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ABREVIATURAS

ADAM: Proteasa con dominio metaloproteasa y desintegrina.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

APP: Precursor del péptido amiloide.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNi: Acido ribonucleico de interferencia.

¢DNA: Acido desoxiribonucleico complementario.

COP: Proteina de la cubierta de vesiculas.

ERGIC: Compartimento intermedio entre el reticulo endoplasmatico y el complejo de Golgi.
FGF: Factor de crecimiento Fibroblastico.

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

GTP: Guanina trifosfato.

HA: Hemaglutinina.

HB-EGF: Factor de crecimiento similar al EGF que une heparina.

KDa: Kilodalton.

NGR: Neuregulina.

PACE: Enzima convertidora de aminoéacidos bésicos.

TNF-ou: Factor de necrosis tumoral alfa.

TRANCE: Citoquina inducida por la activacion relacionada con el TNF-c.

UTR: Region no codificante.
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INTRODUCCION

Un ntimero sustancial de proteinas de transmembrana de la superficie celular sufren un corte
proteolitico que conduce a la liberacion de su dominio extracelular. Este proceso, conocido
como “shedding” (del inglés despojarse o deshacerse), remodela la superficie de las células y
regula la funcion de un niimero diverso de proteinas de transmembrana que incluyen factores
de crecimiento, citoquinas, moléculas de adhesion, receptores de factores de crecimiento y de
citoquinas (Hooper et al., 1997; Schlondorff y Blobel, 1999; Blobel, 2000; Arribas y Borroto,
2002). Durante la década de los ochenta y noventa se puso de manifiesto el papel que jugaban
metaloproteasas dependientes de zinc en la realizacion de la mayoria, si no de todos, los
procesos de shedding descritos, ya que inhibidores de metaloproteasas bloquean
eficientemente este proceso (revisado en Arribas y Borroto, 2002). No obstante, las
metaloproteasas implicadas en el shedding de ectodominios no se revelaron hasta que en 1997
se descubri6 el miembro nimero 17 de la familia ADAM y se identifico6 como la
metaloproteasa responsable del shedding de TNF-o (Black ef al., 1997; Moss et al., 1997).
Las células derivadas de ratones que tienen una inactivacion genética de esta metaloproteasa
muestran inhibida la producciéon de TNF-o soluble. Esta metaloproteasa se denominé ADAM
17 o TACE (Tumor necrosis factor-o. converting enzyme), (Black et al., 1997; Moss et al.,
1997).

TACE/ADAM 17

TACE pertenece a la familia ADAM la cual pertenece a su vez a la superfamilia de las
metaloproteasas dependientes de zinc (para una revision sobre metaloproteasas ver Gomis-
Ruth, 2003). Actualmente, la familia ADAM comprende mas de 30 miembros (Tabla 1). A
pesar de que todos los miembros de esta familia conservan un dominio tipo metaloproteasa,
solo la mitad tienen actividad catalitica. Se ha descrito que esta familia de metaloproteasas
estdn implicadas en funciones de proteodlisis, adhesion, fusion y sefializacion intracelular
(Stone et al., 1999). La Tabla 1 muestra algunas de las caracteristicas de los miembros de la
familia ADAM (Duffy et al., 2003); si bien para algunas de ellas estd bien caracterizada su

funcién, para otras aiin permanece desconocida.
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ADAMs CARACTERISTICAS
“ADAM 1 o Fertilina-o Participa en espermatogénesis y fertilizacion.
ADAM 2 o Fertilina-f Participa en fertilizacion. Une integrina o3,
ADAM 3-7 Participa en fertilizacion.
ADAM 8 Participa en la formacion de oscteoclastos.
ADAMS, Mo vty | OO ECE T s
“ADAM 10, Kuzbanian, o MADM | Participa en la neurogénesis. Tiene actividad o-secretasa.
ADAM 11 Candidato como supresor tumoral en cancer de mama.
“ADAM 12 o Meltrina o Participa en la fusién de mioblastos y en la osteogénesis.
‘ADAM 13 Implicado en la migracion de la cresta neural.
ADAM 14 Expresado en esperma (C. elegans).
*ADAM 15 o Metargidina Une integrinas o,,B3 0P, 0Py
*ADAM 16 Participa en la fertilizacion y la espermatogénesis.
ADAM 17 0 TACE (ver Tabla 2)
ADAM 18 Expresada en esperma.
*ADAM 19 o Meltrina B Participa en la biogénesis y la diferenciacion osteoblastica.
ADAM 20-21 Participa en la espermatogénesis.
ADAM 22-23 Expresada en cerebro.
ADAM 24-26 Especifica de testiculo.
*ADAM 28 Expresada en linfocitos.
ADAM 29 Especifica de testiculo.
ADAM 30 Especifica de testiculo.
ADAM 33 Genera susceptibidad al asma.
ADAM 34 Especifica de testiculo.

Tabla 1. Caracteristicas de los miembros de la familia ADAMs. * ADAMs con actividad
metaloproteasa.

De todas las ADAMs, ADAM 10 es la que comparte una mayor homologia de secuencia con
TACE (Black y White, 1998; Blobel, 2002). ADAM 10, también llamada Kuzbanian por su
homologo en Drosophila, fue el primer miembro de la familia ADAM del que se identificd
actividad catalitica (Howard et al., 1996; Lunn et al., 1997). De manera similar a TACE,
ADAM 10 esta implicada en el shedding de diversas proteinas de transmembrana como TNF-

a, colageno de tipo IV, APP y Efrina-A2 (Moss et al., 2001). Otra ADAM cuya actividad esta
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relacionada con el shedding de proteinas de transmembrana es ADAM 9. La sobre-expresion
de ADAM 9, aumenta el shedding de proHB-EGF (Izumi ef al., 1998). No obstante, estos
datos son dudosos ya que células deficientes en la actividad de ADAM 9 no presentan
ninguna alteracion en el shedding de este factor de crecimiento (Weskamp et al., 2002).

No s6lo miembros de la familia ADAM estan implicados en el shedding de ectodominios,
también metaloproteasas de matriz extracelular ancladas a membrana plasmatica (MT-MMP)
juegan un papel en este proceso (Kajita et al., 2001; Schlondorff ez al., 2001).

La inactivacion de TACE causada por una delecion en el dominio catalitico de Ia

. AZn/AZ,
metaloproteasa en ratones knock-out (conocidos como ratones TACE™"""

), produce
letalidad perinatal en estos animales, demostrando la importancia de la actividad de TACE en
el desarrollo in vivo (Peschon et al., 1998). Ademas de esta funcion, el analisis de los
fibroblastos derivados de estos ratones TACE**"A?" (células TACE**"A”™ ha confirmado
convincentemente el papel de TACE en el shedding de ectodominios, (Black et al., 1997;
Moss et al., 1997). El uso de estas lineas celulares ha permitido avanzar en el conocimiento
del repertorio de sustratos, también conocido como degradoma (Lopez-Otin y Overall, 2002),
de TACE. A pesar del papel central que juega TACE en el shedding de ectodominios, poco es

lo que se conoce acerca de los mecanismos que regulan su biosintesis, trafico intracelular o

actividad proteolitica.

REGULACION DE LA EXPRESION DE TACE

Originalmente, el ARN mensajero (ARNm) de TACE se encontr6 en una gran variedad de
tejidos distintos, sugiriendo que su gen se expresaba de manera ubicua y constitutiva (Black et
al., 1997). No obstante, dependiendo del estado del desarrollo, se hallaron diferencias
sustanciales en los niveles de ARNm de TACE. En tejido adulto se detectaron niveles altos de
ARNm en corazoén, placenta, musculo esquelético, pancreas, bazo, timo, prostata, testiculos,
ovarios ¢ intestino delgado, mientras que en tejido fetal se detectaron niveles altos en cerebro,
pulmoén e higado (Black et al., 1997). Posteriormente, diversos estudios han demostrado que
los niveles de ARNm de TACE no son constantes y su expresion varia en distintas situaciones
patologicas como la osteoartritis (Amin, 1999), la artritis reumatica (Patel et al., 1998), el
infarto agudo de miocardio (Akatsu et al., 2003) o el cancer de mama (Borrell-Pages ef al.,

2003; Lendeckel et al., 2005). Ademads, ciertos compuestos tales como citoquinas, factores de
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crecimiento o ésteres de forbol pueden modular la expresion de TACE en algunas lineas
celulares (Wang et al., 2000; Bzowska et al., 2004).

Aunque estas evidencias demuestran que la expresion de TACE puede ser regulada, al menos
bajo ciertas condiciones, se conoce poco sobre la estructura y funcionalidad del promotor de
TACE asi como de sus regiones no codificantes. El analisis de un fragmento que comprende
el promotor y la regiéon 5° no codificante (5’UTR) del gen de TACE murino, reveld la
existencia de varios sitios de union a factores de transcripcion como, por ejemplo, la proteina
activadora 2 (AP2) o la proteina estimuladora 1 (Spl) (Mizui et al., 1999). Estos fragmentos
del gen de TACE carecen de una caja TATA consenso pero incluyen una caja CCAAT (Mizui
et al., 1999) y una caja rica en G-C, responsables de la transcripcion de una variedad de genes
que no tienen caja TATA en sus promotores (Duffy et al., 2003). Un anélisis de deleciones
del promotor de TACE demostr6é que el pequefio fragmento que va desde el nucle6tido -290
al -1, el cual incluye las cajas G-C y CCAAT, es esencial para la transcripcion basal del gen
(Mizui et al., 1999).

No estd claro como algunas condiciones patoldgicas o determinados compuestos pueden
modular la expresion de TACE, ni tampoco si la sobre-regulacion es a nivel del promotor o a
nivel de la estabilidad del ARNm. Se ha descrito que algunos compuestos como los ésteres de
forbol aumentan la expresion de genes a través de los factores de transcripcion AP2 y Spl
(Biggs et al., 1996; Zeng et al., 1997). Podria especularse que estos factores fuesen los
responsables de la transcripcion del gen de TACE cuando determinadas células se estimulan
con compuestos como los ésteres de forbol. De manera similar al papel del extremo 5’UTR en
la regulacion de la expresion de genes, se ha que la region 3’ no codificante de un gen
(3°’UTR) puede ser importante, no solo para la estabilidad del ARNm, sino para su traduccién
eficiente (Kozak, 1992). La ausencia de la region 3’UTR aumenta la cantidad de determinadas
proteinas, indicando que esta region es importante para la unién de moléculas inhibidoras de
la traduccion (Hensley et al., 2003).

Los diferentes estudios realizados indican que, a pesar de que TACE se distribuye
ampliamente en una variedad de tejidos humanos, su expresion puede ser regulada. No
obstante, no se conoce el mecanismo ni los factores que regulan la transcripcion del gen de
TACE. En algunas condiciones patologicas, los niveles del ARNm de TACE aumentan,

aunque no se conoce si el aumento es una causa o consecuencia de la condicion patolégica. El

10
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desarrollo de animales transgénicos para el gen de TACE podria ayudar a solventar esta

cuestion.

BIOSINTESIS Y TRAFICO INTRACELULAR DE TACE

Como ocurre con los miembros de la familia ADAMs, TACE es una proteina de tipo I (con la
region amino-terminal en la zona extracelular/intraluminal) que contiene los siguientes
dominios identificables: péptido sefal, prodominio, dominio catalitico o metaloproteasa,
dominio desintegrina, dominio rico en cisteinas, dominio como el factor de crecimiento

epidérmico (EGF-like), dominio transmembrana y dominio citosolico (Figura 1).

Sitio de corte Dor{ninio‘
por desintegrina,

proproteinas rico en cisteinas y

convertasas <  Dominio metaloproteasa EGF-like Dominio citosélico

W | SSSSSESnIN

Prodominio
Dominio Transmembrana

Péptido senal

Figura 1. Estructura en dominios de una metaloproteasa tipica de la familia ADAMs. Los
dominios constan de un péptido sefial en la region amino-terminal, un prodominio con un residuo
cisteina (SH) seguido de un lugar de corte para serin-proteasas como la Furina (RVKRIR), un
dominio catalitico que contiene la secuencia HEXXH, un dominio desintegrina/rico en
cisteinas/EGF-like, un dominio transmembrana hidrofobico y un dominio citosolico (adaptado de
Allinson et al., 2003).

A medida que el ARNm se va traduciendo, da lugar a un primer polipéptido que entra en el
Reticulo Endoplasmatico (RE) como un cimoégeno estable, en el cual el prodominio esta
inhibiendo el dominio catalitico, por lo que esta forma denominada proTACE, es inactiva.
Aunque por analogia con otras metaloproteasas dependientes de zinc, se propuso que el
mecanismo de inhibicion implicaba el modelo de “interruptor de cisteina” o “cysteine-
switch”, que consiste en una coordinacion del atomo de zinc del dominio metaloproteasa con
una cisteina libre del prodominio, algunas publicaciones recientes indican que la cisteina del

prodominio no es indispensable para la inhibicion de proTACE (Gonzales et al., 2004;

11
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Leonard et al., 2004), sugiriendo que puede existir otro mecanismo alternativo para la
inhibicion de la metaloproteasa.

En células de mamifero, el plegamiento de las proteinas ocurre simultineamente a la
traduccion del ARNm (Kozak, 1992). Las proteinas recién sintetizadas se ven sometidas a un
control de calidad en el RE (para una revision reciente ver Sitia y Braakman, 2003). Aquellas
proteinas que no son residentes en el RE y superan con éxito el control de calidad, progresan a
través de la via secretora empaquetadas en vesiculas de transporte anterogrado. Estas
vesiculas se caracterizan por contener cubiertas de COP-II (Figura 2 y revisado en Lee et al.,
2004).

El RE no es un compartimento homogéneo ya que existen dominios localizados que se
designan como regiones de salida de proteinas que seran el cargo de vesiculas COP-II
(Pagano et al., 1999). Los componentes citosolicos de las cubiertas COP-II comprenden la
pequefia GTPasa Sarpl y dos complejos heterodiméricos, Sec12p y Secl3/31p (revisado en
Duden, 2003). La especificidad de las proteinas que se seleccionan como cargo de vesiculas
COP-II depende de la interaccion de las subunidades de la vesicula con sefiales en el dominio
citosodlico de las proteinas del cargo. De hecho se han descrito dos sefiales de exportacion de
proteinas del RE en células de mamifero: un motivo di-fenilalanina presente en ERGIC-53, un
receptor de glicoproteinas similar a lectina (Nufer ef al., 2002) y una sefal di-acidica Asp-X-
Glu (donde X es cualquier aminoacido) que se identifico en la region carboxilo terminal de la
glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) (Nishimura y Balch, 1997). Las
proteinas solubles se introducen en las vesiculas COP-II por defecto o a través de
interacciones selectivas de la cubierta de COP-II con receptores de membrana que
interaccionan a su vez con este cargo soluble (revisado en Duden, 2003).

Una vez las proteinas se seleccionan como cargo en las vesiculas COP-II, se transportan hasta
llegar al complejo de Golgi, constituido por una serie de complejas cisternas en las que
ocurren modificaciones de las cadenas de azucares, procesamiento y clasificacion de las
proteinas (revisado en Lee et al., 2004). Las modificaciones de los carbohidratos suceden
secuencialmente a través de los compartimentos cis-, medio- y trans- del complejo de Golgi.
La red trans- del complejo de Golgi (trans Golgi network o TGN) sirve como estacioén de
seleccion de las proteinas que se transportaran hacia la superficie celular o bien hacia

compartimentos vesiculares adicionales (vacuolas, lisosomas, etc.). En el caso de las ADAMs
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y en concreto de proTACE, en este compartimento es donde ocurre el procesamiento de la

metaloproteasa (Figura 2).
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Figura 2. Vias de transporte intracelular. La figura muestra un esquema de los compartimentos de
las distintas vias secretora, lisosomal/vacuolar y endocitica. Los pasos de transporte estan indicados con
flechas. Los colores indican las localizaciones de COP-I (rojo), COP-II (azul) y clatrina (naranja).
ERGIC, es la zona intermedia entre la salida del RE y la llegada al cis-Golgi. La region trans-Golgi es
donde ocurre el procesamiento de las ADAMs (adapatado de Bonifacino y Glick, 2004)

En algunos casos, las proteinas que han llegado al complejo de Golgi deben volver al RE,
generalmente porque son residentes de este compartimento y han escapado el control de
calidad o porque son proteinas de la maquinaria de formacion de vesiculas. Este transporte
retrogrado esta mediado por vesiculas cubiertas de COP-I (Figura 2 y revisado en Duden,
2003). La cubierta de las vesiculas COP-I estd compuesta de la pequefia GTPasa similar a
Ras, ARF-1 (ADP-ribosylation factor) y del coatomero, un complejo citosdlico de
aproximadamente 700 KDa que comprende 7 subunidades conservadas desde mamifero a
levadura (Gaynor et al., 1998). Se ha descrito que las proteinas del cargo que se transportan
en vesiculas COP-I incluyen proteinas de membrana de tipo I que contienen un motivo di-
lisina (lisinas en la posicién -3 y -4 o bien en la posicion -3 y -5 de la region carboxilo
terminal, KKXX o KXKXX, donde X puede ser cualquier aminoécido), (revisado en Duden,
2003). Este motivo es necesario y suficiente para conducir proteinas del complejo de Golgi al
RE in vivo y para que el coatdmero pueda interaccionar con estos motivos in vitro (Gaynor et

al., 1994). También se ha descrito que las subunidades o-, B- y e-COP pueden unirse al
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motivo di-lisina (KKXX) in vitro, de manera independientemente del resto de subunidades
del coatomero (Cosson y Letourneur, 1994).

La maduracion de proTACE esta firmemente ligada a su transporte desde el RE hasta el
complejo de Golgi donde la eliminacién proteolitica del prodominio tiene lugar (revisado en
Zhou et al., 1999). Entre el prodominio y el dominio metaloproteasa de todas las ADAMs se
encuentra una secuencia de reconocimiento tipica por proproteinas convertasas (Black ef al.,
1997; Moss et al., 1997). Esta secuencia también se encuentra en otras muchas proteinas que
siguen la via secretora y en metaloproteasas que no pertenecen a la familia ADAMSs, como las
MT-MMP (Yana y Weiss, 2000) o las ADAM-TS (Rodriguez-Manzaneque et al., 2000) que
son una subfamilia de la familia ADAMSs con motivos tromboespondina y secretadas al medio
extracelular (para una revision reciente ver Porter et al., 2005). La regulacion de la actividad
de las distintas proproteinas convertasas podria ser importante para modular la actividad de

muchas metaloproteasas.

PROPROTEINAS CONVERTASAS EN LA VIA SECRETORA

Las proproteinas convertasas (PCs) forman parte de la familia de las serin-endoproteasas
implicadas en el procesamiento de prohormonas, precursores neuropeptidicos y una gran
variedad de proteinas precursoras en la via secretora. Las proproteinas convertasas reconocen
una secuencia bésica de aminodcidos (R-X-K/R-R) como lugar de procesamiento (Steiner et
al., 1992). En mamiferos, se han caracterizado siete miembros de la familia denominados
Furina, PC2, PC3, PC4, PACE-4, PC6B y PC7 (Seidah y Chretien, 1997). Mientras Furina,
PACE-4, PC6B y PC7 se expresan de manera ubicua, PC2 y PC3 se expresan especificamente
en tejidos neuroendocrinos y PC4 en tejido testicular (Steiner et al, 1992). De todas las
proproteinas convertasas la Furina ha sido la més estudiada; se ha descrito su papel en
procesos de inervacion neuronal, control de sefializacion yuxtacrina y paracrina, degradacion
de la matriz extracelular y metastasis tumoral (Thomas, 2002). La Furina se autoactiva
mediante dos procesamientos constitutivos, el primero ocurre en el ambiente a pH neutro del
RE, justo antes del sitio catalitico de la convertasa (después de la arginina 107) y el segundo
ocurre mientras la convertasa progresa a través del complejo de Golgi (en el prodominio,
después de la arginina 75) (Figura 3). Finalmente, la Furina se ubica en el TGN lo que

presupone que el procesamiento de sus sustratos ocurre en este compartimento. No obstante,
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resultados recientes indican que la Furina puede ciclar entre la membrana plasmatica, los
endosomas y el TGN, indicando que podria realizar su funcidon en cualquiera de estas zonas

(Schapiro et al., 2004).

Propéptido Sitio Activo
=T i ‘ i i O N
pro Furina Forma del RE
]
N Forma intermedia entre el RE
Autoprotedlisis y el Golgi
enla Arg 107
- Forma del medio-Golgi
Aumento
[H'] |
I % .'|:_|- .....

Forma del TGN (inactiva)
Autoprotedlisis en la Arg 75

Forma del TGN (activa)

A

Furina madura .:}F 'I:.l'

Figura 3. Via de autoactivacion de la Furina. El prodominio de la Furina actia como una
chaperona intramolecular que facilita que el dominio catalitico inactivo (circulo rosa) adquiera la
conformacion activa (6valo rojo). Después de salir del RE, la Furina sufre dos cortes auto-
proteoliticos (ver texto, adaptado de Thomas, 2002).

La inhibicion de la Furina es la aproximaciéon mas utilizada para determinar la participacion
de esta convertasa en el procesamiento proteolitico de un determinado sustrato. Uno de los
inhibidores mas utilizados es el o,-Antitripsina Portland (o-PDX), una variante generada
mediante mutacion del sitio reactivo de o -Antitripsina que contiene la minima secuencia de
corte por Furina (-Arg-Ile-Pro-Arg-). Este inhibidor es altamente selectivo de Furina (Ki =
600 pM), aunque a elevadas concentraciones también inhibe otras convertasas (Jean et al.,
1998).

En el transporte de proTACE a través de la via secretora hacia la membrana plasmatica ocurre
su procesamiento, ya que s6lo la forma de TACE carente de prodominio se detecta en la
superficie celular (Schlondorff et al., 2000). Debido a que el shedding de distintos sustratos se

induce por diversos compuestos, ademas de la regulacion del transporte de TACE,
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probablemente otros mecanismos adicionales regularan la actividad de la metaloproteasa una

vez se encuentra en la superficie celular.

DEGRADOMA DE TACE

Dada la diversidad estructural y funcional de las proteinas de la superficie celular que sufren
el proceso de shedding y el gran nimero de metaloproteasas dependientes de zinc que podrian
ser las responsables de este fendomeno, una hipdtesis obvia es implicar a varias
metaloproteasas en este proceso de corte proteolitico. Cada una de ellas cortaria un niimero
determinado de sustratos, asi TACE se encargaria de cortar TNF-o y otras moléculas
estructural y funcionalmente relacionadas con la citoquina (Black et al., 1997; Moss et al.,
1997). No obstante, el estudio exhaustivo de células derivadas de ratones genéticamente
deficientes para la actividad de TACE (fibroblastos TACE “™*" (Black et al., 1997),
descart6 esta hipotesis. El shedding de una diversidad de proteinas no relacionadas con TNF-
o se ve afectado en los fibroblastos TACE ““”**" (Tabla 2), invalidando, al menos
parcialmente, la hipdtesis inicial y apuntando a TACE como una metaloproteasa central en el
shedding de ectodominios.

Evidencias genéticas independientes confirman este concepto. Las células M2 son células
CHO mutadas y seleccionadas por su defecto en el shedding del factor de crecimiento
transformante, proTGF-o. (Arribas y Massague, 1995; Arribas et al., 1996). La parcial
caracterizacion de estas células ha mostrado la existencia de un defecto en el shedding de
distintas proteinas no relacionadas entre si de manera similar al que se observa en las células
TACE AZ“/AZ“, (Arribas et al., 1996; Merlos-Suarez et al., 2001; Tsou et al., 2001; Borrell-
Pages et al., 2003; Le Gall et al., 2003).

De forma paralela a los analisis genéticos mencionados, se han llevado a cabo una variedad de
andlisis in vitro para caracterizar el degradoma de TACE. Estos analisis consisten en utilizar
proteinas recombinantes solubles y péptidos modelos. En general, estas aproximaciones han
conducido a resultados dudosos e inconsistentes debido a sus limitaciones, ya que se ha
descrito que la actividad de TACE requiere un entorno celular y que la conformacion de los
sustratos determina también la eficiencia del shedding. Aparentemente, TACE debe anclarse a
la membrana plasmatica de la superficie celular para realizar correctamente su funcién

(Reddy et al., 2000) y ademas actiia s6lo sobre sustratos que estdn ubicados en la misma
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célula (Reddy et al., 2000). La sobre-expresion conjunta de TACE y TNF-a en células de
mamifero produce un aumento de TNF-a soluble (Itai et al., 2001). No obstante, cuando
TACE se sobre-expresa en células que se co-cultivan con células que sobre-expresan TNF-a.,
no se observa un aumento del shedding de este factor (Itai et al., 2001), indicando que
sustrato y metaloproteasa deben encontrarse en la misma célula. Algunos autores han
sugerido que estos resultados abren la posibilidad de que en el contexto de una célula intacta,
la forma de TACE en la superficie celular interaccione con otras proteinas y/o adquiera una
conformacion diferencial que incremente la afinidad por ciertos sustratos, lo que no puede
estimarse en experimentos in vitro (Reddy et al., 2000).

En conclusion, aunque algunos experimentos in vitro se han usado para demostrar que TACE
es la responsable del shedding de determinados sustratos (Sunnarborg et al., 2002; Hinkle et
al., 2004), los resultados obtenidos con células TACE ““"A?" son consistentes entre ellos y
apuntan a TACE como la metaloproteasa central en los procesos de shedding de proteinas de
transmembrana. Hasta la fecha, las evidencias genéticas han indicado que cerca de 30
proteinas de transmembrana son sustratos de TACE (Tabla 2) y que previsiblemente, este
nimero ira creciendo. La cuestion que surge ahora es como TACE reconoce y selecciona a

esta gran variedad de sustratos.

¢COMO SELECCIONA TACE A SUS SUSTRATOS?

La caracterizacion del degradoma de TACE apunta claramente a la necesidad de un
mecanismo de seleccion inusual dada esta extensa variedad de sustratos (Tabla 2).

Teniendo en cuenta que s6lo entre el 2-5% de las proteinas de la superficie celular sufren
procesos de shedding (Arribas et al., 1996), TACE debe distinguir algiin rasgo entre las
moléculas que son sus sustratos. A pesar del esfuerzo de muchos laboratorios, todavia se esta
lejos de entender las propiedades de este mecanismo de seleccion.

La comparacion de las secuencias de corte de los sustratos de TACE muestra claramente que
no existe ninguna secuencia consenso de corte reconocida ni ninguna estructura caracteristica
aparente comun a los sustratos (ver Tabla 2). A estas conclusiones se ha llegado mediante
experimentos de mutagénesis del sitio de corte de algunos sustratos de TACE, como el IL-6R
(receptor de la interleuquina 6) o pSSTNF-oo R (receptor pS55 de TNF-o) e incluso

mutagénesis extensiva alrededor del sitio de corte no tienen ningun efecto relevante sobre el
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shedding de dichas proteinas indicando que no existe una secuencia especifica alrededor del

sitio de corte necesaria para este proceso (Brakebusch et al., 1994; Mullberg et al., 2000)

Sustratos de TACE  Catgegoria funcional Sitio de corte Referencia
ProTNF-o Citoguinas SPLAQA | VRSSSR (Mezyk et al., 2003)
Fractalquina Secuencia yuxtamembrana (Garton et al., 2001)
(Lum et al., 1999; Mohan
TRANCE IVGPQR J FSGAPA et al., 2002)2)
Ligandos de la familia (Althoff et al., 2001; Sahin
ProTGF-o. del EGE HADLLA | VVAASQ et al., 2004)
ProNRGo-2C No establecido (Montero et al., 2000)
CHGLTP | (Hinkle ef al., 2004; Sahin
proHB-EGF VENPLYTYDH et al., 2004)
roAmfiresuling CGEK { (Hinkle ef al., 2004; Sahin
P & SMSTHEDDKDLSK et al., 2004)
Betacelulina CERVDLFY | (Hinkle ef al., 2004; Sahin
LQQDRGQ et al., 2004)
Epireeulina CEHFFL | (Hinkle ef al., 2004; Sahin
pireg TVHQPLSKEY et al., 2004)
p 75 TNF-a RIL Receptores APGAV | HLPQP (Mezyk et al., 2003)
p 55 TNF-a.R PQIEN | VKGTE (Mezyk et al., 2003)
D30 Dominios ricos en cisteina (Hansen et al., 2000;
2y5 Hansen et al., 2004)
IL-6R o TSLPVQ | DSSSVP (Mullberg et al., 1994)
IL-1IR 1T No establecido (Reddy et al., 2000)
GHR MSP | FTCEEDFR (Wang et al., 2002)

HER4 (Human Epidermal
Growth Receptor-4)
Notch
CD40
p75 NTR
IL-15R o
Receptor hibrido SorLA
Receptor de LDL (low
density lipoproteins)
Receptor AXL Tirosina
kinasa
GPIbo (glioproteina Ibo

L-selectina

Colageno XVII
VCAM-1 (molécula de
adhesion celular vascular)
CD44

MUC-1 (Mucina-1)
B-APP

Proteina cellular priénica

GP del virus del ébola

HGLSLPVENRLYTYDH"
PYKIEA | VKSEPV
No establecido
MGSSQP | VVTRGT
No establecido
No establecido

No establecido

No establecido

No establecido

Moléculas de

adhesion QKLDK { SFSMI

No establecido
No establecido
No establecido
Otros QYKTEA | ASRYNL

VHHQK | LVFFA

No establecido
VDKTLPD {
QGDNDNWW

(Mohan et al., 2002)

(Mohan et al., 2002)
(Contin et al., 2003)
(Weskamp et al., 2004)
(Budagian et al., 2004)
(Guo et al., 2002)

(Guo et al., 2002)

(Guo et al., 2002)
(Bergmesier et al., 2004)
(Mezyk et al., 2003)
(Franzke et al., 2002)
(Garton et al., 2003)

(Nagano et al., 2004)}.
(Thathiah et al., 2003;
Thathiah y Carson, 2004),
(Mezyk et al., 2003)

(Vincent et al., 2001)

(Dolnik et al., 2004)

Tabla 2: Degradoma actual de TACE. * el lugar de corte fisiologico no se ha establecido

concluyentemente.
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Algunos autores han propuesto la region yuxtamembrana como zona esencial que confiere
susceptibilidad al shedding: la introduccion de esa secuencia de sustratos de TACE induce el
shedding constitutivo de moléculas reporteras quiméricas, que normalmente no sufren
shedding (ver por ejemplo, Arribas ef al., 1997; Althoff et al., 2000). No obstante, el analisis
mutacional de esas secuencias sugiere que, mas que una secuencia aminoacidica concreta, se
trata de una caracteristica indefinida en la estructura secundaria que determina una mayor
eficiencia y susceptibilidad del shedding de los sustratos de TACE (Hinkle et al., 2004).

La formacién de complejos estables entre la metaloproteasa y sus sustratos también se ha
sugerido como mecanismo que media el reconocimiento. Se ha descrito que las secuencias
alejadas de la region yuxtamembrana participan en la generacion de estos complejos, los
cuales incrementan la eficiencia del shedding. Por ejemplo, la formacion de complejos
transitorios entre TACE vy el receptor de la hormona de crecimiento (GHR) ocurre antes del
shedding de esta tltima (Schantl et al., 2004). La interaccion entre TACE y GHR se bloquea
por la presencia de la propia hormona de crecimiento (GH) ligando de GHR, explicando el
hecho de que la presencia de la hormona inhiba el shedding del receptor (Schantl et al., 2004).
En conclusion, la ausencia de aparente similitud entre los sitios de corte de los sustratos de
TACE (Tabla 2) indica que no existen requerimientos especificos sobre la secuencia en el
sitio de corte. De igual manera, aunque la region yuxtamembrana claramente juega un papel
central en el reconocimiento del sustrato por la metaloproteasa, las estructuras relevantes
todavia no se conocen. Finalmente, en algunos casos, otros dominios alejados de la region
yuxtamembrana parecen tener una influencia en el reconocimiento, pero dada la diversidad

del degradoma de TACE no parece que este sea un mecanismo general.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE TACE

La descripcion del shedding de proteinas de transmembrana de la superficie celular fue
anterior a la identificacion de las ADAMs y particularmente de TACE como las
metaloproteasas implicadas en este proceso. Los niveles del shedding constitutivo aumentan
drasticamente cuando las células se exponen a diferentes compuestos. Estos compuestos
incluyen agentes naturales como factores de crecimiento (factores no identificados del suero,
factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico

(EGF)) (Massague y Pandiella, 1993), la acetilcolina (Buxbaum et al., 1992) y el 6xido nitrico
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(NO) (Zhang et al., 2000). De igual forma, agentes no fisioldgicos como ésteres de forbol,
ionoforos de calcio (Massague y Pandiella, 1993), lipopolisacaridos (LPS) (McGeehan et al.,
1994) e inhibidores de calmodulina, de acetilcolinesterasas y del proteosoma (Kahn et al.,
1998; Zimmermann et al., 2004; Peiretti et al., 2005) aumentan el shedding basal de muchas
proteinas de transmembrana.

A pesar de la importancia que supone regular el shedding de proteinas de la superficie celular,
el mecanismo de accion de estos compuestos es desconocido. Hasta que TACE no se
identific6 como responsable del shedding de proteinas de la superficie celular, el problema se
planteaba en identificar las distintas vias mediante las cuales los diferentes compuestos
regulaban el shedding. Actualmente la pregunta se plantea en como distintos compuestos

inducen el shedding través de la actividad de TACE.

MECANISMOS

Tedricamente, la regulacion de los diferentes pasos de la biosintesis de TACE podria conducir
a la modulacién de su actividad. A estos posibles mecanismos de regulacion se le suman
aquellos que podrian actuar sobre la metaloproteasa madura una la vez ha llegado a la

membrana (Figura 4).

Redistribucién

Modificacion del sustrato v
11
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1v Figura 4. Biosintesis de
TACE mostrando los
posibles mecanismos de
regulacién. RE: Reticulo
Endoplasmatico, MP:

TACE N N membrana  plasmatica
ver el texto ara
procesada Activacion de la regién catalitica fietalles). p
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Transporte a la superficie celular
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prodominio
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MODIFICACION DEL PRODOMINIO

La modificacion del prodominio de TACE podria conducir a un aumento de la actividad de la
metaloproteasa. Algunos autores han sugerido que ciertos compuestos incrementan el
shedding de determinadas proteinas mediante este mecanismo. Se ha descrito que los ésteres
de forbol aumentan el metabolismo oxidativo de las células induciendo la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sagone et al, 1984; Datta et al, 2000). Existen
evidencias de que tanto ROS como el 6xido nitrico (NO) pueden oxidar el grupo tiol de la
cisteina del prodominio, rompiendo el enlace formado entre este grupo y el 4tomo de Zn>* del
dominio catalitico (Murrell et al., 1995; Okamoto et al., 1997): la eliminacion de ROS, atentia
significativamente el shedding de proteinas de transmembrana inducido por ésteres de forbol
y la adicién de ROS lo aumenta (Zhang et al., 2001). Por lo tanto, estos estudios muestran la
relacion causal entre la produccion de ROS vy el shedding de ectodominios. Se ha propuesto
que ROS y NO podrian actuar activando directamente proTACE mediante la oxidacion del
enlace entre el prodominio y el dominio metaloproteasa y que los ésteres de forbol activarian
el shedding de proteinas de transmembrana mediante este mecanismo (Zhang et al., 2000;
Zhang et al., 2001).

No obstante, aunque estos trabajos confieren una posible explicacion al efecto que los ésteres
de forbol o compuestos oxidantes tienen sobre proTACE vy el shedding de sus sustratos, se
deberia demostrar si el modesto incremento en el procesamiento de proTACE corresponde al
considerable aumento del shedding que se detecta al estimular las cé€lulas con estos
compuestos. Por otro lado, algunos autores han mostrado que el aumento de la actividad de
TACE no se corresponde con un aumento de su procesamiento (Doedens et al., 2003). Asi,
aunque la modificacion del prodominio pueda ser un requisito indispensable para la actividad
de la metaloproteasa, seran necesarias mas evidencias para determinar la contribucion de este

mecanismo en el control del shedding de ectodominios.

TRANSPORTE A LA SUPERFICIE CELULAR

El shedding de proteinas de transmembrana ocurre cerca o en la superficie celular (Teixido et
al., 1990; Arribas et al., 1996). Un posible punto de control de la actividad de TACE seria
regular el transporte de la proteasa hacia la superficie celular, lo que, probablemente,

conduciria a aumentar el corte proteolitico de sus sustratos. Distintas evidencias indican que
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el efecto de compuestos que inducen el shedding de proteinas de la superficie celular como
los ésteres de forbol, el LPS o el NO, no provocan ningtn efecto medible sobre el trafico
intracelular de TACE (Black et al., 1997; Doedens y Black, 2000; Schlondorff et al., 2000;
Zhang et al, 2000; Doedens et al, 2003). Recientemente se ha descrito el papel de
inhibidores de acetilcolinesterasas en la induccion del trafico de TACE y ADAMI10 hacia la
membrana plasmatica y en el aumento del shedding de proHB-EGF (Zimmermann et al.,
2004). No se conoce como este tipo de inhibidores incrementan el trafico intracelular pero
este efecto se pierde cuando las células se tratan con drogas que influyen en el transporte de
proteinas como la brefeldina (Zimmermann et al., 2004)

A pesar de la importancia del control del trafico intracelular de TACE para regular su
actividad, las evidencias descritas indican que no este mecanismo no es general, al menos

cuando las células se estimulan con determinados compuestos.

REDISTRIBUCION DE TACE EN LA SUPERFICIE CELULAR

La membrana plasmatica es una region heterogénea que presenta una compartimentalizacion
en microdominios funcionales que facilitan procesos de sefializacién celular, adhesion y
trafico (para una revision reciente ver Laude y Prior, 2004). Un posible punto de control de la
actividad de TACE seria la regulacion de la co-localizacion del sustrato y la metaloproteasa
en la membrana plasmatica (Figura 5). Se ha descrito que los ésteres de forbol causan la
redistribucion de TACE en areas especializadas de la membrana plasmatica, llamadas
“ruffling areas” y que tras la re-localizacion tiene lugar la activacion del shedding de CD44,
una molécula de adhesién que interacciona con el acido hialurénico, abriendo la posibilidad
de que esta redistribucion contribuya a la regulacion del shedding de esta molécula (Nagano
et al., 2004). De igual manera, compuestos que eliminan el colesterol de las membranas
celulares, rompiendo las estructuras conocidas como “/ipids rafts” (regiones de la membrana
plasmatica ricas en colesterol y esfingolipidos), aumentan el shedding de IL-6R (Matthews et
al., 2003). Las diferencias en el shedding de IL-6R observadas en fibroblastos TACE AZn/AZn
comparadas con células silvestres después de eliminar estos dominios ricos en colesterol,
confirman que el shedding de IL-6R mediado por TACE es dependiente del contenido de
colesterol en la membrana plasmatica (Matthews et al., 2003). Estos resultados sugieren que

la eliminacion del colesterol y la consecuente destruccion de las estructuras de “lipids rafts”,
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conducen a aumentar la accesibilidad del sustrato a TACE y por lo tanto aumenta
considerablemente el shedding no detectado anteriormente en presencia de colesterol. De
manera similar, la eliminacion de colesterol aumenta el shedding de CD30 (von Tresckow et
al., 2004), un receptor de linfocitos activados y sustrato conocido de TACE (Hansen et al.,
2000).

Proteasa

=

Figura 5. Localizacion de TACE en la
Membrana rica en colesterol superficie celular. La ubicacion de la
proteasa en compartimentos especificos de
la membrana plasmatica ricos en colesterol
(lipid-raft) impide el shedding de sus
sustratos. Cuando las células son tratadas
con compuestos que eliminan el colesterol,
la metaloproteasa tiene acceso a su sustrato
y se induce el shedding ( c%;ona
rica en colesterol) e

Ademas, el uso de concentraciones elevadas de sales (1M NaCl), que cambian el potencial de
la membrana plasmatica, induce el shedding de TrkA, el receptor de NGF (factor de
crecimiento neural) (Diaz-Rodriguez et al., 2002). Estas evidencias sugieren que la regulacion
de la accesibilidad entre sustrato-metaloproteasa explicaria la activacion del shedding de

ectodominios.

ACTIVACION DIRECTA DEL DOMINIO CATALITICO

El agente modificador de grupos tiol APMA activa proTACE actuando sobre cisteinas del
dominio catalitico de la metaloproteasa necesarias para su actividad, aunque a
concentraciones elevadas de APMA, la metaloproteasa se inhibe (Milla et al., 1999). Este

mismo mecanismo podria activar otras metaloproteasas y explicar la induccion del shedding
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de proTGF-o. observadas en células TACE**"*?" estimuladas con APMA (Merlos-Suarez et
al., 2001). Adicionalmente, proTACE contiene una region rica en cisteinas (Black et al.,
1997) que podria desplazar al prodominio de la metaloproteasa (Milla et al., 1999). El NO,
otro compuesto que induce el shedding, podria actuar oxidando el dominio rico en cisteinas
de TACE y conduciendo a un aumento de la metaloprotasa activa (Zhang et al., 2000).

Recientemente se ha descrito que determinados compuestos pueden actuar directamente sobre
la actividad catalitica intrinseca de TACE. En este caso, la actividad de TACE se analiza sin
tener en cuenta su interaccion con sustratos celulares, como por ejemplo midiendo el shedding
de un péptido exdgeno que contiene la secuencia de corte del TNF-q,, estimulando las células
con ésteres de forbol (Doedens et al., 2003). Los autores muestran que los ésteres de forbol
activan, en un contexto celular, la capacidad proteolitica de TACE sin aumentar la cantidad de
la metaloproteasa en la superficie celular, sugiriendo que estos compuestos actian
directamente aumentando la capacidad catalitica de la enzima. Paralelamente, TACE estaria
asociada a inhibidores que bloquean su sitio catalitico y que son desplazados después de la

estimulacion de las células con ésteres de forbol (Doedens et al., 2003).

MODIFICACION DE LOS SUSTRATOS DE TACE

Hipotéticamente, los compuestos que estimulan el shedding de proteinas de la superficie
celular podrian actuar directamente sobre los sustratos en lugar de sobre la metaloproteasa. De
esta manera, la proteolisis constitutiva aumentaria cuando las modificaciones del sustrato
facilitaran su acceso a la proteasa. Algunos autores han descrito que tratamientos con ésteres
de forbol no inducen la fosforilaciéon de algunos sustratos de TACE, como la APP, ni tampoco
causan la redistribucion de esta proteina desde compartimentos intracelulares hacia la
superficie celular (Jolly-Tornetta y Wolf, 2000). Conclusiones similares fueron obtenidas
cuando se estudid el efecto de distintos compuestos sobre el shedding de proTGF-o
(Bosenberg et al., 1992). Sin embargo, se ha descrito que la estimulacion de células con
histamina induce el shedding del receptor de TNF-o (TNFR), sustrato de TACE (Peschon et
al., 1998) a causa de la movilizacién del receptor desde el complejo de Golgi hacia la
membrana plasmatica (Wang et al., 2003). De acuerdo con estos resultados se ha descrito
recientemente el efecto de ésteres de forbol e inhibidores del proteosoma en la estimulacion

de la movilizacion de TNF-oo y TNFR, del complejo de Golgi hacia la membrana plasmatica
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(Peiretti et al., 2005). Esta movilizacién no es consecuencia de un proceso general ya que la
distribucion intracelular de ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular-1), proteina que
también sufre shedding aunque no es sustrato de TACE, no varia (Peiretti et al., 2005). En
conclusion, aunque este mecanismo de regulacion parece actuar sobre algunos sustratos de
TACE, la modificacion de sustratos no parece un sistema general, ya que varia dependiendo

del estimulo y del sustrato de la metaloproteasa que se analiza.

FACTORES IMPLICADOS
FACTORES QUE ACTUAN EN TRANS

Proteina Kinasa C (PKC)

Los ésteres de forbol son activadores de la Proteina Kinasa C (PKC) y se han utilizado
ampliamente para inducir el shedding de proteinas de la superficie celular (Arribas y Merlos-
Suarez, 2003). La PKC, fue, por lo tanto, el primer factor propuesto para participar en la
regulacion del shedding activado (Buxbaum ef al., 1990; Pandiella y Massague, 1991).
Posteriormente, el tratamiento de células con inhibidores de la PKC confirmaron esta
hipotesis al bloquear el shedding de diferentes sustratos de TACE (ver por ejemplo Mullberg
et al., 1992). Algunos trabajos muestran el papel de diferentes isoformas de la PKC en el
shedding de sustratos de TACE en distintas lineas celulares. La isoforma € de la PKC esta
implicada en el shedding de TNF-a mediado por TACE e inducido por ésteres de forbol
(Wheeler et al., 2003) y también en el shedding de la APP inducido por Carbacol (Lanni et
al., 2004). La isoforma o de la PKC media el shedding de la APP inducido por ésteres de
forbol (Lanni et al., 2004) y la isoforma { y § estan implicadas en el shedding del receptor de
la interleuquina-6 (IL-6R) (Thabard et al., 2001). También se ha propuesto que la isoforma &
estd implicada en la induccion del shedding de proteinas de la superficie celular (Izumi et al.,
1998). A partir de estas evidencias, es posible que diferentes isoformas de la PKC participen
en la regulacion de la actividad de TACE en distintas lineas celulares estimuladas con

distintos compuestos, aunque no se conoce con exactitud.
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Proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs)

Recientemente se ha descrito el papel que juegan las proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPK) en el shedding de diferentes proteinas de transmembrana, al estimular las
células con determinados compuestos. Estas proteinas son una familia de quinasas que
transducen sefiales desde la membrana plasmatica al nicleo en respuesta a una gran variedad
de estimulos. Convencionalmente, esta familia se divide en tres subfamilias: las quinasas
reguladas por sefializacion extracelular (ERKs), la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y p38-
MAPKSs (para una revision reciente ver Wada y Penninger, 2004).

Trabajos recientes han mostrado que la via de quinasas ERKs esta implicada en el shedding
de proHB-EGF, proTGF-q, L-selectina, TNF-o,, NRGo2c y TrkA inducido por PMA y suero
fetal bovino (FBS) (Fan y Derynck, 1999; Gechtman et al., 1999; Diaz-Rodriguez et al.,
2002; Montero et al., 2002). En todos los casos el shedding ocurre mediado por una
metaloproteasa ya que inhibidores de metaloproteasas lo bloquean. Algunos autores proponen
que el shedding de proTGF-o, NRGo2¢ y TrkA inducido por PMA puede darse por una ruta
alternativa e independiente de ERK que en cuyo caso estaria mediada por TACE (Montero et
al., 2002). Otros compuestos como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) también inducen a través de sus respectivos
receptores (receptores tirosina-quinasa) el shedding de proTGF-o, L-selectina y TNF-a
mediante la via ERK (Fan y Derynck, 1999) y también en el caso concreto de la L-selectina
por la via MAPK p38 (Rizoli et al., 1999). Recientemente se ha descrito que también la
histamina y los inhibidores del proteosoma inducen el shedding de TNF-oo y TNFR mediante
la activacion de las MAPKs (Wang et al., 2003; Peiretti et al., 2005). El sorbitol, la Iuz
ultravioleta y el estrés inducen el shedding de proTGF-o. y NRGo2¢ principalmente via p38-
K y JNK vy ligeramente mediante la via ERK, este shedding es mediado por una
metaloproteasa distinta de TACE (Diaz-Rodriguez et al., 2002; Montero et al., 2002).
Recientemente se ha descrito que compuestos cannabinoides pueden activar las cascadas ERK
a través de receptores asociados a proteina G e inducir el shedding de proAnfiregulina y
proHB-EGF mediado por TACE (Hart et al., 2004). En la Tabla 3 se clasifican algunos

compuestos que estimulan el shedding de determinadas proteinas via MAPKSs.
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En conclusién, son muchos los compuestos que activan el shedding de proteinas de

transmembrana a través de las quinasas intracelulares. No so6lo estan implicada la via de las

MAPKSs sino que también se ha visto la via de la MAPK p38 y de igual manera, dependiendo

del estimulo son otras metaloproteasas distintas a TACE las que se activan y son responsables

del shedding en cada caso.

Compuestos MAPK implicada Enzima Sustrato
proHB-EGF
proTGF-a
, L-selectina
PMA/FBS Via ERK Metaloproteasa TNF-0.
NRGo2c¢
TrkA
. . L-selectina
PMA Via mdeglcaﬁéhente de TACE NRGo2e
TrkA
proTGF-o
FGF Via ERK L-selectina
PDEG Metaloproteasa TNF-o
Via P38 Kinasa L-selectina
Inhibidores del ’ TNF-a.
proteasoma Via ERK Metaloproteasa
. . TNFR
Histamina
Sorvitol Via p38 Kinasa proTGF-a
Luz I/JV Via INK Metaloproteasa NRGoOc
Estrés
Cannabinoides Via ERK TACE HB-EGF .
proAnfiregulina

Tabla 3. Distintos estimuladores del shedding de proteinas de transmembrana y las vias que se activan asi

como las metaloproteasas responsables de este proceso.

Proteinas que interaccionan con el dominio citosélico de TACE

El dominio citosdlico de TACE consta de 130 aminodcidos y contiene tres dominios

potencialmente implicados en interacciones tipo proteina-proteina: dominios de uniéon SH3,

(PAPQTPGR738), dominios de fosforilacion en tirosina (KKLDKQYESL705) y dominios de

union a proteinas de tipo PDZ (Milla et al., 1999).
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Mediante el ensayo de doble hibrido, se encontraron varias proteinas que interaccionan con el
dominio citosolico de TACE: la proteina deficiente en el arresto mitotico, MAD2 (Nelson et
al., 1999), la proteina tirosina fosfatasa, PTH-1 (Zheng et al., 2002) y la proteina asociada a
sinapsis 97, SAP97 (Peiretti et al., 2003b), (Figura 6). La interaccion entre el dominio
citosolico de TACE con PTPH-1 y SAP97 es mediada por dominios PDZ. En general, los
dominios PDZ interaccionan con la region carboxilo terminal de proteinas que acaban en el
aminoacido valina (revisado en Hung y Sheng, 2002). No obstante, TACE, que acaba en
cisteina, también interacciona con proteinas PDZ tal y como ya se habia sugerido para otras

proteinas cuyo aminodcido final también es cisteina (ver por ejemplo, Borrell-Pages et al.,

2000).

Dominios SH3
C 1 D | R-C I E I ™ Dominio Citosolico KETEC
r o -

T735 5319
&

Figura 6 Dominios y proteinas que interaccionan con TACE. C: Dominio catalitico, D:
Dominio desintegrina, R-C: Dominio rico en cisteinas, E: Dominio EGF-like, TM: Dominio
transmembrana, KETEC: Dominio de union a proteinas PDZ

Mientras el efecto de MAD?2 sobre el shedding de proteinas de la superficie celular no se ha
descrito, PTPH-1 y SAP97 se han propuesto como reguladores negativos de la actividad de
TACE. Por ejemplo, la sobre-expresion de PTPH-1 disminuye los niveles de TACE y del
shedding de proTGF-o, indicando que la fosfatasa regula negativamente la actividad de
TACE (Zheng et al., 2002). Ademas, la interaccion de la fosfatasa con TACE no es suficiente
para disminuir la expresion de la metaloproteasa ya que debe ser cataliticamente activa para
tener este efecto sobre TACE (Zheng et al., 2002). De manera similar, la sobre-expresion de
SAP97 disminuye el shedding de distintos sustratos de TACE (Peiretti et al., 2003b). Estos
datos sugieren que un secuestro intracelular de TACE modificaria sustancialmente la cantidad

de la metaloproteasa en la membrana plasmatica. Asimismo, los autores especulan que el ya
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descrito papel de proteina adaptadora de SAP97 actuaria sobre el transporte y/o la
organizacion de TACE, afectando la actividad de la metaloproteasa (Peiretti et al., 2003b).

Recientemente, se ha identificado en un ensayo de doble hibrido Eve-1, una proteina con
motivos ricos en prolina y dominios SH3, que interacciona con la region que comprende
desde el aminoacido 829 al 840 del dominio citosdlico de ADAM 12 in vitro e in vivo
(Tanaka et al., 2004). Los autores muestran que una inhibicion de la expresion de Eve-1
utilizando ARN de interferencia especifico para esta proteina, disminuye considerablemente
el shedding de proHB-EGF, proTGF-o, proEpiregulina y proAnfiregulina inducido por
ésteres de forbol (Tanaka et al., 2004). Aparentemente, Eve-1 también se asocia con el
dominio citosélico de TACE, ADAM 9, ADAM 15 y ADAM 10 en células de mamifero,
indicando que podria estar regulando el shedding de estas proteinas a través de su asociacion
con una o varias metaloproteasas (Tanaka et al., 2004). Este resultado abre la posibilidad de
que exista un regulador comun necesario para la actividad de las metaloproteasas sobre el

shedding de sus sustratos.

FACTORES QUE ACTUAN EN CIS

Ademas de los dominios de uniéon a PDZ, existen evidencias de que el dominio citosélico de
TACE y el dominio rico en cisteinas estan implicados en la regulacion de la actividad de la
metaloproteasa.

La fosforilacion de proteinas juega un papel critico en la sefializaciéon intracelular y
recientemente algunos autores han descrito que inductores del shedding de ectodominios,
como ¢ésteres de forbol o factores de crecimiento (FBS, TGF-a, NGF, FGF) que actaan via
MAPK (ver apartado de proteinas quinasas activadas por mitdgenos), provocan la
fosforilacion del dominio citosélico de TACE (Diaz-Rodriguez et al., 2002; Fan et al., 2003).
Ambos trabajos han demostrado que la interaccion de MAPK con el dominio citosélico de
TACE causa la fosforilacién de la metaloproteasa tanto in vitro como in vivo. No obstante,
existe controversia acerca del lugar de fosforilacion del dominio citosdlico de TACE.
Mientras unos autores han descrito que, cuando las células se estimulan con PMA o factores
de crecimiento, TACE se fosforila en el residuo Treonina 735 y que la sustitucion de este
residuo por uno Alanina disminuye considerablemente la fosforilacion (Diaz-Rodriguez ef al.,

2002), otros autores encuentran que la fosforilacion de TACE ocurre en el residuo Serina 819
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y no en Treonina cuando las células se estimulan con PMA o factores de crecimiento (Fan et
al., 2003). A pesar de estos datos contradictorios, ambos trabajos coinciden en que en células
donde no hay actividad de TACE (fibroblastos TACEAZ“/AZ“) transfectadas con una
construccién de TACE con el residuo Treonina 735 sustituido por Alanina (T"*°A) (Diaz-
Rodriguez et al., 2002) o con el residuo Serina 819 sustituido por Alanina (S¥°A) (Fan et al.,
2003) se induce el shedding de proTGF-a y de TrkA, indicando que no es necesaria la
fosforilacién en estos residuos para la actividad de TACE (Diaz-Rodriguez et al., 2002; Fan et
al., 2003). Estos resultados sugieren que los cambios que inducen los factores de crecimiento
y ésteres de forbol sobre la fosforilacion de TACE en el dominio citosolico, no son
responsables de la regulacion de su actividad. En relacion con estos resultados son los
descritos sobre TACE sin el dominio citosélico que muestran que esta forma de la proteasa es
capaz de inducir el shedding de TNF-o en células estimuladas con ésteres de forbol,
sugiriendo que el dominio citosélico no se requiere para la actividad de TACE (Reddy et al.,
2000). De esta manera, aunque algunos estimulos regulen la fosforilacion del dominio
citosolico de TACE, el significado de esta fosforilacion todavia no se conoce con claridad.
Recientemente se ha descrito que las MAPKs ademads actian movilizando los sustratos de
TACE desde compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica lo que les hace mas
accesibles a la metaloproteasa (Wang er al., 2003). Recientemente se ha encontrado una
interaccion funcional entre el dominio desintegrina y el dominio rico en cisteinas con la
integrina o5 1 en la membrana plasmatica y en las adhesiones focales (Bax et al., 2004). Los
autores han sugerido que esta interaccion regularia o dirigirfa la actividad de la
metaloproteasa (Bax et al., 2004). Ya que TACE interacciona con la integrina por su dominio
desintegrina/rico en cisteinas, el analisis de la actividad de diferentes construcciones con
mutaciones puntuales o deleciones en los distintos dominios de TACE serviria para confirmar
esta hipotesis.

En conclusion, diferentes compuestos fisiologicos y no fisiologicos inducen el shedding de
proteinas de la superficie celular. Recientemente se ha establecido que la via de las MAPKs
estd implicada. No obstante, aunque se ha descrito que una de las dianas moleculares de esas
quinasas puede ser el dominio citosolico de TACE, no se conocen cual es el papel de esta

fosforilacion en la regulacion de su actividad. La identificacion de los factores y los
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mecanismos implicados en esta regulacion esta siendo el objetivo de muchos grupos de

investigacion.

CORTE PROTEOLITICO CONSTITUTIVO

El shedding de proteinas de transmembrana puede ocurrir de manera constitutiva sin
necesidad de estimular las células con ninglin compuesto.

Se ha descrito que el shedding de proTGF-o ocurre de forma basal y que en este mecanismo
participa la via p38 MAPK ya que inhibidores de esta quinasa bloquean el shedding basal de
proTGF-o (Fan y Derynck, 1999). En algunos casos, este tipo de prote6lisis es independiente
de la actividad de TACE. Por ejemplo, el shedding basal de la APP no se inhibe en las células
TACE “#2%" (Buxbaum e al., 1998). Otros candidatos implicados en el shedding de la BAPP
son ADAM 10 y ADAM 9 (Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999). No obstante,
experimentos procedentes de las células deficientes en la actividad de estas metaloproteasas
muestran que el shedding basal de la BAPP no se inhibe, indicando que estas metaloproteasas
no estan implicadas en el shedding basal (Hartmann ef al., 2002). Otros trabajos apuntan a
ADAM 10 como la responsable del shedding constitutivo de una variedad de sustratos y a
TACE como la responsable del shedding activado (Lammich et al., 1999; Sahin et al., 2004).
Se ha sugerido que la razéon por la que TACE tiene una relativa inactividad en células no
estimuladas es porque se encuentra acomplejada con moléculas de inhibidores, lo que indica
que solo cuando las células se estimulan con distintos compuestos, TACE se desacompleja y

queda libre para cortar a sus sustratos (Doedens et al., 2003).

INACTIVACION DE TACE

Aproximadamente 3 horas después del tratamiento con ésteres de forbol, las células recuperan
los niveles normales de proTGF-o en la superficie celular, indicando que la activaciéon de
TACE se elimina aproximadamente 2 horas después de su activacion (Arribas et al., 1997).
Este resultado estd en concordancia con aquellos que muestran que el tratamiento de células
con ésteres de forbol durante 1.5 horas regula negativamente la cantidad de forma madura de
TACE (Doedens y Black, 2000; Endres et al., 2003). Este resultado parece mediado por el
motivo de internalizacion (YESL) presente en el dominio citosdlico de TACE ya que se

inhibe al bloquear la endocitosis, indicando que el efecto de los ésteres de forbol sobre la
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maduracion de TACE depende de la formacion de vesiculas y de la endocitosis (Doedens y
Black, 2000). No obstante, no esta claro si el mecanismo de modulacién negativa observado
con tratamientos con ésteres de forbol es general dado que en células activadas con

acetilcolina los niveles de TACE permanecen inalterados (Endres et al., 2003).

PAPEL FISIOLOGICO DE TACE

Ademas del bien caracterizado papel de TACE en el shedding de proTNF-o. (revisado en

Moss y Lambert, 2002), la caracterizaciéon de células TACE 4“VA%

permiti6 demostrar la
importancia de esta metaloproteasa en el shedding de los ligandos del receptor de EGF
(EGFR) (Sunnarborg et al., 2002). El fenotipo de ratones TACE AZNAZN o5 similar al
observado en ratones con deficiencias para la actividad de TGF-o. (TGF-a. ) y de EGFR
(EGFR'/ ) (Luetteke ef al., 1993; Mann et al., 1993; Miettinen ef al., 1995; Sibilia y Wagner,
1995; Peschon et al., 1998) y consiste, de manera general, en deficiencias a nivel epitelial, asi
como defectos en la fusion de los parpados durante el desarrollo. El shedding de proTGF-o y
de otros ligandos del EGFR es crucial para la activacion del EGFR (Figura 7). Las similitudes
fenotipicas entre TACE ““"*”" EGFR™" y TGF-0. ", muestran la importancia de la regulacion
de la actividad de TACE para la produccién de ligandos solubles y accesibles al receptor de
EGF.

Figura 7. Vias de
sefializaciéon del
receptor del EGF.
La actividad del
EGFR requiere la

32

P85: P110.
¥ FIAK
|
STAT1
STATS

r
STAT3 | STATI
STAT3 STAT3

A
| TMEKK1

T INKKT

T
“INK1

union de los
ligandos solubles
generados por la
actividad de TACE,
desencadenando una
serie de vias de
sefializacion que
conducen a la
transcripcion de
genes implicados en
proliferacion,
supervivencia,
division celular,

apoptosis, etc.



Introduccion

TRANSACTIVACION DEL EGFR

Ademas de los ligandos del EGFR, una variedad de estimulos externos como las radiaciones
ultravioleta y -y, varios oxidantes como el peroxido de hidrogeno, el permanganato, iones de
metales pesados y la depolarizacion de la membrana plasmatica, provocan la activacion del
EGFR (Knebel et al., 1996; Weiss et al., 1997; Zwick et al., 1997). De manera similar, la
activacion de los receptores aparentemente no relacionados con el EGFR, también conducen a
la activacion de este receptor en un mecanismo denominado transactivacion del EGFR. Asi, la
estimulacion de determinadas células con agonistas de receptores asociados a proteina G
(GPCR) como la Endotelina-1, el Acido Lisofosfatidico (LPA), la Bradiquinina y la
Trombina, activan rapidamente el EGFR, sugiriendo que existe un mecanismo de “cruce”

(cross-talk) entre las vias de GPCR y EGFR (Daub et al., 1996) (Figura 8).

Metallo-
GPCR proteinase(s) pro HB-EGF EGFR

Ras/MAP-Kinase

Figura 8. Vias de transactivacién del receptor de EGF a través de GPCR.
Agonistas del GPCR activan el receptor mediante sefializacion intracelular que llega a
activar a la metaloproteasa que es la responsable del shedding de los ligandos del EGFR
(modificado de Fischer et al., 2003).

Las sefales intracelulares producidas por la transactivacion del EGFR son indistinguibles de
aquellas producidas por la unién directa del ligando al receptor (Daub et al., 1997). Hasta

1999, no se identificé que el mecanismo de transactivaciéon de EGFR requeria el shedding
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dependiente de metaloproteasa de proHB-EGF, un ligando de dicho receptor (Prenzel ef al.,
1999). La identidad de la metaloproteasa implicada en el shedding de este ligando de EGFR,
asi como el mecanismo de activacion después de la estimulacion de GPCR, estan atin por
determinar. Aunque algunos trabajos han descrito que TACE no estd implicada o al menos no
es la tnica metaloproteasa que media la transactivacion del EGFR (Yan et al., 2002), otros
apuntan a TACE como metaloproteasa principal en este proceso (Gschwind et al., 2003;
Schafer et al., 2004). Ademas y debido a que muchos trabajos muestran que TACE es la
metaloproteasa responsable del shedding de los ligandos del EGFR en una variedad de lineas
celulares, el papel de TACE en la transactivacion del EGFR gana relevancia y es una
hipoétesis favorecida por varios autores (Peschon et al., 1998; Merlos-Suarez et al., 2001; Hart

et al., 2004; Sahin et al., 2004).

VIAS DE TRANSACTIVACION DEL EGFR ALTERNATIVAS

Se han descrito vias adicionales de transactivacion del EGFR. El estrés osmotico y oxidativo
activan TACE e inducen el shedding de proHB-EGF provocando la activacion del EGFR
(Fischer et al., 2004). Generalmente, TACE aparece implicada en los procesos de proteolisis
estimulados por estrés (Zhang ef al,, 2001) pero el mecanismo por el que actia es
desconocido todavia. La estimulacion de ciertas células con TNF-a induce la replicacion de
genes que, a su vez, causa la liberacion de TGF-a que activa el EGFR, asi como otras
multiples cascadas de sefializacion intracelulares que requieren la replicacion de determinados
genes (Argast et al., 2004). Aunque la metaloproteasa implicada en estos procesos no ha sido

todavia caracterizada, por los motivos ya expuestos, TACE es una candidata obvia.

CONCLUSION

Desde su identificacion, TACE se ha sometido a estudios intensos. Como resultado, se han
desarrollado considerables avances en la determinacion de su degradoma y ha quedado claro
que la actividad esta metaloproteasa de la familia ADAM es esencial para el shedding de una
gran variedad de proteinas de transmembrana. No obstante, otros aspectos importantes de la
biologia de TACE permanecen ain sin caracterizar. Particularmente, no se conoce como

TACE selecciona a sus sustratos y a qué nivel se regula su actividad. La caracterizacion de los
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ratones deficientes en la actividad de TACE muestran un papel clave de la metaloproteasa en
el desarrollo asi como en el shedding de una gran variedad de proteinas de transmembrana de
funcién y estructura diferente. Diversas evidencias indican la participacion de TACE en la
progresion de determinadas enfermedades. La elucidacion de los mecanismos que controlan la
expresion y actividad de TACE resta pendiente y es de critica importancia para el control de

estas situaciones patologicas.
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OBJETIVOS

Nuestro interés al iniciar este trabajo se centr6 en analizar algunos aspectos de la regulacion
del shedding de proteinas de la superficie celular mediante el estudio de la regulacion de

TACE, una metaloproteasa implicada en este proceso. Los objetivos fueron los siguientes:

1.- Caracterizar el defecto de una linea celular mutante aislada originalmente por su

deficiencia en el shedding del factor de crecimiento de transmembrana proTGF-o..

2.- Estudiar posibles mecanismos de regulacion de TACE y como estos afectan al shedding de

ectodominios.

3.- Caracterizar el mecanismo que controla el trafico intracelular de TACE, paso esencial para

que la metaloproteasa se procese y, por tanto, se active.

4.- Analizar la regulacion del procesamiento de TACE in vivo y cuales son los posibles

factores implicados.
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MATERIALES

ANTICUERPOS

En la siguiente tabla se muestran los anticuerpos utilizados en este trabajo y algunas de sus

caracteristicas:

Materiales y Métodos

Nombre Tipo Epitope Origen
A Anti prodominio TACE Aminoacidos 18- Dr. Carl.Blobel.
Policlonal | 214 de TACE (gj}fﬁ;’;ﬁrﬁfd"t o
Pl M D Eﬁ humana et a.,
2000)
Anti-metaloproteasa Aminodcidos Dr. CarllBlobel.
TACE Policlonal 215-651 de Caracterizado en
(Schlondorff et al.,
TACE humana. 2000
pPEMIdD]E[T )
Anti-citosélico TACE Aminoacidos Dr. Carl Blobel.
A Policlonal 695-824 de Caracterizado en
WD E“ TACE humana. (Lum et al., 1999).
No especificado.
Anti-Actina Monoclonal | . Reconoce las Oncogene Research
isoformas o-, 3-, Products
y v de Actina.
Anti-citosolico ADAM10 Aminoécidos
. 733-749 de .
Policlonal ADAM 10 de Dr. Paul Saftig
Cw IBNETT c.
Aminoacidos
Anti-citosélico ADAM9)\ . 741-849 de
Policlonal ADAM 9 de Dr. Carl Blobel
P “ E raton.
Protei Dr. J.C. Rodriguez-
Anti-ADAMTS-1 roteina Manzaneque.
. completa .
Policlonal ADAMTS-1 Caracterizado en
Pl M [D [fsPqsPisP (Vazquez et al.,
humana.
1999)
. Aminoacidos Dra. Alicia Arroyo.
)\ Anti-MT1-MMP Monoclonal 122-316 de Caracterizado en
MTI1-MMP (Galvez et al.,
W7 ¢ humana 2001).
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Nombre Tipo Epitope Origen
Dr. Wolfgang
Anti-Furina J\ Aminoécidos Garten.
Em’. T Policlonal 741-797 de Caracterizado en en
Furina bovina. (Teuchert et al.,
1999).
Anti-KDEL Monoclonal KDEL Stressgen
. Aminoéacidos 1-
Anti-COP-1 . 19 de la Affinity
Policlonal . .
subunidad o de Bioreagents, Inc
_Extracelulal COP-I humana.
Anti-Flag Monoclonal DYKDDDDK Sigma
Anti-HA Monoclonal | RYDVPDYASL | Babco: Richmon,
California
. AYILSVQAEE L
Anti-myc (9E10) Monoclonal QKLISEEDLL Hibridoma
Anti-o-1-Antitripsina .
- o-1-Antitripsina -
. Policlonal humana Sigma
GFP Monoclonal GFP Roche
Anti-ratén IgG conjugado con
la enzima peroxidasa de Secundario 1gG de raton Sigma
rabano (HRP)
Anti-conejo IgG conjugado
con la enzima peroxidasa de Secundario IgG de conejo Sigma
rabano (HRP)
Alexa Fluor 568 anti-ratén Secundario 1gG de raton Molecular Proves
Alexa Fluor 568 anti-conejo Secundario 1gG de conejo Molecular Proves
Alexa Fluor 488 anti-ratén Secundario 1gG de raton Molecular Proves
Alexa Fluor 488 anti-conejo Secundario IgG de conejo Molecular Proves
Anti-ratén conjugado a FITC Secundario 1gG de raton BD Biosciences.

Tabla 4: Descripcion de los anticuerpos utilizados y epitope que reconocen. P:
prodominio, M: dominio metaloproteasa, D: dominio desintegrina, E: dominio EGF-like,
T: dominio transmembrana, C: dominio citosolico, TSP: dominio tromboespondina, Cat:

dominio catalitico.
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REACTIVOS

e Concavalina A sefarosa (ConA): Compuesto que une moléculas que contienen o-D-
manosa o o-D-glucosa. ConA estd inmovilizada a un polimero de sefarosa que facilita su

purificacion. Es de Amersham Pharmacia Biotech.

e Proteina A: La proteina A se une a la regién F. de las inmunoglobulinas a través de
interacciones con la cadena pesada. Estd inmovilizada a un polimero de sefarosa. Es de
Amersham Biosciences

e Proteina G: La proteina G se une a la region F; de las inmunoglobulinas igual que la
proteina A aunque tiene especificidades distintas dependiendo del origen de la IgG. Esta

inmovilizada a un polimero de sefarosa. Es de Pharmacia Biotech.

e GM 130: Proteina que interacciona a través de su dominio amino-terminal con las
membranas del complejo de Golgi, reconociendo la region cis de este complejo. Es de BD
Biosciences.

e Biotina (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin): Reconoce los grupos amino de las proteinas. Se
utiliza para maracar proteinas de la superficie celular. Es de Pierce

¢ Neutravidina inmovilizada: La neutravidina es un derivado de la avidina que se une a la
biotina. La neutravidina estd conjugada a un polimero de agarosa para facilitar su
purificacion. Es de Pierce.

o Estreptavidina conjugada a peroxidasa: La estreptavidina, de igual forma que la
neutravidina, reconoce y se une a la biotina. Es de Pierce

e Endoglicosidasa H (EndoH): Enzima aislada de una cepa de E.coli recombinante que
lleva el gen de Streptomyces plicatus en un plasmido. Su actividad consiste en hidrolizar N-
glicanos de tipo manosa de glicoproteinas. Es un producto de Roche.

e N-glicosidasa F (N-Glic-F): Enzima recombinante que elimina residuos asparragina
unidos a N-glicanos. Esta enzima elimina completamente los azticares de las glicoproteinas.
Es de Roche.

¢ Glutation sefarosa: Designado para purificar proteinas asociadas a GST (Glutation S-
transferasa). Estd unido a un polimero para facilitar su purificacion. Es un producto de

Pharmacia Biotech.

¢ Aprotinina: Inhibidor de proteasas de tipo serina, su union es reversible. Es de Sigma.
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e 1,10-Fenantrolina: Es un inhibidor de metaloproteasas. Es de Sigma.

e PMSF: Inhibidor irreversible de proteasas tipo serina. El PMSF (Fenil Sulfonil Fluoruro)
provoca sulfonilacion de los residuos serina activos. Es de Calbiochem.

e DTT (Ditiotreitol): Agente reductor que protege los grupos SH libres y reduce los puentes
disulfuro. Es de Roche.

e APS: Persulfato de amonio. Catalizador de los geles de acrilamida. Es de Sigma

e TEMED: N,N,N’N’-Tetrametiletilenodiamina. Compuesto utilizado para catalizar la
formacion de radicales libres del persulfato de amonio. Los radicales libres provocan que la
acrilamida y bisacrilamida polimerice para formar una matriz de gel que sirva de criba para
las macromoléculas. Es de Sigma.

e Acrilamida/Bisacrilamida (37.5:1): Polimero utilizado en electroforesis para generar un
tamafo de poro dependiendo de la cantidad utilizada. Es de Boehringer mannheim.

¢ Rojo Ponceau S: Colorante de union reversible que tifie proteinas después de una
transferencia a una membrana de nitrocelulosa. Es de MERCK.

e Brilliant Blue R: Azul brillante para hacer Comassie. Colorante que tifie proteinas en un
gel de SDS-poliacrilamida. Es de Sigma

e Translabel: Reactivo de marcaje metabolico derivado de hidrolizado de E. coli que

contiene un 70% de L-metionina [*°S] yun 30% de L-cisteina [*S]. Es de Biolink, 2000.
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Materiales y Métodos

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se muestran en la Tabla 5, asi como el tipo

celular y la especie a la que corresponden:

Nombre Tipo celular Origen Especie
MDAMB 231 Epitelial. (,}l.a ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
MDAMB 361 Epitelial. (,}l.a ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamadria
MDAMB 4358 Epitelial. Glindula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
MDAMB 453 T .
Epitelial. ng ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
MDAMB 468 Epitelial. Glandula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
MCF7 Epitelial. (,}l.a ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
SKBR3 Epitelial. (,}l.a ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
T47D Epitelial. Glindula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
BT474 Epitelial. (,}I.a ndula ATCC Homo sapiens (humana)
mamaria
NCIH292 Epitelial. Pulmon ATCC Homo sapiens (humana)
NIH3T3 Fibroblastos de embriones Dr. F. Lopez- Mus musculus (Raton)
Casillas
MDCK Epitelial. Rifion ATCC Canis familiaris (Perro)
C0S-7 Fibroblastos. Rifion ATCC Cercopithecus acthiops (Mono
africano verde)
CHO Epiteliales. Ovario ATCC Cricetulus griseus (Hamster
chino)
HELA Epitelial. Cérvix Dr. F. Lopez- Homo sapiens (humana)
pitelial. Cérv Casillas omo sapiens (humana
CACO Epitelial. Colon Dr. Senén Vilar6 Homo sapiens (humana)
LOVO Epitelial. Colon ATCC Homo sapiens (humana)
RPE40 Derivan de las CHO (ver Dr. Joseph F. Cricetulus griseus (Hamster
Spence et al., 1995) Sucic chino)
293T Epitelial. Rifn de Dr. A Pandiella Homo sapiens (humana)

embrion

Tabla 5: Lineas celulares utilizadas en este trabajo. En la tabla se describe el nombre, el tejido
del que provienen y el tipo celular, asi como su especie y su origen.
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Ademas, para la realizacion de este trabajo hemos obtenido otras lineas celulares derivadas de

transfecciones en estable con distintas construcciones de cADN. Las lineas se muestran en la

Tabla 6 y los medios de cultivo para mantener todas las lineas en la Tabla 7.

Otras lineas celulares transfectadas en estable

CHOT: CHO con HA-proTGF-o resistentes a G418 descritas en (Arribas y Massague, 1995)

CHOT/PDX: CHO con la proteina o.l-Antitripsina portland (PDX). Resistente a G418 y a

Higromicina B

MDAMB 435S/ARNi TACE: MDAMB 435S con el ARNi de TACE. Resistentes a

Puromicina.

SKBR3/ARNi TACE: SKBR3 con el ARNi de TACE. Resistentes a Puromicina.

M2: CHOT deficientes en el shedding de proTGF-o. descritas en (Arribas et al., 1996;

Arribas et al., 1997)

Tabla 6: Otras lineas celulares utilizadas en este trabajo. Lineas celulares transfectadas

en estable.

Lineas celulares

Medios de Cultivo

MDAMB 231, MDAMB 361,
MDAMB 435S, MDAMB 453,
MDAMB 468, MCF7, SKBR3,

D-MEM/F-12 (1:1). No tiene L-glutamina. Se suplementa
con L-glutamina 2mM + 10% de FBS

T47D
D-MEM/F-12 (1:1). No tiene L-glutamina. Se suplementa
BT474 con L-glutamina 2mM, 10% + de FBS + insulina 0,01
pg/ml.
NCTH292 RPMI 1640. No tiene L-Glutamina. Se suplementa con L-

glutamina 2mM + 10% de FBS

NIH3T3, MDCK, COS-7,
CHO, HELA, CACO, 293T

D-MEM. Tiene L-glutamina. Se suplementa con 10% FBS.

D-MEM/F-12 (1:1). No tiene L-glutamina. Se suplementa

RPE40 con L-glutamina 2Mm + 10% de FBS + 100 pM de
aminodcidos no esenciales
LOVO F-12 (Ham) con L-glutamina. Se suplementa con 10% FBS

CHOT, M2, CHO/PDX

DMEM. Se suplementa con 500 pg/ml G418 + 10% FBS

MDAMB 435S/ARNi TACE

D-MEM/F-12 (1:1). Se suplementa con L-Glutamina 2mM
+10% FBS + 1ug/ml Puromicina

SKBR3/ARNi TACE

D-MEM/F-12 (1:1). Se suplementa con L-Glutamina 2mM
+10% FBS + 1pug/ml Puromicina

Tabla 7: Medios de cultivo. En esta tabla se describe el medio necesario para el
mantenimiento de las lineas celulares asi como los suplementos que requieren.
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REACTIVOS DE CULTIVO CELULAR

e Plasmocin: Se utiliza para tratar el micoplasma. Contiene dos componentes bactericidas:
uno actiia sobre la maquinaria de sintesis proteica y el otro sobre la replicacion del ADN. Se
utiliza para tratamiento 25 pg/ml y para mantenimiento 5 pg/ml. Es de InvivoGen.

e L-Glutamina: Aminoacido que complementa medios de cultivo. Es de GIBCO BRL

¢ Insulina: Se utiliza 0,01 ug/ml. Es de GIBCO BRL.

e PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate buffer saline). No contiene ni calcio ni magnesio.
Es de PAA LABORATORIES.

e FBS: Suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum). Es de GIBCO BRL.

e Tripsina: Contiene EDTA. Es de GIBCO BRL.

¢ Penicilina/Estreptomicina: Antibidtico contra bacterias gram-negativas y gram-positivas.
1000 unidades/ml de penicilina y 1000 unidades/ml de estreptomicina. Es de GIBCO BRL.

¢ Fungizona: Antimicdtico. Contiene anfotericina B. Es de GIBCO BRL.

e Aminoacidos no esenciales: Suplemento de aminoacidos para células en cultivo (sobre
todo si son auxotroficas para algiin aminoacido). Es de GIBCO BRL.

e Dulbecco’s Modified Eagle Médium: Medio de cultivo DMEM que contiene L-
Glutamina y 4,5mg/L de D-Glucosa. Es de PAA-LABORATORIES

e Dulbecco’s Modified Eagle Médium F-12(1:1): Medio de cultivo sin L-glutamina. Es de
GIBCO-BRL.

¢ Dulbecco’s Modified Eagle Médium (w/o cys, met): Medio de cultivo que contiene 4,5
mg/L de D-Glucosa y no contiene L-glutamina, L-cisteina ni L-metionina. Es de GIBCO-
BRL.

¢ Geneticin (G418): Antibiotico utilizado para seleccionar células que expresan el gen de
resistencia a geneticina. Es de GIBCO BRL.

e Puromicina: Antibidtico que inhibe la sintesis proteica previniendo el crecimiento de
bacterias, protozoos, algas y células de mamifero. Es de Sigma.

e Higromicina B: Antibiotico utilizado para seleccionar células que expresen el gen de
resistencia a la higromicina. Es de GIBCO BRL.

e FuGENE 6: Compuesto avanzado no liposomal que transfecta un amplio rango de lineas

celulares distintas con elevada eficiencia y minima toxicidad. Es de Roche.
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e DEAE dextrano: Compuesto cargado positivamente a pH fisioldgico que se acompleja al
ADN facilitando su adhesion a la membrana celular asi como la entrada dentro de la célula.

Es de Sigma.

VECTORES PLASMIDICOS

Los vectores de expresion utilizados en este trabajo se muestran en las Tabla 8 y 9,

reflejdndose su origen y su resistencia. Esta tabla se divide en dos: vectores plasmidicos

vacios y vectores de expresion con distintas construcciones de cADN:

VECTORES DE EXPRESION VACIOS:

Nombre Origen Resistencia
pREP 4 Invitrogene Higromicina
pcDNA NEO Invitrogene Neomicina
pLZR-IRES-GFP Dr. Atanasio Pandiella -
pNGVL-MLV-gag-pol Dr. Atanasio Pandiella -
pMD-G (VSV-G) Dr. Atanasio Pandiella -
pcDNA3.1z(+) Invitrogene Neomicina
pSUPER.retro Dr. René Bernards Puromicina
pGEX-4T-1 Amersham Biosciences -

Tabla 8: Plasmidos vacios que se expresan en células eucariotas y procariotas. Descripcion
de los plasmidos de expresion utilizados en este trabajo.

VECTORES DE EXPRESION CON DISTINTOS cADN

Nombre Esquema Origen Resistencia
pCDNA3'1Z,(+) TACE pE M ID] E T Inmunex Neomicina
(raton).
Descrito en
Pr oo (Morlos ci
TACE (ratén) myc P D E T Suarez et al., Neomicina
1998)

NG CAMNEIEEE e Mo
TACE (ratén) estandar
TACE (rat6n) esténdar
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Nombre

Esquema

Origen Resistencia

peDNA3 MDC9 (ratén)

pcDNA3.1z(+) MDC9
(ratén) myc

pcDNA3.1z(+) MDC9
(ratén) ACT myc

pcDNA3.1z(+) (raton)
TACE(p+m)/MDC9
myc

pcDNA3.1z(+) myc
TACE ACT (ratéon)

pcDNA3.1z(+) myc
TACE ACT/ATM
(raton)
pcDNA3.1z(+) myc
TACE
ACT/ATM/AEGF
(raton).
pcDNA3.1z(+) myc
TACE (raton)
ACT/ATM/ADES/AEGF

pcDNA3.1z(+) myc
TACE AMET (raton).

pcDNA3.1z(+) ol -AT
Portland PDX (humano)

pSGS5new Furina
(bovina)

pcDNA3.1z(+)(raton)
Flag PC6B

pcDNA3.1z(+) PC7
(humano) HA

pcDNA3.1z(+) PACE4
(humano) HA

Pl v 5N = Wi c @
R

el m oY £ | c i@

EEAIETE T
ERMMETET

s
= 5]
EleTE T

FlcaT

LRI Cat [ J CT

e e

D)
LRI Cat ] J C_

D)
LB Cat [ J C_

Dr. Carl

Blobel Neomicina

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Técnicas de
clonaje Neomicina
estandar

Dr. Gary

Neomicina
Thomas

Dr. Gary
Thomas

Dr. Gary
Thomas.
Descrito en Neomicina
(Xiang et al.,
2000)

Dr. Gary

Neomicina
Thomas

Dr.Joseph

. Neomicina
Sucic.
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Nombre Esquema Origen Resistencia
Dr.JC
Rodriguez-
Manzaneque.
e ) i ci
ADAMTS-1 (humano) ﬁ“m@@@ Descr_lto en Neomicina
(Rodriguez-
Manzaneque
et al., 2000)
pcDNA3.1z(+) myc E&E_ Técnicas de
TACE (ratz)[r)l) +3UTR Contiene la region 3° UTR (I) que va ecslt(:;::g:r Neomicina
del nucledtido 2643 al 3759
pDNALIZ() 1A SOERMNTEI— s de
TACE (ratén) + 3’UTR clonaje Neomicina
(I+I) + 5’UTR Contiene la region 5° UTR que va del estandar
nucleétido 1 al 162 y la 3°UTR (I+1I)
que va del nucledtido 2643 al 4306.
HA
pcDNA3.1z(+) HA Pl MAID] E [l Técnicas de
TACE (ratén) + 3’'UTR clonaje Neomicina
+5’UTR Contiene la region 5> UTR que va del estandar
nucledtido 1 al 162 y la 3°UTR que va
del nucleétido 2643 al 4406.
Contiene la region 5° UTR que va del Técnicas de
pcDNA3. 1z(+) HA nucleotido 1 al 162. clonaje Neomicina
TACE (raton) + 5°UTR estandar
pSUPER retro ARNi Nucleotido 247 al 268 de TACE Teccl"(;g:?ede T
TACE humano (I) (humano) estan (;ar
pSUPER .retro ARNi Nucledtido 118 al 139 de TACE Teccl“o‘g;‘.sede
TACE humano (II) (humano) i (far
pSUPER retro ARNi Nucledtido 146 al 167 de TACE Tecclnolg:.sede
TACE humano (III) (humano) estén (;ar
Técnicas de
pLZR-IRES-GFP =N -~ . )
Furina myc (Bovina) [Cat | J C. ecslgr]:g:r
pcDNA3.1 z (+) myc Dr. Raphael )
Notch ) Kopan
PLZR-IRES-GFP Dr. Atanasio
TACE (humano) PEM D] E|T Pandiella -
Técnicas de
pGEX-4T-1 GST- GST .
clonaje -
TACE(CT) ' estén(;ar

Tabla 9: Plasmidos con distintos cADNs que se expresan en células eucariotas y
procariotas. Descripcion de los vectores de expresion utilizados en este trabajo y esquema de
las proteinas que expresan.
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MUESTRAS TUMORALES

Muestras de los tejidos de tumores de mama de distintos pacientes: Los tejidos de mama
tumorales y sanos fueron generosamente cedidos por el Hospital Vall d’Hebron siguiendo las

pautas institucionales.
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METODOS

EXTRACCION DE ARN TOTAL (Método ULTRASPEC de Biotecx):

La obtencion de ARN total a partir de lineas celulares se realiza empleando placas de 10 cm
de diametro y el Kit de ULTRASPEC RNA isolation system siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una vez purificado el ARN, se determina su concentraciéon mediante absorcion
espectofotométrica a 260nm asi como la presencia de proteinas contaminantes estableciendo

la relacion Azéonm/Azgonm.

TRANSCRIPCION REVERSA (RT):

A partir del ARN obtenido se sintetiza cADN mediante el proceso denominado Transcripcion
Reversa (RT, Reverse Transcription). Para ello se toma 1g de ARN total en un volumen de
13ul, se afiade 1l de cebador oligo-dT 50 uM (Applied Byosistems) y se eliminan las
estructuras secundarias del ARN incubando a 65°C durante 5 minutos. La muestra se pasa
inmediatamente a hielo y se incuba oros 5 minutos. A continuacion se afiaden los siguientes
reactivos: 2ul de 10x tampén de RT', 2ul de DTT 100mM, 1ul dNTPs 100mM (cada uno a
una concentracion de 25mM), 0,5ul de inhibidor de ARNasa 20U/ul (Applied Biosystems) y
0,5ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase S0U/ul (Applied Byosistems). La reaccion se
incuba primero a 42°C durante lhora y a continuacion a 70°C durante 15 minutos. La

amplificacion del cADN se realiza por PCR empleando el producto de la RT como molde.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacion por PCR de cADN de interés se toman 3ul de la mezcla que proviene de
una RT-PCR o de un vector de expresion y se le afiaden 5ul de 10x tampén de PCR?, 1,5ul de
MgCl, 50mM, 1l de dNTPs 100mM (cada uno a una concentracion de 25mM), 50pmoles de
cada cebador y 0,5ul de Taq Polimerasa 5U/ul (Ecogen), en un volumen final de 50l

En todos los casos el programa de amplificacion consiste en una desnaturalizacion inicial de 2

minutos a 94°C seguida de una repeticion de ciclos consistentes en un paso de

"10x Tampoén de RT: Tris-HC1 500mM pH 8,3, KC1 500mM, MgCl, 30mM, DTT S0mM.
210x Tampén de PCR: Tris-HCI 670mM pH 8,8, (NH,),SO, 160mM, Tween-20 0,1%(v/v)
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desnaturalizacién, un paso de hibridacion de los cebadores con el molde y un paso de
extension de la cadena naciente. Una vez completado el nimero necesario de ciclos, se realiza
una extension final de 5 minutos a 72°C. Las condiciones de hibridacién y de extension, el

numero de ciclos y la secuencia de los cebadores utilizados se especifican en la Tabla 10.

Nombre Secuencia (5’-3°) Hibridacién | Extension Ciclos
F: CACATGTCAGATGGCAG
MDC9 myc R: CACGGCCTCCAGCGCGGCCGCTCATAGGTCTTCTTC | 38°C 1 min | 72°C 30 seg 35

TGATATCAGTTTTTGGGTGAGGGAGCTATATAAAG

F: GGTGACAGATTTGGC

MDCI9ACT R: CACGGCCTCCAGCGCGGCCGCTCATAGGTCTTCTTC 50°C 30 seg | 72°C 1 min 40

myc TGATATCAGTTTTTGTTCGGATCCTTCATCTCTCTT
GATAAAGAG

F: CACATGTCAGATGGCAG
TACE(P+m)/ | b A CGGCCTCCAGCGCGGCCGCTCATAGGTCTTCTTC | 38°C 1 min | 72°C 30 seg 35
MDC9 myc TGATATCAGTTTTTGGGTGAGGGAGCTATATAAAG
mycTACE F: GAGCGATTTTGGGAT 0 : 0
ACT R: GCGCCCTCTAGATTACAGTTTCTTATCCACACAGTG | S0°C Imin | 72°C 30 seg 40
mycTACE F: GGTCTGACTAGTACAAAAAATTAT o . o
ACT/ATM R: GGTCTAGATTAGTTGTCTGCCAAAAACTTCCC 50°C I'min | 72°C 30 seg 40
mycTACE F:GAGGACCAAGGAGGAAAG
égg/ATM/ A | R: GGGTCTAGATTAAGAAAGGTTCCTGCAGCACAC 50°C Tmin | 72°C 30 seg 40
mycTACE
ACT/ATM/A | B AACCCAACTGTGAAG 50°C I min | 72°C30seg | 40

R: GGGTCTAGATTAGCCACACACCTTGTTGCT
EGF/ADES

F: AGCTGCCGGGCATGCGCGGCCGCTGGGGAACCTTG
3’UTR (D) GCCTG 50°C 1 min | 72°C 30 seg 40
R: CACGCGCCTCTAGATCAGGCTAATGGCATTTATTC

F: GAAGAGGGGGTGGGAGTG

k) 0 M 0
FUTR(N) | R SARGAGEGOGTOOGACTS 50°C 1min | 72°C30seg | 40
SUTR F: AGCTGCCGGGCATGCGCGGCCGCTGGGGAACCTTG

’ GCCTG o . 0
completo R: CACGCGCCTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTGGTAGE | 00°C I min | 72°C 30 seg 40

CACAAACATTC

, F: GTAGCTAGGGTACCGCCGCCTGCACTTTCGGG o . o
5’UTR R: CCTTATGGAGTGCTGC 50°C 1 min | 72°C 30 seg 40
GST- F: GGGTGTTGGAATTCCACCACCACCACCACCACGAT

AAGAAAGTGGACAAGCAGTAA 45°C 1 min | 72°C 30 seg 35
TACE(CT) R: CCCGCGGACTCGAGCTCTTTGCTGTCGACTCG

Tabla 10: Cebadores utilizados. Secuencia de los cebadores y condiciones de amplificacion para cada
construccion que se ha realizado por PCR.

Una vez terminada la amplificacion, se toma una alicuota de la reaccion y se le afiade tampon

L .3
de carga para acidos nucleicos’. Esta muestra se carga en geles de agarosa de una

? 5x Tampén de carga para dcidos nucleicos: Azul de bromofenol 0.25% (p/v), azul de xileno 0,25% (p/v), glicerol
30% (v/v)
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concentracion del 1% (p/v). La electroforésis se lleva a cabo en tampén TAE* que contiene

0,2 nug/ml del agente intercalante fluorescente bromuro de etidio.

CONSTRUCCION DE VECTORES DE EXPRESION.

Los vectores de expresion utilizados en este trabajo se han realizado utilizando 3 técnicas

distintas:

1.- Clonaje unidireccional a partir de productos de PCR: Los productos de PCR
obtenidos contienen los sitios para distintas endonucleasas de restriccion que serviran para
clonarlos en el vector digerido con las mismas endonucleasas. Las digestiones de los
productos de PCR y del vector se llevan a cabo durante 1 hora a 37°C, con BSA 10X y el
tampon adecuado para la actividad de las enzimas de restricciéon. Una vez comprobada la
digestion, el inserto y vector se purifican con el kit comercial QIAquick gel extraction de
Quiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. Este es el caso de las siguientes

construcciones:

MDC9 myc
MDC9 ACT mye
TACE (p+m)/MDC9 myc
e TACE ACT [ESrET £
e TACE JCTATM MBI ET

mye TACE ACT/ATM/ADES
myc TACE ACT/ATM/ADES/AEGF PEM

myc TACE 3"UTR (1)

HA TACE 5°UTR + 3'UTR (I+11) (e ] € I
HZ

HA TACE 5'UTR + 3'UTR Completo Trs{EL W] € I

4 TAE: Tris base 89mM, acido acético 89mM, EDTA 2mM, pH 8,3
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HA TACE 5°UTR

GST-TACE (CT) GST

2.- Clonaje de insertos que no proceden de PCR: En algunas ocasiones, el inserto que
se utiliza son los propios cebadores anillados que se introducen en la construccion en forma
de “cassette”. Para ello los cebadores se anillan calentindose durante 5 minutos a 98°C y
dejandose enfriar lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente se
fosforilan con polinucledtido Kinasa (Roche) durante 30 minutos a 37°C.

El vector apropiado para estas construcciones se digiere con las endonucleasas de restriccion
adecuadas y se trata con fosfatasa alcalina (Roche) para defosforilar sus extremos durante 1
hora a 37°C. La fosfatasa alcalina se inhibe 10 minutos a 75°C. El vector preparado se purifica
con el kit comercial QIAquick gel extraction de Quiagen siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los cebadores utilizados para este tipo de construcciones se describen en la Tabla

11:

Epitope HA
CGA TAT GAC GTA CCA GAC TAC GCT AGC CTA
CGT AGG CTA GCG TAG TCT GGT ACG TCA TAT
Epitope Myc
CGA GAA CAA AAA CTG ATA TCA GAA GAA GAC CTA
CGT AGG TCT TCT TCT GAT ATC AGT TTT TGT TCT
ARNi TACE (I)
GAT CCC CCT GAC ATC AAG TAC TGA ACG TTT CAA GAG AAC GTT CAG TAC TTG
ATG TCA GTT TTT GGA AA
AGC TTT TCC AAA AAC TGA CAT CAA GTA CTG AAC GTT CTC TTG AAA CGT TCA
GTA CTT GAT GTC AGG GG
ARNi TACE (1)
GAT CCC CTC AGA CTA CGA TAT TCT CTC TTT CAA GAG AAG AGA GAA TAT CGT
AGT CTG ATT TTT GGA AA
AGC TTT TCC AAA AAT CAG ACT ACG ATA TTC TCT CTT CTC TTG AAA GAG AGA
ATA TCG TAG TCT GAG GG
ARNi TACE (1)
GAT CCC CTA TCC AGC AGC ATT CGG TAA GTT CAA GAG ACT TAC CGA ATG CTG
CTG GAT ATT TTT GGA AA
AGC TTT TCC AAA AAT ATC CAG CAG CAT TCG GTA AGT CTC TTG AAC TTA CCG
AAT GCT GCT GGA TAG GG

Tabla 11: Cebadores utilizados para generar construcciones sin hacer PCR. Todos los
cebadores estan orientados 5°-3°.
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Este es el caso de las siguientes construcciones:

mye TACE AT e T
A TACE EEAET e T

TACE ARNi (I)
TACE ARNi (1I)
TACE ARNi (I1I)

3.- Construccion de vectores a partir de otros ya existentes: El algunas ocasiones se
puede generar una nueva construccion a partir de una ya existente y sin necesidad de ningin
inserto. Para ello se digiere el vector con las enzimas de restriccién necesarias para cortar la
region del vector que queramos eliminar. Una vez el vector estd digerido se trata con la
polimerasa Klenow 2U/ul (Roche) durante 30 minutos a 37°C, con el objetivo de completar
los extremos que han quedado cohesivos después de la digestion. Una vez los extremos estan
completos el vector se purifica con el kit comercial QIlAquick gel extraction de Quiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este es el caso de la construccion de myc TACE

que carece del dominio metaloproteasa (Ile 852 a Leu-1258):

myc TACE AMET Plol e [Tl

LIGACION Y TRANSFORMACION

Una vez se purifica el vector y el inserto, se someten a una reaccion de ligacion en una
proporciéon 1:3 de vector respecto a inserto, empleando la enzima ADN ligasa del
bacteriofago T4 (Roche). La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 16-18
horas. Como control de autoligacién del vector se realiza una reaccion paralela en la que el
inserto se omite. El resultado de la ligacion se transforma en bacterias competentes de la cepa
DH5-0. de E.coli (Hanahan, 1983) en medio SOC’, siguiendo el método descrito por
Sambrook y Russell, 2001.

* Medio SOC: 500 ml de medio SOB + 4,5 ml Glucosa 40% (Merck). Medio SOB: Para 500ml de medio: 450 ml de H,0
estéril + 10g de Triptona (Pronadisa) + 2,5g de Extracto de levadura (Sigma) + 1,25ml KCI (1M) (Merck) + 5ml MgCl, (1M)
(Merck) + MgSO, (1M) (Merck)+ 1ml NaCl (5M) (Sigma)
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Una vez las bacterias se han transformado, se siembran en medio LB® sélido (con 15g/1 de
agar bacteriologico, Difco) con 100 pg/ml de ampicilina (Sigma) durante 16-18 horas.
Posteriormente, se inoculan varias colonias obtenidas a partir de la transformacioén en 5Sml de
medio TB” con 100 pg/ml ampicilina durante 16-18h a 37°C para poder aislar el ADN

plasmidico que han incorporado estas bacterias.

AISLAMIENTO DEL ADN PLASMIDICO Y ANALISIS DE SECUENCIAS.

El ADN plasmidico se extrae utilizando el Kit de Quiagen de minipreparaciones o
maxipreparaciones de ADN, siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras obtener los
plasmidos, se comprueba la presencia del inserto mediante digestiéon con las enzimas de
restriccion apropiadas. Los fragmentos de interés se secuencian con los cebadores adecuados
para examinar la region clonada, utilizando un secuenciador automatico ABI PRISM 310,

(Applied Biosystems).

TRANSFECCION DE LINEAS CELULARES.

Las construcciones mencionadas anteriormente se utilizaron para transfectar distintas lineas
celulares. Las transfecciones que realizamos fueron transitorias y estables utilizando distintos

métodos.

TRANSFECCIONES TRANSITORIAS

ELECTROPORACION: Las células crecen en placas de 10 cm hasta llegar a la confluencia.
Posteriormente se lavan 2 veces con PBS, se tripsinizan con 1ml de Tripsina, se recuperan y
se centrifugan durante 5 minutos a 1000 rpm.

Las células se resuspenden en 200 pl de medio sin FBS y se depositan en una cubeta para
electroporar (Bio-Rad), la cual contiene, 5 ug del ADN de interés y 5 ul de NaCl 1,5M. Las
condiciones de electroporacion son 200V y 960 UF. Una vez las células se han electroporado,
se siembran en placas de 10 cm con el medio de cultivo adecuado para las células

suplementado con 20% de FBS y Penicilina/Estreptomicina. Se incuban a 37°C y con un

® Medio LB: Para 1 litro de medio: 10 g de Tristona (Pronadisa) + 5g de extracto de levadura (Sigma) + 10g NaCl (Sigma).
" Medio TB (Terrific Broth): Para 1 litro de medio: 900ml de H,0 estéril + 12g de Triptona (Pronadisa) + 24g de Extracto
de levadura (Sigma)+ 4ml de glicerol (Sigma).
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atmosfera del 5% de CO,. A las 24h se sustituye el medio de las células por medio fresco y a

las 48h se puede analizar la expresion del plasmido transfectado.

DEAE-DEXTRANO (Dietilaminoetil-dextrano): Las células se siembran el dia anterior en placas de
10 cm con el objetivo de que presenten una confluencia del 50-60% en el momento de la
transfeccion. Las células se lavan 2 veces con PBS y se les afiade la solucion de transfeccion.
Esta solucion consiste en 3,96 ml de medio de cultivo sin FBS con 40 ul de cloroquina
(Sigma), 160 ul de DEAE-Dextrano (Sigma) y 8 ug del ADN de interés. Tras 2 horas de
incubacion se retira la solucion de transfeccion y se anade 2ml de DMSO (Merck) al 10% en
PBS durante 1,5 minutos. Posteriormente, las células se lavaron y se incubaron durante 48h

con su medio de cultivo suplementado con 20% de FBS y Penicilina/Estreptomicina.

FUGENE 6: Las células se siembran el dia anterior en placas de cultivo de 6 pocillos con el
objetivo de que presenten una confluencia del 60-70% en el momento de la transfeccion. Las
células se lavan 2 veces con PBS y se incuban durante 1 hora con medio fresco. Mientras se
prepara la solucion de transfeccion que consiste en una relacion 1:2,5 (p/v), entre el ADN de
interés y Fugene 6 (Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La solucion de
transfeccion debe incubarse entre 15 y 45 minutos, para posteriormente afladirsele a las

células que se incuban durante 48h.

RETROVIRUS: Se necesitan dos lineas celulares, las células 293T que seran las encargadas de
empaquetar y generar los virus y aquellas células que se quieran infectar con los virus
producidos por las células 293T. El dia 0, se siembran de 1,8-2 * 10° células 293T en placas
de 6 cm. El dia 1, se afiade cloroquina a las células a una concentracion de 25 uM, 5 minutos
antes de la transfeccion. Se prepara la solucion de transfeccion que contiene: 2, 5 ug de pMD-
G (VSV), que es el plasmido que se encarga de sintetizar la cubierta del virus, 5 pg de
PNGVL-MLV-gag-pol, que es el plasmido que se encarga de empaquetar el virus y 3 ug de
pLZR-IRES-GFP con la construccion de interés que queramos infectar, 61 pl de CaCl, (2-
2,5M) y H,O destilada hasta 500 pl. Esto se mezcla bien y se afiade 500 pl de 2*HBS®

rapidamente. Toda la solucion de transfeccion se afiade gota a gota sobre las células que se

8 2xHBS: NaCl 274 mM, HEPES 50mM (Sigma), Na,HPO, 1.5mM
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incuban durante 8 horas a 37°C y 5% de CO, Pasado este tiempo se retira la solucion de
transfeccion y se afiade medio fresco a las células. El dia 2 (= 30 horas post-transfeccion), se
sustituye el medio por el aquel en el que crezcan las células que seran infectadas, de las cuales
se siembran 500.000 en placas de 6 cm. El dia 3 (= 54 horas post-transfeccion), se recoge el
sobrenadante de las células transfectadas (el cual contiene retrovirus que expresan la
construccion de interés) y se centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm. A este medio se le
afiade 6 pg/ml de polibreno (Sigma) que incrementa la eficiencia de la infeccion. Se sustituye
el medio de las células que se quieren infectar por el medio que contiene retrovirus y se
incuban durante 16-18 horas. El dia 4 se sustituye el medio por medio fresco y el dia 5 se

analiza la expresion del DNA de interés.

TRANSFECCIONES ESTABLES

FOSFATO DE CALCIO: Las células se siembran el dia anterior en placas de 10 cm con el
objetivo de que estén a un 50-60% de confluencia en el momento de la transfeccion. Se
prepara la solucién de transfeccion con 8 pug del ADN de interés y 0,8 pug del ADN de
resistencia (relacion 10:1) y H,O hasta llegar a 450 pl. A esto se le afiade 50 ul de CaCl,
2,5M. Una vez bien mezclado se afiade 500 pl de 2*¥HBS®. La solucién de transfeccién se
afiade a las células que se incuban de 16-18 horas. Posteriormente, se retira el medio y se
afiade Sml de Glicerol (Sigma) al 10% en PBS durante 1,5 minutos. Se elimina el glicerol y se
hacen 3 lavados con PBS. Se anade medio fresco suplementado con 20% de FBS y se incuban
las células durante 12 horas. Tras la incubacion se afiade el medio con la droga que eliminara
todas aquellas células que no hayan incorporado el ADN de resistencia. Las células que
sobrevivan seran clones que expresaran en estable el ADN de resistencia y por extension el
ADN de interés, que esta 10 veces concentrado.

FUGENE 6: Se trata del mismo tipo de transfeccién que la transitoria, pero seleccionando

aquellas células que son resistentes a la droga que afiadimos al medio.
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TRATAMIENTOS CELULARES.

MARCAJE CON BIOTINA

Para la biotinilizacién de las proteinas de la superficie celular, las células se lavan 3 veces con
PBS a 4°C y se incuban en el mismo tampo6n que contiene 1mg/ml de biotina durante 1 hora a
4°C. El exceso de la biotina se elimina lavando las células 3 veces con un tampdn de TrisHC1

2,5 mM pH 7 en PBS a 4°C.

MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células crecen en cristales de 12 mm de didmetro y se fijan durante 30 minutos a 4°C con
Paraformaldehido al 2%. Tras la fijacion, las células se permeabilizan con Saponina al 0,1%
en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se incuban
durante 10 minutos a temperatura ambiente con Albumina de Suero Bovina (BSA, Sigma) al
5% en PBS y durante 1 hora con 1% de BSA en PBS y la dilucion del anticuerpo primario
que corresponda. Después de esta incubacion, se lavan las células con PBS y se incuban 10
minutos con BSA al 5% en PBS y durante lhora con 1% de BSA en PBS y la dilucion del
anticuerpo secundario fluorescente que corresponda. Tras estas incubaciones, las células se
lavan con PBS, se montan en medio de montaje y se observan en un microscopio confocal
Leica TCS 4D (Leica Lasertechnik). En la Tabla 12 se especifican las diluciones de los
anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia.

Para telir solo las proteinas de la superficie celular, las células se incuban con el anticuerpo
primario a 4°C antes de fijarlas y permeabilizarlas. Posteriormente, las células se fijan y se

incuban con el anticuerpo secundario fluorescente que corresponda, a temperatura ambiente.

Nombre Dilucion
, _ Tabla 12: Anticuerpos para
Anti-HA, Anti-myc 1/100 inmunofluorescencia y su
Anti-TACE 1/200 dilucion
Anti-KDEL 1/50
Anti-GM130 1/20

Alexa Fluor 568 anti-raton

Alexa Fluor 568 anti-conejo 1/500
Alexa Fluor 488 anti-raton

Alexa Fluor 488 anti-conejo
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OBTENCION DE LISADOS

Los lisados con los que trabajamos se obtienen a partir de muestras de tumores, de distintos
tejidos y de células en cultivo. Para ello se necesita un tampéon de lisis” capaz de romper las
células suplementado con inhibidores de proteasas'® para evitar la degradacion de las
proteinas de la muestra. Los lisados se centrifugan a 12.300-14000 rpm durante 15-20
minutos a 4°C y se valora la cantidad de proteina total con el Kit de valoracion de proteinas
(Bio-Rad), un ensayo colorimétrico para determinar la cantidad de proteina después de
solubilizacion en detergente. Esta basado en el método Lowry.
Una vez se han obtenido y valorado los lisados se pueden someter a distintos tratamientos:
Concavalina A (ConA): Los lisados se incuban con 25 ul de Con A (equilibrada al
30%, segun las recomendaciones del fabricante) durante 1 hora a 4 °C. Con la
incubacion se pretende concentrar las glicoproteinas del lisado, luego se lavan 3 veces
con el tampdn de lisis y se resuspende en tampoén de carga para proteinas'".
Endoglicosidasa H (EndoH) y N-glicosidasa F: Los lisados previamente
concentrados con ConA se hierven durante 2 minutos para separar lasmuestras de la
ConA. Posteriormente, se incuban con el tampoén de deglicosilacion'? y con o sin
EndoH y N-glicosidasa F segun corresponda de 12-16 horas a 37°C. Tras la

. -, ~ . !
incubacidn, se aflade tampon de carga para proteinas .

ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE LAS MUESTRAS.

Los lisados previamente cuantificados y con el tampon de carga para proteinas se incuban a
100°C durante 5 minutos y las proteinas de los lisados se separan en funcion de su tamafio
mediante electroforesis’ en geles de poliacrilamida utilizando el equipo Mini-PROTEAN
(Bio-Rad). Se realizaron geles de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS, APS y TEMED

(desnaturalizantes) segin el método descrito Laemmli (Laemmli, 1970). A la vez que se

? Tampén de lisis: 1% Nonidet NP-40 (Roche), 5SmM EDTA, en PBS.

!0 Inhibidores de proteasas: 1,10-fenantrolina 10mM, 20uM BB-94.

" Tampén de carga para proteinas: TrisHCI 40mM, glicerol al 6,25%, DTT 32mM (Gibco), SDS al 1,5%, azul
bromofenol al 0,025% (Sigma), pH 6,8.

12 Tampén de deglicosilacién: Citrato de sodio 0,15 M, pH 5,5, ImM de fenilmetilsulfonil fluorado (PMSF), 0,25% SDS
(Tampoén para la EndoH) o bien 20mM de fosfato de sodio, pH 8,3, 10mM de EDTA y 1% Nonidet NP-40 (Tampon para N-
glicosidasa F).

" Tampén de electroforesis: Tris 25mM, Glicina 190mM, SDS ,1% (p/v)
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cargan las muestras en el gel también se cargan marcadores de peso molecular pretefiidos y
estandards de alto rango (Bio-Rad).

Tras la electroforesis, las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um (Bio-Rad) en tampdn de transferencia'* a 100mA y 4°C de 3-10

horas.

INMUNODETECCION (WESTERN BLOT).

Tras la transferencia, las membranas se tifien con el colorante de union reversible Ponceau S*
con el fin de comprobar la eficiencia de la transferencia y la homogeneidad de carga para las
diferentes muestras. Las membranas se bloquean a temperatura ambiente de 1hora a 16 horas
en solucién de bloqueo para Western blot'® e incubadas con el correspondiente anticuerpo
primario durante lhora empleando la dilucién indicada en la Tabla 13 en la misma solucidén
de bloqueo. Tras 3 lavados de 10 minutos cada uno con la misma solucion de bloqueo, las
membranas se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario

correspondiente conjugado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP).

Anticuerpos Dilucion
Anti-prodominio de TACE 172000 Tabla dolssi,aznt\;;::t?ﬁ
Anti-citosolico de TACE 1/5000 blot y su dilucion
Anti-Actina 1/7000
Anti-citosolico de ADAM10 1/200
Anti-citosolico de ADAM9 1/1000
Anti-ADAMTS-1 1/2000
Anti-MT1-MMP 1/1000
Anti-Furina, Anti-GFP 1/2000
Anti-COP-I, Anti-Flag 1/1000
Anti-HA, Anti-myc 1/20
Anti-o-1-Antitripsina Portland 1/1000
Anti-RatonHRP/Anti-conejo HRP 1/2000
Anti-APP 1/2000

' Tampén de transferencia: Tris 25mM, Glicina 190mM, metanol 20% (v/v).

' Ponceau S: Ponceau S 0,5% (p/v), 4cido acético 5% (v/v).

1 Solucién de bloqueo para Western-blot: Tris-HCI 50mM pH 7,5, NaCl 75mM, Tween-20 0,2% (v/v), 5% leche en polvo
(V)
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Las membranas son lavadas de nuevo 3 veces durante 10 minutos cada vez con la solucion de
bloqueo. Finalmente se afiade el sustrato quimioluminiscente basado en luminol Super signal

West Dura (Pierce) durante 4 minutos.

Las bandas correspondientes a las proteinas inmunoreactivas se detectan por su emision de
quimioluminiscencia utilizando el sistema de analisis de imagenes Image Gauge V4.0 (Fuji

Film).

MARCAJE METABOLICO E INMUMNOPRECIPITACION

Para analizar la biosintesis de una proteina, se realizan experimentos de marcaje metabolico.
Las células se lavan 2 veces con PBS y se incuban durante 40 minutos con medio sin
metionina ni cisteina. Posteriormente, se marcan metabdlicamente con 1mCi/ml de Translabel
durante 1 hora en el mismo medio. Tras el marcaje, las células se incuban a diferentes tiempos
con medio fresco que contiene todos los aminoéacidos con el objetivo de perseguir la vida de
la proteina desde que se sintetiza hasta que se degrada. Posteriormente, las células se lisan con
el tampon de lisis’ y los lisados que se someten a inmunoprecipitacion con el anticuerpo
adecuado para la proteina que queramos estudiar. Los inmuno-complejos se recuperan con
proteina A o proteina G (segin convenga) y se lavan 3 veces con tampén de lavado'’. Las
muestras se hierven con tampo6n de carga para proteinas y se someten a una electroforesis en
un gel SDS de poliacrilamida desnaturalizante. Una vez las muestras han corrido, el gel se
trata 10 minutos con solucién de destefiidora'® y 10 minutos con solucion Amplificadora
(Amersham Biosciences) que aumenta la eficiencia de deteccion de muestras marcadas con
%S, El gel se seca en un seca-geles (Bio-Rad) y se expone en una pelicula de rayos X (Fuji-

Film), para posteriormente, ser cuantificado utilizando el programa MacBas-1800 (Fuji-Film).

OBTENCION DE PROTEINA RECOMBINANTE

La cepa de E.coli BI21 se transforma con el vector de expresion en bacterias pGEX-4T-1 que
contiene el promotor Taq inducible y expresa GST y pGEX-4T-1 con GST-TACE (CT) que
contiene GST (Glutation-S-Transferassa) unida al dominio citosélico de TACE (Asp 695-Cys

827). Tras la transformacion y el crecimiento de las bacterias en medio M9, el cultivo se

17 Tampén de lavado: 0,1% de Triron X-100 (Roche), 0,1% de SDS, en PBS
' Solucion destefiidora: 10% acido acético, 30% de metanol en H,O
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induce con 0,1mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) que induce la expresion de
GST y de GST-TACE (CT) durante 3 horas. Tras la induccion, las bacterias se recuperan por
centrifugacion (10 minutos a 9000 rpm a 4°C) y se lisan con tampon de lisis que contiene PBS
¢ inhibidores de proteasas'’ y sonicacion durante 5 minutos. Los lisados se centrifugan a
13200 rpm durante 15 minutos a 4°C y los sobrenadantes se purifican con Glutation-sefarosa.

Para cuantificar la cantidad de GST y GST-TACE (CT) purificadas, se cargan las muestras
con tampén de carga para proteinas'' en un gel de poliacrilamida y se someten a
electroforesis. Posteriormente, se tifie el gel con azul Comassie (Comassie Brillant al 0,05%
en metanol al 50% y acido acético al 10%) durante 20 minutos. El gel se destifie durante
varios lavados de 10 minutos cada uno con solucién destefiidora'® Posteriormente, el gel se

seca y se cuantifica la cantidad de proteina recombinante purificada.

ENSAYO DE PRECIPITACION (PULL DOWN)

Para realizar este ensayo de precipitacion o pull down, utilizamos las células MDAMB 435S y
SKBR3 que crecen en placas de 10 cm de diametro. Las células se lavan 2 veces con PBS y se
lisan con tampo6n de lisis’ e inhibidores'®. Una vez se clarifican los lisados se incuban con 10
ug de GST y GST-TACE (CT) inmovilizadas con glutation unidos a polimeros de sefarosa,
desde 2horas a 16 horas a 4°C. Posteriormente, las muestras se lavan 3 veces con PBS y se
cargan en un gel de poliacrilamida sometiéndose a electroforesis. Una vez la electroforesis ha
finalizado, el gel se tifie con plata siguiendo el protocolo de Amersham Biosciences adaptado
a Espectrometria de Masas, para detectar las proteinas unidas a GST y GST-TACE (CT).
Aquellas proteinas que se unen a GST-TACE (CT) y no a GST se seleccionan y se identifican
como se describe en (Shevchenko et al., 1996) en el servicio de protedmica del Hospital Vall
d’Hebron.

En otras condiciones, el gel no se tifie con plata sino que se transfiere y se hace un ensayo de
Western-blot con anticuerpos especificos contra proteinas que se hayan unido a GST y GST-

TACE (CT).

66



Resultados







Resultados I: Caracterizacion de las células M2

RESULTADOS

I. CARACTERIZACION DE UNA LINEA CELULAR MUTANTE
DEFECTIVA EN EL SHEDDING DE proTGF-o.

DETECCION DE TACE EN LA LINEA CELULAR M2

El shedding de dominios extracelulares modifica de manera considerable las propiedades de
las células y afecta a una gran cantidad de moléculas de funcidon y estructura diferente. Una de
las proteinas de transmembrana que sufre shedding es proTGF-a. Con el objetivo de
caracterizar los componentes de la maquinaria del shedding, se aislo una linea celular mutante
(células M2) deficiente en el shedding de proTGF-o inducido por PMA (Arribas y Massague,
1995; Arribas ef al., 1996). Tras el aislamiento de las células M2, se identifico TACE como la
proteasa responsable del shedding de proTGF-o (Buxbaum et al., 1998).

Con la finalidad de caracterizar el componente afectado en la linea celular mutante M2,
analizamos las formas de TACE en estas células mediante analisis por Western blot. Para ello
utilizamos como herramienta dos anticuerpos policlonales, uno contra el dominio citosélico

de TACE y otro contra su prodominio (Figura 9).

PP M IDlEIT proTACE (=120KDa)

M bl E [T TACE procesada (=100KDa)

Figura 9. Esquema de las formas de TACE. La forma proTACE contiene el
prodominio y es inactiva, la forma de TACE procesada, no tiene prodominio. El
anticuerpo anti-prodominio sélo detecta la forma proTACE mientras que el anti-
citosolico detecta las dos formas de TACE.

De acuerdo a resultados previos (Schlondorff et al., 2000), el anticuerpo anti-dominio
citosolico detecta las dos formas de TACE en células HeLa (la proforma inactva y la forma
procesada), mientras que el anticuerpo anti-prodominio sélo detecta la proforma de la
proteasa (Figura 10A). En las células mutantes M2, la {inica forma que se detecta utilizando el

anticuerpo anti-citosolico es proTACE (Figura 10B). Estos resultados indican que las células
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mutantes tienen un defecto en el procesamiento de TACE, o bien que esta forma es rapida y
especificamente degradada de tal manera que no se detecta en situacion de equilibrio. Para
distinguir entre estas dos posibilidades realizamos experimentos de marcaje metabdlico y
cazas a distintos tiempos. Como se observa en la Figura 10C, en las células M2 la forma
proTACE tiene una vida media muy larga (t;,~20h) comparada con la vida media de TACE
en las células CHOT (t;,<12h). En estas c€lulas, el prodominio de proTACE es eliminado y a
tiempos largos (12 horas o mas) solo se observa la forma procesada que nunca llega a
observarse en las células M2. Curiosamente, a tiempos mas largos (24h), la migracién
electroforética de la forma procesada de TACE en las células CHOT se enlentece (ver Figura
10C carriles 12h y 24h de las células CHOT). Esta diferencia podria explicar la migracion en
forma de varias bandas de la forma procesada de TACE en las células CHOT observada por

Western blot (Figura 10B).

Estos resultados muestran que las células M2 tienen un defecto en el procesamiento de TACE

que explica su defecto en el shedding de proTGF-c.
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C
CHOT M2
P Anti-citosélico Anti-citosélico
- 0 12 24 48 0 12 24 48 Tiempo (horas)
. - — : S proTACE
- TACE procesada

Figura 10. Biosintesis y procesamiento de TACE en células CHOT y mutantes M2. A:
glicoproteinas de células HeLa se analizaron por Western blot con los anticuerpos policlonales
anti-citosolico y anti-prodominio como se indica. B: glicoproteinas de células CHOT y M2 se
analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal anti-dominio citosélico. C: Las células
CHOT y M2 se marcaron durante 1 hora con [*°S] Translabel y se cazaron a diferentes tiempos
como se indica. Una vez las células se marcan, se lisan y los lisados se inmunoprecipitaron con 2
ul del anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de TACE y con 2 pl de un suero pre-
inmune para detectar las bandas inespecificas, como control negativo (P).

PROCESAMIENTO DE TACE POR PROPROTEINAS CONVERTASAS

El prodominio de TACE esta unido al dominio metaloproteasa mediante una secuencia
consenso tipica de corte por proproteinas convertasas (RVKR¢R). Ese tipo de secuencia rica
en aminoacidos basicos es reconocida por proproteinas convertasas que actian en la via
secretora (Black et al., 1997; Moss et al., 1997; Schlondorff et al., 2000). Hasta la fecha se
han identificado siete miembros de la familia de las convertasas en células de mamifero:
Furina, PC1, PC2, PACE4, PC4, PC6 y PC7. Algunas proproteinas convertasas como la
Furina se expresan en un amplio rango de tejidos y lineas celulares (Hatsuzawa et al., 1990),
otras, como PC1, PC2 (Seidah ef al., 1991) y PC4 (Seidah et al., 1992), son especificas de
tejido.

Las células LoVo son células derivadas de carcinoma de colon y se caracterizan por poseer
mutaciones que inactivan la Furina (Takahashi ef al., 1995). Por este motivo, esta linea celular

ha sido ampliamente utilizada para caracterizar si el procesamiento de una determinada
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proteina requiere la actividad de esta convertasa. Con el objetivo de examinar si para el
procesamiento de proTACE es necesaria la actividad de Furina, analizamos por Western blot
las formas de TACE en las células LoVo y en las células CaCo que, aunque también derivan
de carcinoma de colon, no tienen mutaciones en Furina. Como se observa en la Figura 11A,
proTACE se procesa tanto en las células LoVo como en las CaCo. No obstante, el
procesamiento de proTACE en las células LoVo es menor (comparar los primeros dos carriles
de la izquierda de la Figura 11B). Esta ineficiencia en el procesamiento de proTACE sugiere
que aunque la Furina probablemente participe en el procesamiento de la metaloproteasa, en su
ausencia, otras convertasas pueden procesar proTACE, aunque menos eficientemente.

La migracion electroforética de la proforma de TACE es claramente mas lenta en las células
LoVo comparadas con otras lineas celulares como por ejemplo las células HeLa, CHOT y
CaCo (comparar las figuras 10A, 10B y 11A). Debido a que las proteinas se glicosilan
diferencialmente segun el tipo celular y la glicosilacion altera el peso molecular, realizamos
experimentos de de-glicosilacion tratando los lisados celulares de células CaCo y LoVo con
Endoglicosidasa H (EndoH) y N-glicosidasa F (N-glic.-F), (Figura 11B). El tratamiento de los
lisados celulares de células LoVo y CaCo con N-glic.-F confirma que las diferencias de peso
molecular de la proforma de TACE son debidas a una glicosilacion diferencial ya que las
diferencias desaparecen después del tratamiento (Figura 11B). El tratamiento con EndoH es
una técnica comunmente utilizada para examinar la localizacion subcelular de una proteina.
La endoH hidroliza oligosacaridos de manosa que estan presentes en proteinas ubicadas en el
Reticulo Endoplasmatico y en el cis-Golgi (Kornfeld y Kornfeld, 1985). Por lo tanto, la
sensibilidad de proteinas al tratamiento con EndoH muestra que estas proteinas residen en
estos compartimentos tempranos de la via secretora. Concretamente, la forma proTACE es
sensible a este tratamiento (Schlondorff et al., 2000). Como muestra la Figura 11B, la
proforma de TACE, como se esperaba, es sensible al tratamiento con EndoH en las células
CaCo indicando que esta forma se encuentra en compartimentos anteriores al frans-Golgi. En
contraste, en las células LoVo, que carecen de Furina, se detecta una fraccion de proTACE
resistente a EndoH, indicando que pueden existir formas de proTACE en compartimentos
posteriores al cis-Golgi. Estos resultados indican que tan pronto proTACE sale del RE es
procesada en células que tienen Furina de manera rapida y eficaz, mientras que en células
carentes de la convertasa el procesamiento de proTACE es menos eficiente y méas lento.

Algunas moléculas de proTACE escapan al procesamiento en estas células y son resistentes al
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tratamiento con EndoH, sugiriendo que proTACE progresa a través de la via secretora y

procesandose solo parcialemente por la ausencia de Furina.
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0 O O (O O ¢
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. ]proTACE 111_.. - - ] proTACE
116" -- -
. ‘ ]TACE procesada - ] TACE procesada
80- -
90-

Anti-dominio citosélico - N-Glic.F EndoH

Anti-dominio citosélico

Figura 11. Formas de TACE en células LoVo y CaCo antes y después del tratamiento con
EndoH y N-glicosidasa-F. A: glicoproteinas de células CaCo y LoVo se analizaron por
Western blot con el anticuerpo policlonal anti-dominio citosolico de TACE. B: glicoproteinas
de células LoVo y CaCo se trataron con y sin EndoH y N-Glicosidasa-F como se indica y las
muestras se analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio
citosolico de TACE.

Estos resultados indican que las diferencias en el peso molecular de las formas de TACE
entre las células LoVo y CaCo se deben a diferencias en glicosilacion y que el procesamiento

de proTACE en células LoVo es poco eficiente.

Hemos observado que los niveles de la forma de TACE procesada son inferiores en las
células LoVo comparados con los observados en otros tipos celulares. Con el objetivo de
analizar si la ineficiencia en el procesamiento de proTACE es debida a la deficiencia en
Furina de las células LoVo, analizamos el efecto de la expresion de Furina en estas células
(Figura 12). Los resultados muestran que después de infectar las células LoVo con el
retrovirus que expresa Furina, proTACE aumenta su procesamiento en aproximadamente un

30% comparandolo con el procesamiento de la metaloproteasa en células LoVo sin Furina.
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De manera complementaria al uso de células deficientes en Furina, inhibidores especificos de
convertasas, como por ejemplo el o,;-PDX (variante del o-; Antitrypsin Portland), un péptido
que bloquea la actividad de Furina y PC6B (Jean et al., 1998), ha sido también ampliamente
utilizado para determinar si el procesamiento de proteinas requiere la actividad de convertasas
(ver por ejemplo, Bergeron et al., 2003). Para determinar el efecto de o;-PDX sobre el
procesamiento de TACE, transfectamos las células CHOT con 0;-PDX de manera estable.
Después de esta transfeccion obtenemos distintos clones que expresan el inhibidor y

examinamos el procesamiento de TACE en ellos (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de o,-PDX
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TACE procesada  efecto sobre el procesamiento de

TACE. A: Lisados de células

transfectadas en estable con el
68 inhibidor de convertasas o,;-PDX se
o,-PDX analizaron por Western blot con un
anticuerpo policlonal contra o-PDX
y con el anticuerpo policlonal contra
el dominio citosélico de TACE,
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El procesamiento de TACE disminuye sustancialmente en las células transfectadas en estable
con el inhibidor o,-PDX comparadas con las células parentales. No obstante, el descenso en
el procesamiento de TACE no es total lo que indica que TACE puede procesarse por otras
convertasas alternativas a Furina o PC6B. Estos resultados estan en concordancia con los

obtenidos con las células LoVo (comparar figuras 11 y 13).

Globalmente estos resultados muestran que la Furina participa en el procesamiento de
proTACE. En ausencia de Furina otras convertasas pueden eliminar el prodominio de

proTACE, aunque con menor eficiencia.

EFECTO DE LA EXPRESION DE PROPROTEINAS CONVERTASAS EN LAS
CELULAS M2

Debido a que TACE se procesa por Furina y, alternativamente por otras convertasas, una o
mas de estas convertasas podrian estar alteradas en las células M2. Para investigar esta
posibilidad analizamos si la sobre-expresion de diferentes convertasas (Furina, PC6B, PC7 y
PACE4) aumenta el procesamiento de TACE en las células M2. Elegimos estas convertasas

porque tienen un amplio rango de distribucion tisular (Thomas, 2002), (Figura 14).

A
CHO M2 CHO M2

Furina - + - + -+ -+

proTACE --
TACE procesada

- . Furina

Anti-citosolico TACE Anti-Furina
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B CHO M2 CHO M2
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Figura 14. Transfeccién de proproteinas convertasas en células CHOT y M2.

A: Lisados de células M2 y CHOT transfectadas con Furina se analizaron por Western
blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosolico de TACE vy el anticuerpo
policlonal anti-Furina como se indica. B: lisados de células M2 y CHOT transfectadas
con HA/PC7 se analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el
dominio citosoélico de TACE y con el anticuerpo monoclonal anti-HA como se indica.
C: Lisados de células M2 y CHOT transfectadas con Flag/PC6B se analizaron por
Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de TACE y con el
anticuerpo monoclonal anti-Flag como se indica. (¥) Banda inespecifica observada en
ciertas preparaciones. D: lisados de células M2 y CHOT transfectadas con HA/PACE4
se analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico
de TACE y con el anticuerpo monoclonal anti-HA como se indica.



Resultados I: Caracterizacion de las células M2

Como se observa en la Figura 14, el procesamiento de proTACE se mantiene invariable en las
células CHOT y M2 aunque las células se transfecten con las distintas proproteinas
convertasas Furina, PC7, PC6B y PACE4. Estos resultados muestran que en las células
CHOT, la cantidad de convertasa expresada no es limitante: el porcentaje de TACE que se
procesa no aumenta cuando se sobre-expresan las convertasas. En las células M2, la cantidad
de TACE procesada es indetectable incluso cuando se sobre-expresan las convertasas
indicando que un defecto en estas proteinas no es el responsable de la falta de procesamiento
de TACE en esta linea celular. Para comprobar que la construccion de Furina sobre-expresada
es activa, como control positivo analizamos el procesamiento de Notch, un sustrato de Furina
descrito previamente (Logeat et al., 1998) en células M2 y CHOT transfectadas con Furina.
Como se observa en la Figura 15 y a diferencia de lo que sucede con proTACE, el
procesamiento de Notch aumenta cuando se sobre-expresa Furina en células M2, confirmando

que la construccion de Furina es activa.
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Para complementar los resultados anteriores y con el objetivo de mostrar directamente si las
proproteinas convertasas de las células M2 son activas, examinamos en estas células el
procesamiento de distintos sustratos bien caracterizados de Furina y otras proproteinas
convertasas como PC7 y PC6B (Kuno et al., 1999; Roghani et al., 1999; Yana y Weiss, 2000;
Anders et al., 2001; Lopez-Perez et al., 2001; Longpre y Leduc, 2004). Concretamente
elegimos una serie de metaloproteasas, algunas de ellas implicadas en el shedding de
proteinas (Izumi et al, 1998; Gutwein et al., 2003). Utilizando anticuerpos especificos,
identificamos por Western blot las formas enddgenas de las metaloproteasas ADAM 10 y
MTI1-MMP en células CHOT. Sin embargo, para otras metaloproteasas como ADAMO,
aunque su expresion es muy ubicua (Weskamp et al., 1996) y ADAMTS-1, no podemos
detectarlas en las células CHOT con los anticuerpos de que disponemos por lo que las
transfectamos con el cADN correspondiente. Como se observa en la Figura 16, el
procesamiento de todas estas proteasas es normal en las células M2 y es indistinguible del
procesamiento observado en las células CHOT, mostrando que no existe un defecto en la

actividad de Furina, PC7 o PC6B en las células M2.
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Figura 16. Procesamiento de ADAM 10, MT1-MMP, ADAM 9 y ADAMTS-1 en células
M2. Lisados de células CHOT y M2 se analizaron por Western blot con A: un anticuerpo
policlonal contra el dominio citosolico de ADAM 10 y B: un anticuerpo monoclonal contra
MT1-MMP (ver materiales y métodos). Las células CHOT y M2 se transfectaron de manera
transitoria con el cADN de ADAM 9 y ADAMTS-1 y tras 48h los lisados de estas células se
analizaron por Western blot con C: un anticuerpo policlonal con ADAM 9 y D: un anticuerpo
policlonal contra ADAMTS-1. C-: control negativo (células sin transfectar), LC: Lisado
Celular, M: Medio.

Estos resultados muestran que ninguna de las proproteinas convertasas sobre-expresadas
tiene un efecto sobre el procesamiento de TACE en las células M2 y que en estas células las
convertasas son activas. En conjunto los datos indican que un defecto en la actividad de

proproteinas convertasas no es la causa de que TACE no se procese en las células M2.

LOCALIZACION SUBCELULAR DE TACE EN LAS CELULAS M2

Puesto que las evidencias presentadas indican que TACE se procesa por proproteinas
convertasas y que estas son activas en las células M2, parece 16gico suponer que el defecto en
estas lineas mutantes pueda afectar al acceso de TACE a dichas convertasas, que
normalmente se encuentran en el trans-Golgi.

Con el objetivo de examinar si TACE progresa adecuadamente a través de la ruta secretora en
las células M2 y alcanza el compartimento donde las convertasas actian, analizamos la
localizacion subcelular de TACE en estas células mutantes, comparandolas con las CHOT.
Para ello realizamos ensayos de biotinilizacion celular, donde se detectan las proteinas que
estan en la superficie celular. Los experimentos de biotinilizacion de las células M2 y CHOT

mostrados en las Figura 17 indican que, como era de esperar, inicamente la forma procesada
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de TACE se detecta especificamente en la superficie celular en las células CHOT. En las
células M2, no puede detectarse TACE en la superficie celular, lo que indica que la
metaloproteasa no llega a la membrana plasmatica (Figura 17A).

Con el proposito de seguir caracterizando la localizacion subcelular de TACE en las células
M2, tratamos los lisados de estas células y de células CHOT con EndoH. Como se esperaba,
en células CHOT la forma proTACE es sensible a este tratamiento. En las células M2 no se
aprecia ninguna fraccion de proTACE resistente a EndoH, indicando que esta forma reside

integra en el RE y/o en el cis-Golgi (Figura 17B).
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CHOT M2 CHOT M2 Figura 17. Tratamiento de las células

mutantes M2 y CHOT con
Endoglicosidasa H y Biotina. A: Las
. — = proTACE células M2 y CHOT se trataron con o sin
' biotina como se indica (Img/ml) y se

TACE procesada |isaron (ver materiales y métodos). Los
lisados se concentraron con avidina
(+ biotina) o con concavalina (- biotina)
y se analizaron por Western blot con el
B anticuerpo policlonal contra el dominio
citosélico de TACE. B: Glicoproteinas

CHOT M2 de células CHOT y M2 se trataron sin y

con EndoH (durante 16-18h) como se
indica. Las muestras se analizaron por
Western blot con el anticuerpo policlonal

111- . - M ProTACE contra el dominio citosdlico de TACE.
80 - TACE procesada

- + Biotina

- + - + Endo H

Anteriormente hemos mostrado que el procesamiento de otras metaloproteasas es normal en
las células mutantes. Con el propésito de examinar si la llegada a la superficie celular esta
afectada en estas células, analizamos el transporte de ADAM 10 y MTI-MMP en células
CHOT y M2. Mediante ensayos de biotinilizacion se observa que las formas procesadas de
estas metaloproteasas se detectan especificamente en la superficie celular de las células M2,

indicando que el defecto observado en estas células es especifico de TACE (Figura 18A y B)
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Superficie celular Superficie celular
CHOT M2 CHOT M2
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Figura 18. Llegada a la superficie celular de ADAM 10 y MT1-MMP en las células CHOT y
M2. Células CHOT y M2 se trataron con biotina y los lisados se analizaron por Western blot
con A: un anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico d¢ ADAMI10 y B: un anticuerpo
monoclonal contra MT 1-MMP (ver materiales y métodos).

Consistentes con estos resultados son los obtenidos mediante experimentos de
inmunofluorescencia en los cuales analizamos la localizacion de TACE en las células M2 y
CHOT con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de TACE. Como control
utilizamos anticuerpos que reconocen una proteina residente en el complejo cis-Golgi (gm-

130) y otra residente en el reticulo endoplasmatico (KDEL), (Figura 19).

El andlisis por inmunofluorescencia de TACE en las células CHOT muestra un marcaje
intracelular que colocaliza parcialmente con el RE y el complejo cis-Golgi (Figura 19A y
19B), asi como marcaje en la superficie celular que colocaliza con HA-proTGF-a expresado
por las células CHOT (Figura 19C). En las células M2 el marcaje por inmunofluorescencia de
TACE es similar al de las CHOT, quiza con una menor colocalizacion con gm-130 (Figura
19D y 19E), sin embargo, en estas células no se detecta ningiin marcaje en la superficie

celular (Figura 19F).

Todos estos datos indican que el mecanismo que regula el trafico de otras metaloproteasas
distintas a TACE es normal en las células mutantes M2, mientras que el mecanismo que
regula el trafico de TACE es defectuoso. Este defecto es la causa de que no exista la forma
procesada de TACE en la linea celular M2. La proforma de TACE queda retenida en
compartimentos tempranos de la via secretora (en el RE y/o cis-Golgi) y no alcanzando la

superficie celular.
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En global los resultados mostrados indican que en las células M2 existe un mecanismo que
controla especificamente el trafico y consecuentemente el procesamiento de proTACE. Este
defecto en el transporte podria ser debido a un defecto en la propia metaloproteasa o en algin
factor que este implicado en su trafico y afecte a su actividad. Este defecto provocaria una

deficiencia en el shedding de numerosas proteinas de transmembrana, entre ellas proTGF-o.
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II. TRAFICO INTRACELULAR DE TACE EN DISTINTAS LINEAS
CELULARES.

PROCESAMIENTO DE ADAMs EN DISTINTAS LINEAS CELULARES

A pesar de que la progresion de proTACE desde el RE hasta el complejo de Golgi, donde la
proforma es procesada, es un paso indispensable para su actividad (Schlondorff et al., 2000),
se conoce muy poco acerca de los mecanismos que regulan este trafico.

Los resultados previos indican que un defecto en el transporte de proTACE a través de la ruta
secretora explicaria la ausencia de procesamiento y actividad de la metaloproteasa en la linea
celular mutante M2, abriendo la posibilidad de que el trafico de proTACE sea un punto
importante en su regulacion.

Con el objetivo de analizar el trafico de proTACE en distintas lineas celulares, examinamos
las formas de la metaloproteasa mediante Western blot con el anticuerpo contra el dominio

citosolico de TACE (Figura 21).
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Figura 21. Formas de TACE expresadas por distintas lineas células A: Lisados de distintas
lineas celulares se analizan por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio
citosélico de TACE. B: Cuantificacion de los resultados obtenidos en A. Los resultados
muestran el porcentaje de TACE procesada con respecto al total de TACE y son medias
aritméticas + S.D. de tres experimentos independientes.

Los niveles de procesamiento de TACE no son constantes en las distintas lineas analizadas
(Figura 21). Las lineas celulares MDAMB 468, COS, MDAMB 231 y NCI-H292 expresan
aproximadamente la misma cantidad de la proforma de TACE que de la forma procesada de la
metaloproteasa. Las lineas celulares MDAMB 453, MCF7, BT474, MDAMB 361, RPE40,
NIH-3T3, T47D y SKBR3 expresan mayoritariamente la forma procesada de la
metaloproteasa mientras que en la linea celular MDAMB 435S esta forma es minoritaria. En
la linea celular LoVo, TACE se procesa menos eficientemente que en la linea celular CaCo
(ver Figuras 11 y 12). No obstante, estas variaciones son debidas a la deficiencia en actividad
de Furina de las células LoVo, ya que cuando las células LoVo se transfectan con Furina
aumenta el nivel de procesamiento de TACE. Sin embargo, para la mayoria de las lineas
celulares mostradas en la Figura 19 se ha descrito la expresion de Furina y otras convertasas
asi como su actividad (Imai et al., 1996; Cheng et al., 1997; Yana y Weiss, 2000).

Se ha descrito que el procesamiento de algunas metaloproteasas de matriz extracelular
aumenta al aumentar los contactos célula-célula (Ahmad et al., 1997). Para descartar que las

variaciones observadas en el procesamiento de proTACE sean debidas a diferencias en la
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confluencia de las células o en los contactos entre las célula, analizamos las formas de TACE
en células MDAMB 231, MDAMB 435S y SKBR3 a dos confluencias distintas. En la
confluencia 1 (15-25%) hay un claro predominio de células aisladas. En la confluencia 2, (50-
60%) existen numerosos contactos célula-célula. El andlisis de las formas de TACE muestra
que el procesamiento no depende del estado de confluencia e indican que el nivel en el

procesamiento de TACE es una propiedad de cada linea celular (Figura 22).
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Estos datos indican que los niveles de procesamiento de TACE varian dependiendo del tipo
celular. Esta variacion es una caracteristica de cada linea celular y no esta mediada por su

densidad celular.
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EXPRESION DE ADAM 10 EN DISTINTAS LINEAS CELULARES.

Los datos anteriores muestran que el procesamiento de proTACE es claramente mas eficiente
en unas lineas celulares que en otras. Con el objetivo de caracterizar si este mecanismo de
procesamiento afecta a otras metaloproteasas, examinamos las formas de ADAM 10

(Kuzbanian) en un panel similar de lineas celulares (Figura 23).
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Figura 23. Formas de ADAM 10 expresadas por un panel de lineas celulares de
cancer de mama. A: Lisados de células de cancer de mama se analizaron por
Western blot con un anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de ADAM 10.
B: Cuantificaciones de los resultados mostrados en A. los resultados se indican como
el porcentaje de ADAM 10 procesado con respecto al total de la proteasa y se
expresan las medias + S.D. de tres experimentos independientes.
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ADAM 10 se expresa en todas las lineas celulares analizadas, detectandose dos formas,
proADAM 10 que corresponde a la forma inactiva de la proteasa, de mayor peso molecular
(=100 KDa) y ADAM 10 procesada de menor peso molecular (=70 KDa) que corresponde a
la forma procesada (carente de prodominio). Como en el caso de TACE, el procesamiento de
ADAMIO0 es diferente en las distintas lineas celulares analizadas (Figura 23A y 23B).
Aparentemente, el procesamiento de proADAM 10 es, en general, menos eficiente que el de
proTACE. Por ejemplo, la forma procesada de TACE puede llegar a ser hasta del 90% del
total de TACE (en células SKBR3, T47D, MDAMB 361, ver figura 20), mientras que la
forma procesada de ADAM 10 alcanza el 70% del total de la metaloproteasa en las células
MDAMB 453 (Figura 23). A pesar de esta diferencia, en la mayor parte de las lineas celulares
analizadas existe una concordancia entre los niveles de procesamiento de TACE y los de

ADAM 10 (comparar Figuras 20 y 23).

Estos resultados abren la posibilidad de que tanto TACE como ADAM 10 se procesen

mediante un mecanismo regulado de manera comun y coordinada.

EXPRESION DE TACE EN TEJIDOS TUMORALES DE MAMA

Con el objetivo de extender los resultados observados en lineas celulares, analizamos la
expresion de las formas de TACE in vivo. Mediante analisis por Western blot de distintas
muestras tumorales de mama, pudimos comprobar que, al igual que en lineas celulares,
existen diferencias claras en los niveles de procesamiento de TACE (Figura 24). Como se
muestra en la Figura 24 A, de acuerdo con publicaciones recientes (Borrell-Pages et al., 2003),
en las muestras de tejido tumoral, se observa la sobre-expresion de TACE con respecto al
tejido sano. Repitiendo el experimento con s6lo dos de las muestras tumorales en un gel de
mayor resolucion para separar bien los dos formas de TACE (Figura 24B) se observa que
mientras que en una de las muestras (n°53) la forma procesada de TACE es aproximadamente
del 60% del total de la metaloproteasa, en la otra muestra (n°54) la forma procesada llega
hasta el 90% del total. Esta diferencia en los niveles de procesamiento de TACE no esta
descrita y podria indicar una regulacién diferencial de la maduraciéon de TACE en un

trastorno tumoral in vivo.
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Figura 24. Formas de TACE expresadas en tejidos de tumor mamario humanos. A: lisado total de
proteinas obtenidas de tejido sano y tumoral de mama de distintos pacientes de cancer de mama (n° 53-
59), analizadas por Western blot con el anticuerpo policlonal anti dominio citosolico de TACE. B: El
mismo experimento que en A pero solo con dos muestras de pacientes (n° 53 y n° 54). C: Cuantificacion
de la expresion de TACE en las muestras descritas en B. La cuantificacion se refiere a el porcentaje de
TACE procesada con respecto al total de la cantidad de TACE expresada.

EXPRESION DE TACE EN TEJIDOS DE RATON

Nuestros resultados han mostrado que existe una variacion en los niveles del procesamiento
de TACE en muestras de tumores mamarios (Figura 24) y distintas lineas celulares
procedentes de tumores (Figura 21). Una posibilidad que podria explicar este fenémeno es
que el mecanismo que regula el procesamiento de TACE se encuentra alterado en
determinadas situaciones que conducen a la sobre-expresion de TACE, como en tumores. Con

el objetivo de analizar el procesamiento de TACE en muestras con niveles de expresion
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normales, analizamos las formas de la metaloproteasa por Western blot en distintos tejidos

sanos de raton (Figura 25).
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Figura 25. Formas de TACE en muestras de tejidos sanos de ratén. A: Lisados de
diferentes tejidos de raton se analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal
contra el dominio citosoélico de TACE. B: cuantificacion de los resultados mostrados
en A. Los resultados indican el porcentaje de TACE procesada con respecto al total
de TACE (son unidades arbitrarias).

Estos resultados muestran que los niveles del procesamiento de TACE son elevados (el nivel

de procesamiento oscila entre el 75-85%) y se mantienen invariables en los distintos tejidos.
Estos datos indican que los niveles de procesamiento de TACE en distintos tipos celulares en

condiciones normales son constantes. Sin embargo, en situaciones patologicas de sobre-

expresion (tumores) los niveles de procesamiento de TACE varian.
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BIOSINTESIS Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE TACE EN LAS CELULAS
SKBR3 Y MDAMB435S

Los datos anteriores se han obtenido de experimentos hechos con células en cultivo en
condicion de equilibrio. Una posibilidad a tener en cuenta es que en aquellas lineas celulares
donde la forma procesada de TACE es apenas detectable (por ejemplo, las células MDAMB
435S) sea porque esta forma tenga una vida media corta y que rapida y especificamente se
degrade. Para aclarar este punto usamos las lineas celulares SKBR3 y MDAMB 435S y
analizamos la vida media de TACE mediante experimentos de marcaje metabdlico y cazas a

distintos tiempos (Figura 26).
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Figura 26. Biosintesis de TACE en células SKBR3 y MDAMB 4358S. Las células A: SKBR3
y B: MDAMB 4358, se marcaron durante 1 hora con [*°S] Translabel y se cazaron a diferentes
tiempos como se indica. Los lisados de las células SKBR3 (A) y MDAMB 435S (B) se
inmunoprecipitan con 2 ul del anticuerpo policlonal contra el dominio metaloproteasa de
TACE. La banda senalada con V¥ es proTACE mientras que la sefialada con ¥ es TACE
procesada. En cada caso se cuantifica la cantidad de proTACE (unidades arbitrarias) en los
distintos tiempos.

La vida media de proTACE en las células MDAMB 435 es mas larga (t;,~10h) comparada
con las SKBR3 (t;,<<8h). De manera similar a lo observado en las células M2, estos
resultados indican que proTACE se procesa lentamente en las células MDAMB 435S
(necesita mas de 10h). Sin embargo proTACE se procesa en mucho menos de 8h en las
SKBR3 sugiriendo que el trafico de TACE est4 regulado de forma diferente en las distintas
lineas celulares.

Con el objetivo de examinar si la proforma de TACE en las células MDAMB 435S no
progresa de manera adecuada a través de la via secretora y no alcanza el compartimento
donde las convertasas actian, realizamos ensayos de biotinilizacion celular y tratamientos con

EndoH (Figura 27).
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Figura 27. Tratamiento de las células SKBR3 Y MDAMB 435S con
Endoglicosidasa H y Biotina. A: Glicoproteinas de células SKBR3 Y MDAMB 435S
se trataron sin y con Endoglicosidasa H (durante 16-18h) como se indica. Las muestras
se analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosdlico
de TACE. B: Las células SKBR3 Y MDAMB 435S se trataron con o sin biotina como
se indica (1mg/ml) y se lisaron (ver materiales y métodos). Los lisados se concentraron
con avidina (+ biotina) o con concavalina (- biotina) y se analizaron por Western blot
con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosolico de TACE.

Los resultados muestran que en las células MDAMB 435S la mayoria de TACE se encuentra
en su proforma en compartimentos tempranos de la via secretora (Figura 27A) y solo se
detecta en la superficie celular el pequefio porcentaje de la proteasa que se procesa (Figura
27B). En las células SKBR3, la mayoria de la proteasa se encuentra en forma procesada y

toda ella se detecta en la superficie celular (Figura 27).
Globalmente estos resultados indican que TACE se transporta de manera ineficiente en las

células MDAMB 435S queddndose retenida en compartimentos anteriores al complejo de

Golgi donde la proteasa se procesa por convertasas.
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III. CARACTERZACION DEL MECANISMO QUE REGULA EL
TRAFICO INTRACELULAR DE TACE.

PROCESAMIENTO DE DISTINTOS MUTANTES DE DELECION DE TACE.

El control de la salida de determinadas proteinas desde compartimentos tempranos de la via
secretora viene dirigido a menudo por sefiales en cis que las hacen progresar o las retienen en
estos compartimentos tempranos. Con el objetivo de determinar si existen sefiales de
retencion o exportacion en la secuencia de TACE que regulen la progresion de la
metaloproteasa a través de la ruta secretora, generamos distintas construcciones con

deleciones en las diferentes regiones de TACE (Figura 28)

%E[ myCTACEACT/ATM h myCTACEACT/ATM/AEGF

& mycTACEACT/ATM/AEGF/ADES %EE- mycTACE AMET

Figura 28. Esquema de las deleciones de TACE. Todas las construcciones tienen el epitope
myc entre el prodominio y el dominio metaloproteasa, excepto la que carece de este dominio que
lo tiene entre el prodominio y el dominio desintegrina.

Para establecer si algin dominio de TACE es necesario para su retencion en compartimentos
tempranos de la ruta secretora, transfectamos de manera transitoria las distintas
construcciones mostradas en la Figura 26 en células M2. Utilizamos esta linea celular por su
defecto al procesar TACE. De esta manera sidetectamos la forma procesada de TACE sera
derivada de las construcciones transfectadas.

Después de 48h analizamos las formas de TACE expresadas por Western blot y su

sensibilidad a EndoH (Figura 29).
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Figura 29. Andlisis de la sensibilidad a EndoH de un panel de
construcciones de deleciones de TACE transfectadas en las células M2. Las
células M2 se transfectaron transitoriamente con diferentes construcciones de
TACE como se indica. Todas ellas contienen un epitope myc entre el
prodominio y el dominio metaloproteasa menos TACE AMET donde el epitope
esta entre el prodominio y el dominio desintegrina. Las células se lisaron y los
lisados se concentraron con ConA. Las muestras se cargaron en un gel de SDS-
poliacrilamida y se analizaron por Western blot con el anticuerpo monoclonal
anti-myc.

Todas las construcciones de TACE transfectadas, incluso la construccion completa, dan lugar
a la proforma de la metaloproteasa, es decir, en ningiin caso proTACE se procesa a niveles
detectables por Western blot. Todas las formas detectadas son sensibles a EndoH, indicando

que se encuentran en un compartimento anterior al trans-Golgi.

Estos resultados indican que no existe una sefial de retencion discreta en la secuencia de
TACE, ya que deleciones que afectan al dominio citosdlico y dominio transmembrana,
dominios donde normalmente se encuentran las sefiales de retencion, no son suficientes para

que TACE progrese a través de la ruta secretora y se procese.
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LA TRANSFECCION DE TACE CAUSA SU RETENCION EN
COMPARTIMENTOS TEMPRANOS DE LA VIA SECRETORA.

Con el objetivo de caracterizar el mecanismo de transporte de TACE y ampliar los resultados
anteriores, transfectamos de manera transitoria distintas construcciones de TACE en distintas
lineas celulares (Figura 30). Sorprendentemente, estos experimentos muestran que,
independientemente de la linea celular analizada, la transfeccion de TACE conduce a un
aumento sustancial de la proforma de la metaloproteasa, mientras que la forma procesada no
aumenta (cuando el ensayo de Western blot se realiza con el anticuerpo contra el dominio
citosdlico) o no se detecta (cuando el ensayo de Western blot se realiza con el anticuerpo anti-
myc). En todos los casos y a pesar de que algunas lineas celulares tienen la capacidad de
procesar TACE enddgena con elevada eficiencia, cuando aumenta el nimero de moléculas de
la metaloproteasa el sistema que regula su transporte se bloquea. La cuantificacion de la

sobre-expresion se muestra en la Figura 31.

A
M2 CHOT  MDCK cos B MDCK
- TACE - TACE - TACEmyc - TACE - TACE myc
— w— pl‘OTACE roTACE
o . - - ' = | TACE procesada P
Anti-dominio citosélico de TACE Anti-myc

C MDAMB MDAMB MDAMB MDAMB MCF7 SKBR3

231 435S 453 468
-TACE -TACE -TACE -TACE - TACE -TACE
-~ - .' - gy ™ » |proTACE
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D T47D T47D
myc myc
- TACE TACE - TACE TACE
— proTACE === proTACE
- = TACE procesada
. Anti-myc
Anti-citosdlico de TACE

Figura 30. Transfeccion de TACE en distintas lineas celulares. Las cé¢lulas M2 y CHOT se
transfectaron transitoriamente mediante el método DEAE-DEXTRAN vy las células COS mediante
electroporacion con una construcciéon de TACE sin epitope. Las células MDCK se transfectaron
con FuGene 6 con una construccion de TACE con el epitope myc en la posicion C-terminal. Las
células tumorales MDAMB 231, 435S, 453, 468, MCF7 y SKBR3 se infectaron con retrovirus que
expresaban TACE sin epitope. Las células T47D se transfectaron por electroporacion con dos
construcciones de TACE una sin epitope y otra con el epitope entre el prodominio y el dominio
metaloproteasa. A: Lisados de células M2, CHOT, MDCK y COS transfectadas como se indica se
analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosolico de TACE
como se indica. El # muestra una banda producto de degradacion, no es la forma procesada de
TACE. B: Lisados de células MDCK transfectadas como se indica se analizaron por Western blot
con el anticuerpo monoclonal anti-myc. C: Lisados de células tumorales se analizaron por Western
blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de TACE y con el anticuerpo
monoclonal anti-Actina como control de carga como se indica. D: Lisados de células T47D se
analizaron por Western blot con el anticuerpo policlonal contra el dominio citosélico de TACE y
con el anticuerpo monoclonal anti-myc como se indica. Los carriles marcados con (-) son las
células sin transfectar.
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Figura 31. Cuantificacién
de los resultados
mostrados en la Figura
28. La grafica representa
las veces que aumenta la
expresion de TACE cuando
se sobre-expresa al
transfectar  las  células
indicadas (unidades
arbitrarias). Las barras
oscuras representan las
veces que aumenta la
expresion de la proforma
de TACE mientras que las
barras claras representan
las veces que aumenta la
forma procesada de TACE.



Resultados III. Mecanismo que regula el trafico intracelular de TACE

La falta de procesamiento de TACE no se debe a un artefacto del sistema de transfeccion ya
que se han utilizados mas de cinco métodos distintos y tampoco se debe a la posicion del
epitope porque se han obtenido los mismos resultados con construcciones de TACE con
epitope en 5 posiciones distintas (datos no mostrados).

La eliminacion del dominio citosolico no altera este resultado (Figura 29 y 32). Como control
usamos ADAM 9 marcada con el epitope myc en la posicion carboxilo terminal (Figura 32).
Los resultados muestran que ADAM 9 se procesa correctamente cuando se transfecta de
manera transitoria. La construccion de ADAM 9 sin el dominio citosélico también se procesa

indicando que este dominio no es necesario para su procesamiento.

(2]
=)
A 3 B E
< 2 B
8 8 E <4
2 = =) N
B = = 2
- g5 A
g c-2 2
- ProTACE - proADAMY

.-

. ADAMD procesada
a-Myc o-Myc

Figura 32. Transfeccion transitoria de TACE y ADAM 9 en células CHO. Células
CHO transfectadas transitoriamente con dos construcciones de A: TACE y B: ADAM 9
con y sin dominio citosélico como se indica. Los lisados de las células se analizaron
mediante Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-myc

Estos datos sugieren que el mecanismo que regula el procesamiento de TACE se ve afectado

al sobre-expresarla y revelan la existencia de un componente saturable.
Para analizar la localizacion subcelular de la forma de TACE que no se procesa cuando

transfectamos las células de manera transitoria, realizamos un ensayo de sensibilidad a

EndoH. Para ello transfectamos células COS con una construccion de TACE con el epitope
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HA (el epitope se encuentra entre el prodominio y el dominio metaloproteasa). Los lisados de

estas células fueron tratados sin y con EndoH (Figura 33).

HATACE Figura 33. Sensibilidad a Endo H de
las formas de TACE sobre-

- + EndoH expresadas. Las células COS se
transfectaron con una construccion de
115 — proTACE TACE con el epitope HA Los lisados de
pe— estas células se trataron con y sin Endo

H durante 16-18h y se analizaron por
93 Western blot con el anticuerpo
monoclonal anti-HA contra este epitope.

Anti-HA

Estos resultados muestran, de nuevo, que la tnica forma de TACE que se detecta por Western
blot cuando se transfectan las células es la proforma y que esta proforma reside en
compartimento tempranos de la ruta secretora ya que es sensible al tratamiento con EndoH.
Esto sugiere que no se procesa por una ineficiencia en el trafico hacia el complejo de Golgi

donde el procesamiento de la metaloproteasa tiene lugar.

Con el objetivo de abordar las posibles causas de la retencion de TACE en compartimentos
tempranos de la via secretora, realizamos varias aproximaciones como control. Una
posibilidad seria que la retencion de las construcciones de TACE ocurra por un defecto en el
plegamiento de la proteina. Otra posibilidad seria que la carencia de extremos no codificantes
(3°UTR y 5°UTR) en el cADN que codifica para TACE y que se utiliza para transfectar las

células, sea la causa de la retencion de la metaloproteasa.

LOCALIZACION DE TACE DEPENDIENTE DE TEMPERATURA

Para descartar la posibilidad de que la retencion de TACE cuando se sobre-expresa se debiera
a un problema de plegamiento de las construcciones transfectadas, analizamos si, como se ha
descrito (Kagan et al., 2000; Kjaer y Ibanez, 2003), la disminucién de temperatura de
incubacién de las células modula el correcto plegamiento de las proteinas. Por tanto,

comparamos el procesamiento de TACE y su sensibilidad a EndoH en células COS
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transfectadas con una construccion de TACE con el epitope myc e incubadas a 37°C y a 30°C

(Figura 34)

- mycTACE - mycTACE
- + - + -+ - + EndoH
- =¥
-y : . proTACE
37°C 30°C

Figura 34. Sensibilidad a EndoH de las formas de TACE transfectadas en células
COS a 37°C y 30°C. Las células COS se transfectaron por electroporacion con una
construcciéon de TACE con el epitope myc entre el prodominio y el dominio
metaloproteasa. Las células crecieron a 30°C y a 37°C como se indica. Los lisados se
trataron con EndoH y se analizaron por Western blot con el anticuerpo monoclonal
anti-myc.

Como muestra la Figura 31, la disminucion de la temperatura no tiene ningun efecto sobre el

procesamiento de las construcciones transfectadas de TACE.

LOCALIZACION DE TACE DEPENDIENTE DE LOS EXTREMOS UTRs.

Existen cada vez mas evidencias de que ciertas regiones no codificantes de los ARN
mensajeros determinan la localizacion subcelular de algunas proteinas. Resultados recientes
han mostrado que en las células de mamifero, algunos ARNm se localizan en determinadas
zonas especificas del citoplasma. Esta localizacion, generalmente asociada con el
citoesqueleto, permite la sintesis de proteinas en regiones cercanas al lugar donde actiian. En
los casos estudiados, la sefial de localizacion del ARNm se encuentra en la region no
codificante 3’UTR (Veyrune et al, 1996; Dalgleish et al., 1999). Resultados recientes
(Tekotte y Davis, 2002), sugieren que el destino del ARNm depende de sus regiones no
codificantes (3’UTR), también llamadas “zip codes”. Estas regiones son reconocidas por
proteinas que actuando en frans determinan la correcta localizacién del ARNm y su destino

en el citoplasma.
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Dado que las construcciones que utilizamos para transfectar las células no contienen las
regiones no codificantes nos planteamos si el defecto en la progresion de la metaloproteasa
podria deberse a una localizacién incorrecta del ARNm de TACE. Para ello generamos
distintas construcciones con las regiones no codificantes de la metaloproteasa que
transfectamos en células COS. Un esquema de las construcciones que transfectamos se

muestra en la Figura 35

Figura 35. Esquema de las distintas

construcciones con las regiones no
hz_ codificantes de TACE. Todas ellas estan

clonadas en pcDNA3.1z(+) y tienen un
3 UTR (I) que va del nucledtido 2643 al 3759 epitope myc o HA como se indica entre el

prodominio y el dominio metaloproteasa.

TPl m Ib]l E IT

5 UTR que va del nucleétido 1 al 162 y la 3°UTR (I+1I) que va del nucledtido 2643 al 4306.
5 UTR que va del nucleétido 1 al 162 y la 3’°UTR que va del nucledtido 2643 al 4406

5’ UTR que va del nucleétido 1 al 162

Examinamos todas estas construcciones mediante analisis por Western blot con el objetivo de
detectar los niveles de procesamiento de TACE con los distintos fragmentos de las regiones
no codificantes (Figura 36).

El resultado de la Figura 36 muestra que ninguna de las construcciones con los extremos
UTRs ya sean fragmentos parciales o totales hace que proTACE se procese mas
eficientemente. La cantidad de TACE procesada es la misma en células sin transfectar que en
células transfectadas mientras que la cantidad de proTACE aumenta considerablemente
indicando una vez mas que cuando aumenta la cantidad de TACE en la célula se acumula en

su proforma.
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Q
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QQ’QQ" QQ" Figura 36. Papel de los extremos
\od &Y’ \+d UTRs en el procesamiento de TACE.
Q" Q’l Q" Las células COS se transfectaron con
QQ’ Q& Q& Q& distintas construcciones como se indica.
oo Los lisados de estas células se analizaron
2wt '% ’ por western blot con el anticuerpo
- & & & & policlonal contra el dominio citosélico
de TACE.
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- = = =» TACE procesada
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Estos resultados indican que el mecanismo que regula el trafico de TACE a través de la ruta

secretora es independiente de la temperatura y de los extremos UTRs.

EL MECANISMO QUE REGULA EL TRANSPORTE DE TACE ES SATURABLE

Los resultados anteriormente mostrados indican que la maquinaria que regula la progresion de
TACE y consecuentemente su procesamiento no funciona cuando el nimero de moléculas de
la metaloproteasa es mayor de la habitual en un determinado tipo celular. Con el proposito de
examinar si se trata de un mecanismo saturable, realizamos un experimento aumentando

progresivamente la cantidad de cADN que se transfecta en las células (Figura 37).

Figura 37. Sobre-expresién de distintas

= 2 S 8 He TACE cantidades de cADN en células CHO. Las

células CHO se transfectaron

176 - transitoriamente con distintas cantidades de
T proTACE cADN de TACE como se indica. Las células

114 - - 1 ' . TACE procesada ¢ lisaron y se realiz un Western blot con el
80 - # anticuepo policlonal contra el dominio

64 - citosolico de TACE.una construcciéon de
TACE
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LA DISMINUCION DE LA EXPRESION DE TACE AFECTA
FUNDAMENTALMENTE A LA PROFORMA.

Los resultados hasta ahora mostrados sugieren que los factores implicados en el mecanismo
que regula la salida de TACE de compartimentos tempranos de la via secretora son limitantes
y regulan la salida de un nimero determinado de moléculas. De forma que, cuando este
numero aumenta (lo que ocurre cuando las células se transfectan), los factores son limitantes
y el mecanismo se satura, bloqueandose el trafico intracelular de TACE.

Con el objetivo de examinar si el mecanismo que regula el trafico de TACE es saturable,
realizamos el experimento complementario al de sobre-expresion. Con este proposito
generamos ARN de interferencia que se une especificamente al ARN mensajero de TACE
provocando su degradacion. De esta manera al disminuir la cantidad de ARNm, disminuye la

expresion de TACE. En la Figura 38 se observa donde hibridan los 3 ARN de interferencia

disenados.
ATG TAG
(Met) ARNi(]) (Stop)
162 409, BT | 439 | 2643
1 1 I ]
280 p=— 301 g
5UTR ARNi(III) ARNi(IT) 3°UTR

Figura 38. Esquema de la hibridacion de los ARN de interferencia sobre el ARN de
TACE. Se disefiaron 3 ARN de interferencia que hibridan en las regiones indicadas de
ARNm de TACE (ver materiales y métodos).

Una vez generadas las 3 construcciones del ARN de interferencia, realizamos transfecciones
estables en dos lineas celulares de cancer de mama con distintos niveles de procesamiento de
TACE: las células SKBR3 y las MDAMB 435S. Una vez seleccionadas las células estables
que expresan el ARN de interferencia, se analiza la expresion de TACE mediante analisis por
Western blot (Figura 39).

Como se observa en la Figura 39A, cuando las células MDAMB 435S se transfectan con
ARN de interferencia de TACE, la cantidad de la metaloproteasa que se acumula en su
proforma disminuye mientras que la forma procesada existente practicamente se mantiene,

indicando que el numero de moléculas procesadas permanece constante. Los resultados se
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confirman en las células SKBR3 que poseen un mecanismo eficiente de procesamiento de
TACE, al disminuir la expresion con ARN de interferencia, del total de moléculas de TACE,
las formas que disminuyen son las dos: la proforma y la forma procesada de TACE, indicando
que en este tipo celular, el ARN de interferencia puede desbloquear el mecanismo implicado

en la progresion de la proteasa al disminuir su expresion.

A . . Figura 39. Disminucién de las formas de
- ARNi() - ARNi (I TACE tras transfectar las células con

ARN de interferencia. A: Las células
ws - |ProTACE SKBR3 y MDAMB 435S se transfectaron de

P TACE manera estable con la construccién de ARNi
(I) y ARNIi (III) respectivamente. Los lisados
de estas células se analizaron por Western
blot con el anticuerpo policlonal contra el
dominio citosdlico de TACE vy el anticuerpo
S w— e | ACTINA monoclonal anti-Actina como control de
carga. B: Cuantificacion de los resultados
mostrados en A. La grafica muestra las veces
que disminuyen las formas de TACE tras

SKBR3 MDAMB 435S haber sido inhibida su sintesis con ARN de
interferencia (unidades arbitrarias).
s 2
S e
B = %200
o
g = e
S =150 r
< q
ARNIi i
2 %100 ARNi
€5, | ARNi — [ ARNi
g2 -
2, /m
== -
=y % proTACE TACE proTACE TACE
M= procesada procesada
SKBR3 MDAMB 435S

En conclusion las células analizadas tienen un mecanismo ineficiente de control de la
progresion de TACE a través de la ruta secretora e independiente de los distintos dominios
de la metaloproteasa. El mecanismo que regula el trdafico de TACE es un mecanismo

altamente saturable, en distintos tipos celulares.
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IV. POSIBLE MECANISMO QUE REGULA EL TRAFICO
INTRACELULAR DE TACE.

POSIBLES FACTORES IMPLICADOS EN EL TRAFICO INTRACELULAR DE
TACE

Los resultados mostrados hasta ahora sugieren la existencia de un mecanismo saturable que
regula la progresion de TACE a través de la ruta secretora y sobre todo de su salida de
compartimentos tempranos de la misma. TACE, como el resto de metaloproteasas de la
misma familia, se empaqueta en las vesiculas de transporte en el reticulo endoplasmatico y
progresa hasta el complejo de Golgi donde se procesa. En este camino, probablemente,
interaccionara con complejos moleculares que regularan su transito.

Frecuentemente el trafico de proteinas de transmembrana de tipo I, estd regulado por
secuencias presentes en el dominio citos6lico. Con el objetivo de identificar posibles
proteinas que interaccionen con el dominio citosélico de TACE, realizamos un ensayo de
purificacion por afinidad (pull down) utilizando una construccién del dominio citosélico de
TACE fusionada a la Glutation-S-transferasa (GST) y lisados de las células SKBR3 y
MDAMB 4358S. Utilizamos estos dos tipos celulares porque son los que presentan un patrén
de procesamiento de TACE mas extremo: las células SKBR3 la forma mayoritaria de TACE
es la procesada mientras que las células MDAMB 435S esta forma es la minoritaria.

Las proteinas recombinantes GST-TACE-dominio citosdlico y GST (como control) se
obtuvieron por inmovilizaciéon en una columna de glutation-sefarosa (ver materiales y
métodos). Las proteinas recombinantes se cargan en un gel de electroforesis (SDS-
poliacrilamida) que se tifie con Comassie para detectar la cantidad obtenida (Figura 40)

Figura 40. Deteccion de las

proteinas recombinantes GST y
GST-TACE (dominio citosélico).

.. |~ GST-TACE Proteinas recombinantes GST 'y
GST N (dominio citosélico) GST-TACE (dominio citosolico)
* obtenidas  por  inmovilizacion

mediante una columna de glutation

sefarosa cargadas en un gel de

electroforesis. El gel se tifie con
Comassie para visualizar las

10ul  20ul . N

Ou H proteinas. La banda sefialada con (*)

es inespecifica.
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Una vez obtenidas las proteina recombinantes y cuantificadas se incuban con lisados de
células MDAMB 435S y células SKBR3 previamente marcados con *°S. Nos interesara
identificar aquellas proteinas de los lisados celulares que interaccionen con GST-TACE
(dominio citos6lico) y no con GST (se utiliza como control). Una vez acabada la interaccion,

las muestras se cargan en un gel de electroforesis y se analizan las bandas (Figura 41).

359

Figura 41. Proteinas marcadas
metaboélicamente que interaccionan con el
dominio citosolico de TACE. Las células
SKBR3 y MDAMB 435S se marcan con
ImCi de Translabel **S durante 1 hora.
198 - Lisados de estas células se incuban durante
% * 14-16 horas con proteina recombinante GST
(carriles 2) o GST-TACE (dominio
citosolico) (carriles 1). Las muestras se
- cargan en un gel de electroforesis que se seca

113 - y se expone en una pelicula FUJIFilm.
96 -

SKBR3 MDAMB 435S

Como se muestra en la Figura 41 son muchas las proteinas que interaccionan exclusivamente
con el dominio citosélico de TACE ya que aparecen en los carriles 1 mientras no aparecen en
los carriles 2 donde estan las proteinas que interaccionan solo con GST (ver, por ejemplo, la
banda marcada con un asterisco).

Con el objetivo de identificar estas bandas, seguimos el mismo protocolo pero utilizando
lisados de células SKBR3 y MDAMB 435S sin marcar metabdlicamente. Una vez concluida
la interaccion entre los lisados y la proteina recombinante, las muestras se cargan en un gel de
electroforesis y se sigue un protocolo de tincion con plata (ver materiales y métodos).

Los resultados muestran que son muchas las bandas que interaccionan con la construccion del
dominio citosdlico de TACE fusionada a GST (Figura 42). Para descartar que las bandas que
observamos en los carriles de proteinas que interaccionan con el dominio citosélico de TACE
sean las mismas que las que interaccionan s6lo con GST analizamos las bandas n° 4 y n°8

sefialadas en el gel (Figura 42).
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Plata
1 2 1 2
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115+
97-

SKBR3 MDAMB 435S

Figura 42. Proteinas de células MDAMB 435S y SKBR3 que interaccionan con el
dominio citosolico de TACE. Lisados de células SKBR3 y MDAMB 435S se incubaron
durante 16-18 horas con GST y GST-TACE (dominio citos6lico) obtenidas por inmovilizacion
con glutation sefarosa. Las muestras resultantes de la incubacién 1: GST-TACE (dominio
citosolico) y 2: GST, se cargan en un gel de electroforesis que se tifie con plata (ver materiales
y métodos).

Se analizaron e identificaron las bandas sefialadas en el gel, en el servicio de protedmica del
Hospital Vall d’Hebron (Tabla 14).

Como se muestra en la Tabla 14, la mayoria de las proteinas identificadas son inespecificas.
Algunas de las bandas analizadas, como la n° 4 y la n° 8, resultaron ser una mezcla de mas de
una proteina (Tabla 14). Tan s6lo dos de las bandas, la subunidad o y la subunidad B del
complejo del coatdmero son proteinas que tienen una afinidad por el dominio citosélico de
TACE fusionado con GST y no sélo con GST. De las dos subunidades, la o es la que se
identifica de manera independiente en las dos lineas celulares analizadas. Ademas la cantidad

de péptidos identificados es elevado como se muestra en la Figura 43.
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% Peso
N° Nombre de la proteina N° acceso

Secuencia | molecular

Subunidad o del complejo del
1 Q8IXZ9 31 139235
coatomero (Homo sapiens)

Subunidad 3 del complejo del
2 COPP_HUMAN 8 102291
coatomero (Homo sapiens)

3 Metionina sintasa (E.coli) METE_ECOL6 26 84507
4 Glutation-transferasa AAAT2682 38 26642
4 Metionina sintasa (E.coli) METE_ECOLI 16 84490

Subunidad o del complejo del
5 Q8IXZ9 18 139235
coatomero (Homo sapiens)

7 Metionina sintasa (E.coli) METE_ECOL6 10 84507

8 GST-6his - Vector de AAB41882 33 30980
expression pGEX-2T-6H.

8 Metionina sintasa (E.coli) METE_ECOL6 15 84507

Tabla 14. Proteinas identificadas mediante espectometria de masas. En la tabla se representa el
numero de banda que se selecciona en el gel tefiido con plata, el nombre de la proteina identificada, el
numero de acceso en el NCBI BLAST, el porcentaje de péptidos que hibridan con la secuencia de proteina
y el peso molecular estimado. Notese que este peso molecular no siempre corresponde con el peso
reflejado en el gel. Esto puede ser debido a modificaciones post-traduccionales que sufren las proteinas,
tales como glicosilacion, fosforilacion, agregados, etc.La banda n°4 y n°8 dieron lugar a dos proteinas
distintas.

1 MLTKFETKSA RVKGLSFHPK RPWILTSLHN GVIQLWDYRM CTLIDKFDEH
51 DGPVRGIDFH KQQPLFVSGG DDYKIKVWNY KLRRCLFTLL GHLDYIRTTF
101 FHHEYPWILS ASDDQTIRVW NWQSRTCVCV LTGHNHYVMC AQFHPTEDLV
151 VSASLDQTVR VWDISGLRKK NLSPGAVESD VRGITGVDLF GTTDAVVKHV
201 LEGHDRGVNWAAFHPTMPLI VSGADDRQVK IWRMNESKAW EVDTCRGHYN
251 NVSCAVFHPR QELILSNSED KSIRVWDMSK RTGVQTFRRD HDRFWVLAAH
301 PNLNLFAAGH DGGMIVFKLE RERPAYAVHG NMLHY VKDRF LRQLDFNSSK
351 DVAVMQLRSG SKFPVFNMSY NPAENAVLLC TRASNLENST YDLYTIPKDA
401 DSQNPDAPEG KRSSGLTAVW VARNRFAVLD RMHSLLIKNL KNEITKKVQV
451 PNCDEIFYAG TGNLLLRDAD SITLFDVQQK RTLASVKISK VKYVIWSADM
501 SHVALLAKHE HSCPLPLTAI VICNRKLDAL CNIHENIRVK SGAWDESGVF
551 IYTTSNHIKY AVTTGDHGII RTLDLPIYVT RVKGNNVYCL DRECRPRVLT
601 IDPTEFKFKL ALINRKYDEV LHMVRNAKLV GQSITAYLQK KGYPEVALHF
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651 VKDEKTRFSL ALECGNIEIA LEAAKALDDK NCWEKLGEVA LLQGNHQIVE
701 MCYQRTKNFD KLSFLYLITG NLEKLRKMMK TAEIRKDMSG HYQNALYLGD
751 VSERVRILKN CGQKSLAYLT AATHGLDEEA ESLKETFDPE KETIPDIDPN

801 AKLLQPPAPI MPLDTNWPLL TVSKGFFEGT IASKGKGGAL AADIDIDTVG
851 TEGWGEDAEL QLDEDGFVEA TEGLGDDALG KGQEEGGGWD VEEDLELPPE
901 LDISPGAAGG AEDGFFVPPT KGTSPTQIWC NNSQLPVDHI LAGSFETAMR
951 LLHDQVGVIQ FGPYKQLFLQ TYARGRTTYQ ALPCLPSMYG YPNRNWKDAG
1001 LKNGVPAVGL KLNDLIQRLQ LCYQLTTVGK FEEAVEKFRS ILLSVPLLVV
1051 DNKQETAEAQ QLITICREYI VGLSVETERK KLPKETLEQQ KRICEMAAYF
1101 THSNLQPVHM ILVLRTALNL FFKLKNFKTA ATFARRLLEL GPKPEVAQQT
1151 RKILSACEKN PTDAYQLNYD MHNPFDICAA SYRPIYRGKP VEKCPLSGAC
1201 YSPEFKGQIC RVTTVTEIGK DVIGLRISPL QFR

Figura 43. Secuencia de la subunidad o del complejo del coatomero. Los péptidos identificados que
solapan con la secuencia se marcan en rojo.

Estos resultados nos encaminan al andlisis del complejo del coatémero y a su interaccion con
TACE con el objetivo de examinar si este complejo, también denominado COP-I, tiene un

papel en la funcién de TACE.

COP-I: ;POSIBLE FACTOR IMPLICADO EN EL TRAFICO INTRACELULAR DE TACE?

La formacion de vesiculas de transporte asi como la incorporacion selectiva de proteinas
(cargo) dentro de estas vesiculas son procesos mediados por proteinas especificas que
recubren las membranas celulares, también llamadas “protein cotas” (Bonifacino y
Lippincott-Schwartz, 2003). COP-I es un complejo proteico formado por distintas
subunidades que recubre las vesiculas que se encargan del transporte retrogrado, es decir,
transportan proteinas desde el complejo de Golgi de vuelta al reticulo endoplasmatico
(Letourneur ef al., 1994).

Con el objetivo de comprobar la interaccion real entre COP-1 y el dominio citosélico de
TACE y aunque tanto la subunidad o como la subunidad B parece que interaccionan con este
dominio, conseguimos un anticuerpo que reconoce la subunidad o del COP-I y realizamos
experimentos en los que incubamos GST y GST-TACE (dominio citosolico) con lisados de
células SKBR3 y MDAMB 435S. El producto de la incubacion concentrado con glutation
sefarosa se carga en un gel de electroforesis y se realiza un Western-blot con anticuerpos

especificos anti-COP-I (Figura 44).
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Figura 44 Interaccién in vitro de COP-1y el
dominio citosélico de TACE. Lisados de
células MDAMB 435S y SKBR3 se incubaron
con 10 ul de GST y 20 pl de GST-TACE
(dominio  citosdlico)  inmovilizadas  con
glutation sefarosa. LT: lisado total previo a la
incubacion. LT+ GST-TACE: lisado total
incubado con GST-TACE (dominio citosélico).
LT+ GST: lisado total incubado con GST. Las
muestras se cargaron en un gel de electroforésis

- ' COP-1I y se analizaron por Western blot con un
anticuerpo policlonal contra COP-I.

LT+GST-TACE
LT+GST
LT+GST-TACE
LT+GST

LT
LT

1
Y

SKBR3 MDAMB 435S

Los resultados muestran que existe una interaccion in vitro entre el dominio citosolico de

TACE unido a GST y COP-1 de las células MDAMB 435S y SKBR3.

A partir de todos estos resultados, nuestro siguiente objetivo sera analizar si la interaccion
entre COP-I y el dominio citosélico de TACE ocurre in vivo. También, delimitaremos la
region del dominio citosolico que es la responsable de la interaccion especifica con COP-1 y
analizaremos el comportamiento de contrucciones de TACE sin el dominio citosélico.

En el futuro se deberia confirmar si la interaccion entre COP-I y el dominio citosolico de
TACE es clave para la regulacion del trafico intracelular de la metaloproteasa a través de la

via secretora.
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DISCUSION

El fenotipo de los ratones TACE*“"A%"

(con una delecion en el gen de TACE generando una
proteina inactiva) y las células que derivan de ellos, muestran que TACE es esencial en el
desarrollo de estos animales y es responsable del shedding de un gran niimero de proteinas de
transmembrana de funcién y estructuras muy distintas (Black et al., 1997; Buxbaum et al.,
1998; Merlos-Suarez et al., 1998; Peschon et al., 1998; Althoff et al., 2000; Garton et al.,
2001; Merlos-Suarez et al., 2001). Dada esta variedad de sustratos, es razonable conjeturar
que la actividad de TACE estara bajo un riguroso control para prevenir la prote6lisis no
deseada. No obstante, se conoce poco acerca de los mecanismos responsables de la regulacion
de la actividad de TACE. Asimismo, aunque se conoce desde hace mucho que el shedding es
un proceso regulado (Pandiella y Massague, 1991), no se conoce a qué nivel (o niveles) se
regula la actividad de TACE. Algunas evidencias muestran que TACE se regula a nivel
transcripcional, detectandose un aumento del ARNm de la metaloproteasa en algunas
enfermedades tales como artritis reumatica, infarto agudo de miocardio y cancer (Patel ef al.,
1998; Amin, 1999; Akatsu et al., 2003; Lendeckel et al., 2005). Sin embargo, la gran mayoria
de los trabajos apuntan a que la regulacion de la actividad de TACE ocurre a nivel post-
traduccional, aunque no se conoce exactamente como (para una revision, ver Black, 2002).

En este trabajo hemos descrito que el trafico intracelular de TACE puede regular su actividad.
Probablemente, este mecanismo regula el shedding de ectodominios mediado por TACE a

través de la salida de la metaloproteasa de compartimentos tempranos de la via secretora.

CARACTERIZACION DE LA LINEA CELULAR MUTANTE M2.

De entre los sustratos de TACE (ver degradoma, Tabla2 de la introduccion), el proTGF-o es
uno de los mas estudiados (para una revision ver Arribas y Borroto, 2002). Con el objetivo de
caracterizar los mecanismos que regulan el shedding de este factor de crecimiento, utilizamos
como herramienta una linea celular denominada M2 cuyas caracteristicas principales son la
deficiencia en el shedding activado no sélo de proTGF-a. (Arribas y Massague, 1995), sino de
una gran variedad de proteinas de la superficie celular tales como la B-APP, L-selectina, IL-

6R, proTNF-a, EGF, p75™'™®, Fracktalquina, proHB-EGF y PARI (Arribas y Massague,
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1995; Arribas et al., 1996; Merlos-Suarez et al., 1998; Merlos-Suarez et al., 2001; Tsou et al.,
2001; Borrell-Pages et al., 2003; Le Gall ef al., 2003; Ludeman et al., 2004; Weskamp et al.,
2004). Muchas de estas proteinas también tienen un shedding defectivo en las células
derivadas de los ratones genéticamente modificados, que carecen de TACE activa
(TACE**™2%) (Black et al., 1997; Buxbaum et al., 1998; Peschon ef al., 1998; Althoff et al.,
2000; Garton et al., 2001; Merlos-Suarez et al., 2001; Weskamp et al., 2004). Dada la
similitud entre el fenotipo de las células M2 y el de las células derivadas de los ratones
TACE**"4%"¢] defecto en esta linea celular mutante podria estar relacionado directamente

con TACE o con algun factor necesario para su actividad.

TACE EN LAS CELULAS M2

Generalmente, TACE se detecta como dos formas que corresponden a la proforma, inactiva
que contiene el prodominio y que se encuentra en compartimentos tempranos de la via
secretora (proTACE) y la forma procesada, potencialmente activa, que es la tnica que se
detecta en la superficie celular (TACE procesada) (Schlondorff et al., 2000). La tnica forma
que nosotros detectamos en la linea celular mutante M2 es la proforma de TACE. Los
experimentos de marcaje metabolico y cazas a diferentes tiempos muestran que, a diferencia
de la situacion en células silvestres, en las células M2 la proforma de TACE se degrada con el
tiempo y nunca llega a procesarse a niveles detectables. Este resultado sugiere que las células
M2 tienen un defecto en el procesamiento de proTACE. Este resultado nos condujo a analizar
si las proproteinas convertasas son las responsables del procesamiento de proTACE y sin son

éstas las que estan alteradas en las células mutantes M2.

LAS PROPROTEINAS CONVERTASAS EN LAS CELULAS M2.

Se ha descrito que para muchas metaloproteasas de la familia ADAMs, la proforma se
procesa por proproteinas convertasas tipo Furina (Loechel et al., 1998; Lum et al., 1998;
Roghani et al., 1999). El analisis que realizamos de las formas de TACE en las células LoVo
(deficientes en la actividad de Furina) y en células que sobre-expresan un inhibidor de
proproteinas convertasas (o;-PDX), mostré que el procesamiento de TACE ocurre
principalmente por Furina y, en su ausencia, por otras proproteinas convertasas. Los

experimentos realizados usando endoglicosidasa H, para diferenciar qué formas de TACE se
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encuentran en el reticulo endoplasmatico y el cis-Golgi y cuales han alcanzado
compartimentos posteriores al trans-Golgi, revelan que, en células que contienen Furina, el
proTACE se procesa casi inmediatamente después de la salida de compartimentos tempranos
de la via secretora ya que no se detecta proTACE resistente a la glicosidasa. Sin embargo, en
las células LoVo, una fraccion de la proforma de TACE es resistente a EndoH, indicando que
en ausencia de Furina, proTACE se procesa por otras convertasas, pero menos eficientemente.
Todos estos datos indican que, al igual que otras ADAMs, TACE se procesa por Furina y en
su ausencia por otras convertasa. Ademas, estos resultados estan en concordancia con otros
trabajos publicados posteriormente donde se describe que la Furina procesa in vitro e in vivo
proTACE en la secuencia (Arg-Val-Lys-Arg--Arg) (Peiretti et al., 2003a) y que otras
convertasas pueden eliminar el prodominio de TACE (Endres et al., 2003; Srour et al., 2003).
No obstante, nuestros resultados indican que el hecho de que proTACE no se procese en las
células M2 no es debido a una deficiencia en la actividad de las proproteinas convertasas. Dos
tipos de evidencias son las que muestran que estas convertasas no estdn alteradas en las
células M2. En primer lugar, experimentos de transfecciones transitorias de diversas
proproteinas convertasas en las células M2 no consiguen que proTACE se procese. En
segundo lugar, otras metaloproteasas cuyo procesamiento es dependiente de la actividad de
proproteinas convertasas tales como ADAM 10, ADAM 9, MTI-MMP o ADAM-TSI
(Roghani et al., 1999; Rodriguez-Manzaneque et al., 2000; Yana y Weiss, 2000; Anders et
al., 2001), se procesan correctamente en las células M2. Estos resultados indican que las
proproteinas convertasas son activas en las células M2 y que por lo tanto el defecto en el

procesamiento de TACE esta relacionado con otro factor.

LOCALIZACION SUBCELULAR DE TACE EN LAS CELULAS M2

A continuacion, decidimos analizar la localizaciéon intracelular de proTACE en células
silvestres y M2 y observamos que se encontraba en compartimentos tempranos de la via
secretora a juzgar por la sensibilidad al tratamiento con EndoH. Estos resultados indican que
el defecto de las células M2 afecta a la salida de proTACE de compartimentos tempranos de
la via secretora y sugieren que el defecto en las células M2 afecta directamente a proTACE o

bien a algun factor necesario para su transporte intracelular.
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Otras metaloproteasas con caracteristicas similares a TACE como ADAM 10, ADAM 9,
MTI1-MMP y ADAMTS-1, (Roghani ef al., 1999; Rodriguez-Manzaneque et al., 2000; Yana
y Weiss, 2000; Anders et al., 2001) se procesan correctamente y alcanzan la superficie celular
en las células M2. Por lo tanto, el factor alterado en estas células mutadas no es un elemento
comun en el trafico intracelular de distintas metaloproteasas sino que se trata de TACE o de
un factor especifico necesario para el trafico corecto de TACE.

Recientemente, trabajos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que, aunque mediante
secuenciacion automatica no se observaron diferencias en la secuencia de TACE entre las
células CHO y M2, la inspeccién visual en detalle del electroforetograma mostré que en las
células M2, TACE contiene dos mutaciones puntuales heterocigotas en las posiciones 674 y
1799, respectivamente. El analisis de los clones individuales mostré que las células M2
expresan dos formas mutantes de TACE que dan lugar a una sustitucion de la Cys-225 a Tyr y
de Cys-600 a Tyr, respectivamente. Estos resultados abren la posibilidad de que mutaciones
puntuales en TACE son las responsables de la deficiencia en el trafico intracelular de esta
metaloproteasa (Villanueva de la Torre et al., 2004). Ademas, estos resultados resaltan el
hecho de que los primeros pasos de la progresion de TACE a través de la ruta secretora
parecen ser criticos para la activacion correcta de la metaloproteasa (Villanueva de la Torre et

al., 2004).

Todas estas observaciones avalan el uso de las células M2 como una herramienta para
estudiar el trafico intracelular de TACE, ya que la regulacién de este trafico es un punto

esencial para controlar su actividad.

TRAFICO INTRACELULAR DE TACE

Una vez caracterizado que en la linea celular mutante M2 no hay actividad de TACE debido a
un defecto en su trafico intracelular, decidimos estudiar si el transporte de la metaloproteasa
esta regulado in vivo. Teniendo en cuenta que la forma madura de TACE debe estar anclada
en la superficie celular para cortar proteoliticamente sus sustratos (Reddy et al., 2000), la

regulacion de podria ser critica para la regulacion de su actividad.
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Recientemente se ha descrito un mecanismo de regulacion de la actividad de una proteina a
través del control de su trafico intracelular, de manera similar al mecanismo propuesto en este
trabajo. El nuevo mecanismo regula la actividad de dos receptores: Frizzle (con siete
dominios transmembrana) y FGFR (receptor tirosina quinasa) que interaccionan con sus
ligandos Wnt y FGF respectivamente, (Yamamoto et al., 2005). El descubrimiento de una
nueva proteina llamada Shisa, que también tiene homdlogos en humanos, actia a través de la
retencion de estos receptores en el reticulo endoplasmatico inhibiendo la posibilidad de
interaccionar con sus ligandos y activarse (Yamamoto et al., 2005). La sobre-expresion de
Shisa causa el mismo fenotipo que inhibidores de Wnt o FGF. Shisa es una proteina que se
encuentra en el reticulo endoplasmatico y que se secreta al medio extracelular. La inhibicion
del transporte de los receptores no sucede cuando shisa se secreta al medio sino cuando se

expresa en la misma célula que los receptores.

REGULACION DEL PROCESAMIENTO DE TACE

Los resultados obtenidos al analizar un panel amplio de lineas celulares, mostraron que la
relacion entre las dos formas de TACE (proTACE y TACE procesada) es variable
dependiendo del tipo celular. Algunas de estas lineas son de origen tumoral (MDA-MB 231,
MDA-MB 361, MDA-MB 435S, MDA-MB 453, MDA-MB 468, MCF-7, T47-D, BT4T4,
SKBR-3 y NCI-H292) mientras que otras no (COS, RPE 40 y NIH 3T3). La linea celular RPE
40 carece de Furina activa, pero como se ha descrito anteriormente, otras convertasas son
capaces de procesar proTACE (resultados derivados de este trabajo y Endres et al., 2003;
Srour et al., 2003). En todas las lineas celulares analizadas la relacion entre las formas de
TACE es variable, mientras que en unas lineas la forma mayoritaria es la procesada (T47-D y
SKBR-3), en otras es la proforma de TACE (MDA-MB 435S). Estas diferencias no se pueden
asociar a diferencias en la actividad de las proproteinas convertasas como ocurria con las
células LoVo ya que para la mayoria de estas lineas esta descrita la actividad de Furina y otras
convertasas (Imai et al., 1996; Cheng et al., 1997; Yana y Weiss, 2000). También hemos
observado estas diferencias entre las formas de TACE en distintas muestras de tejidos
tumorales de mama humanos. Estas diferencias, que no son debidas a la confluencia, la
presencia de UTRs o la temperatura, en los tipos celulares indican que el procesamiento de

proTACE puede ser regulado in vivo. El papel de TACE en el desarrollo y progresion tumoral
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se esta llevando a cabo en nuestro laboratorio mediante la realizacion de ratones transgénicos
que expresan la metaloproteasa en la glandula mamaria.

De acuerdo con nuestros experimentos de marcaje metabolico y cazas a distintos tiempos, las
diferencias en el procesamiento de proTACE, se deben a diferencias en la velocidad de trafico
intracelular de la metaloproteasa. En determinadas lineas celulares, proTACE apenas se
procesa porque se retiene en compartimentos tempranos de la via secretora a juzgar por los
experimentos de resistencia a EndoH. De nuevo, el mecanismo que regula la cantidad de
TACE procesada mediante su retencion en compartimentos tempranos de la ruta secretora se
observa in vivo. El uso de las distintas lineas celulares donde se observa una regulacion
diferencial del procesamiento de TACE, que no es debida a la actividad de las convertasas, ni

a mutaciones en TACE, son una herramienta para estudiar el trafico intracelular de TACE.

REGULACION DEL PROCESAMIENTO DE ADAM 10

TACE comparte una gran similitud con ADAM 10, respecto a su secuencia (21% de
homologia), su estructura y funcionalidad (Fahrenholz et al., 2000; Blobel, 2002). De manera
similar a TACE, ADAM 10 se describi6 como una metaloproteasa implicada en el shedding
de TNF-o (Lunn et al., 1997; Moss et al., 1997). Como TACE vy el resto de las ADAMs,
proADAM 10 se procesa por proproteinas convertasas que reconocen la secuencia RKKR
localizada entre el prodominio y el dominio metaloproteasa (Anders et al., 2001). El
mecanismo que controla el trafico de TACE, podria ser comun al que controla el de ADAM
10. Recientemente se ha descrito el papel de inhibidores de acetilcolinestarasas en la
induccion del trafico hacia la membrana plasmatica de ADAM 10 y en la induccion del
shedding de la B-APP en células de neuroblastoma (Zimmermann et al., 2004). En nuestro
trabajo realizamos un analisis de las formas de ADAM 10 en distintas lineas celulares sin
estimular con ningin compuesto. El resultado de este estudio mostré que existe una relacion
variable entre las dos formas de ADAM 10 (proADAM 10/ ADAM 10 procesada) de manera
similar a como ocurre con las formas de TACE, es decir, los niveles de ADAM 10 procesada
correlacionan bien con los de TACE procesada. No obstante, ninguna de las células
analizadas mostr6 niveles tan elevados de procesamiento de ADAM 10 como de TACE.

Estos resultados abren la posibilidad de que alguno(s) de los componentes de la maquinaria

que regulan el transporte de proTACE y proADAM 10 sean comunes y apuntan a que las
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metaloproteasas de la familia ADAMs regulen su actividad proteolitica a través de este
mecanismo.
El efecto de distintos compuestos sobre el transporte de las ADAMs podra ayudar a inducir si

la regulacion del trafico puede ser activada.

CARACTERIZACION DEL TRAFICO DE TACE.

SOBRE-EXPRESION DE TACE

Los resultados hasta ahora mostrados nos conducen a proponer que el trafico de TACE esta
regulado in vivo. No obstante, se conoce poco acerca del mecanismo y de los factores que
intervienen en este proceso. Los resultados que hemos obtenido al estudiar el funcionamiento
de este mecanismo nos han mostrado que al menos alguno de los factores que regulan el
transporte de TACE es altamente saturable. La sobre-expresion de la metaloproteasa causa un
aumento dramatico de la proforma, mientras que la forma procesada no varia apenas. La
proforma se localiza invariablemente e independientemente de los niveles de expresion en
compartimentos tempranos de la via secretora, sugiriendo que el exceso de proTACE se
queda retenido en el ER. Una hipdtesis que explicaria estos resultados es que s6lo un ntimero,
determinado por el factor saturable, de moléculas de la metaloproteasa pueden procesarse y
ser potencialmente activas en un determinado tipo celular. La saturacion del trafico de TACE
ha sido también descrita, ademas de por nuestro grupo, por otros autores (Slack ez al., 2001,
Vincent et al., 2001; Fan et al., 2003; Peiretti et al., 2003b; Li y Fan, 2004; Villanueva de la
Torre et al., 2004). Para determinar si TACE posee una secuencia responsable de sus
retencion en el RE transfectamos diversas deleciones de TACE. Nuestros resultados muestran
que cualquier construcciéon de TACE, con uno o mas dominios delecionados se retiene en
compartimentos tempranos de la via secretora cuando se sobre-expresa de manera transitoria,
sugiriendo que no existe una sefial unica en un dominio que sea la responsable de su
retencion. No obstante, se ha descrito que, a diferencia de la molécula completa,
construcciones de TACE con deleciones del dominio citosdlico y transmembrana se
transportan eficientemente (Milla et al., 1999). Sin embargo, estos experimentos se han
realizado infectando células de insecto, un sistema ampliamente utilizado para la purificacion
de grandes cantidades de proteina pero que pudiera no reflejar la situacion en mamiferos. De

manera similar se consiguié cristalizar el dominio metaloproteasa de TACE, transfectando
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una construccion de TACE que codifica unicamente el prodominio y el dominio
metaloproteasa (Maskos et al., 1998). Por este motivo y a diferencia de lo que nosotros
detectamos, cabe la posibilidad de que la retencion que detectamos cuando transfectamos de
manera transitoria tenga que ver con el sistema de transfeccion, puesto que aparentemente en
transfecciones en estable, TACE se comporta de manera mas fisiologica. De todas formas,
esto no afectaria a lo que le ocurre a la molécula completa de TACE.

Recientemente, trabajos realizados en este laboratorio han mostrado que el acimulo de la
proforma de TACE disminuye al transfectar las células de manera estable, indicando que el
porcentaje de células transfectadas y los niveles de expresion determinan la actividad de la
metaloproteasa en cada conjunto de experimentos. Asi, en transfecciones que resultan en un
alto porcentaje de células que expresan cantidades moderadas de la metaloproteasa, se detecta
la forma procesada de TACE. Sin embargo, en transfecciones que resultan en un bajo
porcentaje de células expresando elevados niveles de la metaloproteasa, no se detecta esta

forma (Villanueva de la Torre et al., 2004).

SOBRE-EXPRESION DE OTRAS ADAMs

El hecho de que el mecanismo que controla la salida de compartimentos tempranos de la via
secretora de proTACE, pueda ser un mecanismo compartido con otras ADAMs, no implica
que los factores involucrados en este proceso, tengan la misma afinidad por unas
metaloproteasas que por otras. Esta diferencia en la afinidad podria explicar porqué los
factores implicados en el trasporte se saturan cuando se sobre-expresa TACE y no cuando se

sobre-expresa otra metaloproteasa de la misma familia como ADAM 9.

INHIBICION DE LA EXPRESION DE TACE

Otros datos que refuerzan la hipotesis de que el mecanismo que regula el trafico de TACE es
saturable son los datos obtenidos de manera complementaria a los experimentos de sobre-
expresion: la inhibiciéon parcial de la sintesis de TACE mediante el uso de ARN de
interferencia (ARNi) disminuye fundamentalmente los niveles de proTACE, mientras que la
forma procesada se mantiene invariable. De nuevo, estos resultados indican que en una
determinada linea celular el mecanismo que controla la progresion de TACE es limitado de tal

manera que s6lo un niimero predeterminado de moléculas de la proteasa pueden procesarse y
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llegar a la membrana plasmatica. De esta manera, la célula controla el nimero de moléculas
potencialmente activas evitando asi una proteolisis no deseada. Si el nimero de moléculas de
la proteasa aumenta o simplemente es mayor al nimero de moléculas que pueden salir de
compartimentos tempranos de la via secretora, la célula responde acumulando las moléculas
en su proforma. Al disminuir la cantidad de moléculas de TACE, desaturamos el mecanismo
de tal manera que el procesamiento es el mismo pero el acimulo de proTACE disminuye.
Con este tipo de experimentos no disminuimos la actividad de TACE porque la forma
procesada es constante, pero nos sirve para explicar que el mecanismo de regulacion se

encuentra a nivel de su transporte y que es altamente saturable.

POSIBLES FACTORES IMPLICADOS EN EL MECANISMO DE
RETENCION DE TACE

El reticulo endoplasmatico y el complejo de Golgi comprenden los dos primeros pasos en la
secrecion de proteinas. Los transportadores vesiculares median un flujo continuo de proteinas
y lipidos entre estos compartimentos, de tal manera que transportan las proteinas recién
sintetizadas desde el reticulo endoplasmatico (transporte anterdgrado) y la vuelta de la
proteinas que se escapan del reticulo endoplasmatico (transporte retrégrado). El transporte
anterogrado y retrégrado viene mediado por distintos tipos de vesiculas cubiertas con distintas
proteinas llamadas “proteins coats” COP-II y COP-I respectivamente, las cuales actian sobre

la membrana de las vesiculas para capturar las proteinas del cargo.

COP-1

La interaccion entre COP-I y el dominio citosoélico de TACE in vitro, podria explicar porque
el exceso de la metaloproteasa se queda retenido en compartimentos tempranos de la via
secretora. En situaciones de equilibrio, cada célula tiene la maquinaria capaz de hacer
progresar a través de la ruta secretora un nimero determinado de moléculas de TACE. La
hipétesis seria que el dominio citosolico de las moléculas de TACE interacciona con un factor
desconocido limitante que impide que este interaccione con COP-I. Cuando el niimero de
moléculas de TACE aumenta, el factor limitante se satura y el dominio citoso6lico queda libre
para unirse a COP-I de tal manera que la proteasa vuelve al reticulo endoplasmatico (Figura
44).

125



Discusion

Esta hipdtesis explicaria porque en determinados tipos celulares tengan un mecanismo mas o

menos eficiente en la progresion de TACE a través de la ruta secretora.

B =

‘ Reticulo @O

endoplasmatico

S m .

Transporte retrégrado

Figura 44. Posible mecanismo de regulacion del transporte de TACE. Todas las

moléculas de TACE que se sintetizan salen del reticulo endoplasmatico en vesiculas COP-

II (transporte anterégrado), pero solo aquellas que no tienen el factor limitante unido al

dominio citosolico de TACE vuelven al reticulo endoplasmatico en vesiculas COP-I

(transporte retrogrado). El factor que se une al dominio citosolico de TACE es un factor

limitante regula la salida y progresion de TACE a través de la ruta secretora. Cuando este

factor se satura el dominio citosélico de TACE interacciona con COP-I y es transportado

de vuelta al reticulo endoplasmatico.
En general, los resultados mostrados en este trabajo indican la existencia de un mecanismo
que controla especificamente la actividad de TACE a través de su trafico intracelular. Un
aumento de la actividad de TACE supone un incremento en el corte proteolitico de sus
sustratos como por ejemplo el proTGF-a lo que conduciria a una producciéon de TGF-a
soluble que interacciona y activa al EGFR.
El control de la actividad de TACE impediria un exceso de proteolisis no deseada que es la
causa de enfermedades inflamatorias, el Alzheimer y el cancer. Obviamente, la identificacion

de los componentes que permiten la salida de TACE de compartimentos tempranos de la via
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secretora regulando consecuentemente su procesamiento y activacion sera el siguiente paso en

entender este mecanismo de control.
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Conclusion

CONCLUSIONES

1.- El defecto en la linea celular mutante M2, radica en un bloqueo del trafico de proTACE, lo
que conduce a un acumulo de la metaloproteasa inactiva en compartimentos tempranos de la

ruta secretora.

2.- La eficiencia del procesamiento de TACE varia en distintas lineas celulares.
Invariablemente, el procesamiento parece estar acoplado a la salida de proTACE de
compartimentos tempranos de la via secretora, indicando que la progresion de la

metaloproteasa a través de dichos compartimentos esta regulada.

3.- El mecanismo que regula el trafico intracelular de TACE esta mediado por al menos un

factor saturable.
4.- COP-I, una proteina de las cubiertas de vesiculas de transporte retrogrado, interacciona in

vitro con el dominio citosélico de TACE, sugiriendo su papel en el acimulo de la

metaloproteasa en compartimentos tempranos de la via secretora.
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