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1. Introduccion

1.1. Antecedentes

En 1970 Michael y colaboradores (Michael, Blau y Vernier 1970)
mostraron que la cara luminal de los podocitos o células epiteliales del
glomérulo renal, estaban recubiertas de una superficie que podia ser
digerida con neuraminidasa a la cual denominaron “polianién epitelial”
por su afinidad por colorantes catidénicos. Posteriormente, otros autores
(Kerjaschki, Sharkey y Farquhar 1984), aislaron una sialoproteina
glomerular de unos 140 kDa, tingible por colorantes catidnicos, digerible
por neuraminidasa y capaz de fijarse a aglutinina de germen de trigo.
Estos autores concluyeron que esta proteina era el equivalente
bioquimico del polianiéon del epitelio glomerular, descrito por medios
histoquimicos, y la denominaron podocalicina (PODXL) dada su
localizacién en el glicocalix de los podocitos glomerulares. Trabajos
posteriores demostraron que su carga negativa era debida a su alto
contenido en sulfato y acido sialico (Dekan, Gabel y Farquhar 1991). Se
ha considerado que la podocalicina o, para ser mas precisos, su carga
superficial, es esencial para mantener la estructura de las células
epiteliales (podocitos) de los glomérulos renales e impedir la oclusién de
las rendijas epiteliales, también denominadas espacios urinarios (Charest
y Roth 1985, Kerjaschki y col. 1984, Michael y col. 1970).

La importancia patoldégica de la podocalicina se apoya en los
hallazgos de la disminucién del contenido glomerular de &cido sidlico,
distorsién de la estructura de los podocitos y obliteracion de las rendijas
epiteliales en casos de nefrosis humana de “cambios minimos” o en
nefrosis experimentales (Caulfield, Reid y Farquhar 1976, Seiler vy col.
1977).

1.2. La podocalicina forma parte de la familia de proteinas CD34
CD34, podocalicina y endoglicano se agrupan como una familia de

proteinas (familia CD34) en base a la conservacion de la organizacién de

sus dominios (Figura 1) (Sassetti, Van Zante y Rosen 2000, Doyonnas vy

col. 2001, Nielsen, Doyonnas y McNagny 2002) asi como de su
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organizacion gendmica (Doyonnas y col. 2001, Nielsen y col. 2002, Li y
col. 2001).
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Figura 1. Esquema de la estructura de las proteinas de la familia CD34.
CD34, PODXL y endoglicano, tienen un dominio mucina extracelular rico en
serina, treonina y prolina (verde), O-glucosilado (lineas horizontales) y sializado
(lineas horizontales con cabeza de flecha). Se indican los sitios putativos de N-
glicosilacion (lineas con circulos). También tiene un dominio globular que
contiene cisteina (azul oscuro) y una region peduncular yuxtamembranar
(amarillo). El dominio transmembranar (azul claro) continla con la cola
citoplasmatica (marcada en rojo) que contiene sitios de fosforilacién putativos y
un dominio carboxi-terminal de sitios de unién a PDZ (DTEL o DTHL). El residuo
cisteina extracelular no apareado del endoglicano puede facilitar la
homodimerizaciéon. El endoglicano también contiene un dominio extracelular
poco usual, rico en acido poliglutdmico (caja rosa).

(Reproducido de Nielsen y McNagny, 2008).
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A nivel gendmico todos los miembros de esta familia son
codificados por ocho exones (Figura 2), con exones paralogos codificando
dominios proteicos paralogos, evidencia de un origen comun (Li y col.
2001, Doyonnas y col. 2001, Nielsen y col. 2002).

5 UTR péptido senal Homoélogo a Mucina Globular Pd TM Citoplasmatico 3’'UTR
11.0: 0.5 1.3: 79 0303 0.8
cd34
C— —1 N ] Cl H - _mn
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[ | | @ O l- -UHH
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Figura 2. Organizacién gendmica. Cada proteina es codificada por ocho
exones, cada uno de los cuales codifica el correspondiente dominio de cada
proteina. Reproducido de Furness y McNagny, 2006. Pd (pedunculo) TM
(transmembrana)

Este dato permite establecer que este grupo de proteinas forma

una familia, ya que como se muestra en la Figura 3.A, el arbol
filogenético no indica la existencia de un antepasado comun en base a la
secuencia de aminoacidos, mientras que la Figura 3.B, muestra la
relacién entre las diferencias de secuencia de los dominios entre los
miembros de la familia.
Existen variantes de CD34 y de podocalicina producidas por el
ensamblaje alternativo de ARN. En ambos casos se utiliza un exén 8
alternativo dando lugar a ARNm que codifica proteinas con un dominio
citosdlico truncado que no se ha hallado en el gen de endoglicano (Li y
ol. 2001, Krause Yy col. 1994) (Figura 4).

La estructura de los tres miembros de la familia consiste, en base a
informacioén bioquimica y a las secuencias de aminoacidos, en un dominio

mucina, animo-terminal, extracelular, seguido de un dominio globular
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con un pedunculo, una zona que atraviesa la membrana plasmatica una

sola vez y un dominio citosélico intracelular (Figura 1).

mEndo hEndo

mPodo hPodo

67%
mEndo

mCD34
hEndo

hCD34 2 90%

mCD43  hCD43

mCD34

hPodo 26%

hCD34
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Figura 3. A. Arbol filogenético que muestra la relacién entre las
proteinas de ratén y humano, CD34, PODXL, endoglicano y una proteina
no relacionada, CD43. Resaltando la dificultad de asignar estas tres proteinas
a una sola familia basandose sélo en la secuencia de aminoacidos. Las longitudes
de las ramas son proporcionales a la distancia calculada.

B. Representacion esquematica de la relacién entre las secuencias de
aminoacidos de CD34, PODXL y endoglicano resaltando las diferencias
entre los distintos dominios. Los colores significan: naranja, dominio mucina;
amarillo, dominio globular; verde, pedunculo; cian, transmembrana y azul, cola
citoplasmatica. Los numeros indican el porcentaje de identidad entre las
proteinas vecinas. Los dominios se agrupan de la siguiente forma: Mucina,
globular + transmembrana, transmembrana + cola citosodlica. Reproducido de
Furness y MacNagny, 2006.

1 stop ®
- - ==
A Dj—u—-8 — % %ﬁ x DTXL

7

a
2% stop
B N =
7 8 — =

A. Proteina completa
B. Dominio Citoplasmatico delecionado

Figura 4. Union alternativa de exones. CD34 y PODXL tiene el mismo patrén
de ensamblaje alternativo y pueden existir como versiones truncadas a las que
le falte la mayor parte del dominio citosdlico. Reproducido de Nielsen y
McNagny, 2008.
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Los miembros de la familia CD34 han sido identificados en
vertebrados, ratén, humano, perro y pollo, y se han hecho predicciones
sobre la existencia en el pez cebra (Furness y McNagny 2006). No se han
identificado proteinas homdlogas en urocordados, invertebrados, ni en
otros eucariontes, por lo que parece probable que el gen parental
apareciera en vertebrados y fuera sometido a duplicacién génica con la
finalidad de acomodar algun aspecto del desarrollo de los vertebrados
que no es compartido por otros cordados (Furness y McNagny 2006).

Los dominios mucina son comunes a un amplio rango de proteinas
de membrana que incluyen a las mucinas, sialomucinas (a la que
pertenece la familia CD34), ligandos de lectinas y algunos receptores de
membrana. Los dominios mucina estan modificados por moléculas de
carbohidratos unidas por el oxigeno del grupo hidroxilo de serina y
treonina(O-glicosilacién), que son normalmente codificadas por un exdén
Unico. Suelen ser ricos en serina, treonina y prolina y generalmente muy
poco conservados a nivel de secuencia de aminoacidos. En el caso de la
familia CD34, los dominios mucina estan escasamente glicosilados en
asparagina (N-glicosilacién) y altamente modificados por O-glicosilacion
(Sassetti y col. 2000, Kerjaschki y col. 1984, Sutherland y col. 1988). La
mayor parte de la O-glicosilacidon estd también sializada, lo que junto con
la sulfatacién contribuye a dotar a esta proteina de fuerte negatividad
(Hemmerich, Butcher y Rosen 1994, Bistrup y col. 1999, Fieger, Sassetti
y Rosen 2003). El dominio mucina de los miembros de la familia CD34
tiene la capacidad de unirse al receptor de leucocitos, L-selectina
(Baumheter vy col. 1993, Sassetti y col. 1998, Paavonen y Renkonen
1992). Hasta ahora, no se ha conseguido atribuir una funcién especifica
a los dominios globulares y pedunculares de ningun miembro de la
familia. Por el contrario, dada la conservaciéon de su secuencia de
aminoacidos, el dominio citosdlico se supone que podria tener funciones
importantes. Se han identificado varios ligandos (Felschow vy col. 2001,
Li y col. 2002, Meder vy col. 2005, Schmieder y col. 2004, Takeda 2003,
Takeda vy col. 2001, Tan y col. 2006) de podocalicina y su sefializacion
se supone que pudiera estar regulada por fosforilacion (Takeda y col.
2000, Fackler y col. 1990, Fackler, Civin y May 1992).
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Las diferencias mas notables entre la estructura de la PODXL,
CD34 y endoglicano estan en el dominio globular, la podocalicina
contiene dos pares de cisteinas, CD34 tres, mientras que el endoglicano
posee sblo un par en la zona yuxtamembranar, que no estd apareada por
lo que se supone que pudiera estar implicada en la homodimerizacién
(Brown, Greaves y Molgaard 1991, Fieger y col. 2003, Kershaw vy col.
1997, Sassetti y col. 2000). Otra diferencia importante esta en el
dominio extracelular mucinico con el siguiente orden de tamafios:
endoglicano > PODXL > CD34 (Sassetti y col. 2000, Sassetti y col. 1998,
Krause y col. 1994) (Figura 1).

1.3. Expresion de la Podocalicina

La podocalicina es conocida también como progenitor transformado
de Myb-Ets (MEP) 21, proteina 1 similar a PODXL (PCLP1), trombomucina
y gpl35. Fue identificada inicialmente como un marcador de los
podocitos del glomérulo renal (Kerjaschki y col. 1984). Su funcién ha
sido analizada principalmente en rifidn.

La podocalicina se expresa en el endodermo primitivo, ectodermo y
en los precursores mesodérmicos intraembrionarios (Doyonnas y col.
2005). Se expresa también en hemangioblastos de la regién AGM (region
aorta-gonadas-mesonefros) (McNagny vy col. 1997, Hara vy col. 1999),
en la cara luminal del endotelio vascular (McNagny y col. 1997, Horvat vy
col. 1986), en los podocitos glomerulares del rifiédn (Kerjaschki y col.
1984, McNagny y col. 1997, Schnabel y col. 1989), en el neuroepitelio
del ectodermo primitivo (Doyonnas y col. 2005) y en todos los elementos
limitrofes del cerebro (Vitureira y col. 2005). Se expresa en otras zonas
limitrofes, tales como células mesoteliales y la cara luminal de las
cavidades recién formadas (Doyonnas y col. 2005, McNagny y col. 1997).
En adultos, la podocalicina se expresa en los podocitos renales
(Kerjaschki y col. 1984, Horvat y col. 1986) y en el endotelio vascular
(Horvat y col. 1986).

La expresion de podocalicina en el endotelio embrionario es similar a
la de CD34, que se encuentra en todo el endotelio vascular con expresion

maxima en los vasos pequefios (Young, Baumhueter y Lasky 1995, Wood
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y col. 1997) y que incluye las células endoteliales que circundan los
islotes hematopoyéticos del saco vitelino (Young y col. 1995, Wood y col.
1997, Fennie y col. 1995) y el endotelio de la region AGM (Tavian vy col.
1996, Ohneda vy col. 1998). No se ha demostrado que las células PODXL™"
del AGM sean las mismas que las que expresan CD34 o que las células
PODXL"* tengan actividad de células madre mesenquima / estroma, como
las CD34" (Simmons y Torok-Storb 1991, Lee y col. 2000, Goan vy col.
2000). Algunos autores han sugerido que los miembros de la familia
CD34 pudieran ser capaces de una compensacion funcional en los
distintos tejidos (Furness y McNagny 2006). En el caso de tejidos adultos,
CD34 y PODXL también coinciden en su expresion endotelial vascular y
se ha descrito que la podocalicina es modificada en el endotelio vascular
humano lo que posibilita la uniéon de L-selectina (Sassetti y col. 1998).

La tabla 1, (reproducida de Furness y McNagny 2006), resume datos
sobre la expresidon de los tres miembros de la familia CD34.

La primera descripcion de la expresién de podocalicina en células
hematopoyéticas se realizé en pollos, mediante la identificacién de
MEP21/trombomucina como marcador de progenitores hematopoyéticos
multipotentes, tanto normales como transformados (McNagny y col.
1997, McNagny vy col. 1992, Graf vy col. 1992). Posteriormente, la
expresion de podocalicina se ha descrito en células hematopoyéticas de
ratones (Doyonnas y col. 2005, Hara y col. 1999, Kerosuo vy col. 2004) y
de humanos y la expresion se mantiene en células hematopoyéticas
tempranas y a lo largo del desarrollo (Doyonnas y col. 2005). De forma
similar a lo que ocurre con las células madre CD34* hematopoyéticas, las
células PODXL* son capaces de reconstituirse a largo plazo en ratones
(Doyonnas y col. 2005). No se sabe si ambas proteinas, CD34 y PODXL
se coexpresan en células madre hematopoyéticas, ni tampoco si la
expresion de podocalicina en estas células es dependiente de activacion /
proliferaciéon, como ocurre con el CD34. La similitud en el perfil de
expresion, asi como en la capacidad de reconstitucion apoya la idea de
gue los miembros de esta familia pueden aportar compensaciéon funcional
en el sistema hematopoyético. La podocalicina se expresa en estadios

ulteriores a las células progenitoras hematopoyéticas, encontrandose en
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trombocitos de pollo (McNagny y col. 1997) y células funcionalmente
equivalentes en ratas (plaquetas) (Miettinen vy col. 1999), asi como en

sus precursores (megacariocitos) (Miettinen y col. 1999).

Tejido/Células CD34 | PODXL | Endoglicano

Progenitores hematopoyéticos
multipotentes

Adultos + + +
Embrionarios + + é?
Precursores

Eritroides - + é?
Trombociticos + + é?
Mieloides + - é?
Linfoides + - é?

Células hematopoyéticas maduras

Células B - - &?
Células T - - é?
Macroéfagos - - é?
Granulocitos - - é?
Eosindfilos - - i?
Células cebadas 4% - é?
Eritrocitos - 4%k i?
Plaquetas - + é?
Endotelio vascular + +

Musculo liso - -

Podocitos - + é?
Cerebro (Neural) - e T
Elementos limitrofes mesoteliales - + é?

Tabla 1. Expresion de podocalicina en los tres miembros de la familia
CD34.

*  Solo en murinos; ** Sélo en eritrocitos embrionarios o anémicos;
*** S6lo en la capa ependimal.

En plaquetas sin activar, la podocalicina se encuentra en depdsitos
intracelulares y en la superficie celular es activada en respuesta a
estimulacién por trombina (Miettinen y col. 1999). Esto es similar a lo

gue ocurre con el CD34 en las células madre hematopoyéticas, en las que

10




Introduccion

se expone en la superficie celular en respuesta a la activacion celular
(Fackler y col. 1992, Ogawa vy col. 2001)

La podocalicina también se expresa en células eritroides nucleadas y
esta expresion se correlaciona con alta velocidad de hematopoyesis,
incluyendo repuestas de anemia y siembra de progenitores eritroides al
nuevo microambiente hematopoyético (Doyonnas y col. 2005).

En resumen, se puede concluir que los patrones de expresion de
las proteinas de la familia CD34 son singulares, pero con cierto grado de
solapamiento. Las tres proteinas se expresan en precursores
hematopoyéticos embrionarios y en células endoteliales vasculares. Esto
sugiere la existencia de un potencial de compensacién funcional. Por el
contrario, la expresion de podocalicina es Unica en células cebadas
(CD34), podocitos (PODXL) vy linfocitos (endoglicano) (Drew vy col. 2002,
Kerjaschki y col. 1984, Sassetti y col. 2000).

1.4. Funcion de la Podocalicina

La podocalicina se expresa en la superficie de las estructuras ciliares
especializadas de los podocitos renales (podocilios) (Kerjaschki y col.
1984) (Figura 5).
Los podocitos son células epiteliales que recubren los capilares
glomerulares y sus extensiones (podocilios) forman las “rendijas” de
filtracion que permiten que el plasma sea filtrado desde los capilares y
penetre en el espacio urinario de la cavidad glomerular libre de proteinas.
La podocalicina es la sialoproteina mayoritaria de los podocilios
(Kerjaschki y col. 1984, Horvat y col. 1986). Cualquier tratamiento
sistémico con agentes que eliminan o neutralizan la carga negativa de la
superficie de los podocilios produce el colapso de estas estructuras dando
lugar a la disfuncién renal (Seiler y col. 1977, Kerjaschki y col. 1984,
Kerjaschki, Vernillo y Farquhar 1985, Seiler, Venkatachalam y Cotran
1975). La organizacion de los podocilios depende de la presencia de
podocalicina puesto que en su ausencia se produce una desorganizacién
estructural de los podocitos, anuria y mortalidad perinatal (Doyonnas y
col. 2001). Se ha postulado que la carga negativa de la podocalicina

contribuiria a mantener las rendijas de filtracidon abiertas. Esta posibilidad
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es consistente con los experimentos que demuestran que los
tratamientos que neutralizan o eliminan la carga negativa de podocalicina
afectan también a su localizacidon. En contra de esta hipotesis estaria el
hecho de que la podocalicina no se localiza en las rendijas de filtracién
sino en la cara luminal de los podocilios (Kerjaschki y col. 1984).
También es posible que el dominio mucinico, que es el que aporta la alta
carga negativa sea importante para otros aspectos de la sefializacion via
podocalicina que permita mantener la estructura normal. Esta posibilidad
se apoya en que los tratamientos que dan lugar a la neutralizacién de la
carga superficial negativa de la podocalicina producen un
desacoplamiento de podocalicina con el citoesqueleto (Takeda y col.
2001).

A

Espacio Rendijas de Lamina Pedicilios
urinario Filtracién Basal

Célula Fenestracion Lumen del

(F capilar

del capilar

Figura 5. (A), (B) Fotografias de microscopio electronico de
transmision de un capilar glomerular y de podocitos. Las proyecciones
del podocito contienen numerosos filamentos y microtibulos y la proyeccion del
pie terminal de cada podocilio es continua con una gruesa lamina basal que
comparte con el endotelio capilar fenestrado. El cuerpo celular del podocito, del
gue emergen numerosas proyecciones citoplasmicas, contiene un nucleo
complejo con hendiduras profundas. El citoplasma, presenta un aparato de
Golgi bien desarrollado, polirribosomas y cisternas de reticulo endoplasmico
rugoso. BL, ldmina basal; CT, citoplasma; En, célula endotelial Ep, célula
epitelial; N, nucleo; L, lumen; US, espacio urinario; X e Y, podocitos (Kessel et
al.,, 1979). (C) Células renales de rata fijadas y tefiidas con marcadores de
podocitos y las MPs (azul) y para los nuacleos de los podocitos (marrdn).
(Reproducido de Kessel y Kardon, 1979)
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La Figura 6, muestra un esquema de la distribucién de podocalicina
en los podocilios y su conexidon con el citoesqueleto de actina a través de

proteinas adaptadoras.

F-actina

Podocalicina
NHERF-2
Ezrina

MAGI-1
CD2AP

Podocina

MGB

Figura 6. Modelo molecular de podocilios propuesto por Mundel y
Shankland, 2002. Este esquema muestra podocilios adyacentes con un
complejo de proteinas de la rendija de filtracion. MGB, membrana glomerular
basal; a-act4, a-actinina 4; a31, a31l-integrina; a-DG, a-dextroglucano; B-DG,
B-dextroglucano; NHERF2, Factor 2 regulador del intercambiador Na*/H*; P,
paxillina; P-Cad, P-cadherina; synpo, sinaptopodina; T, talina; V, vinculina.
Reproducido de Mundel y Shakland, 2002.

La podocalicina se une por su extremo carboxilo a la proteina
adaptadora NHERF-2 (factor 2 regulador del intercambio Na* / HT,
también conocido como E3KARP (proteina reguladora de la quinasa A tipo
3 del intercambiador Na*/ H*) y SLC9A3R2 (factor 2 regulador de la
isoforma A3 de la familia 9 del transportador de soluto) (Li y col. 2002,
Takeda y col. 2001, Takeda 2003). NHERF-2 es una proteina adaptadora
citosdlica de senalizacion. La Figura 7, muestra esquematicamente su
estructura, segun Takeda y col. (Takeda y col. 2001).

Las proteinas NHERF contienen dos dominios PDZ en tandem (PSD-
95, Dlg, ZO-1) y un dominio de unién al complejo ERM (ezrina, radixina,
moesina) en el extremo carboxilo (Voltz, Weinman y Shenolikar 2001).
Se puede unir a proteinas del citoesqueleto mediante interaccidon con

miembros de la familia ERM, que a su vez interaccionan con el
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citoesqueleto de actina (Louvet-Vallee 2000). La interaccion de los
miembros de la familia ERM con el citoesqueleto de actina esta regulada
mediante sefializacion (Louvet-Vallee 2000). La familia de las proteinas
NHERF tienen unas reglas complejas en la regulacién del trafico de
proteinas a través de la membrana, asi como de la actividad vy
reclutamiento de moléculas sefalizadoras (Voltz y col. 2001). En los
podocitos, podocalicina, NHERF-2, y ezrina forman un complejo que se
cree es capaz de fijar podocalicina al citoesqueleto de actina y que se

representa de forma esquematica en la Figura 8 (Takeda y col. 2001).

e 152 237 358
were —
62%
72% 69%
66%
NHERF2 PDZ 1 PDZ 2 Sz?;an%eM
9 94 149 234 337

Figura 7. Esquema de la organizacion de los dominios de la familia
NHERF. NHERF1 y NHERF2 contienen dos dominios PDZ y una region de union
ERM en el extremo carboxi-terminal. Los dominios PDZ de NHERF2 tienen un 60-
70% de identidad de cada uno con el otro asi como con los correspondientes
dominios de NHERF1. Reproducido de Takeda y col. 2001.

NHERF-2 tiene una expresion muy restringida y no se expresa en
tejidos hematopoyéticos (Furness y McNagny 2006), aunque si se
expresa su pariente proximo NHERF-1 (Tan y col. 2006). Dada la
similitud entre NHERF-1 y -2, se asume que las dos proteinas ligarian
podocalicina. NHERF-1 y podocalicina colocalizan en una linea celular
derivada de rifién de perro (MDCK) (Meder y col. 2005, Schmieder y col.
2004) y los dominios PDZ-2, de la proteina NHERF-1 y NHERF-2 son los

reponsables de la unién a podocalicina mediante el dominio carboxi-
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terminal DTHL, de ésta, observado por inmunoprecipitacion (Takeda y
col. 2001).

Podocalicina

x
¥
~FF

Dominio Globular

Dominio Citoplasmatico O .
Ezrina
NHERF-2 = PDz1 » PDZ2 = ERM

F-actina

Figura 8. Esquema de la interaccion del complejo
Podocalicina/NHERF2/ezrina con el citoesqueleto de actina. PODXL se
liga al segundo dominio PDZ-2 de NHERF2 a través de su extremo carboxi-
terminal. NHERF2 se liga al extremo amino-terminal de ezrina fosforilada a
través de su regién de fijacion ERM del extremo carboxi-terminal. La ezrina
fosforilada se fijaria al citoesqueleto de actina a través del sitio de unidn carboxi-
terminal. Reproducido de Takeda y col. 2001.

En células hematopoyéticas hay interaccion entre proteinas
enddgenas (Tan y col. 2006). La interaccién entre PODXL y NHERF-1
tendria lugar mediante el segundo dominio PDZ de NHERF-1 y los 4
aminoacidos del extremo carboxi-terminal (DTHL) de podocalicina
(Takeda y col. 2001, Tan y col. 2006). La proteina CD34 posee un
dominio similar, DTEL, en el extremo carboxilo; al contario de
podocalicina, el extremo carboxilo de CD34 no interacciona con NHERF-1
(Tan y col. 2006). Soélo una pequefia fraccion de NHERF-1 es
inmunoprecipitada con anticuerpos anti-PODXL en los precursores

hematopoyéticos tempranos, lo que sugiere que la interaccién que in
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vitro es muy estable, en la célula es transitoria o regulada
dindmicamente por una sefial aun sin identificar (Tan y col. 2006).

La podocalicina, al igual que CD34, parece ser la diana de un
proceso de fosforilacion en respuesta a ésteres de forbol aunque se
desconoce la quinasa implicada (Furness y McNagny 2006). La
sobreexpresion de podocalicina en células de rifidn de perro, células
MDCK, induce la activacién de RhoA (homdlogo A de Ras) y un aumento
de la fosforilacion de NHERF-1 (Schmieder y col. 2004).

Podocalicina

255555

[

Dominio Globular

o

Dominio Citoplasmatico

\@{ GAP
NHERF-2 = PDZ1 & PDZ2 = ERM — .
F-actina
GDP

|-

GEF

Figura 9. Modelo propuesto para la reorganizacion de actina en células
MDCK a través de RhoA. Podocalicina interaccionaria con ezrina, directa e
indirectamente, a través de NHERF1. La regidon yuxtamembrana de podocalicina
interaccionaria directamente con el extremo amino-terminal de ezrina. El motivo
PDZ de unién al extremo carboxi-terminal (flecha azul) interaccionaria con el
segundo dominio PDZ de NHERF1. La ezrina asociada a podocalicina reclutaria
RhoGDI, liberando GDP.RhoA. En presencia de NHERF1, RhoA-GDP se convierte
en RhoA-GTP posiblemente porque NHERF1 reclutaria un factor de intercambio
de nucledtidos de guanina (GEF) para RhoA. RhoA-GTP activado interaccionaria
con proteinas efectoras que conducen a la activacion de ezrina, conectando
podocalicina a actina y concentrando actina en el dominio apical. RhoA activado
puede modular también la estructura y funcién de las uniones fuertes.
Reproducido de Schmieder y col, 2004.
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El esquema de la Figura 9, describe un modelo que explicaria la
implicacion de RhoA en la via de senalizacién que conecta podocalicina
con el citoesqueleto de actina. La interaccion entre podocalicina y ezrina
via NHERF-1 desplazaria a RhoGD1 (homdlogo de Ras, inhibidor de la
disociacion de nucledtidos de guanina) produciendo la activacién de
RhoA (Schmieder y col. 2004). Una explicacion alternativa seria que la
sobreexpresion de podocalicina daria lugar a una cascada de sefalizacion
en la que la activacién de ezrina seria consecuencia de la activacion de
RhoA (Furness y McNagny 2006). En cualquier caso, estd claro que la
sobreexpresion de podocalicina permitiria su participaciéon en las vias de
sefalizacién.

CD34 no se asocia con NHERF-1 (Li y col. 2002, Meder y col. 2005,
Takeda 2003) lo que indicaria que si existiera una compensacion
funcional entre estas dos proteinas de la misma familia en las células
madre embrionarias, NHERF-1 no formaria parte de la via que
compartieran. De igual manera, el CD34 tiene un sitio de unién para
CrkL, miembro de la familia de proteinas adaptadoras Crk (Felschow y
col. 2001). Las proteinas Crk contienen un dominio de homologia Src 2
(SH2) (unién de fosfotirosina) y dos sitios de homologia Src 3 (SH3)
(uniéon de secuencias ricas en prolina) y unen proteinas que no tienen
actividad quinasa intrinseca a las cascadas de sefializacion intracelulares,
permitiendo la transmision de senales. El sitio de unidon de CrkL a CD34
no se conoce exactamente pero es dependiente de la secuencia
yuxtamembranar, altamente conservada (Felschow y col. 2001), vy
estaria ausente en la podocalicina, lo que implica que CrkL no participaria
en la hipotética via compartida. Las secuencias intracelulares de
podocalicina y endoglicano tienen un 43% de identidad, mientras que
CD34 y PODXL solamente un 23%, por lo que no es de extrafar la
existencia de ligandos distintos (Kershaw y col. 1997, McNagny y col.
1997, Sassetti y col. 2000, Simmons y Torok-Storb 1991, He vy col.
1992) y sugiere que aunque las proteinas puedan tener solapamiento de
funciones, puede haber también grandes diferencias.

Como hemos mencionado anteriormente, se acepta generalmente

gue el papel de podocalicina en los podocitos de rifidn, seria el mantener
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abiertas las rendijas urinarias debido a que las fuerzas de repulsién de su
fuerte carga negativa le confieren propiedades antiadherentes. Sin
embargo, trabajos previos de nuestro grupo muestran que la expresion
de podocalicina recombinante aumenta la adhesién y migracién célular
sobre ligandos inmovilizados, asi como la adhesién a células endoteliales
o plaquetas (Larrucea vy col. 2008, Larrucea vy col. 2007), indicando la
participacion de podocalicina en los procesos de adherencia célula-célula
o célula-matriz. Otros resultados que apoyan esta posibilidad se basan en
que existe una correlacion entre el grado de malignidad de algunos
tumores y la expresién de podocalicina (Hara y col. 1999, Kelley vy col.
2005, Schopperle, Kershaw y DeWolf 2003, Schmelz vy col. 2005,
Somasiri y col. 2004) y existe una correlacién entre la presencia de
variantes de podocalicina y el grado de malignidad y agresividad de los
tumores de proéstata (Casey vy col. 2006). Las propiedades adherentes
también estdan documentadas en la familia de proteinas CD34. Es
conocido que los linfocitos se reclutan en los dérganos linfoides
secundarios mediante un proceso de varias etapas que implica la unién
de baja afinidad al endotelio vascular linfoide especializado, conocido
como células endoteliales venulares altas (High-endothelial venules,
HEV), seguida de la unidn firme y la migracion transendotelial (Butcher y
Picker 1996, Lasky 1992). Durante la primera etapa de unién de baja
afinidad la L-selectina de los linfocitos reconoce la forma sulfatada de
Sialyl Lewis X (SLeX), un carbohidrato tetrasacdrido que estd presente
como una modificacién post-traducional de ciertas proteinas que se
expresan en las células HEV. El CD34, PODXL y endoglicano sufren un
proceso de glicosilacién singular cuando se expresan en las HEV, que
consiste en modificaciones de SLeX que les permite interaccionar con L-
selectina, por tanto, confiriendo a las células propiedades adherentes
(Baumheter y col. 1993, Fieger y col. 2003, Sassetti y col. 1998,
Sarangapani Yy col. 2004). La expresion de podocalicina en células de
ovario de hamster chino (células CHO) que da lugar a un aumento de la
adhesion de las células CHO transformadas a plaquetas va acompafiada
de la interaccion de PODXL con P-selectina (Larrucea y col. 2007) vy las

propiedades adherentes y migratorias de podocalicina estdn disminuidas
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cuando la sobreexpresién se produce en células CHO glucomutadas
deficientes en acido sidlico (Larrucea y col. 2008). Recientemente, se ha
descrito que la podocalicina es ligando de E- y L-selectina en células de
carcinoma de colon (Thomas, Schnaar y Konstantopoulos 2009b)
reforzando la hipdtesis de que la funcién adherente de podocalicina esta,
de alguna forma, implicada en la progresiéon de metastasis tumorales.
Con el fin de conciliar el hecho de que una molécula como la
podocalicina pudiera conferir propiedades adherentes y anti-adherentes
(Nielsen y McNagny 2008) han propuesto la hipétesis de que los niveles
de expresiéon de podocalicina pudieran alterar el contenido y la
localizacién intracelular de otras moléculas reguladoras. Se sabe que la
podocalicina tiene efecto “polarizante” sobre las células en las que se
expresa. La Figura 6, muestra un esquema de la estructura molecular de
los podocilios. En este esquema, se muestra que la podocalicina se sitla
en el extremo apical donde se establecerian los contactos con complejos
moleculares que determinarian la uniéon al citoesqueleto de actina
(Mundel y Shankland 2002). El modelo propuesto de la distribucion de
podocalicina (Figura 6 ) muestra que podocalicina se sitia en la zona
apical de los podocilios (Takeda 2003), de las células en las que se
expresa y su expresion puede dar lugar a la expansion de los dominios
apicales a expensas de los dominios basolaterales (Meder y col. 2005,
Nielsen y col. 2007, Yu vy col. 2007). Es posible, que la sobreexpresion
de podocalicina produzca una acumulaciéon de integrinas en otras zonas
de la célula y que fuera la acumulacién de integrinas la causa del
aumento de adhesién. La Figura 10, muestra un esquema del modelo
propuesto por (Nielsen y McNagny 2008). Este modelo, no explicaria el
efecto de la sobreexpresion de podocalicina en células CHO aumentando
su capacidad de adhesion y migracion. Si bien la podocalicina expresada
en células CHO se acumula en el frente de migracion celular (Larrucea y
col. 2008), el efecto adherente es impedido en presencia de la forma
recombinante, soluble, del dominio extracelular de podocalicina, lo que
implica que la capacidad adherente es mediada por podocalicina y no por

otras moléculas de adhesién, como las integrinas.
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1.5. Podocalicina extracelular

La presencia de podocalicina en el medio de cultivo de lineas
celulares derivadas de tumores, tales como algunas lineas derivadas de
cancer de colon, Caco-2, Lovo, HCC-56 y LS123 (Ito vy col. 2007), asi
como en células TERA-1 derivadas de un carcinoma embrionario (Ito y
col. 2007, Kershaw y col. 1997, Schopperle y col. 2003) sugiere dos
posibilidades, un procedimiento de escicidon proteolitica “shedding”, que
libere al menos el dominio extracelular o un proceso de exocitosis con
secrecion de la proteina completa. Es interesante resaltar que el péptido
detectado en el medio de cultivo de las lineas celulares de cancer de
colon es distinto al detectado en el medio de cultivo de las células TERA-
1, en base a su distinta antigenicidad, indicando la ausencia de
determinados epitopos (Ito y col. 2007). El estudio del perfil diferencial
de los péptidos presentes en el medio de cultivo, realizado por la técnica
SELDI, mostré la presencia de un péptido de 20 aminoacidos que
contiene parte de la zona transmembranar y parte del dominio
extracelular en células de cancer de colon (Ito y col. 2007).

Poco se sabe sobre la funcion de las proteinas que son segregadas
al medio extracelular. Un caso paradigmatico de una proteina con
funciones extra e intracelulares es el caso descrito, recientemente, de la
proteina ALIX (Pan y col. 2008). Esta proteina es un adaptador citosdlico
implicado en la organizacion de los endosomas y en la formacién del
citoesqueleto de actina. Se requiere para el mantenimiento de los
fibroblastos. Segun parece, en el compartimento extracelular regularia la
adhesién celular mediada por integrinas y el ensamblaje a la matriz

extracelular (Pan y col. 2008).

1.6. Podocalicina y tumores

La podocalicina se expresa en casos de tumores malignos, como
cancer de mama, testiculo, préstata y leucemia (Kelley y col. 2005,
Schopperle y col. 2003, Somasiri y col. 2004). Utilizando técnicas de
“microarray” en tejidos de carcinomas invasivos se ha concluido que
parece existir una correlacion entre expresion de podocalicina y el grado

de malignidad del tumor de mama (Somasiri y col. 2004). En el caso del
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cancer de prostata, se ha descrito una asociacidon entre una mutacion en
el gen de podocalicina y la malignidad del tumor. Se ha identificado una
mutacidon con mantenimiento de marco de lectura y varias mutaciones sin
sentido en el gen de podocalicina de 17 familias, estableciendo una
relacién entre cancer de prdstata, agresividad del tumor y las variantes
de podocalicina (Casey y col. 2006). Todavia no se conocen las
implicaciones fisiolégicas de estas observaciones, pero se piensa que la
alteracion de la carga negativa de la podocalicina podria aumentar la
motilidad celular y su capacidad invasiva o la de alterar la asociacién de
podocalicina con el citoesqueleto de actina (Nielsen y McNagny 2009).
También se ha asociado podocalicina con el cancer de testiculo. Se
considera a podocalicina como un marcador de tumores de células
germinales no seminomatosas (Schopperle y col. 2003). También se ha
encontrado podocalicina en sobrenadantes de lineas celulares de
carcinomas embrionarios (Schopperle, Armant y DeWolf 1992).

Los adenocarcinomas ductales pancreaticos son positivos para
podocalicina, al contrario que el tejido pancreatico normal (Ney vy col.
2007) y también se ha descrito estimulacién y patrones de tincién
alterados de podocalicina en carcinomas hepatocelulares (Heukamp vy
col. 2006, Chen vy col. 2004) considerandose como un marcador precoz
de la enfermedad.

La relacion entre podocalicina y leucemia se basa en estudios
realizados con microarrays y biopsias de tejido y se ha visto que se
expresa en la mayoria de los blastocitos y en una gran mayoria de casos
de leucemia mieloide aguda (AML) y de leucemia linfoblastica aguda
(ALL) (Kelley y col. 2005).

Como se puede apreciar, la expresion de podocalicina se ha
asociado con diversos canceres y tipos de leucemias. Una posible razén
para explicar la desregulacion de podocalicina en casos de proliferacién
tumoral pudiera ser la expresién anormal de p53, ya que la podocalicina
es regulada negativamente por p53 (Stanhope-Baker y col. 2004) y se
ha descrito que existe una correlacidn entre expresién de podocalicina y
tincion de p53 en carcinomas invasivos de mama (Somasiri y col. 2004).

Dado el papel de la podocalicina recombinante en el control de la
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adhesién celular y su presencia en tumores invasivos sugiere que su
participacion en fendmenos de adhesién celular pudiera facilitar la

formacion y progresion de metdstasis.
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2. Objetivos y planteamiento experimental

Resumiendo las observaciones descritas en el apartado anterior, la
familia de proteinas CD34 desempefia una importante funcién en
adhesién celular. La funcion mejor documentada de esta familia de
proteinas es promover la adhesion de linfocitos. Como hemos descrito
anteriormente, los linfocitos inmaduros son reclutados en los drganos
linfoides secundarios en un proceso de varias etapas que implica su unién
de baja afinidad y dependiente de L-selectina al endotelio vascular
especializado, “high endothelial venules” (HEV). En la década de 1990s,
se descubrié que CD34 tenia afinidad por L-selectina lo que llevo a
postular la capacidad adherente de las células que expresan CD34 y que
posteriormente se ha ampliado a los otros miembros de la familia (Healy
y col. 1995, Hu y Chien 1998, Majdic y col. 1994, Larrucea y col. 2007,
Larrucea y col. 2008). En el caso de la podocalicina, su importante papel
en la estructura y funcién de los podocitos renales se asocié a su fuerte
carga negativa a la que atribuian la capacidad antiadherente que
mantendria abiertas las “rendijas urinarias”. Esta posible contradiccién
ha sido discutida por distintos autores y se ha formulado la hipétesis,
comentada anteriormente, de que la tasa de expresion de podocalicina
puede hacer variar la capacidad adherente o antiadherente de las células
(Nielsen y McNagny 2008). Segun estos autores, bajos niveles de
expresion establecen dominios apicales, forzando a las integrinas a
localizarse en la superficie basal de las células y por tanto aumentando la
adhesion celular. Por el contrario, altos niveles de expresién de
podocalicina inducirian la relocalizacién de actina para apoyar la
formacién de microvilli, con la consecuente disminuciéon de actina en la
zona basolateral y por tanto una disminucién de la adhesion mediada por
integrinas (Figura 10).

Esta hipotesis es cuestionable dado que se ha descrito que las células
CHO con sobreexpresién de podocalicina (Larrucea y col. 2008, Larrucea
y col. 2007) tienen mayor capacidad adherente y, por otra parte, la
silenciacion del gen de podocalicina en células TERA-1 que expresan
podocalicina de forma constitutiva disminuye la adhesién de las células a

ligandos inmovilizados (Larrucea y col. 2008). Estas observaciones no
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parecen compatibles con que la capacidad de adhesién esté relacionada

con la baja expresion de la proteina.

A. Aumento de adhesién inducido por podocalicina

)

| I
_g -3 8 3

Sin podocalicina Baja expresion de podocalicina

B. Aumento de la formacion de microvilli inducido por podocalicina y
disminucién de la adhesion

[t
7
Alta expresion de podocalicina Muy alta expresion de podocalicina
* — ||
Integrinas Podocalicina Factina Unidn célula-célula Microvill

Figura 10. Posible explicacién de las funciones contradictorias de PODXL
basada en los niveles de expresion. Reproducido de Nielsen y MacNagny,
2008.

Otra posible explicacion de las discrepancias sobre la capacidad
adherente de podocalicina se basa en las posibles diferencias en el
grado de glicosilacion vy sializacion del dominio extracelular de
podocalicina. La propuesta de que la podocalicina glicosilada en las HEV
es capaz de ligar L-selectina (Sassetti y col. 1998) y, por tanto, de
interaccionar con integrinas, abre la posibilidad de que otros tipos
celulares tengan, también, capacidad de modificar el dominio
extracelular de manera que sean capaces de activar integrinas y la
capacidad adherente. De hecho, la interaccién de los miembros de la
familia CD34 con E y L-selectina ha sido descrita en células de cancer de
colon (Thomas y col. 2009b) y la P-selectina estd implicada en la

interaccion entre células CHO que sobreexpresan podocalicina y
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plaquetas (Larrucea y col. 2007). Argumentos a favor de esta
posibilidad se basan, también, en los experimentos realizados con
células CHO glucomutantes que sobreexpresan podocalicina en las que
la capacidad de adhesién a ligandos inmovilizados estd alterada
(Larrucea y col. 2008).

La posible diferencia en los tipos celulares en los que se expresa
podocalicina puede estar, también, relacionado con las diferencias en su
funcion. Hemos mencionado anteriormente que el extremo
citoplasmatico de la proteina es necesario para que se manifieste su
capacidad de adhesién a ligandos inmovilizados (Larrucea y col. 2008).
Esta observacion permite postular que la respuesta celular a la
expresion de podocalicina puede ser modulada por el medio intracelular,
y los datos existentes indican que la sobreexpresion de podocalicina
permite su participacion en las vias de sefalizaciéon (Schmieder y col.
2004). Por lo tanto, las diferencias fisiolégicas y bioquimicas entre los
distintos tipos celulares podrian determinar la interaccion de la proteina
con las vias de sefializacion intracelulares y, por tanto, la respuesta
celular.

Tampoco podemos olvidar los datos existentes en relacién con la
presencia de podocalicina en el medio de cultivo de distintas lineas de
células derivadas de tumores (Ito y col. 2007). Esta observacién, junto
con el hecho de que la presencia de podocalicina recombinante en el
medio de cultivo es capaz de interferir con la capacidad de adhesion de
células CHO-PODXLgrr a ligandos inmovilizados (Larrucea y col. 2008)
abre la posibilidad de que la podocalicina extracelular sea capaz de
modular la capacidad adherente de las células CHO-PODXLge
dependiendo de que esté completa o que sean fragmentos de la
proteina los que aparecen en el medio extracelular por un proceso de
escicion proteolitica “shedding”, especifico de cada tipo celular.

En resumen, existen distintas hipotesis para explicar las
discrepancias observadas en la funcién de podocalicina y se requiere un
mayor conocimiento de las bases moleculares de la funcién de
podocalicina para poder determinar cual es su funcién fisiolégica en

cada tipo celular o tejido.
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El objetivo general de esta tesis ha sido el de progresar en el
conocimiento de las condiciones que favorecen los procesos de adhesion
a ligandos inmovilizados y la migracién de células que expresan
podocalicina, con sobreexpresion heteréloga. El modelo experimental
gue hemos utilizado es el de células CHO con sobreexpresion estable de
podocalicina humana completa o de mutaciones con deleciones de
distintos dominios de la proteina.

Los objetivos parciales que nos hemos planteado han sido los

siguientes:

A. Estudiar la relacién existente entre la estructura del dominio
extracelular de la podocalicina y la capacidad de adhesiéon y migracion de
células CHO-PODXLgrp. Para ello, hemos disefiado y preparado
construcciones en vectores de expresién en las que el dominio
extracelular de podocalicina ha sido modificado para, posteriormente,

preparar lineas celulares estables que expresen estas construcciones.

B. Participacién de podocalicina en complejos multiproteicos de las
células CHO-PODXLgr. La presencia de podocalicina en complejos
multiproteicos indicaria su insercion en los mecanismos de respuesta de
las células CHO. Para abordar este objetivo, hemos utilizado la técnica
electroforética en condiciones nativas “Blue Native” (BN) que permite

detectar complejos multiproteicos en lisados celulares.

C. Determinar el papel del dominio citosodlico en la respuesta celular.

D. Andlisis del proceso de liberacidn de podocalicina al medio de
cultivo de células CHO-PODXLgr. La utilizacidn de células que expresan
PODXLgrr permite analizar microscopicamente, in vivo, la distribucién y el
trafico intracelular de podocalicina, asi como, su eventual liberacién al
medio extracelular. Hemos generado proteinas de fusion de podocalicina
con GFP unida a su extremo amino-terminal. La utilizaciéon de lineas

celulares que expresen esta proteina de fusidn nos podra dar informacion
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sobre el/los posible/es mecanismo(s) de escision del ectodominio de

podocalicina.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales de ratén: anti-Podocalicina humana
B34D1.3; y anti-Podocalicina 1401F9.15, fueron generados en nuestro
laboratorio (Rodriguez et al, 2006). Los anticuerpos monoclonales de
raton anti-Ubiquitina Ub (10C2-2): sc-58448, anti-Cortactina (A4): sc-
55578, anti-Ezrina (3C12): sc-58758, anti-Podocalicina (3D3): sc-
23904; anti-NHERF-1 (4i337) sc-71697; de cabra anti-Podocalicina
(K19): sc-10503; y de conejo anti-GFP (FL): sc-8334, se obtuvieron de
Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos secundarios anti-ratén de
cabra, anti cabra IgG de conejo y anti conejo de cabra, conjugados con
(H+L)-HRP se obtuvieron de BIO-RAD (Hércules, CA).

3.2. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las lineas celulares con sobreexpresién estable de PODXLgrr 0 de
GFP fueron preparadas en nuestro laboratorio (Larrucea y col. 2007,
Larrucea y col. 2008), mantenidas y crecidas en medio DMEM-HT
(Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), penicilina-G
100 U/mL (Gibco) y estreptomicina 100 mg/mL (Gibco), a 37°C y 5%
CO,. Las mismas condiciones de cultivo se utilizaron para el crecimiento
de células con expresion de las mutaciones delecionales de PODXLgrr que
utilizamos en este trabajo.

Las células parentales de CHO (W5), y las mutantes Lec 1, Lec 2 y
Lec 8, transfectadas con PODXLger 0 GFP (Larrucea y col. 2007, Larrucea
y col. 2008) fueron crecidas en medio de cultivo alfa MEM (Gibco),
suplementado con 10% SFB, penicilina-G 100 U/mL (Gibco) vy
estreptomicina 100 mg/mL (Gibco), a 37°C y 5% CO..

Las células TERA-1, fueron crecidas en medio McCoy’s 5 A, con 10%
de SFB, 1 mmol/L glutamina, penicilina-G 100 U/mL (Gibco) vy
estreptomicina 100 mg/mL (Gibco), a 37°C y 5% CO..
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3.3. Preparacion de lisados celulares

Las células fueron lisadas en tampdén 50mM Tris-CIH, pH 7.4, 150
mM de CINa, 1% de Tritdn X-100 e inhibidores de proteasas de Roche,
conteniendo 0,03% de azida sddica. Los lisados fueron incubados 45
minutos en hielo, centrifugados a 15.000 rpm durante 20 minutos a 4°C
y al sobrenadante se le midid6 la concentracién de proteinas por el
método de Bradford (Bio-Rad).

3.4. SDS-PAGE y analisis de Western

Los lisados celulares fueron preparados en tampodn de lisis (1%
triton X-100, 150 mM NacCl, 50 mM Tris pH 7.5 e inhibidores de proteasas
10 mg/mL leupeptina, 10 mg/mL pepstatina, 1 mg/mL Pefabloc SC, 1
mg/mL aprotinina (Roche, Indianapolis, IN), 1 mM fenilmetilsulfonil
fluoruro (100 mM stock en etanol), incubados en hielo durante 1 hora y
centrifugado a 15.000 xg a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante se
cargd en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% bajo condiciones
reductoras. Las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa y visualizadas por incubacidon con los anticuerpos indicados

en cada caso.

Los anticuerpos primarios se utilizaron segun especificaciones de la
casa comercial y los obtenidos en nuestro laboratorio segin Rodriguez y
col., 2006. Incubados en una diluciéon 1:1000 para los comerciales y 1:15
para los obtenidos en nuestro laboratorio, toda la noche a 4°C, las
membranas fueron lavadas 3 veces con un volumen igual de TTBS e
incubadas posteriormente con el anticuerpo secundario. Los anticuerpos
secundarios fueron utilizados en una dilucién 1:10000 en TTBS 0,1% de
BSA durante 2 horas a temperatura ambiente y lavados 3 veces en TTBS.
Para revelar, fueron incubados 2 minutos con una soluciéon de 2,5mM de
Luminol y 0,4mM de acido p-cumarico en tampdén 50 mM Tris-CIH pH 8.5;
0,03% de H>0, 30% y expuestos a diferentes tiempos para su posterior

revelado.

34



Materiales y Métodos

3.5. Expresion heteréloga de mutantes de delecion de
podocalicina humana

3.5.1. Construccion de un vector de expresion que codifica
una proteina de fusion conteniendo el péptido seial de
podocalicina y la proteina verde fluorescente (GFP)

Para generar una proteina de fusién del péptido sefal de
podocalicina con GFP (PS-PODXLgrp), amplificamos la secuencia del
péptidos sefial por PCR a partir del vector de expresién pcDNA3-
podocalyxin utilizando los siguientes oligonucleétidos, complementarios
con los nucleotidos 977-1007 a 1079-1109 del cDNA de podocalicina y
conteniendo las dianas de restriccién SacIl y BamHI.
sp hpodxl Sacll Kozak ATG:
5’-CCC CGC GGC GAC GCC ACC ATG GGC TGC GCG-3’

3’ sp hpodxl BamH1 woSC:
5’-CGG CGA GGA TCC CGA CGG CAG CAG CGG CGG-3’

El producto de PCR correspondiente al péptido sefial lo clonamos
en el vector pCR 2.1-TOPO, de donde, posteriormente, aislamos un
fragmento de 178 pb por digestiéon con Hind III y Xba I. El fragmento de
178 pb fue purificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
seguido de una extraccion con el kit Qiagen y se digirié con los enzimas
de restriccién Sac II y Bam H1. El fragmento obtenido se clond en el

vector pEGFP-N1 digerido, previamente, con los mismos enzimas.

3.5.2. Construccion de vectores de expresion que codifican
proteinas de fusion de mutantes de deleciéon de podocalicina, con
la proteina verde fluorescente (GFP)

Para construir la proteina de fusion del péptido senal-mutantes de
delecion de podocalicina y GFP, se generaron productos de PCR utilizando
el vector de expresién pcDNA3 (Invitrogen) que contiene el gen de la
podocalicina humana (pcDNA3-podocalyxin). Para todas las mutaciones
del dominio extracelular, A45-PODXLgrp, A146-PODXLgrp Yy AC4-PODXLgep
se utilizd el mismo oligonucleétido antisentido del extremo 3’
correspondiente al fragmento 1846-1822 de PODXL humana: 5'-CAG
AGG ATC CAA GAG GTG TGT GTC-3' y conteniendo la diana de restriccion
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BamH1. Los oligonucledtidos utilizados para el extremo 5’ fueron:
Mutacion A45-PODXLgrp:

5’-TCT AAC AAA ACA GGA TCC ACT CCA GCA-3’

Mutacion A146-PODXLggp:

5’-ACA GCT AAA CCT GGA TCC ACA AGC AGC CAG-3’

Mutacion AC4-PODXLgrp:

5’-CGC TTC AGC GGA TCC CTC ATC ATC ACC ATC-3’

Todos ellos también contienen la diana de restriccion BamH1. Los
productos de PCR fueron digeridos con BamH1, purificados y clonados en
el vector PS-PODXLgep, previamente, digerido con BamH1.

Para obtener las mutaciones de delecion correspondientes al
dominio citosdlico se generaron productos de PCR utilizando el vector de
expresion pcDNA3 que contiene el gen de la podocalicina humana
(pcDNA3-podocalyxin) y el oligonucleétido sp-npodx|-Sacll-Kozak ATG, el
mismo utilizado para la obtencion del vector de expresion que codifica
una proteina de fusidon conteniendo el péptido senal de podocalicina y
GFP.

Los oligonucledtidos del extremo 3’ fueron:

Mutante ADTHL-PODXLgep:

5’-CTA GAG GTG TGT GGA TCC CTC CTC ATC CAG-3’

Mutante Ayuxtamembrana-PODXLgep:

5'-GGA GAG GCG GGA TCC GCA GCA GCC ATA GAG-3’

Todos ellos contiene una diana de restriccion BamH1 y se elimind la sefial
de terminacién del extremo 3’. Los productos de PCR fueron digeridos
con BamH1 y clonados en el vector pEGFP-N1 digerido, previamente, con
BamH1 y desfosforilado para impedir la autoligacion.

Todas las construcciones fueron verificadas mediante secuenciacién
de ADN.

3.5.3. Transfeccion estable de células de ovario de hamster
chino (CHO) con el vector de expresion de las mutantes de
delecion de podocalicina

Para la expresion estable de las mutantes de podocalicina, se

transfectaron las células CHO empleando la técnica del fosfato de calcio y
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se seleccionaron los clones con G-418 (800 pg/mL). Para enriquecer el
cultivo con células CHO, expresando las distintas construcciones, se llevd
a cabo una separacién de células mediante el procedimiento de diluciones
limite. La expresion de las mutaciones de podocalicina en los distintos
clones se verific6 por fluorescencia y mediante Western, utilizando

anticuerpos anti-Podocalicina y/o anti- proteina verde fluorescente.

3.6. Inmunofluorescencia

La localizacion de las mutantes de delecién de podocalicina en la
membrana celular se determind analizando su colocalizacién con
faloidina, un marcador de actina. Para ello, los cubreobjetos fueron
colocados dentro de placas de 24 pocillos, recubiertos con 10 ug/mL de
fibronectina (Sigma), durante 2 horas a 37°C, lavados con PBS vy
bloqueados con PBS-BSA 1% durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, las
células fueron afiadidas a una concentracién de 2 x 10°/mL e incubadas
3 horas a 37°C. Posteriormente, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 3% en PBS, 15 minutos a temperatura ambiente y
permeabilizadas con Triton X-100 0.5% en PBS-BSA 0.5%, durante 1
hora a temperatura ambiente. Para visualizar actina, las células
permeabilizadas fueron incubadas con 50 ng/mL de faloidina-TRITC en
PBS durante 1 hora a 37°C y lavadas tres veces con un volumen igual de
PBS. Las preparaciones de células fueron montadas sobre Mowiol-DABCO
(Sigma) y visualizadas con un microscopio de fluorescencia (Olympus IX-
50). Las imagenes fueron obtenidas con una camara digital (DP70,

Olympus).

3.7. Ensayo de adhesion celular

Las células CHO-PODXLgr Y las mutantes en medio DMEM con SFB
10% se afadieron a placas de 6 pocillos, recubiertos con 10 ug de
fibronectina en PBS durante 2 horas a 37°C. Después de bloquear con
1% albumina en PBS fueron lavadas con PBS, resuspendidas en el
medios de cultivo y sembradas por triplicado (75 x 10° células por
pocillo). Después de incubar, durante los tiempos indicados, el medio de

cultivo fue retirado y se lavaron tres veces con PBS. El analisis del grado
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de adherencia fue visualizado con aumento de 10X en el microscopio de
contraste de fases Olympus Scope IX-50. Las fotografias fueron tomadas
con una camara Olympus DP-70 y el nUmero de células adheridas fueron

contadas en diferentes puntos del pocillo.

3.8. Ensayo de migracion celular

La migracion de las células CHO-PODXLgrr se determind mediante el
ensayo in vitro de cicatrizacién de herida. Para ello, placas de cultivo
fueron recubiertas e incubadas con una solucion de 10 ug/mL de
fibronectina, durante 2 horas, a 37°C, bloqueadas con 1% albumina en
PBS y lavadas con PBS. Se sembraron 25 x 10° células en cada placa en
medio DMEM con SFB 10% e incubadas a 37° con 5% CO2 durante 12
horas. Se realizaron surcos (“heridas”), en forma de cruz, rayando
manualmente la monocapa celular con una punta de micropipeta (P10).
Las células fueron lavadas dos veces con PBS y se fotografiaron,
inmediatamente, después de la incisiéon (hora 0). Posteriormente, se
incubaron en el mismo medio durante los tiempos indicados. El analisis
de la herida fue analizado con una magnificacion 10X en el microscopio
de contraste de fases Olympus IX-50. Las fotografias fueron tomadas con
una camara Olympus DP-70 y el cierre de la herida se cuantifico

midiendo el area restante de cada cruz con el software Image J.

3.9. Deteccion de complejos multiproteicos mediante analisis
electroforético en condiciones nativas. Electroforesis "“Blue
Native” (BN)

La electroforesis BN se realizé segun métodos descritos previamente
(Schagger y von Jagow 1991, Schagger, Cramer y von Jagow 1994). Los
lisados de células CHO-PODXLgr Y de células TERA-1 fueron preparados
en tampdn de lisis (20 mM Bis Tris, 0,5 M de acido aminocaproico, 20 mM
de CINa, 0,1% de tritén X-100 y 87% de glicerol) y 400 pg de proteina
fueron aplicados a geles con gradientes del 5%-15% de poliacrilamida.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron 40 ug de ferritina (880
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kDa y 440 kDa; Sigma, St. Louis, MO) y 60 pg albumina (272 kDa, 204
kDa, 136 kDa y 68 kDa, Sigma, St. Louis, MO). La electroforesis se llevo
a cabo en un aparato de la firma Hoefer, a 200V constante, toda la
noche, usando en el catodo un tampdn 50 mM tricina, 15 mM Bis Tris, pH
7.0, 0,01% w/v Coomassie brilliant blue G250, de Serva (Heidelberg) y

en el dnodo se utilizé un tampdn con 50 mM de Bis Tris.

Para la resolucion de los complejos de la primera dimensién de BN,
en una segunda dimension en geles SDS-PAGE, los carriles de la primera
dimensién fueron cortados, equilibrados durante 2 horas en tampodn
Laemmli 1x en condiciones reductoras (2-B-mercaptoetanol) y colocados
en la parte superior de los geles de SDS-PAGE al 12%. La segunda
dimension y el analisis de Western se realizaron de acuerdo a protocolos
estandar utilizando el anti-PODXL B34D1.3, e IgG anti-ratén. En algunos

casos los geles fueron revelados por tincién con sales de plata.

El analisis de la composicién de los complejos multiproteicos se
realizé por andlisis de cambio de movilidad inducido por anticuerpo en
condiciones nativas “native antibody based mobility shift” (NAMOS)
(Schamel 2008, Swamy vy col. 2007). Para ello, los lisados de células
CHO-PODXLgrp fueron incubados con el anticuerpo anti-PODXL B34D1.3
(Rodriguez y col. 2006), purificado en una columna de Proteina A-
Agarosa a partir de liquido ascitico de ratones inyectados
intraperitonealmente con el hibridoma productor de este anticuerpo (anti-
PODXL B34D1.3). También se utilizd el fragmento Fab de este anticuerpo
obtenido con el “Fab Micro Preparation Kit” de Pierce Biotechnology
(Rockford, IlI, EE UU). Los geles de la electroforesis BN de una sola
dimensiéon fueron decolorados y transferidos a membranas para su

analisis por Western.

3.10. Identificacion de proteinas por espectroscopia de masas
Las bandas de interés detectadas por tincion con plata en geles
SDS-PAGE fueron escindidas y la identificacion realizada en la unidad de

proteémica de la Facultad de Farmacia, Parque Cientifico de Madrid,
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utilizando un espectrometro de masas con una fuente de ionizacidn
MALDI (Matrix-assisted Laser Desorption Ionization) y un analizador TOF
(Time of Flight), modelo Voyager-DE™ STR Biospectrometry Workstation
(Applied Biosystems), con un sistema de adquisicion de 2 GHz, una célula
CID (Collisionally-Induced Dissociation) y la capacidad de adquirir
espectros PSD. La busqueda, en las bases de datos, se realizé con la
herramienta de MASCOT GPS Explorer TM Software, versién 3.0 (Matrix
Science, London, United Kingdom), y se utilizaron las bases de datos del
NCBI no redundante o SWISSPROT.

3.11. Inmunoprecipitacion

Lisados de células CHO-PODXLgrr 6 TERA-1 se prepararon en
tampon RIPA-modificado (50 mM pH 7.4 Tris-CIH, 1% NP-40, 0.25 %
Na-deoxicolato, 150 mM CINa, 1mM PMSF, 1 mM PO4sNas;, 1mM FNa e
inhibidores de proteasas (Roche, Indianapolis, IN) 6 tampon NP-40 (50
mM Tris-CIH pH 7.4, 150 mM CINa, 1% de NP-40 e inhibidores de
proteasas de Roche), segun el caso. Después de afiadir 50 uL de proteina
G-sefarosa (Pharmacia) para eliminar proteinas unidas de forma
inespecifica, los lisados fueron centrifugados a 2000 rpm vy el
sobrenadante incubado, toda la noche a 4°C, con el anticuerpo anti-
podocalicina (3D3). 50 pL de proteina G-sefarosa fueron afiadidos para
extraer las proteinas inmunoprecipitadas, después de incubar a 4 °C
durante 2 horas, fue centrifugado a 6000 rpm y el sedimento lavado 3
veces con tampdn RIPA-modificado 6 NP-40, centrifugado y resuspendido
en 100 pL de tampdn Laemmli 2x (Laemmli, 1970), hervido 5 minutos y
centrifugado. El sobrenadante fue sometido a electroforesis en un gel de

poliacrilamida al 7.5% vy analizado por Western.

3.12. Microscopia de fluorescencia in vivo
La microscopia de fluorescencia in vivo de cultivos de células CHO-

PODXLgrp, se realizé utilizando un microscopio Leica AF6000 LX modelo
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DMI6000B. El filtro usado fue L5, en el rango de excitacién azul y con un
filtro de excitacion BP480/40.

3.13. Liberacion de podocalicina al compartimento extracelular
Las células fueron mantenidas en medio sin suero durante 18 horas
y resuspendidas con EDTA. Después de centrifugar a 35.000 rpm el
medio de cultivo fue concentrado en columnas centriplus YM-3 de Amicon
(Bedford, MA), hasta un volumen de 500 pL, y sometido a SDS-PAGE y
anadlisis de Western. En algunos experimentos aislamos microvesiculas
del medio extracelular. Para ello, el medio se centrifugd a 15.000 rpm
durante 20 minutos y el sedimento se resuspendié en tampoén de lisis.
Las proteinas del sobrenadante fueron sometidas a SDS-PAGE y los geles

analizados por Western.

3.14. Citometria de flujo

Las células fueron resuspendidas en PBS-EDTA 0,5 mM,
centrifugadas a 2000 rpm y lavadas tres veces con PBS, resuspendidas,
finalmente, en 500 pL de PBS a 4°C. La fluorescencia de las células fue

determinada en un citdmetro de flujo, modelo EPICS XL.
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4. Resultados

4.1. Identificacion de podocalicina en células CHO-PODXLgrp

Para el estudio funcional de la podocalicina (PODXL) hemos utilizado
células CHO transfectadas de forma estable con plasmidos de expresion
conteniendo cDNA de PODXL humana. Estas lineas celulares han sido
desarrolladas en nuestro laboratorio y algunas de sus caracteristicas
bioguimicas han sido descritas previamente (Larrucea y col. 2007,
Larrucea y col. 2008). Para valorar la eficacia de la transfeccion,
utilizamos un plasmido de expresién portador de cDNA que codifica la
proteina de fusion de PODXL con GFP, de manera que las células
transfectadas se pudieran identificar, facilmente, mediante microscopia
de fluorescencia o citometria de flujo. Como control, hemos utilizado
células CHO transfectadas con plasmidos de expresion portadores de
cDNA-GFP.

La identificacion de la proteina expresada en estas células se llevd a
cabo mediante:

1. Deteccion de podocalicina y/o GFP por andlisis de Western de
lisados de células CHO-PODXLgeep.

2. Detecciéon de podocalicina mediante analisis de Western de
inmunoprecipitados obtenidos con anti-PODXL de lisados de células
CHO-PODXLgee.

3. Identificacidon de las proteinas inmunoprecipitadas con anti-PODXL
en geles de electroforesis teflidos con plata mediante
espectroscopia de masas.

La deteccion de podocalicina en lisados de células CHO-PODXLgrr S€
muestra en la Figura 11.

Se detectaron dos formas de podocalicina de pesos moleculares
aparentes de 150 y 200 kDa, esto es, muy superiores al peso molecular
tedrico de la proteina. Esta observacidn sugiere que la podocalicina
recombinante expresada en células CHO, al igual que ha sido descrito en
otras especies (Dekan y col. 1991), muestra un alto grado de
glicosilaciéon. La misma figura, muestra que los anticuerpos anti-GFP

reconocen solamente una de las dos formas, la de mayor peso molecular
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lo que indica que ambas proteinas difieren, al menos en la presencia de
GFP, por lo que la proteina de fusion PODXLgr seria la de mayor peso

molecular aparente.

250 250

 —
16D 150

mAb PODXL (3D3) GFP (FL) kDa 100

75

50

37

25

Lisado IPP:PODXL IPP:lgGs kDa

Figura 11. Caracterizacion de PODXLgrr expresada en células CHO.
A) Analisis de Western de 30 pg de proteinas de un lisado de células CHO-
PODXLgep, separadas por SDS-PAGE (7,5%), con anticuerpos anti-
PODXL (B34D1.3) o anti-GFP (FL): sc-8334 (Santa Cruz Biotechnology).
B) SDS-PAGE (7.5%) de 50 ug de proteinas de lisado de células CHO-
PODXLgre (calle 1) y 25 upg de proteina inmunoprecipitada con anti-
PODXL 3D3:sc-23904 Santa Cruz (calle 2) o con un anticuerpo
irrelevante (calle 4). La calle 3, muestra el marcador de peso molecular
(PM). Las flechas, en la calle 2, indican las bandas distintas de la calle 4.

La Figura 11.B, muestra la tincion con plata de geles de
electroforesis obtenidos con inmunoprecipitados de células CHO-PODXLgrp
con anti-PODXL y con un anticuerpo irrelevante como control. Se
detectan tres bandas de pesos moleculares 200, 175 y 65 kDa que
inmunoprecipitaron (IPP), especificamente, con anti-PODXL y que se
corresponden con las bandas marcadas como 1, 2 y 3 en la Figura 11.B.

Estas tres bandas se analizaron por espectrometria de masas y los
datos de la identificacién se resefian en la Tabla 2. Dos de las bandas

analizadas fueron identificadas como podocalicina y sélo una de ellas
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tuvo reaccion positiva para GFP. La proteina 3, fue identificada como la

cadena pesada de la inmunoglobulina utilizada en la inmunoprecipitacion.

Proteina Band Nombre Swiss PM (KDa) Puntos Péptido

a Prot Namero Mascot identificado

Acceso

PODXL [Homo 1 PODXL_HUMAN 55.596 82 LGDQGPPEEAED
sapiens] 000592 R
Proteina 1 GFP_AEQVI 26.886 68 SAMPEGYVQER
fluorescente P42212 TIFFKDDGNYK
verde (GFP)
PODXL (Homo 2 PODXL_HUMAN 55,596 26 KLGDQGPPEEAE
sapiens) 000592 DRF
Regidn 3 IGG1C 36.510 67 VHNEGLPAPIVR
constante de la AAB37381
cadena pesada
de IgG1

Tabla 2. Identificacién mediante espectrometria de masas de las proteinas
extraidas de las bandas 1, 2 y 3 de la Figura 11.B. Las condiciones para la
inmunoprecipitacidon, electroforesis y tincién con plata, asi como el analisis de las
bandas por espectrometria de masas se describen en Métodos.

4.2. Distribucion intracelular de la proteina de fusion de
podocalicina con proteina fluorescente verde (CHO-PODXLggp)

La Figura 12, muestra que células CHO-PODXLgrr quiescentes,
mantenidas en ausencia de suero y ligandos, tienen forma redondeada y
gue la PODXLgrr estd distribuida uniformemente en la membrana
plasmatica. Cuando las células se cultivan en placas recubiertas con
fibronectina, la PODXLgrr aparece con un patréon “parcheado”, de forma
preferente en el polo de migracidon celular (Figura 12), esto es, en
lamelipodios y también en protuberancias similares a filopodios. La
tincion con faloidina nos ha permitido verificar la coincidencia de
colocalizacion de PODXLgrp con actina en regiones del citoplasma, pero

no en el aparato de Golgi (Figura 12, D y E).
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PODX L Concavalina A Superposicion

Figura 12. Distribucion intracelular de PODXL en células adheridas a
fibronectina.

PODXL en la membrana de células CHO-PODXLgrr quiescentes mantenidas
en ausencia de suero y de ligandos: A. PODXLgrp, B. Concanavalina, C.
Combinacidn de las dos anteriores.

En D y E, las células fueron cultivadas con una densidad de 2x10°
células/mL sobre placas recubiertas de fibronectina. Después de dejarlas
adherirse y extenderse fueron fijadas con paraformaldehido. La fotografia D,
muestra la presencia de PODXLgrr en lamelipodios, protuberancias similares a
filopodios y protuberancias finas y en la E, tefiidas con TRITC-faloidina, se
observa el citoesqueleto de actina.

La expresion de podocalicina como una proteina de fusién con GFP
nos ha permitido estudiar su distribucion intracelular mediante
microscopia de fluorescencia in vivo. Dicho estudio nos ha permitido
verificar las observaciones hechas anteriormente en tejidos o células
fijados. Hemos podido apreciar que la disposicion “granular” de
podocalicina es dependiente del tiempo de incubacién transcurrido desde

la siembra de las células.
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Figura 13. Morfologia in vivo de células CHO-PODXLgrp- Aspecto tras la
siembra.

Células CHO cultivadas, segun se describe en Métodos, fueron analizadas
en un microscopio Leica, termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0,; y
5%CO,. En el panel superior, se pueden ver las células recién sembradas en las
que se aprecia su aspecto redondeado. En el panel central, es la misma
preparacién del panel superior con deteccidon de fluorescencia, en la que se
aprecia el escaso contenido de podocalicina, de localizacidon preferente en el
aparato de Golgi (63x). El panel inferior, muestra, con mayor detalle, las células
mas extendidas (100x).
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La Figura 13, muestra como inicialmente las células en cultivo
aparecen todavia redondeadas (Figura 13, panel superior). El panel
medio, muestra como la fluorescencia de PODXLgrr e€s de localizacidn
perinuclear, probablemente localizada en el aparato de Golgi, como se
puede apreciar con mayor detalle en el panel inferior.

La Figura 14, tomada a partir de al menos 10 horas de cultivo,
muestra que la fluorescencia de PODXLgrp aparece dispuesta en los
frentes de desplazamiento celular y en la membrana plasmatica. En la
misma figura, se aprecia también la progresién de granulos de PODXLggp

a lo largo de los filopodios.

Figura 14. Microscopia de fluorescencia in vivo de células CHO-PODXLgp.

Las células CHO-PODXLgr, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con atmdsfera de 95%0; y 5%CO,. A. Células a tiempos cortos
de incubacién, en las que se aprecia un escaso contenido de podocalicina de
localizacién preferente en el aparato de Golgi. B. Las células aparecen mas
extendidas y la podocalicina aparece localizada en la membrana plasmatica en
forma granular, en el citoplasma, preferentemente, en los frentes de
desplazamiento celular. C. Se aprecia la forma granular de podocalina
desplazandose a lo largo de un filopodio.(100x)
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4.3. Relacion entre la estructura del dominio extracelular de
podocalicina y la capacidad de adhesion y migraciéon de células
CHO-PODXLgrp

En nuestro laboratorio observamos, recientemente, que las células
CHO-PODXLgrp, cultivadas en ausencia de suero durante 18 horas,
muestran un aumento de la velocidad de adhesidon/extensidon en placas
recubiertas con fibronectina, en comparacién con las células CHOgrp
(Larrucea y col.,2008).

Para determinar qué dominios extracelulares confieren propiedades
adherentes y motrices a las células CHO-PODXL, hemos generado
construcciones de PODXL-cDNA en las que, a partir del plasmido de
expresion pEGFP-N1-PODXL, delecionamos distintos fragmentos del cDNA
de la podocalicina. La transfeccion de estas construcciones en células
CHO expresaria las proteinas de fusidon representadas a continuacion en
la Figura 15.

La construccion de los plasmidos de expresidon correspondientes se
realizé en dos etapas. Dado que el mantenimiento del péptido sefial es
necesario para la correcta inclusion de la proteina en la membrana
celular, en primer lugar amplificamos por PCR la region de cDNA de
podocalicina humana correspondiente al péptido sefial (22 aminoacidos
del extremo amino-terminal), que fue digerido, purificado en geles de
agarosa y clonado en el vector pEGFP-N1, como se describe en Métodos.
Una vez verificada la secuencia del péptido sefal, se procedido a la
segunda etapa, esto es, la incorporacion de los cDNAs correspondientes a
la regidn extracelular de podocalicina con las deleciones deseadas. Las
construcciones fueron disefiadas de acuerdo con la secuencia del gen
(GenBank: U97519.1) y de la proteina descrita por Kershaw y col. (2000)
y recogida en la base de datos UniProtK:B/Swiss-Prot, nimero de acceso
000592-1 (PODXL_Humana): Figura 16.
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Figura 15. Esquema de las mutantes de PODXL con deleciones en el
dominio extracelular.
Codigo de colores:

Péptido sefial: Linea negra

Dominio extracelular mucina: azul

Dominio globular que contiene cisteina: verde

Regidén peduncular yuxtamembranar: celeste

Lineas verticales: O-glicosilaciones

Tridngulos: sitios de sializacidon

Circulos rojos: N-glicosializaciones

Dominio transmembranar: rosado

Cola citoplasmatica: verde claro

Dominio carboxi-terminal de sitios de unién PDZ: DTHL y posibles sitios

de fosforilacién

Verde oscuro: proteina verde fluorescente
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CCGGGCGGCGCCCACGCTCCTACCGCCCGGACGCGCGGATCCTCCGCCGGCACCGCAGCCACCTGCTCCCGGCCCAGAGG 240
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CCAGCATCCAGTGTCACCATCATGGCTACAGATACAGCCCAGCAGAGCACAGTCCCCACTTCCAAGGCCAACGAAATCTT 480
P A S s v TIMATUDTA A GQOQS TV P T S K ANZE I L 78

GGCCTCGGTCAAGGCGACCACCCTTGGTGTATCCAGTGACTCACCGGGGACTACAACCCTGGCTCAGCAAGTCTCAGGCC 560
A S VK AT TUL GV S S D S P GTTTTULAOQOQV S G P 105
YYYY TS
CAGTCAACACTACCGTGGCTAGAGGAGGCGGCTCAGGCAACCCTACTACCACCATCGAGAGCCCCAAGAGCACAAAAAGT 640
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AAATCACATTCTGTCCAGATTCCTCTTGTAAAATAACCCACTAGTGCCTGAGCTCAGTGCTGCTGGATGATGAGGGAGAT
CAAGAAAAAGCCACGTAAGGGACTTTATAGATGAACTAGTGGAATCCCTTCATTCTGCAGTGAGATTGCCGAGACCTGAA
GAGGGTAAGTGACTTGCCCAAGGTCAGAGCCACTTGGTGACAGAGCCAGGATGAGAACAAAGATTCCATTTGCACCATGC
CACACTGCTGTGTTCACATGTGCCTTCCGTCCAGAGCAGTCCCGGGCAGGGGTGAAACTCCAGCAGGTGGCTGGGCTGGA
AAGGAGGGCAGGGCTACATCCTGGCTCGGTGGGATCTGACGACCTGAAAGTCCAGCTCCCAAGTTTTCCTTCTCCTACCC
CAGCCTCGTGTACCCATCTTCCCACCCTCTATGTTCTTACCCCTCCCTACACTCAGTGTTTGTTCCCACTTACTCTGTCC
TGGGGCCTCTGGGATTAGCACAGGTTATTCATAACCTTGAACCCCTTGTTCTGGATTCGGATTTTCTCACATTTGCTTCG
TGAGATGGGGGCTTAACCCACACAGGTCTCCGTGCGTGAACCAGGTCTGCTTAGGGGACCTGCGTGCAGGTGAGGAGAGA
AGGGGACACTCGAGTCCAGGCTGGTATCTCAGGGCAGCTGATGAGGGGTCAGCAGGAACACTGGCCCATTGCCCCTGGCA
CTCCTTGCAGAGGCCACCCACGATCTTCTTTGGGCTTCCATTTCCACCAGGGACTAAAATCTGCTGTAGCTAGTGAGAGC
AGCGTGTTCCTTTTGTTGTTCACTGCTCAGCTGATGGGAGTGATTCCCTGAGACCCAGTATGAAAGAGCAGTGGCTGCAG
GAGAGGCCTTCCCGGGGCCCCCCATCAGCGATGTGTCTTCAGAGACAATCCATTAAAGCAGCCAGGAAGGACAGGCTTTC
CCCTGTATATCATAGGAAACTCAGGGACATTTCAAGTTGCTGAGAGTTTTGTTATAGTTGTTTTCTAACCCAGCCCTCCA
CTGCCAAAGGCCAAAAGCTCAGACAGTTGGCAGACGTCCAGTTAGCTCATCTCACTCACTCTGATTCTCCTGTGCCACAG
GAAAAGAGGGCCTGGAAAGCGCAGTGCATGCTGGGTGCATGAAGGGCAGCCTGGGGGACAGACTGTTGTGGGAACGTCCC
ACTGTCCTGGCCTGGAGCTAGGCCTTGCTGTTCCTCTTCTCTGTGAGCCTAGTGGGGCTGCTGCGGTTCTCTTGCAGTTT
CTGGTGGCATCTCAGGGGAACACAAAAGCTATGTCTATTCCCCAATATAGGACTTTTATGGGCTCGGCAGTTAGCTGCCA
TGTAGAAGGCTCCTAAGCAGTGGGCATGGTGAGGTTTCATCTGATTGAGAAGGGGGAATCCTGTGTGGAATGTTGAACTT
TCGCCATGGTCTCCATCGTTCTGGGCGTAAATTCCCTGGGATCAAGTAGGAAAATGGGCAGAACTGCTTAGGGGAATGAA
ATTGCCATTTTTCGGGTGAAACGCCACACCTCCAGGGTCTTAAGAGTCAGGCTCCGGCTGTAGTAGCTCTGATGAAATAG
GCTATCCACTCGGGATGGCTTACTTTTTAAAAGGGTAGGGGGAGGGGCTGGGGAAGATCTGTCCTGCACCATCTGCCTAA
TTCCTTCCTCACAGTCTGTAGCCATCTGATATCCTAGGGGGAAAAGGAAGGCCAGGGGTTCACATAGGGCCCCAGCGAGT
TTCCCAGGAGTTAGAGGGATGCGAGGCTAACAAGTTCCAAAAACATCTGCCCCGATGCTCTAGTGTTTGGAGGTGGGCAG
GATGGAGAACAGTGCCTGTTTGGGGGAAAACAGGAAATCTTGTTAGGCTTGAGTGAGGTGTTTGCTTCCTTCTTGCCCAG
CGCTGGGTTCTCTCCACCCAGTAGGTTTTCTGTTGTGGTCCCGTGGGAGAGGCCAGACTGGATTATTCCTCCTTTGCTGA
TCCTGGGTCACACTTCACCAGCCAGGGCTTTTGACGGAGACAGCAAATAGGCCTCTGCAAATCAATCAAAGGCTGCAACC
CTATGGCCTCTTGGAGACAGATGATGACTGGCAAGGACTAGAGAGCAGGAGTGCCTGGCCAGGTCGGTCCTGACTCTCCT
GACTCTCCATCGCTCTGTCCAAGGAGAACCCGGAGAGGCTCTGGGCTGATTCAGAGGTTACTGCTTTATATTCGTCCAAA
CTGTGTTAGTCTAGGCTTAGGACAGCTTCAGAATCTGACACCTTGCCTTGCTCTTGCCACCAGGACACCTATGTCAACAG
GCCAAACAGCCATGCATCTATAAAGGTCATCATCTTCTGCCACCTTTACTGGGTTCTAAATGCTCTCTGATAATTCAGAG
AGCATTGGGTCTGGGAAGAGGTAAGAGGAACACTAGAAGCTCAGCATGACTTAAACAGGTTGTAGCAAAGACAGTTTATC
ATCAACTCTTTCAGTGGTAAACTGTGGTTTCCCCAAGCTGCACAGGAGGCCAGAAACCACAAGTATGATGACTAGGAAGC
CTACTGTCATGAGAGTGGGGAGACAGGCAGCAAAGCTTATGAAGGAGGTACAGAATATTCTTTGCGTTGTAAGACAGAAT
ACGGGTTTAATCTAGTCTAGGCCCAGATTTTTTTCCCGCTTGATAAGGAAAGCTAGCAGAAAGTTTATTTAAACCACTTC
TTGAGCTTTATCTTTTTTGACAATATACTGGAGAAACTTTGAAGAACAAGTTCAAACTGATACATATACACATATTTTTT
TGATAATGTAAATACAGTGACCATGTTAACCTACCCTGCACTGCTTTAAGTGAACATACTTTGAAAAAGCATTATGTTAG
CTGAGTGATGGCCAAGTTTTTTCTCTGGACAGGAATGTAAATGTCTTACTGGAAATGACAAGTTTTTGCTTGATTTTTTT
TTTTAAACAAAAAATGAAATATAACAAGACAAACTTATGATAAAGTATTTGTCTTGTAGATCAGGTGTTTTGTTTTGTTT
TTTTAATTTTAAAATGCAACCCTGCCCCCTCCCCAGCAAAGTCACAGCTCCATTTCAGTAAAGGTTGGAGTCAATATGCT
CTGGTTGGCAGGCAACCCTGTAGTCATGGAGAAAGGTATTTCAAGATCTAGTCCAATCTTTTTCTAGAGAAAAAGATAAT
CTGAAGCTCACAAAGATGAAGTGACTTCCTCAAAATCACATGGTTCAGGACAGAAACAAGATTAAAACCTGGATCCACAG
ACTGTGCGCCTCAGAAGGAATAATCGGTAAATTAAGAATTGCTACTCGAAGGTGCCAGAATGACACAAAGGACAGAATTC
CTTTCCCAGTTGTTACCCTAGCAAGGCTAGGGAGGGCATGAACACAAACATAAGAACTGGTCTTCTCACACTTTCTCTGA
ATCATTTAGGTTTAAGATGTAAGTGAACAATTCTTTCTTTCTGCCAAGAAACAAAGTTTTGGATGAGCTTTTATATATGG
AACTTACTCCAACAGGACTGAGGGACCAAGGAAACATGATGGGGGAGGCAAGAGAGGGCAAAGAGTAAAACTGTAGCATA
GCTTTTGTCACGGTCACTAGCTGATCCCTCAGGTCTGCTGCAAACACAGCATGGAGGACACAGATGACTCTTTGGTGTTG
GTCTTTTTGTCTGCAGTGAATGTTCAACAGTTTGCCCAGGAACTGGGGGATCATATATGTCTTAGTGGACAGGGGTCTGA
AGTACACTGGAATTTACTGAGAAACTTGTTTGTAAAAACTATAGTTAATAATTATTGCATTTTCTTACAAAAATATATTT
TGGAAAATTGTATACTGTCAATTAAAGT
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Figura 16. Secuencias de nucleétidos y aminoacidos del marco de lectura
de la PODXL humana.
Los 21 primeros aminoacidos hidrofébicos subrayados representan el

péptido senal.

Los 26 aminoacidos hidrofébicos con subrayado de mayor

intensidad representan la region transmembranar. Se muestran los sitios
potenciales de N-glicosilacion (flechas) unién de glucosaminoglicano (lineas de
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puntos) y uniones disulfuro (circulos negros). El dominio extracelular es rico en
serinas y treoninas que podrian ser susceptibles de O-glicosilacion.
A45-PODXL: Se eliminaron los 45 primeros aminoacidos a partir

del péptido sefial (del 23 al 66, ambos inclusive), eliminando dos sitios
potenciales de N-glicosilacion (aminoacidos 33 y 43).

A146-PODXL: Se eliminaron los 146 primeros aminoacidos a partir
del péptido sefial (del 23 al 169, ambos inclusive), eliminando cuatro
sitios potenciales de N-glicosilacion (aminoacidos 33, 43, 104 y 144) y
tres sitios posibles de unién de glucosaminoglucano (102-104, 115-117 y
160-162).

AC4-PODXL: A partir del péptido sefial, delecionamos la secuencia
de cDNA correspondiente a los residuos 23 al 365, ambos inclusive,
eliminando cinco sitios potenciales de N-glicosilacién (aminoacidos 33,
43, 104, 144 y 322), cuatro sitios potenciales para la unidon de
glucosaminoglucano (102-104, 115-117, 160-162 y 206-208) y cuatro
cisteinas en las posiciones 314, 337, 351 y 367, que podrian formar dos
puentes disulfuro.

La expresion de estas construcciones fue confirmada por analisis
de Western de la correspondientes proteinas, utilizando un anticuerpo
anti-GFP (FL): sc-8334, Santa Cruz, los anticuerpos anti-PODXL
B34D1.3; 1401F1915, descritos previamente (Rodriguez y col. 2006) vy
anti-PODXL (3D3): sc-23904, Santa Cruz. La Figura 17, muestra que los
diferentes anticuerpos reconocen bandas de distinto peso molecular, en
cada una de las lineas celulares.

Dado que las proteinas altamente glucosiladas tienen una movilidad
electroforética alterada en geles de SDS-PAGE, las diferencias que se
observan en la Figura 17, no permiten determinar con precisién el peso
molecular de la proteina expresada, pero el hecho de que guarden una
proporciéon adecuada con el tamafio esperado permite confirmar su
expresion.

La Figura 17, muestra que el anticuerpo B34D1.3 reconoce
podocalicina en la linea celular que expresa podocalicina completa asi
como en la que expresa A45-PODXLgrp. El anticuerpo 3D3 y 1401F1915
reconocen podocalicina en tres lineas celulares, CHO-PODXL completa,
CHO-A45-PODXLgrp Yy CHO-A146-PODXLgrp. Estas observaciones indican
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que el anticuerpo B34D1.3 reconoce un epitopo de podocalicina
localizado entre los aminoacidos 46 y 147, mientras que los otros dos
anticuerpos, 3D3 y 1401F1915 reconocerian epitopos comprendidos entre
los aminoacidos del inicio y antes del dominio de CHO-AC4-PODXLgep.

La utilizacién de anticuerpos contra el ectodominio de podocalicina y
contra GFP, nos permitié estimar los tamafios de las proteinas
expresadas en las distintas construcciones, incluyendo la AC4-PODXLgep,
que no pudo ser detectada con los anticuerpos contra el dominio

extracelular.
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Figura 17. Analisis de Western de lisados de células CHO que expresan
PODXLgrr Y las tres mutantes de delecion de PODXL.

El andlisis de Western fue realizado, utilizando los anticuerpos indicados.
4.4. Analisis morfolégico in vivo y citométrico de células CHO

expresando distintas mutaciones del dominio extracelular de
podocalicina

Como controles, hemos utilizado células transfectadas con cDNA de
la molécula completa de PODXL (CHO-PODXLgr) fusionada a la proteina
verde fluorescente (GFP) y sélo a GFP. Mediante microscopia in vivo
(“wide field”) en condiciones controladas de temperatura y de
gasificacion. Las células CHOgrp mostraron un aspecto ubicuo y difuso
(Figura 18). Pudimos corroborar los rasgos anteriormente descritos
(Figura 14) para las células CHO-PODXLgrr como: aspecto fibroblastoide,
disposicién polar del Golgi y podocalicina de aspecto granular localizada
preferentemente en los polos de desplazamiento celular (Figura 19).

Las células CHO que expresan de forma estable podocalicina con
delecién de los primeros 45 aminoacidos del extremo amino-terminal
(CHO-A45-PODXLgrr) mostraron  una morfologia preferentemente
poligonal, con podocalicina abundante en el Golgi y abundantes formas
granulares de podocalicina de disposicion submembranar. El hallazgo
mas notable en estas células ha sido el aumento del numero de
filopodios, todos ellos con fluorescencia indicativa de su contenido de
PODXLgep (Figura 20).

Las células con expresion estable de A146-PODXLgrr (CHO-A146-
PODXLgrp) mostraron aspecto mas fibroblastoide, con aparatos de Golgi
prominentes y acumulacién de granulos de podocalicina en los extremos

distales de los filopodios (Figura 21).
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Figura 18. Microscopia in vivo de células CHOggp.-

Células CHOgpp, fueron analizadas en un microscopio Leica, termostatizado y con
ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,;, (100x). Los paneles superiores,
muestran las fotografias de microscopia de contraste de fases, los inferiores, la
fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de ambas.
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Figura 19. Microscopia in vivo de células CHO-PODXLgp-

Células CHO-PODXLgrp, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,;, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.
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Figura 20. Microscopia in vivo de células CHO-A45-PODXLgep-

Células CHO-A45-PODXLgrp, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.
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Figura 21. Microscopia in vivo de células CHO-A146-PODXLgp-

Células CHO-A146-PODXLgr, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.

La expresiéon de la mutante en la que se produjo la delecién de todo
el ectodominio, incluidos los cuatro residuos de cisteina préximos a la
region membranar (CHO-AC4-PODXLgep), mostraron aspecto
fibroblastoide, con aparatos de Golgi habitualmene prominentes y escaso
numero de granulos de PODXLgrp, que se localizaron preferentemente en

las regiones distales de los filopodios (Figura 22).
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Figura 22. Microscopia in vivo de células CHO-AC4-PODXLgp-

Células CHO-AC4-PODXLgr, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.

La Figura 23, muestra el analisis por citometria de flujo de CHOgkp,
CHO-PODXLgrp, CHO-A45-PODXLgrp, CHO-A146-PODXLgrr Yy CHO-AC4-
PODXLgrp. Los datos obtenidos indican que el porcentaje de células con
expresion detectable de proteinas fluorescentes fue, en todos los casos,

superior al 80%.
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Figura 23. Analisis de citometria de flujo de CHOgrp, CHO-PODXLgrp Y
mutantes de delecién CHO-A45-PODXLgrp, CHO-A146-PODXLgrp Yy CHO-
AC4-PODXLggp-

Las lineas celulares indicadas fueron analizadas por citometria de flujo,
cémo se describe en Métodos.
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4.5. Adhesion celular de los mutantes de delecion del dominio
extracelular de podocalicina

La Figura 24, muestra los datos de un experimento representativo
de la capacidad de adhesién a substratos inmovilizados, de células
CHOGrp, CHO-PODXLgrr 0 de las mutantes de delecidon descritas

anteriormente.

Tiempo (minutos) 10 60

Figura 24. Experimento representativo de la capacidad de adhesion de
células CHO que expresan PODXL o mutantes de delecion fusionadas a
GFP.

Las células (~75.000) se afiadieron por triplicado a pocillos recubiertos de
fibronectina, a los tiempos indicados, se tomaron fotografias de seis campos
distintos con una camara CCD Olympus DP70 utilizando un microscopio Olympus
IX50. Ay B. CHOggp, C y D. CHO-PODXLgrp, E y F. CHO-A45-PODXLgep, G ¥y H.
CHO-A146-PODXLgep € Iy J. CHO-AC4-PODXLgep.
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El panel superior de la Figura 25, muestra la valoracién cuantitativa
de los resultados correspondientes al experimento de la Figura 24 y el
panel inferior, los valores medios de tres experimentos distintos
realizados como se describe en la Figura 25.A, en los que se utilizaron

distintas cantidades de células.
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Figura 25. Capacidad de adhesion de células CHOgrp 0 CHO-PODXLgrp, Y
mutantes de delecion del dominio extracelular.

A) Las condiciones experimentales son las descritas en la Figura 24. Los
valores que se muestran son valores medios del nimero de células en cada
uno de los pocillos.

B) Valores medios obtenidos, a los 20 minutos, de tres experimentos
distintos realizados como se describe en (A). El nimero de células
sembrado en cada pocillo fue de 75.000, 35.000 y 10.000. Los valores se
expresan como porcentaje de incremento sobre el numero de células
adheridas a células CHOgr. Prueba T apareada: P<0.05 * respecto a
células CHOgrp; ** respecto a células CHO-PODXLgep.
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Estos resultados confirman que las células CHO-PODXLgrr tienen
incrementada su capacidad de adherencia en comparacién con las que
expresan solamente GFP (40% de aumento a los 20 minutos). Es notorio
gue las células que expresan la mutante A45-PODXL tienen una
capacidad de adhesion superior a las que expresan la molécula completa
de podocalicina, PODXLgre. Por el contrario, las lineas que expresan las
mutantes A146 y AC4 mostraron una capacidad de adhesion similar a las
gue expresan solo GFP. Estos resultados sugieren que el aumento de la
capacidad de adhesion inducido por la expresion de PODXLgrp reside en el
segmento de 101 aminoacidos comprendido entre A45-PODXL y A146-
PODXL:

KTAPTPASSVTIMATDTAQQSTVPTSKANEILASVKATTLGVSSDSPGTTTLAQQV
SGPVNTTVARGGGSGNPTTTIESPKSTKSADTTTVATSTATAKPN

Este péptido fue analizado con las bases de datos de la Universidad
Técnica de Dinamarca (www.cbs.dtu.dk). Contiene 3 sitios de O-
glicosilacién (en rojo) (prediccion del DictyOGlyc 1.1 Server), 2 sitios de
N-glicosilacion (en azul), 10 sitios de fosforilacidon en serina y 8 sitios de
fosforilacién en treonina (ambos en naranja) (prediccién del NetPhos 2.0
Server). La treonina-5 y serina-79 son sitios potenciales tanto de N-

glicosilacién como de fosforilacion. Estan marcados en rojo y negrita.

4.6. Migracion de células que expresan mutantes de delecion del
dominio extracelular de podocalicina

El estudio de migracion de las lineas celulares que expresan
PODXLgrr tanto completa como las mutantes de delecion se realizo
mediante el ensayo de “cicatrizacidon de herida” en placas recubiertas de
fibronectina. La Figura 26, muestra la herida a tiempo cero y después de
12 horas de cultivo de las lineas celulares CHO-PODXLgrp, A45-PODXLgep,
A146-PODXLgrp Y AC4-PODXLgrp. Como control negativo se utilizé la linea

celular que expresa soélo GFP.
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Tiempo (horas) 0 12

Figura 26. Ensayo de cicatrizacion de herida.

Las células se sembraron y se realizé la herida, como se describe en
Métodos. Se tomaron fotografias a los tiempos 0, 4, 8, 12 y 16 horas con una
camara digital DP70 de Olympus y un microscopio IX50 de la misma marca. Este
experimento se realizd cinco veces y se muestran las fotografias representativas
de los tiempos 0 y 12 horas. (2x). Ay B. CHOgg, Cy D. CHO-PODXLgrp, E ¥ F.
CHO-A45-PODXLggp, Gy H. CHO-A146-PODXLgep € I y J. CHO-AC4-PODXLgep.
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La Figura 27, muestra los resultados de la valoracién cuantitativa de

la velocidad de cicatrizacidén a distintos tiempos de incubacion.
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Figura 27. Expresion cuantitativa de la velocidad de cicatrizacion de
herida mostrados en la Figura 26.
A) Velocidad de cicatrizaciéon de herida. Los resultados representan la media
de 5 experimentos y las barras verticales, la desviacién standard.
B) Porcentaje de herida restante a las 16 horas de incubacién de los cultivos.
Prueba de T apareada P<0.05: * respecto a células que expresan GFP; **
respecto a células que expresan PODXLgrp.

Se confirman los resultados anteriores que mostraron que la

expresion de PODXLgrr en células CHO produce un aumento de la
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velocidad de migracién. El hallazgo mas llamativo de este estudio es que
una de la lineas celulares que expresan mutantes de delecidn,
especificamente la linea CHO-A45-PODXLgrp, mostré una velocidad de
cierre de herida, es decir, de migracién, mayor que la de las células que
expresan la proteina completa, produciendo una oclusion casi completa
de la herida a las 12 horas mientras que, a este tiempo, las células CHO-
PODXLgrp s6lo han cerrado un 60% de los surcos. Tanto la linea celular
CHO-A146-PODXLgrp como la CHO-AC4-PODXLgrp ocuparon un 80% del
espacio de los surcos a las 16 horas, igual que la PODXLge. Esta
observacién sugiere que los dominios de la proteina capaces de
incrementar la adhesién y la migracion celular, es probable que no sean

los mismos.

4.7. Deteccion de podocalicina en complejos multiproteicos de
células CHO-PODXL mediante el procedimiento “blue-native” (BN)

La electroforesis “blue-native” (BN) es un procedimento de
separacién de proteinas nativas basado en que la tincién con azul de
Coomassie carga negativamente los complejos proteicos lo cual influye
en su movilidad en un campo eléctrico (Schamel 2008). Con esta técnica
se consigue una resolucién mayor que con la filtracién a través de geles o
de ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa y se puede utilizar para
complejos multiproteicos desde 10 KDa a 10 MDa. Ademas, se pueden
acoplar a una segunda dimensidn mediante electroforesis en SDS-PAGE
(BN/SDS-PAGE), de forma tal que se puede determinar la composicién de
los distintos complejos multiproteicos. La combinacion de esta técnica
con el analisis de Western nos ha permitido detectar complejos
multiproteicos que contienen podocalicina en lisados celulares de CHO-

PODXL grp 0 de células tumorales humanas TERA-1.
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Figura 28. Blue-Native-PAGE y analisis de Western blot de los complejos
proteicos en lisados de células CHO-PODXL gp.

A) Analisis de Western de la primera dimension de BN-PAGE (gradiente lineal
5-15%) de lisados de células CHO-PODXL grp. Se utilizd el anticuerpo
B34D1.3.

B) Tincidén con plata de la segunda dimension de la BN-PAGE (12%) de 400
Hg de proteinas de lisado de células CHO-PODXL gp -

C) Analisis de Western de la segunda dimension de la BN-PAGE, panel B.

El anadlisis de Western de esta electroforesis utilizando el anticuerpo
anti-PODXL B34D1.3 (Rodriguez y col. 2006) muestra la presencia de
podocalicina en complejos de peso molecular aparente de ~880 KDa y en
un complejo mayoritario de proteinas de aproximadamente ~400 KDa,
como se observa en la Figura 28. Es interesante senalar que también se
detectd la presencia de PODXLgrr en complejos de alto peso molecular
utilizando anticuerpos anti-GFP. La Figura 29, muestra el analisis de
Western de la electroforesis BN de lisados de células CHO-PODXLgrp,

realizado con anti-PODXL y con anti-GFP.
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Figura 29. Analisis de Western de electroforesis BN de lisados de
células CHO-PODXLgp-

Andlisis de Western de la primera dimension de BN-PAGE (gradiente lineal 5-
15%) de 50, 75 y 150 pg de lisados de células CHO PODXLgr. Se utilizaron los
anticuerpos anti-PODXL, B34D1.3 vy anti-GFP (FL) de Santa Cruz.

Dado que el epitopo del anticuerpo B34D1.3 se localiza entre los
aminoacidos 46-147 del extremo amino-terminal de podocalicina (Figura
17) y que la proteina GFP estd unida en el extremo carboxilo, estos
resultados indican que los complejos contienen la molécula PODXLggp
completa. También se detectd, con anticuerpos anti GFP, una banda de
~200 KDa que no se pudo detectar con el anticuerpo B34D1.3 (Figura

29), lo que sugiere la presencia de una molécula de PODXLgr a la que le
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faltan, al menos, los primeros 147 aminacidos del extremo amino-
terminal.

Los geles de electroforesis BN de lisados de células CHO-PODXLgrp
se sometieron a electroforesis SDS-PAGE en una segunda dimension. La
Figura 28, muestra el andlisis por Western de la electroforesis BN que
confirma la presencia de podocalicina en complejos de 880 y 270 KDa
aproximadamente. La Figura 28.B, muestra la tincidon con sales de plata
del gel de la segunda dimensidén. En dicha figura, se ve que los complejos
gue contienen podocalicina se desdoblan en proteinas de distinto peso
molecular, lo que indica su naturaleza heterooligomérica. La Figura 28.C
muestra, mediante el analisis de transferencia de Western, que el peso
molecular de la podocalicina presente en los complejos multiproteicos se

corresponde con el detectado en lisados de células CHO-PODXLgep.

4.8. Participacion del sistema ubiquitina proteasoma en los
complejos de alto peso molecular aislados por la técnica “blue
native”

Con el fin de definir mejor los complejos de alto peso molecular
realizamos una electroforesis en segunda dimension mostrado en la
Figura 30. La intencién de esta electroforesis (4 horas, a 20 mA
constantes) fue el poder analizar con mayor detalle las proteinas
presentes en el complejo de alto peso molecular. El andlisis de Western
de la electroforesis BN se muestra en la parte superior de la Figura 30.

En la Figura 30, se muestra la tincién con plata de la segunda
dimensiéon donde se observan al menos 4 manchas que podrian
corresponder a proteinas de este complejo mayoritario. Los componentes
de este complejo fueron analizados mediante espectrometria de masas.
Tres de ellas fueron identificadas como componentes del proteasoma
(Tabla 3). Dado que no existe informacion suficiente en los bancos de
datos sobre proteinas de tejidos de hamster chino, partimos de la
hipotesis que deberian tener wuna mayor similitud con las
correspondientes proteinas de roedores (ratén y rata). El hecho de que
los péptidos identificados sean similares no solamente entre los roedores,

sino también en humanos, indica que se trata de proteinas de secuencias
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muy conservadas y, por tanto, justifica la extrapolacién de su identidad a

las células CHO.

kDa 880 440

250 -

150 -

100 -

75 -

50 -

37 -

Figura 30. Blue-Native-PAGE y analisis de Western blot de los
complejos proteicos de lisados de células CHO-PODXLgrp.

La parte superior, muestra el analisis de Western de la primera dimensién
en BN-PAGE (gradiente lineal 5-15%) de lisados de células CHO-PODXLggp. El
anticuerpo anti-PODXL utilizado fue el B34D1.3. La parte inferior, muestra la
tincién con plata de la segunda dimensidon de la BN-PAGE (12%) de 250 ug de
proteinas de lisado de células CHO-PODXLgrp. Las flechas indican las manchas
que se analizaron por espectrometria de masas.

El proteasoma es una proteasa dependiente de ATP, que colabora
con el sistema ubiquitina y cataliza la degradacion rapida, precisa e
irreversible de las proteinas marcadas por el sistema ubiquitina. Es un
complejo multiproteico, inusualmente grande (26S), que consta de dos
partes: el proteasoma 20S de aproximadamente 700 KDa y la particula
reguladora (19S) de aproximadamente 900 KDa. Ambas partes estan
compuestas de una serie de subunidades. La Figura 31, reproducida de
una publicacion de Murata, Yashiroda y Tanaka, 2009), muestra la

complejidad del sistema ubiquitina proteasoma.
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Proteina Banda Nombre PM Puntos Péptidos
Swiss Prot (KDa) Mascot identificados
Namero
Acceso
Subunidad alfa 1 014818/ 28041/ 22/ R.LTVEDPVTVEYIT
tipo 7 del Q9z2u0/ 20238/ 22/ R.Y (h,rn,ra)
proteasoma P48004 28683 22
(h/rn/ra)
Subunidad 2 del 2 P61289/ 27555/ 143/ R.DEAAYGELR.A
activador del P97371/ 26314/ 107/ (h)
proteasoma Q63797 21520 96 K.YFSERGDAVAK.A
(h/rn/ra) (h,rn,ra)
K.ASKETHVMDYR.
A (h)
K.TKVEAFQTTISK.
Y (h,rn)

K.IEDGNDFGVAIQ
EK.V (h,rn,ra)
R.ALVHERDEAAYG

ELR.A (h)
Subunidad alfa 1, 3 P25786/ 14163/ 63/ K.TQIPTQR.Y
isoforma 1 del Q9R1P4/ 30505/ 64/ (h,rn,ra)
proteasoma P18420 29784 63 R.FVFDRPLPVSR.L
(h/rn/ra) (h,rn,ra)

R.ALRETLPAEQDLT
TK.N (h,rn,ra)
R.NQYDNDVTVWS
PQGR.I (h,rn,ra)

Subunidad 26 del 4 095402/ 65863/ 39/

complejo Q7TNO2/ 65052/ 39/ R.LGKLINDVR.K
mediador - 61828 39 (h,rn,ra)
(h,rn,ra)

Tabla 3. Identificacion mediante espectrometria de masas de las
proteinas extraidas de las bandas 1-3 del panel A de la Figura 30.

Las bandas estan numeradas de acuerdo con la posicién en el panel inferior
de la Figura 30. Las proteinas resefiadas son las que tenian una mayor
valoracién Mascot y que eran o bien de humanos (h) o de roedores (ratén, rn;
rata, ra).

La deteccion de podocalicina en la regidon de los componentes del
proteasoma plantea la posibilidad de que la podocalicina se degrade por
la via ubiquitina-proteasoma lo que justificaria su aparicion formando
complejos. Aunque en los resultados de la Figura 30 no se detectara
ubiquitina en los complejos de alto peso molecular, cabe la posibilidad de
gue no esté en cantidades detectables por andlisis de Western.
Analizamos esta posibilidad incubando células con el inhibidor del
proteasoma MG132 (Lee y Goldberg 1998). Este compuesto es un
aldehido peptidico (Cbz-leu-leu-leucina), analogo de las proteinas
substrato del sistema ubiquitina, potente inhibidor del estado de

transicién de la actividad quimotripsina del proteasoma. Su utilizacion no
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impediria la ubiquitinizacién de proteinas ni su unién al proteasoma, pero

si inhibiria la actividad proteolitica.

= ® |
@' HECT y DUBs
0@ T o
0000p:9 1
@ RP 26S Proteasoma @
| ()
\ @@@
¥ I
‘u 4 “
| @ Ubiquitina

Figura 31. Esquema del sistema ubiquitina-proteasoma.

La ubiquitina (Ub) (poliubiquitina) lo forman moléculas de ubiquitina
fusionadas en tandem. Los enzimas desubiquitinantes (DUBs) hidrolizan enlaces
peptidicos intermoleculares para producir Ub libre. La via de conjugaciéon de Ub
esta formada por tres tipos de enzimas: E1 (enzima de activacién), E2 (enzima
de conjugacién) y E3 (ligasa). Ub es activada por E1, formando un enlace tiol-
ester de alta energia entre el residuo glicina carboxilo-terminal de Ub y la
cisteina del sitio activo de E1 en una reaccion dependiente de ATP. La Ub
activada se transfiere a E2 y entonces E3 liga Ub a la proteina substrato a través
de residuos lisina. Los enzimas E3 son de dos tipos fundamentalmente. El
anillo tipo (RING-type E3s) que une al E2 y al substrato, ayudando a E2 a
transferir Ub a la proteina substrato y el anillo tipo HECT que forma un enlace
tiol-ester con la Ub activada y se une a E2 antes de transferirla al substrato.
Los substratos poliubiquitinados son reconocidos y degradados por el
proteasoma 26S de una forma dependiente de ATP. Los DUBs eliminan
poliubiquitina de las proteinas substrato antes de que sean trasladados al
proteasoma 20S y regeneran Ub libre. Reproducido de Murata y col. (2009).

El analisis de Western de la electroforesis BN (Figura 32) mostro
que en presencia del inhibidor aparece una nueva banda, esto es, un

nuevo complejo de alto peso molecular en el que se detecta podocalicina,
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lo que es compatible con que la podocalicina sea degradada por el
proteasoma y que, por tanto, forme parte de un complejo de alto peso
molecular aparente. Este complejo no coincide con ninguno de los
detectados en ausencia del inhibidor. Ahora bien, el aumento de
intensidad detectado en los otros tres complejos en ausencia del inhibidor
puede sugerir que corresponden a distintas conformaciones de un

complejo PODXL-Ub-proteasoma.

A kDa
Complejos >880 kDa - ’ E

anti-PODXL (B34D1.3)

.

[MG-132] (uM) - 10

B kDa

250 -

-

gy =0 e a;

100 - -

75 -

3 1
anti-Ub (10C2-2) anti-PODXL (B34D1.3) anti GFP (FL)
G G Sy - —— —
anti-actina (A2066) Sigma

[MG-132] (uM) i 10 20 - 10 20 - 10 20

Figura 32. Efecto del inhibidor del proteasoma, MG-132, sobre Ila
expresion de PODXLgrp y ubiquitina.

A) Andlisis de Western de la primera dimension de BN-PAGE (gradiente
lineal 5-15%) de lisados de células CHO-PODXL grp. El anticuerpo anti-
PODXL utilizado fue el B34D1.3.

B) Analisis de Western de la electroforesis SDS-PAGE de 50 ug de proteinas
de la fraccién soluble de lisados de células CHO-PODXLgrp, incubadas, en
ausencia y en presencia del inhibidor de proteasoma, a concentraciones
de 10y 20 pM.
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La Figura 32, también muestra el analisis de Western de los SDS-
PAGE de lisados de células CHO-PODXLgrp, en la fraccion soluble. Se
detecté podocalicina en la fraccién soluble tanto con anti-PODXL como
anti-GFP lo que indica que se trata de una molécula completa y, por su
movilidad electroforética, del tamafio de la proteina nativa normal. No se
pudo detectar podocalicina con anti-ubiquitina, tanto en ausencia como
en presencia del inhibidor del proteasoma.

En la fraccidon soluble se puede detectar con anti-GFP y con anti-
ubiquitina una banda de aproximadamente 75 kDa, no detectable con el
anticuerpo anti-PODXL. Esta observacién puede ser interpretada como
que fragmentos de PODXLgrr que han perdido el extremo amino-terminal,
esto es, al menos una parte del dominio extracelular, son ubiquitinados y
dirigidos hacia el proteasoma. La intensidad de las bandas detectadas

con ubiquitina aumenta con la concentracién del inhibidor utilizado.

4.9. Deteccion de podocalicina en complejos multiproteicos de
células TERA-1

La presencia de podocalicina en complejos multiproteicos de células
TERA-1, se muestra en la Figura 33. La podocalicina en lisados de células
TERA-1 tiene un peso molecular algo mayor (Figura 33.A) que el
detectado en CHO-PODXLgep (Figura 11.A).

El analisis de Western de la electroforesis BN de la Figura 33.B,
muestra la presencia de podocalicina en complejos multiproteicos de
tamafios similares a los obtenidos con lisados de células CHO-PODXLggp.
La resolucion de estos complejos mediante SDS-PAGE (Figura 33.C)
indica que el complejo de menor peso molecular se desdobla en proteinas
de distintos pesos moleculares, indicando que se trata de un complejo
multiproteico. Por el contrario, no se detectan proteinas que se deriven
del complejo de mayor peso molecular (Figura 33.C), lo que sugiere que
aunque la podocalicina se detecta por técnicas inmunoldgicas, ni esta
proteina ni otras que puedan formar parte del complejo de mayor peso
molecular estan suficientemente representadas para ser detectadas por

tincién con sales de plata.
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Figura 33. Blue-Native-PAGE y anadlisis de Western de complejos
proteicos de lisados de células TERA-1.

A) Analisis de Western de SDS-PAGE de 50 pg de proteina de lisados de
células TERA-1.

B) Anadlisis de Western de la primera dimension de BN-PAGE (5-15%)
realizado con 400 ug de proteina de lisado de células TERA-1. Anti-PODXL
utilizado: B34D1.3

C) Tincion con plata de la segunda dimensién del BN-PAGE (12%) de 400 pg
de proteinas de lisado de células TERA-1.

4.10. Deteccion de podocalicina en complejos multiproteicos de
células CHO-PODXLgep deficientes en glicosilacion y sializacion

La podocalicina es una proteina hiperglucosilada. Para analizar la
importancia funcional de la glicosilacidon utilizamos dos lineas celulares
glucomutantes de células CHO: Lecl, deficientes en la actividad N-acetil-
glucosaminil-transferasa, lo que da lugar a N-carbohidratos incompletos y
Lec2, deficientes en el transportador de acido sialico. También utilizamos
una tercera linea celular, Lec8, que tienen una menor capacidad de
transportar UDP-galactosa al Golgi, y que disminuye el contenido de
acido sidlico celular. Como control, utilizamos la linea parental de células

CHO, CHO-WS5. Todas estas lineas celulares fueron transfectadas de
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manera estable con un plasmido de expresion de PODXLgr 0 GFP, de

forma similar a la descrita en las células CHO-PODXLgep.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
880 - :
i
440 - ! ‘
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i

272- Ve )

204 -

136 - 1 - CHOgp
2 — CHO PODXL g
3 - WSgpp
4 — WS PODXLggp
5—-Lec 1grp
6 —Lec 1 PODXLpp
7—Lec 24
8 —Lec 2 PODXLgpp

66 - 9—-Lec 8qrp

10- Lec 8 PODXLpp
anti-PODXL (B34D1.3)

Figura 34. Analisis de Western del Blue-Native-PAGE de lisados de
células CHO portadoras de mutaciones de glicosilacion, expresando de
forma estable CHO-PODXLgFp.

Andlisis de Western de la primera dimension de BN-PAGE (gradiente lineal 5-
15%) de lisados de células glucomutantes. Anti-PODXL utilizado fue el B34D1.3.

La Figura 34, muestra que la podocalicina se encuentra formando
complejos multiproteicos similares en las células Lec1-PODXLgrr Yy €n
CHO-PODXLgr, indicando que el grado de glicosilacion no es
determinante para las interacciones moleculares de esta proteina. Sin
embargo, en lisados de células de las lineas Lec2-PODXLger Yy Lec8-

PODXLgrp, la deteccidon de podocalicina mostré un patréon diferente a las
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células control. Las células Lec2, mostraron un Unico complejo positivo
para podocalicina de peso molecular 880 KDa y dos complejos de peso
molecular de aproximadamente, 300 y 350 KDa. El patréon de
podocalicina detectada en lisados de células Lec8-PODXLgr fue similar al
mostrado por Lec2, pero con una disminucidon en el peso molecular de
todos los complejos de aproximadamente, 50 KDa. Estos resultados
sugieren que la sializacién, y no la glicosilacién de proteinas, determina el
tamano y/o la composicién de los complejos multiproteicos.

En resumen, la utilizacion de técnicas electroforéticas Blue-
Native/SDS PAGE, permite concluir que, en células CHO-PODXLgrp, la
podocalicina forma parte de complejos multiproteicos de distinta
composicidn y cuya composicidon/tamafio molecular depende del grado de
sializacién. En células TERA-1, la podocalicina forma parte de complejos
multiproteicos, pero posiblemente, también forme agregados

homoprotéicos.

4.11. Papel del dominio citosdlico en la adhesion y migracion de
células CHO-PODXLgep

La deteccién de podocalicina en complejos multiproteicos de alto
peso molecular, detectados mediante electroforesis en condiciones
nativas (BN), en lisados de células CHO-PODXLgrr (Figura 34), sugiere
gue el dominio citosdlico es capaz de interaccionar con proteinas de
células CHO y participar en los mecanismos de respuesta celular y, por
tanto, mediar en la respuesta migratoria de las lineas celulares CHO-
PODXLgrp. Para confirmar esta posibilidad disefamos construcciones del
pladsmido pCDNA3.1 con cDNA de podocalicina en la que se reprodujo una
delecién de todo dominio citosdlico, esto es, a partir del aminoacido 454
hasta el aminoacido 528 (Ayuxtamembrana-PODXLgr) 0 sélo del dominio
DTHL (ADTHL- PODXLgep).
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Figura 35. Esquema de las mutantes de podocalicina con deleciones en
el dominio citosdlico.
Cddigo de colores:

Péptido sefial: Linea negra

Dominio extracelular mucina: azul

Dominio globular que contiene cisteina: verde

Regién peduncular yuxtamembranar: celeste

Lineas verticales: O-glicosilaciones

Tridngulos: sitios de sializacidon

Circulos rojos: N-glicosializaciones

Dominio transmembranar: rosado

Cola citoplasmatica: verde claro

Dominio carboxi-terminal de sitios de unién PDZ: DTHL y posibles sitios

de fosforilacién

Verde oscuro: proteina verde fluorescente

La Figura 35, es una representacién esquematica de las dos
proteinas truncadas que se expresarian como proteinas de fusién con
GFP. La delecion de estos dominios se llevé a cabo amplificando por PCR
el cDNA de podocalicina con los oligonucleétidos que corresponden a las
secuencias de 1013-1042 para el extremo amino, incorporando el sitio de
restriccion Sac II y 2582-2617 para DTHL y 2375-2404 para
yuxtamembrana del extremo citosdlico del cDNA e incorporando el sitio
de restriccién para el enzima Bam H1 y eliminando el codon de
terminacion de podocalicina. Los productos de PCR fueron digeridos con
estos enzimas y clonados en el plasmido pEGFP-N1. La posicién correcta
del inserto la determinamos por analisis de restriccidon y, finalmente, por

secuenciacion del cDNA. Las células CHO fueron transfectadas de forma
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estable con estas construcciones. La Figura 36, muestra el analisis de
Western de lisados de las construcciones que expresan podocalicina y las
dos mutantes con deleciones del extremo carboxi-terminal (DTHL) o de
todo el dominio citosdlico. El anélisis se realizé utilizando anticuerpos
contra el dominio extracelular, contra el dominio citosélico y contra GFP.
Los datos de la movilidad electroforética coinciden con los esperados y la
delecién del dominio citosdlico no es detectable con el anticuerpo contra

ese dominio y si es detectable con anti-GFP, de acuerdo con lo esperado.

GFP

PODXL ¢p

A DTHL PODXL p
A yuxtamembrana
PODXL gep
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Figura 36. Analisis de Western de lisados de células CHO que expresan
PODXLgrr y las dos mutantes de delecion del dominio citosdlico de
PODXL.

El analisis de Western fue realizado como se describe en Métodos, con
proteinas de los diferentes lisados celulares y los anticuerpos indicados.
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4.11.1. Adhesion celular

El andlisis de la capacidad adherente de las mutaciones de delecion
en el extremo citosdlico se llevd a cabo como describimos anteriormente
(Figura 24). La Figura 37, muestra un experimento representativo y la
Figura 38, recoge la valoracién cuantitativa del experimento representado

(A) y de la media de tres experimentos mas (B).

Tiempo (minutos) 10 60

Figura 37. Capacidad de adhesion de mutantes del dominio citosdlico de
PODXL.

Las células, (~75.000) fueron sembradas en pocillos de 3 cm recubiertos
de fibronectina. Se tomaron fotografias a 10, 20 y 60 minutos con un
microscopio Olympus IX50 dotado de una camara CCD modelo DP70. El
experimento se realizd cinco veces y se muestran las fotografias de un
experimento representativo. Barra inferior 200 um. A y B. CHOgg, C y D. CHO-
PODXLgep, E y F. CHO-Ayuxtamembrana-PODXLge, v¥ G y H. CHO-ADTHL-
PODXLgep.
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Figura 38. Valoracion cuantitativa de los resultados obtenidos con los
experimentos de adhesién mostrado en la Figura 37.
A) Numero de células adheridas en funcién del tiempo. El experimento
representativo mostrado en la Figura 37.
B) Porcentaje del incremento celular en relacion a la linea celular CHOgp.
Prueba T apareada P<0.05: * respecto a células que expresan GFP; **
respecto a células que expresan PODXLggp.

4.11.2. Migracion celular

La capacidad migratoria de las distintas lineas celulares se analizé
mediante el ensayo de oclusiéon de herida descrito en la Figura 39, que
muestra las heridas, a tiempo 0 y después de 12 horas de incubacién, en

placas con fibronectina inmovilizada.

84



Resultados

Tiempo (horas)

Figura 39. Ensayo de cicatrizacion de herida.

Las células se sembraron en pocillos de 3 cm recubiertos de fibronectina.
Se tomaron fotografias a tiempos 0, 4, 8, 12 y 16 horas con una camara digital
DP70 de Olympus y un microscopio IX50 de la misma marca. Este experimento
se realizd cinco veces y se muestran las fotografias representativas de los
tiempos 0y 12 horas. Ay B. CHOgrp, Cy D. CHO-PODXLggp, E y F. CHO-ADTHL-
PODXLgep, Y G y H. CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgep.
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La cuantificacion de estos resultados se muestra en la Figura 40,
en la que se puede apreciar que la delecién de los cuatro aminoacidos del
dominio DTHL tiene el mismo efecto que la eliminacion de todo el

dominio citosdlico.
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Figura 40. Valoracion cuantitativa de los resultados del experimento de
cicatrizaciéon de herida de la Figura 39.
A) Velocidad de cicatrizacion de herida. Los resultados representan la media
de 5 experimentos y las barras verticales, la desviacién standard.
B) % de herida restante a las 16 horas de incubacién de los cultivos. Prueba
T apareada P<0.05: * respecto a células que expresan GFP; ** respecto a
células que expresan PODXL-GFP.

Esta observacion sugiere que existe una interaccién con proteinas
intracelulares y que esta interaccion participa en el control de la

sefializacidon que incrementa la capacidad migratoria celular.
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4.12. Analisis morfoloégico in vivo y citométrico de células CHO
expresando distintas mutaciones del dominio citosdlico de
podocalicina

Como controles, hemos utilizado células transfectadas con cDNA de
la molécula completa de podocalicina (CHO-PODXLgr) fusionada a la
proteina verde fluorescente (GFP) y sdlo a GFP . Mediante microscopia in
vivo (“wide field”) en condiciones controladas de temperatura y de
gasificaciéon, pudimos corroborar los rasgos, anteriormente descritos,
para estas células como: aspecto fibroblastoide, disposicion polar del
Golgi y podocalicina de aspecto granular localizada, preferentemente, en
los polos de desplazamiento celular para CHO-PODXLgrp y Un aspecto mas
ubicuo y difuso para las células CHOgr (Figuras 18 y 19).

La células con expresidon de la mutante de podocalicina con delecion
de todo el extremo carboxi-terminal (CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgep)
mostraron una morfologia fibroblastoide, aparato de Golgi de aspecto
globular y podocalicina granular escasa y de localizacién en los
segmentos distales de los filopodios (Figura 41).

La expresion de podocalicina con delecion del dominio intracelular
“DTHL"” (CHO-DTHL-PODXLgrp) produjo células con aspecto fibroblastoide,
similares a las células control, aparatos de Golgi poco prominentes y
escaso numero de granulos de PODXLgrr con aparente tendencia a migrar
hacia los filopodios (Figura 42). Es de sefalar, el hallazgo frecuente de
PODXLgrr acumulada en los extremos distales de los filopodios (Figura
19).
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Figura 41. Microscopia in vivo de células CHO- Ayuxtamembrana-
PODXLggp-

Células CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgr, fueron analizadas en un microscopio
Leica, termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%CO,, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.
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Figura 42. Microscopia in vivo de células CHO-ADTHL-PODXLgrp.

Células CHO-ADTHL-PODXLgrp, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%C0O,;, (100x). Los
paneles superiores, muestran las fotografias de microscopia de contraste de
fases, los inferiores, la fluorescencia verde y los centrales, el solapamiento de
ambas.

La expresion de las proteinas fluorescentes fue verificada mediante
microscopia de fluorescencia in vivo (Figura 41 y 42) o por microscopia
de fluorescencia de células adheridas a fibronectina inmovilizada (Figura
43). En ambos casos, se confirmé la presencia en forma granular de las
proteinas de fusidon asi como su expresién en membrana plasmatica. El
calculo del porcentaje de células que expresan las proteinas de fusion
mediante citometria de flujo (Figura 44) mostré fluorescencia verde en

~80% de las células.
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Figura 43. Microscopia de florescencia de células adheridas a
fibronectina inmovilizada que expresan PODXLgrr Y las mutantes de
delecion del dominio citosélico.

Las células fueron sembradas sobre placas recubiertas de fibronectina. Después
de adherirse y extenderse fueron fijadas con paraformaldehido y analizadas por
microscopia de fluorescencia. A, B y C, Control CHOgp; D, E'y F, CHO-PODXLgrp;
G, H e I, CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgep; J, Ky L, CHO-ADTHL-PODXLgep.
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Figura 44. Analisis de citometria de flujo de CHOgrp, CHO-PODXLgep Y
mutantes de delecion CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgr, y CHO-ADTHL-
PODXLgrp-

Las lineas celulares indicadas fueron analizadas por citometria de flujo,
como se describe en Métodos.

4.13. Interaccion de podocalicina con otras proteinas

Los resultados de los ensayos de adhesién y migracién con
mutantes del extremo carboxi-terminal de podocalicina indican que la
delecion del dominio DTHL tiene un efecto similar a la delecién de todo el
extremo carboxilo, lo que sugiere que la podocalicina interacciona con
proteinas de sefalizacidn a través de este dominio. De acuerdo con datos
obtenidos en otros tipos de células, las proteinas candidatas para estas

interacciones serian las proteinas NHERF y Ezrina (Takeda 2003, Tan y
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col. 2006). Para confirmar esta posibilidad, analizamos por Western la

posible coinmunoprecipitacion de estas proteinas con podocalicina.

IPP: anti-PODXL (3D3) anti-EZRINA (3C12)  anti-NHERF (4i337) anti-CORTACTINA (F9)
WB: anti-EZRINA (3C12) anti-PODXL (3D3) anti-PODXL (3D3) anti-PODXL (3D3)
_—
- —
—_— |
L IPP L IPP L IPP L IPP

Figura 45. Analisis de Western de los inmunoprecipitados obtenidos con
los anticuerpos: anti-PODXL, anti-ezrina, anti-NHERF y anti-cortactina.

El analisis de inmunoprecipitacidon fue realizado como se describe en Métodos,
utilizando 500 ug de proteina del lisado celular y 1 pg de los anticuerpos
indicados para inmunoprecipitar, posteriormente fueron analizados por Western
con distintos anticuerpos.

La Figura 45, muestra los andlisis de Western de las electroforesis
SDS-PAGE de los inmunoprecipitados. Se pudo detectar Ezrina en los
inmunoprecipitados obtenidos con anti-PODXL y podocalicina en los
inmunoprecipitados obtenidos con anti-ezrina. También se pudo detectar
podocalicina en inmunoprecipitados obtenidos con anti-NHERF de células
CHO que expresan NHERF-1.

Es interesante sefialar la posible existencia de una nueva via de
sefializacion. Se ha descrito recientemente que la ‘“cortactina”
interacciona con podocalicina mediando cambios morfolégicos en los
podocitos mediante fosforilacién (Kobayashi y col. 2009). La cortactina es
una proteina que se liga a actina regulando las redes de sefializacién que
implican a la actina (Ren, Crampton y Yap, 2009). Esta proteina se
localiza, caracteristicamente, en los sitios de adhesion que forman
protuberancias de la superficie celular. La Figura 45, también demuestra
la presencia de podocalicina en los inmunoprecipitados obtenidos con
anti-cortactina, indicando que en las células CHO-PODXL, se mantienen

las mismas interacciones entre proteinas que en tejidos animales.
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4.14. Liberacion de podocalicina al medio extracelular de células
CHO-PODXLgrr Y analisis microscopico in vivo de la segregacion
de podocalicina

La expresion de podocalicina como proteina de fusiéon con GFP nos
ha permitido estudiar su trafico intracelular mediante microscopia de
fluorescencia in vivo, documentada en la seccidn 4.4. La Figura 46,
muestra imagenes de las fotografias de microscopia in vivo en las que se
aprecia la presencia de granulos de podocalicina a lo largo de los
filopodios.

La Figura 47, muestra imagenes de células en las que se aprecia la
progresion de vesiculas conteniendo PODXLge a lo largo de los filopodios

hasta su aparente liberacidon al medio extracelular.

Figura 46. Morfologia in vivo de células CHO-PODXL gfp.

Células CHO-PODXLgrp, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0; y 5%CO,, (100x). En el panel
A, células a tiempos cortos de incubaciéon en las que se aprecia un escaso
contenido de podocalicina, de localizacidon preferente en el aparato de Golgi. En
el panel B, se muestra el mismo campo sin deteccién de fluorescencia. En el
panel C, se aprecia la PODXL en forma granular progresando a lo largo de un
filopodio.
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Figura 47. Progresion in vivo a lo largo de los filopodios de podocalicina
fluorescente en células CHO- PODXLgep.

Células CHO-PODXLgrp, fueron analizadas en un microscopio Leica,
termostatizado y con ambiente gaseoso de 95%0, y 5%CO0,, (100x). En los
paneles del recuadro superior izquierdo, se ve parte de la célula de la que
partieron los filopodios, en los paneles de menor tamano, se muestran imagenes
cronoldgicas (to, t1, tz, t3, ts, ts, te, t7), en las que se aprecian las vesiculas de
podocalina desplazandose a lo largo de un filopodio.

Las imagenes de la Figura 47, muestran la progresién de PODXLgrp a
lo largo de los filopodios. El andlisis de algunas de estas imagenes

sugiere la eliminacién hacia el compartimento extracelular de vesiculas
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conteniendo PODXLgrp. Esta posibilidad la estudiamos mediante analisis
de Western del medio de incubacidon utilizando anticuerpos anti-PODXL
(B34D1.3) y anti-GFP. Con tal fin, utilizamos cultivos de TERA-1 y de dos
lineas celulares que expresan podocalicina como proteina de fusién con
GFP en el extremo carboxilo (PODXLgp) 0 en el extremo amino

(crPPODXL). Ver esquema en la Figura 48.

MM_ILML@ . o @ DTH. S PODXL .

]l ©

et a0
lll

®

Figura 48. Esquema de las proteinas de fusion de contienen PODXL con
GFP en el extremo carboxilo (A) o en el extremo amino (B).
Cddigo de colores:

Péptido sefial: Linea negra

Dominio extracelular mucina: azul

Dominio globular que contiene cisteina: verde

Regién peduncular yuxtamembranar: celeste

Lineas verticales: O-glicosilaciones

Tridngulos: sitios de sializacidon

Circulos rojos: N-glicosializaciones

Dominio transmembranar: rosado

Cola citoplasmatica: verde claro

Dominio Carboxi-terminal de sitios de unién PDZ: DTHL y posibles sitios

de fosforilacién

Verde oscuro: proteina verde fluorescente

Para determinar la presencia de podocalicina en el medio
extracelular, cultivamos las células durante 18 horas en ausencia de
suero, retiramos el medio, filtramos y luego ultracentrifugamos, para
posteriormente concentrar el medio a través de una columna de
filtracion. El analisis de Western de los lisados celulares y del medio de
cultivo concentrado se realizé con el anticuerpo anti-PODXL, B34D1.3
(Figura 49).
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Lisado Celular Medio de cultivo

kDa
=y =
150 -

Mg de proteina 10 50

ML de medio de cultivo concentrado 20 50

Figura 49. Presencia de PODXL en el medio extracelular.

Células CHO-PODXLgrp, fueron lisadas y el medio de cultivo concentrado
segun se describe en Métodos. Las cantidades de proteina indicadas de lisados y
medio extracelular se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE y fueron
analizadas por Western con anti-PODXL (B34D1.3).

Las Figuras 50 y 51 muestran la presencia de podocalicina en los
espacios intra y extracelulares, con intensidades proporcionales a la
cantidad de proteina analizada.

Ambas figuras, muestran el resultado de un andlisis de Western
utilizando como anticuerpo primario anti-PODXL (B34D1.3) y anti-GFP.
Se confirma la presencia de podocalicina en los lisados de células que
expresan podocalicina en forma de proteina de fusién con GFP en su
extremo carboxilo (PODXLgrp) como cuando la proteina de fusién contiene

GFP en el extremo amino (gepPODXL).
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Lisados Celulares

TERA-1 GFP-PODXL
PODXL-GFP
kDa
250 - ’
150 -
anti-PODXL (B34D1.3)
kDa ¢ ¢
250 -
100 -
B3
75 - '
— -

50 -
37 -

Snmran
25 —

anti GFP (FL)

Figura 50. Deteccion por analisis de Western de PODXL y de GFP en
lisados de células TERA-1, PODXLgrr 0 grpPODXL.

Células CHO-PODXLgrp, CHO-gpPODXL y TERA-1, fueron lisadas vy
sometidas a analisis de electroforesis en SDS-PAGE y Western con anti-PODXL
(B34D1.3) y anti-GFP (FL).
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Medio de cultivo

TERA-1 GFP-PODXL
PODXL-GFP

kDa

250 -

150 -

100 -

75—

kDa anti-PODXL (B34D1.3)

250 -
150 -

100 -

75—

50 -

&

37 - —

anti GFP (FL)

Figura 51. Deteccién por anadlisis de Western de PODXL y de GFP en el
medio de cultivo de células TERA-1, PODXL gep 0 gepPODXL.

Los medios de cultivos de células CHO-PODXLgrp, CHO-crpPODXL y TERA-1,
fueron concentrados y sometidos a andlisis de electroforesis en SDS-PAGE vy
Western con anti-PODXL (B34D1.3) y anti-GFP (FL).
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En ambos casos, el peso molecular de la podocalicina detectada fue
el mismo que el hallado en los lisados celulares. La podocalicina
expresada por las células tumorales TERA-1 tiene un peso molecular
mayor que la expresada en células CHO (Figura 50.A y 51.A). Cuando el
anticuerpo utilizado es anti-GFP (Figura 50.B y 51.B) se puede observar
gue la linea celular PODXLgrr (primer carril) expresa la proteina de fusion
conteniendo GFP y otras proteinas de menor peso molecular que no se
aprecian con anti-PODXL lo que sugirié que se podria tratar de productos
de degradacidn o escision del extremo carboxilo. Incluso se detecta una
banda de 26 KDa de peso molecular que coincide con la de GFP (Tsien
1998). En lisados de células que expresan la proteina de fusién gppPODXL
(Figuras 50.A y 51.A, segunda calle) esta banda de 26 kDa, de peso
molecular no apareci6 mientras que si lo hizo una banda de
aproximadamente 200 KDa, que coincide con la expresada en las células
CHO-PODXL gep.

El analisis de Western de las proteinas que aparecen en el medio de
cultivo utilizando anti-PODXL como anticuerpo primario (Figura 51),
muestra la presencia de podocalicina, en el medio extracelular, de las
tres lineas celulares estudiadas, con el mismo peso molecular que en los
lisados celulares (Figura 50), detectandose bandas mas ligeras sélo en el
caso del medio extracelular de células CHO-gPODXL. La observacién de
gue en el medio de cultivo de las células CHO-PODXLgrr Nno se detecta
ninguna banda con el anticuerpo anti-GFP (Figura 50.B, primer carril) y si
se detecta una banda de, aproximadamente, 150 kDa de peso molecular
en el medio de cultivo de las células CHO-gPODXL (Figura 50.B,
segundo carril) es compatible con que el proceso de secrecion de
podocalicina se realice por un mecanismo de escicion “shedding” que
implica la escision total o parcial del dominio extracelular que se liberaria
al medio de cultivo mientras que el extremo carboxilo quedaria retenido
en la célula.

La Figura 52, muestra que la podocalicina del medio de cultivo
tanto de células CHO-PODXLgrr como de células TERA-1 se encuentra en

una fraccion particulada, probablemente en microparticulas similares a
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las descritas en los medios de cultivo de células tumorales (Dvorak vy col.
1981, Thomas vy col. 2009a).

kDa L Mv MC L Mv MC
e e S

- .
150 -

anti-PODXL (B34D1.3)
B TERA-1
L Mv

kDa
250- -
150 -

anti-PODXL (B34D1.3)

Figura 52. Deteccion de podocalicina en la fraccién particulada del
medio de cultivo de células TERA-1 y CHO-PODXL gfp.

Las células fueron cultivadas en medio libre de suero durante 18 horas.
La preparacion de lisados de proteinas y la separacion del medio de cultivo de
las distintas lineas celulares se llevd a cabo como se describe en Métodos. Para
el analisis de Western se utilizé el anticuerpo anti-PODXL B34D1.3.

La Figura 51, muestra que la fraccion particulada contiene
podocalicina de tamafo normal, detectable por los anticuerpos anti-
PODXL B34D1.3 y por anti-GFP. También se confirma que el anticuerpo
anti-GFP no fue capaz de detectar podocalicina en el medio de cultivo.

La Figura 51, muestra que la podocalicina del medio extracelular se
encuentra principalmente en forma de microvesiculas, cuando se
identifica con anti-PODXL, B34D1.3. Cuando utilizamos anti-GFP,
detectamos una banda cuya movilidad electroforética es similar a la de
podocalicina de los lisados celulares y en microvesiculas, lo que indica
gue la podocalicina asociada a microvesiculas es una molécula de
podocalicina completa, esto es, que contiene tanto el extremo amino
(detectable con B34D3.1) como el dominio citosélico (conteniendo GFP).
Por el contrario, la forma soluble de podocalicina no parece ser una

molécula completa ya que no es detectada con anti-GFP.
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Figura 53. Microscopia electronica de transmision de la fraccion de
microvesiculas (a) y células CHO-PODXLgrr (b-f). Aumentos: (a y f)
100.000x; el resto 300.000x.

kDa
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150 —

100 -

anti-PODXL (B34D1.3) anti GFP (FL)

Figura 54. Deteccion de PODXL o GFP en lisados celulares,
microvesiculas (MV) y medio de cultivo (MC) de células CHO-PODXL grp-

Las células, se cultivaron en platos con medio de cultivo sin suero durante
2 horas. Se lisaron en tampon de lisis (L), el medio de cultivo se ultacentrifugd
(MV) y concentré (MC), las fracciones obtenidas, se sometieron a electroforesis
SDS PAGE y se analizaron por Western con anti-PODXL (B34D1.3) y con anti
GFP (FL).

La Figura 55, muestra los sitios potenciales de reconocimiento de

101



Resultados

metaloproteinasas (MMP) en la molécula de podocalicina, analizados de
acuerdo con el estudio de los sitios de corte de estas proteinasas descrito
por Turk y col. 2001.

MRCALALSALLLLLSTPPLLPSSPSPSPSPSPSQNATQTTTDSSNKTAPTPASSVTIMATDT
AQOQSTVPTSKANEILASVKATTLGVSSDSPGTTTLAQQVSGPYVNTTVARGGGSGNPTTTIE
SPKSTKSADTTTVATSTATAKPNTTSSONGAEDTTNSGGKSSHSVTTDLTSTKAEHLTTPH
PTSPLSPRAPTLTHPVATPTSSGHDHLMKISSSSSTVAIPGYTFTSPGMTTTLPSSVISQRT
QOTSSOMPASSTAPSSQETVAPTSPATALRTPTLPETMSSSPTAASTTHRYPKTPSPTVA
HESNWAKCEDLETAQTQSEKQLVLNLTGNTLCAGGASDEKLISLICRAVKATFNPAQDKCGI
RLASVPGSQTVVVKEITIHTKLPAKDVYERLKDKWDELKEAGVSDMKLGDQGPPEEAEDR
FSMPLITIVCMASFLLLVAALYGCCHQRLSQRKDQOQRLTEELQTVENGYHDNPTLEVMET
SSEMQEKKVVSLNGELGDSWIVPLDNLTKDDLDEEEDTHL

CHOgp  CHO p-PODXL
kDa

250 -
150 -
100 -

5= —

MMP 1

[

MMP 14

MMP 2,9,14 MMP-1: VLN-LT
MMP-2: VVS-LNG
MMP-2: VVS-LNG

MMP-14: KVVS-L
3= LLVAA-LY

Figura 55. Sitios potenciales de corte de PODXL por metaloproteinasas.

El panel superior, muestra la secuencia de aminodcidos de PODXL. Los
aminoacidos en negrita son los sitios de corte identificados y listados en el
inserto. Los aminoacidos en letra cursiva muestran el dominio intramembrana.

El panel inferior, muestra el analisis de Western de lisados de células
CHOgrp Y CHO-PODXLggp realizado con anti-GFP (FL). Las MMPs identificadas se
alinean con el péptido cuya movilidad electroforética se aproxima mas a los
sitios de corte, teniendo en cuenta el peso molecular de GFP.

Tres de los péptidos detectados en lisados de CHO-PODXLgep
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utilizando anti-GFP, tienen los pesos moleculares esperados de la
proteina de fusion PODXLger escindida por la actividad de las MMPs 1,2,9
y 14.

El Western blot de la Figura 56, muestra el andlisis de la
podocalicina soluble inmunoprecipitada del medio de cultivo. La
incubacion de las células, durante 2 horas, con ésteres de forbol (PMA) es
suficiente para que haya podocalicina soluble y detectable en el medio de
cultivo. Este efecto del PMA es impedido por el inhibidor de la proteina
guinaca C (PKC), estaurosporina, asi como por la presencia de un
inhibidor general de MMPs dependientes de Zn, R031-9790 y por el
inhibidor de la MMP-14, confirmando la participacion de las
metaloproteinasas matriciales en el procesamiento de podocalicina y su

salida al medio extracelular en forma soluble.

Control PMA PMA + Stau PMA + Ro31-9790
L MC MV L MC MV L MC MV L MC MV

anti-PODXL (3D3)

PMA + GACFSIAHECG PMA + Péptido Control

L MC MV L MC MV

anti-PODXL (3D3)

Stau Ro31-9790 GACFSIAHECG

L MC MV L MC MV L MC MV

— 3 : :
anti-PODXL (3D3)

Figura 56. Efecto de ésteres de forbol (PMA), inhibidores de PKC
(estaurosporina) o de metaloproteinasas matriciales sobre el aumento
inducido por PMA de PODXL soluble en el medio de cultivo de células
CHO-PODXLgrp-

Las células se incubaron durante 2 horas en medio libre de suero en
presencia y en ausencia de 100 nM PMA, 100 nM estaurosporina, 100 nM de
“GACFSIAHECG"” su péptido control, 10 nM R031-9790, o las combinaciones de
todos ellos que se indican. Al final de la incubacién, se analizé los lisados
celulares (L), el medio de cultivo, se separd en dos fracciones: fraccién
particulada (microvesiculas) (MV) y el sobrenadante libre de particulas (MC) que
fue immunoprecipitado con anti-PODXL, todos se sometieron a SDS-PAGE y se
detectd por Western-blot con anti-PODXL (B34D1.3).
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Discusion

5. Discusion

5.1. Correlacion morfologia-funciéon en células CHO transfectadas

con podocalicina o sus mutantes de delecion

La transfecciéon de los distintos tipos de cDNAs de podocalicina
ligada a la proteina fluorescente verde (GFP) en células CHO produjo
variaciones morfolégicas celulares asi como cambios, facilmente,
detectables en la distribucion intracelular de la fluorescencia de
PODXLgrr. A las distintas formas de podocalicina les incorporamos la
secuencia lider, por lo que cabria esperar su insercion en la membrana
plasmatica. Efectivamente, el andlisis por citometria de flujo nos ha
permitido comprobar la presencia superficial de fluorescencia en todas las

mutaciones analizadas.

Los estudios morfoldgicos nos han permitido verificar que el trafico
intracelular de la PODXLgrp recombinante es el esperable al de cualquier
otra glicoproteina de membrana. En estadios tempranos, después de la
transfeccién, la fluorescencia de PODXLgr tiene localizacién perinuclear,
lo que hace suponer que la proteina sufre un proceso postranscripcional
de glicosilacidon. En estadios posteriores, la fluorescencia de PODXLgrp
aparece localizada en la membrana plasmatica y en el citosol en forma de
pequefias microvesiculas. Estas microvesiculas se localizan de forma
preferente en los polos celulares de migracién, en zonas de contacto
celular y en las regiones distales de los filopodios. Dichas vesiculas
fluorescentes aparecen vinculadas a estructuras fibrilares de actina lo que

hace pensar que ésta sea la forma de desplazamiento intracelular.

Es de sefalar el incremento de microfilopodios en células CHO-
PODXLgrr sobre la células CHOgrr y el aumento, aparentemente
desmesurado, en el caso de las células que expresan A45-PODXLgep.
Dado que este tipo de células (CHO-A45-PODXLgrp) mostraron un notable
incremento en su capacidad de adhesién y migracién, resulta atractivo
pensar que los cambios morfoldgicos pudieran estar, de alguna forma,

relacionados con el aumento de actividad funcional.
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5.2. Relacion estructura-funcion de la molécula de podocalicina

La utilizacion de lineas celulares con expresion de la proteina de
fusion de podocalicina, o sus mutantes, con la proteina verde
fluorescente (GFP) nos ha permitido demostrar que sélo la expresion en
superficie de la molécula integra de podocalicina es capaz de incrementar

la capacidad celular de adhesién y de migracion.

Es interesante sefialar que la expresion de la forma mutada CHO-
A45-PODXLgrp, que elimina los 22 primeros aminoacidos (23 al 45) del
extremo amino-terminal, esto es, comenzando a continuacion del péptido
sefial (Figura 15), mostrd capacidades tanto de adhesién y de migracion
superiores a las de las células que expresaban la molécula de
podocalicina intacta, CHO-PODXLgrr. Caben, al menos, tres posibles

interpretaciones de esta observacién:

> Que la N-glicosilacion del extremo amino-terminal de la
podocalicina dificulte la capacidad de adhesién de células CHO-
PODXLgep.

> Que un dominio comprendido en este segmento de la molécula
dificulte la capacidad de adhesién y migracién de las células
CHO-PODXLggp.

> Que la estructura secundaria de la molécula completa de
podocalicina imponga restricciones que atenuen su capacidad de

sefializacidon para incrementar la adhesidon o migracién celulares.

La linea celular CHO-A146-PODXLgrr que también carece de los
residuos 23 al 45, no mostré efecto potenciador de la capacidad de
adhesion celular. Al contrario, las células CHO-A146-PODXLgrr mostraron
capacidad de adhesién similar a la de las células CHO-PODXLgr (Figuras
24 y 25). Esta observacién podria apoyar la tercera posibilidad, esto es,
que la estructura secundaria de la mutante A45-PODXLgrp favoreciera el

incremento de adhesidn celular.

La delecion de los aminoacidos 23-146 (mutante A146-PODXLgrp)

impidi6 la accién estimulante de podocalicina sobre adhesiéon (Figura 25),
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pero preservo el efecto sobre el incremento de la velocidad de migracién
celular (Figuras 26 y 27). Esta disociacion del efecto de podocalicina
sobre adhesion y migracién sugiere la posibilidad de que ambos efectos
dependan del control de distintos dominios de la molécula. Por otra parte,
el comportamiento similar sobre migracion de las células CHO-A146-
PODXLgrp Y las CHO-AC4-PODXLgep, sugiere que la presencia del dominio
(24 aminoacidos) adyacente a la membrana plasmatica es suficiente para

gue la podocalicina estimule la migracién celular.

Nuestros resultados concuerdan con la reciente publicacién de Hsu
y col en la que describen que el “silenciamiento” de podocalicina en
células de tubulos renales (Hsu vy col. 2010) disminuye la migracion
celular. Estos mismos autores muestran que el “silenciamiento” de
podocalicina, en células de rindén de perro, da lugar a un aumento de la
capacidad de adhesion. Estas aparentes contradicciones sugieren que el
comportamiento funcional de la podocalicina podria variar en funcion del

linaje celular en el que se exprese.

El que modificaciones estructurales del ectodominio de podocalicina
produzcan variaciones de actividad de esta proteina resulta interesante.
La expresién de podocalicina es un marcador de diversos tumores
humanos, entre los cuales estan los originarios en préstata, mama,
higado, rifidn, tiroides, estdmago, pulmoén, colon, cerebro, testiculo vy
células sanguineas. Ademas, su presencia en muchos de estos tumores
se correlaciona con un fenotipo indiferenciado y agresivo, lo que ha dado
lugar a que se postulara la existencia de un paralelismo entre contenido
de podocalicina tumoral y su capacidad invasiva, metastasica. Por tanto,
la localizacion de los ectodominios de podocalicina asociados al
incremento de la capacidad adherente y migratoria desvelaria posibles
claves para el disefio de herramientas farmacoldgicas que permitieran

controlar la expansion de células cancerosas.

5.3. Participacion de podocalicina en complejos multiproteicos de
células CHO

El hecho de que la expresion de podocalicina en células CHO de
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lugar a un aumento en la capacidad celular de adhesién y migracién vy
que este aumento dependa de la integridad del ectodominio de
podocalicina (Figuras 24,25,37 y 38 para adhesion y 26,27,39 y 40 para
migracién) implica que esta molécula es capaz de transmitir sefales
hacia el citoesqueleto de actina. La pregunta es: écudl es el mecanismo
de transmisiéon de esta informacidén? Las células poseen mecanismos que
permiten establecer las conexiones intermoleculares necesarias, siendo la

formacion de complejos multiproteicos el mecanismo mas frecuente.

La deteccion de podocalicina mediante electroforesis “blue native”
(BN) en complejos de alto peso molecular, en lisados de células CHO-
PODXLgrr (Figura 28), mostrd su presencia en, al menos, tres complejos
diferentes de, aproximadamente, 900, 800 y 300 KDa. La resolucién de
estos complejos mediante electroforesis SDS-PAGE nos permitié concluir
gue se trata de complejos multiproteicos. Esto es, no serian agregados
de podocalicina. El andlisis de Western (Figura 28), muestra que dos de
los tres complejos (900 y 270 KDa) contienen las dos formas de
podocalicina detectadas en lisados celulares. Los resultados muestran un
cuarto agregado de peso molecular aproximado de 400 KDa, en el que se
detecta podocalicina con mucha menos intensidad y que en este caso,
solamente, corresponderia a la forma de podocalicina de menor peso
molecular. La existencia de complejos con una sola forma de podocalicina
apoya la posibilidad de que ambas formas siguieran rutas de degradacion
diferentes. El andlisis de lisados de células TERA-1 nos permitié detectar
la presencia de podocalicina en dos complejos (800 y 300 kDa), pero

solamente uno de ellos parece contener proteinas asociadas (Figura 33).

Los datos obtenidos con células CHO portadoras de mutantes de
glicosilacién (Figura 34), indican que la sializacién tanto de podocalicina
como de otras proteinas que puedan formar parte de los complejos en los
gue participa podocalicina, es capaz de alterar la composicion de los
mismos. Las variaciones en el peso molecular de los complejos en los que
se detecta la presencia de podocalicina, asi lo indican. Por el contrario, la
deficiencia de glicosilacién en las mutantes Lecl, no parece alterar la

composicion de los complejos en los que participa podocalicina. Estas
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observaciones, ademas, confirman la existencia de una relacidon entre la
presencia de podocalicina en estos complejos y las propiedades de
estimulacién de adhesion y migracion celulares. La expresion de
podocalicina en células Lec1, no alteré el peso molecular de los complejos
a los que se asocia (Figura 34) y tampoco la capacidad de adhesion de
las células CHO(Lec1)-PODXLgr a plaquetas (Larrucea y col., 2007 y
2008), mientras que la deficiencia en la sializacién de las células Lec2 vy
Lec8 afecta la composicion de los complejos (Figura 34) al tiempo que
anula la capacidad de adhesidn de las células a las plaquetas (Larrucea y
col., 2007 y 2008); no obstante, no podemos descartar que la falta de
sializacién de otras proteinas presentes en los complejos, ademas de

podocalicina, pudieran contribuir a esta respuesta.

5.4. Participacion de la via ubiquitina-proteasoma en el

procesamiento y/o catabolismo de podocalicina

El analisis del complejo multiproteico de mayor peso molecular ha
permitido disociarlo en la primera dimension en tres complejos con
distinta movilidad electroforética que contienen podocalicina (Figura 28);
en una segunda dimensién, identificamos proteinas del proteasoma como
posibles componentes del complejo multiproteico. Esta Ultima
observacién, junto con los experimentos en los que utilizamos inhibidores
del proteasoma (Figura 32), que muestran un aumento de podocalicina y
de ubiquitina, sugieren la implicacion del proteasoma en el mecanismo de
degradacion de podocalicina. Estos resultados indican que la podocalicina
es capaz de ser ubiquitinada y ser substrato del proteasoma, observacion
gue puede ser extrapolada a otras células o tejidos que la expresan. La
via ubiquitina-proteasoma juega un papel muy importante en la
regulacion de muchos procesos celulares (Glickman y Ciechanover 2002)
y parece estar implicada en procesos patoldogicos (Layfield y Mayer,
2008).

Una posibilidad interesante, al igual que ocurre con otras proteinas
(Palombella y col. 1994, Maniatis 1999) incluyendo las de membrana
(Hoppe y col. 2000), seria que el proteasoma no hidrolizara podocalicina

hasta su destruccion total sino que diera lugar a formas truncadas con
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funciones bioldgicas alternativas. La deteccién de una proteina truncada

en el medio extracelular de células CHO-PODXLgrpr apoya esta posibilidad.
5.5. Asociacion de podocalicina con proteinas intracelulares

Los resultados obtenidos con la electroforesis BN muestran la
participacion de podocalicina en complejos de peso molecular de ~300-
400 kDa, tanto en células CHO-PODXLgrr (Figura 28), como en células
TERA-1 (Figura 33). Dado que la estimacion estequiométrica de estos
complejos indica la presencia de una sola molécula de podocalicina por
complejo (Figura 28), es obvia la participacion de otras proteinas

celulares.

Actualmente se acepta que la podocalicina interacciona con la
proteina adaptadora NHERF-2 (Factor regulador del intercambio Na*/H*-
2) (Li y col. 2002, Takeda 2003, Takeda y col. 2001) en podocitos. Esta
proteina, con funciones adaptadoras y de sefalizacién, contiene dos
dominios PDZ y un dominio ERM (ezrina, radixina, moesina) en su
extremo carboxi-terminal (Voltz y col. 2001). NHERF-2 interacciona con
una serie de proteinas de transmembrana a través de sus dominios PDZ,
mientras que a través del dominio ERM, es capaz de vincularse al
citoesqueleto mediante su interaccidén con los miembros de la familia ERM
(Takeda y col. 2001). En podocitos renales se ha descrito la formacion de
un complejo PODXL-NHERF-2-ezrina que, presumiblemente, estableceria
la conexién de podocalicina con el citoesqueleto. Este esquema no puede
ser extrapolado a nuestro modelo experimental porque asume que la
carga negativa de podocalicina confiere a los podocitos propiedades
antiadherentes que mantienen abiertas las rendijas de filtracion de orina,
mientras que, en nuestro modelo experimental, la expresién de
podocalicina confiere a las células CHO propiedades de adhesidon a
ligandos especificos (Figura 24). Por otra parte, no hemos podido
detectar NHERF-1 en inmunoprecipitados de podocalicina en lisados de
células CHO-PODXLgrr (resultados no mostrados). NHERF-1 es una
proteina similar a NHERF-2, contiene también el dominio PDZ y su
expresion es ubicua (Tan y col. 2006), mientras que NHERF-2 se expresa

exclusivamente en podocitos (Furness y McNagny 2006). NHERF-1,
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colocaliza con podocalicina en lisados de células de rifiéon canino (Meder y
col. 2005, Schmieder y col. 2004, Takeda y col. 2001).

El hecho de que las células que expresan las mutantes de delecion
CHO-Ayuxtamembrana-PODXLgrr Y CHO-ADTHL-PODXLgrr Ss€ comporten
igual (Figuras 37,37,39 y 40), tanto en los experimentos de adhesién
como en los de migracion sugiere que el dominio DTHL es importante
para la sefalizacién intracelular de podocalicina. De acuerdo con esta
conclusiéon, los experimentos de inmunoprecipitacion mostraron una
posible interaccién entre ezrina, NHERF y PODXL (Figura 45). Estas
observaciones sugieren que la accidon de podocalicina en las células CHO-
PODXLgrr sigue la misma via de sefializacién a la descrita en células de
rindn de perro (Takeda 2003, Tan y col.2006), aunque en ambos tipos

celulares la podocalicina parezca tener efectos antagdnicos.

5.6. Podocalicina extracelular

La separacion de las fracciones soluble y particulada del medio
extracelular de células CHO-PODXLgrr Y su analisis mediante Western
blot, utilizando anti-PODXL o anti-GFP, permitid la detecciéon de PODXLgrp
de tamano equivalente al de la proteina completa, pero también
detectamos un péptido que reacciona con anti-PODXL pero no con anti-
GFP, lo que sugiere que puede ser un fragmento del ectodominio. El
interés de este fragmento soluble es que se podria modular la accién de
ligandos, actuando como agonistas o antagonistas en la formacion de
complejos de sefalizacién (Rose-John y Heinrich 1994). En este mismo
sentido, se ha descrito recientemente que el ectodominio recombinante
soluble de podocalicina (PODXLA4»9) es capaz de actuar perturbando la
funcion de podocalicina (Larrucea y col. 2008). Por tanto, parece
razonable considerar a la podocalicina como otro ejemplo de proteina
multifuncional de membrana. Se ha descrito un fragmento soluble de 2.3
kDa, que incluye parte de los dominios extracelular y transmembrana de
podocalicina, en el medio extracelular de células de cancer de colon (Ito y
col. 2007). Se puede estimar que el contenido de podocalicina en
microvesiculas podria ser menos del <1% de la podocalicina total

mientras que el contenido extracelular de podocalicina soluble seria <0.3
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%. Estas cifras parecen ser similares a los de otras proteinas de
membrana sometidas a un proceso de escisién. La presencia de
podocalicina en el medio extracelular estd de acuerdo con observaciones
previas que indican que un numero significativo de proteinas reguladoras
de membrana estan sometidas a un proceso de escision liberando un
fragmento del ectodominio al medio extracelular (Arribas y Borroto
2002). Proteinas de membrana como CD40L (van Kooten y Banchereau
2000), P-selectina (Sperandio M 2005, Amit y col. 2001), receptor de la
hormona de crecimiento (Amit vy col. 2001), factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Asakura vy col. 2002) o proteinas de la familia del
factor de necrosis de tumores (TNF) (van Mierlo vy col. 2008), entre
otros, son sintetizados como formas transmembrana y, posteriormente,
sometidos a un proceso de escision del dominio de unién al receptor.
Muchos de estos fragmentos de ectodominios actlan como agonistas o

antagonistas de otros receptores de membrana.

En nuestro modelo experimental detectamos dos formas de
podocalicina de distinto peso molecular. La identificacién mediante
espectrometria de masas de estas dos formas a partir de
inmunoprecipitados, realizados con los mismos anticuerpos especificos
(Tabla 1), demuestra que se trata de dos formas de una misma proteina.
Es importante sefalar que el analisis mediante espectrometria de masas
sblo detectd la presencia de GFP en la forma de podocalicina de mayor
peso molecular. Esta observacion sugiere que, dado que la proteina
expresada en células CHO es una proteina de fusion con GFP en el
extremo carboxilo, la forma de menor peso molecular corresponda a una
forma en la que la molécula de GFP, sola o con parte del extremo
carboxilico de la podocalicina haya sido escindida. El hecho de que
solamente la forma de mayor peso molecular sea detectable por
transferencia de Western con anti-GFP o con un anticuerpo especifico del

dominio citosélico de podocalicina (Figura 11), apoya esta interpretacién.

A diferencia de la podocalicina expresada en células CHO, las células
TERA-1, originarias de un teratocarcinoma testicular humano, que

expresan constitutivamente podocalicina, mostraron una sola forma de
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podocalicina con un peso molecular superior al de la podocalicina
recombinante expresada en células CHO (Figura 50 ). Lo mas probable es
que esta diferencia de peso molecular sea el resultado de diferencias en
la modificacion postraduccional que daria lugar a distintos grados de

glicosilacion de la proteina en ambos tipos celulares.

El dominio extracelular de, al menos, el 2% de las proteinas
celulares ancladas en la membrana se desprende de la superficie celular
mediante un proceso de escisidon proteolitica (Arribas y Borroto, 2002).
La proteolisis tiene lugar mediante enzimas que bien son secretados al
espacio pericelular o estan anclados en la membrana plasmatica. Se
desconoce en qué medida este proceso pudiera regular la adhesion
celular o la transduccion de sefiales. El fragmento soluble de podocalicina
puede ser generado por la accién de metaloproteinasas, bien en la
superficie celular o por metaloproteinasas microvesiculares (Distler y col,
2005). En base a los sitios de escision de las metaloproteinasas
matriciales (Turk y col. 2001) se pueden identificar tres sitios de corte
potenciales en la secuencia de podocalicina (Figura 55), que podrian dar
lugar a péptidos detectados en lisados celulares mediante analisis de
Western utilizando anti-GFP como anticuerpo primario. Los resultados
obtenidos mediante estimulacién de PKC con ésteres de forbol o
utilizando inhibidores especificos de PKC o de metaloproteinasas apoyan
la posibilidad de que la escisién mediada por metaloproteinasas sea el
principal mecanismo implicado en la generacidon del fragmento soluble de
podocalicina.

La observacion de que la via ubiquitina-proteasoma estd implicada
en la degradacion proteolitica de podocalicina también abre la posibilidad,
como se ha discutido previamente, de que en este proceso se genere
también un fragmento del ectodominio y que esta via contribuya,
también, a la aparicién de un fragmento soluble de podocalicina en el

medio extracelular.

La podocalicina hallada en el medio extracelular es similar a la de
los lisados celulares, esto es, aparecen dos formas en el medio de cultivo

de células CHO-PODXLgr y una forma de mayor peso molecular en el
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medio de cultivo de células TERA-1. En ambos casos, la podocalicina
extracelular se hallé en microvesiculas. La similitud entre ambos modelos
experimentales, expresién heterdloga de podocalicina recombinante
(CHO-PODXLgrp) 0 expresion constitutiva de podocalicina nativa (TERA-
1), valida la utilizacion de las células CHO-PODXLgrr como modelo
experimental. Ademas, la expresion heteréloga de PODXLger nos ha
permitido analizar in vivo el trafico intracelular de podocalicina mediante

microscopia de fluorescencia.

La presencia de podocalicina en el medio extracelular sugiere dos

posibilidades:

1) Que la podocalicina tenga una funcién biolégica que se perderia al
sufrir la escisidén total o parcial de su ectodominio, en cuyo caso se

trataria de una regulacién negativa.

2) Que la proteina extracelular tenga una funcién per se, autocrina o
paracrina, en cuyo caso podria interpretarse que la secrecién de la
proteina constituye una regulacién funcional positiva, adicional a la de

la podocalicina de la membrana plasmatica.

Nuestros resultados no permiten distinguir entre estas dos
posibilidades. El hecho de que se observe, tanto en el medio de cultivo de
células CHO-PODXLgrr, como en el de las células tumorales humanas
TERA-1, indica que no es consecuencia de la expresion de la proteina
recombinante en un sistema heterdlogo. La presencia de podocalicina en
el medio de cultivo de células TERA-1, se ha descrito anteriormente (Ito
et al, 2007). En lineas celulares derivadas de cancer de colon, se ha
detectado un péptido derivado de podocalicina que incluye parte del
dominio extracelular y del dominio intramembrana (Ito et al, 2007), lo
gue indica que en condiciones patolégicas existen mecanismos de

escision de dominios intramembrana de podocalicina, aun sin identificar.

En resumen, los datos morfoldgicos y bioquimicos apoyan la idea de
que la podocalicina es secretada al medio extracelular, bien como
molécula completa transportada por microvesiculas o como un fragmento

soluble del ectodominio. La presencia extracelular de estas dos formas de
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podocalicina se deberia tener en cuenta al valorar sus funciones

fisioldgicas.
5.7. Propiedades funcionales de la podocalicina

La expresion estable de PODXLger en células CHO nos ha permitido
demostrar, de forma inequivoca, que la presencia de esta proteina en la
membrana plasmatica estimula la capacidad adherente y migratoria
celular. La presencia de podocalicina no sélo aumenta la adhesion a
ligandos inmovilizados y la migracion celular sino también el
establecimiento de interacciones celulares (Larrucea y col. 2008). Por
tanto, la expresién en superficie de podocalicina recombinante confiere
propiedades que difieren notablemente de las anti-adherentes descritas
en podocitos renales, interpretadas como consecuencia de la fuerte carga

negativa de esta molécula (Furness y McNagny 2006).

La explicacion de que la molécula de podocalicina confiera
propiedades adherentes o antiadherentes podria residir en que niveles
altos de expresion de podocalicina pudieran alterar la distribucion
intracelular de otras proteinas (Nielsen y McNagny 2008). En podocitos,
la podocalicina tiene una localizacién apical donde interaccionaria con los
complejos moleculares que conectan con el citoesqueleto de actina
(Mundel y Shankland 2002). Es posible que la especificidad de la
localizacién, dependiendo del nivel de expresion, diera lugar a la
expansién de la zona apical (Meder y col. 2005, Nielsen y col. 2007, Yu y
col. 2007) con acumulacién de otras proteinas, principalmente integrinas,
en otras areas de la célula, causando el aumento de adhesién. Sin
embargo, el hecho de que el efecto de podocalicina sobre adhesion sea
impedido por el ectodominio de podocalicina (Larrucea y col. 2008) indica
que se trata de un efecto de podocalicina per se y no mediado por la
acumulacién o redistribucion de proteinas de adhesion en otras partes de

la célula.

El analisis in vivo de las células CHO-PODXLgrr, a las pocas horas
de su siembra, mostrdé la presencia de PODXLgr en el Golgi, en la

membrana plasmatica y también en forma de granulos y microvesiculas
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distribuidas por el citoplasma (Figura 13). La localizacidn preferente de
estas microvesiculas parecen ser los puntos de contacto con otras
células, las protuberancias celulares y los filopodios. En células
extendidas la PODXLgr se localiza, preferentemente, en los frentes de
crecimiento celular. Estas observaciones, al ser realizadas in vivo,
excluyen la posibilidad de artefactos producidos por la fijacién y el
procesamiento de las preparaciones. Los filopodios actian como sondas
que buscan senales que les permitan decidir si formar adhesiones o hacia
dénde se debe desplazar la célula. El control de la direccion del
movimiento celular es muy importante para muchos procesos como el
desarrollo, la progresiéon de tumores o la cicatrizacién de heridas, entre
otros (Lauffenburger y Horwitz 1996) (Ridley y col. 2003). Las
adhesiones celulares se forman mediante las integrinas y los
movimientos de las fibras de actina son los responsables del
agrupamiento y posicionamiento de integrinas activadas que estableceran
las uniones a la matriz extracelular (Galbraith, Yamada y Galbraith,
2007). Los grupos de integrinas forman placas y adhesiones focales,
conectando de esta forma el citoesqueleto de actina y la matriz
extracelular. La contraccion de las fibras de estrés asociadas a las
adhesiones focales pueden servir como punto de traccidon celular (Mattila
y Lappalainen 2008). Las células que expresan podocalicina tienen una
mayor capacidad de adhesiéon y migracion, lo que sugiere que deberia
existir una relacién entre la localizacién de podocalicina, en los puntos de
polimerizacidon de actina, y el agrupamiento de integrinas. En apoyo de
esta posibilidad estd la observacion previa de colocalizacién de
podocalicina e integrinas B; (Larrucea y col. 2008), asi como la asociacién
de podocalicina con el citoesqueleto de actina (Takeda 2003, Kobayashi y
col. 2009), o la asociacion entre la desorganizacién estructural de las
células cuando se desacoplan podocalicina y el citoesqueleto (Takeda y
col. 2001).

Nuestros resultados confirman y amplian experimentalmente la
capacidad de la podocalicina para incrementar la adhesién celular.
Ademas, hemos analizado las caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas

de la asociacion intermolecular de podocalicina con otras proteinas,
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hemos estudiado mutaciones de delecidon para localizar los dominios que
confieren dichas propiedades y las etapas de distribucién y transito
intracelular, exposicion en superficie y, finalmente, secrecion de

podocalicina al medio extracelular.
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6. Conclusiones

1.-

La expresion de PODXLgrr en células CHO incrementa la adhesién
celular a ligandos inmovilizados, la migracién y la capacidad de
interaccidén celular.

La utilizacion de técnicas de microscopia de fluorescencia in vivo
mostraron que la podocalicina se localiza en el aparato de Golgi y
en acumulos intracelulares de forma microvesicular, “granular”,
preferentemente en el frente de migracién celular.

Detectamos dos formas de podocalicina de distinto peso molecular
en lisados de células CHO transfectadas con PODXLgrp, de las que
sblo la de mayor peso molecular contiene GFP, lo que permite
concluir que el extremo carboxilo de la podocalicina ha sufrido un
procesamiento proteolitico.

La delecion de 146 aminoacidos del extremo amino-terminal de
podocalicina (CHO-A146-PODXLgr) impidid el efecto estimulante
sobre adhesién celular a fibronectina. Sin embargo, la delecién de
s6lo 45 aminoacidos del extremo amino (CHO-A45-PODXLgrp)
aumentd significativamente la capacidad adherente celular. Por
tanto, es razonable concluir que en el dominio comprendido entre
los residuos 45 y 146 reside la capacidad de podocalicina de
incrementar la adhesién celular a ligandos inmovilizados.

Células CHO que expresan la mutante de delecion A146 de
podocalicina (CHO-A146-PODXLgrr) asi como la mutante que
elimina aminoacidos, incluyendo las cuatro cisteinas (CHO-AC4-
PODXLgrp), mantienen la misma capacidad de estimular Ia
migracién celular que las células control PODXLgrr completa,
mientras que las células que expresan la mutante A45-PODXLgrp
mostraron mayor capacidad de estimular la migracién celular que
las que expresan la podocalicina completa.

La disparidad en el comportamiento de adhesién y migracién
celular en respuesta a la modificacion estructural del ectodominio
de podocalicina, sugiere que ambas funciones dependen de
distintas vias de sefalizacion y limita a la region de 26

aminoacidos, comprendida entre la zona intramembrana y la rica

127



Conclusiones

en cisteinas, el dominio necesario para que la podocalicina ejerza
efecto sobre migracién.

La PODXLgrr expresada en células CHO se asocia a complejos
multiproteicos de pesos moleculares ~880 y ~400 KDa. El
complejo de mayor peso molecular contiene también proteinas del
proteasoma. La inhibicion de la actividad proteolitica del
proteasoma da lugar a un acumulo de podocalicina en los lisados
celulares lo que confirma la implicacion de la via ubiquitina-
proteasoma en el procesamiento y/o protedlisis de podocalicina.

El complejo proteico intracelular de podocalicina de menor peso
molecular contiene una sola molécula de podocalicina, lo que
implica la participacién de otras proteinas celulares en la formacion

de dichos complejos.

9.- La utilizaciéon de mutantes de delecidon del extremo carboxi-terminal

de podocalicina a los que le falta el dominio DTHL ha puesto de
manifiesto la funcionalidad en estas células de la via de
sefializacion ezrina/NHERF. La importancia de esta via de
sefializacion demuestra que los mutantes de delecion del dominio
DTHL ejercen el mismo efecto sobre adhesiéon y migracion que la

delecion de todo el dominio citosdlico de podocalicina.

10.- Experimentos de coinmunoprecipitacién, nos permitieron

confirmar la interaccién de podocalicina con ezrina y NHERF, que
podrian formar parte de los complejos celulares de bajo peso

molecular.

11.- La podocalicina expresada en células CHO es secretada al medio

extracelular donde aparece, mayoritariamente, en forma soluble.
También es eliminada en forma insoluble en el interior de

microvesiculas.

12.- La forma soluble de podocalicina detectada en el medio
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extracelular se origina por un mecanismo de escisién “shedding”.
Se postula que el procesamiento de podocalicina en el proteasoma

podria también contribuir a la aparicion de esta forma soluble.
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