capaces de
comprobar el fenédmeno de recombinacion mediado por Cre (Figura 72
A). Del mismo modo, se estudio la expresion de jerdostatina a partir del

ARN total extraido de las células por RT-PCR (Figura 72 B).
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Figura 72. Andlisis de la recombinacion in vitro de MEFs aisladas de
embriones TgJerd*/*. Cuatro placas de 10 cm se transfectaron con 30ug del
vector pCre-IRES-Puro®. Las células se trataron con 1.5 ug/ml de puromicina
durante 4 dias. La recombinacion y transcripcion de las células se analizé a partir
del ADN y ARN extraidos de las células. A) Analisis de la recombinacion por
PCR. Electroforesis del producto de amplificacion del ADN utilizando los
cebadores Rosa26 fw y JerdXhol-3". Los tamafios de los fragmentos esperados
son de 5114 pb para el locus no recombinado y de 1700 pb del recombinado. wt:
ADN ratén silvestre; Jerd*/*: ADN ratén Tglerd homocigoto; ES18: ADN células
madre ES18 recombinadas; C: ADN células MEF no transfectadas; SP: células MEF
transfectadas sin puromicina; P: células MEF transfectadas y tratadas con
puromicina. B) Analisis de la transcripcion. El ARN total de las células se
retrotranscribio a ADN complementario. EIl ADNc resultante se utilizd como
molde para amplificar por PCR la secuencia codificante de jerdostatina. Como
control se amplificd un fragmento de actina de 250 pb. Control negativo: ADNc
de fibroblastos silvestres. Control de PCR: ADN de raton Tglerd*/* (50ng), @: sin
ADN; M: marcador 1Kb DNA ladder (Invitrogen).
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Una vez comprobado que se produce recombinacion y transcripcion,
analizamos la expresion de Flag-jerdostatina en las células y en el medio

celular por SDS PAGE y Western blot (Figura 73).
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Figura 73. Analisis de la expresién in vitro de MEFs aisladas de ratones
TgJerd*/*. A) Las células MEF aisladas de los embriones transgénicos Jerd*/* se
transfectaron con el vector pCre-IRES-PuroR. Tras la seleccion con 1.5 pg/ml de
puromicina durante 4 dias, se analiz6 la expresién de jerdostatina en el extracto
celular y en el medio. Las células se recogieron en tampén de lisis y tras
centrifugar se realizé una electroforesis SDS-PAGE (gel izquierdo) en condiciones
reducidas del precipitado (P) y del sobrenadante (SB) de células no transfectadas
(@) y transfectadas (MEF/Cre). Se cargaron 20 pg de cada uno. El medio de las
MEF transfectadas se concentré y se analizd por cromatografia de afinidad
mediante la columna ANTI-FLAG® M2 Affinity. AC: medio previo a la columna;
NR: no retenido por la columna, L: lavado, Enr: eluido no retenido en filtros de
tamano de poro de 3Kda, Er: eluido concentrado. B) El anélisis de la presencia de
jerdostatina en las células y el medio, se realizé6 por Western blot utilizando los
anticuerpos anti-Flag y el anticuerpo primario anti-PEP160. Como control se
utilizé Flag-Jerdostatina recombinante de 6KDa (250 ng) que forma un agregado
(~14 KDa). Marcador Western blot: See Blue Plus (Invitrogen).
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El estudio /n vitro de la expresion en células MEF extraidas del
raton transgénico revela que el ADN insertado se transcribe, pero,
contrariamente a lo esperado, no llega a expresarse en forma de proteina.
Sin embargo, al tratarse de un experimento /n vitro donde influyen
factores como la cantidad de ADN, la tasa de transfeccion o el nimero
(reducido) de células resultantes tras la seleccion con puromicina, entre
otros factores, estos resultados representarian una aproximacion a lo que
podria estar sucediendo /n vivo. Por lo tanto, el estudio de la
recombinacion en los ratones transgénicos podria arrojar otros resultados

mas positivos.

5.2. Recombinacion en los ratones transgénicos.

5.2.1. Expresion condicional de Cre.

Puesto que el objetivo es controlar la expresion de jerdostatina, se
diseid un modelo experimental animal que permitiese la expresion
condicional de jerdostatina. Con esta finalidad, se cruzaron ratones
transgénicos homocigotos para jerdostatina (Tg Jerd*’*) con ratones
heterocigotos trangénicos condicionales para Cre (Tg Cre-ER™*/). La cepa
de ratén Tg CreER'™ expresa la recombinasa Cre fusionada con el receptor
de estrdgeno humano mutado (ER™) que solamente reconoce y une
tamoxifeno. El tamoxifeno actia como el inductor del sistema, tras su
administracién, se une a ER™y produce la liberacién de Cre. Una vez

liberada, la recombinasa se dirige al nucleo donde reconocera

241



- Resultados y Discusion

especificamente las secuencias loxP e iniciard la recombinacion y, por

tanto, la expresion de jerdostatina (Introduccion, apartado 2.2.1).

Tras el cruce de los animales se genotipd la descendencia (Figura
74) y se seleccionaron los ratones que contenian ambos transgenes (Tg

Jerd+/CreER).
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Figura 74. Genotipado de ratones Tg Jerd*/ER. A) Electroforesis de la
amplificacién por PCR del locus transgénico ROSAZ26 utilizando los cebadores
R26R1, R26R2, R26R3. Lineas 1-17: ratones Tg Jerd*/- B) Electroforesis en gel de
agarosa del producto de PCR del transgén Cre-ER™ utilizando los cebadores Cre
F2 y Cre R4, que amplifican un fragmento de 350 pb correspondiente a la
recombinasa Cre. Carriles: 1,3,58,11,13-15: ratones Tg Jerd™, carriles:
2,4,6,7,9,10,12,16,17: ratones Tg Jerd*/CretR,

Tras la administracion de tamoxifeno se produce la liberacion de
Cre, que inicia la recombinacion de los sitios loxP, permitiendo la

expresion de Flag-Jerdostatina de forma ubicua. La recombinacién se
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comprobd por PCR a partir del ADN extraido de los érganos y tejidos

pulverizados de los ratones tratados (PCT) y ratones control (PHT y PCC).
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Figura 75. Recombinacion mediada por Cre. En la Figura se muestra la
electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados utilizando
los cebadores Rosa26 fw y JerdXhol-3" de los 6rganos de un individuo por grupo
experimental. Los tamafios de los fragmentos esperados son de 5114 pb para el
locus no recombinado (A) y de 1700 pb del recombinado (B). PHT: ratones Tg

Jerd*/~ tratados con tamoxifeno; PCC: ratones Tg Jerd*/C"ER tratados con aceite de
maiz; PCT: ratones Tg Jerd*/*"®ER tratados con tamoxifeno. H: higado, R: rifién,

Pu: pulmon, Pi: piel, M: musculo esquelético.
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La presencia del ARNm de jerdostatina se analizd también, a partir
de los ratones transgénicos tratados con tamoxifeno (PCT) y ratones

control (PHT, PCC) (Figura 76).
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Figura 76. Analisis de la transcripcion de jerdostatina mediante RT-PCR. El
ARN extraido de los érganos de los ratones transgénicos se retrotranscribié a
ADN de cadena sencilla. En la Figura se muestra la electroforesis del producto de
PCR utilizando el ADNc como molde, con los cebadores especificos para actina
(A) y jerdostatina (B). Ambos amplicones tienen un tamafio aproximado de 250
pb. PHT: ratones Tg Jerd*/- tratados con tamoxifeno; PCC: ratones Tg Jerd*/CreER
tratados con aceite de maiz; PCT: ratones Tg Jerd*/“"®fR tratados con tamoxifeno.
H: higado, R: riidn, Pu: pulmon, Pi: piel, M: musculo esquelético.

El analisis por RT-PCR indica que no existe transcrito en ninguno
de los 6rganos estudiados de todos los ratones analizados (Figura 76). Asi
como, en las células MEF observamos transcripcion, en el caso del ratén
condicional dependiente de tamoxifeno no hay transcrito, a pesar de

observar recombinacién por PCR.
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El problema de la PCR es que es una técnica no cuantitativa, por

lo que no podemos saber con seguridad si todas las células han
recombinado y, por lo tanto, no sabemos el porcentaje de éxito del
tratamiento con tamoxifeno. En la bibliografia no existe una Unica
metodologia de tratamiento, hay muchas variables a tener en cuenta
como son: la dosis de tamoxifeno, la forma de suministrarlo (oral,
inyectado, en la comida), la edad de los ratones, el tiempo de tratamiento
y el momento del sacrificio. En este caso, se inyectaron 2 mg de
tamoxifeno via intraperitoneal a ratones de 8-10 semanas de edad,
durante 5 dias y se sacrificaron al sexto dia. Ante los resultados obtenidos,
se tendrian que hacer diferentes grupos experimentales que abarcasen
todas las variables. Sin embargo, debido al tiempo que tardariamos en
tener todos los grupos de estudio, se decidio estudiar la expresion de

jerdostatina utilizando un animal que exprese Cre de forma constitutiva.

5.2.1. Expresion constitutiva de Cre.

Con el fin de comprobar que la secuencia introducida se expresa
tras la recombinacion, se cruzaron ratones transgénicos homocigotos para
jerdostatina (Tg Jerd**) con ratones heterocigotos modificados
genéticamente que expresan de forma constitutiva la recombinasa Cre
bajo el promotor de la Nestina (Tg NES-Cre*/). La nestina es una proteina
de los filamentos intermedios que se expresa durante las primeras etapas
del desarrollo en células que se estan dividiendo principalmente del
sistema nervioso central. De esta forma, se estudid la recombinacion

mediada por la expresion constitutiva de Cre en el cerebro de embriones
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E.15 d.p.c de edad, Tg Jerd*’N*s“"® Los embriones obtenidos tras el cruce
se genotiparon (Figura 77 A) y se analizd la recombinacion por PCR (Figura

77 B).
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Figura 77. Analisis por PCR de embriones. A) Genotipado. Electroforesis en gel
de agarosa del producto de PCR amplificado utilizando los cebadores Cre fw y
Cre rv, que amplifican un fragmento de 150 pb correspondiente a la recombinasa
Cre. B) Recombinaciéon mediada por Cre en el cerebro. Electroforesis de los
productos amplificados por PCR utilizando los cebadores Rosa26 fw y JerdXhol-
3" a partir del ADN extraido de los cerebros de embriones. Los tamafios de los
fragmentos esperados son de 5114 pb para el locus no recombinado y de 1700
pb del recombinado. Ratones control: ratones homo/heterocigotos Tglerd
(TgJerd*’* */ y heterocigotos Tg NES-Cre (Cre*). Embriones E1-6: embriones
resultantes del cruce.

Los resultados obtenidos, indican que si que se ha producido la
recombinacién de los sitios loxP (Figura 77 B). Por lo tanto, el siguiente
paso es examinar la expresion de jerdostatina en el cerebro. A partir de
embriones previamente fijados (material y métodos 13.3.2) se realizé un
analisis de la transcripcion mediante la técnica de hibridacion /n situ (ISH),
utilizando una sonda de ARN marcada con digoxigenina (Figura 78). Como
control se utilizé una sonda del triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2), presente

en el tronco encefalico.
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A Mouse embryo E.15 Tph2ISH E.15

mesencéfalo

_pfosencéfalo

DAPI TEXRED MERGE

Jerd**

Jerd +/NesCre

visible
Sonda Jerd

GFP

Jerd +/NesCre
sondaTph2

Figura 78. Analisis de la transcripcion en el estadio embrionario E15. A) En la
parte superior se muestra una imagen del cerebro de un embrién E15, indicando
la localizacién del Prosencéfalo, Mesencéfalo y Rombencéfalo (modificada a partir
de Park et al., 2006). Abajo, se muestra la expresion de Tph2 en el rombencéfalo
tomada del Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org). B) Imagenes
amplificadas (20X) del prosencéfalo, zona de estudio de la expresion génica, de
cortes de embriones E.15. Escala 100 um. C) Hibridacién /n situ. Se utilizé una
sonda de ARN marcada con digoxigenina que corresponde a la secuencia SPawmao-
Flag-Jerdostatina de 250 pb. La inmunodeteccion se realizé incubando las
secciones con el anticuerpo anti-DIG (1:3500). Las secciones se tifieron con fast
red durante 2 horas en oscuridad. Posteriormente se incubaron con DAPI. Como
control de procedimiento de hibridacidon se utilizd una sonda marcada con
digoxigenina para la deteccion de Tph 2. Escalas 100 um y 10 pm. Aq: acueducto
cerebral; LGE: eminencia ganglionar lateral; LV: ventriculo lateral; CX: corteza;
PFC: corteza prefrontal; Sc: coliculo superior; Thal: talamo; 4V: cuarto ventriculo;
Ce: cerebelo; VTA: area tegmental ventral; SN: sustancia negra.
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La observacion directa de los cortes, muestra una pérdida de

fluorescencia (GFP) en las zonas donde se expresa nestina y, por
consiguiente, en las zonas donde se ha producido recombinacién (Figura
78 B). Estos resultados estan en concordancia con lo observado en el
apartado 4.1.1, donde no observamos fluorescencia debida a YFP
mediante microscopia de fluorescencia, indicando que la secuencia IRES

insertada no funciona.

Una vez se produce la recombinacién, se deberia transcribir
jerdostatina de forma independiente a la expresién de YFP. Sin embargo,
el estudio de la transcripcién por hibridacién /n situno arrojo un resultado
positivo (Figura 78 C). No obstante, estamos trabajando con un gen que
no se encuentra en mamiferos y no tenemos ningun tejido o glandula de

reptil que se pudiera utilizar como control de hibridacién de la sonda.

Tras los resultados obtenidos y con la incertidumbre de saber si
la sonda de ARN ha funcionado y realmente no hay transcrito o no ha
hibridado, se decidié extraer ARN de los cerebros y analizar la presencia

de ARNm por RT-PCR (Figura 79).
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Figura 79. Analisis de la transcripcion en el estadio embrionario E15 por PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR utilizando los
cebadores especificos para amplificar jerdostatina. EI ARN total extraido del
cerebro de embriones E15 se retrotranscribio a ADNc que se utilizd como molde
de la PCR. H: ADNc de higado de raton silvestre; MC: ADNc de células MEF no
transfectadas; MP: ADNc células MEF transfectadas; E6: cDNA de cerebro de
raton Jerd*/-; E2: cDNA de cerebro de ratdn Jerd */Nes¢re, \Mi: marcador 1Kb DNA
ladder (Invitrogen).

El analisis por PCR del ADNc extraido del cerebro indica que si hay
transcripcion. Tras este resultado se estudio la expresion de Flag-

jerdostatina por inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo monoclonal

de raton anti-Flag.
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DAPI TEXRED MERGE

Jerd*/*
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Figura 80. Analisis inmunohistoquimico de la expresion en el estadio
embrionario E15. Para el estudio inmunohistoquimico, los cortes fijados se
incubaron con anti-Flag (1:250) y se revelaron con un anticuerpo secundario de
raton conjugado a Alexa Fluor 555 (1:650). Posteriormente los cortes se tifieron
con DAPI. Como control de procedimiento de hibridacion se utilizé tubulina B-Ill
(componente de los microtibulos presentes en todas las neuronas). Escala
100um.

La ausencia de proteina observada por inmunofluorescencia
(Figura 80) coincide con los resultados obtenidos por Western blot de los
ensayos /n vitro en las células MEF extraidas de los ratones transgénicos,

donde tampoco se observaba la presencia de jerdostatina (Figura 73).

6. Discusion
Los resultados obtenidos por PCR parecen indicar que si se
produce recombinacion, tanto en las células como en los dos modelos

animales transgénicos. La ausencia de proteina tras la recombinacion,
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podria suscitar la duda de si el sistema Cre/LoxP funciona correctamente

o si se esta produciendo algun tipo de fallo al recombinar que impide la
correcta expresion de jerdostatina. Para descartar esta hipotesis, se
purifico, clond y secuencio el fragmento de 1700 pb, correspondiente a la
recombinacion, obtenido por PCRy se comparo¢ la secuencia obtenida con
la secuencia tedrica esperada (Anexo V).

Una vez comprobada que la recombinacién se produce
correctamente y que, por tanto, el sistema Cre/LoxP es funcional, nos
planteamos que pudiera existir un cambio en la pauta de lectura que diese
lugar a una proteina truncada no reconocible por los anticuerpos
utilizados. De nuevo, clonamos y secuenciamos el fragmento de 250 pb
obtenido de la amplificacion del ADNc por PCR utilizando los cebadores
especificos para jerdostatina 5'Nhel-ATG y JerdXhol-3" (Anexo V).

La secuencia del ADNc se corresponde a la insertada y la pauta
de lectura es la correcta, sin embargo, nuestros resultados indican que no
hay traduccién. Teniendo en cuenta que solamente por PCR hemos visto
transcrito, cabria pensar que los niveles de ARNm sean tan bajos, que la
expresion no es detectada por hibridacion /n situ e inmunohistoquimica.
A su vez, esta teoria explicaria que en el modelo animal de expresion
condicional Tg Jerd*”“™f®, donde seguramente el tratamiento con
tamoxifeno no ha sido totalmente efectivo, no se observara transcripcion.
En este sentido, se podria realizar una PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
PCR) y asi, conocer los niveles de expresion del ARNm; no obstante, la
finalidad de este modelo animal es la produccién de jerdostatina y esta

técnica no aportaria ninguna solucién a la falta de expresién.
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Finalmente, podemos concluir que no hemos sido capaces de
expresar jerdostatina en el modelo transgénico animal. Los resultados,
tanto en el modelo celular como animal, indican que, tras la
recombinacién, se inicia la transcripcién a ARNm, pero este debe de sufrir
algun tipo de regulacion, procesamiento o degradacion que impide que
se produzca la traduccién.

Sin embargo, ;cémo es posible que se produzca expresion de
Flag-Jerdostatina en las células de mamifero (Juarez et al., 2010) y no en
los ratones? La respuesta podria radicar en los diferentes elementos
moleculares utilizados para producir la expresion de la proteina. Para la
generacion de jerdostatina recombinante en células de mamifero se
utilizd el vector pRc-CMYV, este vector contiene un promotor fuerte de la
region reguladora del citomegalovirus humano (CMV) que aumenta los
niveles de expresion de proteinas que, junto al origen de replicacion SV40
consiguen altos niveles de replicacion del ADN. Ademas, se utilizaron
células HEK 293T, estas células derivan de células 293, pero expresan de
manera estable el antigeno T de SV40 que puede unirse al origen de
replicacion del SV40 del vector de expresidén, amplificar el plasmido
transfectado y aumentar asi la produccion de proteinas de forma eficiente
y estable. AUn con todo, la cantidad de Flag-jerdostatina purificada fue
muy baja (0.1-0.5 mg/ml).

Para generar un raton modificado genéticamente de forma
dirigida se utilizd6 un sistema que difiere bastante del anterior. Las
tecnologias "gene targeting” en células madre embrionarias permiten la

insercién de construcciones transgénicas dentro de sitios gendmicos bien
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definidos. El vector utilizado, pROSA26PA (Srinivas et al., 2001) contiene
dos fragmentos de ADN gendomico del locus ROSAZ26 (brazos de
homologia en 5’y 3'respectivamente) que dirigen de forma especifica la
integracion del vector al locus mediante recombinacién homologa. La
actividad transcripcional del locus ROSA26 (Gt (ROSA) 26Sor) sugiere que
esta region gendmica no se ve afectada por las configuraciones de la
cromatina que podrian conducir a la represién transcripcional de
transgénes insertados, ademas, la interrupcién no manifiesta ningun
fenotipo, en consecuencia, es uno de los loci de insercién mas fiables y
utilizados en la transgénesis dirigida (Friedrich and Soriano, 1991). Una
vez integrado en el genoma su expresion se encuentra bajo el dominio
del promotor endogeno del locus ROSA26. Este promotor Rosa26 es
constitutivo y ubicuo, sin embargo, la expresién de transgénes bajo este
promotor resulta sélo en una expresion basal, moderaday no es adecuado
para altos niveles de expresiéon (Mao et al.,1999; Nyabi et al., 2009).
Ademas, mediante el uso de sitios loxP flanqueando la secuencia génica
insertada, se controla la expresion del transgén, tanto espacial como

temporalmente, por la actividad de la recombinasa Cre (Soriano, 1999).

De este modo, parece que el nivel de expresion del transgén en
el modelo animal, esta determinado por la eleccion del promotor y los
niveles de expresion de la recombinasa Cre. En nuestro caso, todo parece
indicar que la falta de expresion podria deberse al promotor Rosa26, que
no es lo suficientemente fuerte para permitir un nivel de expresion

fisiolégico elevado y estable de r-jerdostatina. Hasta ahora, la literatura
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sobre los diferentes promotores es limitada. En los Ultimos afios se han
estudiado promotores exdgenos posicionados en el locus ROSAZ26 como
CAG, EF1a y CMV (Madisen et al., 2010; Chen et al,, 2011; Tchorz et al,
2012) asi como diferentes metodologias para conseguir una expresién
eficiente del transgén (Sandhu et al, 2010; Haenebalcke et al., 2013) e
incluso para la expresion de miARNs (Hohenstein et al., 2008; Piovan et al.,
2014).

En este sentido, para expresar jerdostatina de forma eficiente
serian necesarias una serie de modificaciones en el sistema de expresion
disefiado: (1) la eliminacién de la secuencia IRES-YFP por otro gen
reportero (dsRed, lacZ, etc,.) en el vector pBIGT, que nos permita
identificar la expresion de jerdostatina directamente en las células y
tejidos, sin necesidad de recurrir a técnicas moleculares laboriosas y (2) la
insercién de un promotor exdgeno fuerte en el locus ROSAZ26, a fin de

facilitar un elevado nivel de expresion del transgén.

Dentro de los avances mas importantes en la investigacion
biomédica, podemos mencionar, sin lugar a dudas, la creacion y el
desarrollo de animales modificados genéticamente. Este proyecto de
ingenieria genética animal ha significado todo un reto para nuestro
laboratorio, novatos en biologia celular y animal, asi con todo, estos
resultados nos han aportado nuevos conocimientos y experimentacion
sobre los animales genéticamente modificados, para en un futuro, generar
un raton transgénico que exprese cualquier disintegrina del veneno de

serpiente.
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Las disintegrinas cortas (R/K)TS del veneno de serpiente

Los estudios realizados hasta el momento permiten comprender
el papel de las toxinas individualmente, pero no proporcionan una
descripcion completa de la funcidn real de la toxina en el contexto de todo
el veneno (Gutierrez et al.,, 2009). Existen familias de toxinas, presentes en
la mayoria de serpientes venenosas, implicadas en las alteraciones del
sistema hemostatico, en la necrosis de los tejidos y en la respuesta
inflamatoria inducida (Fox and Serrano, 2007; Mackessy, 2010). De las
toxinas estudiadas, destacan dos familias de enzimas proteoliticas; las
serin proteasas (SVSP) (Serrano, 2013) y metaloproteasas dependientes de
Zn** (SVMP) (Gutierrez et al., 2010), que actdan principalmente sobre los
componentes de la coagulacion sanguinea (SVSP) e hidrolizan los
componentes de la membrana basal de los capilares (SVYMP), causando un
desequilibrio del sistema hemostatico. Otra familia de toxinas son las
fosfolipasas Az, que actlan como neurotoxinas presinapticas, miotoxinas,
cardiotoxinas e inhibidores de la agregacion de plaquetas (Kini, 2005).
Ademas, dentro de los componentes que causan miotoxicidad,
encontramos a las CRISPs, proteinas ricas en cisteinas que bloquean la
actividad de los canales de Ca?* y/o K, evitando de este modo la
contraccion de las células del musculo liso de las arterias (Adade et al.,
2014).

A lo largo del presente trabajo de Tesis Doctoral hemos
comprobado como la disintegrina corta RTS jerdostatina, junto con las

disintegrinas KTS (obtustatina, lebestatina, viperistatina), antagonistas
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especificas de la integrina aif1, inhiben la adhesion de las células
endoteliales y células del musculo liso vascular y actdan, principalmente,
como agentes antiangiogénicos. En este sentido, teniendo en cuenta que
el veneno de las serpientes de la familia Viperidae se caracteriza por ser
hemorragico, producir dafio tisular (necrosis del tejido) e inflamacion, la
presencia de las disintegrinas cortas (R/K)TS, no parece ser fundamental

para la actividad nociva del veneno.

Sin  embargo, los venenos son mezclas de moléculas
farmacoldgicamente activas, cuyos efectos bioldgicos son complejos
debido a que los distintos componentes pueden actuar sinérgicamente.
Esta observacion se apoya en la coexistencia, en los venenos, de
disintegrinas con diferentes motivos de reconocimiento que abarcan
distintos receptores de integrinas expresados en diferentes tipos celulares
(Calvete et al., 2005). De esta forma, las disintegrinas y lectinas de tipo C
(Arlinghaus and Eble, 2012) actuarian principalmente sobre las interginas,
modulando la agregacidn plaquetaria, alterando la composicién de la

pared vascular y participando en procesos inflamatorios.

Uno de los objetivos del Laboratorio de Vendmica Estructural y
Funcional (IBV-CSIC) es conocer el origen, evolucién y funcion de las
disintegrinas cortas (R/K)TS. Estas disintegrinas solamente se han
encontrado en un numero reducido de especies euroasiaticas de origen
evolutivo reciente (Lenk et al. 2001), incluidas en los géneros Macrovipera
y Daboia: M. lebetina obtusa (Marcinkiewicz et al., 2003; Moreno-

Murciano et al., 2003; Monleon et al., 2003; Sanz et al, 2008), D.
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mauritanica (Olfa et al. 2005; Sanz et al., 2006; Makran et al., 2012), D.

palestinae (Kisiel et al.,, 2004) y D. russelii (Sanz-Soler et al., 2012). Desde
una perspectiva de filogenia molecular, las disintegrinas cortas (R/K)TS se
agrupan en un clado diferente del resto de disintegrinas (Sanz-Soler et al.
2012), lo que sugiere un origen evolutivo independiente del de las
disintegrinas candnicas (Juarez et al. 2008). En aquellas especies donde la
existencia de disintegrinas cortas (R/K)TS ha sido probada, estas proteinas
comprenden el 7.8% (lebestatina), 2.8% (obtustatina) y 2% (russelistatina)
de las proteinas totales del veneno. Por otra parte, jerdostatina no se
encontré entre los componentes del veneno, si no que se obtuvo a partir
de una libreria de ADNc de la glandula de veneno de Protobothrops
Jerdonii (Sanz et al., 2005).

Recientemente, mediante estudios gendmicos realizados en el
laboratorio, se amplifico la secuencia de ADN que codifica para el gen
RPTLN (gen sin intrones que codifica para jerdostatina) en diferentes
subclases de Sauropsidos (reptiles) como Anapsidos (tortugas), Diapsidos
(serpientes), y Archosaurios (cocodrilos), pero los intentos para amplificar
este gen en anfibios, aves y mamiferos fueron infructuosos. Estos
resultados sugieren que el gen RPTLN exhibe una amplia distribucion en
reptiles (Reptilia), desde hace mas de 250 Ma (Sanz-Soler et al., 2016) y
que solo recientemente, hace 23-16 Ma, el gen RPTLN ha sido traducido
y neofuncionalizado en la glandula del veneno de las especies de un clado

especifico de serpientes euroasiaticas.
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Asimismo, se han descrito niveles muy bajos de expresion de
ARNm de RPTLN en los 6rganos de determinadas especies de reptiles
analizadas, pero ninguna evidencia de proteina (Sanz-Soler et al., 2016).
En este mismo trabajo, el analisis estructural del ARN de RPTLN revelé que
podria tratarse de un mensajero estable, cuyos bajos niveles de expresion,
podrian deberse al promotor que regula la expresion de RPTLN, del que
nada se conoce. Una de las hipétesis que plantean los autores sugiere que
el gen RPTLN codifica para un ARN no codificante largo (IncARN), que
tendria una funcion ancestral reguladora. En los genomas eucariotas
existen miles de ARN largos no codificantes de los que actualmente, se
desconoce su mecanismo de regulacion (Wilusz et al., 2009; Wilusz, 2016).
No obstante, la expresion de las disintegrinas (R/K)TS en varios géneros
de serpientes y la expresién recombinante en bacterias y células de
mamifero de jerdostatina funcionalmente activa, demuestra claramente
que RPTLN puede ser transcrito y traducido funcionalmente a proteina en
diferentes tipos celulares. En este sentido, los autores postulan que mas
recientemente, hace 23-16 Ma, una copia del gen RPTLN adquirié una
nueva funcion dentro de la glandula del veneno de las serpientes de los
géneros Macrovipera y Daboia marcando el comienzo de la historia
evolutiva de una nueva familia de disintegrinas, antagonistas de la unién
de la integrina a1B1 al colageno. El mecanismo subyacente que regula que
el gen RPTLN sea traducido a proteina, o que se mantenga como ARN no

codificante largo, sigue siendo desconocido hasta el momento.
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La existencia de ARN, pero no de proteina, en las especies de
serpiente estudiadas en el trabajo de Sanz-Soler y colaboradores (2016),
se asemeja a lo que hemos observado en los ratones transgénicos (Tg
Jerd*/“®R Tg Jerd*/Nes"®). La ausencia de proteina, podrian deberse a la
existencia de un mecanismo que regula que el gen sea traducido,
posiblemente a nivel del promotor. Por lo tanto, podriamos especular que
el gen en condiciones favorables (promotor fuerte, origen de replicacion
SV40, etc.) se expresa en forma de proteina, como hemos observado en
las células HEK293 GnT1, sin embargo, en condiciones de expresion basal

(promotor Rosa26) daria lugar a un ARN no transcrito.

Ademas, las disintegrinas se sintetizan como precursores inactivos
(propéptidos) que necesitan ser procesados (protedlisis) para su
activacion. En el caso de las disintegrinas del veneno de serpiente, el
procesamiento proteolitico de las proformas se produce antes de la
liberacion del contenido de las vesiculas en el lumen de la glandula de
veneno (Fox and Serrano, 2008). En la presente Tesis Doctoral, el estudio
de expresion de jerdostatina en células de mamifero transfectadas con un
vector que contenia la secuencia integra de RPTLN (vSP, propéptido y
dominio disintegrina), no dio lugar a la secrecién de jerdostatina al medio
de cultivo. Como consecuencia, se descartaron estos pre-prodominios. No
obstante, si como se sugiere existe una regulacion a nivel del ARN, cuya
estabilidad podria depender de su plegamiento o de otros factores, la
eliminacién de los pre-prodominios podria haber afectado a su regulacién

y por tanto a su expresion en el mamifero transgénico.
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Finalmente, a lo largo del presente trabajo de Tesis Doctoral
hemos estudiado las caracteristicas bioldgicas y funcionales de la
disintegrina corta jerdostatina, antagonista de la unién de la integrina a1B1
al colageno, destacando su actividad como agente inhibidor de la
adhesion y resaltando la posibilidad de utilizar las disintegrinas cortas
como herramientas moleculares en la terapia de diferentes patologias
asociadas a aiB1, como son las enfermedades cardiovasculares vy
determinados tipos de cancer. En este sentido, se intento desarrollar un
modelo transgénico condicional para evaluar la actividad de jerdostatina
transgénica sobre el crecimiento de tumores dependientes de
angiogénesis.

Los estudios gendmicos recientemente realizados en el laboratorio
sobre el origen, evolucion y funcion de estas disintegrinas cortas (R/K)TS
aportan una nueva hipdtesis sobre la falta de expresion de jerdostatina
observada en los animales transgénicos generados, resaltando la
existencia de una regulacion del gen RPTLN en reptiles. Sin embargo, la
comprension del mecanismo implicado en esta regulacion requiere de
mas estudios moleculares, en particular, de la busqueda, analisis y
comparacién en los genes RPTLN codificantes y no codificantes, de
regiones o motivos que contribuyen a regular esta expresion dual INnARN
vs proteina, del gen RPTLN. La investigacion cientifica resulta del trabajo
acumulativo en el tiempo de diversos grupos. La comprension y aplicacion
del conocimiento desvelado en esta Tesis requieren estudios detallados
que justifican la realizacion de otra(s) Tesis Doctoral(es) que continden las

investigaciones detalladas en este trabajo de Doctorado.
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Capitulo |

1. Contrariamente a lo que ocurre en la union de la integrina a1 al
colageno en condiciones naturales, la interaccion del ectodominio de esta
integrina con r-jerdostatina es independiente de la presencia de cationes
divalentes Mg?*, Mn %* y Ca®*.

2. Jerdostatina recombinante previene la union del ectodominio de
la integrina a1B1 al fragmento CB3 del colageno tipo IV con una ICso de 30
nM.

3. El dominio ai-A de unién a colageno, no contiene el sitio de
reconocimiento de alta afinidad de jerdostatina. La interaccion de CB3 al
dominio as-A se produce con independencia de la presencia de r-
jerdostatina, indicando que jerdostatina y CB3 utilizan diferentes lugares
de union en la integrina.

4. Elmodelo de interaccion o "docking” de a1B1y jerdostatina sugiere
que el bucle de reconocimiento de jerdostatina interacciona con la hélice
a7 del dominio a;-A y la subunidad B1. En este modelo, la union de
jerdostatina impediria el movimiento de la hélice, alterando los cambios
conformacionales que permiten la union del colageno, manteniendo a la
integrina en un estado de baja afinidad.

5. R-jerdostatina inhibe la adhesion de las células del musculo liso de
aorta de rata sobre CB3 de manera dependiente de dosis. En presencia de
este antagonista, las células pierden sus adhesiones, se hacen redondas y

finalmente se sueltan de su sustrato.
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6. El estudio de la adhesion de células del musculo liso de aorta
humana sobre CB3 en presencia de inhibidores de a1f1y a2p1 corrobora la
hipotesis de complementariedad funcional que existe entre estos dos
receptores de colageno y destaca su papel como las principales integrinas
involucradas en las adhesiones focales de las células del musculo liso
vascular.

7. La migracion de las células del musculo liso de rata sobre CB3 es,
en parte, dependiente de la integrina aiB1, pero no de axfs. Las células,
utilizan un mecanismo migratorio y proliferativo alternativo, mediado a
través de otros receptores integrinas.

8. El descubrimiento de la regulacién de los efectos de la
angiotensina Il a través de la integrina a:B1, promoviendo la migracion y
proliferacién de las células del musculo liso vascular, sugiere que las
disintegrinas cortas podrian actuar como herramientas moleculares para

el tratamiento terapéutico de ciertas enfermedades cardiovasculares.

9. Jerdostatina recombinante inhibe significativamente la formacion
de nuevos vasos, actuando como un agente antiangiogénico. La
evaluacion de la actividad de antagonistas frente a aiB1y axB1indica que
ambos receptores participan en la angiogénesis de células HUVEC sobre

colageno, mediada por el factor de crecimiento del endotelio vascular.
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10. La imposibilidad de secretar al medio extracelular r-jerdostatina,
clonada como pre-pro-proteina en un plasmido de expresion en células
de mamifero, sugiere que el ambiente celular ofrecido no es el adecuado
para la traduccion y/o procesamiento de la proteina madura. Esta
conclusién esta avalada por el hecho de que la insercion de un péptido
sefial de mamiferos (SPewma40), la supresion del propéptido y la insercion de
una etiqueta Flag en el extremo N-terminal, si permitid la expresion y
secrecion de la proteina recombinante al medio celular.

11. La disintegrina recombinante Flaglerdostatina, purificada del
medio celular, inhibe la unién del ectodominio de la integrina a:B; al
fragmento CB3 del colageno tipo IV, con una ICso de 180 nM y bloquea la
adhesion de células RuGli a CB3, convirtiendose en la primera disintegrina
corta expresada en células de mamifero y secretada al medio de forma
soluble y activa.

12. El modelo animal transgénico generado no expresa cantidades
detectables de jerdostatina. La observacion de ARNm por PCR en las
células MEF y en tejido de los ratones transgénicos indican que existe
algun tipo de regulacion, procesamiento o degradacion que impide la
traduccion de jerdostatina. El reciente descubrimiento de la existencia de
un mecanismo regulador del gen RPTLN en reptiles explicaria, en cierta
manera, los resultados observados en el ratdn transgénico. Sin embargo,
la comprension del mecanismo implicado en esta regulacion requiere

futuros estudios moleculares.
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