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1. Lista de abreviaturas

APS: persulfato amdnico

ARN: acido ribonucleico

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero
BCA: acido bicinconinico

BSA: albimina sérica bovina

CH2/CH3: cadherin homlogy 2,3

c-Met: receptor del factor de
crecimiento hepatocitico

CMVs: cuerpos multivesiculares
DMEM: Dulbecco’s modified Eagles
médium

DTT: ditiotreitol

EGFR: receptor del factor de
crecimiento epidérmico

FBS: suero bovino fetal

GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa

HA11: MDCK-Hakaill
HA4: MDCK-Hakai4
HGF: factor de crecimiento hipodérmico

HPLC: cromatografia liquida de alta
eficacia

HRP: peroxidasa de rabano

HYB: dominio de unidn a fosfotyrosina
(pTyr-B) de Hakai

iTRAQ: isobaric tags for relative and
absolute quantitation

MDCK: Madin-Darby canine kidney
MET: Transicion Mesénquima-Epitelio
miARNs: micro ARNs

MM: mieloma multiple

MS/MS: masas/masas

PBS: tampdn fosfato salino

PMSEF: fenilmetilsulfonil fluoruro

PSF: factor de splicing asociado a PTB

PTB: polypyrimidine tract binding
protein

PVDF: membranas de polivinilideno de
difluorido

Rackl: receptor de protein-kinasa C
activado

Robo: receptores Roundabout

RP-LC: cromatografia liquida de fase
reversa

SDS: dodecilsulfato sédico

SRC: receptor del factor de crecimiento
fibroblastico

TEM: Transicidon Epitelio-Mensénquima.

TFA: acido trifluoracético

TGFp: factor de crecimiento tumoral B
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2. Resumen

Los carcinomas representan el tipo de cancer mas comun (80% de tumores
malignos) y son el resutado de la transformacion de células epiteliales. Uno de los procesos
clave en el desarrollo de adenoma a carcinoma es la transicion epitelio mesénquima (TEM),
que es el resultado de la movilidad y proliferacién celular, asi como la alteracion de las
uniones celulares y célula-matriz, promoviendo la actividad metastasica de las células
tumorales. Uno de los miembros mejor caracterizados de las uniones célula-célula (union
adherente), es la E-Cadherinas, y su desaparicion de los contactos celulares esta
considerada como un biomarcador de la TEM. EIl descubrimiento de la E3 ubiquitina-
ligasa, Hakai, abrié un mundo de posibilidades a la hora del estudio de la TEM. La funcién
de Hakai es la de la ubiquitnizacion de la E-Cadherina promoviendo su degradacion via
lisosoma y fomentando, por tanto, la TEM. Ademas de la E-Cadherina, Hakai tiene otro
substrato descrito, el de la proteina citoesquelética Cortactina, la cual tiene un papel
importante en la formacion de prolongaciones celulares y el incremento de la motilidad

celular en procesos carcinogénicos.

El objetivo de este trabajo fue el de identificar proteinas reguladas por Hakai que
pueden ser substratos de su accién como E3 ubiquitina-ligasa, asi como, el de encontrar

nuevas vias de sefializacion en las que Hakai pueda estar implicado.

Primero se llevaron a cabo estudios de Western Blot, microscopia de contraste de
fases e inmunofluorescencia; a partir de células y extractos proteicos de 3 lineas
tumorales distintas: una linea tumoral epitelial normal, MDCK (Madin-Darby canine
kidney), y dos lineas que sobreexpresan Hakai de forma estable, MDCK-Hakai4 y
MDCK-Hakaill.

A continuacion se llevo a cabo un estudié protedmico basado en un marcaje
iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantification), en el que se utilizaron
estas mismas lineas celulares. Posteriormente, la deteccion de nuestras proteinas de

interés se realizé mediante espectometria de MS/MS.

Finalmente se analizaron los datos obtenidos mediante la utilizacion de distintos

programas de analisis informatico.
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3. Introduccidn

3.1 Cancer epitelial

Las neoplasias malignas de origen epitelial se denominan carcinomas y
representan el 80 % de los tumores malignos. El carcinoma es el tipo de cancer mas

frecuente, y se origina a partir de la transformacion de células epiteliales.

El epitelio es un tejido formado por una o varias capas de células unidas entre si,
que recubren las superficies del organismo, como es el caso de la piel, o las superficies que
revisten un tubo o cavidad como en intestino, pulmones, rifién o vejiga. Las células
epiteliales estan altamente polarizadas, diferenciandose tres regiones: la apical, la basal y

la lateral.

Fundamentalmente, la polarizacion depende de las uniones célula-célula y célula-
matriz extracelular, que limitan la migracion celular en el epitelio. Existen distintos tipos
de uniones, incluyendo uniones adherentes, desmosomas y uniones estrechas, asi como
hemidesmosomas. Aunque, desde un punto de vista funcional, todos los tipos de uniones
son importantes para la célula, las uniones adherentes juegan un papel crucial en la
regulacion de la dinamica y motilidad de las células epiteliales. De esta forma, la pérdida
de componentes estructurales esenciales, puede dar pie a un fenémeno conocido como

transicion epitelio-mesénquima (TEM), clave en la iniciacion del proceso metastasico.

3.2 Transicion epitelio-mesénquima (TEM)

Durante el proceso de transformacion de células epiteliales hacia fenotipo tumoral,
se observa un aumento en la proliferacion, en la motilidad celular, ademas de alteraciones
en las uniones célula-célula y célula-matriz extracelular, lo que facilita la adquisicion de la

capacidad invasiva y metastasica (Rodriguez-Rigueiro et al. 2011).

Aungue el mantenimiento del fenotipo epitelial es necesario para llevar a cabo las
diferentes funciones celulares, se ha demostrado que las células epiteliales diferenciadas
pueden cambiar su fenotipo mediante la activacion de un programa denominado transicién
epitelio-mesénquima (TEM), permitiendo por tanto, la conversién de células epiteliales en
mesenquimales. La TEM es un paso temprano durante la metéstasis de carcinoma que se
asemeja a procesos tipicos de los estados embrionarios como la formacion del mesodermo
0 de la cresta neural (Tsai y Yang 2013). La TEM se caracteriza por un conjunto de eventos

celulares que provocan la pérdida de la morfologia epitelial y la adquisicion de
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caracteristicas mesenquimales, de modo que las células se hacen métiles como resultado
de la pérdida de la polaridad apico-basal, la pérdida de los contactos célula-célula, y la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, asi como la capacidad de invadir la matriz

extracelular como célula individual (Zeisberg y Neilson 2009).

Diversos estudios han demostrado que muchas células tumorales siguen este camino
durante el desarrollo metastasico adquiriendo una conformacion similar a los fibroblastos
gue rodean el estroma, adquiriendo capacidad migratoria, extravasandose e invadiendo
otros tejidos para posteriormente revertir el ciclo y fijarse en nuevas ubicaciones (Figura
1) (Heerboth et al. 2015).

Primary epithelial tumor cells 1. Changes in 2. Cancer cells begins
) gene expression to lose epithelial
begin phenotype, stromal
cells begin changing
E— —
ECM

Stromal cells

3. Loss of cell- to—cell
receptors and
integrins

4. Secretion of MMPs,

invasion of the bnnl
5. Expansion of invasive |llllllll
mesemchymal cells, some of
which will undergo MET and
form a secondary mmor/

6. MET resulting in gain of
integrins and cell-to-cell
receptors at a secondary

location

—_— —> —>

Figura 1. Cambios producidos en una célula tumoral sometida a TEM que metastatiza en otra
localizacion. Imagen adaptada de Heerboth et al. 2015. Las células tumorales se muestran en azul, las
estromales en verde, los receptores de unidn celular en purpura y el gradiente de azul a rojo y de verde a
rojo, ejemplifica la transformacién hacia el fenotipo mesenquimal. Todo comienza con la pérdida del
fenotipo epitelial (paso 2) y de contactos celulares (paso 3). La célula tumoral bajo TEM provoca cambios
fenotipicos en las células del estroma (paso 4) invadiendo la ldmina basal. Finalmente termina por
extravasarse (paso 5), de forma que ya estd disponible para fijarse en una nueva posicién (paso 6) y
metastatizar a través de la transicién mesénquima-epitelio.

Uno de los marcadores més estudiados de la TEM, es la pérdida de la E-Cadherina,
considerada como un gen supresor de tumores. E-cadherina es una proteina transmembrana
tipo-1 constituyente de las uniones adherentes.

Las uniones adherentes se tratan de un tipo de uniones Ca*2-dependientes

(Kowalczyk y Nanes 2012), que estan constituidas por una proteina transmembrana tipo-1,
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siendo la familia de las cadherinas las méas representativas. Dentro de esta familia nos
encontramos con mas de 20 miembros que presentan una organizacion en comun. Entre
ellos destacamos las E-cadherinas (epiteliales, Cdhl), N-cadherinas (neuronales, Cdh2) y
P- cadherinas (placentarias, Cdh3), las cuales presentan una distribucion tejido especifica.

La E-cadherina presenta la siguiente estructura (Brasch et al. 2012) (Figura 2):

Un dominio extracelular dividido en 5 subdominios repetitivos, también llamados cadherin
repeats que presentan dominios de unién a calcio. Estos mediante su unién a Ca*?van a
promover su unién con otros dominios extracelulares de E-Cadherina, formando uniones
adherentes entre células vecinas.

Un dominio citoplasmatico que presenta dos secuencias: CH2 y CH3 denominados asi
(cadherin homlogy 2,3) debido a que se encuentran muy conservados entre las cadherinas
clasicas. A estos dominios se van a unir algunas proteinas citosélicas, como las
denominadas cateninas: a-catenina, B-catenina y p120-catenina, que estan en contacto con

el citoesqueleto de actina y que pueden estar implicadas en la sefializacion celular.

Figura 2. Estructura
& molecular de la E-Cadherina.
// Imagen adaptada de Brasch
y et al.2012. Se muestran los
M dominios extracelulares de
& E-Cadherina: EC1, EC2, EC3,
3\ EC4 Y EC5. Ademds aparecen
| los dominios transmembrana
g »%h y citoplasmatico, este ultimo
w asociado a distintas
W ptroteinas citosélicas
T o catenin relacionadas con el reciclaje
de E-Cadherina

actin

El inicio de la TEM se corresponde con la pérdida de uniones adherentes, proceso que
comienza con la activacion de tirosin-kinasas como el EGFR, el receptor del factor de
crecimiento hepatocitico c-Met, o Src (receptor del factor de crecimiento fibroblastico). En
concreto c-Met y Src juegan un papel fundamental en la endocitosis de E-cadherina, pues
van a fosforilar los residuos tyrosina de CH2 en el dominio citoplasmético de la E-

cadherina.
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3.3 Importancia de Hakai durante la TEM

Dada la enorme importancia adquirida de la pérdida de la proteina E-cadherina
durante el proceso de EMT en la progresién tumoral de la mayoria de los canceres
epiteliales humanos, se han estudiado extensamente, los mecanismos implicados en su
inactivacién funcional. Uno de los procesos que media la degradacién de E-cadherina
durante la TEM, es promovido por la proteina, Hakai. Hakai es una E3 ubiquitina-ligasa ,
descubierta por Fujita et al. 2002., que reconoce los dominios fosforilados de la E-
Cadherina antes descritos y promueve su ubiquitinizacion, lo que tiene como resultado

final, su degradacién via lisosoma (Palacios et al. 2005).

Aunque Hakai fue descrito inicialmente como una E3 ubiquitina-ligasa de tipo
RING finger (Fujita et al. 2002) conocidas como Cbl, que van a presentar una estructura
con cierta homologia a la de Hakai (también se concoce como Cbll), receintemente se ha
sugerido que Hakai y c-Cbl no son verdaderamente homdlogas, pero que pueden ser el
resultado de un proceso de intercambio de exones, a partir de precursores distantes que
hayan dado lugar a su similitud estructural. Como consecuencia de esta diferencia, un
estudio reciente, va mas alla y evidencia diferencias en el dominio de unién a fosfotyrosina
(pTyr-B) de Hakai con respecto a la estructura de Cbl, que se denomina HYB (Hakai pTyr-
B) (Mukherjee et al. 2012). Este dominio HYB consiste en una par de mondémeros
dispuestos en una configuracion anti-paralela, donde cada monémero consta de dos
dominios de Zn-finger: un dominio RING-finger y un dominio corto pTyr-B que incorpora

una nuevo modelo atipico de cordinacion Zn-finger (Figura 3).

H HYB domain
1 pTyr-B 491
491 pTyr-8 1
 —

Figura 3. Representacion esquematica del dimero de Hakai y
su dominio HYB. Imagen adaptada de Mukherjee et al. 2012

Por lo tanto cada HYB esta constituido por cuatro dominios de unién a Zn que
participan en la union de residuos de tyrosina fosforilados alrededor de aminoécidos acidos.
En base a este nuevo dominio descrito para Hakali, se ha propuesto que puede ser una buena

diana terapéutica contra el cancer.
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3.4 Nuevos substratos de Hakai: Cortactina

Ademas del ya descrito substrato de Hakai, E-cadherina, recientemente se ha
publicado que la proteina denominada Cortactina es también substrato de Hakai. Cortactina
estd implicada en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, promoviendo asi, la
formacion de estructuras, como pseuddpodos, durante la invasion y migracién de células
cancerigenas. Existen evidencias que demuestran que Hakai degrada la Cortactina por la
misma via que la E-Cadherina, aunque se esta estudiando, adn, el significado funcional de

esta degradacion.

La Cortactina se trata de una proteina implicada criticamente en la reorganizacion
y nueva polimerizacion del citoesqueleto de actina, en protuberencias celulares, durante la
migracion celular e invasion (Kirkbride et al. 2011). Se expresa ubicuamente como una
proteina de unién a filamentos de actina que estabiliza las redes de F-actina y promueve la
polimerizacién de la actina mediante la activacion de la proteina relacionada con la actina
Arp2/3 (Hirakawa 2009). La sobreexpresion de cortactina en células cancerigenas estimula
la migracién celular, invasion y metastasis; sin embargo, el mecanismo que explica el papel

de la cortactina en la progresion tumoral no se entiende completamente.

Algunos estudios, muestran como la los niveles de expresion de cortactina
aumentan en células cancerigenas, y como se produce una deslocalizacion hacia los
margenes celulares, con la intencién de promover la formacidon de estructuras moviles (Xu
et al. 2010; Hirakawa 2009).

La estructura molecular de la Cortactina presenta un dominio &cido amino-
terminal, un dominio de repeticiéon en tindem, una region carboxy-terminal rica en prolina
con puntos susceptibles de fosforilacién y un dominio SH3. De esta forma, al igual que la
E-Cadherina, la Cortactina ha de ser fosforilada por la quinasa Src en su region carboxy-

terminal, para poder ser reconocida por nuestra proteina de interés.

3.5 Modo de actuacion de Hakai y vias oncogénicas involucradas

Previamente se ha mencionado que las uniones adherentes, son un tipo de uniones
Ca*2-dependientes, y es de esta forma como se va a iniciar el proceso de endocitosis de E-
Cadherina. Asi, una reduccion en los niveles de Ca*™ desencadena una activacion de las
GTPasas monoméricas de la familia rho/rac/cdc42 que da lugar a la activacion de tyrosin-
kinasas especificas como EGFR y Src, que van a actuar sobre los residuos de tyrosina del

dominio CH2 de la E-Cadherina, fosforilandolos, de forma que ya puedan ser reconocidos
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por los dominions HYB de Hakai, siendo asi substrato de ubiquitinizacion y posterior
degradacion en el lisosoma (Aparicio et al. 2012) (Figura 4a). Por otro lado se ha
demostrado que Rackl un receptor de protein-kinasa C activado (Liliental y Chang 1998),
inducido por HGF, promueve la adhesion célular mediante la estabilizacion de E-cadherina.
Su funcion es la de suprimir la fosforilacion de E-cadherina promoviendo la union de
catenina e impidiendo de este modo el proceso de ubiquitinizacion (Aparicio et al. 2012)
(Figura 4a).

Otro factor clave en el proceso metastasico es TGFp, que guarda relacién con el
inicio de la TEM vy las proteinas efectoras de RAS (Raf/ERK/MAPK), que se encuentran
relacionados con Hakai. Se ha demostrado que la E-cadherina puede ser regulada a nivel
postraduccional por diversos mecanismos, como la fosforilacion Raf-dependiente (Figura
4b) y TGFp. Pese a que Raf no puede fosforilar directamente los residuos Tyr de CH2 de
la E-Cadherina, su activacién genera una cascada de activacion de otras tyrosin-kinasas
como Src, que inicia entonces, el proceso de endocitosis de la E-Cadherina. Dicha
regulacion puede ser llevada a cabo, a través de mecanismos transcripcion dependiente de

TGFp que fomentan su ubiquitinizacion (Figura 4b).

Finalmente se ha demostrado que las proteinas de la familia Slit (Figura 4c) que
guian la migracion celular en neuronas y leucocitos a través de sus receptores Roundabout
(Robo), reclutan Hakai promoviendo la ubiquitinacion y degradacion lisosomal de E-
Cadherina, la transicion epitelio-mesenquimal (TEM), y el crecimiento del tumor y la
metastasis de higado (Zhou et al. 2011). Estas proteinas Slits son secretadas en tumores
s6lidos y se unen a sus receptores Robo expresados en células endoteliales linfaticas y

vasculares, promoviendo la angiogénesis caracteristica de la metastasis.

Por Gltimo, en los Ultimos afios se han descrito nuevas funcionalidades a Hakai, entre

las que se destacan:

La asociacion de Hakai a una proteina de union a al ARN, PSF (factor de splicing asociado
a PTB). Este factor se asocia con ARNm, que codifican proteinas relacionadas con el
cancer. Diversos estudios (Figueroa, Fujita y Gorospe 2009) demuestran que Hakai afecta
la capacidad del PSF para unir estos ARNm, regulando la proliferacion celular por
modulacion de la actividad de PSF.

Hakai se localiza en el extremo de las protuberancias de las células transformadas lo que
sugiere que puede estar involucrado en la regulacion de la extension dinamica y retraccion

de estas estructuras e influir en la motilidad celular (Figueroa et al. 2009)
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Por otro lado, se ha demostrado que Hakai es un importante regulador de la
proliferacion celular y que es un potencial oncogen siendo una futura diana molecular para
el tratamiento del cancer. El conocimiento de todos estos mecanismos en los que Hakai
esta implicado, permite la busqueda de nuevos substratos que puedan explicar todos los

cambios fenotipicos observados por la accién de Hakai.
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Figura 4. Vias de seinalizacidon upstream de Hakai. Imagen adapatada de Aparicio et al.
2012.

A. Fosforilacion de los residuos Tyr de las E-cadherinas como resultado de la
activacion de Src y EGFR por CdC42. Inhibicién de este proceso por Rack 1.
B. Mecanismo postraduccional y transcripcional que actian sobre Hakai.

C. Mecanismo Slit-Robo genera angiogénesis y extravasacion-.
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4. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son:

1. Analizar posibles cambios fenotipicos, en las distintas lineas de estudio:
lineas epiteliales normales MDCK y en dos lineas epiteliales que
sobreexpresan de forma estable Hakai-MDCK (MDCK, MDCK-HA4 y
MDCK-HA11, respectivamente), mediante microscopia de contraste de

fases.

2. Determinacion de la expresion diferencial de nuestra proteina de interés,
Hakai, y de sus sustratos descritos, E-Cadherina y Cortactina, en las
diferentes lineas de estudio (MDCK, MDCK-HA4 y MDCK-HAL1l),

mediante ensayo Western-Blot.

3. Andlisis mediante inmunofluorescencia de la localizacién celular de E-

Cadherina en las diferentes lineas celulares de estudio.

4. Analisis proteémico diferencial de proteinas expresadas en lineas epiteliales
que sobreexpresan Hakai de forma estable (MDCK-HA4 y MDCK-HA11)

con lineas epiteliales normales MDCK.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Cultivo Celular

Las células de partida fueron Madin-Darby canine kidney (MDCK) y clones que
expresan Hakai de forma estable, MDCK-Hakai4 (HA4) y MDCK-Hakaill (HA11). Las
lineas fueron cedidas por Yasuyuki Fujita. Los clones que expresan Hakai de forma estable
fueron generados por transfeccion con Lipofectamina (Figueroa et al. 2009) (Rodriguez-
Rigueiro et al. 2011)

El cultivo celular se inici6 a partir de lineas MDCK, HA4 Y HA11 previamente
generadas y congeladas en viales con una proporcion de 3x10° células/ml de Dulbecco’s
modified Eagles médium (DMEM)

Tras la descongelacion de las lineas celulares, se sembraron y fueron cultivadas en
DMEM conteniendo penicilina/streptomicina 100 pug/mL al 1%, suero bovino fetal (FBS)
al 10% y L-glutamina 100x al 1%. El cultivo se incub6 en una estufa a 37°C y con un
suplemento de 5% de CO,, hasta alcanzar la confluencia requerida para la extraccion
proteica (aprox. 80-90% del total).

5.2 Microscopia de contraste de fases

Las células MDCK, HA4 Y HA11 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos (BD
Biosciences, EE UU) a una concentracion de 2-10° células/ml. Tras 48 horas de
tratamiento, las células fueron lavadas con tampdn fosfato salino (PBS) dos veces, fijadas
con PFA (Paraformaldehido) 4% - PBS durante 15 minutos y a continuacion, tras un nuevo
lavado con PBS, se tomaron imagenes con microscopio de contraste de fases (Nikon

Eclipse Ti, Japon).

5.3 Westen Blot

5.3.1 Extracién de proteinas de células en cultivo

Para la extraccion proteica, las diferentes lineas se sembraron en placas p100 con una
confluencia del 80-90. Se utiliz6 1 ml de PBS con un pH de 7,6 y se llev6 a cabo el
“scrappeado” del cultivo, se recogié la suspension en un tubo Eppendorf y se centrifugd

(5000 rpm, 5min a RT), finalmente se retird el sobrenadante obtenido.
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A partir de los pellets obtenidos de cada linea se Ilevo a cabo la lisis celular, para lo
cual se traté cada muestra con 100 pl de tampdn de lisis 1% TritonX-100 (20mM Tris-HCI
pH 7.5, 150mM NaCl, 1% TritonX-100), suplementado con fenilmetilsulfonil fluoruro
(PMSF al 1x) y un coctel inhibidor de proteasas 1x (Sigma-Aldrich, Alemania). Esta
mezcla de reaccion se incubd durante 20 min a 4°C y posteriormente se centrifug6 a 12000
rpm durante 10 min, obteniendo un sobrenadante con el extracto proteico de cada linea que
se guardd a -20°C hasta su posterior uso.

5.3.1.1 Cuantificacion

A continuacion se procedid a la determinacion de la concentracion proteica
de cada muestra, mediante el método colorimétrico basado en Acido Bicinconinico
(BCA). Este método de basa en la reduccion del i6n Cu**, en un medio alcalino,
por accion de los enlaces peptidicos de las proteinas a cuantificar. Los iones Cu*
producidos, se unen a dos moléculas de BCA y al hacerlo, varian su estructura
electronica siendo capaces de absorber luz a 562 nm. En las condiciones de la
reaccioén, la absorbancia del compuesto es proporcional a la concentracion de
proteina presente. Se sigui6 el protocolo tal y como indica el kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Scientific, EE UU).

5.3.2 Preparacién de muestras

Tras realizar la cuantificacion de proteinas de las muestras, se tomaron 20 g de
proteina por muestra, y se afiadié Laemmli Buffer 5x (4% de SDS, 20% de glicerol, 10%
de 2-mercaptoetanol, 0.004% de azul de bromofenol, 0.125M de Tris-HCI) y tampén de
lisis 1% TritonX-100. Las muestras se hirvieron a 95°C durante 10 minutos, produciéndose
asi la desnaturalizaciéon de las proteinas, preparadas para cargar en un gel, o para ser
conservadas congeladas a -20°C.

5.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida en dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)

SDS-PAGE es un tipo de electroforesis desnaturalizante, en la que las proteinas se
desnaturalizan en presencia de calor por la accion de beta-mercaptoetanol, ditiotreitol
(DTT) y dodecilsulfato sodico (SDS). Por un lado, el SDS rompe las interacciones no
covalentes responsables de la estructura terciaria y cuaternaria, desnaturalizando por
completo las proteinas. Por otro lado, el beta-mercaptoetanol y el DTT acttan reduciendo
los puentes disulfuro entre dos residuos de cisteina. Las proteinas desnaturalizadas y

acomplejadas con el SDS adquieren carga negativa, de forma que los complejos SDS-
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proteina migran desde el anodo hasta el catodo proporcionalmente a la masa, pudiéndose
determinar el peso molecular de la proteina si lo comparamos con un marcador de tamafio
molecular.

Los geles utilizados para electroforesis fueron de poliacrilamida al 10%. Los geles
concentrador y separador se prepararon de la siguiente forma: 1) Gel concentrador: 0.5M
Tris/HCI (pH 6.8), 30% acrilamida/bisacrilamida (Sigma-Aldrich, Alemania), 10% SDS,
10 pl de TEMED y 10% de persulfato de amonio APS (Sigma-Aldrich, Alemania). 2) Gel
separador: 15M Tris/HCI (pH 8.8), 50% de glicerol (Sigma), 30%
acrilamida/bisacrilamida (Sigma-Aldrich, Alemania), 10% SDS (Sigma), 30 ul de TEMED
(Sigma-Aldrich, Alemania) y APS al 10%. Se utiliz6, ademas unos cristales separadores
que dotan de un grosor de 1,5 mm al gel. La electroforesis se llevo a cabo con el equipo
BioRad Mini Gel, utilizando tampén de electroforesis (Trizma base 0.025 mM, glicina
0.192 M y un 0.1% de SDS), utilizando como condiciones 80V durante 20 minutos y 200V

durante 1 hora.

5.3.4 Transferencia de las proteinas a membrana de inmunodeteccién

Las proteinas se transfirieron a membranas de polivinilideno de difluorido
PVDF (Millipore, EE UU), previamente activadas con metanol y humedecidas en agua. Se
siguieron las indicaciones de uso del equipo Mini Trans-Blot (BioRad, EE UU) para llevar
a cabo el proceso, utilizando tampon de transferencia (Trizma base 0.025 mM, glicina
0.192 My 20% de metanol en agua), a 200mA durante 1 hora.

Para la inmunodeteccién de las proteinas, se incubaron las membranas en la solucion
de bloqueo: 5% de leche en tampdn fosfato pH 7.6, durante 1 hora a temperatura ambiente.
En primer lugar, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario, especifico frente
a las proteinas de interés que se quieren detectar, diluido en la solucién de blogueo durante
1 hora a temperatura ambiente. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-E-
Cadherina purificada de raton (610182-BD Bioscience), anti-Cortactina de conejo (05-180
clone 4F11-Millipore), anti-Hakai policlonal de conejo (36-2800-Life Technologies) y
anti-GAPDH monoclonal de conejo (Invitrogen). Todos los anticuerpos primarios se
utilizaron a una dilucién 1:1000. Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos a las membranas con tampén de lavado (PBS, 0.05% de

detergente Tween 20, (Sigma-Aldrich, Alemania) en agitacion.

Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario, adecuado
para cada caso, diluido 1:2000 en la solucion de bloqueo durante 45 minutos a temperatura

ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-mouse (GE Healthcare, Reino
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Unido) y anti-rabbit (GE Healthcare, Reino Unido), ambos marcados con la peroxidasa de
rdbano (HRP) que permite su deteccion mediante luminiscencia. Tras la incubacion de las
membranas con el anticuerpo secundario, se realizaron 3 lavados de 5 minutos en agitacion
con el tampdén de lavado. Por ultimo, la proteinas inmunoreactivas se visualizaron
siguiendo el protocolo de Amersham ECL™ Western Blotting Analysis System (GE
Healthcare, Reino Unido) y utilizando la camara LAS 3000 (Fujifilm, Japon).

5.4 Inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia se sembraron en placas de 24 pocillos, sobre cubres
de cristal, las lineas MDCK, HA4 Y HAL1 por triplicado con una confluencia de 3x10*
células/pocillo. Tras 24 horas de incubacion en una estufa a 37°C con un 5% de CO, se
llevaron a cabo dos lacados de cada pocillo con PBS (pH 7,4), para posteriormente fijar las
células con acetona durante 10 min a 4°C. A continuacion se elimina la acetona
(evaporacidn) y se bloguean los pocillos con BSA al 5% durante 30 min, para evitar uniones
inespecificas antigeno(Ag)-anticuerpo(Ac). El siguiente paso consiste en la
permeabilizacion de la membrana celular, para que los anticuerpos puedan penetrar, para
lo que se utiliza 0,5% Triton X-100/PBS pH 7,4 durante 15 min a T2 ambiente. Una vez
permeabilizadas las células, se lava cada pocillo con PBS y se incuban con los anticuerpos
primarios correspondientes, en este caso anti-E-cadherina purificada de raton (610182-BD
Bioscience). La incubacion se lleva a cabo a una dilucién 1:300 con PBS pH 7,4 durante 1
hora a temperatura ambiente. Transcurrida esa hora se realizan 4 lavados con PBS en
agitacion suave, para, a continuacion, incubar con los anticuerpos secundarios: anti-mouse
(GE Healthcare, Reino Unido) para anti-E-Cadherina, que se encuentran conjugado con
Alexa Fluor®-488 (Invitrogen, EE UU). Los anticuerpos se utilizaron a una dilucion 1:500
durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion se procede a 4
nuevos lavados con PBS y se realiza la incubacién con DAPI (Sigma-Aldrich, Alemania)
durante 3 minutos en oscuridad. Finalmente se realiz6 un lavado con PBS y se mont6 en
medio de montaje GlycerGel Mounting Medium (Dako, Dinamarca). Los resultados se
observaron el microscopio de fluorescencia Monitorized reflected Fluorescence System

(Olympus, Japén).
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5.5 Estudio Proteédmico

La protedmica cuantitativa es una rama importante de la proteémica que se aplica
para cuantificar e identificar todas las proteinas expresadas por un genoma entero o en una
mezcla compleja. En este estudio, para dicha cuantificacion, se utilizé el método de marcaje
iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantitation), el cual nos permite realizar
una cuantificacion relativa del proteoma de 4 condiciones distintas simultaneamente (Sun
et al. 2011). A continuacién se explica el procedimiento utilizado para dicho ensayo

experimental.

5.5.1 Extraccién proteica

Se decidi¢ partir de dos extractos proteicos de MDCK (duplicados que llamaremos
MDCK1 Y MDCK2), y dos extractos de los clones previamente descritos HA4 y HA11,
para obtener un resultado mas significativo. Para el cultivo celular se partié de una placas
p100 para cada muestra (MDCK1, MDCK2, HA4 Y HAL11) con una confluencia del 80-
90%, y se procedi6 a su lavado, obtencion de pellet celular, lisado y extraccion proteica
como previamente se ha explicado (western blot, punto 5.3.1), obteniendo un sobrenadante

con el extracto proteico de cada linea gque se congel6 a -20 °C hasta su posterior uso.

5.5.2 Limpieza (o Clean up) de las muestras

La precipitacién con acetona se utiliza como método de limpieza de las muestras
para la eliminacion de sustancias que puedan interferir con el proceso de marcaje (&cidos
nucleicos, lipidos, sales...). Para ello se midi6 el volumen del sobrenadante obtenido (60pl)
y se le afiadié una solucion de acetona fria en una proporcion 1:6 (v/v). Esta mezcla se
incubd a -20°C overnight. Tras la incubacion, se centrifugd la mezcla durante 20 minutos
a 13000 rpm a 4°C, se descarto el sobrenadante por decantacion y se dejé secar al aire. El
precipitado obtenido se resuspendié en el minimo volumen posible de “dissolution buffer”
(iTRAQ Reagent application kit) mediante ciclos de 15 minutos de agitacion y 5 minutos
de sonicacién. Una vez resuspendido todo el precipitado, las muestras se centrifugaron 10
minutos a 13.000 g a 4°C para eliminar restos insolubles. El sobrenadante se recuperd y se

guardo a -20°C hasta su utilizacion.
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5.5.3 Cuantificacion
5.5.3.1 Método colorimétrico basado en Acido Bicinconinico (BCA)

Se llevo a cabo tal y como se especifica en el punto 5.3.1.1 del ensayo de Western
Blot.

5.5.3.2 Tincion de Plata de geles de acrilamida
5.5.3.2.1 Preparacion de las muestras

Se tomaron 2 pl de cada muestra del extracto proteico precipitado,
y se afiadié Laemmli Buffer 5x (4% de SDS, 20% de glicerol, 10% de 2-
mercaptoetanol, 0.004% de azul de bromofenol, 0.125M de Tris-HCI) y
tampoén de lisis 1% TritonX-100 hasta un volumen final de 10 pl. Las
muestras se hirvieron a 95°C durante 10 minutos, produciéndose asi la
desnaturalizacion de las proteinas, preparadas para cargar en un gel de

acrilamida.

5.5.3.3 Electroforésis en gel de poliacrilamida en dodecil sulfato sddico
(SDS-PAGE)

El procedimiento, fundamento y reactivos de la técnica son iguales
a los utilizados en el punto 5.3.3 del ensayo de Western Blot.

5.5.3.4 Tincidén de Plata

Una vez acabada la electroforesis, el gel se tifi6 con plata mediante
el método de Rabilloud (1992). El gel se fijé sumergiéndolo en etanol al
40% vy &cido acético al 10% durante 30 minutos 2 veces. Después se lavo
4 veces con agua durante 5 minutos. Posteriormente se incubd con una
solucidn sensibilizadora que contenia tiosulfato sédico al 0,02% durante 1
minuto. A continuacion, se realizaron 2 lavados de 1 minuto con aguay,
seguidamente, se procedio a la tincién del gel con una solucién de nitrato
de plata al 0,02% y formaldehido al 0,075% durante 30 minutos. Se volvio
a lavar el gel con agua durante 10 segundos y las proteinas se revelaron en
una solucién que contenia carbonato sédico al 3%, tiosulfato sddico al
0,00125% y formaldehido al 0,025%. Finalmente, la reaccién se detuvo
con una solucién que contenia Tris al 3% y acido acético al 10%. Los geles

se preservaron en agua destilada hasta su andlisis.
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5.5.3.5 Escaneado de geles y densitometria

Los geles se escanearon empleando un equipo ImageScanner
(Amersham Pharmacia Biotech) y el programa Photoshop Elements. La
imagen se analiz6 por densitometria con el software Image Quant y los
datos obtenidos se utilizaron para corregir las concentraciones proteicas

calculadas mediante el método del BCA.

5.5.4iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation)
5.5.4.1 Procedimiento de marcaje

Los reactivos de marcaje isotdpico y de tratamiento de las muestras para
su reduccién y digestion, fueron aportados por AB Sciex (iTRAQ Reagent
aplication kit). Tras la precipitacion de las proteinas, se toman de partida 25 pg de
extracto proteico precipitado de cada linea y se procede a su desnaturalizacion,
digestion y marcaje.

5.5.4.2 Reduccion y bloqueo de cisteina

A cada muestra se le aflade 1 pl de reactivo desnaturalizante (SDS) y se
mezcla. A continuacion, se le afiade 2 ul de reactivo reductor (MMTS), se mezcla
y se centrifuga (spin). Se incuba a 60°C durante 1h. Una vez transcurrido este
tiempo, se le afiade a cada muestra 1 pl de “Cysteine Blocking Reagent”, se mezcla

y se incuba a T# ambiente 10 min.

5.5.4.3 Digestion con tripsina

Se aflade a cada muestra 10 pl de solucion de tripsina (1:20
enzima/sustrato), se mezclan (vortex-spin) y se incuba a 37° C 16 h. Es necesario
medir el pH de la mezcla de reaccion ante de afiadir la enzima, ya que para que la
digestion se lleve a cabo de forma correcta se han de dar unos valores de pH neutro
(7.,5).

5.5.4.4 Marcaje peptidico

Finalmente, se va a llevar a cabo el marcaje con los “isobaric tags”. En
primer lugar, se llevan a temperatura ambiente a los reactivos de marcaje y se le
afiade a cada uno etanol, que sirve como disolvente, puesto que los marcadores
estan liofilizados. El etanol ha de estar presente, al menos, a una concentracion del

60% en el volumen final, por lo que como partimos de 55 pl de cada muestra,
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utilizamos 85ul por muestra. A continuacion, se transfiere la mezcla de reactivos
de iTRAQ y etanol a cada muestra, para lo que se decidi6 utilizar los marcadores
del siguiente modo: la muestra procedente de la linea MDCKZ1, se marco con el
marcador isotopico 114,1; la procedente de la MDCK2 con el 115,1; la procedente
de la HA4 con el 116,1 y la procedente de la HA11 con el 117,1.

Una vez realizada la mezcla (vortex-spin) se incuba cada muestra con su
marcador durante 1 hora. Pasado este tiempo, se comprueba si los péptidos se han
marcado correctamente, para lo cual, se analiza una alicuota de cada muestra
mediante espectometria de masas y se corrobora si en los espectros de
fragmentacion (MS/MS) aparecen los picos correspondientes al marcaje de cada

muestra.

Tras comprobar el marcaje, las 4 muestras se centrifugan a 13000 rpm a
temperatura ambiente y se combinan los sobrenadantes en una Unica mezcla de
reaccion. Este mezcla de reaccion se liofiliza en una “speedvac”, mediante un

mecanismo de centrifugacién en vacio y se guardan a -20°C hasta su utilizacion.

5.5.4.5 Limpieza

A continuacion, los péptidos marcados y liofilizados se sometieron a una
limpieza para eliminar sales mediante una cromatografia de fase reversa utilizando
una columna PepClean™ C-18 Spin Columns (Pierce). Los péptidos se
resuspendieron (vortex-sonicacion) en 100 uLL de TFA 0,5% y se comprobo que el
pH de la mezcla fuera menor que 2. La resina C18 contenida en las columnas se
activo con metanol 50% y se acondicioné mediante un lavado con buffer de elucion
(acetonitrilo 70% y TFA 0,1%) y tres lavados con buffer de lavado (TFA 0,5% en
acetonitrilo 5%). Una vez acondicionada la columna, se afiadieron los 100 pL de
muestra a pH acido, con lo que los péptidos quedaron retenidos en la resina.
Seguidamente, la columna se lavo 3 veces con 100 pL de buffer de lavado para
eliminar sales y otras impurezas. Finalmente, se llevd a cabo la elucion de la
muestra dos veces con 70 uL de buffer de elucion. Las dos eluciones se juntaron y
los péptidos tripticos se secaron en la “speedvac” y se guardaron a -20°C hasta su

utilizacion.
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5.5.5 Fraccionamiento de péptidos mediante HPLC.

Tras la limpieza, la mezcla de péptidos secos fue reconstituida en fase mavil
(NH4sOH 10Mm, 5% acetonitrilo, 95% H0O), para ser separada en primer lugar por
cromatografia liquida de fase reversa (RP-LC) a pH basico (pH 10) para reducir su
complejidad. La separacion se realizé en un sistema HP 1200 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE.UU.) empleando una columna de fase reversa C18 (Zorbax extienden C18,
100 3 2,1 mm ID, 3,5 mm, 300 A °; Agilent). La velocidad de flujo usada fue 0,2 mL /
minuto y el gradiente empleado se detalla en la tabla 1. EI cromatograma se produjo usando
un detector UV a 214 nm. Varias fracciones se reunieron después de la recoleccién
(FC203B fractio collection, Gilson, Middleton, WI, EE.UU.) en base a la intensidad
maxima de la sefial ultravioleta, dando un total de 60 fracciones. Cada fraccion se seco en

un concentrador de vacio y se almacend a -20%C hasta el siguiente paso del analisis.

Time (min) % Solvent B Tabla 1.
0-10 0 Esqu.ema del
gradiente
10-50 0-60 utilizado en la
cromatografia.
50-52 60-100 El % de
solvente B
52-58 100
hace
58-60 100-0 referenciaala
concentracion
60-80 0 de acetonitrilo.

5.5.6 Fraccionamiento de péptidos mediante nano-HPLC

Tras el fraccionamiento anterior, los péptidos secos se reconstituyeron afiadiendo
7 pL de una mezcla 0,1% TFA y 2% acetonitrilo. Las fracciones peptidicas se separaron
por cromatografia liquida de fase reversa a pH acido usando un equipo nanoLC (Tempo,
Eksigent, Dublin, CA, USA). Las muestras se pasaron a través de una pre-columna y de
una columna de silica C18 (New Objective, Woburn MA, USA) con un diametro interno
de 300 A. Para llevar a cabo la cromatografia se utilizaron las mezclas de solventes A,
compuesta por TFA al 0,1% vy acetonitrilo al 5%, y B, constituida por TFA al 0,1% y
acetonitrilo al 70%. Los péptidos se eluyeron usando un flujo de 350 nL min-1 durante 90
minutos de gradiente lineal de un 5% a un 50% de B, se mezclaron con matriz a-cyano (4
mg mL-1 de a-cyano en TFA 0,1% y acetonitrilo 70% a un flujo de 1,2 pL. min-1) y se

depositaron en una placa de MALDI usando un aplicador de gotas automatico (SunCollect,
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Sunchrome, Friedrichsdorf, Germany). Los cromatogramas correspondientes a cada
seccion de gel consistieron en 360 fracciones, comprendiendo cada una 15 segundos de
deposicion. La formacion de gotas se llevo a cabo en oscuridad para impedir la degradacion

de la matriz.

5.5.7 Adquisicidn de los espectros de MS y MS/MS

Los espectros de MS se adquirieron y analizaron con un equipo MALDI-TOF/TOF
(4800 ABSciex, Framingham, MA, USA). Se us6 una intensidad fija de laser de 3400 kV
y 1500 disparos por fraccion. Una vez adquiridos los espectros de MS se realizd una
seleccion automatica de los precursores para el trabajo de fragmentacion (MS/MS). En
todos los casos la fragmentacion de los péptidos se llevd a cabo con un voltaje de laser de
4400 kV y 2000 disparos por espectro. Los espectros de MS/MS se utilizaron para el

procesado de datos y la identificacidn de proteinas.

5.5.8 Busqueda en bases de datos e identificacidn proteica

Los datos completos de MS/MS se procesaron usando la plataforma Protein Pilot
(ABSciex, Framinghan, MA, USA). La identificacion de péptidos se llevd a cabo contra la
Gltima version de las bases de datos Uniprot/Swissprot para Canis familiaris. Los
parametros de busqueda fueron alquilacién de cisteinas con MMTS y digestion con

tripsina.
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6. Resultados

6.1 Andlisis de posibles cambios fenotipicos, en las lineas de estudio (MDCK,
MDCK-HA4 y MDCK-HA11), mediante microscopia de contraste de fases.

Los resultados obtenidos (Figura 5) demostraron que la linea epitelial normal
(MDCK) mostraba un fenotipo epitelial tipico. Se aprecia la formacion de colonias en
monocapa, donde se establecen contactos celulares, y no aparece ninguna célula con un
fenotipo fibroblastico.

Por otro lado en las lineas celulares que sobreexpresan Hakai de forma estable (Figura
1. MDCK-HA4 y MDCK-HA11), adquieren una morfologia mesenquimal, poniendo de
relevancia el papel de esta E3 ubiquitin ligasa en la transicion epitelio-mesénquima (TEM).
Las células de estas dos lineas, comienzan a disgregarse unas de otras, adquiriendo ademas
proyecciones celulares, caracteristicas de la transicion hacia el fenotipo mesenquimal
(fibroblastico).

MDCK MDCK-HA4 MDCK-HA11

Figura 5. MDCK exhibe un fenotipo epitelial que con la sobreexpresion de Hakai (clones
estables MDCK-HA4 y MDCK -HA11) cambia a fenotipo mesenquimal. Imagenes de
microscopia de contraste de fases (10x). Barra de escala 100 um.
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6.2 Determinacidn de la expresién diferencial de nuestra proteina de interés,
Hakai, y de sus sustratos, E-Cadherina y Cortactina, en las diferentes lineas de
estudio (MDCK, MDCK-HA4 y MDCK-HA11), mediante ensayo Western-Blot.

Para determinar los niveles de expresion de Hakai, y de sus substratos, E-Cadherina y
Cortactina, se llevd a cabo un ensayo Western Blot, de las lineas celulares MDCK, MDCK -
HA4 Y MDCK-HA11; y se obtuvieron los siguientes resultados (Figura 6):

e Los niveles de expresion del substrato de Hakai, Cortactina, se redujeron en las
lineas celulares que expresan Hakai de forma estable (MDCK-HA4 y MDCK-
HA11), con respecto a la linea celular epitelial normal.

e Los niveles de expresion del substrato de Hakai y marcador de la TEM, E-
Cadherina, se redujeron en las lineas celulares que expresan Hakai de forma estable
(MDCK-HA4 y MDCK-HA11), con respecto a la linea celular epitelial normal
(MDCK).

e Losniveles de expresion de la E3 ubiqutina-ligasa, Hakai, se vieron incrementados
en las lineas que expresan Hakai de forma estable, como era de esperar.

e Como control de carga, se empled los niveles de expresion de GAPDH,

determinando que el ensayo se habia llevado a cabo correctamente.

MDCK HA4 HA11l

Cortactina
E-Cadherina
- @
Hakai
SR ———ry -
GAPDH
| — — —

Figura 6. Niveles de expresién de los marcadores de la
EMT. Se analizaron los niveles en las distintas lineas
celulares de estudio (MDCK, MDCK-HA4, MDCK-HA11).
Se empled GAPDH como control de carga.
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6.3 Andlisis mediante inmunofluorescencia de la localizacién celular de E-
Cadherina en las diferentes lineas celulares de estudio.

Tras la realizacion del ensayo de fluorescencia, los resultados obtenidos (Figura
7)) fueron los correspondientes a la expresion y localizacion de E-Cadherina a nivel celular.
Como se puede observar en la Figura 7, Unicamente se observé E-Caherina (tincion
fluorescente verde) en la linea MDCK, la cual se disponia en los margenes celulares. En
cuanto a las lineas que sobreexpresaban Hakai de forma estable (HA4 y HA11), no se
aprecia expresion de E-Cdherina y Gnicamente se observa la tincién basal de los nucleos
(DAPI).

MDCK HAl1l

— 40X

HA4 HA1l

— 20X

Figura 7. Inmunofluorescencia para E-Cadherina de las lineas MDCK, HA4 y
HA11. La imagen A se corresponde con la linea MDCK, en ella se observa la E-
Cadherina en verde, localizada en los bordes citoplasmaticos y el nucleo en
azul. Las imagenes B, Cy D se corresponden con las lineas HA11, HA4 y HA11,
respectivamente. En ninguna de ellas se observa E-Cadherina dado que ha sido
sustrato de la accién de Hakai, sobreexpresado en estas lineas.
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6.4 Anadlisis protedmico diferencial de proteinas expresadas en lineas
epiteliales que sobreexpresan Hakai de forma estable (MDCK-HA4 y MDCK-
HA11) con lineas epiteliales normales MDCK.

El anélisis protedbmico, se basé en la utilizacion del método de marcaje iTRAQ
(Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation). Este tipo de marcaje se fundamenta
en la utilizacion de unos reactivos de marcaje isotopico “isobaric tags” que nos permitiran
realizar una cuantificacion relativa de los distintos péptidos en las diferentes condiciones
de analisis tras su ionizacién en un espectrometro MS/MS. Los kits para realizar este tipo
de marcaje nos permiten analizar 4 u 8 condiciones. En concreto, para este estudio, se ha
utilizado la version de analisis de 4 condiciones (iTRAQ Reagent aplication kit), aportada

por AB Sciex (Figura 8).
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Figura 8. Flujo de trabajo llevado a cabo en el estudio proteémico (Calamia et al.
2014). Se toman 4 condiciones de partida, se obtiene los extractos proteicos
correspondientes y se procede a la digestién en sus péptidos constituyentes, que ya
pueden ser marcados. Una vez, marcadas cada muestra de cada condicidn, se pueden
juntar y continuar con una Unica mezcla de reaccidén, lo que aumenta la eficiencia del
proceso. A partir de ahi se procede al fraccionamiento de la muestra y a su andlisis en
un espectémetro de MS/MS. para el posterior analisis de los datos obtenidos.
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Lo que va a caracterizar a los reactivos de marcaje isotopico o “isobaric tags” es que
van a estar constituidos por tres grupos peptidicos (Figura 9) con distinta funcién (Zieske
2006):

e Grupo reactivo: grupo derivado de la N-hidroxisuccimida, capaz de reaccionar con el
extremo N-terminal y con las cadenas laterales de lisina, de todos los péptidos que se
van a marcar.

e Grupo reportero: grupo derivado de la N- metilpiperacin que presenta una relacion m/z
que va de 114,1 a 117,1 Da. De esta forma se va a marcar cada condicion con uno de
estos marcadores isotopicos.

e Grupo compensador: compensa la diferencia que presentan entre si los diferentes
grupos reporteros, por lo que su masa va de 28 a 31 Da. De esta manera, la masa de la

region isobérica de todos los reactivos se mantiene constante, siendo de 145 Da.

Figura 9. Grupos
peptidicos de un
Isobaric Tag Isobaric Tag.
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El grupo compensador ecualiza las masas de los distintos reactivos, de manera que la
masa total de cada reactivo sea la misma. De esta manera, dado que la suma de los pesos
moleculares de las tres partes de cada reactivo es constante, un péptido marcado es
detectado como un pico Unico en el espectro MS, pero, como cada grupo reportero difiere
en su peso molecular, durante la fragmentacion de los péptidos marcados, los grupos
reporteros se liberan de los mismos y pueden ser detectados en el espectro de MS/MS como
distintos picos con una relacion m/z de 113,1; 114,1; 115,1; 116,1; 117,1, utilizandolos en

la cuantificacion relativa de la concentracion peptidica.
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De esta forma, se partio de unos extractos proteicos de las lineas MDCK por duplicado
(MDCK; y MDCK3), MDCK-HA4 y MDCK-HA11, que previamente a su digestion se
cuantificaron mediante tincion de plata (Figura 10). Asi se pudo determinar, que la
concentracion proteica obtenida de cada muestra era similar e intuir ademas un patron de
bandeado distinto, entre las lineas que sobreexpresan Hakai de forma estable y las lineas

epiteliales normales, lo que implica una constitucion proteica distinta.

Marker MDCK; MDCK; HA4 HA11

Figura 10. Expresion proteica diferencial
en las lineas MDCK;, MDCK,, MDCK-
HA4 y MDCK-HA11l. 2 pug de extracto
proteico fueron cargados.

Una vez corroborado que los extractos proteicos tenian una concentracion
equitativa se procedi6 a la digestion de los péptidos y al marcaje. Tras el marcaje, se realizd
una comprobacion, para determinar si cada linea se habia marcado correctamente. Para
ello, se ioniz6 y fragment6 en el espectometro de MS/MS, una muestra de cada linea
marcada y se analizo si su espectro de MS/MS se correspondia con el marcaje peptidico
asignado a cada linea celular. La linea MDCK; se marco con el Isobaric Tag 114,1 y el
espectro de MS/MS determiné que se habia marcado correctamente (Figura 11A). La linea
MDCK_; se marcé con el Isobaric Tag 115,1 y el espectro de MS/MS determiné que se
habia marcado correctamente (Figura 11B). La linea MDCK-HA4 se marc6 con el Isobaric
Tag 116,1y el espectro de MS/MS determiné que se habia marcado correctamente (Figura
11C). Por ultimo, la linea MDCK-HA11 se marcé con el Isobaric Tag 117,1 y el espectro
de MS/MS determind que se habia marcado correctamente (Figura 11D).

Identificacion de nuevas dianas moleculares de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai n



AB Sciex TOF/TOF™ Series Explorer™ 98

114.1125 115.0947 116.0991 117.1036
100 100 100 100
A O BO C. D

904 90 90 90+
801 80| 80 801
704 70 70 704
60 60 60 60
50 50 50 50
40 a0 40 40
30 30 30 304
175.1004 289.1328
201 20 20 2891376 20 175.101§
175.0973
10] 175.1108 10/
70.060: 304.1013
I 291.1680
1673
0 0! 0
9.0 0 9.0

Wass (miz)
Figura 11. Imagen adaptada de los distintos espectros de MS/MS para la comprobacién de los
marcajes. En el eje X se representan los relacion de masa/carga de cada particula fragmentada,
mientras que en el eje Y se muestra la intensidad que es variable en cada espectro. A) Espectro de
los péptidos marcados con el isobaric tag 114,1 procedente del precursor 1355.83. B) Espectro de
los péptidos marcados con el isobaric tag 115,1 procedente del precursor 1935.11. C) Espectro de
los péptidos marcados con el jsobaric tag 116,1 procedente del precursor 1819.94. D) Espectro de

los péptidos marcados con el isobaric tag 117,1 procedente del precursor 1819.95.

Una vez contrastado el marcaje se paso al fraccionamiento en el sistema HPLC y los
resultados obtenidos para un total de 60 fracciones determinaron que las mayores
concentraciones peptidicas se localizaron entre los minutos 30 y 60, seleccionando, en
concreto las fracciones de la 20 a la 30. Posteriormente se realiz6 un nuevo fraccionamiento
en un sistema nanoL.C acoplado al espectémetro de MS/MS y los resultados obtenidos tras
la espectrometria de MS/MS se analizaron emplando diferentes bases de datos. Por un lado,
se empled una base de datos de trasncriptoma de Cannis familiaris y por otro se enfrent6 a
una base de datos de proteoma de la misma especie. Los resultados obtenidos se indican a

continuacion:
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A. Identificacién de proteinas empleando una base de datos de transcriptoma.

Mediante la comparacion de los datos obtenidos con la base de datos de

transcriptoma se obtuvieron los siguientes resultados:

% Nivel de | Proteinas | Péptidos Espectros % Espectro
confianza | detectadas | distintos | identificados total
99 552 6513 12115 68
95 701 6847 12556 70.4
66 758 6955 12689 71.2

Tabla 2. Datos relativos a las proteinas identificadas mediante
una base de datos de transcriptoma. Se nuestran en verde los
resultados més significativos.

Se consigue identificar con un 95% de confianza, 6847 péptidos distintos que
constituyen un total de 701 proteinas identificadas. Para ello se identificaron en la base de
datos de trancriptoma un total de 12556 espectros que se corresponde con un 70% del total

de espectros existentes (Tabla 2).

A partir de aqui se tratd de inferir en cuales de estas proteinas presentaban una
expresion modulada en las lineas con sobreexpresion de Hakai (HA4 y HA11), es decir,
cuales presentaban un incremento o disminucion en su expresién con respecto a las lineas
control (MDCK 1y MDCK 2), en concreto muestran los resultados obtenidos de MDCKZ2,
ya que ambos controles son duplicados y presentan ratios de expresion muy similares. Los

resultados obtenidos fueron los siguientes (Figura 12):

e Un total de 568 (81%) proteinas no presentaban modulacion o no era significativa.
o 133 (19%) proteinas presentaban modulacion estadisticamente significativa, de las
cuales:
e 81 (12%) proteinas reducian su expresion en HA4 y HA11 con respecto a
las lineas control MDCK1y MDCK2.
e 52 (7%) proteina aumentaban su expresion en HA4 y HA11 con respecto
a las lineas control MDCK1 Y MDCK2.
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Figura 12. Modulacion de la expresion proteica. La grafica refleja los
valores significativos de proteinas moduladas en las lineas MDCK-HA4
y MDCK-HA11, con respecto a la linea epitelial normal MDCK.

Por otro lado, se llevd a cabo una identificacion de las partes celulares y funciones
celulares de las que formaban parte las distintas proteinas, y se obvieron los siguientes
resultados (Figura 13y 14):

DISTRIBUCION CELULAR PROTEICA

Uniones
celulares Region
2% extracelular

s

Otros
40%
Complejos
macromolecular
es
17%

Organulos
32%

Figura 13. Distribucion celular de las proteinas identificadas. Imagen adaptada a
través de la utilizacién de la base de datos PANTHER (http.//www.pantherdb.org/).
Las principales funciones de interés para el estudio se encuentran agrupadas:
Uniones celulares, Region extracelular y Membrana.
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Figura 14. Distribucion de las funciones de las proteinas identificadas. Imagen
adaptada a través de la utilizacion de la base de datos PANTHER
(http://www.pantherdb.org/) para Cannis familiaris. Las principales funciones
de interés para el estudio se encuentran agrupadas: Adhesién, Localizacion y
Organizacion celular o Biogénesis .

Por ultimo, se estudiaron las conexiones entre las distintas proteinas, y se

obtuvieron los siguientes resultados (Figura 15):

Figura 15. Red de interaccién proteina-proteina. La base de datos STRING (http://string-
db.org/newstring_cgi/show_network_section.pl) fue utilizada para analizar las
interacciones entre las proteinas identificadas, se tomé como referencia la base genémica
de Canis lupus. Las interacciones se producen entre los nodos (proteinas) marcadas en
rojo. A) Hace referencia a la conexién entre las proteinas relacionadas con el la formacién
de exosoma. B) Hace referencia a la conexién entre proteinas relacionadas con la region
extracelular. C) Hace referencia a la conexidén entre las proteinas relacionadas con las
uniones adherentes.
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B.

Identificacion de proteinas empleando una base de datos protedmica.

Mediante la comparacién de los datos obtenidos con la base de datos de proteinas
validadas Uniprot/swissprot para Cannis familiaris, se obtuvieron los siguientes
resultados:

% Nivel de Proteinas Péptidos Espectros % Espectro
confianza detectadas distintos identificados total
99 75 5133 8339 46,8
95 92 5679 9048 50,8
66 104 6252 9728 54,6

Tabla 3. Datos relativos a las proteinas identificadas mediante una base
de datos de proteémica. Se muestran en verde, los valores mas
significativos.

Se consigue identificar con un 95% de confianza, 5679 péptidos distintos que
constituyen un total de 92 proteinas identificadas. Para ello se identificaron en la base de
datos de proteoma un total de 9048 espectros que se corresponde con un 50% del total de
espectros existentes (tabla3). Como se puede observar el nimero de espectros
identificados, asi como el nimero de péptidos y proteinas identificados es menor que
cuando la comparacién se hizo con respecto a la base de datos de transcriptoma. Esto se
debe a que la base de datos de proteoma tiene menor nimero de informacién, pero en todos
los casos se tratan de proteinas validadas para nuestra especie (Cannis familiaris). Sin
embargo la base de datos de transcriptoma almacena informacién de secuencias peptidicas
gue constituyen proteinas sin validar, de ahi que la informacion sea mayor. De nuevo a
partir de estos datos se investigd la modulacién de la expresion proteica en las lineas con
sobreexpresién de Hakai (HA4 y HA11) con respecto a las lineas control (MDCK1 y
MDCK2) en concreto a MDCK2, ya que ambos controles presentan ratios de expresién

similares. Los resultados obtenidos fueron los siguientes (Figura 16):

e Un total de 29 (31%) proteinas no presentaban modulacion o no era significativa.
e 63 (69%) proteinas presentaban modulacién estadisticamente significativa, de las
cuales:
e 42 (46%) proteinas reducian su expresion en HA4 y HA11 con respecto a
las lineas control MDCK?2.
e 21 (23%) proteinas aumentaban su expresion en HA4 y HA11 con respecto

a las lineas control MDCK2.
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Uno de los ejemplos de modulacién mas representativos, fue el que se correpondia
con una proteina de estrés oxidativo muy relevante. Dicha proteina presentaba unos valores
de expresion en las lineas MDCK-HA4 y MDCK-HA11, hasta 35 veces superiores a los
presentados en la linea epitelial normal, MDCK, y con una significacia muy alta (tabla 4).
Ademas estos valores fueron contrastados en la base de datos de transcriptoma, obteniendo
resultados muy similares.

Proteina implicada | Péptidos | HAA4: pValor HA11l: pValor
en estrés oxidativo | (95%) | MDCK | HA4:MDCK | MDCK | HA1l: MDCK

Proteina 1 77 35,3 0,0006 36,9 0,0005

Tabla 4. Modulacién de una proteina relacionada con el estrés oxidativo en las
lineas epiteliales que expresan Hakai de forma estable (MDCK-HA4 y MDCK-
HAL11). La tabla muestra como esta proteina, para la cual se identificaron hasta 77
péptidos, presenta en las lineas HA4 y HA11 un incremento de la expresion de hasta 35

veces mas y con un elevado grado de significancia (pValor significativo < 0,05).

Modulacién de la expresion
proteica

B Sin expresion
modulada

B Incremento de la
expresion

Disminucion de la
expresion

Figura 16. Modulacién de la expresion proteica. La grafica refleja los valores
significativos de proteinas moduladas en las lineas MDCK-HA4 y MDCK-
HA11, con respecto a la linea epitelial normal MDCK.

Por otro lado, se llevé a cabo una identificacidn de las partes celulares (Figura 17)
y funciones celulares (Figura 18) de las que formaban parte las distintas proteinas, y se
obvieron los siguientes resultados:
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Figura 17. Distribucion celular de las proteinas identificadas. Imagen adaptada a
través de la  utilizacion de la  base de datos PANTHER
(http.//www.pantherdb.org/). para Cannis familiaris. Las principales funciones de
interés para el estudio se encuentran agrupadas: , Region extracelular
y Matriz extracelular.
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Figura 18. Distribucion de las funciones de las proteinas identificadas. Imagen
adaptada a través de la  utilizacion de la base de datos PANTHER
(http.//www.pantherdb.org/). para Cannis familiaris. Las principales funciones de
interés para el estudio se encuentran agrupadas: Adhesidon, Localizacion vy
Organizacion celular o Biogénesis .
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Por ultimo, se estudiaron las conexiénes entre las distintas proteinas, y se
obtuvieron los siguientes resultados (Figura 19):

A) B) | Q)

Figura 19. Red de interaccidn proteina-proteina. La base de datos STRING (http://string-
db.org/newstring_cgi/show_network_section.pl) fue utilizada para analizar las interacciones
entre las proteinas identificadas, se tomd como referencia la base de datos gendmica para
Cannis lupus . Las interacciones se producen entre los nodos (proteinas) marcadas en rojo.
A) Hace referencia a la conexién entre las proteinas relacionadas con las uniones
adherentes. B) Hace referencia a la conexidn entre las proteinas relacionadas con el la
formacidn de exosoma. C) Hace referencia a la conexion entre proteinas relacionadas con la
region extracelular.
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7. Discusion

A lo largo de este estudio se ha tratado de incurrir, en como, Hakai fomenta la
TEM, a través de la pérdida de la E-Cadherina constituyente de las uniones adherentes en
las células epiteliales. Para ello, en primer lugar, se realizd un andlisis de los posibles
cambios fenotipicos, en las lineas de estudio (MDCK, MDCK-HA4 y MDCK-HA11),
mediante microscopia de contraste de fases. Ahi se pudo determinar cémo en las lineas que
sobrexpresan Hakai, las células se disgregan y modifican su morfologia hacia un fenotipo
fibroblastico (Figura 5), poniendo de relevancia, como se demostro previamente (Figueroa
et al., 2009 y Rodriguez-Rigueiro et al. 2011), el papel de esta E3 ubiquitina-ligasa en la
transicion epitelio-mesénquima (TEM). En la figura 5, en concreto en las imégenes
correspondientes a las lineas HA4 y HAL1, se puede observar la formacién de unas
prolongaciones que recuerdan a los pseudépodos, invadopodios o podosomas, que pueden
estar asociados a la deslocalizacién de la cortactina a los margenes celulares. Este tipo de
prolongacion promueve la invasion-degradacion de la matriz extracelular, en procesos in
vivo, de las células tumorales en crecimiento, fomentando asi su movilidad para atacar

tejidos nuevos, tal y como se explica en Kirkbride et al. (2011).

Como ya se ha comentado a lo largo del trabajo, la Cortactina, al igual que la E-
Cadherina, han sido identificadas como substratos de Hakai. En concreto, en los estudios
de Mukherjee et al y Fujita et al. (2002), se pone de manifiesto como ambas proteinas son
dianas de la accion de Hakai, que mediante su funcién como E3 ubiquitina-ligasa promueve
su degradacion via lisosoma. Este hecho ha podido ser contrastado, a partir de los ensayos
de western blot, (Figura 6), donde se muestra una reduccion significativa en la expresion
tanto de Cortactina, como de E-Cadherina en las lineas que sobreexpresan Hakai. Por otro
lado, en esta figura también se confirma el incremento de la expresion de Hakai. También
se han podido contrastar a partir de los ensayos de inmunofluorecencia (Figura 7). En
concreto, se ha podido determinar mediante este ensayo, la reduccion de los niveles de E-
Cadherina en las lineas que sobreexpresan Hakai, lo que sustenta el hecho de que esta

proteina constituyente de las uniones adherentes es un sustrato de Hakai.

La mayoria de las muertes por cancer son el resultado de la metastasis que en
general es reticente a cualquier forma de terapia disponible. En la actualidad todavia se esta
luchando para entender las causas subyacentes de la metastasis y de coémo la TEM puede
derivar en un proceso metastasico en tejidos distantantes. Dado que Hakai se ha propuesto

como una diana terapeutica contra el cancer, en este estudio quisimos identificar nuevas
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dianas para esta E3 ubiquitin-ligasa mediante analisis protedmico. En los resultados
obtenidos a través de la identificacion de proteinas (tanto con la utilizacion de una base de
datos del transcriptoma como para una base de datos de proteoma) y la utilizacion de los

programas PANTHER y STRING, se pudieron encontrar las siguientes apreciaciones.

La utilizacién del software PANTHER (http://www.pantherdb.org/) nos permitio,
por un lado, demostrar el gran numero de proteinas identificadas que se encuentran
reguladas por la sobreexpresion de Hakai. De esta forma se muestran proteinas de
localizaciones celulares (Figuras 13y 17), donde la TEM tiene mayor incidencia (uniones
celulares, membrana celular), asi como funciones celulares (Figuras 14 y 18), con mayor
incidencia en este proceso (adhesién, organizacion y biogénesis, localizacién y procesos

inmunes), lo que contintia apoyando la funcion de Hakai en la TEM.

Por otro lado este software nos aport6 informacion acerca del gran nimero de
proteinas implicadas en procesos extracelulares. En un primer momento, este dato parecia
carecer de relevancia, pero la utilizacion del software STRING (http://string-
db.org/newstring_cgi/show_network_section.pl) (Figuras 15 y 19), mostr6 que un gran
porcentaje de las proteinas identificadas tenian relacién directa con los exosomas, lo que
dio pie a deducir que ambos datos podrian estar relacionados. La forma en la que los
exosomas pueden estar implicados en los procesos cancerigenos, en la TEM y en la

metéstasis, es uno de los temas mas candentes en la actualidad referente a este campo.

Los exosomas consisten en pequefias microvesiculas de membrana rodeadas por
una bicapa lipidica, que carecen de organulos celulares y tienen un escaso citosol. Su
composicidn es variable en funcién de las moléculas constituyentes de su célula de origen
(casi todos los tipos celulares), incluyendo proteinas y acidos nucleicos (todos los tipos de
ARN y miARNS). Los exosomas se corresponden con las vesiculas intraluminales de los
cuerpos multivesiculares (CMVs), resultantes de la fusion y maduracion de endosomas
tempranos. Los CMVs se fusionan con la membrana plasmatica, lo que resulta en la
exocitosis de las vesiculas contenidas, es decir los exosomas (Campanella et al. 2014). En
cuanto a su funcion, actian como elementos mdviles que dan lugar a mecanismos de
intercambio celular de proteinas y miRNAs (algunos de los cuales pueden ser promotores
de vias metastasicas) de una célula a lugares distantes (Camacho, Guerrero y Marchetti
2013).

Diversos estudios han mostrado la relavancia de los exosomas en la TEM y en
procesos metastasicos. Por ejemplo, Roccaro et al. (2013), demostraron como los

exosomas liberados de células mesenquimales derivadas de médula ésea marrén, eran
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capaces de inducir el mieloma multiple (MM) en un modelo animal (Roccaro et al. 2013).
Se demostrd que la promocion del MM se regia por la accion de los miARNs moviles de
un exosoma concreto sobre células distantes, promoviendo la TEM. En cuanto a la
metéstasis, Grange et al. (2011) mostraron que los exosomas liberados de células renales
pueden promover la angiogénesis en la ascitis de cancer de pulmén (Grange et al. 2011).
Por otro lado, Rana et al. (2013) investigaron como exosomas derivados de tumores
inducen en determinados tejidos del huésped, la transformacion hacia el fenotipo pro-
metastasico (Rana, Malinowska y Zoéller 2013). En este estudio, se demostrd que los
exosomas tumorales, se dirigian a las células no transformadas en Organos pre-
metastasicos, y una vez alli, eran capaces de modular estas células a través de miRNAs
transferidos. Ademas, se demostré que los miRNAs liberados tenian como diana,
moléculas implicadas en la promocion de vias metastastasicas, como por ejemplo:
proteasas, moléculas de adhesion, ligandos de gquimioquinas, genes que promueven el
ciclo-celular y la angiogénesis, y los genes que participan en la respuesta al estrés oxidativo.
Este altimo punto resulta muy interesante, dado que los resultados obtenidos en el presente
trabajo muestran una expresion super-modulada en las lineas MDCK-HA4 y MDCK-
HA11, con respecto a MDCK de una proteina implicada en el estrés oxidativo y relacionada
con los exosomas (Tabla 4). Estos datos se contrastaron a partir la base de datos Uniprot/

Swissprot, la cual utiliza secuencias de proteinas validadas de forma oficial.

Al parecer como explica Campenella et al. (2014), la liberacion de proteinas
relacionadas con el estrés oxidativo a través de exosomas, puede dar lugar al incremento
del proceso carcinogénico, fomentando la movilidad de las células tumorales o la evasion
de vias citotdxicas efectivas que puedan interrumpir la expansién tumoral (Campenella et
al. 2014). De esta forma los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan esta idea,
ya que se muestra un amplio incremento de la expresion, en las lineas con previsible
actividad metastasica (MDCK-HA4 y MDCK-HA11), de una proteina implicada en estrés
oxidativo mas importante (Tabla 4); y al mismo tiempo se muestran un gran ndmero de
proteinas implicadas en la formacion de exosomas, pudiedo por tanto relacionar ambos

fenémenos.

Con este trabajo hemos contribuido a una mayor comprensién sobre el mecanismo
de accién de Hakai durante la TEM y el descubrimiento de nuevas vias de sefializacion de
esta E3-ubiquitin ligasa. Gracias a los resultados obtenidos, futuras investigaciones se
podrén orientar en esta Gltima direccion, teniendo en cuenta, sobre todo, el papel de los

exosomas Y las proteinas de estrés oxidativo en la regulacion de Hakai.

Identificacion de nuevas dianas moleculares de la E3 ubiquitina-ligasa Hakai



8. Conclusiones

1. La E3 ubiquitina-ligasa, Hakai, tiene un papel fundamental en la
transicion epitelio mesenquimal (TEM), fomentando la
degradacién de la E-Cadherina constituyente de las uniones
adherentes y promoviendo la degradacion de la proteina
citoesquelética Cortactina.

2. Los resultados protedmicos han determinado una posible
asociacion entre Hakai, la TEM, el estrés oxidativo y la
formacidon de exosomas. Esto abre futuras vias de investigacion
con respecto a este tema.
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