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RESUMEN

Las adhesiones célula-célula son estructuras especializadas de la membrana
celular a través de las cuales las células soportan y aplican fuerzas. En las células
endoteliales estas fuerzas participan en la integridad vascular y en la regulacién y
dinamica de los complejos de adhesién ante diferentes estimulos, regulando asi
también la funcion de barrera del endotelio. Sin embargo, ain no estan claramente
establecidos los mecanismos por los cuales el citoesqueleto de actina y la tension que
este ejerce sobre las uniones regulan la formacion de los complejos de adhesion, ni
tampoco de como estos complejos a su vez influyen en la organizacion de la actina y la
arquitectura celular. En esta tesis se caracteriza la expresion y regulacién de
EMMPRIN, una proteina transmembrana de la superfamilia de las inmonuglobulinas, en
células endoteliales asi como su localizacién en los contactos entre células endoteliales
in vitro e in vivo. La ausencia de EMMPRIN produce alteraciones en la organizacion de
las adhesiones dependientes de VE-cadherina y en la funcién de barrera de células
endoteliales tanto in vitro como in vivo en los ratones deficientes en EMMPRIN. Estas
alteraciones se deben a un desequilibrio en la tensidbn que soportan las uniones
endoteliales, producido por una disminucién en la actina organizada en las uniones y un
aumento de las fibras contractiles de actina-miosina en el interior celular; la relajacion
del citoesqueleto mediante inhibidores de la quinasa ROCK (Y27632) y de la unién de
miosina a actina (Blebistatina) rescata el fenotipo de las uniones y de la funcién de
barrera. Finalmente se identifica un nuevo complejo proteico formado por EMMPRIN y
y-catenina capaz de interaccionar con el citoesqueleto de actina, que es reclutado de
manera temprana a los contactos en formacion entre células endoteliales, y que es
necesario para la correcta organizacion del citoesqueleto de actina que sustenta los
complejos de adhesion entre células endoteliales.



SUMMARY

Cell-cell adhesions are important sites through which cells experience and resist
forces. In endothelial cells, these forces regulate junction dynamics and determine
endothelial barrier fitness. But how the acto-myosin machinery organizes endothelial
cell-cell junctions and how this adhesive structures orchestrate actin cytoskeleton
organization is not fully understood. In this thesis it is studied the expression and
regulation of EMMPRIN an Ig superfamily member, in endothelial cells and also its
localization in endothelial cell junctions in vitro and in vivo. EMMPRIN-deficient mice
show altered junctional structure and increased permeability. The absence of EMMPRIN
unbalances the tension of the acto-myosin machinery at endothelial cell junctions,
altering tugging forces and reducing VE-cadherin dimer formation. The inhibition of the
acto-myosin machinery by an inhibitor of ROCK (Y27632) or an inhibitor of myosin II
(Blebbistatin), rescues the alterations observed in VE-cadherin mediated adhesions and
the increase in permeability in vitro. Finally, EMMPRIN ensures the maturation of
competent endothelial junctions through the formation of a molecular complex with y-
catenin and actin at nascent junctions. These results show that EMMPRIN is required for
proper functioning of the endothelial barrier and for the correct organization of the actin

cytoskeleton wich supports the adhesion complexes between endothelial cells.
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ABREVIATURAS

AJs: Adherens Junctions. Uniones adherentes.

ARNi: Acido ribonucléico de interferencia.

BSA: Bovine serum albumine. Albumina de suero bovino.

CHO: Chinese ovary hamster cells. Células de ovario de hamster chino.

EEAL: Early endosome antigen 1. Antigeno 1 de endosomas tempranos.

EMMPRIN: Extracellular Matrix Metalloprotease Inducer. Inductor de metaloproteasas
de matriz extracelular.

F-actina: Actina Filamentosa.

FAK: Focal Adhesion Kinase. Quinasa de adhesiones focales.

FITC: Fluorescein isothiocyanate. Isotiocianato de fluoresceina.

FBS: Fetal Bovine Serum. Suero fetal bovino.

GGAs: Golgi-localising Gamma-adaptins. Gamma —adaptinas de localizacion en Golgi.
GTPases: Guanosin-triphosphate hidrolases. Hidrolasas de guanosin-trifosfato.
HUVEC: Human umbilical vein endotelial cells. Células de la vena del cordon umbilical
humano.

HBSS: Hank’s balanced salt solution. Solucion salina equilibrada de Hank.

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule. Molécula de adhesion intercelular.

JAM: Junction adhesion molecule. Molécula adhesion en uniones.

LFAL: Lymphocyte function-associated antigen 1. Antigeno asociado con la funcién de
linfocito”.

MAPK: Mitogen-activated protein kinases. Protein-quinasas activadas por mitégenos.
MCT: Monocarboxylate transporter. Transportador monocarboxilico.

MLC: Myosin Light Chain. Cadena ligera de la miosina.

MLEC: Mouse lung endotelial cells. Células endoteliales de pulmén de raton.

PAKZ1: Serine/threonine-protein kinase 1. Protein-quinasa de serina/treonina 1.

PBS: Phosphate Buffer Saline. Tampén salino fosfato.

PDK1: Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 1. Quinasa de la deshidrogenasa de
piruvato 1.

PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule 1. Molécula de adhesion
endotelio y plaqueta 1.

PI3K: Phosphoinositol 3 phosphate kinase. Quinasa de fosfoinositol 3 fosfato.

PKC: Protein kinase C. Protein-quinasa C.

pMLC: Phospho myosin Light Chain. Cadena ligera de la miosina fosforilada.

TIRTC: Tetramethyl rhodamine isothiocyanate. Isotiocianato de tetrametilrodamina.

TJs: Tight Junctions. Uniones estrechas
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1.1 UNION CELULA-CELULA ENDOTELIAL.

Las adhesiones célula-célula son regiones especializadas de la superficie
celular donde las membranas de células eucariotas adyacentes conectan entre si.
Estas uniones se componen de diferentes complejos de proteinas muchos de los
cuales se unen al citoesqueleto de actina, confiriendo asi estabilidad mecénica a los
diferentes tejidos. Pero la funcion de las uniones no es solo estructural, si no que
ademas conforman plataformas de sefializacion al interior celular permitiendo que las
células intercambien sefiales de supervivencia, proliferacion o posicion.

Entre los complejos de unién célula-célula més especializados se encuentran
los que componen el epitelio y el endotelio. Ambos tipos de tejidos cumplen una
funcién de barrera y precisan de unas uniones bien estructuradas que den integridad
al tejido. Las uniones de estos tejidos comparten muchos de los componentes que las
forman, pero existen diferencias en su organizacién y en su dinamica de formacién.
Esto es debido en parte a que las uniones de células endoteliales estdn expuestas a
diferentes tipos de flujo y a que cumplen una funciéon imprescindible para la
homeostasis; previenen el paso de elementos de la sangre hacia el tejido intersticial de
manera incontrolada evitando edema y hemorragia y controlando los procesos
inflamatorios que podrian desencadenar. Pero a su vez también deben permitir el paso
de nutrientes y oxigeno a través de los capilares a los diferentes tejidos y 6rganos, asi
como regular el paso de leucocitos a las zonas de inflamacién cuando es necesario,

de modo que necesitan de una regulacion muy precisa.

1.1.1. Estructuray componentes.

Los complejos de adhesion entre dos células endoteliales adyacentes se
agrupan en diferentes tipos de uniones. Asi, podemos encontrar uniones en hendidura
(“gap”), los “Complexus Adherentes” (Schmelz and Franke, 1993, Schmelz et al.,
1994) y el complejo de union Nectina-Afadina (Takai et al., 2008). Pero los principales
complejos proteicos que integran la union endotelial son las uniones estrechas (TJs) y
las uniones adherentes (AJs). Aunque en células epiteliales las TJs y las AJs se
encuentran claramente separadas a lo largo de la union, en las células endoteliales es
comun que proteinas que pertenecen a estos tipos de uniones se intercalen
(Simionescu, 2001).

Estos complejos estan formados por proteinas transmembrana que funcionan
como receptores de adhesion y proteinas adaptadoras al citoesqueleto de actina,

contribuyendo asi al mantenimiento de la arquitectura celular.
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Figura 1. Principales tipos de uniones entre células endoteliales. Se muestran
componentes representativos de cada tipo de union.

Las uniones estrechas fueron las primeras uniones estudiadas, definidas en
un principio mediante microscopia electrébnica como una especializacion de la
membrana plasmética que fue denominada zonula occludens. Se han caracterizado
mas exhaustivamente en células epiteliales donde se localizan apicalmente en la unién
ya que en células endoteliales no estan bien definidas espacialmente. Se sabe que en
células endoteliales la estructura de las TJs es mas compleja en arterias y arteriolas
gue en venas y vénulas postcapilares (Bazzoni and Dejana, 2004) y también difiere
entre organos. Por ejemplo, en la barrera hematoencefalica de los vasos cerebrales
éstas estructuras estan bien desarrolladas, no siendo asi en otros 6rganos
caracterizados por una mayor tasa de intercambio (Simionescu et al., 1975).

Las proteinas transmembrana que forman las uniones estrechas son las
claudinas (Morita et al., 2011); (Dejana, 2004), la ocludina (Furuse et al., 1993), las
moléculas adhesivas de la union o JAMs (Junction Adhesion Molecules) (Bazzoni et
al., 2000) y las proteinas ESAM (Endothelial cell-selective adhesion molecule)
(Nasdala et al., 2002). La principal proteina responsable de la unién del citoesqueleto
de actina con el citoesqueleto de actina es la proteina zonula occludens-1 (ZO-1)
((Fanning et al., 1998) (Stevenson et al., 1986).

Las uniones adherentes son el tipo de unién mas extensamente estudiado ya
gue son las primeras en reclutarse a los sitios de contacto entre células cuando la

union se esta formando, desencadenando el reclutamiento del resto de componentes



necesarios para que la unién sea funcional. Por otro lado estos complejos parecen ser
los responsables del dinamismo de las uniones endoteliales en respuesta a muchos de
los agentes que afectan a la integridad de la barrera endotelial, transmitiendo sefiales
de supervivencia, motilidad y polaridad al interior celular. Por ultimo, las AJs son
capaces de regular el ensamblaje o desensamblaje de las TJs (Taddei et al., 2008).

Estas uniones estan formadas por proteinas de la familia de las cadherinas,
una superfamilia de glicoproteinas que media interacciones homofilicas dependientes
de calcio. El principal componente en uniones adherentes de células endoteliales es la
proteina VE-cadherina (cadherina de clase 1), que se expresa solo en este tipo celular
y esta presente en el endotelio de cualquier tipo de vaso (Lampugnani et al., 1992). En
células endoteliales también se expresa la N-cadherina (Clase 1), pero de forma mas
difusa en membrana (Navarro et al., 1998) y las T-Cadherina (Rubin, 1992) y P-
cadherina (Ilvanov et al., 2001) dependiendo del tipo de endotelio. Se ha descrito otra
VE-cadherina llamada VE-cadherina-2 (Telo et al., 1998), que posee alta homologia
con las otras cadherinas excepto en la cola citoplasméatica. Por sus caracteristicas
estructurales ha sido incluida en la familia de las protocadherinas (Frank and Kemler,
2002).

Las cadherinas se asocian con el citoesqueleto a través de su interaccion con
otra familia de proteinas, las cateninas. Las cateninas, son proteinas de la familia
armadillo y en endotelio se expresan a-catenina, p-catenina, y-catenina y p120. B-
catenina y y-catenina son capaces de unirse directamente a la cola citosoélica de la VE-
cadherina y a a-catenina que a su vez puede unirse a actina (Vleminckx and Kemler,
1999, Ben-Ze'ev and Geiger, 1998). Estudios recientes han demostrado que o-
catenina no puede unirse directamente a filamentos de actina a la vez que a f-
catenina (Drees et al., 2005) pero si de manera indirecta ya que a-catenina
interacciona también con las proteinas vinculina (Watabe-uchida, 1998) proteina
homologa de a-catenina (Herrenknecht et al., 1991) y a-actinina (Knudsen et al., 1995,
Nieset et al., 1997) las cuales pueden unirse también a actina. Ademas, la a-catenina
es capaz de disminuir la actividad protrusiva de la membrana plasmatica a través de la
supresion de la polimerizacién y formacion de cables de actina dependiente del
nucleador de actina Arp2/3 (Drees et al., 2005, Kobielak and Fuchs, 2004). Debido a
esta interaccion con el citoesqueleto, a-catenina inhibe el reciclamiento de VE-
cadherina estabilizando su expresion en la superficie celular y regulando asi la
organizacion espacial del citoesqueleto de actina a nivel de las uniones (Xiao et al.,
2005); (Drees et al., 2005).



B-catenina y y-catenina se unen al mismo dominio en la cola citosoélica de la
VE-cadherina a diferencia de la p120, y por lo tanto ambas podrian ser excluyentes
(Prasain and Stevens, 2009). Aun no se ha descrito el requisito funcional para que la
union de una prevalezca sobre la otra, pero ambas impiden el procesamiento de la VE-
cadherina por el proteasoma (Schnittler et al., 1997). Ambas proteinas son también
capaces de actuar en complejo con otras proteinas como factores de transcripcion,
cuando estan libres de la union a VE-cadherina y no son degradadas en el citoplasma.
(Miravet et al., 2002, Ben-Ze'ev and Geiger, 1998, Hatsell and Cowin, 2001).

En los contactos entre las células endoteliales también se pueden localizar
otras proteinas que no pertenecen a ningun tipo de unién en concreto, como son
MUC18/CD146 (Anfosso et al., 2001), endoglina (Bourdeau et al., 1999, McAllister et
al., 1994), DEP-1/CD148 (Takahashi et al., 1999), VEPTP (vascular endothelial
phosphotyrosine phosphatase) y PECAM-1/CD31, siendo estas dos Ultimas de
especial relevancia. VEPTP es capaz de regular la funciéon de VE-cadherina y se ha
descrito su papel en la funcién de barrera (Nawroth et al., 2002, Nottebaum et al.,
2008). PECAM-1 es una proteina de membrana perteneciente a la familia de las
inmunoglobulinas que se expresa en células endoteliales, leucocitos y plaquetas
(Mamdouh et al.,, 2003, Newman, 1997). PECAM-1 puede interaccionar de manera
homofilica y con otras proteinas en la superficie celular (Mamdouh et al., 2003) como
por ejemplo la integrina avp3 (Piali et al., 1995) y con y-catenina, f-catenina y SHP2
por su parte intracelular (llan et al., 2000). PECAM-1 puede modular la actividad de las
cadherinas sefalizando a través de MAPKs (Sheibani et al., 2000) y dado que actia
como mecanotransductor sensible a cambios en el flujo sanguineo (Tzima et al., 2005)
podria modular la respuesta de las uniones adherentes en respuesta a estos cambios.
Sin embargo el ratén deficiente de PECAM-1 no muestra cambios detectables en el
desarrollo vascular en el embrion ni en permeabilidad basal (Duncan et al.,, 1999,
Thompson et al., 2001) aunque si se ha observado un incremento en la permeabilidad
vascular en modelos de encefalomielitis y en respuesta a histamina (Graesser et al.,
2002).

1.1.2. Ensamblaje de las uniones adherentes.



Las primeras etapas de la formacion de las uniones parecen ser similares en
diferentes tipos celulares, pero no asi su maduracion ya que las células epiteliales y
endoteliales requieren una adhesion polarizada mas fuerte que por ejemplo neuronas
y fibroblastos (Mege et al., 2006)

Aunque existen muchos estudios al respecto aun queda por esclarecer la
dinamica de formacion de las uniones de cadherina. Segun lo publicado hasta ahora
parece ser que las proteinas iniciadoras de los contactos son las cadherinas, las
cuales deben interaccionar entre si de manera rapida y dinamica. Para ello es
necesario que estas proteinas se encuentren en la superficie celular, que sean moviles
en la membrana plasmética y que sus dominios extracelulares e intracelulares se
encuentren en una conformacién espacial capaz de formar uniones (Mege et al.,
2006). Para que la adhesiébn quede establecida es necesaria la formacién de
homodimeros de cadherina formados en trans, es decir entre dos células adyacentes,
gque se agrupan lateralmente con otras cadherinas formando dimeros en cis (Boggon
et al., 2002, Patel et al., 2003, Wu et al., 2010). Las uniones asi formadas sufren un
reciclaje continio de moléculas de cadherina que parece depender de las diferentes

conformaciones que pueden adquirir los dimeros formados por estas proteinas.
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Adantado de Wu. Y et al. PNAS. 2010.
Figura 2. Tipos de dimeros formados por las cadherinas. Las cadherinas pueden formar
dimeros homofilicos en la misma superficie de membrana o entre proteinas que se
encuentran en membranas de células advacentes.

El citoesqueleto de actina y la tensiébn que éste ejerce sobre la membrana
plasméatica desempefian un papel muy importante en el ensamblaje y organizacién de
las uniones adherentes, y la actina unida a complejos de adhesion es esencial para
mantener una barrera endotelial funcional (Dudek and Garcia, 2001, Lee and Gotlieb,
2002, Revenu et al., 2004). Pero si la polimerizacion activa de actina ocurre localmente
de manera exclusiva por el ensamblaje de las cadherinas, o si las uniones de
cadherinas se forman en regiones donde ya existia una dinamica activa de actina,
sigue siendo objeto de discusién (Lambert et al., 2002).

Varios estudios realizados en células epiteliales, sugieren que los contactos

iniciales entre dos células que estan migrando se producen a través de lamellipodia y



filopodia (Mattila and Lappalainen, 2008). Por otro lado estudios realizados en
gueratinocitos primarios proponen que los complejos de uniéon se comienzan a
establecer por interdigitacion de filopodia, que establecerian una serie de contactos en
forma de puntos que poco a poco se irian cerrando como una cremallera para formar
una union continua (Hoelzle and Svitkina, 2012). Estos complejos en forma de puntos
se asocian a cortos paquetes radiales de actina (Vasioukhin et al., 2000) que van a
favorecer la estabilizacion de las primeras uniones de cadherina facilitando su fusiéon
en adhesiones continuas. Segun se van ensamblando las cadherinas y a través de sus
proteinas citoplasmaticas acompafiantes que reclutan nucleadores de actina, se va
ensamblando también el “cinturén de adhesion” de actina, que se localiza a lo largo de
la linea de membrana donde las cadherinas y cateninas se concentran (Bershadsky,
2004). De esta manera la unién de las cadherinas con el citoesqueleto de actina es un

requisito indispensable para el desarrollo de una unién fuerte (Vasioukhin et al., 2000).
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= s 5 .
Memb. Cél 2Y - b’,_,%\ Memb. Cél 2
— ;

R

Uniones tempranas Uniones maduras

Complejos de adhesion
-~ 1 Filamentos de actina

Figura 3. Organizacion del citoesqueleto de actina durante la formacion de las uniones
intercelulares. La actina que interacciona con los contactos intercelulares en formacion tiene
un patrén ramifiacado con haces de actina perpendiculares al eje de la unién. En contactos
mas maduros los cables de actina se colocan de manera paralela a lo largo de la unién.

Parece ser que el cambio entre los diferentes patrones de actina que rodean a
la union se produce por el reclutamiento de diferentes tipos de nucleadores de actina.
Asi, las uniones pasarian de los contactos tempranos, asociados con actina ramificada
dependiente del nucleador de actina Arp2/3 y del reclutamiento de cortactina, a
complejos de cadherina asociados a cables de actina con la presencia de proteinas de
la familia Ena/VASP y la ausencia de Arp2/3 (Scott et al., 2006).
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Figura 4. Mecanismos propuestos de polimerizacion de actina por diferentes factores. La
formacién de cables de actina puede darse a partir de fibras de actina ya formadas, como en el
caso de arp2/3 y Ena/VASP o0 a partir de monomeros como es el caso de las forminas.
Adaptado de Chesarone and Goode, 2009.

Recientemente se ha sugerido que la a-catenina podria estar mediando este
cambio mediante su transicion del estado monomérico que puede unirse a las
cadherinas, al estado dimérico que se uniria a actina impidiendo la ramificacién de
ésta a través de Arp2/3 (Yamada et al., 2005, Drees et al., 2005). La proteina vinculina
también podria mediar este cambio, ya que se localiza en uniones adn inmaduras
(Janssen et al., 2006). Otro tipo de polimerizacion de actina catalizada por la proteina
formina 1 (Kovar, 2006) genera largos filamentos sin ramificaciones y podria estar
involucrada en la extensién de los contactos a través de la formacién de filopodia.
Ademas la formina-1 se une directamente a a-catenina en membrana, permitiendo la
formacion de cables radiales de actina en esos sitios y la estabilizacion de la unién
(Kobielak et al., 2004).

Este reclutamiento de nucleadores de actina parece estar mediado también por
proteinas de la familia de las proteinas guanosina trifosfatasas (GTPasas). Asi por
ejemplo segin maduran los contactos se desencadena la sefializacion a producida por
las GTPasas Racl y Cdc42 lo que provoca un aumento en la fuerza de unién
presumiblemente a través del citoesqueleto de actina (Mege et al., 2006) (Chu et al.,

2004). Pero ademas, la GTPasa RhoA ayuda a mantener la adhesion mediada por E-
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cadherina mediante la accion de una formina, la proteina Dial (Sahai and Marshall,
2002) y por la miosina Il no muscular (Shewan et al., 2005).

La formacién de las uniones entre células endoteliales sigue unas pautas
similares a la de las epiteliales pero con algunas diferencias. Al igual que en células
epiteliales, en las primeras fases de la formacion de las uniones endoteliales, los
filamentos de actina se organizan perpendicularmente a la membrana a través de la
acumulacién local de complejos de nucleacion de actina (Ridley, 2006). En fases
posteriores, las fibras de actina se posicionan de manera paralela a la membrana para
formar un anillo periférico de actina (Niessen and Gottardi, 2008). Pero recientemente
se ha publicado un estudio en el que parece que primero hay contacto entre
lamelipodia, retraccion y formacion de puentes similares a filopodia (Hoelzle and
Svitkina, 2012). En el centro de estos puentes se formarian las uniones. Estos puentes
estan formados por actina pero no por microtibulos y en ellos se localizan VE-
cadherina y fascina, una proteina de unién a actina. En el 68% de estos puentes
también se localiza VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein) (Hoelzle and
Svitkina, 2012) un marcador de filopodia que también localiza en lamelipodia,
adhesiones focales y uniones adherentes (Krause et al., 2003), aunque parece que su
requerimiento es transitorio. La vinculina también podria estar implicada en la
transicion entre los diferentes patrones de la actina en endoteliales, ya que se ha
descrito que puede encontrarse en filopodia formados en las uniones en respuesta a
ciertos estimulos, en los que también ocurre remodelacion del citoesqueleto de actina
(Huveneers et al., 2012).

Ademés parece que las diferentes tensiones que el citoesqueleto de actina
ejerce en las uniones son importantes para la formacion de éstas y una evidencia de
ello es que el reclutamiento de la VE-cadherina es estimulado por tensién dependiente
de la proteina miosina Il no muscular (Liu et al., 2010). Esta proteina se une a actina 'y
es capaz de regular su contractilidad, siendo esta funcion regulada por la fosforilacion
de su cadena ligera (pMLC) (Vicente-Manzanares et al., 2009).

Estos datos apuntan a que en las uniones en formacion existe una red muy
dinamica de filamentos de actina que provocan la tension necesaria para formar y

estabilizar las uniones.

12



1.1.3. Regulacion y dinamica de las uniones adherentes en endotelio:

funcion de barrera.

Como se mencioné anteriormente, las uniones endoteliales deben ser capaces
de reaccionar y modificar su composicion ante determinadas situaciones pero a su vez
deben ser estructuras estables capaces de resistir el flujo al que estan continuamente
sometidas. Su respuesta ante diferentes estimulos debe ser controlada en intensidad
pero también en el tiempo ya que un incremento de permeabilidad mantenido puede
desencadenar un proceso de inflamacion crénica. De esta manera el endotelio cumple
una funcion de barrera esencial para la homeostasis vascular.

El mecanismo mejor caracterizado por el que las AJs son remodeladas
cambiando su estructura y composicién es el de la fosforilacién de sus componentes
principalmente a través de la via de sefalizacién de la quinasa Src en residuos de
tirosina, aunque en algunos casos la VE-cadherina también puede fosforilarse en el
residuo Ser665 (Allingham et al., 2006) (Gavard and Gutkind, 2006). Asi por ejemplo,
ciertas sustancias liberadas en condiciones de inflamaciéon como son el factor de
crecimiento endotelial (VEGF de Vascular Endotelial Growth Factor), la trombina o la
histamina pueden inducir la fosforilacion de ciertos residuos de la cola citosoélica de la
VE-cadherina induciendo su internalizacion y produciendo un aumento en la
permeabilidad de los vasos (Bazzoni and Dejana, 2004). Este aumento de
permeabilidad en ausencia de patologia es transitorio y las uniones se reestablecen
cuando el estimulo que lo ha provocado deja de estar presente (Chavez et al., 2011).
La fosforilacion de la VE-cadherina también puede ser inducida en células endoteliales
en cultivo por células leucocitarias, provocando un debilitamiento de la union y
favoreciendo la transmigracion del leucocito a través de la barrera endotelial (Dejana
et al., 2008).

Las cateninas pl120, B-catenina y y-catenina también pueden fosforilarse en
residuos especificos de tirosina por los mismos agentes capaces de fosforilar a la VE-
cadherina. Se ha observado en varios modelos que esta fosforilacion afecta a la
afinidad de B-catenina y de pl120 por VE-cadherina induciendo su internalizacion.
(Huber and Weis, 2001, Lilien and Balsamo, 2005). A su vez cuando estas cateninas
pierden su afinidad por la cola citosélica de la VE-cadherina y por tanto su union a
membrana, pueden degradarse en el citoplasma o ser translocadas al nucleo, donde
forman complejos con factores de transcripcion como Lef-1/TCF (T cell factor) o
FOXO1 (Dejana et al., 2009).

El estado de fosforilacion de los diferentes componentes de las AlJs es

regulado a su vez por la inhibicién de fosfatasas asociadas a ellas, como por ejemplo
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la fosfatasa VE-PTP que se asocia con VE-cadherina y la defosforila (Baumer et al.,
2006). La sobreexpresion de esta fosfatasa es capaz de aumentar la interacciéon entre
VE-cadherina y y-catenina aumentando asi la estabilizacion de la unién (Vestweber et
al., 2009). Por otro lado el procesamiento de la VE-cadherina por metaloproteasas
(Herren et al., 1998, Luplertlop et al., 2006) o por otras proteasas como elastasa,
catepsina G o tripsina también puede producir desestabilizacion de las AJs
(Lampugnani et al., 2006, Lampugnani and Dejana, 2007). Los leucocitos y las células
tumorales pueden secretar grandes cantidades de estas enzimas, induciendo el
procesamiento de VE-cadherina y aumentado asi la extravasacion célular y la
permeabilidad vascular (Dejana et al., 2009).

Otras vias de sefalizacion implicadas en desestabilizacion de AJs son la
desencadenada por PAF (platelet-activating factor)(Hudry-Clergeon et al., 2005) y la
del AMPc (adenosil monofosfato ciclico) que a través de la GTPasa Rapl controla la
organizacion de las uniones y de actina (Bos, 2005) y aumenta la capacidad
“adhesiva” de la VE-cadherina (Kooistra et al., 2007).

Ademas de los factores que afectan directamente a los componentes de las
uniones, las alteraciones producidas en la estructura del citoesqueleto de actina
también pueden provocar el desensamblaje de las uniones, asi como de la funcién de
barrera. La desestabilizacion del anillo cortical de actina por diferentes agentes,
produce un aumento de la permeabilidad endotelial (Shasby et al., 1982, Bogatcheva
and Verin, 2008), mientras que la estabilizacién de este anillo previene la ruptura de la
barrera frente a agonistas inflamatorios (Bogatcheva and Verin, 2008, Phillips et al.,
1989). Asimismo, se ha descrito que la excesiva polimerizacién de actina en fibras de
estrés puede causar alteraciones en la barrera endotelial, pero la depolimerizacién
extrema también altera la estructura de las uniones endoteliales (Bogatcheva et al.,
2003, Moy et al., 2004). Por ello es necesario el equilibrio entre la “tension centripeta”
(generada principalmente por las fibras de estrés) y la “tensién centrifuga” (generada
por el anillo cortical de actina y los complejos de adhesién) para mantener la
morfologia de la célula y la funciéon de barrera endotelial intactas (Bogatcheva and
Verin, 2008).

Este equilibrio esta sujeto a la regulacion por parte de diferentes vias de
sefalizacion (Lee and Gotlieb, 2003, Mehta and Malik, 2006, Jacobson and Garcia,
2007). Las Rho GTPasas, por ejemplo, y sus dianas las ROCKs (rho Serine/threonine
kinases) estimulan la contractilidad basada en la actina-miosina, generando fibras de
estrés y adhesiones focales y aumentando la permeabilidad endotelial en respuesta a
trombina e histamina (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002, Braga, 2002, Gavard and

Gutkind, 2008). Las fibras de estrés generadas en respuesta a estos estimulos son
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capaces de reorganizar los complejos de adhesién (Lim et al., 2001, Kouklis et al.,
2003). Estas fibras influyen draméticamente en la tasa y tamafio de los huecos
intercelulares que se forman cuando las células se retraen (Dudek and Garcia, 2001,
Patterson and Lum, 2001) generando tensién centripeta que contraresta la tension
centrifuga establecida por el anillo de actina.

Otra manera de alterar la permeabilidad vascular es inhibiendo aquellos
mediadores que aumentan la estabilidad de la barrera endotelial, causando asi la
pérdida de la integridad vascular. Ejemplos de estos estabilizadores de las uniones
son el factor de crecimiento de fibroblastos, FGF (Fibroblasts Growth Factor) que
aumenta la estabilizacion de VE-cadherina en la unién a través de la modulacion de su
unién a pl120 (Murakami et al., 2008); la esfingosina-1-fosfato (S1P, Sphingosine-1-
Phosphate) que induce la reorganizacion del citoesqueleto de actina en cables
corticales (Dudek et al., 2004, Shikata et al., 2003) y el aumento de VE-cadherina en la
superficie celular (Lee et al., 1999); y la angiopoyetina I, que inhibe la activacién de la
quinasa Src inducida por VEGF, inhibiendo de este modo la internalizacién de VE-
cadherina (Gavard et al., 2008).

1.2. LA PROTEINA DE MEMBRANA EMMPRIN.

EMMPRIN (del inglés Extracellular Matrix MetaloPRoteases INducer), también
denominada basigina (ratén), CD147, neurotelina (pollo), M6 Ag, 5A11, OX (rata) fue
descubierta por primera vez en humanos como TCSF (Biswas, 1982, Biswas, 1984,
Yurchenko et al., 2010). Es una glicoproteina transmembrana de tipo | con un tamafio
aparente de 50-60 KDa que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas
(Fossum et al., 1991, Miyauchi et al., 1995, Kasinrerk et al., 1992, Biswas et al., 1995).
Existen cuatro isoformas (Belton et al., 2008) dos de las cuales son las mas
estudiadas; la isoforma | que posee tres dominios de tipo inmunoglobulinico y cuya
expresion esta restringida al epitelio de la retina (Hanna et al., 2003, Ochrietor et al.,
2003) y la isoforma Il que posee dos dominios Ig (Kasinrerk et al., 1992) y se expresa
en varios tejidos y tipos celulares.

En un principio se atribuy6 a esta proteina la funcién de antigeno o portador de
antigenos como en el caso de antigeno Lewis X en teratocarcinomas (Miyauchi et al
1990), pero posteriormente han sido identificadas multiples funciones de esta proteina

en diferentes escenarios biolégicos, que se detallan a continuacion.
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1.2.1. Estructura.

La primera en descubrirse y la mas extensamente estudiada es la isoforma Il.
El esqueleto proteico de esta isoforma tiene un tamafio de 28KDa (humano), pero al
ser una proteina susceptible de glicosilarse el tamafio puede oscilar entre 43 y 66
KDa, dependiendo del tejido donde se esté expresando (Kanekura et al., 1991). Est4
conformada por dos dominios de tipo inmunoglobulina (Ig) en la parte extracelular que
comprenden los tres sitios de glicosilacion de la proteina (Miyauchi et al., 1990). Estos
dominios son capaces de interaccionar con otros como ellos o entre ellos, lo que
sugiere que EMMPRIN puede formar dimeros con proteinas EMMPRIN de la misma
membrana o de membranas adyacentes (Yu et al., 2008, Sun and Hemler, 2001).

El C2-1 (el primer dominio Ig de la isoforma 2) tiene 4 conformaciones posibles
lo que podria explicar las diversas funciones que adopta esta proteina en distintos
contextos celulares y que podrian ser dependientes de su diferente oligomerizacién
(Yu et al., 2008, Sun and Hemler, 2001). Este dominio puede formar estructuralmente
un tipo de dimero que se asemeja a los formados por la familia de las cadherinas (Luo
et al., 2009). Esta conformacién rara vez ocurre en dominios de inmunoglobulina
(Hatherley et al., 2008) y aunque parece poco probable que ocurra en solucién

(Schlegel et al., 2009) podria venir dada por algun mediador (Luo et al., 2009).

Induccion de MMPs
2 Unién homofilica (trans) .
ECI Oligo_me_r'izacién_ (cis)._
Asociacion con integrinas.

$ EC Il Asociaciéon con caveolina-1.

TD

]CD

Inclusion en membrana.

{Asociacic')n con Cyp60.
{ Asociacién con MCT1.

( Adaptado de (Nabeshima et al., 2006a) )
Figura 5. Esquema de la estructura proteica de laisoforma Il de EMMPRIN. Se muestran
las funciones que se han descrito para los diferentes dominios de la proteina EMMPRIN.

El dominio transmembrana de 29 aminoé&cidos es el responsable de la mayor
parte de las interacciones descritas de EMMPRIN con otras proteinas. Este dominio
posee un acido glutamico en la posicién central, conservado en todos los miembros de
la familia de la basigina y parece ser el responsable de que EMMPRIN necesite
asociarse a otras proteinas transmembrana para poder estabilizarse en la membrana y

realizar su funcién (Miyauchi et al., 1991). La mutacion de este acido glutamico impide
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que EMMPRIN alcance la membrana plasmatica (Wilson et al., 2002) lo cudl indicaria
que EMMPRIN sélo se encuentra en la superficie celular en forma de complejos
consigo misma o con otras proteinas transmembrana.

Después del dominio transmembrana se encuentra la regién citoplasmética de
40 aminoécidos que parece estar implicada en sefializacién al interior celular (Ruiz et
al., 2008) pero sobre la que no existen muchos estudios.

El dominio citoplasmético y el transmembrana son los que tienen un mayor
grado de conservacion entre especies (Miyauchi, Masuzawa et al. 1991)(Muramatsu
and Miyauchi, 2003) existiendo un 70% de homologia entre humano y raton en el
dominio citoplasmético (Muramatsu and Miyauchi 2003). Esta conservacion
correlaciona con otros estudios en los que se observa que los dominios citoplasmatico
y transmembrana son criticos para la interaccién de EMMP con otras proteinas dentro

de la membrana plasmatica (Kirk et al., 2000).

1.2.2. Expresion de EMMPRIN en la membrana plasmaética.

Uno de los mecanismos que existen para regular la funcion de las proteinas de
la superficie celular y la sefalizacion que pueden desencadenar hacia el citoplasma de
manera rapida y concreta, es mediante la regulacion de su expresion en membrana.
No se conocen en detalle los mecanismos del trafico de EMMPRIN a la superficie
celular ni de su reciclaje en ésta, pero existen algunos estudios en los que se
demuestra que su estructura, asi como su interaccién con otras proteinas, pueden
alterar la expresion de EMMPRIN en la membrana celular.

Asi, se ha demostrado que EMMPRIN tiene un residuo Leucina en la cola
citosolica conservada entre diferentes especies responsable de regular su tréfico a la
zona basolateral de la membrana y aunque parece que los cuatro aminoacidos
anteriores también son importantes para esta localizacion basolateral, la mutacién de
este Unico residuo es suficiente para que EMMPRIN se exprese en la parte apical de
la membrana (Deora et al., 2004). Esta sefal basolateral se ha descrito tan sélo en
otra proteina, el factor de células madre SCF (stem cell factor) (Wehrle-Haller and
Imhof, 2001). Sin embargo, en algunas situaciones pueden prevalecer las sefales
apicales, probablemente situadas en la parte extracelular de la proteina, sobre esta
sefial basolateral, y ain en presencia de la estructura intacta, EMMPRIN puede
expresarse en la parte apical de la membrana en ciertos tipos celulares (Castorino et
al., 2011).

Existe otro residuo en la secuencia aminoacidica de EMMPRIN, que también

parece afectar a su trafico a membrana, la prolina 211 que forma parte del dominio
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transmembrana. Este dominio esta relacionado con la expresion de EMMPRIN en la
superficie celular regulada por ciclofilinas (Yurchenko et al., 2005). Estas son proteinas
gue se unen a ciclosporinas (un tipo de inmunosupresores) y que tienen actividad
peptidilproliisomerasa, que favorece el plegamiento de otras proteinas (Jorgensen et
al., 2003). Se ha descrito que la ciclofilina A puede catalizar la isomerizacién de la
prolina 211 de EMMPRIN favoreciendo su conformacion para estabilizarse en
membrana (Schlegel et al., 2009). Las ciclofilinas estan implicadas en la secrecion de
varios tipos de proteinas de membrana a través de la red trans-golgi, aunque adn se
desconoce el mecanismo (Shiraishi et al., 2000, Chklovskaia et al., 2001, Pushkarsky
et al., 2005). La ciclofilina 60 también podria estar regulando la expresion de
EMMPRIN en la membrana, pero se desconoce el mecanismo (Pushkarsky et al.,
2005).

No se han hallado evidencias de que EMMPRIN pueda estar interaccionando
con las adaptinas GGAs (Golgi-localising Gamma-adaptins), responsables de llevar
proteinas del aparato del Golgi a la red endosomal, y tampoco parece que la adaptina
AP1B, responsable del trafico de vesiculas de clatrina a la zona basolateral, sea la
responsable de conducir a EMMPRIN a esta zona de la membrana (Castorino et al.,
2011). De esta manera se ha sugerido que EMMPRIN pueda estar interaccionando
directamente con una proteina motora como ocurre con la rodopsina (Tai et al., 1999)
Deora et al. 2004).

También se ha observado que en células tumorales el transportador de lactato
MCT4 (MonoCarboxylate Transporter 4) es necesario para la expresion de EMMPRIN
en membrana (Gallagher et al.,, 2007). Cuando se silencia MCT4 la proteina
EMMPRIN no se glicosila lo suficiente y no se expresa en membrana.

Por otro lado, EMMPRIN es capaz de interaccionar con una de las proteinas
estructurales de las caveolas, la caveolina-1. La interaccion entre EMMPRIN y cav-1
parece tener lugar en regiones de membrana ricas en colesterol, como son las
caveolas. Sin embargo hay algo de controversia en relacién a la funcionalidad de esta
interaccion. Algunos estudios apuntan a que la sobreexpresion de cav-1 disminuye la
agregacion de EMMPRIN en membrana, asi como su glicosilacion en células
tumorales, y su inhibicion las aumenta (Tang and Hemler, 2004). Sin embargo esta
interaccion parece no darse en células epiteliales de alveolo en pulmon de ratén, y los
ratones deficientes en cav-1 no muestran diferencias en el patron de expresion de
EMMPRIN en estas células (Barth et al., 2006). En otros estudios se ha observado que
cav-1 induce la glicosilacion de EMMPRIN, y por tanto su homodimerizacion y
expresion en membrana (Jia et al., 2006, Du et al., 2009), que en células tumorales

esta ligada a induccion de MMPs e invasion tumoral (Sun and Hemler, 2001).
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1.2.3. Funcién

Se ha descrito la expresion de EMMPRIN en varios tipos celulares asi como en
diferentes tejidos en humano y raton. Asi por ejemplo EMMPRIN se expresa en células
hematopoyéticas, epiteliales y endoteliales (Fossum et al., 1991, DeCastro et al., 1996,
Nehme et al., 1995) en linfocitos T y B activados, asi como en células dendriticas,
monocitos y macrofagos (Koch et al., 1999). También se ha descrito su expresion en
diferentes tejidos como son el corazon, la placenta, el tiroides (Gabison et al., 2005), el
sistema nervioso central (Fan et al., 1998) y se sobreexpresa en uUtero de raton en la
etapa en la que el blastocisto se implanta en el endometrio (Xiao et al., 2002).
Ademds, parece tener un papel importante en desarrollo, diferenciacién vy
remodelamiento de varios tipos de tejidos como son pulman, timo, retina, piel, cornea 'y
sistema nervioso (Renno et al.,, 2002, Betsuyaku et al., 2003, Gabison et al., 2005,
Nabeshima et al., 2006b).

Pero EMMPRIN también ha sido estudiada en diferentes escenarios
patolégicos como inflamacion y tumorogénesis donde sus niveles de expresion son
mas altos que en condiciones basales en diferentes tipos celulares (DeCastro et al.,
1996, Muraoka et al., 1993, Polette et al., 1997).

Por otro lado, se han descrito diversas alteraciones en los ratones deficientes
en EMMPRIN. La mayoria de los embriones deficientes en EMMPRIN mueren en el
momento de la implantacion (Igakura et al., 1996, Igakura et al., 1998). Ademas tienen
varios defectos relacionados con el sistema nervioso: déficit en aprendizaje y memoria,
son mas sensibles en el modelo de “impulsos eléctricos en los pies” (“electric foot
shock” ) (Naruhashi et al., 1997) y son menos sensibles a los olores irritantes (Igakura
et al.,, 1996). También poseen defectos en la respuesta linfocitaria (Igakura et al.
1996), y en diferentes funciones neuronales en las primeras etapas del desarrollo
(Naruhashi et al. 1997). Estos ratones son también deficientes para los
transportadores de lactato MCT1, MCT2 y MCTS3 en el epitelio pigmentario, lo que
produce un defecto en la funcién de los fotorreceptores y una posible ceguera (Hori et
al., 2000, Ochrietor et al., 2002, Philp et al., 2003).

Ademas los ratones deficientes para EMMPRIN de ambos sexos son estériles.

Los machos debido a una espermatogénesis defectuosa y las hembras son estériles

debido a la implantacion fallida (Igakura et al. 1998).
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El fenotipo observado en estos ratones puede ser la consecuencia de la
alteracion de diversos procesos bioldgicos en los que EMMPRIN parece ser
importante. Algunos de ellos se describen a continuacion.

Induccién de metaloproteasas de matriz extracelular.

En diversos estudios se ha observado que EMMPRIN en diferentes escenarios
es capaz de inducir la expresion y actividad de metaloproteasas de matriz (MMPs). Asi
por ejemplo la EMMPRIN secretada por células tumorales provoca la induccion de la
expresion de MMPs en los fibroblastos normales que rodean el tejido tumoral, lo que
provoca un aumento de la invasividad del tumor (Biswas et al., 1995). En concreto
EMMPRIN puede inducir MMP1, MMP2 y MMP9 en fibroblastos (Li et al., 2001, Sun
and Hemler, 2001, Kanekura et al., 2002). Parece ser que tanto la adicion de
EMMPRIN soluble al cultivo como la induccién de su expresion en las propias células,
produce un aumento en la actividad metaloproteasa de fibroblastos (Li et al. 2001).
EMMPRIN también estimula la produccién de MMPs en las propias células tumorales
(Sun and Hemler 2001). También se ha observado que ademas de la proteina soluble
y la sobreexpresada en las células, EMMPRIN puede secretarse en microvesiculas
induciendo la expresion de MMPs en otras células, como por ejemplo endoteliales,
induciendo en éstas una mayor capacidad angiogénica (Millimaggi et al., 2007).
Parece ser ademas que el incremento de EMMPRIN y MMP2 en diferentes tipos de
tumores se asocia con un mal prondéstico. Los tumores mas agresivos son también los
que mayor expresion de EMMP muestran (lacono et al., 2007). Debido a que
EMMPRIN se expresa aunque en menor cantidad en células normales sin capacidad
tumorogénica, se piensa que la induccién de la producciéon de MMPs podria explicarse
por un diferente estado de glicosilacién o diferente procesamiento de la proteina en
diferentes ambientes celulares (Muramatsu and Miyauchi, 2003).

La induccién de MMPs dependiente de EMMPRIN también se ha observado en
otros contextos biolégicos, como en la remodelacion del endometrio (Braundmeier et
al., 2006, Noguchi et al., 2003), en arteriosclerosis donde se relaciona la expresion de
EMMPRIN con la expresion de MT1-MMP y MMP9 (Seizer et al., 2009) y en artritis
reumatoide donde la ciclosporina A aumenta la activacion de MMP9 in vitro en
monocitos/macréfagos provenientes del fluido sinovial de artritis reumatoide, mientras
que el tratamiento con anticuerpos anti-EMMPRIN disminuye esta activacion (Yang et
al., 2008).
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Adhesién celular.

EMMPRIN desempefia un papel importante en diferentes mecanismos de
adhesion celular, ya sea en la union a la matriz extracelular o a otras células. Asi por
ejemplo EMMPRIN estimula la migracion e invasion en diferentes células tumorales a
través de su interaccion con las integrinas a3p1 y a6p1 (Fossum et al., 1991, Tang et
al., 2008, Dai et al., 2009). Las integrinas son los principales mediadores de la
adhesion de la célula con la matriz extracelular, pero ademéas se ha demostrado que
algunas de ellas, como por ejemplo o331 también participan en la adhesiéon célula-
célula en células epiteliales y endoteliales (Larjava et al., 1990, Lampugnani et al.,
1991, Yanez-Mo et al.,, 1998). Esta interaccion de EMMPRIN con integrinas esta
conservada en Drosophila durante el desarrollo (Reed et al., 2004) y parece ser
responsable de mantener la arquitectura celular a través del citoesqueleto (Curtin et
al., 2005).

EMMPRIN también es importante en la adhesion célula-célula en otros tipos
celulares. En células tumorales forma un complejo con la proteina de membrana CD98
(Xu and Hemler, 2005) la cual regula fusion celular (Tsurudome and Ito, 2000) y la
adhesion dependiente de integrinas (Miyamoto et al., 2003, Fenczik et al., 2001). Este
complejo también parece estar implicado en la agregacion celular de la linea celular
mieloide U937 dependiente de CD98 (Cho et al., 2001). Sin embargo esta agregacion
a través de EMMPRIN también puede estar relacionada con la adhesién entre el
“antigeno asociado con la funcion de linfocito”, LFAL1 (Lymphocyte function-associated
antigen 1) y la molécula de adhesién endotelial ICAM-1 (InterCellular Adhesion
Molecule) (Kasinrerk et al., 1999).

EMMPRIN es ligando para la E-selectina, una de las principales proteinas de
adhesion en leucocitos. Asi, la ausencia de EMMPRIN reduce la infiltraciéon de
neutrdfilos al rifidn después de isquemia/reperfusion, asi como a través de monocapas
formadas por células endotelilales en cultivo (Kato et al., 2009). Pero también parece
implicada, a través de su interaccion con la proteina sindecan-1, en la adhesion y
quimiotaxis de linfocitos T (Pakula et al.,, 2007), y en la adhesion entre células
dendriticas y linfocitos T (Woodhead et al., 2000).

EMMPRIN también se expresa en plaquetas y participa en la interaccion
plaqueta-monocito en aterosclerosis, estimulando la expresion de MMPs por parte de
estos Ultimos (Schmidt et al., 2008) y su reclutamiento a la pared vascular (Schulz et
al., 2011). Asimismo parece estar implicada en el “rolling” de plaquetas bajo
condiciones de flujo arterial (Seizer et al., 2009).

EMMPRIN podria ser importante por si misma en la adhesion célula-célula

entre células endoteliales y epiteliales, ya que se ha descrito como un marcador de la
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barrera hematoencefélica en pollo (Risau et al., 1986, Seulberger et al., 1990) y se
localiza en los contactos célula-célula en diferentes tipos de epitelio (Deora et al.,
2004, Ma et al., 2010, Schreiner et al., 2007), aunque no se ha descrito su funcion en
estas uniones.

EMMPRIN también esta implicada en la adhesion del Plasmodium falciparun
(organismo causante de la malaria) a los eritrocitos (Crosnier et al., 2011) y en la
adhesion e internalizacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en los
linfocitos T (Pushkarsky et al., 2007, Pushkarsky et al., 2001).

Inflamacion.

En la literatura existen varios ejemplos de la interaccion de EMMPRIN con
diferentes ciclofilinas y se ha observado que tanto en leucocitos de ratbn como en
humano es necesaria la expresion de EMMPRIN para que la quimiotaxis dependiente
de ciclofilinas extracelulares ocurra. EMMPRIN interacciona con la ciclofilina A,
quimioatrayente de neutrdfilos, eosindfilos y células T. La unién a esta quimioquina
desencadena una cascada de sefializacion que induce la quimiotaxis de la célula que
expresa EMMPRIN en su superficie celular (Yurchenko et al., 2010). Existe correlacion
entre el aumento en la quimiotaxis dependiente de ciclofilinas de linfocitos T activados
y el aumento en la expresion de EMMPRIN en estas células (Gwinn et al., 2006,
Damsker et al., 2007). Ademas, parece que EMMPRIN tiene un papel importante en la
Ultima etapa de maduracion (expansion) de linfocitos T (Renno et al.,, 2002). En el
linfocito ya maduro la expresion de EMMPRIN es mas baja, pero vuelve a inducirse
cuando éste es activado (Zhang et al., 2002). Otros estudios muestran que la
activacion de linfocitos T dependiente de EMMPRIN parece estar causada por la
interaccion de éstos con las células presentadoras de antigeno (Stonehouse et al.,
1999, Woodhead et al., 2000).

Se ha demostrado que el tratamiento con anticuerpos contra EMMP reducen la
respuesta inflamatoria en modelos inflamatorios de ratén, como son la inflamacion
aguda inducida por LPS (Arora et al., 2005), la inflamaciéon asmatica aguda (Gwinn et
al. 2006), la artritis reumatoide inducida por coldgeno (Damsker et al. 2009(Jia et al.,
2009) la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Agrawal et al., 2011) y la
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) (Jia et al. 2009).

Existen también varias patologias con un componente inflamatorio que se
relacionan con un aumento en la expresion de EMMPRIN en tejidos y células. Entre
las que se encuentran enfermedades inflamatorias de pulmén (Hasaneen et al., 2005,
Foda et al., 2001); lupus eritematoso sistémico(Pistol et al., 2007); enfermedad crénica

de higado inducida por el virus de la hepatitis C (Shackel et al., 2002); aterosclerosis
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(Siwik et al., 2008, Yoon et al., 2005, Spinale et al., 2000, Choi et al., 2002); Isquemia
(Waldow et al., 2009, Boulos et al., 2007). En muchas de estas patologias existe una
correlacion entre la expresion de EMMPRIN vy la de ciclofilina A (Yurchenko et al.,
2010).

EMMPRIN como chaperona.

La chaperonas son proteinas que ayudan al plegamiento, ensamblaje y
transporte de otras proteinas. Se ha descrito que EMMPRIN es capaz de interaccionar
con los transportadores MCT1, MCT3 y MCT4 facilitando su expresién y ensamblaje
en membrana (Kirk et al., 2000, Philp et al., 2003). Se piensa que esta interaccion es
la responsable de que los ratones deficientes en EMMPRIN tengan una visién limitada,
ya que estos transportadores se expresan en la superficie de las células de Muller y en
las células fotorreceptoras, y estan estrechamente relacionados con el metabolismo
celular y la produccién de energia, debido a que su principal sustrato es el lactato.
Ademéas EMMPRIN parece ser importante en la polarizacion en membrana de estos

transportadores, en diferentes epitelios (Deora et al., 2005, Castorino et al., 2011).

Transduccién de sefiales y angiogénesis.

Una funcién importante las proteinas de membrana es la transduccion de
sefiales, por la que estimulos del exterior son recibidos, procesados y transmitidos al
interior celular, provocando una respuesta a ese estimulo en concreto. EMMPRIN se
ha relacionado con varias de las rutas de sefializaciéon de la célula. Asi por ejemplo se
ha relacionado la expresion de EMMPRIN en membrana con la via de Vav/Rac/Pak en
células T (Ruiz et al., 2008), las vias dependientes de Rac-1, PI3K/Akt/IKK/NF-kappaB
y MKK7/INK/AP-1 en cardiomiocitos (Venkatesan et al., 2010), la sefializacion
desencadenada por fosofolipasa A2/5-lipoxigenasa en fibroblastos (Taylor et al., 2002)
y la ruta candénica de Wnt/B-catenina, la ruta de FAK-paxillin y FAK-PI3K-ca2+ y de la
MAPK (mitogen-activated protein kinases) p38 en células tumorales (Lim et al., 1998).
También se ha correlacionado con la expresion de otras proteinas MAPKs en
diferentes tipos de tumores (Davidson et al., 2003). EMMPRIN también parece estar
implicada en la sefializacion a través de ERK y Ca2+ en relaciéon a su funcion como
receptora de ciclofilinas (Yurchenko et al., 2001, Yurchenko et al., 2002, Boulos et al.,
2007, Yang et al., 2008).

Existen varios estudios relacionando la actividad de EMMPRIN con la
formacion de nuevos vasos a partir de los ya establecidos, proceso conocido como
angiogénesis. Por un lado la produccién de metaloproteasas por parte de las células

endoteliales es uno de los primeros pasos en angiogénesis, ya que son esenciales
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para la remodelacion de la matriz extracelular y la migraciéon e invasién necesarias
para la formacion del nuevo vaso (Senger and Davis, 2011, Handsley and Edwards,
2005). En concreto se ha observado que EMMPRIN procedente de tumores es capaz
de aumentar la capacidad angiogénica de células endoteliales in vitro a través de la
produccion de MMPs (Millimaggi et al., 2007, Caudroy et al., 2002). Ademas varias de
las rutas de sefializacion descritas dependientes de EMMPRIN impactan de manera
directa angiogénesis. Asi, se ha descrito por ejemplo que EMMPRIN es capaz de
regular la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (Vascular
Endotelial Growth Factor), ya sefializacion es esencial para el inicio de la angiogénesis
(Gerhardt et al., 2003). Se han descrito dos vias a través de las cuales EMMPRIN
induce la expresion de VEGF en células endoteliales; a través de la via de
sefalizacién de PI3K-Akt (Tang et al., 2006); (Dai et al., 2011, Chen et al., 2009) y a
través de la induccion del factor de transcripcion HIF-2a. que a su vez induce la
expresion del receptor 2 de VEGF (VEGFR2) y de las isoformas solubles de VEGF
121 y 165, pero no de la isoforma insoluble 189, (Bougatef et al., 2009).

Por dltimo EMMPRIN puede estimular su propia expresion a través de una
retroalimentacion positiva induciendo la produccién de VEGF (Tang et al., 2005) asi
como de la forma soluble de EMMPRIN (Tang et al., 2004b).
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2. OBJETIVOS

25



26



1. Caracterizar la expresion y la localizacion subcelular de la proteina

transmembrana EMMPRIN durante la formacion de monocapas endoteliales.

2. Analizar los mecanismos de reclutamiento de EMMPRIN a los contactos

célula-célula endotelial.

3. Estudiar el impacto funcional de la deficiencia de EMMPRIN en la integridad

vascular in vitro e in vivo.

4. Caracterizar los mecanismos moleculares por los que EMMPRIN regula la

formacion de los contactos endoteliales.
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3. MATERIALES Y METODOS
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Anticuerpos utilizados.

Anticuerpos primarios Origen Compafiia
Caveolin-1 Conejo BD Transduction Laboratories
Clatrina Ratén BD Transduction Laboratories
m-VE-cadherina Cabra Santa Cruz Boitechnology
Flag Ratén Sigma
HA Raton Covance
3 Cedido por el laboratorio del Dr. Francisco
hEMMP (VJ/gl) Raton Sanchez Madrid

Cedido por el laboratorio del Dr. Francisco

hPECAM-1(TP1/15) Ratén Sanchez Madrid
. 3 Cedido por el laboratorio del Dr. Francisco
hVE-cadherina (TEA1/31) Raton Sanchez Madrid
MmEMMP Rata eBiosciences
Millipore

mMPECAM-1 Hamster

Armenio
mVE-cadherina Rata BD Transduction Laboratories
pMLC Raton Cell signalling
Rab11 Conejo Sigma
B-Actin Raton Sigma-Aldrich
y-catenina Raton BD Transduction Laboratories
Anticuerpos secundarios Origin Company

Anti raton/ conejo/ rata

conjugado con peroxidasa Cabra  Jackson Immunoresearch Laboratories

Anti raton/ conejo/ rata

conjugado con Cabra  Molecular Probes (Invitrogen)
Alexa 488, 594 o0 647

Anti ratén / cabra

conjugado con Alexa 594  Burro  Molecular Probes (Invitrogen)
0 647

Anti Hamster Armenio
conjugado con FITC Cabra  Jackson Immunoresearch Laboratories

Cultivos celulares.

Las HUVEC (Human umbilical vascular endothelium cells) fueron obtenidas de
la casa comercial Lonza o extraidas de cordones umbilicales cedidos por la Clinica del
Rosario en Madrid. En este caso fueron extraidas y cultivadas segun lo descrito en
(Arroyo et al., 1992). Brevemente, la vena umbilical de los cordones se lavd con
solucion salina Hank’s (HBSS) (Lonza) y se incubé con Colagenasa P (Roche) al 0,1%
en HBSS durante 20min a 37°C. Posteriormente se perfundié la vena con medio 199
para extraer las células separadas de la matriz y neutralizar la digestion enzimatica.

Las células asi extraidas o descongeladas en el caso de las comerciales, fueron
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crecidas en medio 199 (Lonza) suplementado con suero fetal bovino (SFB, GIBCO) al
20%, penicilina (100U/ml, Lonza), estreptomicina (100ug/ml, Lonza), L-Glutamina
(2mM Lonza), Hepes (10mMLonza), Heparina (10U/ml, Chiesi) y factores de
crecimiento de cerebro bovino preparados en el laboratorio (0.05mg/ml). Las células
fueron cultivadas sobre pléstico o cristal ambos recubiertos con una matriz de gelatina
(sigma) al 0,5% y para los experimentos con una matriz de colageno bovino (10ug/mL,
PureCol). Para los experimentos de cinética y formaciéon en tubos de colageno, se
utilizé el medio HE-SFM (GIBCO) suplementado de la misma manera pero sin SFB.

Las células endoteliales de pulmén MLEC (Mice lung endotelial cells) de los
ratones de genotipo silvestre o deficientes en EMMPRIN se obtuvieron como se
describe en (Oblander et al., 2005). Brevemente, los pulmones de ratones de 4 a 8
semanas y después de homogeneizarlos mecanicamente con un bisturi fueron
tratados con Colagenasa tipo | (0,4% en HBSS, GIBCO) 1h a 37°C. Posteriormente la
reaccion enzimatica fue neutralizada con medio DMEM-F12 y la solucion de células
obtenida se pas6 por un filtro de 70um. La solucién filtrada se centrifugd 5min a
1200rpm vy el pellet se resuspendi6 en DMEM-F12 suplementado con SFB al 20%,
antibiéticos (Penicilina y estreptomicina), L-Glutamina, Hepes, Heparina y factores de
crecimiento de cerebro bovino. Las células fueron crecidas sobre plastico con una
matriz mezcla de colageno bovino (30pg/mL), Fibronectina (10ug/mL) y Gelatina
(0,1%) y seleccionadas para purificar el cultivo de células endoteliales.

Para extraer células endoteliales de aorta de ratbn MAEC (Mice aortic
endotelial cells) se extrajo la aorta de al menos 6 animales de cada genotipo y
después de limpiar la grasa subyacente se digirieron en una solucién de
colagenasa/elastasa (1980U/ml de colagenasa tipo | y 11.3U/ml de elastasa, ambas de
Worthington) durante 5min a 37°C. Transcurrido ese tiempo se separ6 la adventicia
con unas pinzas y el tejido restante se digirié en colagenasa tipo | (1100U/ml) 45min a
37°C. La digestion se neutralizé con medio de cultivo y la suspensién resultante fue
centrifugada 5min a 1200rpm. El pellet fue resuspendido en medio DMEM (Lonza) y
las células asi obtenidas se sembraron sobre placas de plastico recubiertas con una
matriz de 0,02% de gelatina. Las células se cultivaron en DMEM suplementado con
antibiéticos (penicilina/estreptomicina), I-glutamina, Hepes y 10% de SFB y una vez
crecidas se seleccionaron las células endoteliales mediante el uso de un iman con un
aticuerpo anti-ICAM2 y un anticuerpo secundario unido a bolas magnéticas (anti rata

hecho en oveja, Dako).
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Las células CHO (Chinese Hamster Ovarium) fueron crecidas con DMEM-F12
suplementado con SFB al 5%, antibi6ticos (Penicilina y estreptomicina), L-Glutamina y
Hepes.

Todas las células fueron cultivadas a 37°C en una atmoésfera humedecida al
5% de CO2.

Mantenimiento de la colonia de ratones deficientes en EMMPRIN.

Los ratones heterocigotos en fondo BL6 para el gen Bsg fueron cedidos por el
Dr Kadomatsu. La colonia se mantuvo en heterocigosis ya que los ratones
homocigotos deficientes en éste gen son estériles. Estos ratones ademas nacen en
una frecuencia muy baja cuando estan en fondo puro BL6, (Chen et al., 2004). Para
optimizar la obtencién de ratones homocigotos deficientes en Bsg se procedié a cruzar
ratones heterocigotos en EMMPRIN con fondo C57/BL6 (Charles River) con ratones
de genotipo silvestre 129sv (Charles River). Los heterocigotos descendientes de este
cruce se cruzaron para obtener los ratones homocigotos deficientes en EMMPRIN que
fueron empleados en los diferentes experimentos de esta tesis. Los animales fueron
alimentados ad limitum con una dieta estandar (2018 Teklad global, Harlan Interfauna
Ibérica S.L.). EI mantenimiento de los animales se realiz6 siguiendo la normativa
internacional. Se realizaron periddicamente informes de seguimiento sanitario, en los
qgue consta la ausencia de organismos patégenos de acuerdo a las recomendaciones

de FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations).

Silenciamiento de EMMPRIN en células primarias mediante ARNi y transfeccion.

Se sembraron 300000 HUVEC por pocillo de placa de p6 el dia anterior a la
transfeccion. Transcurridas de 18h a 20h las células fueron transfectadas con
oligonucleétidos de pequefio tamafio (50 nucleétidos) de ARN predisefiado (Ambion)
capaz de interferir la expresion de EMMPRIN a través de la degradacién de su RNA
mensajero. Para la introduccion de los oligonucleétidos en las células se utilizd
oligofectamina (invitrogen) en medio optimem (Gibco). Se incubaron las células con los
complejos de siRNA y oligofectamina durante 4h en un volumen total de 800ul y
después se afiadieron 400ul de Optimem con SFB al 30% de modo que la
concentracion final de este Ultimo quedd al 10%. A las 24h se procedio a utilizar las
células para los diferentes experimentos.

Para la realizacién de los experimentos de video-microscopia con “LifeAct” las

HUVEYV se silenciaron para EMMPRIN como se acaba de describir y 24h después de
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afadir el ARNi y manteniéndolas en Optimem se transfectaron con Lipofectamina 2000
(Invitrogen) segun las indicaciones facilitadas por el fabricante. Después de 20h las
células se levantaron mediante tripsina y se sembraron en una placa de 35mm de
diametro con fondo de cristal. A las 6h después de sembradas se pusieron en el
microscopio confocal a 37°C en una atmosfera humedecida al 5% de CO2 y se
tomaron fotos en diferentes posiciones de la placa cada 5min durante 15h.

Citometria de flujo.

Las HUVEC fueron cultivadas como se ha indicado anteriormente y
despegadas del sustrato en presencia de tripsina (Gibco) 5min a 37°C. Las células
fueron centrifugadas 5min a 1200rpm a RT resuspendidas en PBS con BSA al 2% vy
contadas. Se utilizaron 100000 células para cada tipo de tincion y después de
centrifugarlas de nuevo en las mismas condiciones se resuspendieron en el
sobrenadante del hibridoma VJ1/9.1 para analizar la expresion de EMMPRIN en la
superficie celular y en el sobrenadante del hibridoma TP1.15 para ver expresién de
PECAM-1, que se emple6é como control positivo o en PBS como control negativo. Las
células se incubaron con el sobrenadante 20min a 4°C, después de lo cual se lavaron
con PBS-BSA 2%, se centrifugaron y se resuspendieron en esta misma solucién con
un anticuerpo anti-ratébn conjugado con Alexa 488 diluido en PBS-BSA. Las células se
incubaron con el anticuerpo secundario 20min a 4°C y a continuacion se lavaron con
PBS-BSA se centrifugaron y se resuspendieron en una dilucién de loduro de Propidio
en PBS-BSA. Las células asi resuspendidas se analizaron en el citometro (FACs-
Canto, Becton Dickinson) descartando las células tefiidas con ioduro de propidio como

células muertas.

Andlisis de proteinas mediante western blot.

Para la separacion de proteinas por electroforésis y su posterior analisis
mediante western blot se desnaturalizaron cantidades iguales de proteinas (10-30ug)
a 95°C en tampoén Laemmli y se cargaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
diferentes porcentajes. Finalizada la electroforésis, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Hybond C; Amersham Pharmacia Biotech, UK). Las
membranas se bloquearon durante 1h en una solucion de BSA al 5% en PBST (PBS
con Tween-20 al 0,1%). Posteriormente se incubaron 1h a temperatura ambiente o

toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario y después de lavarlas en PBST se
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incubaron 1h a temperatura ambiente en anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa.

Para el andlisis de proteinas en condiciones nativas se emple6 el kit
comercializado por invitrogen, NativePAGETM y se siguieron las indicaciones
facilitadas en el kit.

Immunofluorescencia in vitro.

Para el andlisis de inmunofluorescencia, se sembraron 80000 células por
pocillo de p24 con cristal, recubierto de la matriz requerida. Las células se dejaron
crecer hasta el punto de confluencia de interés y posteriormente fueron fijadas en una
solucion de PFA al 4% y Sacarosa al 2% en PBS y lavadas tres veces en PBS.
Posteriormente se bloquearon con BSA al 2% en PBS. En algunos casos las células
fueron permeabilizadas durante 10min en una solucion de TX100 al 1% en PBS.
Posteriormente se incubaron en cdmara hiumeda con el anticuerpo primario diluido en
PBS durante 1h a 37 °C o durante toda la noche a 4°C. Después se realizaron 3
lavados de 5min en PBS vy los cristales fueron incubados con el anticuerpo secundario
diluido en PBS 1h a 37°C en camara humeda. Después de la incubacion, se realizaron
tres lavados de 5min en PBS y finalmente los cristales fueron montados sobre

portaobjetos con medio de montaje Prolong (invitrogen) y sellados con Dpx (Fluka).

Geles de colageno.

Las HUVEC se sembraron sobre un primer gel de colageno compuesto por
colageno diluido en medio HE-SFM (o EBM)+ 0,5% NaOH quedando el colageno a
una concentracion final de 1,2 mg/ml. Posteriormente las células se incubaron sobre
este gel en su medio durante 30min- 1h hasta que se observo en el microspcopio de
contraste de fases que las células ya se habian adherido al primer gel. En ese
momento se retird el medio y se afladié un segundo gel de colageno sobre las células
ya adheridas. Se incub6 1h a 37°C en el incubador para permitir la gelificacion del
colageno. Una vez transcurrido ese tiempo se afiadié6 1ml de HE-SFM con 10% de
SFB y factores de crecimiento. Transcurridas 24h se tomaron fotos en microscopia de
contraste para observar la morfologia general de los tubos y con el objetivo de analizar
el nimero de tubos formados por pocillo. Posteriormente los geles se fijaron en
Paraformaldehido al 4% durante 20min a T2 ambiente, y se analizé la distribucion de
EMMPRIN mediante inmunofluorescencia (descrita anteriormente) y microscopia

confocal.
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Immunofluorescencia de téjidos ex vivo.

Para el analisis de EMMPRIN y de diferentes marcadores de los contactos
celulares entre células endoteliales en vasos de diferentes tejidos de ratén, se
utilizaron ratones de 4-8 semanas de edad, que fueron prefundidos con PFA al 1% con
una tasa de perfusion de 4ml/min. Posteriormente se extrajeron la trAquea, la aorta y el
diafragma y fueron sometidos a otra fijacion ex vivo con PFA 1% durante 1h a RT.
Después, los tejidos fueron lavados en PBS y limpiados bajo la lupa para retirar restos
de grasa y otros tejidos que pudieran dificultar la visualizacion de los vasos. Una vez
limpios los tejidos se incubaron en el anticuerpo primario diluido en PBS con TX100 al
0,3% y suero del cabra o de burro al 2% durante toda la noche a T2 ambiente 0 a 4°C
dependiendo del anticuerpo y en agitacion suave. Al dia siguiente se realizaron 6
lavados de 30min seguidos de dos de 1h con PBS TX100 0,3% y posteriormente los
tejidos fueron incubados en el anticuerpo secundario diluido en PBS TX100 al 0,3%
durante toda la noche a RT o a 4°C. Finalizada la incubacion con el secundario se
relizaron otra vez 6 lavados de media hora en PBS TX100 0,3%y 2 de una hora en
PBS para retirar los restos de detergente. Una vez lavados, los tejidos fueron fijados
de nuevo durante 2min a RT en PFA al 1% y montados con Vectashield (VectorLabs)

sobre portaobjetos que posteriormente fueron sellados con Dpx.

Ensayo de permeabilidad in vitro.

Con el objetivo de analizar la integridad de la monocapa formada por las
HUVEC deficientes en EMMPRIN, se sembraron células control, interferidas con ARNi
Neg y con dos ARNi diferentes para EMMPRIN sobre pocillos con una membrana
permeable recubierta de Col | (Millipore). Las células se cultivaron durante 72h en
medio 199 complementado para permitir la maduracién de la monocapa. Transcurridas
esas horas, se afadi6 dextrano fluorescente (FITC) de bajo peso molecular (70KDa)
en la parte superior del pocillo y se fueron recogiendo muestras de medio de la parte
inferior del pocillo a diferentes tiempos. Posteriormente estas muestras se analizaron

en el espectrofluorimetro con un filtro de excitacion de 488nm y de emisién de 538nm.
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Ensayo de Permeabilidad in vivo.

Se realizaron dos tipos de ensayos de permeabilidad vascular in vivo y todos
se realizaron con ratones de 5-6 semanas de edad de fenotipo silvestre o deficientes
en EMMPRIN.

1. Permeabilidad vascular en estado basal: Los ratones fueron anestesiados
con una mezcla de Zoletil/Domtor y posteriormente fueron inyectados via
intravenosa en la vena yugular izquierda externa, con una solucion de azul de
Evans en suero fisiol6gico, a una concentracion de 30mg/kg del animal en un
volimen de 150pl. Los animales fueron reanimados con antisedan y se
sacrificaron mediante camara de CO2 transcurridas las 24h. Posteriormente se
prefundieron con suero fisiolégico a una tasa de 4ml/min y los 6rganos fueron
extraidos y deshidratados a 55°C 24h. Una vez secos fueron pesados y el azul
de Evans fue extraido del tejido por inmersion del 6rgano en 500ul de
formamida durante 48h a RT. Se tomaron muestras del colorante diluido en la
formamida de cada érgano y éstas fueron analizadas en el espectofotometro a
600nm y los datos normalizados con respecto al peso en seco de cada érgano.

2. Permeabilidad vascular en condiciones de inflamacion: Los ratones
fueron anestesiados e inyectados como se acaba de describir en el parrafo
anterior. Transcurridos 5 min después de la inyeccion se aplicé en la oreja
derecha del animal aceite de mostaza (diluida al 5% en aceite mineral) y en la
oreja izquierda aceite mineral. Después de 30 min se sacrificé a los animales
mediante cadmara de CO2. Se extrajeron las orejas, y se procesaron como se
ha explicado antes para los 6érganos. Este mismo ensayo se realizdé pinchando
Dextrano conjugado con TIRTC de 4KDa o 70KDa en lugar de azul de Evans.
En este caso las orejas fueron procesadas segun lo descrito en el apartado de

inmunofluorescencia de téjidos ex vivo.

Microscopia electrénica de aorta de raton.

Para el andlisis de la ultraestructura de los contactos endoteliales en aorta de
raton se emplearon ratones de 5 semanas tanto de fenotipo salvaje como deficientes
en EMMPRIN. Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de Zoletil/Domtor.
Una vez dormidos los animales fueron perfundidos por el ventriculo izquierdo con PFA

4% y Glutaraldehido al 1% a una tasa 4mL/min. Una vez prefundidos los animales se
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les extrajeron las aortas, se retird la grasa subyacente se trocearon en anillos de 5mm

y fueron incluidas en resina y procesadas para realizar cortes ultrafinos.
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4. RESULTADOS
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4.1. EXPRESION Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE EMMPRIN DURANTE LA
FORMACION DE LA MONOCAPA ENDOTELIAL.

Con el objetivo de analizar la expresion y localizacién subcelular de la proteina de
membrana EMMPRIN en células endoteliales se emplearon cémo modelo de estudio
células endoteliales de cordon umbilical humano (human umbilical vein endotelial cells,
HUVEC) y se analizaron a diferentes tiempos durante la formacion de la monocapa
endotelial en cultivo (1, 24, 48 y 72h después de la siembra).

4.1.1. La expresion de EMMPRIN se regula en la superficie de las HUVECs

durante la formacion de la monocapa.

Mediante el empleo de citometria de flujo se observé que aproximadamente el
100% de las HUVECs expresaban EMMPRIN en su superficie celular y que esta

expresion variaba a lo largo de la formacién de la monocapa (Figura 6).
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Figura 6. La expresion de EMMPRIN varia en la superficie celular a lo largo de la
formacion de la monocapa endotelial. A. Patron de expresion de EMMPRIN en
membrana en HUVEC en confluencia, analizado por citometria de flujo. La intensidad de
fluorescencia se da en escala logaritmica. EMMPRIN se expresa en el 100% de las
HUVEC en cultivo. B. Expresion de EMMPRIN en membrana, analizada por citometria
de flujo a 1h, 24h, 48 y 72h después de la siembra. C. Representacion del cambio en la
intensidad de fluorescencia de EMMPRIN en membrana a lo largo del establecimiento de
la monocapa mediante induccién total con respecto a 1h. Media aritmética + s.e.m. (n=3).

De esta manera la expresion de EMMPRIN en superficie aumentaba de 1h a 24h
coincidiendo con el momento en que las células empiezan a establecer las uniones y a
adquirir confluencia en cultivo. La expresiéon disminuia a las 48h y 72h, coincidiendo
con la adquisicion del estado quiescente de la monocapa. Esta regulacion de la
expresion podria sugerir un posible papel de EMMPRIN en la formacion de las

uniones.
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4.1.2. La cantidad total y el estado de glicosilacion de EMMPRIN varia a lo largo

de la formacion de la monocapa endotelial.

El andlisis bioguimico mediante “western blot” mostr6 una regulacion en la
cantidad de EMMPRIN en lisados totales similar a la observada en la superficie celular
(Figura 7). Asimismo la movilidad electroforética de EMMPRIN cambiaba de 1h a 24h,
lo que podria corresponder segun trabajos publicados anteriormente con un cambio en
el estado de glicosilacion de la proteina (Tang et al., 2004a).
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Figura 7. La expresion total de EMMPRIN varia a lo largo de la formacién de la
monocapa de HUVEC en cultivo. A. Western blot de lisados totales de HUVEC a 1, 24,
48 y 72h postsiembra mostrando la expresién de EMMPRIN a estos tiempos. Se muestra
también el cambio en la glicosilacion de EMMPRIN a lo largo de la formacion de la
monocapa. (flecha, EMMPRIN con bajo nivel de glicosilacion y cabeza de flecha,
EMMPRIN altamente glicosilada). B. Cantidad de proteina total de EMMPRIN en relacion
a la expresion de tubulina. Los datos se muestran como la media aritmética + s.e.m.
(n=3)

Como ya se ha comentado en la introduccion, la glicosilacion de EMMPRIN
puede afectar a su homodimerizaciébn en membrana, asi como a su interaccién con
otras proteinas. De modo que este cambio en la movilidad electroforética observado
en las primeras etapas de la formacion de la monocapa asi como el cambio en su
expresion podrian suponer una diferente regulacion del trafico de EMMPRIN o de su

localizacion subcelular.
4.1.3. EMMPRIN se recluta de manera temprana a los contactos intercelulares.

La localizacion subcelular de EMMPRIN fue analizada durante la formacion de
la monocapa en cultivo mediante microscopia confocal (Figura 8). Se pudo observar
que en los primeros estadios de la formacion de la monocapa (1h y 24h) EMMPRIN se
localizaba de manera difusa en la membrana y en pequefias vesiculas en la parte
apical de la superficie celular. Asimismo EMMPRIN aparecia enriquecida en

protrusiones de membrana como filopodia y lamelipodia entre células adyacentes.
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Algunas de estas estructuras en las que se vio un enriquecimiento de EMMPRIN no
eran positivas para el marcaje de la VE-cadherina, lo que sugiere un reclutamiento
més temprano de EMMPRIN en la formacién de los nuevos contactos intercelulares.
Segun transcurria la maduracion de la monocapa (48h y 72h) se vio como EMMPRIN

se reclutaba principalmente a estos contactos.

EMMPRIN / VE-Cadherin

Figura 8: EMMP se recluta en protusiones de membrana que inician los contactos
entre células endoteliales y decora las uniones entre estas células cuando han
alcanzado la confluencia. Tincion mediante inmunofluorescencia de EMMPRIN (verde)
y de VE-cadherina (rojo) a lo largo del establecimiento de la monocapa de HUVEC. Se
muestran proyecciones maximas de secciones confocales de 0,3um. Escala 20um. En
los detalles se muestra a mayor magnificacion cémo EMMPRIN se recluta de manera
temprana a regiones de membrana donde se esta iniciando el contacto entre dos células
sin tincion positiva para VE-cadherina.

Una vez confirmada la presencia de EMMPRIN en los contactos formados
entre células endoteliales, se analizdé su colocalizacién con marcadores de diferentes
tipos de union de las células endoteliales una vez establecida la monocapa (Figura 9).
Se vio que EMMPRIN colocalizaba con las proteinas VE-cadherina (uniones
adherentes), JAM-A (uniones estrechas) y PECAM-1 en un 47,82%, 74% y 95%

respectivamente.
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VE-Cadherina

PECAM-1

Figura 9: EMMPRIN colocaliza principalmente con PECAM-1 en los contactos
intercelulares de HUVEC en cultivo. Se muestran secciones confocales de 0,3um de
dobles tinciones mediante inmunofluorescencia de EMMPRIN con otras proteinas de los
contactos celulares, en concreto VE-cadherina (Colocalizacién: 47,82%+13,71%)
perteneciente a uniones adherentes, JAM A (Colocalizacién: 80,74%=7,91%) de uniones
estrechas y PECAM-1 (Colocalizacion: 95,00%+3,54%). Escala 10um. A la derecha se
muestra un patrén representativo del andlisis de colocalizacion.

Estos datos indicaban a que EMMPRIN muestra un tipo de distribucién en las
uniones endoteliales mas similar a JAM-A y principalmente a PECAM-1 el cual no se

asocia a ningun tipo de unién en concreto.
4.2. TRAFICO DE EMMPRIN A LOS CONTACTOS CELULARES.

Habiéndose observado que la localizacion de EMMPRIN variaba durante el
establecimiento y maduracion de la monocapa y cémo parte del estudio de la
regulacion de EMMPRIN en células endoteliales, se decidi6 investigar qué rutas de
trafico celular podrian estar implicadas en el reclutamiento de EMMPRIN a los
contactos intercelulares. Para ello se analizO mediante microscopia confocal la
colocalizacion de EMMPRIN con marcadores implicados en reciclamiento y trafico
celular como son clatrina, el marcador de endosomas tempranos EEALl (early

endosome antigen 1) y las GTPasas de pequefio tamafio Rab11 y Rab8 (Figura 10).
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Figura 10: EMMPRIN colocaliza parcialmente con vesiculas positivas para
Rab11 y clatrina en los contactos. Se muestran dobles inmunofluorescencias de
EMMPRIN con diferentes marcadores de vesiculas implicadas en tréfico celular.
Rabl1 y clatrina son marcadores de vesiculas de reciclaje, Rab8 de vesiculas de
trafico de la red trans-golgi a membrana y EEA1 es marcador de endosomas
tempranos. Las fotos muestran secciones de 0, 3um tomadas mediante microscopia

Mediante este andlisis se vio que EMMPRIN colocalizaba parcialmente con
clatrina en la zona perinuclear principalmente y en algunas zonas de membrana donde
dos células contactaban (asteriscos). EMMPRIN también localizaba parcialmente
Rabl11 en el interior celular y también en zonas de los contactos. Sin embargo la
localizacién con Rab8 se restringia a la zona perinuclear principalmente a 1h y 24h
mientras que la localizacion con EEAL1 quedaba restringida a algunas vesiculas a 1h
(Figura 10). También se analizé la colocalizacion de EMMPRIN con la proteina de
caveolas caveolina-1 (cav-1), ya que se ha descrito la interaccion entre estas dos
proteinas en otros tipos celulares (Tang et al., 2004a). Las caveolas se han implicado
principalmente en endocitosis, pero también se ha descrito su papel en transporte

desde la red transgolgi a la parte apical de la membrana principalmente (Scheiffele et
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al., 1998). A 1h y 24h después de la siembra se observé como EMMPRIN colocalizaba
principalmente con vesiculas ricas en Cav-1, disminuyendo esta colocalizacion a 48h
cuando la monocapa ya estaba formada (Figura 11).
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Figura 11. EMMPRIN colocaliza con caveolina-1 al principio de la formacién de la
monocapa. A. Tincion mediante inmunofluorescencia de EMMPRIN (rojo) y cav-1
(verde). Se muestran secciones confocales de 0,3um. Escala 20 ym B. Grafico
mostrando el andlisis de colocalizacién. Los datos se dan como la media aritmética +
s.e.m. (n=3).

Este cambio en la colocalizacion de EMMPRIN y Cav-1 correlaciona con el
cambio en la glicosilacion de EMMPRIN observado mediante bioquimica. Estos datos
coinciden con lo publicado en trabajos anteriores en los que se demuestra la
interaccion entre EMMPRIN poco glicosilada y Cav-1(Tang et al., 2004a).

A continuacion se decidié estudiar si el estado de glicosilacion de EMMPRIN
podia influir en el trafico de ésta a los contactos celulares. Para ello se empleé una
construccion de EMMPRIN en la que se mutaron los aminoacidos susceptibles de
glicosilacién por aminoacidos que no pudieran glicosilarse. Esta construccion se
transfect6 en células epiteliales de ovario de hamster chino (CHO) que no expresan
EMMPRIN en condiciones basales, eliminando asi el efecto que pudiera tener la
posible interaccién de la EMMPRIN end6gena con la EMMPRIN mutada (Figura 12).
Se observd que las células transfectadas con el mutante mostraban una mayor
acumulacién de la proteina en la parte apical de la célula, mientras que en las células
transfectadas con la EMMPRIN silvestre, esta proteina se localizaba en las uniones

entre las células.
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mEMMP Glyc* mEMMP

Figura 12. La mutacion de los sitios de glicosilacicon de EMMPRIN impide su
reclutamiento a las uniones. Se muestran proyecciones maximas de secciones
confocales de 0,3um de células transfectadas con EMMPRIN silvestre de ratén
(mEMMP) y EMMPRIN de ratén mutado en sus sitios de glicosilacion (Glyc*mEMMP).
Escala 10um. Debajo se muestran las proyecciones en Z. ( asterisco, parte basal;
cabeza de flecha, parte apical). La tincion se hizo mediante inmunofluorescencia de los
epitopos HA (MEMMP) y FLAG (Glyc*mEMMP).

4.3. CONTRIBUCION DE EMMPRIN A LA FORMACION DE TUBOS Y
MONOCAPAS ENDOTELIALES.

Con el objetivo de conocer el papel que EMMPRIN podria desempefiar en la
formacion de tubos capilares y monocapas endoteliales y mas en concreto en los
contactos entre las células endoteliales, se utilizaron células deficientes en esta

proteina en diferentes modelos funcionales.

4.3.1. La expresion de EMMPRIN disminuye eficazmente en células HUVEC
transfectadas con oligonucle6tidos de ARN de interferencia.

Para reducir la expresion de EMMPRIN en HUVEC se emplearon
oligonucleétidos de ARN de interferencia (ARNi) especificos para esta proteina.
Después del silenciamiento se recogieron lisados proteicos a diferentes tiempos y se
observé una disminucién de un 50% a un 80% de EMMPRIN a nivel de proteina total
gue se mantenia hasta las 72h postsiembra (Figura 13). Como control se incubaron
células solo con oligofectamina (CN) 6 con un ARNi del que no existe diana en el

genoma humano (Neg).
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Figura 13. EMMPRIN se silencia eficientemente con oligonucleotidos de ARNi. A.
Western blot mostrando la banda de EMMPRIN en células incubadas con un
oligonucleodtido sin diana (Neg) o con dos oligonucleotidos capaces de interferir la
expresion de EMMPRIN. Los lisados se tomaron a 1h, 24h y 48h después de sembrar las
células. Se muestra como control de carga la a-tubulina. B. El histograma de barras
representa la cuantificacién de la expresiéon de EMMPRIN en relacion a la expresion de
tubulina. El valor es dado como porcentaje de silenciamiento respecto del control (Neg).

Porcentaje de silenciamiento

4.3.2. La ausencia de EMMPRIN afecta a la formaciéon de tubos endoteliales.
Para evaluar el efecto funcional de la disminucion de EMMPRIN en HUVEC, se

analizé la formacién de tubos tridimensionales formados por estas células cuando son

embebidas en geles de colageno tipo | (Figura 14).
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Figura 14. Las HUVEC silenciadas para EMMPRIN forman menos tubos en geles de
colageno. A. Microscopia de fase mostrando los tubos formados en geles de colageno por
HUVEC control, Neg o silenciadas para EMMPRIN. (Magnificacion 20x) B. Cuantificacion de
los tubos formados. Las barras del histograma representan la media aritmética +s.e.m. en
induccién total con respecto a la media control. * P=0,044; ** P=0,017.(t de student, n=3).

Se observo una reduccién en el numero de estructuras tubulares en HUVEC
silenciadas en EMMPRIN, y en su lugar se observaron restos celulares conformando
una especie de estructura tubular. Esto podria indicar que las estructuras tubulares
formadas por las células deficientes en EMMPRIN eran més inestables. La tincion de
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EMMPRIN mediante inmunofluorescencia confirmé que esta proteina también se
expresa en los contactos entre las células endoteliales formando estas estructuras
(Figura 15).

!

Figura 15. EMMPRIN se expresa también en los contactos entre HUVEC formando
tubos en geles de colageno |. Microscopia de fase e inmunofluorescencia de
EMMPRIN (verde) mediatne microscopia de epifluorescencia de un tubo formado por
HUVEC embebidas en un gel de colageno |

Una de las causas que puede afectar a la estabilidad de los tubos en tres
dimensiones es la formacién y maduracion de los contactos intercelulares. Por esta
razon y habiendo observado que EMMPRIN se localizaba en las uniones endoteliales
también en estos tubos, se procedid6 a analizar si las HUVEC silenciadas para
EMMPRIN eran capaces de formar correctamente los contactos entre ellas.

4.3.3. La deficiencia de EMMPRIN afecta a la estructura de los contactos

intercelulares.

Para evaluar el impacto de la ausencia de EMMPRIN en la estabilizacién de las
uniones endoteliales, se sembraron células control y silenciadas y se cultivaron hasta
llegar a la confluencia (48h-72h ). Las células observadas por contraste de fase
mostraban indicios de alguna alteracibn en los contactos, ya que las células
interferidas para EMMPRIN tenian una mayor retraccion de la membrana en los
contactos intercelulares (Figura 16A). Una vez fijadas las células se analiz6 mediante
inmunofluorescencia la expresion de diferentes proteinas de las uniones. Se observé
qgue en las células interferidas para EMMPRIN decrecia la intensidad de PECAM-1 y
JAM-A (Figura 16B).
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Figura 16: El silenciamiento de EMMPRIN en HUVEC altera la expresién de
proteinas de las uniones célula-célula. A. Microscopia de contraste de fases
mostrando monocapas formadas por HUVEC control o interferidas con un ARNi Neg o
ARNi para EMMP. Se muestra a mayor magnificacion la retraccién de algunos de los
contactos. B. Inmunofluorescencia de JAM A (rojo) y EMMPRIN (verde) en células
confluentes. Proyecciones méaximas de secciones en Z de 0,3 um. Escala 50 um. C.
Inmunofluorescencia para la proteina de uniones PECAM-1 (rojo) y EMMPRIN (verde).
Provecciones maximas de secciones en Z de 0,3 um. Escala 25 um.
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Ademas la VE-cadherina, componente principal de las uniones adherentes,
mostraba un patrén diferente al observado en las células control. Mientras que en las
células control o transfectadas con el ARNi negativo, la VE-cadherina aparecia como
una linea que recorria el borde entre las dos células, los contactos entre células
interferidas mostraban un patrén mas ancho y desordenado. (Figura 17A). Este patrén
fue cuantificado mediante el programa de analisis de imagen Image J (Figura 17B), y
se observé que habia un aumento en la anchura de la union tefiida con VE-cadherina
estadisticamente significativo entre las células silenciadas para EMMPRIN respecto a
las células control (Figura 10C).

50



A ARNi Neg ARNi EMMP#1  ARNIEMMP#2

EMMPRIN VE-Cadherin

B ARNi Neg ARNIEMMP#1

0.25q

“
*

Figura 17: El silenciamiento de EMMPRIN en HUVEC altera el patron de la VE-
cadherina en los contactos célula-célula. A. Tincion mediante Immunofluorescencia
de VE-Cadherina. Proyecciones maximas de secciones confocales de 0,3um. B. Trazado
en superficie de la sefial de VE-Cadherina en los contactos. C. Anchura media de los
contactos delimitados por VE-Cadherina. Se cuantificaron de 4-6 contactos por campo y
5 campos por cada experimento (n=4). *** P<0,0001; ANOVA de un factor.

Cn Neg ARNi#1 ARNi#2

En concordancia con una alteracion en el patrén de la VE-cadherina en los
contactos, se observé una disminucion en la formacién de dimeros de VE-cadherina
mediante geles de electroforesis en condiciones nativas y “western blot” (Figural8).
Esto podria estar indicando una maduracién incorrecta de las adhesiones célula-célula

mediadas por VE-cadherina.
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Figura 18. El silenciamiento de EMMPRIN en HUVEC provoca una disminucién en
la formaciéon de dimeros de la VE-cadherina. A. Se muestra un gel representativo en
condiciones nativas en el que se pueden observar los dimeros (D) y los monémeros (M)
formados por la VE-Cadherina. B. Cuantificacion de la proporcion de dimeros respecto
de mondmeros. Los datos se dan como la media aritmética + s.e.m. (n=3).

Dado que un aumento en la inestabilidad de VE-cadherina en membrana puede
afectar al reclutamiento de B-catenina a los contactos, se analizé el patrén de
distribucion de esta proteina en HUVEC silenciadas para EMMPRIN y se observo un
cambio en el patron de la B-catenina en los contactos similar al observado con VE-
cadherina. La anchura del contacto delimitado por la p-catenina era mayor en el caso
de las células silenciadas para EMMPRIN y en algunas células silenciadas se

observaba un aumento de la sefial de 3-catenina en el interior celular (Figura 19).

ARNi Neg ARNi EMMP#1  ARNi EMMP#2

B-catenina

Combinado

Figura 19: El patrén de la B-catenina también es mas ancho en los contactos
célula-célulade células silenciadas en EMMPRIN. Tincibn  mediante

Immunofluorescencia de p-catenina (rojo) y de EMMPRIN (verde). Proyecciones
maximas de secciones confocales de 0,3um. Escala 25 um.
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4.3.4. Las monocapas formadas por células deficientes para EMMPRIN muestran

una mayor permeabilidad.

Para definir si estos efectos en las uniones de células endoteliales silenciadas
para EMMPRIN presentaban algun impacto funcional, se analizo la funcién de barrera
de las monocapas establecidas por células control o células silenciadas. Para ello se
sembraron las células sobre membranas semipermeables de 0,3 um de tamafio de
poro y se cuantificé la cantidad de dextrano fluorescente de alto peso molecular
(70KDa) que era capaz de atravesar estas monocapas (Figura 20). Con este ensayo
se verificé que la ausencia de EMMPRIN afectaba la funcién de barrera ya que las
monocapas formadas por las células silenciadas mostraban una mayor permeabilidad

al paso del dextrano fluorescente en comparacion con las controles.
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Figura 20: Las HUVEC silenciadas para EMMPRIN presentan un aumento en la
permeabilidad de la monocapa. El grafico muestra la cantidad de dextrano marcado
con FITC de 70KDa recogido en la parte inferior de pocillos “transwell” después de
atravesar la monocapa formada por HUVEC. Los datos se dan como la media aritmética
+s.em. ** P=0,0023 (n=3).

4.4, EXPRESION DE EMMPRIN Y EFECTOS DE SU DEFICIENCIA EN CELULAS
ENDOTELIALES DE RATON, IN VITRO E IN VIVO.

3.4.1. La expresiéon de EMMPRIN en células endoteliales de raton también varia
segun su estado de confluencia.

Para comprobar si la regulaciéon de la expresion de EMMPRIN in vitro se
observaba también en células primarias de raton, se extrajeron células endoteliales de
aorta de ratones de genotipo silvestre y se tifiieron mediante inmunofluorescencia para
EMMPRIN (Figura 21).
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Figura 21. La expresiéon de EMMPRIN cambia a lo largo de la formacion de la
monocapa en células endoteliales de ratdn. Se muestran proyecciones maximas de
inmunofluorescencia para EMMPRIN (rojo) y PECAM-1 (verde) en células endoteliales
primarias de aorta de raton (MAEC) o EMMPRIN (rojo) y VE-cadherina (verde) en
células endoteliales primarias de pulmén de raton.
La expresion de EMMPRIN, fue analizada mediante inmunofluorescencia, en
células recién adheridas al sustrato (2h) y en células confluentes (48-72h). Al igual que
se habia observado previamente en HUVEC la intensidad de EMMPRIN decaia

cuando las células habian alcanzado la confluencia.

4.4.2. La ausencia de EMMPRIN en células endoteliales de ratén in vitro también

afecta al establecimiento de las uniones adherentes

Para comprobar si las uniones dependientes de VE-cadherina estaban
afectadas en las células endoteliales de ratones deficientes en EMMPRIN se analizo
el patron de expresion de VE-cadherina en MLEC y MAEC de ratones de genotipo
silvestre o deficientes mediante inmunofluorescencia (Figura 22). Al igual que en
HUVEC interferidas, en las células obtenidas de ratones deficientes para EMMPRIN, la
VE-cadherina mostraba un patrén mas irregular en los contactos y una menor
formacion de dimeros de VE-cadherina que en las células obtenidas de genotipo

silvestre.
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Figura 22: Las células endoteliales de ratones deficientes en EMMPRIN muestran
una reduccién de dimeros de VE-cadherina. A. Imagenes representativas del patron
de VE-cadherina tefiida por inmunofluorescencia en MLEC y MAEC de ratones de
genotipo silvestre y deficientes en EMMPRIN. Se puede observar como el patrén de la
VE-cadherina en los contactos es mas ancho en las células deficientes en EMMPRIN.
Escala 20um. B. Gel representativo en condiciones nativas mostrando la presencia de
dimeros y mondémeros de VE-Cadherina extraidos de MLEC. C. Cuantificacion de la
proporciéon de dimeros respecto de monomeros en MLEC. Los datos se dan como la
media aritmética £ s.e.m. ** P=0,0016 (t de Student, n=3).

4.4.3. EMMPRIN se expresa de manera heterogénea en distintos lechos
vasculares de raton.

La expresion de EMMPRIN in vivo se analizé mediante inmunofluorescencia
tanto en cortes histolégicos como en tincion de aorta in toto. De esta manera se
observd que EMMPRIN se expresaba en vasos grandes de pulmoén delimitando la
zona de los contactos endoteliales, asi como en vasos de cerebro formando la barrera
hematoencefalica. Sin embargo, apenas se podia detectar tincion de EMMPRIN en el
endotelio de los vasos formados en el glomérulo en el rifién (Figura 23 asterisco),
constituidos por endotelio de tipo fenestrado (mas permeable al paso de liquidos de la
sangre), pero si en otro tipo de vasos del rifion (Figura 23 flecha). En oreja tefiida in
toto se pudo observar la tincion de EMMPRIN delimitando las zonas de union entre
células endoteliales de la microvasculatura. En aorta, también tefiida in toto, la
expresion de EMMPRIN era mas difusa pero en algunas zonas de las uniones se
podia distinguir la localizacion de EMMPRIN en los contactos, coincidiendo con la
tincion de PECAM-1.
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EMMP Combinado

Figura 23: EMMPRIN se localiza en los contactos de vasos vasculares in vivo, y su
expresién varia en diferentes lechos vasculares. A. Inmunofluerescencia de
EMMPRIN (rojo) y PECAM-1 (verde) en vasos vasculares de diferentes téjidos
(criosecciones). BBB: Barrera hematoencefélica. Se puede observar que la tincion de
EMMPRIN es mas baja en los vasos que conforman el glomérulo del rifidén (asterisco) que
en en otro tipo de vasos dentro del rifidn (flecha) o en en vasos de otros érganos como
pulmon y cerebro. Proyecciones maximas de secciones en Z de 0,3um. Escalas 20um. B.
Inmunofluorescencia in toto de EMMPRIN (rojo) y de PECAM-1 (verde) en aorta y oreja
de ratén. En las magnificaciones se puede observar como EMMPRIN se localiza en los
contactos marcados por PECAM-1. Proyecciones maximas de secciones en Z de 0, 8um.
Escalas 20um

4.4.4. Los ratones deficientes en EMMPRIN muestran alteraciones morfoldgicas

de los vasos y una mayor permeabilidad vascular.

Una vez observada que la deficiencia de EMMPRIN en células endoteliales
afectaba a la formacion de estructuras tridimensionales asi como a la estabilizacion de
los contactos intercelulares in vitro, se decidié analizar si su deficiencia podia
repercutir in vivo en la arquitectura vascular de los ratones deficientes en EMMPRIN.

Los ratones deficientes para EMMPRIN no muestran ninguna alteracion
vascular aparente. La coloracion de piel y érganos es similar a la del raton de genotipo
silvestre, lo que indica que no hay aumento de hemorragia o una diferente irrigacién
sanguinea. Asimismo tampoco muestran presencia de edema puesto que recuperan la
tonificacién normal de la piel, después de aplicar un punto de presién. Tampoco se

observaba edema en cortes histolégicos de la piel (Figura 24).
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VE-Cadherin

Figura 24. Los ratones deficientes en EMMPRIN no muestran sefiales de edema.
Cortes de piel en parafina de ratones silvestres o deficientes en EMMPRIN vy tefiidos con
hematoxilina-eosina. El grosor de las pieles es similar entre ratones de genotipo salvaje y
ratones deficientes en EMMPRIN. Magnificacion 10x.

El andlisis en detalle de la vasculatura se realiz6 mediante inmunofluorescencia
in toto de diferentes tejidos de ratén y su posterior andlisis por microscopia confocal
(Figura 25).

Tradquea Aorta

EMMP +/+ EMMP -/- EMMP +/+ EMMP-/-

Figura 25. Los ratones deficientes en EMMPRIN muestran alteraciones en los contactos
entre células endoteliales. A. Proyecciones maximas de secciones confocales en Z de 0,8um
de vasos sanguineos de traquea y de 0,3 um en aorta de ratones de genotipo silvestre
(EMMP+/+) y de ratones deficientes en EMMPRIN (EMMP-/-). Escala 50um.

Se observo que la microvasculatura de los ratones deficientes para EMMPRIN
presentaba pequefas dilataciones principalmente en los puntos de ramificacién y que
los plexos vasculares de estos ratones eran mas densos y menos organizados. La
inmunodeteccion de la VE-cadherina y de PECAM-1 determiné que los contactos
intercelulares también estaban afectados en los vasos de los ratones deficientes para
EMMPRIN. Estas proteinas mostraban un patron mas punteado en las uniones de las

células endoteliales de la microvasculatura de la traquea en comparacién con el patrén
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observado en los ratones de genotipo silvestre, que era mas lineal (Figura 25). Por el
contrario no se detectaron alteraciones en el patrén de ambos marcadores en aorta de
los ratones deficientes en EMMPRIN. Un analisis ultraestructural de los contactos
entre las células endoteliales de la aorta mediante microscopia electronica de
transmision (Figura 26) mostré6 sin embargo que a diferencia de los ratones de
genotipo silvestre, donde apenas se podian diferenciar los bordes de las membranas
entre dos células en contacto, en los ratones deficientes para EMMPRIN estos
contactos aparecian mas separados, especialmente en los solapamientos que se dan

entre membranas de células adyacentes a nivel de estos contactos.

EMMP +/+

EMMP -/-

Figura 26. La ausencia de EMMPRIN produce alteraciones ultraestructurales de los
contactos endoteliales de aorta. Se muestran imagenes representativas de secciones
ultrafinas de aorta de raton tomadas mediante microsopia electronica de transmisién. En las
magnificaciones se puede observar como las uniones entre células endoteliales de ratones de
genotipo silvestre apenas son distinguibles, mientras que en las de ratones deficientes en
EMMPRIN se puede observar una separacién entre dos membranas solapantes. Escala
0,5um.

Teniendo en cuenta el aumento de permeabilidad de la barrera endotelial
observado in vitro en HUVEC silenciadas para EMMPRIN asi como las alteraciones
vasculares que presentaban los ratones deficientes para EMMPRIN, se analizé la
permeabilidad vascular en estos ratones. Para ello se inyecté en los animales por via
intravenosa una solucion de azul de Evans, un colorante capaz de unirse a la albimina
existente en sangre (Figura 27). Transcurridas 20h se perfundieron los animales y se
extrajeron cerebro, corazon, pulmones vy rifién. El colorante extravasado después de

ese tiempo fue extraido y cauntificado mediante absorcidon colorimétrica. Pese a lo
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esperado en relacion a los datos obtenidos in vitro, no se observé un aumento de la

cantidad del colorante Azul de Evans presente en el tejido.
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Figura 27. Los ratones deficientes en EMMPRIN no muestran un aumento en la
permeabilidad vascular en estado basal. Se muestra la cuantificacion de azul de Evans
extraido de diferentes érganos en ratones de genotipo salvaje y deficientes en EMMP. Los
datos son dados como media + s.e.m.

In vivo no s6lo las uniones regulan la permeabilidad vascular, si no que hay
multitud de factores que regulan este proceso. Ademas, en un organismo Vvivo se
pueden crear mecanismos de compensacion que atenuen el efecto que pueda causar
la deficiencia de una determinada proteina. Por ello, se analiz6 la permeabilidad de los
ratones deficientes para EMMPRIN en una situacion en la que la homeostasis de los
vasos es interrumpida, como es la inflamacion, donde existe un aumento de
permeabilidad mantenido en el tiempo mientras exista el estimulo inflamatorio. Cabria
esperar gque unas uniones mas débiles puedan mantener la homeostasis, pero su
reaccion ante estimulos inflamatorios fuera diferente. Asi, se inyecté azul de Evans en
ratones de genotipo silvestre 6 deficientes para EMMPRIN vy transcurridos unos
minutos se generd una inflamacion local en una de las orejas de cada animal mediante
la aplicacion de aceite de mostaza. Pasados 30 minutos los animales fueron
sacrificados y se extrajo y cuantifico el colorante presente en las dos orejas de los
animales (Figura 28). Se observé de esta manera que los ratones deficientes en
EMMPRIN presentaban una mayor permeabilidad en condiciones de inflamacion que

sus hermanos de genotipo silvestre.
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Figura 28. Los ratones deficientes en EMMPRIN muestran un mayor incremento de la
permeabilidad vascular en respuesta a un estimulo inflamatorio. El grafico muestra la
cantidad de Azul de Evans extraido de orejas de ratones de genotipo silvestre 6 deficientes
en EMMPRIN tratadas o no con aceite de mostaza. ** P<0,0001 (ANOVA de un factor, n=4).

La permeabilidad se analiz6 también mediante inmunofluorescencia,
inyectando esta vez dextrano fluorescente de bajo (Figura 29) 6 alto peso molecular
(Figura 30), en vez de azul de Evans. Transcurridos los 30 minutos después de la
aplicacion del aceite de mostaza, se perfundieron los animales con PFA y las orejas
fueron tefidas in toto con PECAM-1 para la deteccion de los vasos. Se observd un
aumento de la presencia de dextrano fluorescente en el tejido de los ratones
deficientes. Dada la mayor sensibilidad de la fluorescencia frente a la absorbancia
colorimétrica, también se pudo detectar permeabilidad en la oreja no tratada con aceite
de mostaza, es decir en condiciones basales, de los ratones deficientes para
EMMPRIN. Este aumento de la permeabilidad en los ratones deficientes en EMMPRIN
se observé tanto con el dextrano de bajo peso molecular siendo en este caso mas
claro el aumento de permeabilidad en condiciones basales, como con el dextrano de

alto peso molecular.

60



EMMP +/+ oreja inflamada

EMMP -/- oreja control EMMP -/- oreja inflamada

Dextrano TIRTC (4KDa)

Figura 29. Los ratones deficientes en EMMPRIN muestran un aumento de
permeabilidad a dextrano fluorescente de bajo peso molecular (4KDa). Vasos de
orejas de ratones de genotipo silvestre o deficientes en EMMPRIN inyectados con
dextrano TIRTC (rojo) de 4KDa, tratadas o no con aceite de mostaza. Se muestran
proyecciones maximas de secciones confocales de 0,8um de grosor. Escala 20um.

61



EMMP +/+ oreja control

EMMP +/+ oreja inflamada
/ \ {\ " 7 </ -

by

i
¥ . -

' ol 7 _,v' . i
i . q

EMMP -/- oreja control

S

Dextrano TIRTC (70KDa)

Figura 30: Los ratones deficientes en EMMPRIN muestran un aumento de
permeabilidad a dextrano fluorescente de alto peso molecular (70KDa). Vasos de
orejas de ratones de genotipo silvestre o deficientes en EMMPRIN inyectados con
dextrano TIRTC de 70KDa, tratadas o no con aceite de mostaza. Se muestran
proyecciones maximas de secciones confocales de 0,8um de grosor.
Inmunofluorescencia de PECAM-1 (verde). Escala 20um.
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El defecto observado en la vasculatura de los ratones homocigotos en
EMMPRIN asi como el aumento en la permeabilidad en condiciones de inflamacion fue
confirmado también en los ratones heterocigotos deficientes en esta proteina (Figura
31).
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Figura 31. Los ratones heterocigotos deficientes en EMMPRIN también muestran
alteraciones vasculares y aumento de la permeabilidad vascular. A.
inmunofluorescencias de PECAM-1 en ratones de genotipo silvestre y heterocigotos para la
deficiencia en EMMPRIN. B. El grafico muestra la cantidad de Azul de Evans extraido de
orejas de ratones de genotipo silvestre 6 heterocigotos deficientes en EMMPRIN tratadas o
no con aceite de mostaza. ** P<0,05 (t de student, n=3).

4.5. CARACTERIZACION DEL MECANISMO MOLECULAR POR EL QUE LA
DEFICIENCIA DE EMMPRIN AFECTA A LA ESTABILIDAD DE LAS UNIONES
ENDOTELIALES.

4.5.1. La deficiencia en EMMPRIN provoca alteraciones en el citoesqueleto de
actina.

Un ensamblaje adecuado de las adhesiones requiere un equilibrio preciso entre
la actina filamentosa (F-actina) de las uniones y la F-actina del interior celular. El
patrén de la VE-cadherina observado in vitro en las HUVEC deficientes en EMMPRIN
(Figura 17) y verificado en MLEC (Figura 22) parecia similar a otros caracterizados en
la literatura en células endoteliales en respuesta a trombina (Vouret-Craviari, 1999) y a
TNFa (Millan, 2010). En ambos casos este patrén en la VE-cadherina correlaciona con
una mayor tensién del citoesqueleto de actina en el interior celular en forma de fibras
de estrés, lo que indica una mayor actividad de la maquinaria de actomiosina en el
interior celular. De esta manera nos planteamos analizar la organizacion del
citoesqueleto de actina-miosina en las células deficientes en EMMPRIN.

Para ello se analiz6 la distribucion de la F-actina mediante tincién con faloidina

y andlisis por microscopia confocal (figura 32).
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Figura 32. Las células deficientes en EMMPRIN presentan alteraciones en el
citoesqueleto de actina. Tinciébn mediante inmunofluorescencia de EMMPRIN, VE-
cadherina y PECAM-1 (verde) y tincién con faloidina (rojo) en HUVEC, MLEC y aorta in
toto. Proyecciones maximas de secciones confocales en Z de 0,3um. A la derecha se
muestran los perfiles intensidad de los diferentes marcadores de uniones (verde) y de la
F-actina (rojo). Se puede observar un cambio en la proporcidon de F-actina presente en
los contactos y en el interior celular. Escalas: HUVEC, 50um; MLEC, 25um; Aorta, 25
pm.
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Se observd mediante los perfiles de intensidad de actina de las monocapas que
las células deficientes para EMMPRIN mostraban una mayor presencia de haces de F-
actina en el interior de la célula con respecto a la F-actina presente en los contactos.
Este patron se verificd en MLEC y en aorta de ratones deficientes para EMMPRIN.

Ademas se pudo ver cédmo a lo largo de la formacién de la monocapa in vitro
EMMPRIN colocalizaba con F-actina en zonas de contacto entre células, tanto en el
momento en el que empiezan a formarse los contactos, como cuando éstos ya se han
establecido. Se observo también que EMMPRIN colocalizaba con F-actina pero no con
VE-cadherina en algunas protrusiones de membrana iniciando los contactos entre dos
células, lo que podria indicar un reclutamiento mas temprano de EMMPRIN y F-actina

a estas estructuras (Figura 33).

F-actina VE-cadherina Combinado
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Figura 33. EMMPRIN colocaliza con F-actina en regiones de membrana donde se inician
los contactos y en contactos ya maduros. Se muestran tinciones mediante
inmunofluorescencia con EMMPRIN Yy tincién con faloidina en secciones confocales en Z de
0,3 um de HUVEC, a 1h y a 48h después de la siembra. Las flechas sefialan protrusiones de
membrana en aproximacion entre dos células adyacentes que presentan EMMPRIN y F-
actina pero no VE-cadherina. Escala: 20 ym.

1h

48h

A continuacién se analiz6 el patron de F-actina en células deficientes en
EMMPRIN desde el inicio de formacion de los contactos endoteliales en HUVECs
(Figura 34). Se observd, que mientras la mayoria de las células control a 1h después
de la siembra mostraban una F-actina ramificada (con haces paralelos y
perpendiculares) en la zona de los contactos, en las células deficientes la F-actina se

organizaba principalmente en cables perpendiculares a estas zonas.
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Figura 34. Las fibras de F-actina de los contactos en formacion se organizan de
diferente manera en las células deficientes para EMMPRIN. Se muestra
inmunofluorescencia de EMMPRIN y tinciébn con faloidina en HUVEC 1h después de la
siembra. En las magnificaciones se puede observar como en las células transfectadas con el
ARNi negativo la F-actina se organiza con un patron ramificado mientras que en las células
silenciadas para EMMPRIN la F-actina aparece como fibras perpendiculares a la union.
Secciones de 0,3um.

Para analizar la cinética de la actina polimerizada y de EMMPRIN durante la
formacion y establecimiento de los contactos, se transfectaron células silenciadas para
EMMPRIN o con el oligonucleétido control y posteriormente transfectadas con “LifeAct”
(Riedl J et al., 2008) construccién que permite observar la dinamica de la F-actina in
vivo sin alterar su polimerizacion (figura 35). En las células control se pudo observar
cémo zonas de membrana positivas para EMMPRIN colocalizaban con lo que
parecian ser sitios de nucleacion de actina. Ademds en estas células se observa cémo
las fibras de F-actina pasaban de estar organizados perpendicularmente al eje de las
uniones a ir organizandose en cables de F-actina paralelos a este eje. Sin embargo, la
mayor parte de las células interferidas mostraban un retardo en la transicion entre las
fibras perpendiculares a las paralelas, y en algin caso la ausencia de éstas, lo que
podria indicar que estas uniones tardan mas en estabilizarse y que el refuerzo del

citoesqueleto de actina en éstas es menor.
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Figura 35. La ausencia de EMMPRIN altera la dinamica de la F-actina en las
uniones en formacién en HUVEC. Se muestran imagenes seleccionadas de
videomicroscopia de células transfectadas con un marcador de F-actina. En verde
inmunofluorescencia directa de EMMPRIN. Se puede observar a lo largo de la
secuencia como en las células control la F-actina se coloca en fibras paralelas a lo
largo de la unidon mientras que en las células silenciadas para EMMPRIN estas
fibras permanecen en direccion perpendicular ésta.
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4.5.2. Un desequilibrio producido en la tension en el citoesqueleto de
actina-miosina en ausencia de EMMPRIN produce los efectos observados en los

contactos entre células endoteliales.

Como el desequilibrio producido entre la actina organizada en las uniones y la
actina del interior celular podria corresponderse con un aumento en la contractilidad de
la célula, se analiz6 mediante inmunofluorescencia en las células deficientes en
EMMPRIN, la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (pMLC), que es un
indicador de la funcion contrdctil de la miosina unida a actina (Figura 36). Tanto las
HUVEC interferidas para EMMPRIN como las MLEC y MAEC obtenidas de ratones
deficientes para EMMPRIN mostraban una disminucion de la pMLC en las uniones
intercelulares, asi como un aumento de la pMLC en el interior celular, coincidiendo con
los haces de actina anteriormente observados en las células en confluencia. Esto
podria estar indicando que existe un desequilibrio en las fuerzas que actian sobre las
uniones endoteliales.

Para demostrar que este desequilibrio en las fuerzas ejercidas por el
citoesqueleto de actina en las uniones pudiera estar provocando la desestabilizacion
de los contactos intercelulares, se planteé un experimento en el cual se relajara la
tensién producida por la actina-miosina analizando posteriormente el efecto producido
en los contactos. Para ello se trataron HUVEC control o HUVEC silenciadas para
EMMPRIN o MLEC obtenidas de ratones de genotipo silvestre o deficientes en
EMMPRIN con el inhibidor de la ROCK quinasa Y27632, o con el inhibidor de la
actividad de la miosina Il, blebistatina (Figuras 30 y 31). Posteriormente se analiz6 el
patron de VE-cadherina en las uniones entre las células (Figuras 37 y 38) y se vio que
en las células deficientes en EMMPRIN éste se hacia mas lineal en el caso de las

células tratadas con los inhibidores, revirtiendo asi el efecto observado.

68



A Actina

ARNi Neg

EMMPRIN

ARNi EMMP#1

EMMP +/+

Ve-cadherina
EMMP +/+ EMMP -/-

PECAM-1

EMMP -/-

Figura 36. La ausencia de EMMPRIN provoca un aumento de la contractilidad de la
actina-miosina. Se muestran inmunofluorescencias de EMMPRIN en HUVEC (A), de VE-
cadherina en MLEC (B), de PECAM-1 en aorta in toto (C) y tincion con faloidina en
proyecciones maximas de secciones confocales de 0,3um. Se puede observar cémo en las
células deficientes en EMMPRIN existe un aumento en la fosforilacion de la cadena ligera de la
miosina (pMLC) en fibras de actina en el interior celular y una disminucién a nivel de las
uniones entre las células.
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Figura 37. La relajacién del citoesqueleto de actina recupera el fenotipo normal de
las uniones en HUVEC silenciadas para EMMP. Se muestran imagenes
representativas de inmunofluorescencias de EMMPRIN, VE-cadherina y tinciébn con
faloidina en proyecciones maximas de secciones confocales de 0,3um. Se puede
observar como disminuye la anchura de las uniones delimitadas por VE-cadherina en las
células deficientes en EMMPRIN tratadas con el inhibidor de la quinasa ROCK Y27632 o
el inhibidor de la miosina Il blebistatina. B. El histograma de barras muestra la aunchura
media de los contactos marcados con VE-cadherina. Media aritmética +s.e.m. ***
P<0,0001 (ANOVA de un factor, n=3).
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Figura 38. La relajacion del citoesqueleto de actina recupera el fenotipo normal de
las uniones en MLEC deficientes para EMMPRIN. A. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de VE-cadherina y tincidon con faloidina en proyecciones maximas
de secciones confocales de 0,3um. Se puede observar como disminuye la anchura de
las uniones delimitadas por VE-cadherina en las células deficientes en EMMPRIN
tratadas con el inhibidor de la quinasa ROCK Y27632 o el inhibidor de la miosina Il
blebistatina. B. El histograma muestra la anchura media +s.e.m de los contactos
delimitados por la VE-cadherina. *** P<0,0001 (ANOVA de un factor, n=3).
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Asimismo, la permeabilidad de las monocapas formadas por las HUVEC

interferidas para EMMPRIN disminuia en presencia del inhibidor Y27632 (Figura 39).
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Figura 39. El inhibidor de la maquinaria contractil de la célula inhibe el aumento de
permeabilidad producido por la ausencia de EMMPRIN. El grafico muestra la cantidad de
Dextrano FITC de 70KDa recogido de la parte inferior de pocillos “transwell” después de
atravesar la monocapa formada por HUVEC silenciadas para EMMPRIN vy tratadas o0 no con
el inhibidor de la quinasa ROCK Y27632. Los datos de dan como la media aritmética +s.e.m.
** P=0,0093 ( ANOVA de un factor, n=3).

Una de las principales vias de sefalizacién responsable de la activacion de
ROCK es la de la via de la GTPasa Rho. Por ello se analizo la actividad de esta
proteina mediante ELISA en HUVEC interferidas asi como en MLEC de ratones
deficientes (Figura 40). Se demostré que no existia un aumento en la actividad de Rho
en ausencia de EMMPRIN que pudiera estar provocando el aumento de la fosforilacion
de la MLC a través de ROCK, por lo que es posible que este aumento sea debido a
otras vias de sefializacién o un aumento en la polimerizacion de la actina (Tojkander et
al., 2011).
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Figura 40. La ausencia de EMMPRIN no provoca un aumento en la actividad de la
GTPasa Rho. A. Actividad de Rho medida por ELISA en HUVEC confluentes silenciadas o
no para EMMPRIN. B. Actividad de Rho medida por ELISA en MLEC confluentes de
ratones de genotipo salvaje y deficientes en EMMPRIN. En estas Ultimas de observa una
disminucién significativa en la actividad de Rho. *P= x (n=3).
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En MLEC deficientes en EMMPRIN se observé una disminucién significativa en
la actividad de la GTPasa Rho (Figura 40), lo que podria deberse a un efecto de
compensacion en estas células para contrarrestar la alteracion en el citoesqueleto de

actina.

4.5.3. EMMPRIN interacciona con y-catenina a nivel de membrana.

Los datos obtenidos hasta ahora mostraban que la alteracion en el patron de
los contactos y el defecto en la funciéon de barrera tanto de las células endoteliales en
cultivo como de los ratones deficientes en EMMPRIN, podian ser debidos a un
desequilibrio en la tension que el citoesqueleto de actina causado por una disminucién
en los haces de actina-miosina que sustentan la unién. Esto junto con que EMMPRIN
colocalizaba en algunos sitios de la membrana celular con F-actina parecia indicar que
EMMPRIN interaccionaba con el citoesqueleto de actina de manera directa o indirecta.
Para ello y en colaboracion con el laboratorio del Dr. Sanchez-Madrid se analizaron las
proteinas que interaccionaban con el dominio citoplasmatico unido a GST de
EMMPRIN mediante precipitacién en células Hela y se detecté la presencia de la
proteina y-catenina. Mediante coinmunoprecipitacion en HUVEC se pudo confirmar
gue EMMPRIN interaccionaba con y-catenina asi como con a-actina, sin embargo no
se detect0 la presencia de VE-cadherina en los precipitados (figura 41 A). Asimismo se
observé mediante microscopia confocal que EMMPRIN colocalizaba con y-catenina y
F-actina en los contactos entre HUVEC tanto al inicio de la formacion de éstos, como

en contactos ya maduros (figura 41 B).

A B F-actina y-catenina Combinado
IP: EMMP___ IgG1 Lisado
VE-cadh E v  Z S
y-Cat| - - —=

a—actinai o 4

[ee)

T <

EMMP| 8 l

Figura 41. EMMPRIN interacciona con y-catenina y con a-actina en los contactos
endoteliales. A. Se muestra la coinmunoprecipitacion de EMMPRIN con y-catenina y a-
actina en HUVEC en confluencia. VE-cadherina no coinmunoprecipita con este
complejo. B. Secciones confocales de 0,3um de inmunofluorescencias para EMMPRIN
(verde) y y-catenina (azul) y tincién con faloidina (rojo) en HUVEC 1h y 48h después de
la siembra. Las flechas muestran las regiones de membrana positivas para EMMPRIN,
y-catenina y F-actina, donde dos células estan empezando a tomar contacto. Escala
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45.4. La deficiencia de EMMPRIN correlaciona con una disminucién en la

intensidad de y-catenina en los contactos.

Para comprobar si la deficiencia en EMMPRIN producia algun tipo de alteracion
en el reclutamiento de y-catenina a los contactos entre células endoteliales, se analiz6
mediante microscopia confocal la expresion de y-catenina en HUVEC interferidas para
EMMPRIN y en aorta y orejas de ratones deficientes en EMMPRIN (Figura42). En
todos los casos se pudo observar como la intensidad de y-catenina decrecia a nivel de
los contactos, de lo que se podria inferir que existe una disminucion en su

reclutamiento a las uniones debido a la deficiencia en EMMPRIN.
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Figura 42: La expresion de y-catenina en las uniones disminuye en ausencia de
EMMPRIN. A. Tincibn mediante inmunofluorescencia de EMMPRIN (verde) y y-catenina
(rojo) en HUVEC con ARNi Neg o silenciadas para EMMPRIN a 1h y 48h después de la
siembra. Proyecciones maximas de secciones confocales de 0,3um. Escala 10um. B.
Inmunofluorescencia in toto de y-catenina (rojo) en aorta y de y-catenina (rojo) y PECAM-1
(verde) en oreja de ratones de genotipo silvestre o deficientes para EMMPRIN. Proyecciones
maéaximas de secciones confocales de 0,3um en aorta 'y de 0,8 pm en oreja. Escala 10um.




Para comprobar que esta disminucion de y-catenina en las uniones de células
deficientes para EMMPRIN no era debida a los cambios producidos en el citoesqueleto
de actina-miosina (Tinsley et al., 2000), se realizO una tincibn mediante
inmunofluorescencia de y-catenina en HUVEC silenciadas para EMMPRIN y tratadas
con los inhibidores Y27632 y blebistatina (Figura 43). Asi, se demostr6 que la
relajacion de la magquinaria de actina-miosina no era suficiente para recuperar
totalmente la tincion de y-catenina a las uniones, y aunque se veia un ligero
incremento en su intensidad en estos sitios esto podria ser debido a un aumento en la
estabilizacién de las adhesiones dependientes de VE-cadherina que también reclutan
y-catenina.

ARNi EMMP#1
ARNIi neg Sin tratar Y27632 Blebb

Combinado

Fig 43: Larelajacién de la actina-miosina no recupera totalmente la expresion de y-
catenina en las uniones de HUVEC silenciadas para EMMPRIN. Tinciébn mediante
inmunofluorescencia de EMMPRIN (rojo) y y-catenina (verde) en HUVEC con ARNi Neg
o silenciadas para EMMPRIN en confluencia (48h). Proyecciones maximas de secciones
confocales de 0,3 um. Escala 10um.
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5. DISCUSION
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La proteina transmembrana EMMPRIN ha sido ampliamente estudiada en
ciertas patologias como cancer, aterogénesis e inflamacion, y se habia descrito
también su localizacion en uniones célula-célula en epitelio y en la barrera
hematoencefélica. Sin embargo hasta ahora no existian estudios detallados sobre su
expresion y localizacion en uniones en otros tipos de endotelio ni sobre su funcion en
dichas uniones. En esta tesis se describe la regulacion de la expresion de EMMPRIN
en células endoteliales de humano y de ratdn durante el establecimiento de la
monocapa en cultivo y se observa como EMMPRIN se localiza en los contactos entre
células endoteliales desde el principio de la formacion de éstos incluso antes que la
VE-cadherina. Ademas su expresion aumenta en el momento en que los contactos
entre células endoteliales estan estabilizandose. La localizacion de EMMPRIN en
estos contactos se detecta también in vivo en ratén en los diferentes téjidos
analizados. La presencia de EMMPRIN en estas estructuras parece ser necesaria para
el correcto funcionamiento de la barrera endotelial, ya que en ausencia de EMMPRIN
la estabilidad de las uniones entre células endoteliales se altera y aumenta la
permeabilidad vascular. Los defectos observados en EMMPRIN son debidos a un
desequilibrio producido en las diferentes tensiones que la actina-miosina ejerce sobre
las uniones endoteliales y este desequilibrio viene dado por la ausencia del complejo
EMMPRIN/y-catenina que interacciona con F-actina a nivel de las uniones.

Queda por esclarecer el mecanismo por el cual EMMPRIN se recluta de
manera dirigida a los contactos. Se sabe que EMMPRIN posee un dominio de Leucina
gue sefaliza para su localizacién basolateral en uniones intercelulares en células
epiteliales. Cuando este dominio no esta presente, EMMPRIN se deslocaliza de los
contactos y se estabiliza en la parte apical de la membrana (Deora et al., 2004). Sin
embargo en algunos téjidos como en el epitelio pigmentario de la retina, esta sefial en
la cola citosélica de la EMMPRIN no es reconocida y prevalecen otro tipo de sefiales,
como podria ser la glicosilacién, que dirigen su localizacion a la parte apical de la
membrana (Deora et al.,, 2004). De este modo, la localizacion de EMMPRIN en
membrana puede depender del téjido o del tipo celular en el que se esté expresando y
de otros dominios en su estructura asi como de su glicosilacién. Aiun se desconoce
que tipo de vesiculas y de transportadores pueden estar dirigiendo esta localizacion.
Otras proteinas poseen un dominio diLeucina que suele ser marcador de transporte
basolateral independiente de la adaptina AP-1B (Folsch et al., 1999, Gan et al., 2002),
principal proteina adaptadora de la clatrina y la Gnica de su familia que parece
implicada hasta el momento en transporte basolateral (Gonzalez and Rodriguez-
Boulan, 2009, Folsch et al., 1999). En el caso de EMMPRIN esta adaptina tampoco

parece implicada en su transporte basolateral (Deora et al., 2004). Por otro lado hay
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evidencias de que parte del transporte basolateral de EMMPRIN sea debido a clatrina
de manera independiente de AP1B, ya que en presencia de ARNi de clatrina la
proporcion de EMMPRIN basolateral:apical cambia a 1:2 (Deborde et al., 2008). En
esta tesis se observa que una parte de las vesiculas positivas para EMMPRIN,
localizadas en los contactos entre células son positivas para clatrina. Esta
colocalizacion se da principalmente cuando las células ya han tomado contacto, y por
la tanto en estadios mas maduros de las uniones, por lo que esta via podria ser
importante para el reciclaje de EMMPRIN en membrana.

Por otro lado, también se observa colocalizacion parcial con la proteina Rab11.
Las proteinas Rab son GTPasas de pequefio tamafio que pertenecen a la superfamilia
de la proteina Ras y que estan implicadas en trafico vesicular, interacciones
citoesqueleto-membrana y transduccion de sefiales (Takai et al., 2001, Wennerberg et
al., 2005). Contribuyen a la especificidad del tra&fico de membrana regulando formacion
de vesiculas, transporte, anclaje y fusion en transporte vesicular y estableciendo
dominios de membrana (Zerial and McBride, 2001, Pfeffer, 2003). En concreto Rab 11
es un marcador de endosomas encargados del reciclaje de proteinas de membrana,
pero también esta implicado en el transporte de la E-cadherina desde la red trans-golgi
a la membrana basolateral en células epiteliales (Hickson et al., 2003, Lock and Stow,
2005). Sin embargo en el caso de EMMPRIN se observa colocalizacién principalmente
en zonas de membrana proximas a los contactos intercelulares, por lo que la mayor
parte las vesiculas observadas que son positivas para Rab 11 y para EMMPRIN
podrian ser vesiculas de reciclaje en membrana. También se estudia la colocalizacion
de EMMPRIN con Rab8, la cual también ha sido implicada en el transporte de E-
cadherina (Yamamura et al., 2008). Esta GTPasa se localiza en la red trans-golgi, en
endosomas de reciclaje, en vesiculas citosélicas y en algunas protrusiones de
membrana. En células epiteliales se ha demostrado que media el transporte
basolateral dependiente de AP1B (Nishimura and Sasaki, 2009) aunque existe algo de
controversia ya que en otros estudios se ha observado que es muy importante para el
transporte apical de membrana (Sato et al., 2007). En el caso de EMMPRIN no se
observa colocalizacion con Rab8 en HUVEC excepto en algunas vesiculas localizadas
en la red trans-golgi lo que podria confirmar que su transporte a la parte basolateral de
la membrana no es dependiente de AP1B tampoco en estas células. Por otro lado
también se estudia la colocalizacion de EMMPRIN con un marcador de endosomas
tempranos, la proteina EEAL. Aunque en la mayoria de las situaciones los endosomas
tempranos transportan proteinas de la membrana para su degradacion a lisosomas a
través de su maduracion a endosomas tardios, en algunos casos reciclan el material

que portan directamente a la membrana plasmatica (Johannes and Wunder, 2011).
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Pero no parece ser el caso de EMMPRIN ya que no parece colocalizar con estas
vesiculas a lo largo de la formacién de la monocapa.

Parece ser que la mayor correlacion entre la tincion de EMMPRIN vy las
vesiculas de tréfico célular analizadas se da con las vesiculas positivas para la
caveolina-1. Ambas proteinas colocalizan en lo que podria ser la ruta trans-golgi, ya
que al inicio de la formacién de la monocapa (1h) ambas proteinas colocalizan en la
zona perinuclear ademas de en algunas protusiones de membrana y en un estadio
mas intermedio (24h) las vesiculas positivas para ambas proteinas se distribuyen mas
homogéneamente en citoplasma y membrana. Esta colocalizacion correlaciona en el
tiempo con la presencia de una forma menos glicosilada de EMMPRIN, lo que coincide
con trabajos publicados anteriormente donde se describe que la union de EMMPRIN
con cav-1 en células tumorales se produce principalmente cuando la glicosilacién de
EMMPRIN es baja (Tang and Hemler, 2004). De esta manera, EMMPRIN podria viajar
a la zona basolateral de la membrana desde la zona perinuclear en vesiculas positivas
para cav-1, probablemente caveolas, cuando su glicosilacion es baja. Sin embargo
parece ser que la union de cav-1 con la forma de baja glicosilacion de EMMPRIN
impide una mayor glicosilaciéon de ésta, por lo que es probable que una vez en
membrana la proteina sufra un reciclaje por medio quizas de clatrina o de Rabl1l se
glicosile y vuelva a membrana. Puede ser que este estado de glicosilacién sea un
requisito para que EMMPRIN se estabilice en estas zonas de membrana en relacion
con la capacidad de EMMPRIN para formar homodimeros, ya que estos se forman con
mas afinidad cuando EMMPRIN esta altamente glicosilada. Estos dimeros de
EMMPRIN en la superficie celular en cis, favorecen su conformacién para
interaccionar en trans con EMMPRIN de otras membranas (Tang and Hemler, 2004).
De esta manera el cambio en su localizacién en diferentes dominios de membrana, asi
como de su glicosilacion y la agregacion de dimeros de EMMPRIN podria estar
favoreciendo la estabilidad de la adhesion célula-célula mediada por esta proteina. Sin
embargo otras proteinas de las uniones, como la E-cadherina o la N-cadherina
parecen estabilizarse mejor en membrana cuando estan hipoglicosiladas (Jamal et al.,
2009, Nita-Lazar et al., 2010, Guo et al., 2009) aunque por otro lado se ha descrito que
los &cidos sialicos de las cadenas de glicanos de la VE-cadherina parecen ser
necesarios para su funcién en los contactos intercelulares (Geyer et al., 1999).

En esta tesis se demuestra también que la glicosilacion de EMMPRIN es
necesaria para su localizacion en los sitios de union entre células, ya que mutaciones
en los sitios de glicosilacion de esta proteina hace que se localice en la parte apical de
la célula y no sea capaz de localizarse en las uniones. Es importante destacar que

este comportamiento no es usual en las proteinas glicosiladas, ya que su glicosilacion,
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ya sea parcial o total suele ser indispensable para que se expresen en membrana.
Ademas esta glicosilacién y no su ausencia, suele ser sefial de transporte apical. Las
células epiteliales que expresan el mutante para la glicosilacion de EMMPRIN parecen

mas retraidas y no son capaces de formar correctamente una monocapa en cultivo.

En anteriores trabajos se ha descrito que la proteina ortdloga de EMMPRIN en
pollo, la neurotelina forma parte de las uniones endoteliales en la barrera
hematoencefalica (Schlosshauer and Herzog, 1990). Sin embargo hasta ahora no se
habia estudiado en detalle la expresion de EMMPRIN en otros lechos vasculares. En
esta tesis se muestra como EMMPRIN localiza en las uniones entre células
endoteliales humanas y de ratén en cultivo, como en la vasculatura de diferentes
organos en raton, existiendo una correlacion entre la expresion de EMMPRIN vy la
complejidad de las uniones del endotelio estudiado. Asi se observa mas expresion de
EMMPRIN en las uniones endoteliales de los vasos en cerebro, formando parte de la
barrera hematoencefalica y en macrovasculatura de pulmén. Sin embargo esta
expresion es menor en los vasos que conforman los glomérulos en el rifién, que se
caracterizan por tener un endotelio fenestrado, que es mas permeable. Ademas, en
otros trabajos se ha descrito como EMMPRIN se expresa en los vasos del cerebro
humano pero no en los vasos proliferantes de gliomas malignos (Sameshima et al.,
2000). Estos datos apuntan a que los vasos que muestran una mayor permeabilidad,
ya sea por necesidad funcional, como en el caso del glomérulo o por disfuncién, como

en el caso de los vasos tumorales, muestran una menor expresion de EMMPRIN.

Ademas se ha observado que EMMPRIN es importante para la correcta
formacion y maduracion de las uniones endoteliales tanto en humano como en ratén.
Se ha demostrado que en células humanas en cultivo, la deficiencia de EMMPRIN
produce una alteracibn de la formaciéon de los complejos de la VE-cadherina,
observado mediante immunofluorescencia y por deteccion de dimeros de VE-
cadherina mediante electroforésis de proteinas en condiciones nativas. La formacion
de los dimeros de la VE-cadherina es esencial para que la unién tenga la consistencia
necesaria para mantener unidas a las dos células, ya que el dimero de VE-cadherina
es la minima unidad funcional de la VE-cadherina (Gumbiner, 2005). Sin embargo
existe algo de controversia sobre si la dimerizacién ocurre primero en trans y luego en
Ccis 0 si es necesaria una dimerizacion previa en cis para constituir la interaccion en
trans (Gumbiner, 2005). En cualquier caso la disrupcion de la adhesién homofilica de
VE-cadherina conlleva una acumulacién excesiva de liquido intersticial y esta asociado

con procesos patolégicos como inflamacién, aterogénesis y lesion pulmonar aguda
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(Wallez and Huber, 2008). Muchos de los agentes que incrementan la permeabilidad
vascular afectan a la organizacion de las AJs, lo que puede ir acompafiado 0 no por
retraccion de la célula endotelial y la aparicion de “huecos” entre las células (Dejana et
al., 2008), pero el aumento en permeabilidad no siempre implica una alteracion
evidente de la morfologia de las células endoteliales (Andriopoulou et al., 1999, Esser
et al., 1998). En el caso de las células deficientes en EMMPRIN s6lo en algunas
células se observa retraccion o formacion de huecos y no parece existir una
internalizacion evidente de la VE-cadherina. Sin embargo si se produce una alteracion
en el patrén de tincion de esta proteina en los contactos, asi como un aumento en la
permeabilidad de la monocapa de HUVECs en cultivo, lo que corrobora que los
contactos formados por células deficientes en EMMPRIN no se establecen
correctamente. Estos defectos han sido confirmados en los ratones deficientes para
EMMPRIN, en los que tanto la VE-cadherina como PECAM-1 forman un patrén
punteado y discontinuo en comparacién con los ratones de genotipo silvestre. El
defecto observado no es exactamente igual al del cultivo, pero in vivo hay otros
parametros que afectan a la estructura y formacién de las uniones, asi como a su
visualizacion.

Estos ratones también muestran un incremento en la permebilidad vascular al
azul de Evans en condiciones de inflamacién y al dextrano fluorescente de alto y bajo
peso molecular, tanto en condiciones basales como de inflamacion y tanto en capilares
y vasos pequefios como en vasos mas grandes. Que en condiciones basales no se
observe un aumento de la permeabilidad al azul de Evans, puede deberse a que la
extraccion del colorante no sea lo suficientemente efectiva como para detectar
pequefias diferencias en la cantidad de éste en el tejido, como a que la colorimetria
tiene menos sensibilidad de deteccidn que la fluorescencia. Los ratones heterocigotos
para la deficiencia en EMMPRIN también muestran alteraciones vasculares y aumento
en la permeabilidad en condiciones de inflamacion lo que indica que es necesaria la
carga completa de la proteina para su correcta funcion en las uniones
interendoteliales. El fenotipo de permeabilidad observado mediante la visualizacion de
dextrano extravasado en los ratones deficientes en EMMPRIN es atipico, ya que en
otros modelos estudiados el incremento de permeabilidad se produce principalmente a
través de capilares y post-vénulas. Ademas es Unico comparado con el de otros
ratones deficientes para otras proteinas de la familia de las inmunoglobulinas
presentes en las uniones endoteliales, ya que en el caso de PECAM-1 s6lo muestran
un aumento de la permeabilidad en condiciones de inflamacién (Graesser et al., 2002)

y en el caso de JAM-C por el contrario muestran un aumento de la funcién barrera y
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una disminucién de la permeabilidad tanto en condiciones basales como en
inflamacién (Orlova et al., 2006).

Por otro lado la VE-cadherina es el primer marcador de progenitores
endoteliales, y por ello contribuye a la remodelacion y maduracion de la vasculatura
durante la embriogénesis (Breier et al., 1996, Carmeliet, 1999). De esta manera la
correcta formacion de las uniones adherentes es necesaria para el ensamblaje de las
uniones estrechas (Nita-Lazar et al., 2010, Taddei et al., 2008). En HUVEC silenciadas
para EMMPRIN se observa una disminucion de JAM A en los contactos entre éstas.
Asi, la alteracion de las uniones estrechas en las células deficientes en EMMPRIN
también podria estar contribuyendo al fenotipo de permeabilidad, aunque en los
ratones deficientes para la claudina 5 perteneciente a las uniones estrechas y
especifica de endotelio, solo parece existir un defecto en la funcién barrera frente a

moléculas menores a 800Da. (Nitta et al., 2003).

Como ya se ha comentado en la introduccién las fuerzas ejercidas por el
citoesqueleto de actina sobre la célula, tienen un papel fundamental en la formacion y
mantenimiento de las uniones intercelulares (Hoelzle and Svitkina, 2012). Asimismo se
ha visto que un incremento o disminucién en las fuerzas que el citoesqueleto de actina
ejerce sobre las uniones, puede alterar el reclutamiento de la VE-cadherina a las
uniones (Liu et al., 2010). En experimentos mostrados en esta tesis se produce una
alteracion del patron de VE-cadherina asi como una disminucion en la proporcién
dimeros/monoémeros homofilicos formados por esta proteina. En trabajos anteriores se
ha descrito que EMMPRIN parece conferir resistencia a la muerte por anoikis a través
de E-cadherina (Ma et al., 2010). De esta manera la adhesion célula-céllula
dependiente de EMMPRIN podria facilitar el reclutamiento y dimerizacion de la E-
cadherina en este caso, lo que desencadena sefializacion de supervivencia en la
célula.

Las células deficientes para EMMPRIN, ya sea en cultivo o ex vivo, muestran
un patron alterado del citoesqueleto de actina, observandose una disminucién de F-
actina en las uniones y un aumento de actina polimerizada en el interior celular
mostrando lo que correlaciona con un estadio mas inmaduro de las uniones
intercelulares. Esto correlaciona con trabajos anteriores en los que se ha descrito que
la interferencia de EMMPRIN en células tumorales produce un aumento en las fibras
de estrés aunque sin incrementar por ello las adhesiones focales, y una disminucion
en la formacion de filopodia (Zhu et al., 2012). De hecho aunque EMMPRIN ha sido
estudiada en el contexto de las integrinas no existen evidencias de que forme parte de

las adhesiones focales (Berditchevski et al., 1997) con lo que su posible papel en la
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regulacién de la formacion de las fibras de estrés no parece estar relacionado con
adhesion a la matriz. Ademas, la disminucién de la formacion de filopodia en ausencia
de EMMPRIN concuerda con que EMMPRIN tenga un papel en la formacion y
nacimiento de los contactos entre células endoteliales, ya que parece ser que la
formacion de filopodia en el establecimiento de los contactos es necesaria para que
éstos se estabilicen y maduren (Hoelzle and Svitkina, 2012).

En los videos presentados se puede observar como al formarse las uniones las
fibras de actina van cambiando de una posicion perpendicular a la membrana cuando
las células comienzan a contactar a una posicion paralela cuando aumenta la
superficie de adhesion entre las dos células. Sin embargo, en ausencia de EMMPRIN
la mayor parte de las fibras permanecen perpendiculares a la superficie de contacto lo

que podria indicar que estas uniones son aun inmaduras y mas métiles e inestables.

Figura 44: Patrén de actina en la formacion de las uniones endoteliales. En un principio
las fibras de actina se colocan en direccion perpendicular a la unién entre dos células y segun
madura ésta las fibras de actina se colocan paralelas a lo largo de la unién. En ausencia de
EMMPRIN esta transicion se altera y parte de las fibras de actina permanecen
perpendiculares al eje de la union.

Se ha descrito que en células en cultivo pueden existir un tipo de contactos en
los que la actina se coloca de manera perpendicular al eje de la union entre las dos
células conectandolas y que suelen ir acompafiados de un cambio en el patron de
tincion de la VE-cadherina similar al observado en las células deficientes en
EMMPRIN. Estos tipos de unién aumentan en porcentaje en el cultivo cuando éste es
sometido a algun estimulo inflamatorio, como TNFa (Millan et al., 2010), por lo que
podrian ser un tipo de contactos mas dindmicos e inmaduros, al igual que ocurre en

ausencia de EMMPRIN.
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Por otro lado tanto en HUVEC silenciadas para EMMPRIN, como en MLEC y
en aorta de ratones deficientes, se observa un aumento en la fosforilacion de la MLC
en el interior celular y una disminucion en las uniones. MLC se fosforila en los residuos
Serl9 y en Thrl8, lo que resulta en un cambio en la estructura terciaria de MLC
favoreciendo el movimiento contractil que ésta ejerce contra la actina (Garcia et al.,
1995, Verin et al., 1998). El cambio en la distribucion de la pMLC en las células
deficientes en EMMPRIN estaria indicando por lo tanto una mayor tension ejercida por
el citoesqueleto de actina dentro de la célula y menor en las estructuras de actina que
soportan las uniones. El aumento en fosforilacion de la MLC en el interior celular ya ha
sido implicado anteriormente en hiper-permeabilidad en endotelio bajo diferentes
estimulos como son la histamina y la trombina, principalmente bajo la accién de la
gquinasa ROCK (Amano et al.,, 2010) que puede fosforilar a MLC directamente o a
través de la inhibicién de su fosfatasa MLCP (Amano et al., 2010, Amano et al., 1996,
Kimura et al., 1996). De esta manera, la inhibicibn de la funcién contractil de la
magquinaria de actina-miosina mediante el inhibidor de ROCK, Y27632 y el inhibidor de
la union de miosina Il a la actina, blebistatina, producen una recuperacion del fenotipo
normal de VE-cadherina en las uniones entre células deficientes para EMMPRIN, asi
como de la permeabilidad en las células tratadas con Y27632. Esto parece indicar que
ambos efectos estarian siendo producidos por el desequilibrio producido en las
diferentes tensiones ejercidas sobre las uniones. Se sabe que la kinasa ROCK suele
actuar bajo a accion de la GTPasa Rho cuando ésta esté activa (Amano et al., 2010).
Sin embargo en las células deficientes en EMMPRIN no se observa un aumento en la
actividad de la GTPasa Rho, activadora de ROCK, con lo que esta no parece ser la via
de sefalizacion desencadenada en ausencia de EMMPRIN. Pero ROCK también
puede unirse a otras GTPasas encargadas de modular su funcién inhibiéndola como
son Rnd3/RhoE, Gem o Rad (Ward et al., 2002, Riento et al., 2003, Komander et al.,
2008). Por otro lado PDK1 puede unirse directamente con a ROCK en competicion con
RhoE, lo que produce la liberacién de esta ultima y la activacién de ROCK (Pinner and
Sahai, 2008). ROCK también puede ser activada por procesamiento de la parte
reguladora de su extremo C-terminal por proteasas como la caspasa 3 o la granzima B
(Coleman et al., 2001, Sebbagh et al., 2001, Sebbagh et al., 2005). Con esto se puede
concluir que aunque no se observen cambios en la actividad de Rho, no se puede
descartar que no los haya en la actividad de ROCK, como parecen indicar los datos
presentados.

Por otro lado, puede ser que en las células deficientes en EMMPRIN la MLC se
esté fosforilando de manera independiente de la via de Rho/ROCK, como puede ser a

través de la quinasa PKC (Garcia et al., 1995). Al inhibir la accion de ROCK lo que
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estariamos produciendo es un aumento en la actividad fosfatasa de MLCP vy
defosforilando MLC, produciendo asi la relajacion del citoesqueleto (Garcia et al.,
1995, Kim et al., 2012) en las células deficientes en EMMPRIN. Asi por ejemplo, el
inhibidor de fosfatasas en serina y treonina (residuos donde es fosforilada la MLC),
calyculin A genera una respuesta similar a la causada por la trombina (Garcia et al.,
1995, Shasby et al.,, 1997) y la reduccién de la fosforilacion de MLC reduce la
hiperpermeabilidad generada por estos agonistas (Amano et al., 2010).

Es importante destacar también que EMMPRIN es capaz de inhibir la
activacion de Pak-1, efector de la GTPasa Rac en una linea celular linfoide (Ruiz et al.,
2008). La activacion de Pak y su reclutamiento a las zonas de union entre células
endoteliales bajo condiciones de flujo provoca un aumento en la permeabilidad de la
monocapa formada por estas células (Orr et al., 2007). De esta manera la ausencia de
EMMPRIN podria estar provocando un aumento en la activacion de Pak-1 produciendo
asi el consecuente aumento en permeabilidad. Asi mismo, la inactivacion de cofilina
dependiente de Rac/PAK/LIMK resulta en un incremento neto de la dinamica de

polimerizacién de actina (Garcia et al., 2001).

Del mismo modo que la polimerizacion del citoesqueleto de actina y la tensién
gue ejerce sobre la membrana son importantes para el reclutamiento y estabilizacion
de los complejos de unién, estos complejos son necesarios para el reclutamiento de
proteinas que se unen a actina e inducen su polimerizacion. Asi, un cambio en la
cantidad de complejos en las uniones, asi como en la composicion proteica de éstos,
podria llevar a una disminucién en la actina polimerizada en los sitios de unién y un
desequilibrio en las fuerzas de tension. En la bibliografia existente sobre la adhesion
célula-célula, se ha revisado extensamente el papel de las cadherinas y de las
proteinas intracelulares unidas a ellas, como las cateninas, en la formacién y
mantenimiento del citoesqueleto de actina. Pero sin embargo estos estudios estan
siendo revisitados y estan apareciendo nuevos modelos que pretenden explicar la
interrelacion entre los complejos de adhesion célula-célula y el citoesqueleto de actina
(Yamada et al., 2005).

En la presente tesis se describe un nuevo complejo en las uniones entre
células endoteliales formado por EMMPRIN, y-catenina y actina, que las comunica con
el citoesqueleto de actina. Aunque clasicamente se habia descrito y-catenina como un
componente de uniones ya maduras (Schnittler et al., 1997), en esta tesis se observa
como EMMPRIN, y-catenina y actina colocalizan en el endotelio en las uniones
tempranas, cuando las membranas de dos células adyacentes empiezan a tomar

contacto. El complejo asi formado podria estar favoreciendo el anclaje de actina a los
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contactos intercelulares propiciando asi la generacién del equilibrio necesario de las
tensiones para que las uniones queden establecidas. A favor de esta hipotesis, se
sabe que y-catenina es capaz de unirse a a-catenina y a vinculina, las cuales poseen
la doble funcién de unirse al citoesqueleto de actina y de favorecer el reclutamiento de
nucleadores de actina como pueden ser Arp2/3, (Drees et al., 2005, Kobielak et al.,
2004) formin-1 (Kobielak et al., 2004) o en el caso de la vinculina, favorecer
directamente la polimerizacion de actina (Wen et al., 2009). Ademas se ha descrito el
papel tanto de y-catenina como de vinculina como proteinas estabilizadoras de las
uniones intercelulares (Palovuori and Eskelinen, 2000, Walker et al., 2008, Watabe-
Uchida et al., 1998, Jamal et al., 2009)

Por otro lado se ha descrito en células epiteliales que tanto y-catenina como p-
catenina son capaces de unirse a la proteina fascina reclutandola a las uniones
adherentes de manera independiente de E-cadherina (Tao et al., 1996); ademas la
expresion de EMMPRIN correlaciona con el patron de expresion de fascina sobre-
expresandose ambas en diferentes tipos de tumores (Jung et al., 2011, Tsai et al.,
2007a, Tsai et al., 2007b). La proteina fascina, se une a los filamentos de actina para
formar paquetes paralelos (Brill-Karniely et al., 2009, Courson and Rock, 2010) y se
localiza en los filopodia formados en las primeras etapas de la formacion de las
uniones endoteliales (Hoelzle and Svitkina, 2012). Recientemente se ha comprobado
que fascina es capaz de promover la formacién de filopodia, aunque de manera
independiente de su actividad empaquetadora de actina (Zanet et al., 2012). De esta
manera EMMPRIN/y-catenina y fascina podrian estar coordinando tanto la formacion
de filopodia en las zonas de contacto en las etapas mas tempranas de su formacion,

como de paquetes de actina segun los contactos van madurando.

En ausencia de EMMPRIN se observa una disminucion en la expresion de y-
catenina en las uniones intercelulares tanto en uniones en formacién, como en uniones
ya establecidas. Ya que el incremento en la actividad de MLCK produce aperturas
intracelulares en la monocapa, un aumento en la contractilidad de la célula y pérdida
de B-catenina periférica (Tinsley et al., 2000), el aumento de la pMLC en el interior
celular observado en las células deficientes en EMMPRIN podria estar favoreciendo
también una disminucion en el reclutamiento de y-catenina a las uniones. Sin
embargo, los niveles de y-catenina no se recuperan completamente al relajar el
citoesqueleto con los inhibidores Y27632 y blebbistatina, lo que parece indicar que la

disminucion en la expresion de y-catenina en las uniones podria ser la causa mas que
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la consecuencia del incremento de la maquinaria de acto-miosina en el interior celular
en ausencia de EMMPRIN. Este incremento podria venir dado por diferentes
mecanismos que se describen a continuacion.

Primero, la disminucion del reclutamiento de y-catenin en las uniones en
ausencia de EMMPRIN puede alterar la sefializaciéon a través de GTPasas ya que se
ha descrito que la deficiencia de y-catenina en queratinocitos produce un aumento de
la actividad de RhoA y Racl (Todorovic et al., 2010) y en Xenopus, cuando se silencia
y-catenina, disminuye la actina cortical y la actividad de la GTPasa Cdc42 (Kofron et
al., 2002). En este ultimo estudio se demuestra, ademas que el defecto observado en
la actina cortical en ausencia de y-catenina, no puede ser compensado por o- 0 B-
catenina, lo que sugiere un papel UGnico de la y-catenina en la organizacion del
citoesqueleto de actina a nivel de membrana, al menos en Xenopus. Sin embargo,
segun los datos presentados, en las células deficientes en EMMPRIN no se observa
un aumento en la actividad de la GTPasa Rho, pero podrian estar siendo afectadas
otros miembros de esta familia de proteinas.

Segundo, la ausencia del complejo formado por EMMPRIN/y-catenina/actina
podria estar promoviendo la deslocalizacibn de proteinas polimerizadoras y
organizadoras del citoesqueleto de actina, como vinculina y fascina de las uniones al
interior celular. Asi por ejemplo, se sabe que en ausencia de su anclaje a los sitios de
union fascina se acumula en el citoplasma y en fibras de estrés (Tao et al., 1996), lo
gue puede estar favoreciendo la disminucion del empaquetamiento de la actina en las
uniones y el aumento en el interior celular, produciendo asi el desequilibrio observado
en la maquinaria contrdctil de la célula.

Tercero, la ausencia de los puntos de adhesion generados por el complejo
EMMPRIN/y-catenina/actina y de las proteinas reclutadas por éste, impide el
establecimiento de un anillo cortical de actina formado adecuadamente en las células
deficientes en EMMPRIN. Esto produciria una disminucién en la tensién cortical
(centrifuga), provocando que la principal tension ejercida sobre la célula sea en el
interior celular (centripeta). Este desequilibrio en las diferentes tensiones ejercidas
sobre las uniones podria estar provocando un aumento en la polimerizacion de actina
en el interior celular, ya que muchos de los polimerizadores de actina responden al
aumento de la tension y es ahi donde reside la mayor fuerza resultante del
desequilibrio. Ese aumento en la polimerizacién de actina en el interior celular estaria
promoviendo la actividad de la miosina en esos sitios (Tojkander et al., 2011)

resultando en un aumento de la pMLC en el interior celular.
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Figura 45. Esquema de las diferentes tensiones ejercidas por el citoesqueleto de actina
sobre las uniones intercelulares. En presencia de EMMPRIN se conforma una anillo cortical
de actina que soporta mecanicamente los complejos de adhesion entre las células y
contrarresta la tensién ejercida desde el interior celular. En ausencia de EMMPRIN el anillo
cortical de actina no se forma adecuadamente y el soporte mecanico de las uniones ejerce una
menor tensién favoreciendo el aumento de la tension del citoesqueleto en el interior celular.

88



6. CONCLUSIONES
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VI.

VII.

VIII.

La expresion de la proteina transmembrana EMMPRIN asi como su estado
de glicosilacién se regulan a lo largo del establecimiento de las monocapas
formadas por células endoteliales en cultivo.

EMMPRIN se recluta de manera temprana a las protrusiones de membrana
formadas entre células endoteliales que empiezan a contactar y en
ausencia de VE-cadherina en algunas de ellas. En células ya confluentes la
expresion de EMMPRIN se restringe principalmente a los contactos
formados entre estas células, donde colocaliza principalmente con la
proteina de membrana PECAM-1.

La localizacion subcelular de EMMPRIN es dependiente de su estado de
glicosilacién y de su reclutamiento a diferentes tipos de vesiculas de la
magquinaria de trafico celular; su enriquecimiento es mayor en vesiculas
ricas en caveolina-1 en el inicio de la formacién de los contactos célula-
célula endotelial y en vesiculas positivas para clatrina y Rab11 en contactos
cuando éstos son mas maduros.

La glicosilacion de EMMPRIN es un requisito para su reclutamiento a los
contactos célula-célula.

La expresion de EMMPRIN es necesaria para la formacién de tubos
tridimensionales de células endoteliales en cultivo.

La ausencia de EMMPRIN altera la integridad vascular en raton. La
expresion de EMMPRIN es necesaria para la estabilizacion de los
contactos entre células endoteliales y la funcién de barrera tanto in vitro
como in vivo.

La desestabilizacion de los contactos y la alteracion de la funcion de
barrera en células deficientes en EMMPRIN son debidas a un incremento
en la cantidad de fibras de actina con actividad contractil en el interior
celular y a una disminucién de la F-actina y pMLC en las uniones.
EMMPRIN interacciona a nivel de membrana con y-catenina y a-actina.

El complejo formado por EMMPRIN, y-catenina y actina es necesario para
la correcta organizacion y dinamica del citoesqueleto de actina que

sustenta las estructuras de adhesién entre células endoteliales.
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