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INTRODUCCION

Tetraspaninas
Introduccion.

Las tetraspaninas son una familia de proteinas de membrana atravesandola cuatro veces.
Estan expresadas en casi todos los dominios naturales (Huang et al., 2005). En plantas hay una
familia de proteinas similares a las tetraspaninas, con unos 17 miembros en Arabidopsis thaliana,
pero también estan presentes en arroz, maiz, lirios e incluso musgos, que son consideradas las
tetraspaninas de las plantas, aunque no tienen todos los motivos estructurales presentes en las
tetraspaninas de animales superiores. En hongos pluricelulares (en hongos unicelulares han
desaparecido) ha sido descrita la tetraspanina Pls1, necesaria para la infeccion de las hojas de
arroz por parte de Magnaporthe grisea (Clergeot et al., 2001). En protozoos, la ameba Entamoeba
histolytica, que es capaz de infectar humanos, presenta proteinas similares a las tetraspaninas,
aunque soélo comparten un 22% de identidad con las tetraspaninas de metazoos, si que son
estructuralmente similares a los motivos y estructuras tipicas de esta familia de proteinas (Wilihoeft
et al., 2001). También se han encontrado tetraspaninas en Dictyostelium discoideum, pero no en
otros protozoos como Leishmania major o Plasmodium falciparum. En gusanos se han descrito
20 tetraspaninas para Caenorhabditis elegans y 25 para el parasito humano Schistosoma.
Drosophila melanogaster tiene 36 miembros de esta familia de proteinas, o que es un niumero
excepcionalmente alto respecto al resto de los insectos que suelen tener 15 miembros. En
vertebrados, han sido encontradas 32 tetraspaninas en raton, 27 en pollo, 31 en rana, 47 en pez
cebra y 33 tetraspaninas en humano, incluyendo los antigenos de diferenciacion leucocitarios
CD9, CD37, CD53, CD63, CD81/TAPA-1, CD82/Kai1, CD151/PETA-3 y CD231/TALLA1 (Hemler,
2001; Hemler, 2003; Inui et al., 1997; lwamoto et al., 1994; Schmidt et al., 1996; Tarrant et al., 2003;
Yanez-Mo et al., 2001), las tetraspaninas identificadas por primera vez en tumores TALLA-1, CO-
029 y SAS (Jankowski et al., 1994; Szala et al., 1990; Takagi et al., 1995), las uroplaquinas UP1a
y UP 1b componentes del urotelio (Sun et al., 1996) y las proteinas del aro exterior del fotoreceptor
de la retina RDS/periferina y Rom1 (Goldberg, 2006). La conservacion de la estructura, sino de
todos los dominios si de la forma general de la proteina, sugiere que provienen de un antecesor
comun, como se muestra en la figura 1.

Todas las células de mamifero, exceptuando eritrocitos, expresan alguna tetraspanina.
Hay algunos miembros, como CD9, CD81 y CD151 que tienen una expresion muy amplia en
diferentes tejidos y tipos celulares, aunque no son ubicuas. Existen también tetraspaninas mas
especializadas que solo se expresan en ciertos tipos celulares, como las uroplaquinas del urotelio,
o RDS/periferina y Rom1 en la retina. CD53 esta expresada casi exclusivamente en leucocitos
y CD37 en linfocitos T y B. Las tetraspaninas se encuentran principalmente en la membrana
plasmatica, con la excepcion de CD63, cuya expresion esta limitada a lisosomas (Azorsa et al.,
1991; Metzelaar et al., 1991). CD151, ademas de en la membrana plasmatica, también se expresa
en endosomas de células endoteliales (Sincock et al., 1997). CD37, CD53, CD63, CD81 y CD82
se encuentran en los compartimentos citoplasmaticos ricos en MHC de clase Il de linfocitos B
(Escola et al., 1998). Los exosomas también estan enriquecidos en tetraspaninas (Escola et al.,
1998; van Niel et al., 2006). Estas vesiculas, implicadas en comunicacion intercelular, pueden
servir para intercambio de moléculas de MHC de clase Il y asi poder estimular linfocitos T a larga
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Figura 1: Arbol de distancias genéticas de las tetraspaninas humanas. Las longitudes de los brazos indican la
distancia genética entre las tetraspaninas (0,1 = 10% de diferencia en la secuencia de aminoacidos). Todas las secuencias
son de humano, salvo BAB22942.1m que es de ratdn. Los numeros de la derecha indican el nimero de cisteinas en el LEL.
Las que estan sin especificar presentan 6 residuos de cisteinas. Modificado de (Hemler, 2003).

distancia (Wolfers et al., 2001). Puesto que las tetraspaninas estan muy implicadas en procesos
de fusion celular pueden facilitar la formacion de estos exosomas.

Estructura.

El nombre de tetraspanina proviene de que atraviesan (span) cuatro (tetra) veces la
membrana plasmatica. Son proteinas pequefias, compuestas por entre los 204 (Tspan-13/NET-6)
y los 335 (Tspan-10/oculospanina) aminoacidos. Sus cuatro dominios transmembrana delimitan
dos dominios extracelulares (figura 2) (Charrin et al., 2009; Hemler, 2003; Hemler, 2005). El
primer dominio, y mas pequefo, llamado dominio extracelular corto, SEL (Short Extracelular
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Loop) o EC1 (Extracellular domain 1), presenta unos 25 aminoacidos, y una estructura en
forma de lamina B hidrofébica que se pliega hacia el dominio extracelular grande. El segundo
dominio llamado dominio extracelular grande, LEL (Large Extracellular Loop) o EC2 (Extracellular
domain 2) es mayor, posee entre 73 y 131 aminoacidos. Este dominio sobresale de la membrana
plasmatica apenas unos 3,5 nm en el caso de CD81, que comparado con otras moléculas es
bastante poco (Kitadokoro et al., 2001). Para que una proteina forme parte de la familia de las
tetraspaninas es necesario que la proteina presente los 4 dominios transmembrana con residuos

A B

Dominio extracelular grande (LEL) 73-131 aa

Dominio

extracelular corto
(SEL)

20-28 aa

Medio
extracelular
XOOO00OOOOOOC
Membrana
plasmatica
| Y V.- £ Vi ¥
Citosol G
NH:

NH:

Figura 2: Estructura de las tetraspaninas. A) Estructura desplegada de las tetraspaninas. Presentan un dominio
extracelular corto (SEL) y un dominio extracelular grande (LEL). Este Ultimo dominio tiene una region constante (sombreado
en rosa) con tres hélices A, By E, y una region variable (sombreada en azul) con el motivo CCG. Tienen dos puentes
disulfuro conservados (linea roja) y un tercero que solo esta presente en ciertas tetraspaninas (punteado). En la region
transmembrana presentan residuos hidrofilicos (esferas grises) y residuos de cisteina para la union de estructuras de
palmitico (lineas en zigzag rojas). B) Estructura de una tetraspanina plegada en la membrana plasmatica, con los cuatro
dominios transmembrana muy proximos, asi como el LEL y el SEL. Esta estructura confiere a las tetraspaninas una forma
similar a la de una barra. (Modificado de Hemler, 2008)

polares conservados, asi como también es necesaria la presencia de cuatro o seis cisteinas,
incluyendo un motivo CCG en el dominio extracelular grande, que formen dos o tres puentes
disulfuro intracatenarios.

La estructura del LEL de CD81 ha sido resuelta por cristalografia, y la tomaremos de ejemplo
para describir la estructura de ese dominio (Kitadokoro et al., 2001). Justo después del tercer
dominio transmembrana e inmediatamente antes del cuarto se encuentran dos segmentos con
estructura secundaria en hélice a con orientacién antiparalelas (hélices Ay E, respectivamente).
A continuacion de la hélice a A se encuentra otro segmento en hélice a denominada hélice B.
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Estas tres hélices estdn muy conservadas en todas las tetraspaninas, al menos en cuanto a su
estructura, y no tanto en su secuencia de aminoacidos. Por esta razén a esta region del LEL se la
denomina regién constante. Hay una region entre las hélices B y E, llamada variable, que no esta
tan conservada como la anterior. En esta regién variable algunas tetraspaninas presentan hélices
a, dos en el caso de CD81, pero también hay otras estructuras como laminas 8 y lazos. Lo unico
que esta conservado en esta regidon del dominio extracelular largo son determinados residuos de
cisteina y el motivo CCG, que forman puentes disulfuro que mantienen la estructura tridimensional
del LEL. La mayoria de las tetraspaninas tienen 6 residuos conservados de cisteina en su LEL
(incluyendo las dos en el motivo CCG), pero hay algunas con 4 (como CD9) y otras con 8 residuos
de cisteina (figura 1), o 7 en el caso de RDS/periferina y Rom1, donde la séptima cisteina se
encarga de formar heteropolimeros (Goldberg, 2006). La region constante del LEL se ha implicado
en interacciones homo y heterofilicas, mientras que la region variable del LEL esta implicada en
la interaccion con las proteinas especificas para cada tetraspanina (Seigneuret et al., 2001). De
hecho Higginbottom et al. (Higginbottom et al., 2000) han mapeado el sitio de unién para el virus de
la hepatitis C en la parte final de la region variable del LEL de CD81. En la interaccion entre CD151
y a3p1 participan la subunidad a de la integrina (residuos 569-705) y la regién variable del LEL de
CD151 (residuos 149-213). Los puentes disulfuro entre los residuos de cisteina presentes en el
motivo CCG, son necesarios para esta interaccioén. La regién espaciadora del dominio extracelular
de la subunidad a3 también es necesaria para que ambas moléculas se asocien (Berditchevski
et al., 2001; Yauch et al., 1998). La mayor parte de las tetraspaninas tienen residuos glicosilados
en el dominio LEL, excepto CD9 que se encuentra glicosilada unicamente en el dominio SEL,
mientras que CD81 y NET-2 no estan glicosiladas. En estudios anteriores realizados en nuestro
laboratorio se describié un anticuerpo que reconoce un epitopo en el LEL de CD9 cuya expresion
depende de la asociacién de esta tetraspanina con conformaciones activadas de las integrinas
B,, y particularmente la integrina a8,. El anticuerpo, llamado PAINS-13, sélo inmunoprecipita
CD9 cuando se mantienen las condiciones de interaccion con la integrina. Este anticuerpo ejerce
efectos funcionales cuando se une a CD9, afectando procesos dependientes de integrinas como
la cicatrizacion de heridas y la adhesiéon (Gutierrez-Lopez et al., 2003). La estructura terciaria de
las tetraspaninas se asemeja mas a una pequefa barra, con el LEL y el SEL muy préximos entre si
(figura 2B), mas que al tradicional esquema que siempre se ha mostrado (figura 2A). Esta forma
tan discreta le permitiria incluirse mas facilmente entre las diferentes proteinas a las que se asocia
con menor impedimento estérico.

Los dominios transmembrana tienen residuos polares conservados. Estos residuos estan
implicados en la asociacién con otras proteinas, como la interaccién entre CD9 y su compafiero
EWI-2, enla que el LEL y los dominios transmembrana 2 y 3 de la tetraspanina son los responsables
de la interacciéon. También estan implicados en la formacién de puentes de hidrégeno entre ellos
que permiten la estabilizacion de la tetraspanina (Charrin et al., 2003a; Kovalenko et al., 2005;
Seigneuret, 2006).

Las colas citoplasmaticas tienen menos de veinte aminoacidos de longitud y tienen sitios
de palmitoilacién, implicados en la interaccion tetraspanina-tetraspanina y tetraspanina-proteina
(Charrin et al., 2003b). Todas las tetraspaninas estudiadas tienen algun residuo de palmitico unido
a cisteinas situadas en el limite entre la membrana y el citosol. Las tetraspaninas presentan varias
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CD9y CD81

CD151

REFERENCIAS PARA CD9

(Lozahic et al., 2000)
(Jones et al., 1996; Scherberich et al., 1998)

(Berditchevski et al., 1996; Jones et al., 1996;
Scherberich et al., 1998)

(Rubinstein et al., 1994; Rubinstein et al., 1996)
(Rubinstein et al., 1994)

(Berditchevski et al., 1996; Miyake et al., 1995;
Miyake et al., 1996; Rubinstein et al., 1996)

(Indig et al., 1997; Longhurst et al., 1999;
Slupsky et al., 1997; Slupsky et al., 1989)
(Jones et al., 1996)

(Barreiro et al., 2005)
(Schmidt et al., 2004)

(Jones et al., 1996; Le Naour et al., 2004;
Tarrant et al., 2003)

(Kovalenko et al., 2007)

(Jones et al., 1996)

(Longhurst et al., 1999; Slupsky et al., 1997)
(Longhurst et al., 1999)

(Escola et al., 1998; Rubinstein et al., 1996)

(Toyo-oka et al., 1999)

(Toyo-oka et al., 1999)
(Horvath et al., 1998)

(Lozahic et al., 2000)
(Toyo-oka et al., 1999)

(Shi et al., 2000)
(lwamoto et al., 1994; Nakamura et al., 1995;
Nakamura et al., 2000)

(Zhang et al., 2001)

(Yauch and Hemler, 2000)

(Andre et al., 2006; Le Naour et al., 2006)
(Charrin et al., 2001; Stipp et al., 2001b)
(Stipp et al., 2001a)

(Miao et al., 2001)

(Arduise et al., 2008)
(Kaiji et al., 2000)
(Sala-Valdes et al., 2006)

Tabla I: Moléculas asociadas a las tetraspaninas.
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Interacciones de primer nivel, Interacciones de segundo nivel, Interacciones de tercer nivel,
resistentes a Digitonina resistentes a Brij 97 resistentes a CHAPS

CcD9 0“*. CD9P-1 ; ;’ ..........
cD81 '“'h-omm *’“-' _E
CD151 om.usm E }ii

Figura 3: Interacciones de la tetraspanin web. Las interacciones de primer nivel son resistentes a la
solubilizacion en Digitonina y contienen una tetraspanina (verde) unida a su proteina directamente asociada
(naranja) o “partner”. Las interacciones de segundo nivel son resistentes a la solubilizacion en Brij 97 e incluyen
los complejos anteriores de primer orden asociados entre si a través de interacciones tetraspanina-tetraspanina.

Las interacciones de tercer nivel son resistentes a la solubilizacién con detergentes muy suaves como CHAPS
y comprenden complejos de segundo nivel unidas entre si. (Modificado de Boucheix et al., 2001)

cisteinas en sus colas citoplasmaticas, como por ejemplo seis en CD9, CD81 y CD151, y cinco
en CD82 (Yang et al., 2002; Zhou et al., 2004). Recientemente ha sido descrito que algunas
tetraspaninas también sufren ubiquitinacion, lo que conlleva su degradacién y la reduccion de
su expresion en membrana (Lineberry et al., 2008; Tsai et al., 2007). También pueden presentar
dominios de union con proteinas del citoesqueleto y senalizadoras como PKC (Zhang et al., 2001)
o Pl4-K (Berditchevski et al., 1997; Yauch et al., 1998; Yauch and Hemler, 2000).

Interacciones de las tetraspaninas. Tetraspanin web.

La capacidad de las tetraspaninas de interaccionar entre ellas y con otras proteinas ya se
conoce desde su descubrimiento. Co-inmunoprecipitados de diferentes tetraspaninas dan lugar a
patrones de proteinas co-inmunoprecipitadas bastante similares, pero con diferentes eficiencias
de precipitacién para cada una de las proteinas (Angelisova et al., 1994; Berditchevski et al.,
1996; Rubinstein et al., 1996). A partir de estos resultados se propuso que las tetraspaninas
son facilitadores o adaptadores de la funcion de las proteinas a las que se asocian. En la
membrana plasmatica forman una red de interacciones conocida como la tetraspanin web (red de
tetraspaninas). También son llamados TEMs (tetraspanin-enriched microdomains, microdominios
enriquecidos en tetraspaninas). El numero de proteinas que interaccionan con la familia de las
tetraspaninas no ha dejado de crecer en los ultimos afios, especialmente con la realizacion de
estudios de protedmica (Le Naour et al., 2006b) (tabla I). Las proteinas asociadas a tetraspaninas
se dividen generalmente en cinco grupos: |) integrinas y otras moléculas de adhesion (EpCAM,
VCAM-1, ICAM-1 y varios miembros de las subfamilias de integrinas B,, B, y B,), Il) proteinas con
dominios inmunoglobulina (EWI-F, EWI-2, CD4, CD8 y MHC de clase | y Il), lll) ectoenzimas (MT1-
MMP, ADAM-10 y y-secretasas), IV) moléculas de sefializacion (proteinas G heterotriméricas,
Pl4-K y PKC) y V) otras moléculas como pro-HB-EGF. Por su interaccién con todas estas
proteinas las tetraspaninas estan implicadas en funciones como la adhesion, migracién, fusion,
proliferacién y diferenciacién celular y en la transduccion de sefiales (Andre et al., 2006; Arduise et
al., 2008; Boucheix and Rubinstein, 2001; Hemler, 2003; Hemler, 2005; Lafleur et al., 2009; Levy
and Shoham, 2005; Maecker et al., 1997; Wakabayashi et al., 2009; Yan et al., 2002; Yanez-Mo et
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al., 2008; Yanez-Mo et al., 2001).

Teniendo en cuenta la estequiometria y la fortaleza de las interacciones entre tetraspaninas
y proteinas asociadas (determinada por su capacidad de permanecer intactas al lisar las células
en presencia de diferentes detergentes), las interacciones se pueden dividir en tres niveles
(figura 3). El primer nivel son las interacciones directas y especificas, resistentes a detergentes
fuertes como digitonina o Tritén-X100, que ocurren entre tetraspaninas y determinadas proteinas
asociadas denominadas “tetraspanin partners”, o compaferos de tetraspaninas. Este tipo de
interacciones son fuertes y tienen una elevada estequiometria. En un segundo nivel tenemos las
interacciones entre las diferentes tetraspaninas, cada una de las cuales a su vez interaccionando
con sus proteinas asociadas. Estas interacciones son mas numerosas pero también mas débiles,
ya que solo se mantienen con detergentes como Brij 97 suplementado con cationes divalentes
para mantener las interacciones entre tetraspaninas. El tercer nivel esta representado por las
interacciones indirectas de las proteinas asociadas con otras tetraspaninas y otras proteinas.
Estas interacciones son muy débiles y sélo se mantienen si la célula es lisada en presencia de
detergentes suaves como el Brij 99 o CHAPS (Hemler, 2003; Hemler, 2005).

Los diferentes abordajes que se han realizado por microscopia confocal han permitido
analizar la dindamica de CD9 y de la red de tetraspaninas en la superficie celular. La mayoria
de las moléculas de CD9 presenta un movimiento Browniano (aleatorio) y hay evidencias de
interacciones entre tetraspaninas fuera de los TEMs, ya que las interacciones entre tetraspaninas
ocurren continuamente de forma transitoria. La hipotesis es que CD9 difunde por la membrana
junto a un pequeno grupo de moléculas asociadas, incluyendo otras tetraspaninas, y que puede
haber intercambio de moléculas entre estos pequefios grupos de diferentes tetraspaninas. Estos
grupos pueden pasar a formar parte de zonas enriquecidas en tetraspaninas, en las que las
interacciones entre ellas se hacen mas numerosas y se forman los TEMs. No se conoce a ciencia
cierta porque se forman estos TEMSs, pero en la publicacion de Barreiro et al. proponen que la unién
de ICAM-1 (ligando de la integrina leucocitaria a B, (LFA-1)) y VCAM-1 (ligando de la integrina
a,B, (VLA-4)) a sus receptores de adhesion durante el proceso de extravasacion de leucocitos
atrae a las tetraspaninas, formando un microdominio enriquecido en tetraspaninas (Barreiro et al.,
2008; Espenel et al., 2008; Gambin et al., 2006).

Los TEMs, formados por tetraspaninas, y los lipid rafts o balsas lipidicas, formados por
lipidos, son entidades diferentes pero que comparten algunas caracteristicas comunes, como
su riqueza en colesterol y glicoesfingolipidos. En la lisis mediante Brij 97 a 37°C los lipid rafts se
solubilizan y no asi los dominios ricos en tetraspaninas. Los TEMs también son mas resistentes a
agentes que secuestran colesterol (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b). Hay varios estudios
publicados que remarcan la falta de interaccion entre tetraspaninas con caveolina y con proteinas
ancladas mediante GPI, marcadores tipicos de lipid rafts (Claas et al., 1998; Charrin et al., 2003a).
Asimismo, analisis por protedmica de las balsas lipidicas no han identificado ninguna tetraspanina
en su composicién, ni ninguna proteina anclada mediante GPI asociada a CD9 (Andre et al., 2006;
Le Naour et al., 2006a; Le Naour et al., 2006b). Las proteinas incluidas en los lipid rafts tienen un
mayor coeficiente de difusion que las proteinas incluidas en los dominios ricos en tetraspaninas
(Barreiro et al., 2008). Todos estos datos apuntan a que ambas estructuras son entidades
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componentes de la membrana plasmatica diferentes, con proteinas y funciones diferentes.
La tetraspanina CD9.

La tetraspanina CD9 tiene un peso molecular de 24-26 kDa y fue descrita inicialmente como
un marcador linfohematopoyético (Boucheix and Benoit, 1988). Su estructura se diferencia de la
tipica de una tetraspanina en que esta N-glicosilada en el dominio SEL, a diferencia de la mayoria
de las tetraspaninas que estan glicosiladas en el dominio LEL, o en ambos. Ademas se encuentra
acilada (Seehafer et al., 1988) y palmitoilada (Charrin et al., 2002).

Los partners de CD9 descritos hasta ahora son EWI-F (Charrin et al., 2001; Stipp et al.,
2001b), EWI-2 (Charrin et al., 2003a; Stipp et al., 2001a), EpCAM (Schmidt et al., 2004), Pro-
HB-EGF (lwamoto et al., 1994) y claudina-1 (Kovalenko et al., 2007). Como ya describieron
Rubinstein y sus colaboradores (Rubinstein et al., 1996), CD9 se asocia a otras tetraspaninas
como CD81 y CD151 (Barreiro et al., 2008; Kovalenko et al., 2004), y también indirectamente a
otras proteinas entre las que se encuentran miembros de la familia de las integrinas, moléculas
del sistema inmune, factores de crecimiento, miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas
y moléculas senalizadoras (Yanez-Mo et al., 2009).

CD?9 fue inicialmente designada Motility Related Protein 1 (MRP-1 o proteina 1 relacionada
con la motilidad), ya que anticuerpos monoclonales especificos para la molécula eran capaces
de inhibir la capacidad migratoria y la motilidad de células tumorales (Miyake et al., 1991). La
implicacion de CD9 en metastasis ya se conoce desde hace tiempo, puesto que la transfeccion
de CD9 en células de melanoma reduce su potencial metastasico y se ha descrito una correlacién
inversa entre la expresion de CD9 y la aparicion de metastasis en melanomas (Siy Hersey, 1993),
cancer de mama (Miyake et al., 1995; Miyake et al., 1996), cancer de pulmén (Higashiyama et
al., 1995a) y colocarcinoma (Mori et al., 1998). Mas recientemente nuestro grupo ha implicado
a CD9 en la inhibicion de la tumorogénesis en cancer de colon (Ovalle et al., 2007). CD9 afecta
a la avidez de las integrinas para la adhesion a laminina y fibronectina, componentes de la
matriz extracelular. La sobrexpresion de CD9 reduce la capacidad proliferativa de las células de
carcinoma, y anticuerpos con efecto agonista sobre CD9 reducen la capacidad tumorigénica de
células de carcinoma de colon in vivo en ratones desnudos.

En el proceso de diseminacion de células de un tumor primario y formacién de sus metastasis
en otros 6rganos, la célula tumoral debe primero atravesar el endotelio de los capilares. La
tetraspanina CD9 (junto con CD81y CD151) esta expresada en la union entre la célula tumorigénica
y la célula endotelial, implicando a la tetraspanina en este proceso. Anticuerpos especificos para
CD9 reducen la transmigracion de las células tumorales a través del endotelio, probablemente
debido a un aumento en la capacidad de unién entre las células, lo que produce una reduccién
de su migracién (Longo et al., 2001). En relacién a lo anterior, CD9 también ha sido implicada
(junto a CD151) en el proceso de extravasacion de leucocitos. Las tetraspaninas, presentes en
la membrana del endotelio en TEMs especializados que los autores llaman endothelial adhesive
platforms (EAPs o plataformas adhesivas del endotelio), agrupan las moléculas de adhesion
ICAM-1 y VCAM-1 cuando se unen a sus receptores en la membrana de los leucocitos formando
una estructura de amarre (docking structure) que otros autores han denominado también copa de

24



INTRODUCCION

transmigracion (transmigratory cup) (Carman y Springer, 2004) que facilita la union del leucocito
al endotelio y el proceso de diapédesis (Barreiro et al., 2008). Concretamente, CD9 se asocia
preferentemente a ICAM-1y CD151 a VCAM-1.

CD9y CD81, perono CD151, co-inmunoprecipitan proteinas de la familia de las ERM (ezrina-
radixina-moesina) (Charrin and Alcover, 2006). Estas proteinas interaccionan con actina a través de
su dominio C-terminal y con proteinas de membrana a través de su dominio N-terminal. El dominio
C-terminal de la tetraspanina CD81 (para CD9 aun no se ha conseguido determinar) co-precipita
ezrina y moesina, lo que sugiere una interaccion directa (Sala-Valdes et al., 2006). Esta familia de
proteinas puede ser el vinculo entre las tetraspaninas y sus efectos sobre el citoesqueleto, como
que anticuerpos especificos para CD82 inmovilizados inducen la formacion de extensiones de
membrana y la reorganizacion de filamentos de actina en células Jurkat (Lagaudriere-Gesbert et
al., 1998). También ha sido propuesto que a través de la regulacion del citoesqueleto en células
T y NK, las tetraspaninas pueden regular el nivel de estimulacion necesario para activar a la
célula lo que explicaria las diferencias funcionales (activacion e inhibicion respectivamente) de las
tetraspaninas en ambos tipos celulares (Crotta et al., 2006).

CD9 participa en diversas funciones que requieren fusion celular, como la uniéon 6vulo-
espermatozoide. Se ha descrito que los ratones knock-out de CD9 producen 6vulos que no son
capaces de fusionarse con los espermatozoides (Kaji et al., 2000). CD9 se expresa en los microvilli
del 6vulo y en ratones CD9 los évulos no presentan esos microvilli, y es un posible mecanismo del
efecto en fertilizacion de CD9. También se propuso que CD9 afectaba a la funcién de la integrina
a,B, en su union a fertilina B (ADAM-2) del espermatozoide (Rubinstein et al., 2006), pero se ha
descartado esa posibilidad, ya que évulos que no expresan la integrina son fértiles. Aun no se
conoce cual es el mecanismo exacto por el que CD9 afecta la unién évulo-espermatozoide (Miller
et al., 2000). Otro mecanismo de fusion celular en el que esta implicado CD9 es la formacion de
miotubos multinucleados por fusion de mioblastos independientes. Anticuerpos anti-CD9 y anti-
CD81 retrasan la formacion de estos tubos en ratdén, mientras que la sobrexpresion de CD9 en
células de rabdomiosarcoma incrementa su fusion para la formacion de miotubos (Tachibana and
Hemler, 1999).

CD9 interacciona con la forma de membrana de los agonistas del receptor de EGF pro-HB-
EGF, pro-TGFa y pro-anfiregulina (Higashiyama et al., 1995b; Inui et al., 1997; Nakamura et al.,
2000; Shi et al., 2000). La tetraspanina regula la funcién de estos factores de crecimiento mediante
dos posibles mecanismos, aumento de la avidez del factor y/o proteccion frente a la protedlisis. En
el caso de HB-EGF, se ha descrito la interaccion de este factor de crecimiento con ADAM-10y que
su procesamiento proteolitico esta regulado por CD9 (Yan et al., 2002).

CD9y CD82 han sido implicadas en la regulacion de la actividad metaloproteinasa de ADAM-
10 para el corte de los sustratos EGF y TNF-a (Arduise et al., 2008). La interaccion de ADAM-10
con las tetraspaninas ocurre después de que se haya eliminado el prodominio de la enzima, por
lo tanto ocurre en un compartimento posterior al aparato de Golgi. Tratamientos con anticuerpos
especificos para CD9 y CD82 en células sin estimular resulta en un incremento de la liberacion
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de TNF-a soluble dependiente de ADAM-10, mientras que al estimular con ésteres de forbol el
proceso pasa a ser dependiente de ADAM-17. En células Raji-CD9, anticuerpos especificos para
la tetraspanina activan a ADAM-10 en células sin estimular, mientras que tras el tratamiento con
ésteres de forbol, los anticuerpos especificos para CD9 inhiben la actividad de ADAM-17 (Arduise
et al., 2008).

ADAM-17
Introduccion.

La familia de las ADAM (a disintegrin and metalloproteinase, desintegrina y metaloproteasa)
esta compuesta por enzimas proteoliticas dependientes de zinc. Estdn muy relacionadas con
otras metaloproteasas como las ADAMs con dominio trombospondina (ADAM-TS, a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs), metaloproteasas de matriz (MMP, matrix
metalloproteinases) y las metaloproteasas de veneno de serpiente (SVMP, snake venom
metalloproteinases). Se han identificado 21 miembros en humanos, pero sélo 13 son activos
cataliticamente (Edwards et al., 2008). Las ADAMs sin capacidad proteolitica tienen funciones de
comunicacion celular gracias a sus funciones adhesivas, mientras que las ADAMs cataliticamente
activas participan en el proceso de corte y liberacion (shedding) de proteinas de membrana a su
forma soluble. Lafamilia de las ADAMs esta implicada en varias funciones celulares como adhesion,
invasioén, angiogénesis, metastasis, inflamacién, ateroesclerosis, espermatogénesis y fertilizaciéon
(Chang y Werb, 2001; DeClerck, 2000; Moss et al., 2001; Primakoff y Myles, 2000; Schlondorff y
Blobel, 1999). La importancia de esta familia es resaltada por el hecho de que se han encontrado
ortélogos de ADAM-10 y ADAM-17 en Schizosaccharomyces pombe (Nakamura et al., 2004),
Drosophila melanogaster, y en cordados primitivos como el tunicado Ciona intestinalis o el pez
Dario renio (Huxley-Jones et al., 2007). ADAM-17 fue descrita en 1997 simultdneamente por dos
grupos que buscaban la metaloenzima responsable de cortar y liberar TNF-a, de donde procede
su primer nombre TACE (TNF-a converting enzyme, enzima convertidora de TNF- a) (Black et al.,
1997; Moss et al., 1997). Fue el primer miembro de la familia ADAM al que se le reporté actividad
catalitica, pues los anteriores no tenian dominio catalitico activo y solo participaban en adhesion
celular. La expresion de ADAM-17/TACE es practicamente ubicua, aunque su expresion varia
durante el desarrollo embrionario y la edad adulta (Black et al., 1997).

Estructura.

El gen de ADAM-17/TACE esta codificado en region 2p25 del cromosoma 2 humano. Es
una proteina multidominio que atraviesa la membrana plasmatica una vez (figura 4). Tiene un
péptido sefial (aminoacidos 1 al 17), seguido de un prodominio (aminoacidos 18 al 214), un
dominio metaloproteasa o catalitico (aminoacidos 215 al 473), con el motivo de unién a zinc
(HEXXHXXGXXH) con tres histidinas para coordinar el atomo metalico, seguido de un dominio
desintegrina (aminoacidos 474 al 572), un dominio rico en cisteinas (aminoacidos 603 al 671),
un dominio transmembrana (aminoacidos 672 al 694) y una cola citoplasmatica (aminoacidos
695 al 824). El miembro con mas homologia de secuencia con TACE es ADAM-10, o Kuzbanian
por su ortélogo (Kuz) en Drosophila, con un 30% de homologia. ADAM-17 es una glicoproteina
que contiene seis sitios putativos de N-glicosilacion, tres de ellos localizados en el dominio
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) DOM.
PEPTIDO ) DOMINIO  RICO EN COLA
SENAL PRODOMINIO DOMINIO CATALITICO DESINTEGRINA CIS. TM CITOPLASMATICA
117 214 CENTRO 473 572 671 694 824

184 ACTIVO

Figura 4: Estructura de ADAM-17/TACE. Se muestran los dominios de la enzima. Los nimeros indican la
posicion de los aminoacidos. Dom. Rico en Gis: Dominio rico en cisteinas. TM: Dominio transmembrana

catalitico, dos en el dominio desintegrina y otro en el dominio rico en cisteinas (Clarke et al.,
1998). Inicialmente se describié que el prodominio contiene un residuo de cisteina que actua
como un inhibidor de su actividad proteasa gracias a que se coordina con el zinc del sitio activo
de forma que impide su actividad enzimatica antes de su maduracién (Milla et al., 1999). Sin
embargo, se ha demostrado que prodominios mutantes para esa cisteina son capaces de inhibir la
actividad metaloproteasa igualmente (Gonzales et al., 2004; Leonard et al., 2005). Recientemente
la secuencia autoinhibidora ha sido descrita en la Phe72 y el motivo Asp-Asp-Val-lle137 (Gonzales
et al., 2008). Las convertasas de proproteinas del tipo furina liberan el prodominio en el aparato
de Golgi, gracias al sitio de corte de estas enzimas localizado entre el prodominio y el dominio
catalitico. Aunque la eliminacion del prodominio no es necesaria para su transporte a la membrana
plasmatica (Peiretti et al., 2003), la mayor parte de la enzima presente en la membrana plasmatica
es activa (Schlondorff et al., 2000). Del dominio desintegrina (llamado asi por su similitud con las
desintegrinas de los venenos de serpiente) no se conoce bien su funcion, aunque parece estar
implicado en adhesion celular, ya que contiene el motivo RGD y otras secuencias analogas que
son reconocidas por las integrinas en sus sustratos, y de hecho ADAM-17 interacciona con estas
moléculas de adhesion (Bax et al., 2004; Schlondorff and Blobel, 1999). El dominio rico en cisteinas
parece estar implicado en el reconocimiento del substrato y en la maduracién de la proteina (Milla
etal., 1999; Reddy et al., 2000). La cola citoplasmatica de ADAM-17 presenta potenciales sitios de
unién con dominios de homologia Src de tipo 3 (SH3), un potencial sitio de fosforilacién en tirosina,
(Moss et al., 1997) ademas de un sitio de fosforilacién por MAPK (Diaz-Rodriguez et al., 2002).

Sustratos.

El numero de proteinas que son susceptibles de ser procesadas por ADAM-17 ha estado
creciendo en los ultimos afos, y es muy probable que seguira haciéndolo (tabla Il). Para la
obtencion del degradoma de ADAM-17 se han llevado a cabo estudios con células derivadas
de ratones genéticamente deficientes para la actividad de ADAM-17 (fibroblastos TACEAZvAzn) y
estudios in vitro con proteinas recombinantes y péptidos modelo para ver si son procesados por
ADAM-17. Como se muestra en la tabla Il, los sitios de corte de ADAM-17 en los diferentes
sustratos no presentan ninguna caracteristica comun, pero teniendo en cuenta que solo el 2-3%
de las proteinas de membrana sufren procesos de corte y liberacidon (Arribas et al., 1996), tiene
que haber algun método para el reconocimiento del substrato. Aparentemente, ADAM-17 debe
estar anclada a la membrana plasmatica para realizar correctamente su funcion (Reddy et al.,
2000), y sustrato y enzima deben estar en la misma célula (ltai et al., 2001). Mutagénesis dirigida
a los residuos que rodean el sitio de corte de diferentes sustratos, incluyendo los aminoacidos
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que forman el enlace peptidico del punto de corte, no han protegido al sustrato de ser procesado,
indicando que no hay un secuencia especifica de corte (Brakebusch et al., 1994; Mullberg et
al., 2000). Algunos autores han propuesto la regién yuxtamembrana como la zona esencial que
confiere susceptibilidad al procesamiento por ADAM-17. La construccion de proteinas quiméricas
para esta region de los sustratos de ADAM-17/TACE induce el corte y liberacion constitutivo de
las proteinas de fusién, cuando normalmente no lo sufren (Althoff et al., 2000; Arribas et al., 1997).
El analisis mediante mutagénesis dirigida de esta regién, sugiere que mas que una seleccién por
secuencia es una seleccion por estructura secundaria (Hinkle et al., 2004). Otros dominios de
ADAM-17 pueden estar implicados en el reconocimiento del sustrato, como el caso del dominio
rico en cisteinas, que es esencial para el corte del receptor de la interleuquina 1 de tipo Il (IL-1R-
II), aunque no lo es para el corte de TNF-a o el receptor de TNF-a p75 TNFR (Reddy et al., 2000).
Se necesitan mas datos para poder establecer de forma mas definida como se lleva a cabo el
reconocimiento de sus sustratos por parte de ADAM-17.

Regulacion.

A pesar de la importancia biolégica de ADAM17/TACE, el mecanismo de regulacion de su
actividad metaloproteinasa permanece desconocido. En la mayoria de los estudios realizados
para describir el mecanismo de activacion de ADAM-17 se ha utilizado PMA, un éster de forbol
que actua como un activador muy potente y no fisiolégico de esta metaloproteinasa a través de
la activacion de PKC (protein kinase C, proteina quinasa C). Pero también hay una actividad
constitutiva de corte, sin que sea necesario activar a la enzima, y que puede estar mediada por
otras ADAMs. De hecho para algunas proteinas, como fractalquina, el corte constitutivo esta
mediado por ADAM-10, mientras que al estimular las células con PMA el corte esta mediado por
ADAM-17 (Ludwig et al., 2005). La implicacion de una enzima en el corte constitutivo y otra en el
corte estimulado también ha sido recientemente descrita para TNF-a y EGF en células linfoides y
esta regulado por tetraspaninas (Arduise et al., 2008).

Sobre la regulacién de ADAM-17 en el contexto celular, ha sido descrita la activaciéon de
ADAM-17 por factores de crecimiento, como el ejemplo del aumento de produccién de TNF-a y
TGF-a tras el tratamiento con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor)
o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG, platelet-derived growth factor) (Fan and
Derynck, 1999). Los autores también implican a Erk (extracelular signal-regulated kinase, quinasa
activada por senal extracelular), perteneciente a las MAPK, en el corte y liberacion estimulado
por factores de crecimiento o por PMA. Estos estudios han sido posteriormente confirmados
porque Erk actia como el intermediario en el corte estimulado por PMA del receptor Trk2 (Diaz-
Rodriguez et al., 2002). La fosforilacion de TACE en su cola citoplasmatica ha sido demostrada
para la treonina735 y un residuo de serina. Otro estudio, sin embargo, ha descrito la actividad
de ADAM-17 estimulada por PMA sin la implicacién de Erk, eliminando a esta quinasa como un
factor indispensable en la activacion de la metaloproteasa (Montero et al., 2002). Asi mismo, una
construccion truncada de ADAM-17 que no presenta la cola citoplasmatica es activada por PMA de
igual forma, eliminando la fosforilacién de la regién intracelular como un mecanismo indispensable
de regulacion (Reddy et al., 2000).

El control del trafico intracelular y el transporte a la membrana plasmatica de ADAM-17
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SUSTRATO SITIO DE CORTE REFERENCIA
MOLECULAS DE ADHESION

L-selectina QKLDK|SFSMI (Mezyk et al., 2003)

Colageno XVII No establecido (Franzke et al., 2002)

VCAM-1 No establecido (Garton et al., 2003)

ALCAM No establecido (Bech-Serra et al., 2006)

ICAM-1 No establecido (Tsakadze et al., 2006)

CD44 No establecido (Nagano and Saya, 2004)
CITOQUINAS

ProTNF-a SPLAQA|VRSSSR (Mezyk et al., 2003)

Fractalquina Secuencia yuxtamembrana (Garton et al., 2001)

TRANCE IVGPQR|FSGAPA (Lum et al., 1999; Mohan et al., 2002)
LIGANDOS DE LA FAMILIA DEL EGF

ProTGF-a HADLLA|VVAASQ (Althoff et al., 2001; Sahin et al., 2004)

ProNRGa-2C No establecido (Montero et al., 2000)

proHB-EGF CHGLTP|VENPLYTYDH (Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004)

proAmfiregulina CGEK|SMSTHEDDKDLSK (Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004)

Betacelulina CERVDLFY |LQQDRGQ (Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004)

Epiregulina CEHFFL|TVHQPLSKEY (Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004)
RECEPTORES

p 75 TNF-a RII APGAV |HLPQP (Mezyk et al., 2003)

p 55 TNF-a R PQIEN |VKGTE (Mezyk et al., 2003)

CD30 5‘;”5“””5 ricosencisteina 11ansen etal., 2000; Hansen et al., 2004)

IL-6R a TSLPVQ|DSSSVP (Mullberg et al., 1994)

IL-1R I No establecido (Reddy et al., 2000)

GHR MSP|FTCEEDFR (Wang et al., 2002)

Human Epidermal Growth Receptor-4  No establecido (Mohan et al., 2002)

Notch PYKIEA |VKSEPV (Mohan et al., 2002)

CD40 No establecido (Contin et al., 2003)

p75"TR MGSSQP|VVTRGT (Weskamp et al., 2004)

IL-15R a No establecido (Budagian et al., 2004)

Receptor hibrido SorLA No establecido (Guo et al., 2002)

Receptorlde LDL (low density No establecido (Guo et al., 2002)

lipoproteins)

E‘;gzgtm AL Tikesing No establecido (Guo et al., 2002)

GPIba (glioproteina Iba No establecido (Bergmeier et al., 2004)
OTROS

MUC-1 (Mucina-1) QYKTEA |ASRYNL (Thathiah et al., 2003; Thathiah et al., 2004)

B-APP VHHQK|LVFFA (Mezyk et al., 2003)

Proteina cellular priénica No establecido (Vincent et al., 2001)

GP del virus del ébola VDKTLPD | QGDNDNWW (Dolnik et al., 2004)

Tabla Il: Sustratos y sitio de corte (|) de ADAM-17.

también es una posible via de regulacion. Tinciones mediante inmunofluorescencia han revelado
que mientras una parte de ADAM-17 madura se expresa en la membrana, la mayoria esta en la
region perinuclear. Tratamientos de 30 minutos con PMA no cambian la distribucion de ADAM-17
de manera significativa (Schlondorff et al., 2000), aunque ha sido demostrado que tratamientos
mas largos con PMA producen una disminucién de la expresiéon de ADAM-17 en membrana, debido
a internalizacién y degradacion de la misma, pero este proceso es mas lento que el aumento en
la liberacién del sustrato (Doedens and Black, 2000). La eliminaciéon del prodominio también es
una condicion para la actividad de ADAM-17. De hecho mutantes o células deficientes en furinas
presentan una reduccion del corte y liberacion de los sustratos, tal y como era de esperar (Peiretti
et al., 2003).

Debido a suimplicacion en la activacion de diferentes proteinas de membranay su relevancia
en diferentes patologias (como se discutira mas adelante), la busqueda de inhibidores de ADAM-
17 es objeto de intensa investigacion. TIMP-3 (tissue inhibitor of metalloproteinases 3, inhibidor de
metaloproteasas de tejido 3) es el Unico inhibidor fisiolégico de ADAM-17 que se conoce (Amour et
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al., 1998). Hay cuatro miembros de esta familia, todos ellos inhiben a la familia de las MMP, pero
solo dos, TIMP-1 y TIMP-3 inhiben a miembros de la familia de las ADAM. ADAM-10, el miembro
mas homologo a ADAM-17, es inhibido tanto por TIMP-1 como por TIMP-3, lo que es muy util
para diferenciar entre el corte mediado por MMPs, ADAM-10 o ADAM-17. Se han desarrollado
tres generaciones de farmacos para inhibir a estas metaloproteasas. La primera fall6 porque
tenia efectos secundarios graves como toxicidad en el musculo esquelético, entre otras razones.
La segunda generacion también fracasé por sus efectos secundarios y no llego al mercado. La
tercera generacion de farmacos, de mayor vida media, menor masa, muy especificos y que se
pueden tomar por via oral estan siendo probados ahora, pero aun tienen que demostrar su eficacia
y seguridad (Murumkar et al., 2010).

Funciones.
- Desarrollo:

Los ratones knock-out para ADAM-17/TACE no son viables y mueren antes de nacer con
anomalias graves en su piel (Peschon et al., 1998). El siguiente abordaje para conocer el papel de
ADAM-17 en el desarrollo fue la generacién de ratones transgénicos con el dominio catalitico de
ADAM-17 inactivo (ADAM-1742VA2n) | as crias morian en fechas proximas al nacimiento, debido
a fallos en el desarrollo de la placenta y del pulmdn. Estos ratones han permitido investigar el
papel de ADAM-17 en el desarrollo de pulmén (Zhao et al., 2001) y desarrollo cardiaco (Shi et al.,
2003). Estos defectos de los ratones knock-out son similares a los defectos encontrados en los
ratones knock-out para EGFR (epidermal growth factor receptor, receptor del factor de crecimiento
epitelial), TGF-a, HB-EGF y anfiregulina, todos ellos sustratos de ADAM-17 (Blobel, 2005). Por
otro lado, ADAM-17 también esta implicada en desarrollo de células T y B (Li et al., 2007).

- Inflamacién:

ADAM-17 fue inicialmente descrita como la enzima responsable de cortar TNF-a, asi que su
implicacion en inflamacién era previsible. La actividad de ADAM-17 esta aumentada en pacientes
de artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades que cursan con niveles
altos de TNF-a soluble (Ohta et al., 2001; Papadakis y Targan, 2000). También se ha descrito un
aumento de la actividad de ADAM-17 en cartilago y condrocitos de pacientes con osteoartritis
(Amin, 1999; Patel et al., 1998). En las fases activas de la enfermedad de Crohn se ha descrito
un aumento de ADAM-17 en la superficie de células epiteliales (Cesaro et al., 2009). En psoriasis
esta aumentada la expresiéon de la metaloproteasa en capilares y queratinocitos, entre otros tipos
celulares (Kawaguchi et al., 2005). Pero la implicacién de ADAM-17 en inflamacioén va mas alla de
su efecto sobre TNF-a. Ha sido descrito que L-selectina es sustrato de ADAM-17 en macrofagos,
lo que reduce su extravasacion porque la metaloproteasa corta esta molécula (Wang et al., 2009).
VCAM-1, implicado en la adhesion de leucocitos al endotelio activado en focos de inflamacion,
también es sustrato de ADAM-17, asi como ICAM-1, otra molécula de adhesion de la familia de las
inmunoglobulinas implicada en transmigracién de leucocitos a focos de inflamacién (Garton et al.,
2003; Tsakadze et al., 2006). ALCAM, que participa en la extravasacion de monocitos a través de
la barrera hematoencefalica (Cayrol et al., 2008), también es sustrato de TACE (Bech-Serra et al.,
2006; Rosso et al., 2007). Todos estos datos indican que ADAM-17 esta implicada en inflamacion,
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no solo por su efecto en la liberacién de TNF-a soluble, sino también porque procesa muchos
sustratos implicados en la extravasacion de células leucocitarias a los focos de inflamacion.

- Patologias del Sistema Nervioso Central:

ADAM-17 junto con ADAM-10 actian como las a-secretasas que cortan el precursor amiloide
y liberan un fragmento soluble no patogénico (Allinson et al., 2003). Sin embargo si el precursor
es cortado por una actividad B-secretasa se libera el péptido amilogénico que genera las placas
amiloides caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer (Sastre et al., 2008). Para poner freno
a esta terrible enfermedad se estan buscando y testando reguladores de ADAM-17 (y ADAM-10)
para aumentar su actividad y/o inhibir la actividad de las B-secretasas (Bandyopadhyay et al.,
2007; Tachida et al., 2008). En pacientes de esclerosis multiple, la expresién de ADAM-17 se
encuentra incrementada en células mononucleares de sangre periférica (Seifert et al., 2002), y en
linfocitos T que han invadido el sistema nervioso central (Kieseier et al., 2003).

- Cancer:

ADAM-17 esta implicada en cancer debido a que tiene varios factores de crecimiento en su
repertorio de sustratos, ademas de estar implicada en inflamacién, caracteristica de varios tipos
de tumores. El aumento de la producciéon de EGF soluble promueve el desarrollo de un fenotipo
tumoral (Katakowski et al., 2009) y la sobrexpresion de ADAM-17, y otras ADAMs, por parte del
tumor se considera un marcador de mal prondstico (consultar la revisién Duffy et al., 2009)). En
cancer de mama, el papel de esta metaloproteasa esta muy estudiado. La expresion de ADAM-
17 esta aumentada, y se relaciona con mayor expresion de TGF-a (Borrell-Pages et al., 2003)
y con la metastasis (McGowan et al., 2007). La nectina-4 es un marcador de cancer de mama
que es sustrato de TACE, y se detecta en su forma soluble en pacientes con cancer de mama
en los que se ha producido metastasis (Fabre-Lafay et al., 2005). Células de cancer de mama
transfectadas con ARNpi especifico para ADAM-17, reduciendo asi su expresion en membrana,
revierten su fenotipo maligno a fenotipo normal, lo que definitivamente implica a esta molécula en
esta patologia (Kenny and Bissell, 2007).

En otros tipos de tumores, como cancer de ovario, se ha encontrado aumentada la
expresion de HB-EGF y ADAM-17 (Tanaka et al., 2005). En carcinoma de células escamosas
del eséfago ADAM-17 esta implicada en migracién tumoral debido a la activacién de NFkB a
través de TNF-a soluble (Takamune et al., 2008). El silenciamiento de ADAM-17 en células de
carcinoma hepatico en ratones desnudos resulta en un descenso de la tumorogénesis, invasion y
angiogénesis, implicando definitivamente a esta metaloproteasa en el desarrollo tumoral (Tsai et
al., 2009). La expresion de ADAM-17 esta incrementada en cancer de piel, especialmente en las
células invasivas (Oh et al., 2009), asi como en las muestras de cancer de préstata analizadas
(Karan et al., 2003). La sobrexpresion de ADAM-17 en astrocitos de corteza cerebral induce el
fenotipo no adherente e invasivo, con aumento de la capacidad de proliferacion y produccion de
factores pro-angiogénicos (Katakowski et al., 2009). Por todos estos motivos ADAM-17 es una
diana farmacologica muy prometedora para el tratamiento de diferentes tipos de cancer, y se
deben buscar inhibidores selectivos de esta metaloproteasa con menos efectos secundarios.
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ALCAM

Introduccion.

ALCAM/CD166 (activated leukocyte cell adhesion molecule), o molécula de adhesion
de leucocitos activados, es una molécula de adhesiéon perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Fue inicialmente descrita como ligando de CD6, miembro de la superfamilia
de proteinas de receptores de tipo basurero ricos en cisteinas (“Scavenger receptor cysteine-
rich protein superfamily”) (Resnick et al., 1994), que presenta tres dominios de tipo basurero, un
espaciador de treinta y tres aminoacidos, una regién transmembrana y una cola citoplasmatica
de cuarenta y cuatro aminoacidos con dos residuos de serina susceptibles de fosforilacion (Aruffo
et al., 1991). Células epiteliales de timo y de cancer de mama eran capaces de unir una proteina
recombinante de CD6 (CD6-Rg). Probando una bateria de anticuerpos procedente del HLDA-V
(5" International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens, quinto congreso
internacional en antigenos de diferenciacion en leucocitos humanos), observaron que uno de
ellos bloqueaba esa unién de CD6-Rg a la superficie de las células. Usando este anticuerpo y la
proteina recombinante lograron inmunoprecipitar una proteina de 100 kDa que llamaron CD6L-100
(Patel et al., 1995). A continuacién se centraron en identificar y caracterizar la proteina CD6L-100,
purificando la proteina mediante una columna de afinidad con el anticuerpo del HLDA-V partiendo
de lisados totales de células de cancer de mama. Describieron una proteina de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, con cinco dominios inmunoglobulina. El peso molecular esperado por la
secuencia de aminoacidos es de unos 65kDa, pero es glicosilada hasta los 100-105kDa. Mediante
Northern Blot observaron que se expresa en leucocitos activados y no en leucocitos sin activar,
y por este motivo la llamaron molécula de adhesién de linfocitos activados o ALCAM (Bowen et
al., 1995). ALCAM también ha sido conocida con otros nombres como HCA (hematopoietic cell
antigen, antigeno de células hematopoyéticas) implicado en desarrollo hematopoyético (Uchida et
al., 1997) y MEMD, descrita como marcador de capacidad metastasica en melanomas e implicada
en las interacciones célula-célula, que ya se describe como idéntica a ALCAM (Degen et al., 1998).

Previamente ya habian sido descritas proteinas ortélogas de ALCAM en otras especies.
En pollo se describié a la vez con dos nombres diferentes, DM-GRASP y SC1. Esta implicada
en crecimiento y orientacion de axones y se expresa desde las primeras fases del desarrollo
(Burns et al.,, 1991; Tanaka et al., 1991). Un afio mas tarde se describié BEN, también en
pollo, y fue implicada en axonogénesis (Pourquie et al., 1992b) y en diferenciacion de células
hematopoyéticas, como marcador especifico de estado de diferenciacion (Corbel et al., 1992).
Posteriormente se demostro que estas tres moléculas eran la misma (Pourquie et al., 1992a). En
peces también fue descrita una molécula implicada en desarrollo de axones, llamada Neurolina,
con muchas similitudes con DM-GRASP (Laessing et al., 1994; Paschke et al., 1992). En rata fue
descrita por primera vez en 1992, destacando ya sus similitudes con DM-GRASP/BEN/SC1 y su
implicacion en desarrollo cerebral (Prince et al., 1992) e interviniendo en el mantenimiento de la
estructura del cerebro adulto en rata (Peduzzi et al., 1994). Asi mismo, también ha sido descrito un
ortélogo de ALCAM en ratén bajo en nombre de MuSC, por su similitud con SC1, y también esta
implicado en desarrollo y guia de axones (Sekine-Aizawa et al., 1998). La estructura de ALCAM
estd muy conservada en vertebrados superiores (de hecho hay reactividad cruzada de unién
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homofilica ALCAM-ALCAM entre especies), aunque su estructura parece ser un evento reciente
en la evolucion, ya que anfibios y peces presentan una baja similitud de estructura con el ALCAM
humano (Swart, 2002).

ALCAM tiene una expresion muy amplia en tejidos humanos adultos, fetales y neonatales.
Esta expresada preferentemente en linajes de células implicadas en desarrollo y/o con alta
capacidad de migracién. Ya en su descripcién realizaron un analisis de la expresion de ALCAM
en distintos linajes celulares y muchas de éstas células resultaron positivas para la molécula,
como células T y B activadas, células epiteliales de la corteza y de la médula del timo, cuerpos de
Hassall’s, queratinocitos, epitelio intestinal, hepatocitos y neuronas de la corteza cerebral (Patel et
al., 1995). También esta presente en precursores hematopoyéticos (Uchida et al., 1997) y células
madre mesenquimales implicadas en osteogénesis (Bruder et al., 1998) y precursores endoteliales
(Ohneda et al., 2001). Como se discutira mas adelante también es expresada por varios tipos
de tumores. En un estudio reciente, se ha observado que el heterodimero NF-kB P50/P65, via
miR-9, controla la expresiéon de ALCAM después de la privacion de suero, implicandolo en la
regulacion de la expresion de ALCAM en hepatocitos, siendo uno de los primeros mecanismos de
la regulacion de la expresion de ALCAM descubiertos (Wang et al., 2011).

Estructura.

El gen ALCAM esta en el brazo largo del cromosoma 3 (3q13.1-g13.2) y tiene 200 kb,
produciendo un transcrito de 4,5kb. El gen ALCAM codifica una glicoproteina que es miembro de
la superfamilia de las inmunoglobulinas. Presenta cinco dominios inmunoglobulina (figura 5). Los
dominios 1y 2, aminoterminales, son del tipo variable V y los dominios 3 al 5 son del tipo constante
C2. De esta forma ALCAM pertenece al pequefio subgrupo de glicoproteinas de membrana
VVC2C2C2, junto con MUC18/CD146 y B-CAM/lutheran/CD239 (Lehmann et al., 1989; Swart,
2002). La cadena polipeptidica de ALCAM es relativamente neutra y sin carga, con una corta cola
citoplasmatica sin motivos de sefalizacion. También ha sido descrita una forma soluble de ALCAM
que solo contiene el dominio 1, y se genera por procesamiento alternativo del ARNm de ALCAM.
Su expresion varia en funcion de estimulos inflamatorios. Esta molécula soluble modula la funcién
del endotelio, aumentando su capacidad migratoria y su capacidad de formacién de tubos (lkeda
y Quertermous, 2004).

miroV TiroV o C2 niro C2 Tiro C2

™

NH2 ——C Ci—C

COLA
DOMINIO 1 DOMINIO 2 DOMINIO 3 DOMINIO 4 DOMINIO5  CITOPLASMATICA

Figura 5: Estructura de ALCAM/CD166. Se muestran los dominios tipo inmunoglobulina. C indica los residuos de cisteina
que forman el puente disulfuro en cada dominio. TM: Dominio transmembrana
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Interacciones.

Como ya se ha mencionado antes, ALCAM fue descrito inicialmente como ligando de CD6,
y posteriormente también se describié la interaccion homofilica ALCAM-ALCAM. La interaccién
heterofilica tiene un afinidad dos 6rdenes de magnitud superior y una tasa de disociacion mas
lenta (K,= 0.4-1.0 uM y una k_2 0.4-0.63 s™") que la interaccion homofilica (K = 29-48 uM; k .2
5.3 s') (Bowen et al., 1995; Hassan et al., 2004). Para conocer los dominios implicados en la
interaccion heterofilica, se desarrollaron construcciones truncadas de los diferentes dominios de
CD6 y se cuantificé su capacidad de union a ALCAM recombinante (ALCAM-Rg). Esta interaccion
esta mediada por el tercer dominio tipo basurero (“scavenger’) de CD6, el mas cercano a la
membrana plasmatica, puesto que Unicamente las construcciones con este dominio son capaces
de interaccionar con ALCAM-Rg. La regiéon espaciadora entre el tercer dominio y la regién
transmembrana de CD6 también juega un papel importante en la union de ALCAM, puesto que
la construccién recombinante que contiene el tercer dominio de CD6 y la region espaciadora,
interacciona con ALCAM-Rg en mayor medida que la construcciéon de CD6 que Unicamente
contiene el tercer dominio (Whitney et al., 1995). La interaccién de ALCAM con CD6 tiene una
estequiometria de una molécula de CD6 por una de ALCAM. Por parte de ALCAM, el dominio
responsable de la union heterofilica esta en el dominio inmunoglobulina 1 de tipo V (Bowen et al.,
1996; Skonier et al., 1996a; Skonier et al., 1996b).

La interaccion homofilica de ALCAM fue observada también en su descripcién original,
pero fue poco estudiada inicialmente. En uno de los primeros estudios (Nelissen et al., 2000) se
observé que la citocalasina D, que actua como inhibidor de la polimerizaciéon de microfilamentos
de actina, y no otras drogas que actuan sobre filamentos intermedios o microtubulos, aumentaba
la adhesién celular sobre ALCAM-Fc inmovilizado. Por ello, el citoesqueleto de actina y no los
filamentos intermedios ni los microtubulos, esta implicado en la regulacion de la interaccion
homofilica, por aumento del agrupamiento de las moléculas de ALCAM. Un mutante de ALCAM
que no presenta region transmembrana ni cola citoplasmatica, y por ello no puede estar asociado
al citoesqueleto, pero anclado a la membrana mediante un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI-
ALCAM), no ve modificada su capacidad de adhesion por el tratamiento con citocalasina D, lo
que reafirma la hipoétesis de la asociacion de ALCAM con el citoesqueleto. En estudios posteriores
del mismo grupo realizados con anticuerpos, observaron que un anticuerpo especifico para el
dominio 1 activa la interaccién homofilica, y otro especifico para los dominios 4 o 5 la inhibe.
De esta forma generaron formas truncadas de ALCAM, pudieron observar que la eliminacion
del dominio 1 de la molécula reducia la capacidad de agregacién celular, la unién de ALCAM-Fc
soluble y la adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado a niveles basales concluyendo que el dominio 1
(tipo V) es esencial para las interacciones homofilicas. Asimismo los dominios 3, 4 y 5 (tipo C2)
estan implicados en el agrupamiento de moléculas para aumentar la avidez, ya que al transfectar
formas truncadas de ALCAM que solo expresan los dominios 3 al 5, no se afecta la capacidad de
unién de ALCAM-Fc soluble (medida de afinidad), pero si la capacidad de agregacion (medida de
avidez). Conviene aclarar que estas formas truncadas se pueden agregar pero sin participar en
la interaccién directa con ALCAM porque carecen del dominio 1 de union, y por ello reducen la
avidez de la molécula de adhesién. La interaccion homofilica de ALCAM esta regulada tanto por
afinidad (dominio 1) como por avidez (dominios 3, 4 y 5) como ya apuntaban los resultados con
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citocalasina D (van Kempen et al., 2001). La interaccion entre ALCAM y B-actina fue hallada mas
tarde, y demostraron que la citocalasina D solo modifica la avidez de ALCAM y no su afinidad (Te
Riet et al., 2007). Se ha descrito una colocalizacién entre ALCAM y a-catenina. Esta molécula
esta implicada en la localizacion de ALCAM en la membrana, por lo que el anclaje de ALCAM al
citoesqueleto podria estar mediado por esta proteina, aunque aun quedan muchas cuestiones
pendientes (Tomita et al., 2000). La interaccién homofilica (y también la heterofilica) de ALCAM
no esta regulada por GTPasas de la familia de Rho, como cabria pensar por su relacion con el
citoesqueleto sino que es dependiente de PKCa, que regula la avidez de la molécula mediante un
mecanismo independiente de la fosforilacion de la cola citoplasmatica de ALCAM (Zimmerman et
al., 2004).

Funciones.
- Presentacion de antigeno:

En la sinapsis inmunolégica, el complejo TCR/CD3 del linfocito T se une a la molécula MHC
con el péptido antigénico de clase Il de la célula presentadora de antigeno. Esta interaccién necesita
sefales coestimuladoras de otras moléculas para que sea lo suficientemente estable como para
que active al linfocito. En este sentido, CD6 esta implicado en maduracién de linfocitos, como
sefal coestimuladora (Gangemi et al., 1989; Osorio et al., 1998). El grupo de Francisco Lozano ya
describié que CD6 colocaliza e interacciona con el TCR/CD3 en la parte central del SMAC en la
sipnasis inmunoldgica y ALCAM/CD166 en la célula presentadora de antigeno también colocaliza
con TCR/CD3 en la parte central del SMAC. Funcionalmente, una proteina soluble recombinante
de CD6 (CD6-Rg) inhibe la maduracién de la sinapsis inmunolégica y la proliferaciéon de los
linfocitos T. Todos estos resultados apuntan a que la interaccion heterofilica entre CD6 y ALCAM
esta implicada en presentacion de antigeno y activacion del linfocito T, funcionando como senal
coestimuladora, que estabiliza la sinapsis inmunoldgica, dando tiempo a la activacion del linfocito
T. ElI modelo de interaccion entre el dominio 3 de CD6 y el dominio 1 de ALCAM es compatible
con la implicacion de la interaccion heterofilica en la sinapsis inmunoldgica porque la distancia de
la interaccion entre el TCR/CD3 y la molécula de MHC de clase |l es similar a la distancia de la
interaccion heterofilica, por lo que no habria impedimento estérico (Gimferrer et al., 2004; Hassan
et al., 2004; Zimmerman et al., 2006).

- Desarrollo y diferenciacion:

La implicacion de ALCAM en desarrollo como marcador especifico de estadio de
diferenciacion esta muy estudiada para sus ortélogos en otras especies, como se ha comentado
anteriormente, sin embargo, en humanos no hay muchos datos. ALCAM esta implicada en
desarrollo hematopoyético, ya que es expresada por una subpoblacion de células precursoras
de la médula 6sea CD34" y las células estromales colindantes (Uchida et al., 1997). La expresién
de ALCAM es inhibida en precursores eritromegacariociticos, y esa desaparicion es necesaria
para una correcta diferenciacion a megacariocitos (Tan et al., 2010). También ha sido implicada
en desarrollo endotelial, enviando sefales de supervivencia y proliferacién a los precursores
endoteliales (Ohneda et al., 2001). En los ultimos afios ALCAM esta siendo muy estudiada como
marcador de células pluripotenciales mesenquimales. La primera vez que fue descrito fue en
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1998 (Bruder et al., 1998) como marcador en osteogénesis a partir de células mesenquimales
pluripotenciales. Mas tarde ha sido seleccionado como marcador de células pluripotenciales en
poblaciones de células mesenquimales (Alsalameh et al., 2004; Arai et al., 2002; Buhring et al.,
2009; in ‘t Anker et al., 2003; Kilic et al., 2007; Lee et al., 2004; Oswald et al., 2004; Pretzel et al.,
2011; Sammons et al., 2004; Seshi et al., 2000; Stewart et al., 2003; Yang et al., 2011; Zhang et al.,
2004). Los origenes de estas células pluripotenciales mesenquimales incluyen cordén umbilical,
placenta, médula 6sea, cartilago y varios tejidos fetales. La bateria de marcadores de células
pluripotenciales mesenquimales ademas de ALCAM suelen incluir como marcadores CD29, CD44
y CD105, mientras que no expresan CD34 ni CD45. Con las condiciones de cultivo adecuadas,
estas células pueden diferenciarse a células hematopoyéticas, endoteliales, adipocitos, osteocitos
o condrocitos.

- Transmigracion:

ALCAM ha sido implicado en la transmigracion de leucocitos a través de la barrera
hematoencefalica (Cayrol et al., 2008). En este trabajo demuestran que ALCAM es expresado
por las células endoteliales de la barrera hematoencefalica, y que su expresion aumenta con el
tratamiento de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a o el IFN-y, asi como en muestras de
cerebro de pacientes con esclerosis multiple y en un modelo animal de encefalomielitis autoinmune.
El tratamiento con anticuerpos especificos para ALCAM reduce la capacidad transmigratoria de
linfocitos T CD4*, linfocitos B CD19* y monocitos CD14", pero no de los linfocitos T CD8" a través
de la barrera hematoencefalica. El bloqueo de la adhesion mediada por ALCAM mediante proteina
recombinante soluble, inhibe en un 30% la transmigracién de linfocitos T CD4*. El resto de la
transmigracion es en parte dependiente de ICAM-1, ya que anticuerpos especificos para esta
molécula reducen en un 30% la transmigracion de linfocitos T CD4*. Si se afaden anticuerpos
especificos para ambas moléculas simultaneamente, la transmigracién se reduce en un 60%. Por
todo ello se puede decir que ALCAM es clave para la transmigracion de leucocitos CD4*, CD19*
o0 CD14" a través de la barrera hematoencefalica. También se ha asociado el abuso de cocaina
con un aumento de ALCAM en la barrera hematoencefalica, lo que produce un aumento de la
adhesion y transmigracion de monocitos al sistema nervioso central, implicando a esta molécula
con neuropatias asociadas al abuso de drogas (Yao et al., 2011). Otro estudio anterior también
implica a ALCAM en la transmigracion y no en la adhesion de monocitos, puesto que tanto un
anticuerpo que inhibe las interacciones de ALCAM como la proteina recombinante ALCAM-Fc
(que ya esta descrito que inhibe la adhesion mediada por ALCAM (Arai et al., 2002)) bloquean la
transmigracion de monocitos a través del endotelio. Asimismo, en este trabajo se describe que
ALCAM se expresa en las uniones intercelulares del endotelio en su parte basolateral, lo que
apoya su papel en diapédesis (Masedunskas et al., 2006).

- Cancer y metastasis:

Los primeros estudios que implicaban a ALCAM en cancer fueron realizados en melanoma,
aunque ahora ya se conoce su implicacién en otros muchos tipos de tumores. Se observé que
ALCAM formaba parte de las uniones intercelulares y que por ello estaba implicada en agregacion
de célulastumorales. Esta molécula de adhesion se expresa en varias lineas celulares de melanoma
y es un marcador de capacidad metastasica (Degen et al., 1998). Se a implicado a ALCAM en la
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progresion e invasion del melanoma (van Kempen et al., 2000), y los autores plantean que ALCAM
sea la llave que controla la progresién del tumor a su fase invasiva (van Kempen et al., 2004). Por
estos resultados, ALCAM participa activamente en la capacidad invasiva de melanomas, y es un
marcador de mal prondstico de esta patologia.

En estudios de la expresion de ALCAM en muestras de tejido humano de cancer de mama,
se observo que bajos niveles de expresién de la molécula se correlacionan con un fenotipo
mas agresivo y con peor prondstico (King et al., 2004), asi como con una mayor incidencia de
metastasis 6seas (Davies et al., 2008). Niveles altos de expresion de ALCAM correlacionan con
un tamafo reducido del tumor y con la presencia de receptores de progesterona y de estrégeno,
todos ellos marcadores de buen prondstico (Jezierska et al., 2006b). Como se ha mencionado
anteriormente, ALCAM es sustrato de ADAM-17 y se ha postulado que la forma soluble de ALCAM
es un buen marcador de cancer de mama, ya que sus niveles estan aumentados en pacientes
con esta patologia (Kulasingam et al., 2009). Pese a algunas excepciones, una baja expresién
de ALCAM en tumores de mama esta siendo considerada como un marcador de mal prondstico.

La expresion de ALCAM suele estar aumentada en la mayoria de los tumores de préstata
respecto a la expresion en tejido normal, y que junto con CD24, pueden ser usados como
marcadores de prondstico en cancer de prostata (Kristiansen et al., 2005). Un estudio realizado
con 2390 muestras también relaciona una mayor expresiéon de ALCAM en el tumor con un mejor
prondstico para la supervivencia del paciente (Minner et al., 2011). Podemos concluir que la
expresion de ALCAM esta aumentada en este tipo de tumor.

En cancer de coldn, la expresion de ALCAM normalmente esta aumentada. Lo que si que
parece significativo es que su expresién en la membrana plasmatica de las células del tumor esta
relacionada con una menor supervivencia del paciente (Weichert et al., 2004).

En carcinoma de células escamosas del eséfago la expresion de ALCAM esta aumentada y
esta asociada a un mal prondéstico para el paciente (Verma et al., 2005). Asi mismo, otro estudio
ha observado que la presencia de ALCAM, tanto en el tumor como soluble en muestras de sangre,
esta aumentada en cancer de eséfago y constituye un mal pronéstico para el paciente (Tachezy
et al., 2011).

En cancer de endometrio ALCAM también esta aumentado, siendo mayor su expresion
cuanto mas avanzado esta el tumor (Liang et al., 2011). En tumores de tiroides, ALCAM se
encuentra aumentado respecto al tejido normal, y también es cortado por ADAM-17 (Micciche et
al., 2011). En un analisis de 109 muestras de carcinoma de ovario, observaron que la ausencia, o
una baja expresion, de ALCAM es un marcador de mal pronostico (Mezzanzanica et al., 2008). De
hecho, el corte y liberacién de ALCAM por parte de ADAM-17 en células de carcinoma de ovario,
induce su motilidad. La inhibicién de ADAM-17 aumenta la expresion de ALCAM en la membrana,
reduciendo la motilidad celular y por ello la capacidad de invasion del tumor (Rosso et al., 2007).
En cancer de pancreas, sin embargo, el andlisis de muestras mediante inmunohistoquimica ha
demostrado que un aumento en la expresion de ALCAM es un marcador de reaparicion del tumor
y baja supervivencia (Kahlert et al., 2009).
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Concluyendo, la expresion de ALCAM en los diferentes tumores es muy variada, tanto en
el nivel de expresion como en el tipo de estadio en el que se expresa. No se puede decir a
ciencia cierta que bajos niveles de ALCAM sea un marcador de buen prondstico ni lo contrario. Es
necesario llevar a cabo mas estudios para tratar de elucidar mejor el papel de ALCAM en cancer.

Presentacion de antigeno

Hay muchos tipos de sinapsis inmunolégica, tanto entre linfocitos con células presentadoras
de antigeno como entre células NK o linfocitos T citotdxicos con sus dianas y presentan diferencias
entre si (Brossard et al., 2005; Tseng et al., 2008). Nosotros nos centraremos en la sinapsis
inmunoldgica entre una CPA y un linfocito T, puesto que es donde esta descrito que participa
ALCAM. La sinapsis inmunolégica entre estas células se produce cuando las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (o de clase | en la sinapsis con linfocitos T
CD8*) (MHCII, major histocompatibility complex class | or class Il) cargadas con el antigeno de
una CPA se une con el receptor de la célula T (TCR, T cell receptor). Esta sinapsis inmunolégica
fue descrita por primera vez en 1998 (Monks et al., 1998). Los autores describieron la formacion de
dos anillos concéntricos, llamados central supramolecular activation cluster (cSMAC, parte central
del agrupamiento supramolecular de activacion) y peripheral supramolecular activation cluster
(PSMAC, parte periférica del SMAC). EI TCR, moléculas coestimuladoras como CD4 o CD8, CD2,
CDe6, CD28 y las moléculas de senalizacidon como la proteina kinasa C8 y Lck (lymphocyte-specific
protein tyrosine kinase, proteina tirosina quinasa especifica de leucocitos) estan en el cSMAC,
mientras que el pSMAC se encuentra la molécula de adhesion LFA-1 (lymphocyte function-
associated antigen 1, antigeno asociado a la funcion del leucocito 1) y talina, una molécula de
unién al citoesqueleto (Grakoui et al., 1999). Para la formacion de la sinapsis, primero se produce
una union entre la integrina LFA-1 del linfocito T con el ICAM-1 expresado en la CPA. A partir de
ahi se produce una reorganizacion del citoesqueleto que permite la unién de las membranas y
la relocalizacion de los receptores para la formacion de la sinapsis. La sefial enviada a través
del TCR debe ir acompafnada de otras sefales coestimuladoras, como la enviada por CD28,
sefnal coestimuladora tipica, o por CD6. (Bromley et al., 2001; Dustin et al., 2010). Estos procesos
desencadenan la sefalizacion celular mediante fosforilacién de tirosinas y apertura de canales
de calcio que activan factores de transcripcion como el factor nuclear de células T activas (NFAT,
nuclear factor of activated T cells) que inicia la transcripcion de genes como el CD25 (cadena a del
receptor de IL-2 de alta afinidad) o CD69 (de funcion desconocida) y la activacién de la proliferacion
y produccion de IL-2, todos ellos marcadores de activacion de linfocitos T (Zimmerman et al.,
2006).

Una técnica muy frecuente para estudiar la activacién de los linfocitos T es el uso de
superantigenos. Algunas toxinas microbianas reciben el nombre de superantigenos porque son
capaces de activar a un gran numero de linfocitos. Las enterotoxinas estafilococicas son exotoxinas
producidas por la bacteria gram-positiva Staphylococcus aureus y hay cinco tipos (SEA; SEB;
SEC, SED y SEE). Otro superantigeno es la toxina del sindrome del shock téxico (TSST). Estos
superantigenos son capaces de activar varios clones de linfocitos por dos mecanismos: i) se unen
a la region V[3 del TCR codificada por un solo gen, o una familia de genes, y es independiente
de otros genes que dan polimorfismo al receptor como V , J o D. ii) los superantigenos se unen

38



INTRODUCCION

al MHC de clase Il en un lugar diferente a la hendidura de union al péptido, sin ser afectado
por el poliformismo de la hendidura del péptido de la molécula de MHC de clase Il. De esta
forma no hay especificad de reconocimiento, sino que los superantigenos son capaces de activar
inespecificamente diferentes clones de linfocitos.
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis son:

1. Estudiar la interaccion entre CD9 y la metaloproteinasa ADAM-17 en diferentes células
leucocitarias y endoteliales.

2. Analizar los efectos reguladores de CD9 sobre la actividad metaloproteasa de ADAM-17
en diferentes tipos celulares.

3. Estudiar la interaccion entre CD9 y la molécula de adhesion ALCAM en linfocitos T y B.

4. Investigar el efecto de la presencia de CD9 sobre |la adhesion homofilica de ALCAM y los
mecanismos implicados.

5. Analizar el efecto de CD9 sobre funciones dependientes de ALCAM como la migracién y la
activacion de linfocitos T.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos Celulares.

La linea endotelial de microvasculatura humana HMEC-1 se cultivd en medio MCDB-
131 (Gibco) suplementado con 20% FBS (Gibco), 10 ng/ml rhEGF (Promega) y 1 ug/ml de
Hidrocortisona (Sigma) sobre placas recubiertas con 0,5% de gelatina.

Las células endoteliales humanas de vena umbilical (HUVEC) se obtuvieron y cultivaron
como habia sido descrito previamente (Jaffe et al., 1973).

Las lineas celulares COS-1, EAhy-926 y CHO establemente transfectada con ALCAM-Fc
se cultivaron en medio DMEN (Gibco) suplementado con 10% FBS. La construccién ALCAM-Fc
esta compuesta por los 5 dominios extracelulares de ALCAM unidos a la region constante de la
inmunoglobulina humana IgG2 (Nelissen et al., 2000).

Los linfocitos de sangre periférica se obtuvieron de donantes sanos mediante centrifugacion
en gradiente de densidad Histopaque-1077 (Sigma), eliminando los monocitos por unién a placas
de cultivo de plastico durante 1 hora (Gonzalez-Alvaro et al., 2006).

Las lineas celulares de linfocitos T humanos (Jurkat y HUT78), linfocitos B humanos (Raji),
la linea monocitica THP-1, melanoma BLM, carcinoma de colon humano Colo320 y la linea
eritroleucémica K562 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco) 10% FBS.

Todos los medios citados se suplementaron con 2 mM glutamina, 50 U/ml penicilina y 50 pg/
ml estreptomicina.

Anticuerpos y reactivos.

Los anticuerpos TS2/16 (Arroyo et al., 1992) y Lia1/2 (Campanero et al., 1992) son un
activador y un inhibidor de integrinas B, respectivamente. El anticuerpo Lia3/2 es un inhibidor
de integrinas B, (Sanchez-Martin et al., 2004). Los anticuerpos anti-CD9 usados fueron VJ1/20,
VJ1/10 (Yanez-Mo et al., 1998), PAINS-10 y PAINS-13 (obtenidos en nuestro laboratorio (Gutierrez-
Lopez et al., 2003)). Todos los anteriores reconocen la primera mitad del LEL de CD9, mientras
que el anticuerpo 10B1 reconoce un epitopo en la segunda mitad del LEL de CD9 (proporcionado
por el Dr. E. Rubinstein. Université de Paris-Sud. Institut André. Villejuif. Francia). Frente a la
tetraspanina CD82 se us6 el anticuerpo TS82b, también proporcionado por el Dr. E. Rubinstein.
Para la tetraspanina CD151 se usaron el anticuerpo monoclonal Lia1/1 (Yanez-Mo et al., 1998) o el
policlonal de conejo H80 (Santa Cruz Biotechnology) para western-blot. Para la tetraspanina CD81
se utilizé el anticuerpo 5A6 proporcionado por el Dr. S. Levy (Oncology, Stanford University School
of Medicine. Stanford. CA. EE.UU.). Los anticuerpos usados para ADAM-17 fueron: anticuerpos
monoclonales 2A10 y 5C2 obtenidos en nuestro laboratorio, los clones 111633 y 111623 de R&D
Systems, y los anticuerpos policlonales de conejo H-170 y H-300 de Santa Cruz Biotechnology.
PAINS-15 es un anticuerpo monoclonal especifico de ALCAM obtenido en nuestro laboratorio.
Otros anticuerpos usados fueron anti-CD59 (PAINS-19), anti-HASP8 (PAINS-18), ambos también
obtenidos en el laboratorio. Los anticuerpos especificos para ICAM-1 fueron Mem 111 y Hu5/3
(proporcionado por el Dr. F. W. Luscinskas (Brigham and Women’s Hospital. Boston. MA. EE.UU.).
Anti-CD147 (VJ1/9) (Yanez-Mo et al., 1998), anti-CD6 (MAE1-C10 (Cardenas et al., 1990)), anti-
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GST (Amersham Biosciences), anti-TNF-a Infliximab (Remicade®, Schering Plough). Este ultimo
anticuerpo, asi como VJ1/20 y PAINS-15, fueron biotinilados como se describe previamente
(Luque et al., 1996). Los anticuerpos monoclonales fueron purificados a partir de liquido ascitico
mediante columna de proteina A-agarosa (Biovision).

El TNF-a humano recombinante fue comprado a Peprotech Ec. El inhibidor de ADAM-17
TAPI-2 es de Peptides International. La sonda fluorescente BSECF-AM, la BSA, la poli-L-lisina y
el éster de forbol PMA son de Sigma.

Purificacion de proteinas quiméricas.

Para la purificacion de las proteinas ADAM-17-Fc, ICAM-1-Fc y ALCAM-Fc se siguié un
protocolo descrito previamente (Bax et al., 2004). EI ADNc para la proteina ADAM-17-Fc tenia que
ser transfectado transitoriamente en células COS-1 por electroporacion a 250 V durante 30 ms
en un electroporador ElectroSquarePorator ECM830 (BTX) con 20 ug de ADNCc, de tal forma que
se expresase Yy fuese excretada al medio de cultivo. Las proteinas de fusion ALCAM-Fc e ICAM-
1-Fc se expresan establemente en la linea celular CHO (Nelissen et al., 2000; Sanchez-Martin et
al., 2004). Para obtener las proteinas se recogio el medio de cultivo de las células transfectadas,
hasta llegar a un volumen de unos 500 ml. Se centrifuga el medio a 10.000 rpm durante 30
minutos a 4°C para eliminar restos celulares y se precipitan las proteinas del sobrenadante con
31,3 g de sulfato amonico en polvo por cada 100 ml de sobrenadante de partida durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente se centrifuga a 12.000 rpm, 20 minutos a 4°C y se elimina el
sobrenadante. El precipitado que contiene la proteina quimérica, entre otras, se resuspende en 1
ml de Tris 0,1 M pH 7,8 por cada 100ml de sobrenadante de partida, y se dializa frente a Tris 0,1
M pH 7,8, 150 mM NaCl y 0,5 mM PMSF durante toda la noche a 4°C con 3 cambios. A la mafiana
siguiente se recoge el sobrenadante y se filtra para eliminar todos los agregados. Se prepara una
columna con 1,5 ml de proteina-Ay se equilibra con fosfato sédico 100 mM, 1 mM EDTApH 7,8. A
continuacion se carga el sobrenadante dos veces en la columna, que unira especificamente el Fc
de la proteina, y se lava con buffer de equilibrado, de tal forma que se eliminan todas las impurezas
del sobrenadante. A continuacion se eluyo con citrato sédico 0,1 M pH 3 y se recogen alicuotas de
900 pl sobre 350 ul de Tris pH 9 para neutralizar el pH acido y no desnaturalizar las proteinas. Se
cuantificd la concentracion de proteina por absorbancia a 280 nm y se realizé una electroforesis
PAGE-SDS y western-blot con anticuerpos especificos para comprobar su integridad.

Citometria de flujo.

En los marcajes simples, las células se lavaron dos veces con PBS y se usaron 2 x 10°
células por punto. Se incubaron 30 minutos a 4°C con el anticuerpo primario (10 ug/ml) en
RPMI-1640. Se lavaron dos veces con RPMI-1640 y se incubaron durante 30 minutos a 4°C
con el anticuerpo secundario especifico anti-IgG de raton (Sigma), anti-lgG de conejo (Sigma)
o streptavidina (Sigma) en todos los casos acoplado a FITC. Se volvieron a lavar las células
dos veces y se fijaron con 2% de formaldehido en PBS durante 5 minutos a 4°C. Las células se
analizaron en un citdmetro de flujo FACScalibur™ (BD Biosciences), y los datos procesados con el
programa FlowdJo (Tree Star Inc.).
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En los analisis de union de ALCAM-Fc soluble, las células se lavaron dos veces en PBS
y se usaron 2 x 10°% células por punto. Se incubaron con 10ug/ml de ALCAM-Fc durante 30
minutos a 37°C en RPMI-1640, en presencia o ausencia de los anticuerpos especificados a una
concentracion de 20 pyg/ml. Se lavo una vez con RPMI-1640 a 37°C y se incubo con anti-lgG
humano acoplado a FITC durante 15 minutos a 37°C. Luego se lavaron, fijaron y se analizaron
como se expone anteriormente.

Plasmidos y transfecciones.

Las siguientes construcciones de ARNhp (OriGene Technologies) fueron introducidas
establemente mediante infeccion por retrovirus, en células THP-1, Jurkat y Raji: 1) TR20003 (TR2)
que es el vector vacio control que no tiene inserto ARNhp. 2) T364190 (#90) y T364192 (#92)
tienen un inserto especifico para ADAM-17. 3) TI356235 (#35) es un ARNhp especifico para CD9.
4) T1359388 (#88) tiene un inserto especifico para ALCAM. Los clones se seleccionaron con 1 ug/
ml de puromicina (Sigma) y fueron analizados por citometria de flujo. Se mantuvieron en cultivo
en RPMI-1640 suplementado con 0,8 pg/ml de puromicina.

La linea celular de linfocitos B Raji, negativa para CD9, fue transfectada establemente con
el ADNc de CD9 insertado en el plasmido pcDNA3 (Invitrogen) mediante electroporacion a 300 V
durante 22 ms en un electroporador ElectroSquarePorator ECM830 (BTX) con 20 ug del plasmido
y las células transfectadas se seleccionaron con G418 (Gibco) a 0,8 mg/ml. Los clones fueron
analizados por citometria de flujo y se mantuvieron en RPMI-1640 suplementado con 0,2 mg/ml
de G418.

La linea eritroleucémica K562, negativa para ALCAM, fue transfectada establemente por
electroporacion (960 uF y 230 V) con el ADNc de ALCAM (proporcionado por el Dr. G. Swart,
Departmento de Bioquimica, Centro Médico Universitario, Nijmegen, Holanda), incluido en el
plasmido pRc/CMV. Los transfectantes fueron seleccionados con 0,4 mg/ml de G418.

La linea de carcinoma de colon humano Colo320, negativa para CD9, se transfectd por
electroporacion a 165 V durante 70 ms en un electroporador ElectroSquarePorator ECM830 (BTX)
con 20 ug de diferentes cDNAs codificantes para ICAM-1-GFP, CD9, CD82, diferentes quimeras
de CD9 y CD82 (CD9x82, CD82x9, CD82LEL9, CD82CCG9) o el vector vacio pcDNA3 como
control. Los clones positivos se seleccionaron con G418 a 0,8 mg/ml y se cultivaron en RPMI-1640
suplementado con 0,2 mg/ml de G418 (Barreiro et al., 2005).

La transfeccion de ARNpi en la linea celular HUVEC se realizé mediante oligofectamina
(Invitrogen) como estaba descrito anteriormente (Barreiro et al., 2005).

Inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Para analizar la colocalizacion de CD9 y ADAM-17 usamos la técnica de microscopia
confocal. Se sembraron células HMEC-1 sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm recubiertos
con 1% de gelatina. Las células THP-1 se sembraron sobre los mismos cristales recubiertos
con PLL (50 pg/ml) y se trataron con 50 ng/ml de PMA durante 24 horas. Para los ensayos de
colocalizacién de CD9 y ALCAM, las lineas celulares BLM, Jurkat y Raji-CD9, se sembraron en
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cubreobjetos de cristal sobre PLL (50 pg/ml). En todos los casos se fijaron con 4% formaldehido
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se bloquearon con PBS 1% BSA, 0,1% Triton X-100
(Chemika) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se incubaron con el anticuerpo
primario frente a ADAM-17 (clon 11633, R&D Systems) o frente a ALCAM (PAINS-15) a 5 pg/
ml durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén acoplado al fluorocromo rojo Alexa
594 (Molecular Probes) 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se bloquearon con
suero de ratén 1/500 durante 15 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se incubaron
con el anticuerpo VJ1/20 biotinilado (5 pg/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente seguido
de avidina acoplada al fluorocromo verde ALEXA 488 (Molecular Probes) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, los cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos con el
medio de montaje Mowiol (Calbiochem) y se adquirieron las imagenes con el microscopio confocal
LSM510 Invertido con rayo laser de Argon y Helio/Nedn (Zeiss). Las imagenes fueron analizadas
con el programa ImageJ (Institutos Nacionales de la Salud).

Para los ensayos de cuantificacién de agrupamientos o clustering de ALCAM, se sembraron
células Jurkat TR2, Jurkat #35, Raji-vector y RAJI-CD9, en presencia o ausencia de 2,5 yg/ml de
citocalasina D durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion se fijaron y se bloquearon
como se ha mencionado anteriormente. Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario
PAINS-15 (5 ug/ml) durante 1 hora a temperatura ambiente, lavadas, e incubadas con un anticuerpo
secundario anti-lgG de raton acoplado a Alexa 594, 30 minutos a temperatura ambiente. Se
obtuvieron series de cortes en el eje z de varios campos de cada tipo celular para tener un nimero
estadisticamente significativo de imagenes para realizar el contaje de los agrupamientos. Para el
analisis del numero y tamafio de agrupamientos, las series de cortes fueron deconvolucionados
con el programa Huygens 3.2 para eliminar ruido y fondo en las imagenes. Mediante el programa
Imaged se analizaron y cuantificaron las imagenes, poniendo un limite minimo de intensidad, de tal
forma que se seleccionaron los agrupamientos por tamano e intensidad. Sélo los agrupamientos
mas grandes e intensos se contabilizaron. El tamario total de los agrupamientos es relativo al area
total de la célula en la proyeccion en el eje z.

Ensayos de hibridacion por proximidad.

Duolink 1Q PLAs (in situ proximity ligation assay) (Olink Bioscience) es un nuevo método
validado para detectar interacciones proteicas en la superficie celular mediante microscopia.
Células THP-1 tratadas con 50 ng/ml PMA y HMEC-1 fueron sembradas en cubreobjetos de cristal
con PLL y fijadas con 4% formaldehido en PBS 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién
se bloquearon las interacciones inespecificas siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los
anticuerpos primarios usados fueron: anti-ADAM-17, 111633 (R&D Systems), anti-CD147 (VJ1/9),
como control negativo, o anti-CD81 (5A6), como control positivo, y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las muestras fueron lavadas con el tampén de lavado y luego incubadas
con el anticuerpo secundario anti-raton 1IgG acoplado al oligonucleétido (sonda mas) durante 30
minutos a 37°C. Tras dos lavados con el tampén de lavado se bloqued con suero de raton y
las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-CD9 VJ1/20 biotinilado, 1 hora a temperatura
ambiente. Se lavd y a continuacién se afnadié el anticuerpo secundario anti-biotina acoplado a
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la sonda menos durante 30 minutos a 37°C. Después de lavar se afadio la ligasa durante 30
minutos a 37°C. La amplificacion se llevé a cabo durante 10 minutos a 37°C. Después de lavar, las
preparaciones se montaron y se analizaron en el microscopio como se ha descrito anteriormente.
Si las dos proteinas marcadas estan suficientemente proximas, alrededor de 50nm, las sondas
acopladas a los anticuerpos secundarios podran hibridar y después de la amplificacion en circulo y
deteccién mediante otro oligonucledtido fluorescente, se podra observar emision de fluorescencia
roja, lo que es indicativo de una interaccion entre las dos moléculas.

Co-inmunoprecipitacion y ensayos de cross-linking.

Los ensayos de co-inmunoprecipitacion se llevaron a cabo para confirmar bioquimicamente
la asociacion entre ADAM-17 y ALCAM con CD9. Para ello se cultivd un numero suficiente de
células del tipo especificado y se lisaron con el tampon de lisis (1% Brij 97 en TBS suplementado
con 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM PMSF, 0,2 U/ml aprotinina, 2 pg/ml leupeptina y 1 ug/
ml pepstatina A) durante 15 minutos a 4°C con agitacion. Después los restos celulares fueron
precipitados por centrigacién a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. En el caso de las co-
inmunoprecipitaciones de CD9 y ADAM-17, la proteina A-agarosa (20 ul/punto) fue unida a los
anticuerpos correspondientes (20 pl/ml) durante 3 horas en agitacion a 4°C. Después se lavo el
exceso de anticuerpo y la proteina A-agarosa con el anticuerpo unido fue incubada con el lisado
total de las células toda la noche a 4°C en agitacion. En el caso de las co-inmunoprecipitaciones
de CD9 y ALCAM el orden de las incubaciones fue cambiado para mejorar la deteccién. Los
anticuerpos se incubaron con el lisado total de las células durante 7 horas a 4°C en agitacion
y después incubados durante toda la noche con la proteina A-agarosa a 4°C en agitaciéon. En
ambos casos los complejos fueron lavados con el tampon de lisis diluido en TBS 1/10 y el
material inmunoprecipitado se eluy6 con tampdn de carga Laemmli no reductor. Los complejos se
resolvieron mediante SDS-PAGE y posterior western-blot con los anticuerpos biotinilados VJ1/20
para CD9 y PAINS-15 para ALCAM, y con el anticuerpo policlonal de conejo anti-ADAM-17 H-300
de Santa Cruz Biotechnology

Los ensayos de cross-linking se realizaron con el reactivo DTSSP (Pierce-Thermo
Scientific). Este reactivo es soluble en agua e impermeable a la membrana celular, de tal forma
que solo puede unirse a proteinas extracelulares. Contiene un brazo espaciador de 8 atomos
con un puente disulfuro central que puede ser roto por agentes reductores. Las células fueron
tratadas con 1 mM de DTSSP en PBS durante 30 minutos y posteriormente bloqueado con TBS.
La co-inmunoprecipitacion fue llevada a cabo como se describe en el parrafo anterior con dos
cambios, la lisis se llevd a cabo en presencia de 1% de Triton X-100 y no de Brij 97 1% y la
eluciéon del material inmunoprecipitado se llevé a cabo con tampdn de carga Laemmli reductor,
para romper el puente disulfuro del reactivo de cross-linking y separar las proteinas. La deteccion
mediante western-blot solo fue posible para ADAM-17, puesto que ningun anticuerpo frente a la
tetraspanina CD9 es capaz de reconocerla en condiciones reductoras. En paralelo se llevaron a
cabo inmunoprecipitaciones con los mismos anticuerpos pero las muestras fueron eluidas tras el
lavado con tampon de carga Laemmli no reductor, de tal forma que los anticuerpos especificos
para cada proteina si que fuesen capaces de reconocerla mediante la técnica de western-blot, y
asi asegurarnos de que las proteinas eran correctamente inmunoprecipitadas, y que la ausencia
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de interaccidon no se debiese a que no estaban siendo inmunoprecipitadas.

Ensayos de interaccion directa entre proteinas.

Tanto la proteina de fusion CD9-LEL-GST como sus formas mutadas en las que las cisteinas
152, 153, 167 6 181 han sido sustituidas por alaninas, se produjeron y purificaron como se
describié anteriormente (Barreiro et al., 2005; Higginbottom et al., 2003), al igual que las proteinas
de fusion de otras tetraspaninas: CD81-LEL-GST, CD63-LEL-GST y CD151-LEL-GST. La proteina
PAK-CRIB-GST, una donacién de Dr. J. G. Collard (The Netherlands Cancer Institute. Amsterdam.
Holanda) fue usada como control negativo.

En los ensayos de interaccion directa, la forma salvaje y los mutantes de CD9-LEL-GST, las
formas salvajes de CD81-LEL-GST, CD63-LEL-GST, CD151-LEL-GST vy la proteina PAK-CRIB-
GST (20 pg/ml), fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con 20 ug/ml de ADAM-17-Fc en el
tampdn de union (50 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10% glicerol,
1% Brij 97, suplementado con inhibidores de proteasas). A continuacion los complejos se unieron
a GSH-agarosa durante 3 horas a 4°C en agitacion. Las muestras fueron lavadas tres veces con
tampdn de unién diluido 1/10 en TBS. Los complejos fueron fraccionados por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras. Detectamos la presencia de las proteinas por western-blot mediante el
anticuerpo policlonal de conejo H-300 para ADAM-17-Fc y anti-GST para el resto de proteinas de
fusion. En el caso de los experimentos de interaccion directa entre CD9-LEL-GST y ALCAM-Fc el
experimento se llevé a cabo igual salvo que en vez de unir los complejos a GSH-agarosa, fueron
unidos a proteina A-agarosa. De esta forma ALCAM-Fc fue arrastrado por la proteina A-agarosa y
pudo arrastrar con él los LEL de las tetraspaninas asociadas. ALCAM-Fc fue detectado mediante
western-blot con el anticuerpo PAINS-15 y un anticuerpo anti-GST para el resto de proteinas de
fusion.

Para estudiar la interaccion del CD9 enddgeno celular con ADAM-17 en un entorno mas
similar al fisiolégico, inmovilizamos 20 ug/ml del anticuerpo monoclonal anti-ADAM-17 5C2
(producido en nuestro laboratorio) en placas de 96 pocillos de alta capacidad de unién durante
toda la noche a 4°C en PBS. A la mafana siguiente se bloque6 con 1% BSA en PBS durante 1
hora a temperatura ambiente, y luego afiadimos ADAM-17-Fc (20 pg/ml en PBS) durante 2 horas
a temperatura ambiente. Lavamos la proteina no unida con PBS y afiadimos los lisados de células
Colo320-pcDNA3 y Colo320-CD9 obtenidos como se ha descrito anteriormente con el tampén de
lisis (50 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 1mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10% glicerol, 1% Brij 97) e
incubamos durante 2 horas a temperatura ambiente. También se realizaron en el sentido inverso,
inmovilizando el anticuerpo anti-CD9 VJ1/20 en la placa de fondo plano a 20 ug/ml, afadiendo
primero los lisados de Colo320-pcDNA3 y Colo320-CD9 y por ultimo incubando con ADAM-17-Fc
a 20ug/ml en tampdn de lisis. En ambos casos se lavaron los pocillos con tampdn de lisis diluido
1/10 en TBS y a continuacién se eluyeron los complejos afiadiendo tampén de carga Laemmli
no reductor a una temperatura de 90°C a los pocillos de la placa. Las muestras se fraccionaron
mediante SDS-PAGE y se detectd la presencia de ADAM-17 o de CD9 mediante western-blot con
el anticuerpo anti-ADAM-17 H-300 o anti-CD9 VJ1/20.

52



MATERIALES Y METODOS

Western-blot.

Para la deteccion de proteinas mediante western-blot, las membranas de nitrocelulosa
(Palm) resultantes de transferir los geles de poliacrilamida de las electroforesis, fueron bloqueadas
con TBS 3% BSA para anticuerpos biotinilados, o TBS 5% de leche para el resto de anticuerpos,
durante toda la noche a 4°C en agitacién. A continuacion se incubaron los anticuerpos primarios
especificos durante 2 horas en TBS 0,1% Tween (Sigma) a la dilucidon optimizada previamente.
Tras lavar con TBS 0,1% Tween se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-lgG de raton
(Sigma), anti-lgG de conejo (Sigma) o streptavidina (Thermo Scientific) en todos los casos
acoplados a peroxidasa. Después de varios lavados con TBS 0,1% Tween se revelaron con ECL
(Amersham) y su quimioluminiscencia se analiz6 con el lector IMAGEQUANT LAS 4000 mini (GE).

La concentracién de proteina total fue cuantificada con el kit DC protein assay (Bio-Rad
Laboratories). Donde esta indicado, las bandas fueron cuantificadas con la ayuda del programa
Quantity One (Bio-Rad Laboratories).

Estimulacion de THP-1, Jurkat y Raji para la liberacion de TNF-a.

Para la estimulacién de la produccion de TNF-a por parte de las células THP-1, Raji y
Jurkat, estas se sembraron en presencia o ausencia de 20 ng/ml de PMA para las lineas Jurkat
y THP-1 y 40 ng/ml para Raiji durante 24 horas. Para estudiar la implicacion de CD9 en el corte
y liberacién de TNF-a al medio de cultivo por parte de ADAM-17 se afiadié a los cultivos, en
paralelo al tratamiento con PMA, 20ug/ml de anticuerpos anti-CD9 (VJ1/20, VJ1/10 o PAINS-13),
o la misma cantidad de anticuerpos control, anti-CD59 (PAINS-19), anti-HASP8 (PAINS-18), anti-
CD151 (Lia1/1), antiCD81 (5A6) y anti-CD82 (TS82b). También se utilizo el inhibidor de ADAM-17
TAPI-2 (20 6 50 uM). En el caso de la linea celular THP-1, se usaron dos protocolos mas para
confirmar los efectos observados. El primero es el modelo de contacto celular THP-1-HUT78 (Isler
et al., 1993). Para ello se estimularon las células HUT78 con PHA (1 pg/ml) durante 24 horas. A
continuacion las células fueron lavadas y fijadas con formaldehido al 4%. Después de lavar con
PBS el exceso de formaldehido, las células fueron mezcladas y cultivadas con THP-1 en una
relacion 1:8. Para estudiar el efecto de los anticuerpos anti-CD9 (VJ1/20 y VJ1/10) se anadieron
a los cultivos de THP-1 y HUT78 a una concentracién de 20 pg/ml. Por otro lado se co-cultivé la
linea celular THP-1 con PBLs (Gonzalez-Alvaro et al., 2006). Los linfocitos de sangre periférica se
aislaron de donantes sanos mediante centrifugacion en gradiente de densidad Histopaque-1077 y
se eliminaron los monocitos por adhesion a placas de plastico durante 1 hora. Los PBLs obtenidos
fueron cultivados en presencia de IL-15 (50 ng/ml) y posteriormente co-cultivados con THP-1 a
una proporcion 10:1. Como control se usé el co-cultivo de las dos poblaciones pero separadas
fisicamente por una estructura transwell con una membrana con tamano de poro de 0,4 pm.

Deteccion de TNF-a e ICAM-1 soluble

En todos los casos la cantidad de TNF-a soluble en el medio se cuantificé mediante ELISA
de sandwich (Inmunotools GmbH), considerando el 100% la cantidad liberada por las células
control tratadas unicamente con PMA. La cuantificacién del TNF-a liberado fue realizada con la
ayuda de una recta patron con concentraciones conocidas de TNF-a.
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La cantidad de ICAM-1 cortado y liberado al medio de cultivo por las lineas celulares
THP-1 y Jurkat fue cuantificado por ELISA de sandwich de Diaclone (Tepnel Life Sciences),
en todos los casos se considerd el 100% la cantidad liberada por las células control tratadas
solo con PMA.

Cuantificacionde laliberacion de ICAM-1en células Colo320y transfectantes
estables de Colo320.

Las células Colo-320 y los transfectantes estables de Colo-320 con las diferentes
tetraspaninas y sus quimeras (Higginbottom et al., 2003), fueron transfectadas transitoriamente
con el ADNc de ICAM-1-GFP como se describe anteriormente. Después de 24 horas, las
células fueron tratadas o no con 20 ng/ml de PMA. Posteriormente se realizd una citometria
de flujo para cuantificar la cantidad de ICAM-1 en la membrana celular, con el anticuerpo
anti-ICAM-1 Hu5/3, que reconoce un epitopo extracelular de ICAM-1, por lo que reconoce
la proteina intacta, seguido de un secundario anti-ratén acoplado al fluoréforo rojo APC.
Para todos los transfectantes la cantidad de ICAM-1 intacto en la membrana después del
tratamiento con PMA fue relativizado frente a la cantidad de ICAM-1 en membrana en las
células sin tratamiento para dar una idea de la actividad de ADAM-17. En todos los casos se
normalizé respecto a los niveles de fluorescencia en el canal verde, que siempre fueron muy
similares.

RT-PCR cuantitativa de TNF-a.

En primer lugar se cultivaron las células THP-1 en tres condiciones: sin tratamiento,
en presencia de 15 ng/ml de PMA y con PMA mas 20 ug/ml de anticuerpo anti-CD9 VJ1/20.
Después de 24 horas de tratamiento las células fueron lavadas y lisadas para purificar su
RNA usando el sistema RNAqueous (Ambion). EI DNA complementario se preparé a una
concentracién de 10 ng/ml usando el kit High Capacity Archive (Applied Biosystems) y 0,5
ng fueron amplificados en triplicado para valorar la expresién de TNF-a y GAPD (gen de
referencia), usando para ello sondas especificas Tagman (Hs00174128-m1 para TNF-a y
Hs99999905 para GAPD) y un aparato ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). Los datos
fueron analizados con el programa SDS 2.2.2 y la cantidad relativa se calculd con el método
deltaCt.

Ensayos de adhesiéon a ALCAM-Fc.

Placas de 96 pocillos de fondo plano fueron recubiertas con 10 ug/ml de ALCAM-Fc
en PBS durante toda la noche a 4°C. A la manana siguiente fueron bloqueadas con 1%
BSA (hervida 1 minuto) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron
marcadas con la sonda fluorescente verde BCECF-AM siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacion fueron resuspendidas en RPMI-1640 a 1 x 10° células por pocillo en
un volumen final de 350 pl por pocillo, llenandolo practicamente hasta el borde, en presencia o
ausencia de 20 pyg/ml de los siguientes anticuerpos: anti-CD9 (VJ1/20, PAINS-10 y PAINS-13)
anti-CD151 (Lia1/1) o activador de integrinas 31 (TS2/16). Tras 15 minutos a 4°C para permitir
que las células se depositen en el fondo y los anticuerpos se unan a sus antigenos, se incub6
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40 minutos a 37°C para permitir la adhesion. Antes del lavado se cuantifico la fluorescencia
en un lector de placas (Tecan GENios) para saber el nimero inicial de células en cada pocillo,
que sera nuestro 100% de adhesién. El lavado se llevé a cabo de forma suave, sumergiendo
la placa en un recipiente con PBS a 37°C y luego dando la vuelta al recipiente tapado para
dejar la placa boca abajo y permitir que las células se separen por gravedad. Después de 20
minutos a 37°C se recuperd la placa y se cuantificaron las células que quedaban adheridas.

Ensayos de migracion.

La membrana de camaras modificadas de Boyden (transwells) con un tamafio de poro
de 5 ym se recubrié con 75 pg/ml de ALCAM-Fc en PBS a 4°C durante toda la noche. En la
camara superior se afadieron 6 x 10° células Jurkat transducidas con el plasmido control TR2,
con el ARNhp especifico para CD9 (#35) o para ALCAM (#88) en RPMI-1640 sin suero. En
la camara inferior se anadié RPMI-1640 con 6,25 mM de SDF-1a (CXCL12) para realizar la
migracion dirigida a esta quimiocina. Las células se incubaron durante una hora a 37°C para
que migrasen y el numero de células en la camara inferior se cuantifico mediante citometria
de flujo. Se realizaron controles de migracién sin SDF-1a para cuantificar la migracion basal y
el valor obtenido se rest6 del numero de células que habian migrado.

Activacion de células T.

Para la activacion de linfocitos T se realizaron conjugados de células T Jurkat con
células B Raiji, transfectadas con el vector vacio (Raji-vector) o con el ADNc de CD9 como
esta descrito (Gimferrer et al., 2004). En resumen, 2 x 10° células Raji fueron cargadas con
2,5 yg/ml de superantigeno SEE (se une a las cadenas V3 8, presente en las células Jurkat)
durante 30 minutos a 37°C. Después de lavar el exceso de superantigeno, se anadieron 4
x 10°% Jurkat y se cultivaron durante 72 horas a 37°C para la formacién de conjugados y la
activacion de las células T. La expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD25 en las
células Jurkat fue medida por citometria de flujo como se ha indicado anteriormente.
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La tetraspanina CD9 y la metaloproteinasa ADAM-17 interaccionan en la
superficie de células endoteliales (HMEC-1) y monociticas (THP-1).

Una de las principales metaloproteasas que intervienen en el corte de TNF-a es ADAM-
17. Resultados anteriores obtenidos en nuestro laboratorio han relacionado el efecto de CD9
en la morfologia y proliferacion de células de carcinoma de colon con un aumento del TNF-a
de membrana (Ovalle et al., 2007). Por ello, nuestra hipétesis de partida de este trabajo fue
que la tetraspanina CD9 podria estar inhibiendo a ADAM-17, cuyo principal sustrato es el
TNF-q, lo que explicaria su mayor expresion en membrana.

Para evaluar esta hipotesis lo primero que analizamos fue si CD9 interacciona con ADAM-
17. Para ello realizamos dobles tinciones de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
para ambas proteinas, en células endoteliales HMEC-1 y monociticas THP-1 tratadas con
el ester de forbol PMA, y las analizamos por microscopia confocal. Pudimos observar una
colocalizacién parcial de las dos proteinas en la membrana plasmatica de ambas tipos de
células (figura 6), principalmente en las areas de contacto celular pero también en zonas
apicales de las células endoteliales.

Como la colocalizacién en la membrana celular sugiere que ocurre una interaccion entre
las dos proteinas pero no es determinante, realizamos ensayos de PLAs (Proximity ligation
assays, ensayos de hibridacion por proximidad) como otra aproximacion para demostrar esta
interaccion entre CD9 y ADAM-17. En estos ensayos solo se detecta senal de fluorescencia
roja en el microscopio si las sondas de los anticuerpos secundarios estan suficientemente
proximas como para ser compatible con una interaccién de tipo directo entre dos moléculas
diferentes. Como se observa en la figura 7, la sefial de hibridacién entre sondas se observa
claramente en la tincion para CD9 y ADAM-17 en células THP-1 tratadas con PMA, o en
las células endoteliales EAhy-926, lo que indica una interaccion entre las dos proteinas. Al

ADAM-17 CD9 MEZCLA  CUANTIFICACION

Figura 6: Analisis de la colocalizacion de CD9 y ADAM-17 por microscopia confocal. Las células THP-1 tratadas
con 50 ng/ml de PMA durante 24 horas, y las células HMEC-1 se tifieron con anticuerpos especificos para ADAM-
17 (clon 111633 de R&D) y CD9 (VJ1/20 biotinilado) seguidos por anticuerpos secundarios especificos acoplados a un
fluorocromo. Se muestran las proyecciones de maxima intensidad en el eje z junto con las imagenes de superposicion
de canales (mezcla) y la cuantificacion de intensidad para cada pixel de cada canal. En el caso de las células endoteliales
HMEC-1 se muestran cortes verticales en el eje z para mostrar la colocalizacion en la zona apical de la célula.

THP-1
PMA

HMEC-1
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Figura 7: Ensayos de hibridaciéon por proximidad. Las lineas celulares THP-1 tratadas con 50 ng/ml de PMA vy
endoteliales EAhy-926 fueron tefiidas con los anticuerpos especificos para CD9 (VJ1/20 biotinilado), CD147 (VJ1/9), CD81
(5A8), y ADAM-17 (2A10), seguidos de los anticuerpos secundarios acoplados a las sondas de oligonucleétidos, tal y como
se describe en materiales y métodos. La presencia de fluorescencia roja indica interaccion entre las moléculas. Se muestra
la proyecciéon de maxima intensidad en el eje z de cada serie de planos.

THP-1
PMA

igual que ocurre en la figura 6, la interaccion se observa principalmente en la zona de contacto
entre células de ambos tipos celulares y en la parte apical de las células endoteliales EAhy-926.
Como control negativo se realizo la tincién de CD9 junto con otra molécula muy expresada en la
membrana de estas células, CD147/EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer,
inductor de metaloproteasas de la matriz extracelular), y no se detecta sefal apreciable ni en THP-
1 ni en EAhy-926. Como control positivo usamos la tincion simultanea de CD9 y CD81, ya que esta
descrito que estas tetraspaninas forman heterodimeros en la membrana celular (Kovalenko et al.,
2004) y se observa una senal positiva en ambas lineas celulares.

Para confirmar la interaccion entre CD9 y ADAM-17 que indican los ensayos de colocalizacion
y de hibridacion por proximidad e investigar si estas proteinas forman parte de los mismo complejos
proteicos, se llevaron a cabo experimentos de co-inmunoprecipitacion. La expresion de CD9 en
células THP-1 se incrementa con el tratamiento con PMA, como ya habia sido descrito (Ouchi
et al., 1997) y como se muestra en la figura 8, paneles superiores. La expresiéon de CD9 en las
células endoteliales EAhy-926 también es abundante (figura 9, paneles superiores). La expresion
de ADAM-17 es moderada en THP-1 y baja en EAhy-926 (figura 8 y 9 respectivamente).

Tanto en los paneles cetrales de la figura 8 como en la figura 9 se observan dos bandas
especificas de ADAM-17; una de 130 kDa y otra de 95 kDa, que corresponden a la forma no
procesada y procesada (sin el prodominio) respectivamente. Estas dos bandas de ADAM-17
coinmunoprecipitan con CD9 y también con integrinas de la subfamilia 3,, como habia sido descrito
(Bax et al., 2004), pero no con otras tetraspaninas como CD81 o CD151, o la molécula usada
como control negativo CD147. Asi mismo, CD9 es co-inmunoprecipitado junto con ADAM-17, por
integrinas B, (Rubinstein et al., 1994), y por CD81, que forma heterodimeros con CD9 (Kovalenko
et al., 2004).

60



RESULTADOS

INTEGRINA g1 ADAM-17 cD9
100 10! 102 0% 108 100 101 102 103 0% 100 0! 102 103 10
IP
Lisado Integrina prot-A
total Bt ApAm-17 CD9 CD81 CD151 CD147 agar
170— B T :
140=T. - ' <« ADAM-17 inmadura
P b ] " |«ADAM-17 madura
70— A
i *
55— e
40—
— | — -
25~ | oy .a- «CD9
15—

Figura 8: Co-inmunoprecipitacion de CD9 y ADAM-17 en células monociticas THP-1. Paneles superiores. La
expresion de la integrina 1, ADAM-17 y CD9 fue analizada por citometria de flujo. El histograma gris es el control negativo y
el trazado negro grueso la expresion de la molécula. En el caso de CD9, el trazado negro fino es la expresion de la molécula
tras en tratamiento con 20 ng/ml de PMA durante 24 horas. Los lisados celulares fueron obtenidos en Brij-97 1%, como
se describe en materiales y métodos, e inmunoprecipitados con los siguientes anticuerpos: anti-integrina 1 (TS2/16),
anti-ADAM-17 (2A10), anti-CD9 (VJ1/20), anti-CD81 (5A6), anti-CD151 (Lia1/1) y anti-CD147 (VJ1/9). Las muestras fueron
resueltas por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, y detectadas por western-blot con los anticuerpos H-300 para
ADAM-17 (panel central) y VJ1/20 biotinilado para CD9 (panel inferior). La figura es representativa de 3 experimentos. Los
pesos moleculares en kilodaltons se indican a la izquierda.
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Figura 9: Co-inmunoprecipitacion de CD9 y ADAM-17 en células endoteliales EAhy-926. Paneles superiores: La
expresion de integrina 31, ADAM-17 y CD9 fue analizada por citometria de flujo. El histograma gris representa el control
negativo y el trazado negro grueso la expresion de la molécula. Los lisados celulares fueron obtenidos en Brij- 97 1%,
como se describe en materiales y métodos e inmunoprecipitados con los siguientes anticuerpos especificos: anti-
integrina B1 (TS2/16), anti-ADAM-17 (2A10), anti-CD9 (VJ1/20), anti-CD81 (5A6), anti-CD151 (Lia1/1) y anti-CD147
(VJ1/9). Las muestras fueron resueltas por SDS-PAGE no reductora, y detectadas por western-blot con el anticuerpo
H-300 especifico para ADAM-17 (panel central) y VJ1/20 biotinilado para CD9 (panel inferior). La figura mostrada es
representativa de 3 experimentos independientes. Los pesos moleculares en kilodaltons se indican a la izquierda.
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Figura 10: Ensayos de entrecruzamiento (cross-linking) de proteinas. Células monociticas THP-1 tratadas con 20
ng/ml de PMA durante 24 horas, y células endoteliales EAny-926 fueron incubadas con el reactivo DTSSP. Posteriormente
fueron lisadas con 1% Triton X-100 y las siguiente moléculas inmunoprecipitadas con los correspondientes anticuerpos
monoclonales: anti-ADAM-17 (2A10), anti-CD147 (VJ1/9), anti-CD9 (VJ1/20), anti-CD81 (5A6) y anti-CD151 (Lia1/1). Los
complejos inmunoprecipitados fueron resueltos por SDS-PAGE en condiciones reductoras para romper el puente disulfuro
del reactivo DTSSP y detectados por western-blot con el anticuerpo anti-ADAM-17 H-300, que reconoce las formas madura
e inmadura de la proteina en condiciones reductoras. Los pesos moleculares en kilodaltons se indican a la izquierda.

El siguiente paso fue realizar experimentos de entrecruzamiento quimico (cross-linking)
de las proteinas de membrana con el reactivo impermeable a la membrana plasmatica DTSSP,
que se une covalentemente a las proteinas, de tal forma que al inmunoprecipitar las proteinas,
solo se conservarian interacciones que ocurren en la parte extracelular de la membrana, y no
en el medio intracelular. El reactivo DTSSP presenta un puente disulfuro que se puede romper
bajo condiciones reductoras, de tal forma que las proteinas se separan y migran segun su peso
molecular. Estos experimentos se llevaron a cabo en células THP-1 tratadas con 20 ng/ml de
PMA durante 24 horas y células endoteliales EAhy-926. La lisis se llevo a cabo en presencia de
Triton X-100 para eliminar la mayoria de las interacciones entre moléculas, salvo las interacciones
directas y las que se mantienen unidas por el reactivo DTSSP. Como se muestra en la figura 10,
la banda correspondiente a la forma madura de ADAM-17 es coinmunoprecipitada junto con CD9
en ambos tipos celulares, y no con otras proteinas como CD81, CD151 0 CD147, pese a que estas
proteinas son inmunoprecipitadas correctamente en ambos tipos celulares, como se muestra en la
figura 11. Este resultado confirma que esta interaccion se desarrolla en la membrana plasmatica
de la célula.

La interaccion que hemos observado entre CD9 y ADAM-17/TACE puede ser directa o a
través de moléculas intermediarias, ya que la lisis en Brij 97 1% no es suficientemente fuerte
como para eliminar las interacciones indirectas, como se ha explicado en la introduccion. Aunque
los experimentos de hibridacién por proximidad y entrecruzamiento sugieren una interaccion
directa, para confirmar si la interaccion es directa, se llevaron a cabo experimentos de interaccién
proteina-proteina. Como se ha mencionado en introduccion, la mayoria de las interacciones entre
las tetraspaninas, incluyendo CD9, y otras moléculas se lleva a cabo a través de su dominio LEL.
De este modo, se incubaron con TACE-Fc (region extracelular de ADAM-17 unida al Fc de una
IgG humana) las moléculas de fusién de la forma salvaje del LEL de CD9 unido a GST (CD9-LEL-

62



IP

prot G-
agarosa  CD147 ADAM17 CD9 CD81 CD151
150 == r
100 = o= ADAM17
75 =
T 0 . CD147
a
= 50 ——
b - WB
<E( o s | CD151
a
e -y cD9
20 - cD81
150 .
100 ==
4 ADAM17
©
N 0= . cD147
o
P
< g & cpis1 |WB
w
- |-
2= - D81

Figura 11: Las proteinas son inmunoprecipitadas correctamente en los experimentos de cross-linking.
Paralelamente a los experimentos de cross-linking se realizaron inmunoprecipitaciones de células THP-1, tratadas con 20
ng/ml de PMA durante 24 horas, y en células EAhy-926. Las células fueron lisadas en tampon de lisis con Triton X-100 1%,
igual que en la figura 10. Se inmunoprecipitd con los anticuerpos especificos para las proteinas indicadas. Las muestras
se resolvieron por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, al contrario que en el experimiento de la figura 10, porque
los anticuerpos anti-tetraspaninas disponibles no funcionan en condiciones reductoras. La deteccion se realizé mediante
western-blot con anticuerpos especificos frente a cada proteina. Los pesos moleculares en kilodaltons se indican a la

izquierda.

GST) y mutantes en los que las 4 cisteinas del LEL han sido sustituidas por alaninas (C152A-CD9-
LEL-GST, C153A-CD9-LEL-GST, C167A-CD9-LEL-GST y C181A-CD9-LEL-GST), los dominios
extracelulares largos de CD63, CD81 y CD151 (CD63-LEL-GST, CD81-LEL-GST y CD151-LEL-
GST) y la proteina PAK-CRIB-GST, todos ellos unidos a GST, para comprobar si se daba una
interaccion directa, como se describe en materiales y métodos. En la figura 12 se muestra el
resultado de estos experimentos tras la deteccion por western blot. Se puede observar que la
forma normal (wt) del LEL de CD9 (wt-CD9-LEL-GST) es capaz de interaccionar con TACE-Fc ya
que se precipitan conjuntamente, asi como las formas mutadas en cisteinas del LEL-CD9-GST,
aunque en menor medida para la pareja de mutantes de las cisteinas C153 y C167, implicadas
en la formacién del mismo puente disulfuro. Estos resultados indican que la interaccion entre CD9
y ADAM-17 es directa, y que ocurre a través del LEL de CD9. Ademas, los resultados con las
formas mutadas indican que el mantenimiento de la estructura terciaria del dominio LEL parece
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Figura 12: Ensayos de arrastre molecular (“pull-down”). Los LELs de la forma normal (wt) de CD9 y mutadas en
cisteinas (CD9-LEL-GST, C152A-CD9-LEL-GST, C153A-CD9-LEL-GST, C167A-CD9-LEL-GST y C181A-CD9-LEL-GST),
los LEL de CD81 (CD81-LEL-GST), CD63 (CD63-LEL-GST), CD151 (CD151-LEL-GST) y la proteina de fusion PAK-CRIB,
todos unidos a la proteina GST, fueron incubadas con la proteina recombinante TACE-Fc en tampdn de unién como se
describe en materiales y métodos. Los paneles superiores muestran la deteccion por western-blot con el anticuerpo anti-
ADAM-17 H-300 y los paneles inferiores muestran el control de GST revelado con un anticuerpo comercial especifico. La
imagen es representativa de 4 experimentos independientes. Los pesos moleculares en kilodaltons se indican a la izquierda.

ser importante en esta interaccion. Curiosamente TACE-Fc también es capaz de interaccionar
con CD81-LEL-GST, mientras que en el resto de ensayos de co-inmunoprecipitacion no se habia
observado ninguna interaccion entre ellas. La especificidad del experimento se demuestra con la
nula interaccién con el resto de proteinas, PAK-CRIB-GST, CD151-LEL-GST o CD63-LEL-GST.

Para confirmar que esta interaccion se produce también con el CD9 enddgeno de las células
y no solamente con la proteina de fusion CD9-LEL-GST, se llevaron a cabo experimentos en los
que se analiza la interaccion entre CD9 procedente de lisados celulares con la proteina purificada
TACE-Fc. Se inmovilizé el anticuerpo anti-ADAM-17 5C2 en placas de 96 pocillos, y luego se
anadié TACE-Fc para ser capturada por el anticuerpo. A continuacion se afiadieron los lisados
de las lineas celulares Colo320 (que no expresa CD9 en su membrana plasmatica) y Colo320-
CD9 (establemente transfectada con CD9) y se incubaron a temperatura ambiente. Tras lavar, las
muestras se eluyeron con tampoén de carga, se resolvieron por SDS-PAGE y las proteinas fueron
detectadas por western-blot. Como se puede observar en la figura 13A, CD9 sélo es detectado
cuando sobre TACE-Fc se ha afadido el lisado total de Colo320-CD9, y no de Colo320. Como
controles negativos de la especificidad del experimento se usaron otras moléculas como CD147
o la tetraspanina CD151, presentes en los lisados de las células en gran cantidad (figura 13B),
y se puede observar que no se asocian a TACE-Fc. Asimismo, CD9 de los lisados totales s6lo se
asocia a TACE-Fc y no a otras moléculas que también contienen el dominio Fc como CD59-Fc o
la IgG3 humana completa (figura 13A), indicando que CD9 no se une a la porcién Fc de TACE-Fc,
y que la interaccién entre CD9 y TACE es especifica.
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La interaccion entre TACE-Fc y CD9 endégeno también fue comprobada en el experimento
inverso, en el que las tetraspaninas CD9 o CD151 procedentes de lisados celulares totales son
inmunocapturadas sobre los pocillos de plastico y posteriormente, tras lavar, se afade TACE-Fc
sobre los lisados totales. TACE-Fc unicamente es detectada en los pocillos en los que se afiadio
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Figura 13: Interaccion de CD9 endégeno con TACE-Fc. En todos los casos, los anticuerpos usados para la deteccion
de las proteinas por western-blot fueron: H-300 para TACE-Fc, H-80 para CD151, VJ1/9 para CD147 y anti-Fc humano para
CD59-Fc y la IgG3 completa. A) Anticuerpos anti-ADAM-17 (5C2) o anti-Fc humano fueron inmovilizados, y a continuacion
TACE-Fc, CD59-Fc o IgG3 humana completa fueron afiadidas a los pocillos respectivamente. Después de lavar el exceso
de proteina, se afiadieron lisados totales de Colo320 o Colo320-CD9. Tras lavar los pocillos se eluyd con tampdn de carga
Laemmli no reductor, como se describe en materiales y métodos. Las muestras se separaron por SDS-PAGE vy las proteinas
se detectaron por western-blot. B) Expresion analizada mediante western-blot de las proteinas CD9, CD147 y CD151 en
lisados totales de Colo230 y Colo320-CD9. C) Los anticuerpos VJ1/20 para CD9 o Lia1/1 para CD151 fueron inmovilizados
al plastico, seguido de lisados totales de Colo320 o Colo320-CD9 y por ultimo la proteina TACE-Fc. Las muestras se eluyeron
mediante SDS-PAGE no reductora y las proteinas fueron detectadas mediante western-blot. La figura es representativa de
3 experimentos independientes. Los pesos moleculares en kilodaltons se indican mediante lineas.
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lisados totales de células Colo320-CD9 (figura 13C), pero no en los que se afiadio lisados de
Colo0320. Asimismo TACE-Fc no se une a CD151 en ninguno de los tipos celulares, lo que nos
vuelve a indicar la especificidad de la interaccion entre TACE-Fc y CD9.

Tomados en conjunto, los datos de microscopia confocal, co-inmunoprecipitacion e
interaccion directa proteina-proteina, demuestran que existe una interaccioén directa y especifica
de ADAM-17 y CD9 en la membrana plasmatica de células monociticas y endoteliales que se
establece a través del dominio extracelular largo de la tetraspanina y de la regién extracelular de
la metaloproteasa.

Anticuerpos anti-CD9 inhiben la actividad metaloproteinasa de ADAM-17.

Nuestro siguiente paso fue investigar si la actividad de corte y liberacion de sustratos
(shedding) de ADAM-17 era modificada por su interaccion con CD9. Uno de los sustratos tipicos
de ADAM-17 es el TNF-qa, y su estudio era de nuestro interés por los antecedentes del laboratorio
como se ha mencionado anteriormente, por lo que lo tomamos como modelo inicial para cuantificar
la actividad de ADAM-17. Utilizamos la linea celular monocitica THP-1 porque el tratamiento con
PMA en esta linea celular activa la actividad metaloproteasa de ADAM-17 para el corte de TNF-a y
otros sustratos (Doedens et al., 2003). Como se muestra en la figura 14A, la produccion de TNF-a
en esta linea celular sin tratamiento con PMA esta en el limite de deteccién del ELISA usado para
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Figura 14: Produccién de TNF-a soluble en células THP-1. A) Cuantificacion de la produccion de TNF- a soluble en
células tratadas con diferentes concentraciones de PMA durante los diferentes tiempos que se indican. La cantidad de
TNF-a se calculd usando una recta patron de cantidades de citoquina conocidas. B) Analisis de especificidad de ADAM-
17 en el corte de TNF-a mediante el tratamiento con el inhibidor TAPI-2, a las concentraciones indicadas, en presencia de
PMA. La cantidad de citoquina producida por las células sin inhibidor es considerada el 100%. El experimento mostrado
es representativo de 5 experimentos. C) La interferencia de ADAM-17 reduce la produccion de TNF-a soluble. Paneles
superiores: analsis de expresion de ADAM-17 por citometria de flujo en células interferidas. El histograma gris es el control
negativo, la expresion de ADAM-17 en células control (TR2) es la linea negra fina y la linea negra gruesa indica la expresion de
ADAM-17 en las lineas transducidas mediante retrovirus con los ARNhp especificos para ADAM-17 (#90 y #92). Las células
se tifileron con el anticuerpo H-170. Paneles inferiores: Produccion de TNF-a soluble en células THP-1 salvajes, transducidas
con el plasmido control TR2 o con los plasmidos ARNhp especificos para ADAM-17 (#90 y #92), tratadas o no con PMA. La
cantidad de TNF-a soluble liberado por las células sin transducir fue considerada el 100%. El experimento es representativo
de 4 experimentos independientes. ** indica una p< 0,001, lo que denota que las diferencias en la produccion de TNF-a son
estadisticamente significativas.
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la cuantificacion del TNF- a soluble. Se puede observar un incremento en el shedding de TNF-a
a las 2 y 6 horas de tratamiento con 20 ng/ml de PMA, pero es mucho mas evidente a las 24
horas de tratamiento con PMA. Tratamientos mas largos y con mas dosis de PMA resultan en una
mayor produccién de TNF- a soluble, pero también en mayor muerte celular. Por ello elegimos
esta dosis y este tiempo como tratamiento estandar para nuestros ensayos. A la produccién de
TNF-a soluble por parte de las células control tratadas con 20 ng/ml de PMA durante 24 horas se
considero el 100% de produccion de TNF-a en el resto de experimentos, a no ser que se indique
lo contrario. Con este protocolo, el inhibidor relativamente especifico de ADAM-17 TAPI-2 (Becker
et al., 2002) bloquea toda la liberaciéon de TNF- a al medio como se muestra en la figura 14B.
Lo que sugiere que ADAM-17 es la principal metaloproteinasa implicada en el corte de TNF-
a. Para demostrarlo, produjimos células THP-1 sin expresion de ADAM-17, transduciendo dos
construcciones de ARNhp especificos para TACE (#90) y (#92). Como se observa en los pneles
superiores de la figura 14C, la expresion de esta enzima es reducida en gran medida con ambas
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Figura 15: Efecto de anticuerpos anti-CD9 en la liberaciéon de TNF-a soluble en THP-1. A) Produccion de TNF-a en
células THP-1 sin tratar o estimuladas con PMA en presencia de diferentes anticuerpos anti-CD9 y frente a otras moléculas
control como se indica. El 100% de liberacion fue considerado el de las células tratadas con PMA pero no con anticuerpo.
Los experimentos se hicieron por triplicado, y los datos mostrados son la media mas y menos la desviacion estandar de cinco
experimentos. B) La expresion de TNF-a fue cuantificada por RT-PCR a tiempo real. Los datos indican la cantidad relativa de
TNF-a en células THP-1 tratadas o no con PMA 'y con PMA mas el anticuerpo anti-CD9 VJ1/20. Las barras de error indican
el intervalo de confianza de cada valor RQ, con el nivel de confianza marcado en 95%. C) Liberacion de TNF-a soluble por
células THP-1 estimuladas por contacto con linfocitos T HUT78. Las células THP-1 fueron cultivadas solas o en conjunto con
células HUT78 fijadas durante 24 horas en presencia de 20 ug/ml de los anticuerpos anti-CD9 VJ1/20 o VJ1/10. La cantidad
de TNF-a soluble producida fue medida por ELISA y todos los porcentajes fueron referidos a la cantidad liberada por las
células THP-1 co-cultivadas con HUT78 en ausencia de anticuerpo. Los datos son la media mas menos desviacion estandar
de un experimento representativo de cuatro. D) Liberacion de TNF-a por parte de células THP-1 activadas por contacto con
PBLs. Los PBLs fueron cultivados en presencia de IL-15 durante 24 horas y luego co-cultivados con THP-1 en presencia de
anticuerpos control o anti-CD9 VJ1/20 o PAINS-13. Como control negativo se usd una membrana que separa fisicamente
ambas poblaciones y evita el contacto entre ellas. El 100% de liberacion fue considerado el de las THP-1 co-cultivadas con
PBLs. Los experimentos fueron llevados a cabo en triplicado, y los datos mostrados son la media mas o menos la desviacion
estandar de cuatro experimentos independientes. En todos los casos ** indica una p< 0,001 y * p<0,01, lo que denota que
las diferencias en la produccion de TNF-a son estadisticamente significativas.
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construcciones. La produccién de la citoquina soluble al medio de las células transducidas es
practicamente eliminada (figura14C) comparada con la produccién de las células control TR2,
principalmente con la construccion #92 que es el que menor expresion de ADAM-17 presenta.

Una vez demostrado que el sistema de produccion de TNF-a es dependiente de ADAM-17, lo
siguiente que estudiamos fue si anticuerpos anti-CD9 tienen algun efecto en la liberacién de TNF-a.
Como se muestra en la figura 15A, la produccion de TNF-a se ve reducida significativamente en
células tratadas con PMA en presencia de anticuerpos especificos para CD9 como VJ1/20, VJ1/10
o PAINS-13. Otros anticuerpos frente a otras tetraspaninas como Lia1/1 (CD151), 5A6 (CD81)
o TS82b (CD82), o frente a otras proteinas no relacionadas como HASP8 (PAINS-18) o CD59
(PAINS-19), no tienen ningun efecto sobre el shedding de TNF-a. La expresion de estas proteinas
en la superficie de THP-1 es igual de abundante que CD9, salvo para CD151 que es inferior.
La reduccion del corte de TNF-a por parte de los anticuerpos anti-CD9 no esta relacionado con
una bajada en el nivel de traduccién de la citoquina, como se comprobé por la técnica de PCR
cuantitativa en tiempo real (figura 15B).

A continuacién, con objeto de usar un modelo mas fisiolégico para la estimulacion de las
células THP-1 que el PMA, usamos dos sistemas ya descritos en materiales y métodos: co-cultivo
con linfocitos T HUT78 fijados (figura 15C) y co-cultivo con linfocitos de sangre periférica (PBLS)
tratados con IL-15 (figura 15D). En ambos casos se observa un efecto inhibidor en la liberacion
de TNF-a soluble cuando estan presentes anticuerpos anti-CD9 (VJ1/20, VJ1/10 o PAINS-13) y
no con anticuerpos control, lo que indica que el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-CD9 sobre
ADAM-17 para la liberacién de TNF-a también se da en un entorno mas fisiolégico y no es un
artefacto de la activacion por PMA. El tratamiento con los anticuerpos anti-CD9 puede producir
una internalizacion de ADAM-17, y por ello una inhibicion del corte de TNF-a. En la figura 16 se
muestra que el tratamiento con los anticuerpos no tiene efecto sobre la expresién de ADAM-17 lo
que descarta esa posibilidad.

Arduise y colaboradores describen que en la linea celular Raji, el corte y liberacion de TNF-a
es dependiente de ADAM-10 en condiciones sin estimular y dependiente de ADAM-17 cuando se

cD9 ADAM-17 ADAM-10
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Figura 16: La expresiéon de CD9, ADAM-17 y ADAM-10 no se ve afectada por el tratamiento con anticuerpos anti-
CD9. La expresion de CD9, ADAM-17 y ADAM-10 fue analiza por citometria de flujo, usando los anticuerpos primarios VJ1/10
biotinilado, H-170 y H-300 respectivamente en células THP-1 tratadas con PMA, en presencia 0 ausencia del anticuerpo
anti-CD9 VJ1/20 (20 pg/ml). El histograma gris representa el control negativo, la linea negra fina la expresion de la molécula
indicada en ausencia de anticuerpo y la linea negra gruesa la expresion de la molécula tras el tratamiento con VJ1/20.
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Figura 17: Efecto de los anticuerpos anti-CD9 en el shedding de TNF-a mediado por ADAM-10 y ADAM-17 en
células Raji. A) Analisis mediante citometria de flujo de la expresion de CD9 en células Raiji transfectadas con el vector vacio
(Raji-vector) o con el ADNc de CD9 (Raji-CD9), sin tratar o tratadas con 40 ng/ml de PMA durante 24 horas. B) Cuantificacion
de la produccion de TNF-a soluble por células Raji-vector o Raji-CD9, sin tratar o tratadas con 40 ng/ml de PMA durante 24
horas, en presencia o ausencia de los anticuerpos anti-tetraspanina indicados en la leyenda a una concentracion de 20 pg/
ml. La cantidad de TNF-a soluble liberado por las células se cuantificd mediante ELISA con una recta patrén de cantidades
conocidas de la citoquina. Los experimentos se hicieron por triplicados y las barras indican la media mas o menos la
desviacion estandar. El resultado mostrado es representativo de 3 experimentos independientes.

estimula con PMA. Asi mismo describen que el las células Raji-CD9 (transfectada establemente
con un plasmido portador del ADNc de CD9) los anticuerpos anti-CD9 (SYB-1, ALB-6 y TS9)
aumentan la produccion de TNF-a, lo que contrasta con el efecto inhibidor en la liberacion de
TNF-a que nosotros observamos (Arduise et al., 2008). Para esclarecer el efecto, generamos la
linea Raji-vector y Raji-CD9 que sobrexpresa CD9 (figura17A). Como se muestra en la figura17B,
nuestros tres anticuerpos inhiben la produccion de TNF-a soluble en células Raji establemente
transfectadas con CD9 (Raji-CD9) tratadas con PMA (que si que es dependiente de ADAM-17,
segun el trabajo de Arduise y colaboradores). Y esos mismos anticuerpos, VJ1/20, VJ1/10 y
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Figura 18: Efecto de la interferencia de CD9 en el corte y liberacion de TNF-a. A) Expresion de CD9, en células THP-1 (izquierda)
y Jurkat (derecha), sin tratar o tratadas con PMA. El histograma gris representa el control negativo, el trazo negro fino la expresion de
CD9 en células transducidas con el plasmido control (TR2) y el trazo negro grueso la expresion de CD9 en células transducidas con
el ARNhp especifico para CD9 (#35). B) Cantidad de TNF-a soluble en células THP-1 y Jurkat, transducidas establemente con el
plasmido control (TR2) o con el plasmido que contiene el ARNhp especifico para CD9 (#35). Las células fueron tratadas, o no, con 20
ng/ml de PMA para THP-1 y 50 ng/ml para Jurkat durante 24 horas, en presencia o ausencia del inhibidor TAPI-2 (50uM). La cantidad
de TNF-a soluble liberado por las células control estimuladas con PMA fue considerado el 100%. Los datos corresponden con la media
mas 0 menos la desviacion estandar. El resultado mostrado es representativo de ocho experimentos. C) El nivel de TNF-a, expresado
en media de intensidad media de fluorescencia (MF), en células THP-1 y Jurkat, fue analizado por citometria de flujo. D) Células THP-1
y Jurkat establemente transducidas con los plasmidos indicados anteriormente, fueron transitoriamente transducidas con el plasmido
control (TR2) o el ARNhp especffico para ADAM-17 (#92). Las células fueron tratadas con 20 ng/ml de PMA para THP-1y 50 ng/ml
PMA para Jurkat. El experimento mostrado es representativo de tres experimentos independientes. En todos los casos ** indica una p<
0,001y * p<0,01, lo que denota que las diferencias en la produccion de TNF-a es estadisticamente significativa.
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PAINS-13 en células Raji-CD9 sin estimular con PMA (que es dependiente de ADAM-10 segun
describen los autores), estimulan la produccién de TNF-a soluble, al igual que los tres anticuerpos
anti-CD9 que presentan Arduise y colaboradores En células Raji-vector, que no expresan CD9
(figura 17A), nuestros anticuerpos anti-CD9 no tienen ningun efecto, como era de esperar porque
no hay expresion CD9. Mientras que el anticuerpo anti-CD82 (TS82b) estimula la produccion de
TNF-q, tal y como describen también Arduise et al. Estos resultados, junto con los presentados
por los franceses, indican que CD9 regula inversamente a ADAM-17 y ADAM-10, inhibiendo a la
primera y activando a la segunda.

La sobrexpresion de CD9, o su interferencia estable mediante ARNhp, regula la
actividad de ADAM-17.

Nuestro laboratorio ya describid que los anticuerpos usados en este trabajo tienen un
efecto agonista sobre la funcion de CD9, es decir, aumentan el efecto de CD9 sobre adhesion
y proliferacion celular (Ovalle et al., 2007). Por ello, los resultados con anticuerpos de este
estudio indican que CD9 esta inhibiendo la funcién catalitica de ADAM-17. Para confirmar esta
hipétesis, realizamos experimentos de liberaciéon de TNF-a en células THP-1 y Jurkat (que ya
estan descritas como un modelo de liberacion de TNF-a (Condon et al., 2001)) estimuladas con
PMA y a las que se les ha eliminado la expresion de CD9 mediante la transducciéon mediante
retrovirus de un plasmido con el ARNhp especifico para esta tetraspanina (#35) como se
describe en materiales y métodos. Como se muestra en la figura 18A, los niveles de CD9 se
redujeron en las células transducidas con el plasmido especifico para CD9 (#35), llegando a ser
casi del 100% de reducciéon de expresion de la tetraspanina en el caso de Jurkat (figura 18A,
paneles derechos). La cantidad de TNF-a cortado y liberado en las células con menor expresion
de CD9 (#35) es significativamente superior que en las células transducidas con el plasmido
control (TR2) (figura 18B). Este aumento en la liberacion de TNF-a soluble se corresponde con
una bajada en los niveles de TNF-a de membrana, cuantificada por citometria de flujo (figura
18C), lo que se corresponde con un mecanismo de corte y liberacién mediado por ADAM-17. El
inhibidor relativamente especifico para ADAM-17 TAPI-2 reduce la liberacion de TNF-a soluble al
medio, asi como aumenta la expresion en membrana de la citoquina, apuntado a ADAM-17 como
responsable del corte de TNF-a.

Para profundizar en esta hipétesis se realizaron dobles interferentes para CD9 y ADAM-
17 y se midid la cantidad de TNF-a liberada por cada uno de ellos (figura 18D). Los resultados
demuestran la especificidad del efecto funcional de CD9 sobre ADAM-17 en ambas células,
puesto que el aumento de la produccién de TNF-a soluble por parte de las células transducidas
con el plasmido especifico para CD9 es completamente inhibido cuando interferimos ADAM-17.

A continuacion investigamos si la inhibicion de la actividad de ADAM-17 por parte de CD9
también se producia para otro sustrato de ADAM-17 como es ICAM-1 (Tsakadze et al., 2006). Para
ello cuantificamos la liberacion de ICAM-1 soluble mediante un ELISA comercial como se describe
en materiales y métodos. Los interferentes estables para CD9 (#35) en THP-1 (figura 19A) y
Jurkat (figura 19B) liberan una mayor cantidad de ICAM-1 soluble que sus correspondientes
células control, transducidas con el plasmido (TR2). Este shedding de ICAM-1 estimulado por PMA
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es dependiente de ADAM-17, como demuestra que la liberacién de ICAM-1 al medio se reduce a
niveles basales en presencia del inhibidor relativamente especifico para ADAM-17 TAPI-2. Y mas
especificamente, los interferentes estables para ADAM-17 (#90) en THP-1 también reducen su
liberacion a niveles basale. Por la tanto CD9 también es capaz de inhibir la actividad catalitica de

Figura 19: Corte y liberacién de ICAM-1 en células THP-1 y Jurkat. Células THP-1 (A) y Jurkat (B) fueron establemente
transducidas con el plasmido control (TR2) o el ARNhp especifico para CD9 (#35). En el caso de THP-1, también fueron transducidas
con el ARNhp para ADAM-17 (#90). La cantidad de ICAM-1 soluble liberado por células THP-1 tratadas con 20 ng/ml de PMA y Jurkat
estimuladas con 50 ng/ml de PMA durante 24 horas fue cuantificada por ELISA. La cantidad de ICAM-1 soluble liberado por las células
control (TR2) tras el tratamiento con PMA fue considerada el 100%. Los datos mostrados son las medias mas o menos la desviacion
estandar. El experimento mostrado es representativo de cinco experimentos independientes. * indica una p<0,01, lo que denota que
las diferencias en laliberacion de ICAM-1 soluble es estadisticamente significativa.
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Figura 20: Expresion de ICAM-1 en células HUVEC interferidas para CD9. La interferencia transitoria de CD9 en las
células HUVEC se llevé a cabo como se describe en materiales y métodos. Las células se cultivaron sobre fibronectina hasta
confluencia en presencia o ausencia de TNF-a durante 20 horas. El inhibidor de ADAM-17 TAPI-2 (50 uM) se afiadié para ver
la especificidad del corte. A) La expresion de ICAM-1 en membrana se cuantifico por citometria de flujo con el anticuerpo
monoclonal Hu5/3. La linea negra fina representa la expresion de ICAM-1 en la membrana de células transfectadas con el
vector control, la linea negra gruesa en células interferidas para CD9 vy la linea negra punteada las células interferidas para
CD9 pero en presencia de TAPI-2. B) Los porcentajes relativos de la expresion de ICAM-1 en la membrana de células HUVEC
se calcularon usando la intensidad media de fluorescencia. Se ha considerado la expresion de la molécula en las células
tratadas con TNF-a y transfectadas con el ARNpi control como el 100% de expresion. Los datos mostrados son la media
mas o menos la desviacion estandar. El experimento mostrado es representativo de dos experimentos independientes.

ADAM-17 para el corte de ICAM-1.

Ya habia sido descrito que la expresion de ICAM-1 de membrana en células HUVEC
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Figura 21: La expresion de novo de CD9 en células Colo320 aumenta la expresion de ICAM-1 en la membrana
plasmatica. A) Las células Colo320 fueron establemente transfectadas con el vector vacio pcDNAS o el ADNc para CD9 o
para CD82. Ademas, se transfecto de forma transitoria el ADNc de ICAM-1-GFP en estas células. Los graficos muestran la
expresion de ICAM-1 no cortado, detectado con el anticuerpo anti-ICAM-1 Hu5/3 (gje y), y la expresion de GFP (eje x), que
muestra la cantidad de ICAM-1-GFP total transfectado, antes del tratamiento con 20ng/ml de PMA durante 1 hora (puntos
grises) o después (puntos rojos). El desplazamiento de la diagonal hacia mas expresion de GFP y menos ICAM-1 intacto
indica shedding de la molécula. Las barras muestran la expresion relativa de ICAM-1 de transmembrana (en intensidad media
de fluorescencia) entre las células tratadas vy sin tratar con PMA. Los datos representan la media de tres experimentos mas
0 menos su desviacion estandar. B) Las células Colo320 fueron establemente transfectadas con el vector vacio pcDNA3 o
con el ADNc de CD9, CD82 y de las quimeras de CD9 y CD82 (CD9x82, CD82x9, CD82LEL9 o CD82CCG9) mostradas a la
izquierda. Ademas, estas células fueron transfectadas transitoriamente con ICAM-1-GFP y tratadas o no durante 1 hora con
20ng/ml de PMA, tefiidas con el anticuerpo Hu5/3 y analizadas por citometria de flujo. Las barras indican el nivel de expresion
relativa de ICAM-1 de transmembrana entre células tratadas o no con PMA. Los datos mostrados son la media més o menos
la desviacion estandar de cuatro experimentos independientes.

tratadas con TNF-a se reducia tras la interferencia de CD9, y esto tiene un efecto funcional en
la capacidad de adherencia y extravasacién de los leucocitos (Barreiro et al., 2005). Por ello,
decidimos investigar si esa reduccion del ICAM-1 de membrana por la desaparicion de CD9 en
membrana estaba mediada por ADAM-17. Con este fin se transfectaron células HUVEC con
ARNpi para CD9 y se trataron, o no, con TNF-a durante 20 horas para aumentar la expresion de
ICAM-1 en su membrana. Como se muestra en la figura 20, la eliminacion de CD9 en las células
HUVEC produce un descenso en la expresion de ICAM-1, y esta reduccion se revierte con el
tratamiento con el inhibidor de ADAM-17 TAPI-2, por lo que todo apunta a que el corte de ICAM-
1 en células HUVEC también esta mediado por ADAM-17 y CD9 también es capaz de inhibir su
funciodn catalitica en esta linea celular.

Ya hemos descrito que la ausencia de CD9 activa a ADAM-17, por lo que el siguiente paso
era introducir CD9 en un sistema celular que no la expresase y ver si inhibia ADAM-17. Para
ese fin la linea celular de carcinoma humano Colo320, que no expresan ni CD9 ni CD82, fueron
transfectadas establemente con el plasmido vacio pcDNA3 o el ADNc para CD9 o CD82 fueron
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transitoriamente transfectadas con el ADNc de ICAM-1-GFP. Esta construccion tiene la molécula
de GFP en la parte intracelular de la membrana, de tal forma que nos indica el total de ICAM-1
transfectado. Pero si detectamos por citometria de flujo la expresion de ICAM-1 en la membrana
con un anticuerpo que reconoce la region extracelular de ICAM-1 (como el Hu5/3) podemos saber
si el ICAM-1 es cortado, ya que el nivel de GFP no varia pero si la expresion del anticuerpo Hu5/3,
porque al ser cortado la region extracelular es eliminada al medio. De esta forma, en los paneles
de citometria (figura 21A) con la expresion de GFP en el eje de abscisas y la expresion de Hu5/3
(o ICAM-1 intacto) en el de ordenadas, los datos en la diagonal indican igual expresion entre GFP
e ICAM-1 intacto, lo que indicaria que no hay shedding de la molécula. El punteado gris indica la
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Figura 22: Expresion de las quimeras de CD9 y CD82 en células Colo320. La expresion de las diferentes quimeras fue
analizada por citometria de flujo. El perfil negro es el control negativo, vy la linea gruesa la expresion de la molécula. El
anticuerpo VJ1/20 reconoce la primera parte del LEL de CD9, mientras que el anticuerpo 10B1 reconoce la segunda parte, la
region variable, del LEL de CD9. El anticuerpo anti-CD82 usado fue TS82b y el anticuerpo TS2/16, especifico para integrinas
B,, fue usado como control. En el esquema de las quimeras presentado en la izquierda, la linea negra continua corresponde
a la secuencia perteneciente a CD9 y la gris discontinua a las secuencias pertenecientes a CD82.
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expresion de ambas en células sin tratar con PMA. El punteado rojo indica el tratamiento con PMA
(20 ng/ml durante 1 hora), y tanto en las células control como en las transfectadas con CD82 se
observa que hay un desplazamiento de la diagonal hacia menor expresiéon de ICAM-1 intacto, lo
que indica que la molécula esta siendo cortada en la superficie celular. Sin embargo, en el caso
de las células transfectadas con el ADNc de CD9 este desplazamiento no existe, porque CD9
esta inhibiendo el corte de ICAM-1 mediado por ADAM-17. En el grafico de la derecha se puede
observar que la cantidad de ICAM-1 intacto en membrana tras el tratamiento con PMA es mayor
en el caso de las células transfectadas con CD9, como se observa en los perfiles de citometria.

Para conocer que region de CD9 es responsable de la inhibicién de ADAM-17, realizamos
un estudio de estructura/funcién mediante la transfeccion en la linea celular Colo320 de diferentes
quimeras de CD9 y CD82 que presentan diferentes dominios de una u otra molécula (figura
22). La construccion CD9x82 tiene toda la secuencia de CD9 hasta el LEL y a partir de ahi es la
secuencia de CD82 y CD82x9 al revés. La construccion CD82LEL9, solo tiene el LEL de CD?9,
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Figura 23: Regulacion dinamica entre CD9 y ADAM-17 tras en tratamiento con PMA en células EAhy-926. A) La
expresion de CD9 y ADAM-17 en membrana permanece constante tras el tratamiento con 50 ng/ml de PMA durante los
tiempos indicados. Los andlisis se llevaron a cabo por citometria de flujo con el anticuerpo anti-CD9 VJ1/20 y anti-ADAM-17
H-170. El histograma gris es el control negativo y la linea negra representa la expresion de la molécula. B) Células EAhy-926
fueron tratadas con 50 ng/ml durante los tiempos indicados vy luego lisadas en 1% Brij 97. Las proteinas CD9 y ADAM-17
fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos VJ1/20 y 2A10 respectivamente. Las moléculas fueron detectadas mediante
western blot con anticuerpos especificos para ADAM-17 (H-300, paneles superiores) y para CD9 (VJ1/20, paneles medios).
Los pesos moleculares en kilodalton se indican a la izquierda. Paneles inferiores, los ratios entre la molécula inmunoprecipitada
y la coinmunoprecipitada fueron calculados mediante densitometria de las bandas. El ratio de asociacion en las células sin
tratar con PMA fue considerado el 100%. Se muestra un experimento representativo de dos experimentos..
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Figura 24: Estudios de colocalizacion de ALCAM y CD9 en células Jurkat, Raji-CD9 y BLM. A) Expresion de CD9
y ALCAM en células Jurkat, BLM y Raji. El histograma gris representa el control negativo, la linea negra gruesa representa
la expresion de la molécula en la célula indicada. En el caso de Raji, la linea fina representa la expresion de la molécula en
Raji-CD9, establemente transfectadas con el ADNc de CD9. B) Andlisis de colocalizacion de CD9 y ALCAM por microscopia
confocal. Las células Jurkat, Raji-CD9 y BLM fueron tefidas con el anticuerpo monoclonal especifico para ALCAM (PAINS-15)
seguido de un secundario especifico para raton acoplado a ALEXA 594 (rojo). Para detectar CD9 se utilizé el anticuerpo
biotinilado VJ1/20 y un secundario especifico de biotina acoplado a ALEXA 488 (verde). Se muestran cortes representativos
de 3 experimentos, junto con las imagenes de superposicion de canales (mezcla).
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y la construccion CD82CCG9 solo tiene la secuencia CD9 a partir de la segunda mitad del LEL,
incluyendo el motivo CCG vy la region transmembrana. Como se muestra en el grafico de la
figura 21B, solo las construcciones que tienen la region del LEL de CD9 (CD9 salvaje, CD9x82 y
CD82LEL9) y mas especificamente, la segunda parte del LEL hipervariable de CD9 (CD82CCG9),
presentan una inhibicion del corte y liberacion del ICAM-1, como demuestra que la proporcion
del ICAM-1 intacto entre las células tratadas o no con PMA es proximo a 1, practicamente no se
produce corte y liberacion de la molécula. Sin embargo, las construcciones con el LEL de CD82
(CD82 salvaje y CD9x82) si que presentan shedding, como demuestra que su relacion de ICAM-1
intacto después y antes del tratamiento con PMA es menor de 1. Por ello podemos concluir que
la segunda mitad del LEL de CD?9, la regién hipervariable, es crucial en el efecto inhibidor de esta
tetraspanina sobre ADAM-17.

Tomando en conjunto los datos mostrados de corte y liberacion de TNF-a e ICAM-1,
podemos concluir que la asociacion de ADAM-17 con la tetraspanina CD9 produce la inhibicion
de la actividad catalitica de la metaloproteasa para el corte y liberacion de dos de sus sustratos
(TNF-a e ICAM-1) en diferentes tipos celulares, como monocitos, linfocitos T, células endoteliales
y células de colocarcinoma.

Regulacién dinamica de la asociacion entre CD9 y ADAM-17 tras la estimulacion
con ésteres de forbol.

La inhibicion de ADAM-17 por parte de CD9 debe de estar estrechamente regulada por la
maquinaria celular de tal forma que la metaloproteinasa pueda llevar a cabo su funcion fisioldgica,
y no estar permanentemente inhibida por la tetraspanina. Con el fin de comprobar esta teoria
llevamos a cabo experimentos de regulacion de la asociacion entre las dos moléculas mediante
co-inmunoprecipitacion en células EAhy-926, tratadas con 50ng/ml PMA durante diferentes
tiempos (0, 2, 8 y 24 horas). En la figura 23A mostramos que la expresion de estas moléculas
no cambia con el tratamiento con PMA. Como se muestra en la figura 23B, la relacion entre la
proteina inmunoprecipitada y la proteina coinmunoprecipitada se reduce con el tratamiento con
PMA, llegando hasta un 40% de reduccién, lo que indica que la asociacién entre CD9 y ADAM-17
es dinamica, reduciéndose la interaccion entre las dos moléculas con el tratamiento con PMA.

CD9 y ALCAM interaccionan en la membrana de linfocitos T y B.

La tetraspanina CD9 se asocia a las proteinas ICAM-1 y VCAM-1, moléculas de adhesion
de la familia de las inmunoglobulinas (Barreiro et al., 2005) al igual que ALCAM vy, a su vez, ha
sido descrito que ALCAM es sustrato de ADAM-17 (Bech-Serra et al., 2006). Por estos datos
previos nuestra hipétesis de trabajo fue que CD9 y ALCAM se asocian en la membrana celular,
que la tetraspanina puede modificar su funcién y que ADAM-17 también puede tener un papel
en la regulacién de la funcion de ALCAM. Como primer abordaje para comprobar la posible
interaccion entre las moléculas CD9 y ALCAM en la membrana de linfocitos T, linfocitos B y de
células de melanoma, que expresan estas dos moléculas (figura 24A), se realizaron pruebas
de colocalizacion mediante inmunofluorescencias con tincion de las dos moléculas. En células
Jurkat (Jurkat, figura 24B), CD9 se distribuye por toda la membrana, con algun agrupamiento
puntual, mientras que ALCAM forma agrupamientos en toda la membrana celular como habia sido
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observado previamente (Nelissen et al., 2000), observandose una colocalizacion parcial de las dos
proteinas en la membrana plasmatica. Las células Raiji no expresan CD9 en su superficie, pero
generamos la linea celular Raji-CD9, establemente transfectadas con el plasmido que contiene el
ADNCc de CD9 y analizamos si colocalizaban mediante inmunofluorescencia. Se observa un patron
de distribucion similar al de Jurkat para CD9 en la membrana plasmatica, (Raji-CD9, figura 24B)
aunque en este caso ALCAM esta auin mas agrupada. En la linea celular de melanoma BLM (figura
24B) también se encuentra una distribucion similar de las moléculas en la membrana plasmatica,
con una concentracion de ALCAM en las zonas de unidn intercelular, tal y como estaba descrito
para células endoteliales (Masedunskas et al., 2006). También se observa la colocalizacion parcial
de CD9 y ALCAM en la membrana plasmatica de esta linea celular, principalmente en las zonas
de unién intercelular. Estos datos sugieren que CD9 y ALCAM pueden estar interaccionando en la
membrana celular de linfocitos T, linfocitos B y células de melanoma.

Para demostrar bioquimicamente la asociacién de ALCAM y CD9, las proteinas fueron co-
inmunoprecipitadas desde lisados celulares de Jurkat (figura 25A) y de Raji-CD9 (figura 25B)
obtebidos con Brij 97 1%. En ambos casos, en los paneles superiores se observa que ALCAM

Jurkat Raji-CD9
A B
P ol |
ALCAM ADAVHI7 CDM7 CD151 CDB1  CD9 prothseph sl ALCAM ADAMH7 CDU47 CD151 CDB1 CD9 protAseph o
—116
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Figura 25: Co-inmunoprecipitacion de CD9 y ALCAM. Células Jurkat (A) y Raji-CD9 (B) fueron lisadas con Brij 97 1%,
como se describe en materiales y métodos e inmunoprecipitados con los anticuerpos anti-ALCAM (PAINS-15), anti-ADAM-17
(2A10), anti-CD9 (VJ1/20), anti-CD81 (5A6), anti-CD151 (Lia1/1) y anti-CD147 (VJ1/9). Las muestras fueron resueltas por
SDS-PAGE no reductora, y detectadas por western-blot con los anticuerpos PAINS-15 biotinilado, que reconoce ALCAM,

(paneles superiores) y VJ1/20 biotinilado que reconoce CD9 (paneles inferiores). Los pesos moleculares en kilodalton se
indican a la derecha. La imagen es representativa de 5 experimentos independientes.

presenta una banda de unos 110 kDa, y que es coinmunoprecipitado con la tetraspanina CD9 vy,
como era previsible, con ADAM-17 pues es uno de sus sustratos (Bech-Serra et al., 2006; Rosso
et al., 2007). En los paneles inferiores, CD9 se presenta como dos bandas, siendo la superior
su forma palmitoilada. Se observa que CD9 es coinmunoprecipitada junto con ADAM-17, como
ya hemos descrito, y junto con ALCAM. Como controles de la especificidad de la interaccion,
se realizaron co-inmunoprecipitaciones con otras proteinas abundantes de la membrana
plasmatica como CD147/EMMPRIN vy la tetraspanina CD151 y no se detecta ninguna interaccion
de estas proteinas ni con CD9 ni con ALCAM. Asi mismo, la tetraspanina CD81, que es muy
similar a CD9, no coinmunoprecipita ALCAM, pero si a CD9, puesto que esta descrito que forman
heterodimeros entre si (Kovalenko et al., 2004). Estos datos indican que CD9 y ALCAM se asocian
bioquimicamente.
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Para analizar si la interaccidon se daba en la superficie celular, y no en un compartimento
intracelular, se realizaron co-inmunoprecipitaciones incubando los anticuerpos con las células
vivas, de tal forma que los anticuerpos solo se unen a las proteinas de la membrana plasmatica
y no a las moléculas que estan en compartimentos intracelulares. Tanto en células Jurkat (figura
26A) como en células Raji-CD9 (figura 26B) se observa que ALCAM (paneles superiores) es co-
inmunoprecipitado con CD9y con ADAM-17, como en los experimentos anteriores. La tetraspanina
CD9 (paneles inferiores) es co-inmunoprecipitada junto con CD81, ADAM-17 y ALCAM. Tanto
las co-inmunoprecipitaciones a partir de lisados totales como los experimentos con las células
vivas dan un resultado muy similar. Todos estos datos indican claramente que CD9 y ALCAM
interaccionan, y que esta asociacién se produce principalmente en la membrana plasmatica, y no
en un compartimento intracelular.

Los resultados presentados de colocalizacion y co-inmunoprecipitacion de CD9 y ALCAM
sugieren que ambas moléculas pueden ser componentes de los mismos microdominios
enriquecidos en tetraspaninas presentes en la superficie de la membrana plasmatica. La
interaccion entre CD9 y ALCAM puede ser directa o a través de moléculas intermediarias, ya que
la lisis con Brij 97 1% no es suficientemente fuerte como para eliminar las interacciones débiles,
como se ha explicado en la introduccion. Con el fin de estudiar mas especificamente la interaccion
entre ambas proteinas decidimos analizar la posible asociacion directa entre ALCAM y CD9
mediante experimentos de interaccién de proteinas. Como ya se ha comentado en introduccion,
la mayoria de las interacciones de las tetraspaninas con otras proteinas se realizan a través
de su dominio extracelular largo, y por ello usamos esta regién de CD9 para estos estudios. La
proteina de fusion CD9-LEL-GST (dominio extracelular grande de CD9 unido a GST) y la proteina
recombinante ALCAM-Fc (dominio extracelular de ALCAM unido al dominio Fc de la IgG humana)
fueron incubadas como se indica en materiales y métodos. En la figura 27, se observa que
CD9-LEL-GST fue precipitado y pudo ser detectado mediante western blot junto con ALCAM-Fc.
Curiosamente, ALCAM-Fc también fue capaz de precipitar a los mutantes de CD9-LEL-GST en los
que se sustituyeron las cisteinas conservadas C152, C153, C167 y C181, que estan implicadas en
la formacion de puentes disulfuro intracatenarios, por alaninas (C152A, C153A, C167Ay C181A-
CD9-LEL-GST). Se debe resaltar que en el caso de las construcciones C153A-CD9-LEL-GST y
C167A-CD9-LEL-GST, que forman el segundo de los dos puentes disulfuro del LEL de CD9, la
co-precipitacion fue menos efectiva. A igual cantidad de ALCAM-Fc precipitado hay menos LEL-
GST arrastrado, como se muestra en la relacion de la proteina precipitada (ALCAM-Fc) frente a la
proteina co-precipitada (proteina GST) (figura 27, grafico). Gracias a estos resultados podemos
pensar que la estructura del LEL de CD9 si que esta implicada en la interaccion de CD9 con
ALCAM, al menos en parte, ya que si no esta intacta la eficacia de la interaccién, y por ello de la
precipitacién, es menor. Como control negativo se us6 la proteina de fusion PAK-CRIB-GST que
no interaccioné con ALCAM-Fc, asi como tampoco lo hicieron otros LEL de otras tetraspaninas
como CD151-LEL-GST, CD63-LEL-GST ni CD81-LEL-GST. En resumen, estos resultados indican
que CD9 puede asociarse directamente a través de su dominio extracelular largo con el dominio
extracelular de ALCAM.
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Figura 26: Co-inmunoprecipitacion de CD9 y ALCAM realizada en células vivas. Células Jurkat (A) y Raji-CD9 (B)
fueron incubadas con los siguientes anticuerpos antes de ser lisadas: anti-ALCAM (PAINS-15), anti-ADAM-17 (2A10), anti-
CD9 (VJ1/20), anti-CD81 (5A6), y anti-CD147 (VJ1/9). Después de lavar el exceso de anticuerpo con PBS, las células
fueron lisadas con Brij 97 1%, como se describe en materiales y métodos. Las muestras fueron resueltas por SDS-PAGE
no reductora, y detectadas por western-blot con los anticuerpos PAINS-15 biotinilado, que reconoce ALCAM, (paneles
superiores) y VJ1/20 biotinilado que reconoce CD9 (paneles inferiores). Los pesos moleculares en kilodalton se indican a la
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Figura 27: Ensayos de interaccion directa entre
proteinas. Las proteinas de fusion del LEL de CD9 y
sus mutantes de cisteinas por alaninas (CD9-LEL-GST,
C152A-CD9-LEL-GST, C153A-CD9-LEL-GST, C167A-
CD9-LEL-GST y C181A-CD9-LEL-GST), los LEL de CD81
(CD81-LEL-GST), CD63 (CD63-LEL-GST), CD151 (CD151-
LEL-GST) vy la proteina de fusion PAK-CRIB-GST, todos
unidos a la proteina GST, fueron incubadas con ALCAM-
Fc en tampdn de unidon durante toda la noche como se
describe en materiales y métodos. Las muestras fueron
resueltas por SDS-PAGE no reductora. En el panel superior
se muestra la deteccién por western-blot con el anticuerpo
anti-ALCAM PAINS-15 vy el panel inferior la deteccion con
un anticuerpo comercial especifico para GST. Los pesos
moleculares en kilodalton se indican a la derecha. La imagen
es representativa de 4 experimentos. El gréfico indica la
relacion entre la proteina precipitada (ALCAM-Fc) con la
proteina co-precipitada (proteina GST) cuantificada por
densitometria.
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La tetraspanina CD9 aumenta la capacidad de adhesién homofilica de ALCAM.

Ya esta descrito que CD9 modifica la capacidad adhesiva de moléculas de adhesiéon como
integrinas (Berditchevski, 2001; Ovalle et al., 2007), ICAM-1 y VCAM-1 (Barreiro et al., 2005).
De esta forma pensamos que la tetraspanina CD9 podria modificar la capacidad de adhesion
homofilica de ALCAM. Con este objetivo se llevaron a cabo ensayos de adhesién sobre ALCAM-Fc
inmovilizado, como se describe en materiales y métodos. Las células Jurkat transducidas mediante
retrovirus con el plasmido control (TR2), son capaces de adherirse a ALCAM-Fc inmovilizado,
llegando a valores de adhesion de hasta el 19% (figura 29 panel izquierdo) de las células iniciales.
Sin embargo, las células Jurkat transducidas establemente con un ARNhp especifico para CD9
(#35), en el que se ve que la expresion de CD9 es reducida hasta niveles indetectables (figura
28), no son capaces de interaccionar con ALCAM-Fc inmovilizado. Para corroborar que el efecto
observado en la adhesién a ALCAM-Fc no era exclusivo de Jurkat, también se realizaron los
ensayos con la linea celular de linfocitos B Raji. Esta linea no expresa CD9 en su membrana y
por ello generamos un transfectante estable, Raji-CD9, que sobrexpresa esta tetraspanina (figura
24A). Las células Raji-vector transfectadas con el plasmido control pcDNA3 no se adhieren a
ALCAM-Fc (figura 29 panel derecho), mientras que las células Raji-CD9 si que son capaces de
adherirse, con valores de adhesion de hasta el 50% de las células iniciales. Por todos los datos
anteriores, podemos decir que CD9 esta implicada en la regulacion de la adhesion homofilica de
ALCAM. Los anticuerpos anti-CD9 (VJ1/20, PAINS10 y PAINS13), que ya esta descrito que son
agonistas de la funcion de CD9 (Ovalle et al., 2007), potencian la adhesion de Jurkat TR2 y Raji-
CD9 a ALCAM-Fc de manera significativa, mientras que un anticuerpo activador especifico de
integrinas B1 (TS2/16) o frente a la tetraspanina CD151 (Lia1/1) no presentan ningun efecto en
la adhesion. Estos datos nos indican que la tetraspanina CD9 esta afectando especificamente la
capacidad de adhesion homofilica de ALCAM.

Como otro abordaje para demostrar la implicacion de CD9 en el aumento de la adhesiéon homofilica
de ALCAM, empleamos el LEL de CD9 soluble (CD9-LEL-GST) para interferir la funcién de CD?9.
Esta proteina soluble ya habia sido usada anteriormente para interferir la funcién de CD9 sobre las
moléculas de adhesion ICAM-1y VCAM-1 (Barreiro et al., 2005), asi como para otras funciones de
CD9 como la fusién del évulo con el espermatozoide (Zhu et al., 2002). En el panel izquierdo de la
figura 30 se observa que el LEL de CD9 inhibe totalmente la adhesién a ALCAM-Fc de las células
Jurkat TR2 porque interfiere con CD9 y su efecto sobre ALCAM. En el panel derecho de la figura
30 se observa que CD9-LEL-GST también inhibe la adhesion de Raji-CD9 a ALCAM-Fc. Como
primer paso para demostrar la especificidad del experimento como medida de la adhesion de
ALCAM, usamos ALCAM-Fc soluble, que esta descrito que inhibe la adhesion mediada por ALCAM
(Arai et al., 2002). Realizamos adhesiones de Jurkat transducidas con el plasmido control TR2 en
presencia o ausencia de ALCAM-Fc soluble (figura 30 panel izquierdo) y pudimos comprobar que
inhibe la adhesion hasta un 80%, apuntando a que la adhesién esta mediada especificamente por
ALCAM. Resultados similares se obtuvieron para las células Raji-CD9 (figura 30 panel derecho).

La interaccion homofilica de ALCAM es de menor afinidad que la interaccién heterofilica CD6-
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Figura 28: Expresion de moléculas de membrana en los diferentes transfectantes. Las lineas celulares Jurkat, Raji-
vector, Raji-CD9 y K562 fueron transfectadas con los plasmidos indicados. La expresion de las moléculas indicadas en la
parte superior fue medida por citometria de flujo. El histograma gris es el control negativo, la linea gruesa muestra la expresion
de la molécula indicada en la célula transfectada con el plasmido control y la linea negra fina la expresion de la molécula en
la célula transfectada con el plasmido indicado.
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Figura 29: Adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado. Adhesion de células Jurkat (panel izquierdo) y Raji (panel derecho)
a ALCAM-Fc inmovilizado. Las células Jurkat TR2, Jurkat #35, Raji-vector y Raji-CD9 fueron marcadas con la sonda
fluorescente BCECF-AM y posteriormente afiadidas sobre 10 pg/ml de ALCAM-Fc inmovilizado, en presencia o ausencia de
los anticuerpos indicados a 20 ug/ml, como se describe en materiales y métodos. El nUmero de células presentes antes de
lavar fue considerado el 100% de adhesion. Los datos representan la media mas menos desviacion estandar. El experimento
mostrado es representativo de 5 experimentos independientes. * indica una p<0,01, lo que denota que las diferencias en los
datos son significativas.

ALCAM, por lo que estas adhesiones podrian estar mediadas por la interaccion heterofilica y no
por la interaccion homofilica. Para eliminar la posibilidad de la interaccion heterofilica, realizamos
una interferencia de ALCAM en las células Jurkat con el ARNhp especifico para CD166 (#88),
reduciendo su expresion en membrana un 50% (figura 28). Las células Jurkat #88 no son capaces
de adherirse a ALCAM (figura 31 panel izquierdo), de tal forma que cambios en la expresion de
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Figura 30: Efecto de ALCAM-Fc y CD9-LEL-GST en la adhesiéon a ALCAM-Fc. Adhesion de células Jurkat TR2 (panel
izquierdo) y Raji-CD9 (panel derecho) a ALCAM inmovilizado (10 pg/ml) en presencia o ausencia de 20 pg/ml de ALCAM-Fc
o CD9-LEL-GST. El porcentaje de inhibicion fue calculado tomando la adhesiéon de las células Jurkat TR2 o Raji-CD9 sin
tratamiento como 0% de inhibicion. Los datos mostrados son la media mas y menos desviacion estandar. El experimento
mostrado es representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 31: Adhesion a ALCAM-Fc o ICAM-1-Fc inmovilizado de células Jurkat (panel izquierdo) y Raji (panel
derecho) silenciadas para la molécula ALCAM. La expresion de ALCAM fue silenciada mediante la transfeccion del
plasmido ARNhp especifico para ALCAM (#88). Los datos mostrados se corresponden con la media, mas menos la desviacion
estandar, del porcentaje de adhesion. El experimento mostrado en representativo de 3 experimentos independientes.

83




RESULTADOS

g
3
*

g
o

FEY
(6]

-
o

transmigracion celular (celulas x 103)

0.5
1
0.0
8 8 3
= 3* 3+

Figura 32: Efecto de CD9 sobre la migracién mediada por ALCAM de células Jurkat. Jurkat transducidas con el
plasmido control (TR2), el ARNhp especifico para CD9 (#35) o el plasmido con el inserto especifico para ALCAM (#88), se
pusieron en la camara superior de la camara modificada de Boyden y se llevé a cabo la migracion dirigida a SDF-1a (6,25
mM) durante 1 hora a 37°C. El recuento de las células que habian migrado a la camara inferior se llevé a cabo mediante
citometria de flujo. En el grafico se muestra el nimero de células que han migrado. Los datos mostrados son la media mas
menos error estandar de la media de 4 experimentos independientes. * (p<0,01), lo que denota que las diferencias en los
datos son significativas.

ALCAM, en este caso de tan solo un 50% de reduccién, puede disminuir en gran medida la
adhesion de estas células a ALCAM inmovilizado. Esto elimina la posibilidad de que la adhesiéon que

estamos observando sea mediada por CD6, ya que la expresion de CD6 no se modifica en estas

células (figura 28) y si su capacidad de adhesion (figura 31). Para demostrar que la capacidad

de adhesion de las células Jurkat #88 estaba intacta, realizamos adhesiones sobre otra molécula
de adhesién recombinante, en este caso ICAM-1-Fc. Como se muestra en la figura 31 panel

izquierdo, la adhesién de Jurkat a ICAM-1-Fc inmovilizado no se ve afectada por la interferencia

de ALCAM, pero si que es inhibida por un anticuerpo monoclonal bloqueante de la adhesién
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Figura 33: Efecto de CD9 sobre la afinidad de ALCAM. Las siguientes lineas celulares fueron incubadas con ALCAM-Fc
soluble como se describe en materiales y métodos: Jurkat TR2 y Jurkat #35, Raji-vector y Raji-CD9 y K562-vector y K562-
ALCAM (que expresa ALCAM en su membrana). A continuacion se detectd mediante citometria de flujo el ALCAM-Fc unido
a las células con un secundario anti-Fc humano acoplado a FITC. Se muestran perfiles de citometria de cada célula, sin tratar
o tratado con el anticuerpo monoclonal especifico para CD9 PAINS-10 (20 pg/ml). El perfil gris es el control negativo y la linea
negra es la deteccion de ALCAM-Fc soluble unido a la célula.
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mediada por integrinas 3, como Lia3/2. Para la interferencia de ALCAM en Raiji, realizamos dobles
transfectantes, Raji-vector y Raji-CD9 transfectadas con el ARNhp para ALCAM #88 o el plasmido
control TR2. De esta forma tenemos el interferente de ALCAM para los dos tipos de transfectantes,
con una reduccion en la expresion en membrana de ALCAM del 50% (figura 28). En el caso de
Jurkat no se pueden hacer los dobles interferentes porque todas las construcciones tienen el
mismo gen de resistencia y no se puede diferenciar uno de otro plasmido mediante seleccion con
antibioticos. Las células Raji-vector transfectadas con el plasmido geu contiene el ARNhp control
(TR2) siguen sin tener capacidad de unirse a ALCAM-Fc (figura 31 panel derecho), asi como
las células Raji-vector ARNhp especifico de ALCAM (#88). En el caso de las células Raji-CD9
control (TR2) si que se son capaces de unirse a ALCAM-Fc, pero las células Raji-CD9 ARNhp
especifico de ALCAM (#88) se adhieren mucho menos al sustrato (figura 31 panel derecho).
Estos datos demuestran que los ensayos de adhesion en estos sistemas celulares también estan
especificamente mediados por la interaccion homofilica entre ALCAM de la célula con el sustrato
ALCAM-Fc, y no por la interaccion heterofilica de CD6 de la célula con ALCAM-Fc inmovilizado.

ALCAM ha sido implicado en procesos de transmigracién de monocitos y linfocitos a
través de la barrera hematoencefalica, como se ha comentado en introduccion. De esta manera
pensamos que la presencia de CD9 puede modificar la capacidad de migracion de células Jurkat
a través de camaras modificadas de Boyden (franswell) recubiertas con ALCAM-Fc. Se realizaron
ensayos de migracion dirigida hacia la quimiocina SDF-1a (CXCL12) con los clones de Jurkat TR2
y transducidas con el plasmido con el ARNhp para CD9 #35 (figura 28). Como se puede observar
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Figura 34: Efecto de CD9 sobre la avidez de ALCAM. A) Jurkat TR2 y Jurkat #35 y B) Raji-vector y Raji CD9, fueron
tratadas o no con 2,5 pg/ml de citocalasina D. Se incubaron con el anticuerpo anti-ALCAM PAINS-15 y a continuacion con
un secundario especifico acoplado a ALEXA 594. En las imagenes se muestran proyecciones maximas de intensidad del eje
z representativas de 3 experimentos. La cuantificacion de los agrupamientos se llevo a cabo con el programa Imaged. Se
representa las veces de incremento entre el area de los agrupamientos dividido entre el area total de la célula, calculadas a
partir de Jurkat TR2 o Raji-CD9 sin tratamiento. Los datos son las medias de 3 experimentos independientes mas y menos
error estandar de la media. * y ** indican una (p<0,01) y (p<0,01) respectivamente, lo que denota que las diferencias en los
datos son significativas.
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en la figura 32, las células que no expresan CD9 migran menos que las células control TR2 de
manera significativa. Este experimento es dependiente de ALCAM porque el clon que expresa en
su membrana un 50% menos de ALCAM (#88) (figura 28), no es capaz de migrar a través del
transwell recubierto con ALCAM-Fc.

La tetraspanina CD9 aumenta la avidez de ALCAM y no su afinidad.

La tetraspanina CD9 puede estar regulando la afinidad o la avidez de ALCAM para producir
el aumento en la interaccion homofilica de esta molécula. Para conocer si el efecto de CD9 se
debe a un aumento de afinidad, se llevaron a cabo ensayos de unidon de ALCAM-Fc soluble,
como se describe en materiales y métodos. En este experimento, como el sustrato es soluble no
hay posibilidad de aumento de avidez debido a agrupamiento de moléculas, sino que solo esta
implicada la asociaciéon de una molécula con otra, midiendo especificamente la afinidad de la
unién homofilica. Como se muestra en la figura 28, la linea celular K562 no expresa ALCAM y no
es capaz de unir ALCAM-Fc soluble (figura 33). Estas células fueron transfectadas con en ADNc
de ALCAM y generamos la linea celular K562-ALCAM que expresa la molécula establemente
en su membrana plasmatica (figura 28) y son capaces de unir ALCAM-Fc soluble (figura 33),
como ya estaba descrito (van Kempen et al., 2001). Sin embargo, no hay diferencias de unién
de ALCAM-Fc soluble entre células Jurkat expresando o no CD9, ni entre células Raji-vector y
células Raji-CD9, ya que ninguna de las lineas celulares es capaz de unir la molécula soluble.
El tratamiento con anticuerpos especificos para CD9 tampoco modifica la capacidad de unién de
ALCAM-Fc soluble. Unicamente esta mostrado el anticuerpo PAINS-10 por resumir, pero ningdn
otro modifica la afinidad de ALCAM. Estos resultados indican que la regulacion de la adhesion de
ALCAM por parte de CD9 no es a través de la modificacion de la afinidad de ALCAM, sino que
parece estar debida a un aumento de avidez, y no de afinidad.

Ya ha sido descrito que las tetraspaninas regulan la avidez y el agrupamiento de integrinas y
otras moléculas de adhesion (Kinashi, 2005; Sanchez-Mateos et al., 1996; Yanez-Mo et al., 2009).
Para demostrar que el efecto de la tetraspanina CD9 en el aumento de la capacidad de adhesion
homofilica es debido a un incremento de la avidez por agrupamiento de ALCAM se llevaron a
cabo inmunofluorescencias en células Jurkat y Raji que expresan o no la molécula CD9 para
comparar el estado de agrupamiento de las moléculas de ALCAM. Como control, los experimentos
se desarrollaron en presencia de citocalasina D (2,5 ug/ml), que despolimeriza los filamentos de
actina y aumenta el agrupamiento de ALCAM (Nelissen et al., 2000). En las imagenes (figura 34A)
se puede observar que las células Jurkat control presentan mas agrupamientos de ALCAM que
las células Jurkat #35 que no expresan CD9. Se cuantificé el nUmero de macro-agrupamientos en
las diferentes lineas celulares, aplicando un umbral de intensidad minima, de tal forma que solo
se seleccionan los agrupamientos mas intensos, cuantificando por nimero e intensidad. De esta
forma se observa que las células que expresan CD9 tienen hasta 3 veces y media mas numero
de macro-agrupamientos que las células que no expresan esta tetraspanina. El experimento si
que cuantifica los agrupamientos de ALCAM porque el tratamiento con citocalasina D aumenta el
numero de agrupamientos en ambos tipos celulares. Para la linea celular Raji (figura 34B), en las
imagenes también se observan mas agrupamientos en las células Raji-CD9 que expresan CD9
comparado con las células control Raji-vector que no expresan esta tetraspanina. Enla cuantificacion
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de macro-agrupamientos para esta linea celular también se comprueba que la presencia de CD9
en la superficie celular aumenta tres veces el numero de macro-agrupamientos. Asi mismo, la
citocalasina D aumenta el numero de agrupamientos de ALCAM también en esta linea celular.
Todos estos resultados indican que la presencia de CD9 esta modificando la avidez de ALCAM,
agrupandolo en la membrana celular de tal forma que es capaz de interaccionar homofilicamente,
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Figura 35: Inhibicion de CD9 sobre ADAM-17 y su efecto en la interaccién homofilica de ALCAM. Analisis mediante
citometria de flujo de la expresion de ALCAM en células Jurkat (A), Raji-vector (B) y Raji-CD9 (C) transfectadas con los
plasmidos indicados. El histograma gris muestra el control negativo, el perfil de linea gruesa representa la expresion de la
molécula indicada en la célula transfectada con el plasmido control y la linea negra fina la expresion en el clon transfectado
con el plasmido indicado. D) Adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado de células Jurkat control (TR2), interferidas para ADAM-17
(#90). Se representa el porcentaje de adhesion. Los datos son la media mas menos desviacion estandar de los porcentajes
de adhesién. Se muestra un experimento representativo de 3 pruebas independientes. E) Adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado
de células Raji-vector control (TR2) e interferidas para ADAM-17 (#90) y Raji-CD9 control (TR2) e interferidas para ADAM-
17 (#90). Se representa la media méas menos desviacion estandar del porcentaje de adhesion. Los datos mostrados son
representativos de 3 experimentos independientes. * y ** indican una (p<0,01) y (p<0,01) respectivamente, lo que denota que
las diferencias en los datos son significativas.
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mientras que si esta tetraspanina no esta presente, ese agrupamiento desaparece parcialmente y
ALCAM ya no es capaz de interaccionar consigo mismo de manera efectiva.

La tetraspanina CD9 regula la funcion de ADAM-17 y de su sustrato ALCAM.

Ya hemos descrito que ADAM-17/TACE interacciona con CD9 y que esta asociacion inhibe
su actividad catalitica. Asi mismo esta publicado que ALCAM/CD166 es sustrato de ADAM-17
(Bech-Serra et al., 2006). Para determinar el papel de ADAM-17 como intermediaria entre CD9 y
ALCAM, se realizaron interferentes de ADAM-17, mediante la transduccion de ARNhp especifico
para TACE (#90) en las células Jurkat, Raji-vector y Raji-CD9. La funcién de ADAM-17 es cortar
los sustratos de membrana y liberarlos al medio, y ya hemos descrito que CD9 inhibe a esta
molécula y su presencia aumenta los niveles de TNF-a de membrana en la superficie de células
Jurkat y THP-1 (figura 18). De esta forma pensamos que la expresion de ALCAM en la membrana
también podria estar aumentada en células Jurkat TR2 respecto a Jurkat #35 que no expresan
CD9 (figura 35A), y en células Raji-CD9 respecto a las Raji-vector que tampoco expresan
CD9 en su membrana plasmatica (figura 24A), y en efecto, la presencia de CD9 produce una
mayor expresion de ALCAM. La eliminacién de tan solo el 50% de la expresion de ALCAM en
la membrana plasmatica gracias al ARNhp especifico para ALCAM reduce en gran medida la
adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado en placa (figura 31).

De esta forma, los cambios en la expresiéon de ALCAM debido a la presencia de CD9 y su
inhibicion de ADAM-17 pueden aumentar la adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado por la mayor
expresion de la molécula. Estos datos nos sugirieron que debiamos realizar adhesiones con los
clones interferentes para ADAM-17 sobre ALCAM-Fc inmovilizado para ver el efecto de esa subida
de ALCAM de membrana en la adhesion. En efecto, el clon #90 de Jurkat que expresa un 50%
menos de ADAM-17 en su membrana (figura 28) y mas ALCAM en su membrana plasmatica que
el control TR2 (figura 35A), también presenta mayor capacidad de adhesion a ALCAM-Fc que
el control Jurkat TR2 (figura 35D). En las células Raji, volvimos a hacer los dobles interferentes,
de tal forma que generamos Raji-vector #90, interferida para ADAM-17 en un 50% y con el
plasmido control TR2, y Raji-CD9 Tr2 y Raji-CD9 #90, también con una bajada de ADAM-17 en su
membrana del 50% (figura 28). En ambos interferentes para ADAM-17 hay una mayor expresion
de ALCAM en la membrana (figura 35B y C). En la figura 35E se puede observar que ni Raji-
vector TR2 ni Raji-vector #90 se unen a ALCAM-Fc (aunque en este ultimo si que se observa un
ligero aumento), mientras que Raji-CD9 #90 es capaz de unirse a ALCAM-Fc con mayor eficacia
que Raji-CD9 TR2. Estos datos, junto con los de la regulacion de avidez por CD9, apuntan a que
CDB9 regula la interaccion homofilica de ALCAM mediante dos mecanismos: por un lado aumenta
su avidez mediante su agrupamiento en la membrana plasmatica; y por otro lado, como CD9
inhibe a ADAM-17, la expresion de ALCAM esta aumentada en membrana plasmatica, lo que
favorece la adhesion por aumento de moléculas disponibles.
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La tetraspanina CD9 regula la activacion de células T a través de la interaccion heterofilica
de ALCAM.

Como ya ha sido mencionado anteriormente, ALCAM es una molécula co-estimulatoria para
la activacion de linfocitos T a través de su interaccion heterofilica con CD6. Ambas moléculas son
reclutadas hacia el cSMAC y participan en la sipnasis inmunolodgica (Gimferrer et al., 2004;Hassan
et al., 2004; Zimmerman et al., 2006). Los experimentos de activacion de células T fueron llevados
a cabo para estudiar la implicacion de CD9 en la regulacién de la interaccion heterofilica de
ALCAM en la CPA con CD6 en la membrana del linfocito T. Para ello estudiamos la expresion de
CD69 y CD25, dos marcadores tipicos de activacion de linfocitos, en las células T Jurkat después
de ser activadas por la formacion de conjugados con células Raji, expresando CD9 (Raji-CD9) o
transfectadas con el vector vacio (Raji-vector) y cargadas, o no, con el superantigeno SEE. Las
células Raji con expresion de CD9 son mas eficientes en activar a las células Jurkat, puesto que la
expresion de CD69 (figura 36A) y CD25 (figura 36B) es superior de manera significativa que en
las células sin expresiéon de CD9. La dependencia de ALCAM en el lado de la CPA fue demostrada
por el silenciamiento de esta molécula en las células Raji que expresan CD9 (figura 28 Raji-CD9
#88). Estas células son menos eficientes que las células Raij-CD9-TR2 en activar al linfocito T.
Este sistema es dependiente de la interaccion heterofilica de ALCAM porque el silenciamiento
de esta molécula en células Jurkat (figura 28 Jurkat #88) no afecta a su activacion, por lo que
CD6 es la molécula implicada en el lado del linfocito T. Estos datos sugieren que CD9 también
regula la interaccién heterofilica de ALCAM con CD6, con repercusion funcional en la activacién
de linfocitos T.
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cuantificada por citometria de flujo. Los datos mostrados en las barras son los porcentajes de células activas que expresan
la molécula. Los datos son la media mas o menos el error estandar de la media de 4 experimentos independientes. Los
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(p<0,01) respectivamente, lo que denota que las diferencias en los datos son significativas.
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La tetraspanina CD9 se asocia con la metaloproteasa ADAM-17 y regula su funcion.

El fenotipo de los ratones TACE~2vA2" (con una mutacion en el dominio catalitico que genera
una proteina inactiva) y las células que derivan de ellos, muestran que ADAM-17 es esencial en
el desarrollo y es responsable del shedding de un gran numero de proteinas de transmembrana
con diferentes funciones (Black, 2002; Edwards et al., 2008; Mezyk et al., 2003). Con esta amplia
variedad de sustratos, la actividad de ADAM-17 debe de estar muy regulada por la maquinaria
celular. Sin embargo, los mecanismos implicados en esta regulacion permanecen poco conocidos.

En esta tesis describimos que la tetraspanina CD9 interacciona directamente con la
metaloproteinasa ADAM-17 y que esta asociacién resulta en una regulacion de la activad catalitica
delaenzimaparael corte de dos de sus sustratos (TNF-a e ICAM-1). Los estudios de co-localizacion,
PLAs y co-inmunoprecipitacion indican que las dos proteinas se asocian en células monociticas y
endoteliales. Los ensayos de pull-down y cross-linking demuestran que esta interaccioén es directa
y en la superficie celular, con la implicacion del LEL de CD9 y la region extracelular de ADAM-17.
Las integrinas de la subfamilia B, también forman parte de estos complejos como se demuestra
en los ensayos de co-inmunoprecipitacion. Estos resultados concuerdan con la interaccion entre
ADAM-17 y la integrina a,B, descrita previamente (Bax et al., 2004).

El prodominio de ADAM-17 debe ser eliminado para obtener la forma cataliticamente
activa, o madura de ADAM-17. Este proceso se produce en el aparato de Golgi, y la mayoria
de la proteina presente en la membrana plasmética es la forma madura. En los ensayos de co-
inmunoprecipitacion se observa que ambas formas, madura e inmadura, de ADAM-17 son co-
inmunoprecipitadas con CD9 e integrinas ,. Sin embargo, cuando se lleva a cabo el cross-linking
de proteinas de la superficie celular, sélo la forma madura de ADAM-17 es co-inmunoprecipitada
con CD9, demostrando que es la forma madura de ADAM-17 la que principalmente se asocia
con la tetraspanina, aunque no se descarta que parte de la asociacion entre estas proteinas se
de también en algun compartimento intracelular, puesto que CD9 también se asocia a la forma
inmadura, como se observa en los experimentos de co-inmunoprecipitacion.

Ya se ha comentado que la mayoria de las interacciones entre tetraspaninas y otras
proteinas se produce a través del LEL de las tetraspaninas, cuya estructura es mantenida por
puentes disulfuro (Hemler, 2003). De esta forma hemos observado que el LEL de CD9 es capaz
de interaccionar directamente con TACE-Fc, lo que demuestra que esta asociacion es directa, y
no mediada por proteinas intermediarias. Estudios de la interaccion de ADAM-17 con mutantes del
LEL de CD9 en el que los residuos de cisteinas implicados en la formacién de los puentes disulfuro
han sido sustituidos por alaninas, demuestran que, al menos en parte, se necesita una estructura
intacta del LEL para la correcta interaccion entre CD9 y ADAM-17. De esta forma, los mutantes de
las cisteinas que forman el puente disulfuro entre el principio del LEL (N-terminal) hasta su region
central (C153Ay C167A), reducen la interaccion entre CD9 y ADAM-17, indicando que se requiere
una estructura terciaria intacta para la correcta asociacién entre las dos proteinas. Sin embargo,
mutantes para los otros dos residuos de cisteina (C152Ay C181A) que forman el segundo puente
disulfuro entre el principio (N-terminal) y el final (C-terminal) del LEL no modifican la interaccién
entre CD9 y ADAM-17. Estos resultados estan de acuerdo con otros datos publicados previamente,
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en el que los mutantes en C152/C153 tienen poco efecto en procesos mediados por CD9 como
infeccién por VIH (Ho et al., 2006) o fusion del évulo con el espermatozoide (Higginbottom et al.,
2003). Estos datos parecen indicar que los diferentes procesos en los que CD9 esta implicado
pueden estar mediados por diferentes regiones del LEL de CD9, y que solo algunas son sensibles
a la modificacion de la estructura terciaria del LEL de CD9. La importancia del LEL de CD9 en la
regulacion de ADAM-17 ha sido comprobada también mediante la transfeccion en células Colo320
de quimeras que expresan parte de la estructura de CD9 y de CD82. De esta forma, solo las
quimeras que presentan el LEL de CD9; y especificamente la region variable del mismo, y no
otra region de CD9, son capaces del inhibir el corte de ICAM-1 en la superficie de las células
Colo320 transfectadas. En los ensayos de interaccion directa entre proteinas se observa que
el LEL de CD81 es capaz de interaccionar con ADAM-17, y no asi en el resto de los ensayos
bioquimicos. Esto puede ser debido a que como CD81 es la tetraspanina mas homoéloga a CD9, e
incluso forman heterodimeros en la membrana plasmatica, podria permitir una interaccion cuando
ambas proteinas estan aisladas, pero en un contexto celular, con otras proteinas implicadas, no
se produce esta interaccion. El hecho de que anticuerpos especificos para esta tetraspanina no
afecten la activad de ADAM-17, indican que CD9 es la tetraspanina que regula a ADAM-17.

Hemos mostrado que la asociacion entre CD9 y ADAM-17 tiene una repercusién funcional
en la inhibicién de la actividad metaloproteasa de ADAM-17 para sus sustratos TNF-a e ICAM-1.
El tratamiento de células leucocitarias con anticuerpos anti-CD9 agonistas para su funcion reduce
significativamente la liberacién al medio de TNF-a, tanto en sistemas estimulados con PMA como
en otros sistemas mas fisiolégicos para estimular la liberacion de TNF-a soluble como el contacto
con células T o PBLs tratados con IL-15. Asi mismo, la sobrexpresién de CD9 inhibe la liberacién
de la citoquina soluble, asi como su silenciamiento aumenta el shedding de TNF-a. De esta forma
se puede concluir que CD9 inhibe la actividad catalitica de ADAM-17 para la liberacion de TNF-a.
Esto concuerda con nuestra hipétesis de que la inhibicién de ADAM-17 por parte de CD9 podia ser
el mecanismo responsable del aumento del TNF-a de membrana en células de colocarcinoma'y el
consiguiente efecto en migracion y tumorogénesis como ya ha descrito nuestro grupo previamente
(Ovalle et al., 2007).

ICAM-1 es sustrato de ADAM-17 (Tsakadze et al., 2006), y hemos mostrado que CD9
también inhibe la actividad de ADAM-17 para este sustrato, tanto en células monociticas THP-1,
como linfocitos T Jurkat, células de carcinoma humano Colo320, o células endoteliales HUVEC.
Previamente habia sido descrito que CD9, junto con otras tetraspaninas, estaba implicada
en la regulacion de ICAM-1 y VCAM-1 para la transmigracion de leucocitos. Se conoce que
el silenciamiento de CD9 reducia los niveles de ICAM-1 en las células endoteliales pero se
desconocia el mecanismo (Barreiro et al., 2005). Los resultados obtenidos para la expresion de
ICAM-1 en células HUVEC en las que el silenciamiento de CD9 reduce la expresion de ICAM-1y
este es revertido por el inhibidor relativamente especifico de ADAM-17 TAPI-2, apuntan a que la
expresion de ICAM-1 en la superficie de estas células endoteliales esta regulada por CD9 a través
de la inhibicion de ADAM-17, presentando efectos en la transmigracion de leucocitos.

La funcién clave de las tetraspaninas es la de formar complejos de proteinas en la
membrana plasmatica para facilitar la funcion de sus integrantes, entre los que se encuentran
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receptores, moléculas de adhesion y otras metaloproteinasas (Charrin et al., 2009; Yanez-Mo
et al., 2009). La regulacion de ADAM-17 por parte de CD9 presentada en este trabajo es otro
ejemplo de modulacion de la funcion de una proteina al ser incluida en microdominios ricos en
tetraspaninas. Desconocemos el mecanismo especifico por el cual CD9 inhibe aADAM-17, aunque
existen varias posibilidades. Puede ser que la asociacion con el LEL de CD9 produzca cambios
conformacionales en la estructura de ADAM-17 lo que inhiba su actividad metaloproteasa. Esto ya
ha sido descrito para la integrina a,,, puesto que su asociacion con la tetraspanina CD151 induce
un cambio conformacional que produce una mayor afinidad por su ligando (Nishiuchi et al., 2005).
Otro posible mecanismo es que CD9 regule la inclusién de ADAM-17 y de sus sustratos en TEMs,
lo que podria reducir, o aumentar, la accesibilidad de los sustratos para la enzima. Un tercer
mecanismo posible seria la regulacion de la asociaciéon entre CD9 y ADAM-17 mediante sefales
intracelulares. Los datos de la asociacién dinamica entre CD9 y ADAM-17 tras el tratamiento con
PMA pueden explicar como ADAM-17 esta activa pese a la presencia de CD9, ya que se disocia
temporalmente de la tetraspanina. Sin embargo, se necesitan mas datos para poder elucidar el
mecanismo por el cual CD9 inhibe a ADAM-17.

Arduise et al. (Arduise et al., 2008) han publicado que diferentes tetraspaninas se unen a
ADAM-10/Kuzbanian, el miembro mas homdélogo a ADAM-17 en el contexto de los TEMs. En el
estudio muestran que diferentes anticuerpos especificos para las tetraspaninas CD9, CD81 y
CD82 estimulan la liberacion dependiente de ADAM-10 de TNF-a y EGF, siendo este otro sistema
de la regulacién de la actividad catalitica de una ADAM por tetraspaninas. En su sistema celular
(Raji-vector y Raji-CD9) los anticuerpos anti-CD9 estimulan la liberacién de TNF-a soluble, lo
que contrasta con el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-CD9 de nuestro trabajo. Los autores
describen que el corte y liberacion constitutivo (sin estimular) de las moléculas es dependiente
de ADAM-10, mientras que la actividad metaloproteasa inducible es dependiente de ADAM-17.
Nosotros hemos utilizado el mismo sistema celular para ver el efecto de nuestros anticuerpos y
hemos podido comprobar que nuestros anticuerpos anti-CD9 estimulan la liberacion de TNF-a en
células Raji-CD9 sin estimular, mientras que mantienen su efecto inhibidor cuando las células son
estimuladas con PMA, que segun Arduise et al. es un sistema dependiente de ADAM-17. En Raji-
vector, que no expresan CD9 en su superficie celular, los anticuerpos légicamente no presentan
ningun efecto. Por lo tanto los dos trabajos demuestran que el shedding constitutivo de TNF-a es
dependiente de ADAM-10 y es incrementado por CD9 mientras que el shedding estimulado con
PMA es dependiente de ADAM-17 y es inhibido por CD9. Hay que resaltar que el efecto inhibidor
de CD9 sobre ADAM-17 que hemos descrito no esta restringido ni a un sistema celular (hemos
utilizado células THP-1, Jurkat and Raji-CD9) ni a un solo sustrato (hemos cuantificado TNF-a
e ICAM-1). De esta forma, aunque ADAM-10 y ADAM-17 comparten muchos sustratos (EGF,
TNF-a, receptor de IL-6, etc.) el mecanismo de regulacion de su accesibilidad y su procesamiento
proteolitico por parte de una ADAM u otra es diferente.

En los ultimos afnos se han publicado ejemplos de regulacion de metaloproteasas por
tetraspaninas, como la regulacion de ADAM-10 por la tetraspanina TSPAN-12 en el corte del
precursor amieloide. En este caso la tetraspanina aumenta la actividad de ADAM-10, con gran
repercusion en enfermedad de Alzheimer (Xu et al., 2009). Otra metaloproteasa no perteneciente
a las ADAMs como MT1-MMP también esta regulada por la tetraspanina CD151 en células
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endoteliales (Yanez-Mo et al., 2008) y por las tetraspaninas CD9, CD81 y TSPAN-12 en cancer
(Lafleur et al., 2009). La regulacion de la actividad catalitica de las metaloproteasas por parte
de las tetraspaninas esta emergiendo como un nuevo campo de investigacién con una gran
importancia por la diversidad de sustratos que procesan estas metaloproteasas con papeles
claves en diferentes procesos fisioldgicos y patologicos.

CD9 se asocia con ALCAM y regula su funcién, con la participacion de ADAM-17.

ALCAMesunamoléculade adhesion perteneciente alasuperfamiliadelasinmunoglobulinas.
Puede interaccionar con CD6 a través de interacciones heterofilicas (ALCAM-CDG6), implicadas
en presentacion de antigeno, o mediante interacciones homofilicas (ALCAM-ALCAM), implicadas
en migracion, crecimiento tumoral y extravasacién de leucocitos, como se ha comentado en
introduccion. Pese a que sus interacciones y funciones son muy conocidas, la regulacion de estos
procesos aun se desconoce.

Basandonos en los estudios de co-localizacion y co-inmunoprecipitaciéon podemos concluir
que la tetraspanina CD9 interacciona directamente con ALCAM en la superficie celular de leucocitos
y células de melanoma. Asi mismo observamos que ADAM-17 forma parte de esos complejos
como se observa en las co-inmunoprecipitaciones. Este resultado era previsible ya que hemos
descrito que ADAM-17 se asocia con CD9 y ha sido descrito por otros grupos que ALCAM es
sustrato de esta metaloproteasa (Bech-Serra et al., 2006; Rosso et al., 2007). Los experimentos de
interaccion proteina-proteina han revelado que la interaccidn entre las dos moléculas es directa,
mediada por el LEL de CD9 y la regién extracelular de ALCAM. Como ya se ha mencionado para
el caso de CD9 y ADAM-17, la mayoria de las interacciones entre las proteinas y las tetraspaninas
son a través del LEL (Hemler, 2003). La interaccion de ALCAM con CD9 también es parcialmente
sensible a la estructura terciaria del LEL, ya que mutantes para las cisteinas que forman el puente
disulfuro entre el principio del LEL (N-terminal) hasta su region central (C153Ay C167A) reducen
la interaccion entre las moléculas, y no asi los mutantes para las dos cisteinas que forman el
segundo puente disulfuro entre el principio (N-terminal) y el final (C-terminal) del LEL (C152A y
C181A), como en el caso de la interaccion entre CD9 y ADAM-17. Una estructura intacta de LEL
de CD9 es necesaria para la correcta interaccion entre las dos moléculas, y como parece que
ADAM-17 también esta en estos complejos, que los requerimientos estructurales sean similares
para la correcta interaccion con CD9 de ambas moléculas puede reforzar esta hipotesis.

Los experimentos de adhesion a ALCAM-Fc inmovilizado sobre plastico han demostrado
que CD9 esta implicada en la regulacion de la adhesién homofilica de ALCAM, ya que el
silenciamiento de esta molécula en células Jurkat revierte su capacidad de adhesion a la molécula
inmovilizada, mientras que la sobrexpresion de CD9 en las células Raji permite su adhesion a
ALCAM-Fc inmovilizado. Al estar asociado a CD9, ALCAM tiene mayor capacidad de adhesion.

Un mecanismo para la regulacién de la capacidad de adhesion de ALCAM por parte de CD9
puede ser un aumento de la afinidad o de la avidez de las moléculas, como ya esta demostrado
para otras moléculas de adhesién como las integrinas (Sanchez-Mateos et al., 1996; Stewart
et al., 1996). Para ALCAM no se ha descrito ninguna modificacion en la afinidad de moléculas
independientes (van Kempen et al., 2001; Zimmerman et al., 2006), sin embargo, la formacion
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de agregados de ALCAM mediada por el citoesqueleto de actina ha sido descrita como clave
en la regulacion de la interaccion homofilica de ALCAM (Nelissen et al., 2000; Zimmerman et
al., 2004). Nuestros resultados describen por primera vez que la tetraspanina CD9 regula la
capacidad adhesiva de ALCAM mediante la formacién de agregados en la membrana plasmatica
y no por cambios en la afinidad de moléculas independientes. Uno de los papeles fundamentales
de las tetraspaninas es el de incluir proteinas es su red de interacciones proteicas, facilitando su
funcién como puede ser el agrupamiento de moléculas de ALCAM para permitir la adhesion. Esta
regulacion de moléculas de adhesion por parte de CD9 ya ha sido descrita para integrinas 3, (Ovalle
et al., 2007) y para otras moléculas de la familia de las inmunoglobulinas como ICAM-1 y VCAM-
1 (Barreiro et al., 2005; Barreiro et al., 2008). La regulacion por parte del citoesqueleto de actina
de la adhesion mediada por ALCAM esta muy descrita, pero la naturaleza de las proteinas que
unen ALCAM al citoesqueleto permanece desconocida. Aunque a-catenina y las proteinas ezrina/
radixina/moesina (ERM) han sido propuestas como posibles candidatos no se ha demostrado
totalmente (Uhlenbrock et al., 2004; Weidle et al., 2010). CD9 podria ser el vinculo entre ALCAM y
el citoesqueleto de actina, ya que esta tetraspanina esta asociada directamente a moléculas que
interaccionan con las proteinas ERM como EWI-2, EWI-F o CD81(Sala-Valdes et al., 2006).

Otro mecanismo por el cual CD9 puede estar modificando el comportamiento de ALCAM
es a través de la regulacion de ADAM-17. Ya hemos descrito que CD9 se asocia e inhibe a ADAM-
17 y se ha comentado varias veces que ALCAM es sustrato de ADAM-17. De esta forma, puesto
qgue CD9 inhibe a la enzima responsable de cortar a ALCAM, puede que el mecanismo por el cual
CD9 aumenta la capacidad adhesiva de ALCAM se deba a un aumento de su expresién en la
membrana plasmatica. Hemos mostrado este aumento de ALCAM en la membrana de las células
que expresan CD9 respecto a las que no lo expresan. De hecho, interferentes estables para
ADAM-17 mediante ARNhp expresan mas ALCAM en su membrana y presentan mayor adhesion
a ALCAM inmovilizado. De esta forma, ADAM-17 también esta implicada en la regulacién de la
adhesion homofilica de ALCAM, por lo que la inhibicion de ADAM-17 por parte de CD9 puede ser
otro mecanismo por el cual la tetraspanina esta afectando la adhesion homofilica de ALCAM.

La contribuciéon de ambos mecanismos (agrupamiento de ALCAM e inhibicion de ADAM-
17) no ha sido cuantificada en detalle, pero con los datos mostrados se puede hacer una hipétesis.
El hecho de que tras el silenciamiento de ADAM-17 en células Raji (figura 35E, Raji-vector-TR2
y Raji-vector-#90) sélo se produce un ligero aumento en la capacidad de adhesiéon a ALCAM de
estas células comparado con el aumento en la adhesion a ALCAM debido a la presencia de CD9
(figura 35E, Raji-vector-TR2 y Raji-CD9-TR2) parece indicar que el mecanismo de agrupamiento
de moléculas de ALCAM por parte de CD9 en las células Raji-CD9 es mayor que el mecanismo de
inhibicion de ADAM-17 por parte de CD9. Si ambos mecanismos tuviesen la misma contribucién, al
eliminar ADAM-17 en la membrana plasmatica de células Raji que no expresan CD9, presentarian
una adhesiéon a ALCAM comparable a las células que expresan CD9 (figura 35E, Raji-CD9) y no
es asi. Por ello, la presencia de CD9 sigue siendo un factor determinante en la regulacion de la
capacidad de adhesion de ALCAM, por lo que el agrupamiento de moléculas de ALCAM por parte
de CD9 parece ser el mecanismo preponderante en la regulaciéon de la adhesion.

97



DISCUSION

La regulacion de la interaccion homofilica de ALCAM esta siendo objeto de muchos
estudios puesto que esta muy implicada en cancer. Por ejemplo, en cancer de mama la interaccién
homofilica de ALCAM es muy importante para la supervivencia del tumor primario, y si no esta
presente esta interaccion se produce la muerte de las células tumorales (Jezierska et al., 2006a).
En melanoma, la inhibicion de la avidez de la interaccion homofilica, mediante la transfeccion de
una forma truncada de ALCAM, produce un aumento de la motilidad y de la metastasis, aunque
reduce el tamafio del tumor primario. Los autores plantean que ALCAM sea la llave que controla la
progresion del tumor desde su fase de crecimiento radial a su fase invasiva de crecimiento vertical
(van Kempen et al., 2004). El papel de CD9 en la regulacion de esta interaccion puede ser clave
para el desarrollo del tumor. Ya ha sido descrito el papel de CD9 en metastasis de melanoma,
entre otros tipos de cancer, puesto que la transfeccion de CD9 reduce el potencial metastasico del
melanoma (Si and Hersey, 1993). Este efecto podria ser a través de ALCAM, puesto que ambas
moléculas estan implicadas en metastasis de melanoma, pero se requieren mas estudios.

En el presente trabajo también hemos implicado a CD9 en la regulacion de una funcion
fisiologica dependiente de ALCAM como es la transmigracion de leucocitos (Cayrol et al., 2008;
Masedunskas et al., 2006). El silenciamiento de CD9 inhibe la transmigracién de células Jurkat
a través de membranas recubiertas de ALCAM-Fc, porque CD9 no aumenta el agrupamiento de
ALCAM y no por ello existe adhesién homofilica de ALCAM. CD9 ya ha sido implicada en este
proceso de transmigracion, regulando el agrupamiento de ICAM-1 y VCAM-1, ambas moléculas
claves en la adhesion y transmigracion de leucocitos, en las estructuras de amarre para permitir
la adhesion y transmigracion de leucocitos (Barreiro et al., 2005; Barreiro et al., 2002). Nuestros
datos aportan pruebas de que ALCAM es otra molécula de adhesién cuya funcién adhesiva esta
regulada por CD9.

ALCAM es una molécula coestimuladora de la sinapsis inmunolégica mediante su
interaccion heterofilica con CDG6, contribuyendo a la activacion de células T (Gimferrer et al.,
2004; Hassan et al., 2004; Zimmerman et al., 2006). El estudio de la activaciéon de células T
lo realizamos mediante la formacién de conjugados entre células B Raji como presentadoras
de antigeno, expresando o no CD9 para ver su efecto sobre el agrupamiento de ALCAM en la
interaccion heterofilica, y Jurkat como células T. Las células Raji que expresan CD9 en su superficie
activan de manera mas eficaz a las células T que las que no expresan CD9, de tal forma que la
tetraspanina también esta regulando la interaccion heterofilica de ALCAM con CD6 afectando asi
a la activacion de linfocitos T. Puesto que CD9 esta aumentando tanto la interaccion homofilica
de ALCAM,; extravasacion de leucocitos, como la interaccion heterofilica, activacion de células T,
la tetraspanina puede estar implicada en enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide o
esclerosis multiple, permitiendo la activacion de leucocitos y su extravasacion a las articulaciones
y al sistema nervioso central. Por supuesto, son necesarios mas estudios al respecto, pero CD9 y
ALCAM podrian ser candidatas como dianas farmacoldgicas para estas patologias.

En resumen, este trabajo demuestra que la molécula de adhesion ALCAM se asocia con
la tetraspanina CD9 en complejos proteicos que también incluyen a la metaloproteasa ADAM-17.
Esta interaccion se traduce en un incremento de las interacciones homofilicas y heterofilicas de
ALCAM, con efectos directos sobre las funciones de adhesioén celular y transmigracion y activacion
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de linfocitos T. Este aumento de las interacciones mediado por CD9 se produce a través de dos
mecanismos: i) aumento del agrupamiento de las moléculas de ALCAM y su incremento de avidez
y ii) aumento de su expresion de membrana debido a la inhibicién de ADAM-17.

En conclusioén, esta tesis demuestra la interaccién entre CD9, la metaloproteasa ADAM-17
y su sustrato ALCAM. Esta interaccion se traduce en una inhibicion de ADAM-17 que resulta en una
reduccion del shedding de TNF-a, ICAM-1 y probablemente ALCAM (aunque no hemos detectado
ALCAM cortado) produciendo I6gicamente un aumento de su expresiéon de membrana. Asi mismo
esta asociacion entre CD9 y ALCAM promueve un incremento se sus interacciones homofilicas y
heterofilicas con repercusiéon en funciones dependientes de ALCAM. Estos complejos proteicos
entre, al menos, tres moléculas puede ser un ejemplo de como se regulan realmente los procesos
en la célula. Ya no es unicamente la interaccion entre dos moléculas y el efecto de una sobre la
otra, sino que a su vez, esas moléculas pueden interaccionar con otras afectando también su
funcion. Ya no se puede estudiar una proteina sin tener en cuenta todas las demas que se haya
descrito que se asocian con ella y la modifican de alguna forma. La célula es un complejo conjunto
de interacciones, como un ovillo de lana. Debe ser estudiado y desenredado hilo por hilo, pero sin
olvidar que estamos estudiando el ovillo entero.

99












CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados mostrados obtenemos las siguientes conclusiones:

1. La tetraspanina CD9 se asocia directamente, a través de su dominio LEL, con ADAM-17
en la membrana plasmatica de lineas celulares humanas monociticas y endoteliales.

2. Esta interaccion resulta en la inhibicion de la actividad catalitica de ADAM-17 para el corte
de dos de sus sustratos, TNF-a e ICAM-1, en linfocitos T, células monociticas, endoteliales
y de carcinoma de coloén.

3. Latetraspanina CD9 se asocia directamente, a través de su dominio LEL, con la molécula
de adhesion ALCAM en la superficie de lineas celulares humanas de linfocitos T y B.

4. A través de esta asociacion, CD9 regula la interaccion homofilica de ALCAM, con
repercusiones funcionales en la adhesién y en la migracion de celulas linfoides.

5. Las interacciones de tipo heterofilico entre ALCAM y CD6 también son reguladas por CD9,
con consecuencias en la activacion de células T.

6. En la regulacion de las interacciones homofilicas y heterofilicas de ALCAM por CD9
interviene un doble mecanismo. Por un lado CD9 aumenta el agrupamiento de las
moléculas de ALCAM y por tanto probablemente su avidez, y por otro lado CD9 inhibe a
ADAM-17, que es la enzima responsable del corte de ALCAM, por lo que la expresion en
la membrana plasmatica de la molécula de adhesion se ve incrementada.
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ANEXOS

ABREVIATURAS

Las abreviaturas y acronimos procedentes del inglés se han mantenido en ese idioma.

ADAM: a desintegrin and metalloproteinase.
ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNc: acido
complementario.

desoxirribonucleico

ALCAM: activated leukocyte cell adhesion
molecule.

ARN: acido ribonucleico.

ARNhp: 4&cido ribonucleico en horquilla
pequefio.
ARNip: acido ribonucleico interferente
pequefio.

ARNmMm: acido ribonucleico mensajero.

CD: cluster of differentiation.

CPA: célula presentadora de antigeno.
DMEN: Dulbecco’s Modified Eagle s Medium.
EGF: epidermal grow factor.

FBS: fetal bovine serum.

GPI: glicosilfosfatidilinositol.

GST: glutation-S-transferase.

GSH: reduced glutation.

HB-EGF: heparin-binding epidermal growth
factor-like.

HEPES: 4-(2-hidroxethyl)
1-ethanesulfonic acid.

piperazine

HUVEC: human umbilical vein endotelial cells.
ICAM-1: intercellular adhesion molecule one.
IFN-y: interferon gamma.

LEL: /arge extracellular loop.

MAPK: mitogen activated protein kinase.
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MFI: mean fluorescence intensity.
MHC: major histocompatibility complex.
MMP-2: matrix metalloproteinase two.

MT1-MMP: membrane
metalloproteinase one.

type-matrix

NK: natural killer. Célula asesina nata.
PAGE: poli-acrylamide gel electrophoresis.
PBL: peripheral blood limphocytes.

PBS: phosphate buffered saline.

PHA: fitohemaglutinina.

PLA: in situ proximity ligation assays.

PLL: poly-L-Lysina.

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate.
PMSF: phenyl methyl sulfonyl flouride.

RT-PCR: reverse transcription-polymerase
chain reaction

SDS: sodium dodecyl sulfate.

SEL.: short extracellular loop.

SEE: Staphylococcal enterotoxin E

SMAC: supramolecular activation clusters.
TACE: TNF-a converting enzyme o ADAM-17.
TBS: Tris buffered saline.

TCR: T cell receptor.

TNF-a: tumor necrosis factor-alpha.

VCAM-1: vascular adhesion molecule one.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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