_ CIENCIA
| BIOMEDICA

FACULTAD DE MEDICINA

“Caracterizacion y Regulacion de Claudinas -6, -7 y -
9 en Células Epiteliales”

Q.F.B. Verodnica Elizabeth Zavala Zendejas

Tutor Principal: Dra. Erika P. Renddn Huerta

Comité Tutor: Dra. Marina Macias Silva
Dr. Luis Felipe Montaio Estrada



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CIENCIA
BIOMEDICA

INDICE GENERAL

Pagina

T go o [UTelol o] o PR PR 1
Uniones Celulares Epiteliales..........ov oot e e e 2

UNIONES ESITECNAS. .. ..ottt e e e e e e e 4
Proteinas PAR . .. ... 7

Proteinas MUPPL...... . e e e e e e 7

G N - Vg1 o - .8

Funciones de las proteinas transmembranales de las UE.....................coei e, 8

(@ 031310 |1 - H TP 8

Proteinas JAM (Junction Adhesion MOIECUIE) ..........ooii it e 9
ClaUTINAS . .. e e e e e 9

Regulacién de la Distribucion Subcelular de las Claudinas..............ccoooiviiiii . 11
ClaudiNas Y CANCET ... it et e e et e e e 15

Claudinas y sefiales de CreCimientO...........coiie i e e e 18

Claudinas y evasion de apOplOSIS......cuuuve e it it e e ceee e e e veen e 19

Claudinas, invasividad de tejidos y Metastasis............ccovevivie i iiiieinenn onee, 20

Claudinas como marcadores tumorales, diagnosis y prognosis..................... 21

L0 1= T8 T 11 F= T30 Y20 =] = o ] - 21

Planteamiento del ProbIEma ... e e e e s 23
0101 (=] 25
(@ o121 1Yo TN =T =T - | 26
OB etIVOS ESPECITICOS. .ttt it e e e e e e e e e e 26
Material Y METOUOS. .. ... ettt e et e e e et e et et e e et e et e e e 27




VoY
e CIENCIA
o BioMEDICA

Pagina
Anticuerpos, Plasmidos, Enzimas
Inhibidores y ESteres de FOrbOol.............oiuueiie i e e e 27
CUILIVOS CEIUIAIES. .. ... e e e e e e e e e e e 28
Construccion de vectores pcldn2GFP, pcldn6GFP
PCIAN7GFP y PCIANOGP...... e e e e e e e 29
TransfecCion de CAIUIAS. ... ... e 30
Medicién de Resistencia Eléctrica Transepitelial (TER) ..........c.coviiiiiiieiiine e, 30
Flujo Paracelular de Manitol (PCF) ........oirii i e e e 31
Potencial de DifuSiOn (DP) .....cooiiiriirie et e e e e e e e 31
Tratamiento de Células LLC-PK; con PDBUOhEGF.......ccoiiiiiiiii e 32
Fraccionamiento Celulary Western blot.............coooiiie i, 32
Imagenes de Células Vivas por Microscopia Confocal
€ INMUNOFIUOIESCENCIA. .. ..ottt e e e e 33
Deteccion de mRN de claudinas-2, -6, -7y -9
En las células LLC-PK1 Transfectadas. .. .......cuvv e i i et e 34
Ensayo de Regeneracion de Herida ............ooo i e e 35
Ensayo de Incorporacion de BrdU............ccoiiiii i e e 35
Ensayo de Migracion en Matrigel (BD) .......c.oiuii i e e 36
ANAIISIS ESTAAISTICO ...t ittt e et 36
RESUIAIAOS . .. et e e e e e e e e e 37
Andlisis de la expresion de claudinas en la linea
(o711 F= T T T 2 = 37
Andlisis de la expresion de claudinas en las lineas
celulares transformadas AGS Y MCF-7 ... ... e 39

II



VoY
e CIENCIA
o BioMEDICA

Pagina

Transfeccion de células LLC-PK;, AGS y MCF-7

con vectores para la sobreexpresion de las claudinas 6, 7 0 9

ACOPIAdAs 8 GFP ... e 41
Funcionalidad de las claudinas 2, 6, 7 ¥ O.......iiiiii i e e e e e 49

Funcion de compuerta de claudinas 2, 6, 7y 9 en células LLC-PKj..................... 49
Papel bioldgico de las claudinas 2,6, 7y9encélulas AGS...........ccoii i, 54

Efecto de la sobreexpresion de las claudinas en la proliferacion

Y migracion de 1as CElIUIas AGS.........oi i e .54

Expresién y localizacion de ZO-1, ocludina y Claudina-1 en células

AGS TraNSTECTATAS ... ettt e e e e et e e 61
Funcion de las claudinas 2, 6, 7y 9 en Células MCF-7 .........c.ooiiiiii i 67

Efecto de la sobreexpresion de las claudinas en la proliferacion

E invasion de CElUIAS MCF-7 ...t e e e e e e e e 67

Expresion y localizacion de ZO-1, ocludina y Claudina-1 en células

MCF-7 tranSfECIAOAS . ... cvvie it e e e e e e e e 71
D11 o] o P PP PP 78
[070] 0 [o1 (1] (o] o 12 84
RETEIENCIAS. .. ottt e e e e e e e e e 85
ANBXO L oo e e 91
AANBXO 2 ot e e e 103

III




V4,7 A CIENCIA
j BioMEDICA

INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla 1. Factores que afectan la expresion de las claudinas...............ccocee i i, 14
Tabla 2. Expresion de claudinas en diferentes tipos de tUmores..........cooveeve i viiene e, 17
Tabla 3. Funcién de compuerta de claudinas transfectadas en células LLC-PK; ............... .84
Tabla 4. Papel biolégico de las claudinas en células transformadas...................cccocevienne. 84

IV



::.f ¢ ;"’?«
&7, CIENCIA
B BIOMEDICA

INDICE DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Estructura del complejo de union celular .............cooie i e 3
Figura 2. ComposiCiOn de las UE...........cooiiiie e e e e e e e e e e 6
Figura 3. Perfil de expresién de las claudinas de la linea celular LLC-PK1........................ 38
Figura 4. Perfil de expresion de las claudinas en células AGS y MCF-7..........cooieviiiennnnn. 40
Figura 5. Localizacion membranal de las claudinas sobreexpresadas
[ I P T o= 10 = T I I i = 42
Figura 6. Sobreexpresion de las claudinas en células AGS y MCF-7 .......ccocoevviie e, 43
Figura 7. Deteccion de los niveles de mRNA de las claudinas
sobreexpresadas en CEIUIAS AGS........ooiiiiiiii e e 44
Figura 8. Deteccidn de los niveles de mRNA de las claudinas
sobreexpresadas €n CEIUIAS MCF-7..........ii i e e e e 45
Figura 9. Deteccion de las claudinas sobreexpresadas en las células AGS
usando anticuerpos contra la proteina GFP.............ccoii i 46
Figura 10. Deteccidn de las claudinas sobreexpresadas en las células MCF-7
usando anticuerpos contra la proteina GFP.............ooiiiiiiii e a7
Figura 11. Western blot de las claudinas sobreexpresadas en células AGS...................... 48
Figura 12. Western blot de las claudinas sobreexpresadas en células MCF-7................... 49
Figura 13. Resistencia eléctrica transepitelial de células LLC-PK; transfectadas
Con vectores de expresion para las distintas claudinas.............ccc.oo i i 50




::.f ¢ ;"’?«
&7, CIENCIA
B BIOMEDICA

Pagina
Figura 14. Flujo Paracelular de **C-Manitol a través de células
LLC-PK; que sobreexpresan las distintas claudinas...........c.ccoviiii i i e e e e o 51
Figura 15. Permeabilidad a CI" a través de células LLC-PK; transfectadas ...................... 52
Figura 16. Permeabilidad a Na* de células LLC-PK; transfectadas .................cc.oeevneennn. 53
Figura 17. Comparacion de la permeabilidad a Na* y CI" en las
células transfectadas con distintas Claudinas...............ocoiiiiii i 53
Figura 18. Migracion de las células AGS transfectadas con diferentes claudinas............... 55
Figura 19. Invasion de Matrigel por las células AGS que sobreexpresan
DiIferentes ClAUdINGS. .. ......ovue it e e et et e e et e 56
Figura 20. Representacion gréfica de la invasion de Matrigel
Por las células AGS que sobreexpresan a las diferentes claudinas...................c.ocooneee. 57
Figura 21. Proliferacion de las células AGS transfectaddas con diferentes claudinas ......... 59
Figura 22. Polimerizacion de filamentos de actina en las células AGS
Que sobreexpresan diferentes Claludinas..............oie i 60
Figura 23. Zimograma de sobrenadantes de las células AGS
Transfectadas con las diferentes Claudinas.............cocooivi i e 61
Figura 24. RT-PCR para determinar la expresion de mRNA de Claudina 1
en las células AGS transfectadas con las diferentes claudinas .................ccccooviiiiinens 62
Figura 25. Analisis por Western Blot de la expresion de la
Claudina 1, Ocludina y ZO-1 en las células AGS que sobreexpresaban
[as diferentes ClAUTINGS ..........oiiii e e e e e e e e e e e 63
Figura 26. Localizacon de la Claudina 1 en células AGS control y
gue sobreexpresaban alas claudinas 2, 6, 7Y 9 ...t 64

VI



::.f ¢ ;"’?«
&7, CIENCIA
B BIOMEDICA

Pagina
Figura 27. Localizacién de ZO-.1 en células AGS control y
que sobreexpresan alas claudinas 2, 6, 7Y 9 ..ociiii i e 65
Figura 28. Localizacioén de Ocludina en células AGS control y
gue sobreexpresan alas claudinas 2, 6, 7 ¥ 9 ..ot 66
Figura 29. Invasion de Matrigel por las células MCF-7 transfectaddas
Con diStiNtas ClAUAINGS ...ttt e e e e et et e e et e e et aen s 68
Figura 30. Representacion gréafica de la invasion de Matrigel
Por células MCF-7 que sobreexpresan distintas claudinas................ccoeoiivie i iennn, 69
Figura 31. Proliferacion de las células MCF-7que sobreexpresan a
Las diferentes ClaUTINGS ..........ie it e e e e et e e e e 70
Figura 32. Zimograma de sobrenadantes de células MCF-7
gue sobreexpresan distintas Claudinas ...........c.ooiiiiiiiii i 71
Figura 33. RT-PCR para determinar la expresion de mRNA de Claudina 1
en células MCF-7 transfectadas con las diferentes claudinas .................cooiiiii i 72
Figura 34. Analisis por Western Blot de la expresion de la
Claudina 1, Ocludina y ZO-1 en células MCF-7 que sobreexpresan
las diferentes ClaUTINGS ...........cooiiii i e e e e 73
Figura 35. Localizacon de la claudina 1 en células MCF-7 control y
gue sobreexpresan Claudinas 2, 6, 7 ¥ O ..ot e 74
Figura 36. Localizacién de ZO-.1 en células MCF-7 control y
que sobreexpresan claudinas 2, 6, 7 Y 9 ... 75
Figura 37. Localizacion de Ocludina en células MCF-7 control y
gue sobreexpresan Claudinas 2, 6, 7 ¥ O ...t s 77

VII



::.f ¢ ;"’?«
&7, CIENCIA
B BIOMEDICA

Pagina
Figura 38. Efecto del tratamiento con ésteres de forbol sobre la resistencia
transepitelial de la linea celular LLC-PK; transfectadas con la claudina 6 ....................... 91
Figura 39. Efecto del tratamiento con ésteres de forbol sobre el flujo
paracelular de ™C-Manitol ..................iiiiieie e e e e, 92
Figura 40. Efecto de los inhibidores de MAPK sobre la resistencia
transepitelial de células LLC-PK; transfectadas tratadas con
Esteres de fOrhOl ... ... 93
Figura 41. Efecto de la inhibicion de ERK 1/2 previa al tratamiento con ésteres
de forbol sobre el flujo paracelular de **C-manitol a través de las
CElUIas LLC-PK tranSTECLATAS .. ... vt e e e e e e e e e, 94
Figura 42. Participacion de las vias de MAPK y PKC en la redistribucion
subcelular de claudinas 6, 7y 9 en las células LLC-PK; transfectadas ............................ 95
Figura 43. Efecto del tratamiento con hEGF sobre la resistencia eléctrica transepitelial
de 1a 1TNEa CRIUIA LLC PR .. e n et e e e e e e e e e e, 96
Figura 44. Efecto del tratamiento con hEGF sobre el flujo paracelular de
mManitol €N [a lINEa CeIUIAI LLC P Ky vttt et e e e e e e e e e raeans 97
Figura 45. Efecto del hEGF sobre la localizacién subcelular de las claudinas
6, 7y 9 en las células LLC-PKj transfectadas ...........cccveviiieiiiiiie i e 98
Figura 46. Efecto del hEGF sobre la localizacién subcelular de proteinas
endigenas de laUE .. ... e 99
Figura 47. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre el flujo paracelular
de manitol en células LLC-PK1 transfectadas y tratadas con hEGF .................cccoc v 100

VIII



ey
W4 74 CIENCIA
o i BioMEDICA

Pagina
Figura 48. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre la localizacion
subcelular de las claudinas transfectadas en células LLC-PK1
tratadas CON NEGE ... e e e e e e 101
Figura 49. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre la localizacion subcelular
de proteinas de UE enddgenas de células LLC-PK1 tratadas con hEGF ........................ 102

IX



CIENCIA
; BioMEDICA

Introduccién:

Los organismos mantienen una interaccion continua con el ambiente para
poder realizar intercambio de nutrientes, gases, etc. En los organismos
pluricelulares esta interaccion esta delimitada por los epitelios, los cuales
generan compartimentos capaces de mantener de manera separada diversos
contenidos, como sangre, orina, jugos gastricos, etc. Las células epiteliales
regulan el transporte de iones, agua y otras moléculas de un compartimiento a
otro, lo que las hace importantes para determinar la composicién de los fluidos
corporales y, en consecuencia, en la eliminacién y captura de substancias por el
organismo. Las células epiteliales estan polarizadas, es decir, exhiben dos
dominios de membrana plasmatica, conocidos como apical y baso-lateral con
diferente composicon, morfologia y funcién. La membrana apical funciona
capturando nutrientes y agua, secretando diversos productos y sirve como
barrera entre el ambiente celular interno y el medio externo. Por otro lado, la
membrana baso-lateral permite la adhesion al substrato y los contactos
intercelulares, que por medio de diferentes complejos protéicos, se unen al
citoesqueleto. La membrana baso-lateral es la frontera de la célula con el

interior del organismo1.
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Uniones Celulares Epiteliales:

Como se menciond anteriormente, las membranas baso-laterales de las
células epiteliales se mantienen unidas entre si por un complejo de union celular.
Este complejo estd conformado por las uniones comunicantes (UC), los
desmosomas, las uniones adherentes (UA) y las uniones estrechas (UE)?

(Figura 1).
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Hemidesmosomas

Figura 1 Estructura del complejo de unién celular. Las uniones célula-célula
estdn formadas por a) desmosomas, que le dan fuerza adhesiva a las
membranas basolaterales de las células y proveen de sitios de anclaje para
filamentos intermediarios; b) las uniones comunicantes, que forman canales
entre células adyacentes permitiendo la comunicacién entre ellas; c) las uniones
adherentes (UA), que inician los contactos célula-célula; y d) las uniones
estrechas (UE), que mantienen la polaridad del epitelio y funcionan como barrera

paracelular en la regién mas apical de la membrana lateral de las células.
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Las UC median la comunicacion entre las células. Permiten el paso de

iones y pequefias moléculas de hasta 1000 Da entre el citoplasma de las células
vecinas. Esto da lugar al acoplamiento metabdlico y eléctrico entre las células®.
Los desmosomas son sitios de anclaje para filamentos intermedios y puntos de
contacto que fijan a las células adyacentes y a las células con la matriz
extracelular. Las UA son las responsables de iniciar los contactos célula-célula.
Forman un “cinturén de adhesién continuo” que sirve para mantener juntas a las
células vecinas a través de una familia de moléculas de adhesion dependientes

de Ca?*, las cadherinas, que se unen a filamentos de actina y miosina.

Uniones Estrechas:

Las UE rodean la region apical de la superficie lateral de las células
epiteliales y endoteliales. Las UE tienen dos funciones canodnicas: 1. de cerca,
que mantiene la polaridad en los tejidos al restringir el libre movimiento de
proteinas y lipidos en el plano de las membranas entre las superficies baso-

| 47, y 2. de compuerta, que regula la difusion paracelular de iones,

lateral y apica
agua y moléculas de tamario mediano (<15 A)®°. Las UE también paricipan en
cascadas de sefalizacion, regulacion transcripcional, control del ciclo celular y
trafico vesicular'®'3. Debido a la gran variedad de funciones que regulan las UE,
su estructura y composicion resultan mas compleja que en otras uniones
: 14

intercelulares .

Las UE estan formadas por al menos 40 proteinas diferentes, incluyendo

proteinas transmembranales, como las claudinas, tricelulina, ocludina y JAM
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(junction adhesién molecules), y proteinas citoplasmicas, que cumplen papeles

de anclaje al citoesqueleto, andamiaje, polaridad celular, sefalizacién y trafico
vesicular’'™® (Figura 2). Mientras que las proteinas citoplasmicas, también
denominadas proteinas adaptadoras, regulan el ensamble y la funcién de las
UE, asi como la proliferacién y la diferenciacion celular'’; las proteinas
transmembranales de las UE interactuan con sus homdlogas en la célula

adyacente y forman una serie de barreras y canales en el espacio paracelular.
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Figura 2. Composiciéon de las UE. Representacidon esquematica de las

proteinas que conforman a las UE y de la manera en la que éstas interactuan.
Se indican las proteinas transmembranales (verde); las proteinas adaptadoras
(amarillo), que se encargan de anclar a las proteinas transmembranales con los
filamentos de actina; las proteinas de senalizacion (azul), que regulan el
ensamblaje de estos complejos y las proteinas involucradas en el trafico

vesicular (rosa).
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Proteinas de la familia MAGUK (membrane associated guanylate kinase

homologues)

Las proteinas ZO-1, (zonula occludens 1), ZO-2 y ZO-3, son proteinas
asociadas a las UE que contienen los dominios conservados PDZ, SH3 y GK.
Los dominios PDZ son mddulos de 80 a 90 aminoacidos que se unen a motivos
especificos localizados en la region carboxilo terminal de varias proteinas o a
otros dominios PDZ'®. Los dominios SH3 son médulos no cataliticos de 50-70
aminoacidos que se unen a dominios GK o a ligandos de al menos siete
residuos con la secuencia PXXP. El domino GK es homodlogo de la enzima
guanilato cinasa que cataliza la conversion de GMP a GDP a expensas de ATP.
En las proteinas ZO, el dominio GK no tiene la capacidad de unir GMP ni ATP,
por lo que se asume que es enzimaticamente inactivo. Su papel biolégico radica
en sus propiedades de union a dominios SH3 ademas de que se cree que estos
dominios pueden activar a vias acopladas a proteinas G'°.

Proteinas PAR
Las proteinas PAR  (partitioning-defective proteins) son necesarias para
mantener la polaridad embrionaria. PAR-3 contiene tres dominios PDZ y se une
directamente a la regién carboxilo terminal de JAM a través de su segundo
dominio PDZ". Par-3 se une a PAR-6 y a las PKCs atipicas A y .

Proteinas MUPP1

MUPP1 contiene 13 dominios PDZ por lo que funciona como una proteina
de andamiaje multivalente. Interactua con las claudinas a través de su dominio

PDZ 10y por el PDZ 9 con JAM™.
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AF-6/Afadina

AF-6 es una proteina multidominio de 205 KDa. Tiene dos dominios de
union a Ras, un dominio de union a PDZ y dominios de union tipo kinesina y
miosina. AF-6 contiene tres dominios ricos en prolina y una region de union a F-
actina'®.
Proteinas transmembranales de las UE:

Ocludina

El nombre Ocludina deriva del latin occludere, que significa ocluir. Esta
proteina transmembranal de 62-82 KDa forma los filamentos de las UE. La
ocludina tiene cuatro dominios transmembranales, dos asas extracelulares de
tamafo similar y tres dominios citoplasmicos: los dominios amino y carboxilo
terminal y una asa citoplasmica. La region C terminal es necesaria para la
localizacion de la ocludina en las UE y es susceptible de fosforilacién por PKC,
CK2, p34 ““*ciclina B, y la tirosin cinasa c-Yes'. Mientras que la
sobreexpresion de esta proteina en células MDCK incrementa la resistencia
transepitelial (TER)'®, el silenciamiento de la ocludina altera la funcionalidad de
la barrera epitelial, sin modificar el ensamble de la red normal de UE'.

La regién carboxilo terminal de la ocludina puede interactuar directamente
con F-actina y con las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3 y con las proteinas de

sefializacion PCK-, c-Yes, la fosfatidilinositol 3 cinasa y con la conexina 26",
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Proteinas JAM (junction adhesion molecule)

JAM es una familia de glicoproteinas perteneciente a la superfamilia de
las inmunoglobulinas que median la adhesion independiente de Ca®*. Dentro de
esta familia se encuentran las proteinas CAR, JAM-1, JAM-2, JAM-3, ESAM, y
CLMP?. Esta familia de proteinas se caracteriza por tener tres dominios
estructurales: 1) una region extracelular de 215 aminoacidos que contiene dos
dominios variables tipo Ig, 2) un dominio transmembranal y 3) una cola corta
intracelular de 45 aa con un dominio de unién a PDZ. Las proteinas JAM
Interactiian con los dominios PDZ de AF6, ASIP/Par-3 y ZO-1"°. JAM-1
establece interacciones homotipicas, regula la permeabilidad de las UE y el
trafico de linfocitos, y sirve como receptor para reovirus'. JAM-2 es una molécula
que se expresa en ceélulas endoteliales y linfaticas y regula la migracion
transendotelial. JAM-3 se expresa en plaquetas humanas y media las
interacciones entre leucocitos y plaquetas . JAM-4 se localiza en las UE de las
células de yeyuno e ileon y en los tubulos renales proximales, donde regula la
permeabilidad’.

Claudinas

Los primeros miembros de la familia de las claudinas, del latin claudere
(cerrar), fueron identificados en 1998 por Tsukita y colaboradores®'. Esta familia
esta constituida por al menos 20 miembros. Las claudinas tienen diferente
patrén de distribucion entre los tejidos, lo que sugiere que tienen propiedades

fisiolégicas tejido especificas’. Las claudinas son proteinas de peso molecular
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entre los 20 y 27 KDa con cuatro cruces transmembranales y dos asas en la

region extracelular. La primer asa es importante para la selectividad iénica de la
ruta paracelular y como correceptor viral. En el caso de las claudinas 1,6y 9 la
primer asa se une al Virus de la Hepatitis C y media su internalizacion®?®. La
segunda asa funciona como receptor de toxinas bacterianas, como es el caso de
las claudinas 3, 4, 6 y 7 que unen a la enterotoxina de Clostridium perfringens®.
Las regiones amino (N-terminal) y carboxilo terminal (C-terminal) de las
claudinas se encuentran expuestas al citosol, siendo el C-terminal importante
para determinar la localizacion de estas proteinas. La region C-terminal, que se
encuentra ampliamente conservada en los integrantes de esta familia, contiene
motivos de unién a dominios PDZ, con los cuales las claudinas pueden
interactuar con otras proteinas de las UE, tales como ZO, PATJ y MUPP1™. La
region C-terminal de las claudinas se fosforila en residuos de serina y/o treonina,
lo que regula su interaccion con otras proteinas, su localizacién y su vida

24,25

media Los cambios en la fosforilacion de las claudinas se asocian con

modificaciones en la permeabilidad paracelular y la resistencia transepitelial de
las células”>2°.

Las claudinas interactuan con otras proteinas de la misma familia
presentes en la membrana plasmatica de la misma célula, lo que se denomina
interaccidn en cis; y con claudinas presentes en las membranas de células
adyacentes, a lo que se le llama interaccion en trans?’. Ademas, se pueden

crear uniones entre claudinas iguales, conocidas como interacciones

homotipicas, o entre claudinas diferentes, denominadas interacciones
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heterotipicas. No todas las interacciones heterotipicas son compatibles, por

ejemplo, la claudina 1 se une a la claudina 3, pero no a la claudina 2 o0 a la

5%2°  En cambio, las claudinas 2 y 5 son capaces de formar

claudina
interaccion heterotipica con la claudina 3. Otras interacciones heterotipicas
incompatibles son la claudina 1 con la claudina 4, la claudina 3 con la claudina 4
y la claudina 4 con la claudina 5%.

Las diferentes interacciones entre las claudinas dan lugar a la formacién
de poros paracelulares de diferentes diametros que pueden ir de los 4 a los 50
A. Las cargas presentes en los dominios extracelulares de estas proteinas
permiten la discriminacién entre aniones y cationes®®'. Las células LLC-PK; y
MDCK , han sido usados para sobreexpresar o silenciar claudinas en particular.
Asi, por ejemplo, se ha visto que las claudinas 2 y 10 hacen mas laxas a las
monocapas celulares; mientras que las claudinas 1, 4, 5, 7, 8, 11, 14, 15, 16, 18
y 19 vuelven mas estrechos a los epitelios. Las claudinas 2, 15, 16 y 19 tienen
preferencia por los cationes, mientras que la claudina 10a es selectiva a

aniones'. Las claudinas 16 y 19 forman poros para la reabsorcién del Mg*™ en

el asa ascendente gruesa de Henle en la nefrona.

Regulacion de la Distribucion Subcelular de las Claudinas

El reclutamiento a la membrana plasmatica y la dimerizacion de ZO-1 y
Z0-2 es indispensable para que se inicie la polimerizacién de las claudinas en
filamentos de UE®*3*. Cabe resaltar que algunas claudinas, tales como la

claudina 1 y 7, se distribuyen a lo largo de la membrana lateral sin formar
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filamentos, por lo que se concluye que ante la presencia de ZO-1y ZO-2 en la

UE las claudinas se polimerizan formando filamentos, mientras que en la
membrana lateral, la ausencia de las proteinas ZO impide su polimerizacion. La
funcion de las claudinas en la membrana lateral se desconoce, aunque se
sospecha que en esta region las claudinas se asocian a integrinas35.

Dentro de las modificaciones postraduccionales que pueden sufrir las
claudinas se encuentra la fosforilacion, que afecta la localizacion de estas
proteinas en la membrana plasmatica, y da lugar a cambios en la permeabilidad
paracelular. La fosforilacion de las claudinas ocurre por accién de la proteina
cinasa A (PKA), la proteina cinasa C (PKC), y las proteinas cinasas activadas
por mitdgenos (MAPK), entre otras. La fosforilacién por PKA de las claudinas 16
y 3, promueve la integracion de la claudina 16 a las UE e induce la localizacion
citosolica de claudina 3. La fosforilacion por PKC de las claudinas 1 y 4,
promueve la incorporacion de ambas proteinas a las UE. La Claudina 1 es
fosforilada por MAPK y WNK4. Esta ultima cinasa también fosforila a las
claudinas 2, 3y 4. El receptor con actividad de tirosina cinasa EphA2, fosforila
a la claudina 4 impidiendo su integracién a la UE?*6%,

Las citocinas y factores de crecimiento alteran a las UE. El interferén
gamma (INF-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) inducen la
internalizacién de las claudinas 1, 4 y la ocludina, disminuyen la expresion de
Z0-1, redistribuyen a ZO-2, y aumentan la permeabilidad paracelular de manera
independiente a la cascada de sefalizacion apoptética inducida por citocinas en

un modelo epitelial de intestino. Otras vias de sefalizacion que regulan la
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funcién de las UE pueden también regular el destino y la funcién de las

diferentes claudinas. EI AMPc por ejemplo, induce un aumento en los niveles de
la claudina 5, y su fosforilacién via PKA. Asi mismo, el AMPc produce una
disminucion de la claudina 1 en las células endoteliales porcinas*®. El factor de
crecimiento epidérmico (EGF) aumenta la cantidad de las claudinas 4 y 7 en las
UE y relocaliza en el citosol a las claudinas 1y 2, sin modificar a otras proteinas
de las UE como a la ocludina y a las proteinas ZO-1y ZO-3 en células MDCK>®,

En lineas de cancer de mama, el factor de crecimiento hepatico (HGF)
produce hipermetilacién del promotor de la claudina 7 y pérdida de los contactos
celulares?,

Algunos factores de transcripcion también regulan la expresion de varias
claudinas. Tal es el caso del factor nuclear de hepatocito 4 alfa (HNF-4a), que
regula positivamente la expresion de las claudinas 6 y 7. La region proximal del
promotor de la claudina 2 tiene sitios de union a los factores de transcripcion
LEF-TCF y Cdx1, que se activan por la via clasica de WNT. SNAIL es otro
factor de transcripcion que inhibe la expresion de las claudinas 1, 3, 4 y 7, asi
como de la ocludina, pero no de otros componentes de las UE, como Z0-1%°,

SNAIL es necesario en la fase temprana de la embriogénesis y en la regulaciéon

de la transicién epitelio-mesenquima (TEM)*.
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Tabla 1. Factores que afectan la expresion de las Claudinas.

Factor Claudinas Células/Tejido | Efecto Mecanismo Referencia
Cldn-2|
EGF | Cldn-1,-3, -4 MDCK Il TER 1 MAPK/ERK1/2 o
T
Cldn-2| MDCK I TER 1 41,42
HGF Cldn-21 MDCK | TER | MAPK/ERK1/2
Cldn-7 MCF-7, T47D ND | Metilacion del promotor »
GATA-
4 Mantiene . 44
CDX2, Cldn-21 Caco-2 HIEC expresion Transcripcion
HNF1a
CDX2, L 45
HNF1a Cldn-21 Caco-2 ND Transcripcion
HNF-4 Induce 46
o Cldn-6, -71 F9 UE -
Cldn-2, -4, -7 MDCK I TER | - i
Snail Cldn-1} MDCK ND Transcr|p0|on/In|g|’aC|on 48,49
de la Traduccion
Cldn-3, -4, -7| | Eph4, CSG1 EMT Transcripcion 40
IL-1B Cldn-21 Higado, ND MAPK, PI3K 50
hepatocitos
IL-17 Cldn-1, -21 T84 TER 1 MEK >0
Hipoxia Cldn-31 HUVEC ND Transcripcion >
INF,
TNF, Cldn-11 Caco-2 TER | - 52
IL-18
Flujo
Cldn-11, MDCK | moléculas MEK 1, p38 53
INF, Cldn-2 |
1 yTER
TNF Internalizacion 54
Cldn-1, -4 T84 TER | -
Células
Fosforilaciéony | cerebrales 55
AMPc Cldn-5 1 endoteliales TERT PKA
porcinas
TGF- : 56
B1 Cldn-1,-2 | MDCK Il ND ERK 1/2, PI3K, Snail

TER: Resistencia eléctrica transepitelial
EMT: Transicion epitelio-mesénquima

ND: No Determinado
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Como se puede observar en la Tabla 1, la expresion de cada claudina se

regula de manera diferente. Los estudios realizados a la fecha se enfocan
principalmente a las claudinas 1, 2, 3 y 4, por lo que los mecanismos de

regulacion del resto de las claudinas aun se desconocen.

Claudinas y Cancer

El cancer se define como el crecimiento tisular producido por la
proliferacion continua y desordenada de células, insensibles a estimulos
apoptoticos y capaces de invadir y destruir otros tejidos.

Existen diversos tipos de cancer, dependiendo del tejido del cual se
originan.  Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales y constituyen
aproximadamente el 90% de todos los tumores.

Durante la transformacion celular ocurren alteraciones en las uniones
celulares, entre ellas las UE. Inicialmente se pensaba que la pérdida de estas
uniones era consecuencia de las transformaciones celulares. Sin embargo, esta
idea ha ido cambiando y ahora se sugiere que las modificaciones observadas en
las UE constituyen los primeros pasos para dar lugar a la transformacién
celular®’.

La pérdida de la funcién de cerca de las UE permite la libre difusion en el
plano de la membrana de moléculas de la membrana basolateral a la membrana
apical y viceversa. Esto da lugar a la pérdida de la polaridad celular. Asi mismo,
la pérdida de la funcién de compuerta de las UE da acceso incontrolado de

factores de crecimiento y nutrientes a sus receptores. .
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La alteracién en la expresion y localizacion de proteinas de las UE, se

relaciona con varios tipos de tumores, incluyendo cancer de estbmago, mama,
colon, pancreas, préstata, utero y ovario (Tabla 2.). Estos cambios se
asociacian con los fenotipos mas invasivos de diferentes tipos de cancer y por

435864 " Sin embargo, la relacion

ende, con un mal prondstico para los pacientes
entre la expresion de claudinas y su funcion en la progresién tumoral sigue sin

ser comprendida por completo.
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Tabla 2. Expresion de claudinas en diferentes tipos de tumores.

CLAUDINA | NEOPLASIA | EXPRESION | LOCALIZACION | REFERENCIA
Cldn-1 Colon 1 Citoplasma 4
Mama | ND 62
Esofago de 1 ND 4
Barret
Cervix 1 ND 6>
Cldn-3 Ovario 1 Membrana 4
plasmatica y
citoplasma
Préstata 1 ¢ ? Difuso 4
Mama 1 ND 4
Cldn-4 Ovario 1 Membrana
plasmatica y
citoplasma
Pancreas 1 Membrana 4
plasmatica
Estdmago l ND 62
Mama 1 ND 4
Préstata 1 ND 62
Cldn-6 Glandula l ND 4
mamaria
Cldn-7 Cabezay l ND 4
cuello
Mama ! Membrana 4
plasmatica
Eséfago ! Membrana 60
(fenotipo plasmatica
invasivo)
Estdmago 1 ND o7
Cervix 1 ND e
Cldn-10 Higado 1 ND 62
Tiroides 1 ND 62
Cldn-16 Ovario 1 ND 62
Cldn-23 Estémago | ND &8
Mama | ND e8
Pancreas 1 ND 68

ND: No Determinado
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Claudinas y sefiales de crecimiento

Las células normales requieren de senales de crecimiento para entrar a
un estado proliferativo. Estas sefiales se transmiten por la union de moléculas
de senalizacion, como los factores de crecimiento (GF) a receptores
transmembranales. Varias células tumorales son capaces de generar sus
propias sefiales de crecimiento, reduciendo asi la dependencia de la
estimulacion del microambiente en el tejido normal.

Como resultado de la polaridad celular, los receptores de factores a
crecimiento (GFR) se localizan en la superficie basolateral de la célula, en
contacto con el flujo sanguineo y los fluidos intersticiales, mientras que los GF
estdn compartamentalizados a muy altas concentraciones en los fluidos
luminales de los tejidos epiteliales. Los epitelios regulan el paso de los GF por la
via transcelular e impiden por accion de las UE la difusién de estas moléculas
por la via paracelular. Si se debilitan las UE los GF pueden tener acceso
ininterrumpido a sus respectivos receptores, y en consecuencia, mantienen
activa la senal de proliferacion y permiten el crecimiento continuo de las
células®’.

Aunado a esto, se ha observado que en el tejido epitelial transformado,
los GFR se localizan en la superficie apical y en consecuencia, contactan los
fluidos luminales con altas concentraciones de su ligante® . Estos cambios en la

localizacion de los GFR se deben a que se pierde la funcion de cerca de las UE

69
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Se ha observado el debilitamiento de las UE en varios tipos de

neoplasias, incluyendo las de ovario, mama, higado y colon, asi como en
estadios precancerosos del tracto gastrointestinal, como en el eséfago de
Barrett, la enfermedad de Crohn y la displasia gastrica, entre otros (Referencias
en Tabla 2.). Estos cambios en la funcion de compuerta de los epitelios pre- o
neoplasicos, se atribuyen principalmente a alteraciones en los niveles de

expresion de las claudinas, asi como en su localizacion subcelular.

Claudinas y evasion de apoptosis

La vida de las células se mantiene por sefales de sobrevivencia
generadas por las interacciones célula-matriz extracelular (ME) y célula-célula.
La pérdida de estas uniones en una célula normal da lugar a la muerte celular
programada o apoptosis. Durante la apoptosis se activan unas proteasas,
denominadas caspasas, que conllevan a la muerte celular por la destruccion de
los organelos y el genoma celular. La sobreexpresiéon de la claudina 1 en
células de cancer colorectal, asi como de las claudinas 3 y 4 en células de
cancer de ovario aumenta la sobrevivencia celular al reducir la velocidad de la
apoptosis. En cambio, la reexpresion de la claudina 1 en células de cancer de
mama da lugar a un aumento de la apoptosis en cultivos tridimensionales. Los
mecanismos mediante los cuales las claudinas actuan para que dicho fendbmeno

suceda aun se desconocen®®.
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Las claudinas 1, 2, 3, 4 y 5 reclutan y promueven la activacién de las

Claudinas, invasividad de tejidos y metastasis:

metaloproteinasas (MMP), lo que sugiere que estas proteinas participan en la
invasividad y la metastasis®®. El aumento en la expresion de estas claudinas en
algunos tipos de cancer, como el cancer de colon, ovario, pancreas y el
adenocarcinoma gastrico, se asocia a un aumento en la capacidad invasiva de
dichos carcinomas, como resultado del aumento en la actividad de la MMP-27°.
En el cancer de mama, el tratamiento con sanguinarina, una substancia que
tiene efectos anti invasivos, disminuye la expresion de las claudinas e inhibe la
actividad de las MMP-2 y MMP-9"".

La internalizacién de las claudinas, pero no de otras proteinas asociadas
a las UE como ocludina o ZO-1, se asocia al movimiento de las células en la
embriogénesis y el remodelaje tisular’?, asi como en fases avanzadas de
algunos tipos de cancer. Debido a que las interacciones célula-célula y célula-
MEC son necesarias para la sobrevivencia celular y estas interacciones se
pierden durante la invasion de las células a los tejidos, se podria sugerir que la
internalizacion de las claudinas permite a las células evadir procesos
apoptaoticos.

En el cancer de pancreas tubular y coloidal en fases invasivas, se ha
observado un aumento significativo de la claudina 4 a nivel de ARNm vy
proteina®. La invasividad de células derivadas de tumor primario y metastasis de
cancer de colon, se asocia con el aumento en expresion de la claudina 1 y su

deslocalizacion de la membrana plasmatica al citoplasma y ntcleo®.
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Las claudinas como marcadores tumorales, diagnosis y prognosis.

La alta especificidad de los patrones de expresiéon de las claudinas en los
tejidos normales y cancerosos, convierte a estas proteinas en marcadores
moleculares utiles para el diagnéstico temprano y el pronéstico de varios tipos
de cancer. Por ello, es necesario caracterizar los perfiles de expresion de las
claudinas en tejidos normales y cancerosos. Sin embargo, por falta de
anticuerpos especificos dirigidos contra cada una de las claudinas, estos
estudios ho se han completado. Por ello, en cambio, se han realizado estudios
para conocer los patrones a nivel de RNAm’. La informacion que estos
estudios muestran puede no ser de gran utilidad ya que no se comprueba la
presencia de la proteina ni la localizacion de la misma en el tejido. Aun con
estas desventajas, se ha logrado relacionar el nivel de expresion de ciertas
claudinas con el prondstico de algunas neoplasias. Por ejemplo: 1. la baja
expresion de la claudina 1 presente en el cancer de colon en etapa Il, que se
asocia con un prondstico desfavorable y 2. la expresion de la claudina 10 se
considera como un factor negativo en el prondstico de recurrencia del carcinoma
hepatocelular después de la hepatectomia®?.

Claudinas y Terapia

Las claudinas 3 y 4 son receptores para la enterotoxina de Clostridium
perfringens (ECP). Esta es un polipéptido de 35 kDa que, tras unirse a sus
receptores en la membrana, crea pequefios poros, lo que da lugar a la pérdida

74-76

de la regulacion osmolar y finalmente a la muerte celular Las claudinas 3 y

4 se encuentran elevadas en una gran cantidad de carcinomas, por lo que se
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proponen como posibles blancos terapéuticos para varios tipos de tumores. En

Xenotransplantes de células de cancer de pancreas, que expresan cantidades
elevadas de la claudina 4, se ha observado que el tratamiento con ECP produce
una disminucion del tumor acompafiado por necrosis. Observaciones similares
se han realizado en células de cancer de mama, que presentan niveles elevados
de las claudinas 3 y 4””. Sin embargo, existen algunos inconvenientes para el
uso de la ECP en el tratamiento de tumores ya que varios tejidos normales,
como pulmén, rifidn e intestino, también expresan estas claudinas.

El uso de la ECP podria ser de gran utilidad como terapia localizada al
momento de la remocién de un tumor y su estructura podria ser la base para el
desarrollo de nuevos medicamentos. Asi mismo, se ha sugerido que la
capacidad de la ECP para destruir a las UE, puede ser util, en combinacion con
la quimioterapia convencional, para incrementar el acceso de los agentes
quimioterapéuticos al interior de los tumores®.

La terapia con anticuerpos dirigidos contra la claudina 4 constituye otra de
las opciones a probar en lesiones primarias y metastasicas en cancer de
pancreas, ya que cerca del 100% de estos tumores expresan a esta proteina en
la membrana. Sin embargo, y como se menciond anteriormente, podrian
presentarse efectos secundarios no deseables en esta terapia debido a que

varios tejidos normales también expresan a esta claudina.
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Planteamiento del problema:

Se ha demostrado la participacion de las claudinas en varias patologias.
Por ejemplo en las enfermedades renales, se les involucra por su papel en la
regulacidon del flujo paracelular de iones’®; en las enfermedades infecciosas,
porque funcionan como receptores de agentes patégenos como los virus?22379-82
y en las enfermedades cronico degenerativas, como el cancer, porque su
sobreexpresion evita la apoptosis y favorece la invasividad®.

La localizacién de las claudinas en la membrana plasmatica es
indispensable para que ejerzan las funciones de regulacion de la polaridad, el
flujo paracelular y que actuen como receptores de agentes infecciosos. Por esta
razon, el estudio de los mecanismos involucrados en el mantenimiento de las
claudinas en la membrana, podra ayudarnos a comprender mejor el papel de
estas proteinas en algunos de estos padecimientos. Este conocimiento también
sera de utilidad para disenar farmacos que modifiquen la funcidon de compuerta
de los epitelios, favoreciendo asi la absorcion de moléculas a través de éstos.

A la fecha se sabe poco sobre los mecanismos involucrados en la
regulacion de la expresion y la localizacidén subcelular de diferentes claudinas.

Estudios previos en el laboratorio mostraron un aumento en la expresion y
cambios en la localizacién subcelular de las claudinas 6, 7 y 9 en el
adenocarcinoma gastrico humano. Por esta razon se decidido estudiar si
cambian las propiedades de barrera de una linea celular epitelial no

transformada, con la sobreexpresion de estas claudinas. Asi mismo, se
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analizaron los mecanismos involucrados en la regulacion de la localizacién

subcelular de las claudinas 6, 7 y 9.
Por otro lado, nuestro grupo reporté recientemente que la sobreexpresion
de la claudina 9 se relaciona con un mal pronodstico en biopsias de
. p . 84 .
adenocarcinoma gastrico humano™. De la misma manera, otros grupos han
demostrado que las claudinas -2 y -7 se sobre expresan en este tipo de

neoplasias®®®.

Estas observaciones nos condujeron a estudiar qué ventajas
adquieren las células de adenocarcinoma gastrico humano con la expresién de
estas claudinas.

En sintesis, el presente estudio busca comprender como afecta la
expresion de las claudinas -2, -6, -7 y -9 a las capacidades de migracion,

invasion y proliferacion de las células de adenocarcinoma gastrico AGS y de

cancer de mama MCF-7.
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Hipotesis:

Si la funcién de compuerta de las células LLC-PK; se debe al perfil de
expresion de las claudinas endogenas, entonces la sobreexpresion de las
claudinas-2, -6, -7 o -9 modificara la resistencia eléctrica transepitelial
(TER), el flujo paracelular (PCF) y la permeabilidad a diferentes iones
(PNa*/PCI").

La sobreexpresién de claudinas -2, -6, -7 o -9 en células epiteliales
transformadas AGS y MCF-7 conferira ventajas de crecimiento, migracion
e invasion.

Si las vias de sefalizacion de PKC y MAPK regulan el ensamblaje o
desensamblaje de las UE, entonces la localizacion subcelular de las
claudinas sobreexpresadas se modificara al activar estas vias con ésteres

de forbol y factor de crecimiento epidérmico (EGF).
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Objetivo General:

Determinar si la sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 y 9 afecta la
propiedad de compuerta de una linea celular epitelial no transformada,
y la proliferacién, migracion e invasion celular de células

transformadas.

Objetivos Especificos:

Caracterizar la funcion de compuerta de las células LLC-PKj
transfectadas de manera estable con las claudinas 2, 6, 7 y 9
mediante la medicibn de potencial de difusion (DP), resistencia
eléctrica transepitelial (TER) y flujo paracelular de manitol (PCF).
Identificar cambios en la velocidad de proliferacién, la capacidad de
migracion y de invasividad de las células AGS que sobreexpresan a
las claudinas 2,6,7y 9

Determinar cambios en la velocidad de proliferacion y capacidad de
invasion de las células MCF-7 que sobreexpresan a las claudinas 2, 6,

7y09.
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Material y Métodos:

Anticuerpos, plasmidos, enzimas, inhibidores y ésteres de forbol. Los
anticuerpos primarios empleados fueron policlonales de cabra anti-claudina 6y 9
(Santa Cruz, Biotechnology Inc.). Los anticuerpos de conejo anti-claudina 1, 2, 7
ocludina y ZO-1 y monoclonal de raton anti-proteina verde fluorescente (GFP),
asi como los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (HRP) conejo
anti-lgG de cabra HRP, cabra anti-IgG de raton-HRP y cabra anti conejo-HRP
fueron de ZYMED. Los anticuerpos de ratéon anti-MMP-2 y MMP-7 se adquirieron
en Calbiochem. Los anticuerpos secundarios acoplados a rhodamina fueron de
Abcam. El anticuerpo de raton anti-a actina fue donado por el Dr. José Manuel
Hernandez del Departamento de Biologia Celular del CINVESTAV. EIl vector
plasmidico pcDNA3.1/NT-GFP y las enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV,
Hindlll, BamHI, Kpnl y Xbal empleadas, el Trizol, la Lipofectamina 2000, el kit
single step RT-PCR vy los iniciadores fueron adquiridos con Invitrogen. El éster
de forbol empleado, 4-beta-forbol-12,13-dibutirato (PDBu), asi como la
Estaurosporina fueron adquiridos en SIGMA. Los inhibidores de MAPK
PD98059, SP600125 y SB202190, asi como el Factor de Crecimiento
Epidérmico Humano recombinante (hEGF) fueron de BIOMOL. El medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), el suero fetal bovino (FBS), la L-glutamina, el

piruvato de sodio, la solucion de antibiéticos estreptomicina-penicilina y el G418
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fueron adquiridos de Gibco. Las secuencias de los iniciadores empleados son

las siguientes:

hACTIN forward | 5-TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG-3

hACTIN reverse | 5-GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3’

hCLD1 forward 5-TGCCCACCTGCAAACTCTC-3

hCLD1 reverse 5 -GCCTCTGTGTCACACGTAGTC-3

hCLD2 forward 5 -GAAGACGCTTCTACTGAGAG-3

hCLD2 reverse 5-CACGATCCAGTGGTAGTG-3

hCLD6 forward 5-CAGTGCAGCTCCTTCAACC-3

hCLDG6 reverse 5-CTGTTGGGCACTGCCACTTC-3

hCLD7 forward 5-TTTCTGAGGGCGGAAATGGC-3"

hCLD7 reverse 5 -GGCATCTAGACACTCCCATAGC-3

hCLD9 forward 5-ATGGCTTCGACCGGCTTAG-3

hCLD9 reverse 5-CAGGGCATCTGGTCATCAGG-3’

Cultivos celulares. Las células epiteliales no transformadas de rindn de cerdo
LLC-PKj4, la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano AGS vy las células
de cancer de mama MCF-7 se mantuvieron en cajas petri de plastico a 37°C en
atmosfera humeda con 5% de CO,, en medio Alpha-MEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (GIBCO) y D-MEM (Sigma) con 5% de suero fetal

bovino respectivamente, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina E y 100
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pMg/mL de estreptomicina. Las transfectantes estables fueron seleccionadas y

mantenidas con medio DMEM con G-418 400 ug/ml.

Caracterizacién de la expresion de claudinas en las lineas celulares. A
partir de extractos totales de dicha linea celular se realizaron ensayos de
Western blot cargando 25 y 150 ug de proteina por carril para detectar la

expresion de las claudinas 1, 2, 3,4, 5,6,7,9, 10, 11, 13, 14, 15y 16.

Construccion de vectores pcldn2GFP, pcldn6GFP, pcldn7GFP vy
pcldn9GFP. A partir del RNA total extraido de la linea celular AGS
(Adenocarcinoma Gastrico Humano) y con el Kit Single Step RT-PCR
(Invitrogen) se obtuvo el cDNA de las Claudinas 2, 6, 7 y 9 empleando los
iniciadores correspondientes. Se colocaron 10 yL de Mezcla de Reaccion, 0.5
WL de Iniciador A 10 uM, 0.5 pL de IniciadorB 10 uM, 2.5 uL de RNA 0.1 pg/uL,
0.4 pLde RT/Taq, 6.1 yL de H2O por reaccion y se sintetizd6 el cDNA bajo las
siguientes condiciones: 55°C por 30 min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de: 94°C por
20 seg, 56.9°C (cldn6 y 7) 0 59.7°C (cldn9) por 30 seg, 72°C por 40 seg, y 7 min
a 72°C. Para construir cada vector se tomaron 4 pL del producto obtenido de
RT-PCR obtenido y que se incubaron con 1 uL del vector TOPO pcDNA3.1/NT-
GFP y 1 pL de la solucién salina por 5 min a temperatura ambiente vy
posteriormente 20 min a 4°C. Se transformaron células de Escherichia coli
DH5a competentes con 2 uL de esta reaccion de clonacién y se seleccionaron

las células transformadas en placas de agar LB-Ampicilina 100 pg/mL. Se
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seleccionaron 10 colonias para cada construccién y se realizd la extraccion de

plasmidos por mini-prep (Invitrogen). Se corroboré el sentido en el que se
insertd la secuencia deseada empleando la enzima Pstl para las construcciones
denominadas pcldn9GFP y pcldn7GFP y las enzimas Xcml y EcoRV para la
construccion pcldn2GFP. Se secuenciaron las construcciones obtenidas para

verificar que no hubiera mutaciones.

Transfeccion de células Las células se sembraron en placas de 6 pozos (8 X
10° cel/pozo) para alcanzar confluencia al dia siguiente. Se lavaron dos veces
con PBS y se cambio el medio por Opti-Mem (GIBCO). La transfeccién se llevé a
cabo con Lipofectamina 2000 de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(Invitrogen). Las lineas transfectadas estables fueron seleccionadas en medio
Alpha-MEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de
glutamina, 100 U/mL de penicilina E y 100 ug/mL de estreptomicina adicionado

con 700 pg/mL G418 (GIBCO) por 7 dias.

Medicion de resistencia eléctrica transepitelial (TER). Se sembraron 8 X 10°
células de cada linea transfectada en insertos Millicell-CM Culture Plate Inserts
(Millipore) de 4.2 cm? de area y 0.4 um de tamafio de poro. Para el tratamiento
con ésteres de forbol, cuatro dias después de sembradas las células, se cambid
el medio de cultivo de la region apical y basal por medio fresco o medio con
inhibidores de MAPK (50 uM PD98059 para MEK1/2, 1 yM SB202190 para p38

o 1 uM SP600125 para JNK) y se incubdé nuevamente por 1h para
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posteriormente realizar una medicién inicial de TER. Se adicion6 PDBU para

tener una concentracion final de 2 X 107 M y se realizaron lecturas de TER cada
30 min por 2 h. La medicion de TER se llevé a cabo con el voltimetro epitelial
EVOM en la camara de medicion EndOHm (WPI). La resistencia se calculd
mediante la medicion del cambio de voltaje que resulta del paso de una corriente
a través de la capa celular y fue normalizada por area del inserto. Los ensayos
fueron realizados por ftriplicado. Para el tratamiento con hEGF, cuatro dias
después de sembradas las células se cambi6 el medio de cultivo de la region
apical y basal por medio fresco y se incubé6 nuevamente por 1h para
posteriormente realizar una medicién inicial de TER. Se adicion6 hEGF para
tener a una concentracién final de 100 ng/mL y se realizaron lecturas de TER
cada 30 min por 2 h. La medicion de TER se llevé a cabo con el EVOM (WPI).
Los ensayos fueron realizados por triplicado empleando como control células

transfectadas con el vector solo.

Flujo paracelular de manitol (PCF). Después de las lecturas de TER se
cambio el medio de cultivo de la regién basolateral por medio con 0.2 pCi/mL de
“C-Manitol (Perkin Elmer). Se tomaron muestras de 50 pL por duplicado del
medio de la region apical de los insertos cada 30 min durante 90 min y se
obtuvieron lecturas de cuentas por minuto (CPM) en un contador de centelleo.
Los datos se graficaron y se calculd la velocidad de flujo de '*C-Manitol. Los

ensayos se realizaron por triplicado.
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Potencial de difusién (DP). Después de obtener lecturas iniciales de TER el

medio de cultivo apical y basolateral se reemplazé por una solucién salina A
(NaCl 140 mM) y se obtuvieron lecturas de voltaje. La solucion salina de la
region apical se reemplazé por la solucién salina B (NaCl 70 mM y Manitol 135
mM para mantener la osmolaridad) y se midié el voltaje. La permeabilidad a
sodio y cloruro (PNa*/PCI") se calculd usando la ecuacion de Goldman-Hodgkin-

Katz y la ecuacion simplificada de Kimizuka-Koketsu®.

Tratamiento de células LLC-PK; con PDBu o hEGF. Una vez que las células
alcanzaron confluencia, se les substituyé el medio por medio Alfa-MEM libre de
suero por 24 h. A estas células se les traté con inhibidores de MAPK (50 uM
PD98059 para MEK1/2, 1 uyM SB202190 para p38 o 1 yM SP600125 para JNK)
o Estaurosporina (100 nM) y se incub6 por 1 h. Transcurrido ese tiempo se
afiadi6 hEGF (100 ng/mL) y se incubé por 3 h o PDBU (2 X 107 M) y se

incubaron por 30 min.

Fraccionamiento celular y Western blot. Las células confluentes tratadas y no
tratadas se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en 500 yL de amortiguador
A (Tris 20 mM, Dextrosa 0.25 M, EGTA 10 mM, EDTA 2 mM, pH 7.5), con
inhibidores de proteasas (Leupeptina 20 pg/mL e inhibidor de Tripsina 1 mg/mL)
y cocteles de inhibidores de fosfatasas | y Il (SIGMA). Las suspensiones se
sonicaron y se centrifugaron por a 39,000 rpm (156,553 x g), 30 min a 4°C. El

sobrenadante obtenido se colocd en un tubo nuevo y se marcé como fraccién
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citosdlica. El precipitado se resuspendié en 150 upL de amortiguador A

adicionado con 1% de Tritébn X-100 y se incubd por 1 h a 4°C con agitaciéon
suave. Posteriormente se centrifugd nuevamente a 39,000 rpm, 30 min a 4°C.
El sobrenadante se marcé como fracciéon soluble en Tritdn X-100 (fraccion
membranal). Para obtener la fraccion insoluble en Triton X-100 (o fraccion de
citoesqueleto) se resuspendid el precipitado en 150 yL de amortiguador de lisis
(NaCl 150 mM, Tris 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, IGEPAL 1%, SDS 0.1% y
Desoxicolato de Sodio 0.1%) con los mismos inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Se incub6 por 1 h a 4°C con agitacion suave y se centrifugd por a
39,000 rpm, 30 min a 4°C. Alicuotas equivalentes a 20 uyg de proteina de cada
fraccion se cuantificadas empleando el Kit de determinacion de proteina de Bio-
Rad, se cargaron en geles de SDS-PAGE al 12% y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 5% de leche libre de
grasas en TBS durante 1 h y se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos unidos se
detectaron con anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa, empleando
los reactivos ECL (Amersham, Arlington Heights, IL) como substrato para la

deteccion de la peroxidasa.

Imagenes de células vivas por  microscopia confocal e
inmunofluorescencia. Se sembraron 2.8 X 10° células LLC-PK; en placas para
fluorescencia (WPI) y se observaron en un microscopio confocal Olympus. Se

trataron las células con PDBU (2 X 107 M) capturando la imagen durante 15

33



i(i”; =
N4, V7 CIENCIA
o ; BIOMEDICA

minutos por espacios de 30 seg. Se empled el marcador de membrana FM464

(Invitrogen) para corroborar la localizacion de las proteinas. Para la
inmunofluorescencia las células LLC-PK; se sembraron en cubreobjetos tratados
con Histogrip (ZYMED). Una vez que alcanzaron el 80% de confluencia se
lavaron dos veces con PBS frio, se fijaron con metanol por 20 min a -20°C y se
permeabilizaron con PBS + Triton X-100 al 0.1% por 5 min a temperatura
ambiente. Se bloquearon con PBS + 1% BSA por 30 min a 4°C y se incubaron
toda la noche con el anticuerpo primario, se lavaron 3 veces con PBS e
incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a FITC, o Rodamina y se
lavaron nuevamente tres veces con PBS. Los cubreobjetos se montados en

portaobjetos con 5 pL de Antifade (Invitrogen) y se sellaron con barniz.

Deteccion de mRNA de las claudinas 2, 6, 7y 9 en las células LLC-PK;
transfectadas. Se extrajo RNA total de células LLC-PKi, AGS y MCF-7
transfectadas con Trizol, siguiendo las especificaciones del fabricante
(Invitrogen). A partir del RNA extraido se llevo a cabo el RT-PCR con el Kit
Single Step RT-PCR (Invitrogen) para las Claudinas 2, 6, 7 y 9 empleando los
iniciadores correspondientes. Se colocaron 10 uL de mezxla de reaccién, 0.5 yL
de Iniciador A 10 pM, 0.5 uL de IniciadorB 10 uM, 2.5 pL de RNA 0.1 ug/uL, 0.4
puLde RT/Taq, 6.1 yL de H,O por reaccion y se sintetizd el cDNA bajo las
siguientes condiciones: 55°C por 30 min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de: 94°C por
20 seg, 56.9°C (cldn6 y 7) 0 59.7°C (cldn9) por 30 seg, 72°C por 40 seg, y 7 min

a 72°C. El producto se resolvié en geles de agarosa al 1%.
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Ensayo de regeneracién de herida. 1 X 10° células AGS transfectadas con los

vectores para la sobreexpresion de las claudinas-2, -6, -7 y -9 y sin transfectar
se colocaron en placas de 6 pozos y se incubaron hasta alcanzar confluencia.
Una vez que alcanzaron la confluencia se realizé una herida con la punta de una
micropipeta y nuevamente se incubaron nuevamente para ver la regeneracion
celular en la zona afectada. Las imagenes del estado de la herida fse

capturaron al inicioy a las 2, 4, 6, 12, 24 y 36 h.

Ensayo de incorporacion de BrdU. Para detectar la velocidad de proliferacién
de las células se empled el kit Brdu Cell Proliferation (Calbiochem) y se siguio el
protocolo recomendado por el fabricante. Brevemente 100 pL de una
suspension de 1X10* células/mL de células AGS o MCF-7 se colocaron en
placas de 96 pozos y se incubaron por 4 h para permitir su adhesion. Después
de este tiempo se adicionaron 20 mL de la solucion de BrdU vy las placas se
incubaron por 24h a 37°C con 5% CO,. Transcurrido este tiempo las células se
fijaron y desnaturalizaron con 100 yL de la solucion desnaturalizante y se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Se adicionaron 100 uL por pozo
de anti-BrdU (1:100) y las placas se incubaron a temperatura ambiente por 1h.
Se lavd el exceso de anticuerpo y se adicionaron 100 uyL del anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa (1:1000) y se incubd por 30 min mas. Se

retird y lavo el exceso de anticuerpo, se revel6 y detectd la cantidad de BrdU
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incorporada midiendo a 490 nm. La velocidad de proliferacion de las células se

registré capturando imagenes de las células a diferentes tiempos.

Ensayo de migracion en Matrigel (BD). Antes de iniciar el trabajo con las
células, los insertos con Matrigel se rehidrataron adicionando 0.5 mL de medio
tibio e incubando por 2 h a 37°C y 5% CO,. Se adicionaron 750 yL de medio
con 5% de SFB a cada pozo de una placa de 24 pozos para servir como
quimioatrayente y se colocdé en cada pozo un inserto con Matrigel. En cada
inserto se sembraron 2.5 X 10* células AGS o MCF-7. La placa se incubo por
36 ha 37°C y 5% CO; para permitir la migracion de las células. Las células que
no migraron y el Matrigel se removieron tallando ligeramente con un hisopo. Las
células que migraron se detectaron en la membrana del inserto mediante la
tincion con azul de Toluidina al 1%. Se contaron las células presentes en cuatro
campos diferentes de cada una de las membranas empleadas.

Analisis estadistico. Todos los valores se expresan como promedio +
desviacién estandard (SD). Para evaluar si las diferencias observadas entre dos
grupos eran significativas se emple6 un analisis de T- de Student. Se consider6

como diferencia significativa si p<0.05.
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Resultados:

Como primera instancia, se caracterizaron las propiedades funcionales
que la sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 y 9 confieren a la linea celular
epitelial no transformada LLC-PK; y a las lineas celulares epiteliales
transformadas AGS y MCF-7.

La linea celular epitelial LLC-PK; ha sido empleada por varios grupos
para estudiar el funcionamiento y la regulacién de las UE, sin embargo, no se
tenia claro el perfil de expresion de las diferentes claudinas en esta linea celular.
De igual manera, el patron de expresion de las claudinas en las lineas celulares
AGS y MCF-7 no se encontraba disponible en la bibliografia. Por esta razén, se
caracterizd la expresion de estas proteinas, con diferentes anticuerpos
disponibles en el mercado.

a) Analisis de la expresion de claudinas en la linea celular LLC-PKj,

Se realizé un fraccionamiento celular para la deteccion de las diferentes
claudinas enddgenas presentes en las células LLC-PKy. De las 14 claudinas
probadas, se detectd la expresion de las claudinas 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 y 16 en

extractos totales de la linea celular LLC-PK4 (Figura 3).
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Figura 3. Perfil de expresion de las claudinas en la linea celular LLC-PKj.
El lado izquierdo de la figura muestra el analisis por WB de las fracciones
celulares obtenidas, marcadas como citosol, membrana y citoesqueleto. La
figura de la derecha muestra los resultados obtenidos de extractos totales.
Debido a que todas las claudinas tienen pesos moleculares similares, para la
deteccién de cada una se empled una membrana diferente. Se observa que las
células LLC-PK; expresan de manera endogena a las claudinas 1, 2, 3, 4 y 10
principalmente en la fraccibn asociada a membrana, también denominada
soluble en Triton X-100. La expresion de las claudinas 7, 14 y 16 también se

detectd en extractos totales de esta linea celular.
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b) Analisis de la expresion de las claudinas en las lineas celulares

transformadas AGS y MCF-7.
Varios reportes mencionan que las células AGS, por ser células
transformadas, no forman contactos celulares funcionales, aun cuando expresan

E819091 | as claudinas en esta linea celular no se encuentran

proteinas de U
localizadas en las regiones de contacto célula-célula, sino en el citosol. Por esta
razon se decidio determinar la expresion de las diferentes claudinas en extractos
celulares totales. De las 14 claudinas probadas, se detectd la expresion de las

claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10, aunque en menor cantidad en las células

MCF-7 que en las AGS (Figura 4).
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Figura 4. Perfil de expresion de las claudinas en células AGS y MCF-7. Se
muestra el analisis por WB de extractos totales de ambas lineas celulares.
Debido a que las células MCF-7 expresan a las claudinas en menor cantidad, se

cargo en el gel el doble de proteina (50 ug) para las células AGS (25 pg).
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Ambas lineas celulares expresan de manera endogena a las claudinas 1, 2, 3, 4,

5,6,7,9y 10.

c) Transfeccién de células LLC-PK;, AGS y MCF-7 con vectores para la
sobreexpresion de las claudinas 6, 7y 9 acopladas a GFP.

Se empleé el vector TOPO pcDNA3.1/NT-GFP como base para la
construir los plasmidos denominadas pcldn6GFP, pcldn7GFP y pcldn9GFP.
Estos plasmidos se transfectaron en las tres lineas celulares. Para poder
observar la funcion de compuerta conferida por las claudinas exégenas, éstas
deben localizarse en regiones de contacto celular. La adicion de la proteina GFP
en la region C-terminal de las claudinas podria afectar su localizacién
membranal, por esta razon se decidié afadir a la GFP en la region N-terminal.
Para analizar si la proteina GFP no afecta la integracion de las claudinas a la
membrana plasmatica, se observaron las células LLC-PK; transfectadas por

microscopia confocal (Figura 5).
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Figura 5. Las claudinas exdgenas se localizan en la membrana plasmatica
de las células LLC-PK;. De cada grupo de células transfectadas con los
diferentes vectores se muestran tres imagenes. En cada juego de imagenes se
muestra primero a la izquierda a la claudina sobreexpresada en verde. La
imagen de en medio muestra en rojo el marcador de membrana FM464. La
tercer imagen muestra la superposicion de ambas imagenes, el color amarillo

demuestra la localizacién en la membrana de las claudinas exogenas.
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De igual manera, se determind por microscopia confocal la localizacion de

las claudinas exdgenas en las lineas celulares AGS y MCF-7 (Figura 6). En este
caso, las claudinas 2, 6, 7 y 9 no se localizan en las regiones de contacto
celular, lo que sugiere la falta de funcionalidad de las UE y probablemente de

otras uniones celulares en estas células.

AGS-Cldn2 AGS-Cldn6 AGS-Cldn7 AGS-Cldn9 AGS-GFP

MCF-7-Cldn2 MCF-7-Cldn6 MCEF-7-Cldn7 MCF-7-Cldn9 MCF-7-GFP

Figura 6. Sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7y 9 en células AGS y MCF-
7. La linea celular AGS no forma UE funcionales, por lo que es incapaz de
integrar a las claudinas sobreexpresadas en la membrana plasmatica. Al igual
que las células AGS, la linea celular MCF-7 no localiza a las claudinas

sobreexpresadas en las regiones de contacto célula-célula.

La deteccion por RT-PCR de los niveles de mRNA de las diferentes

claudinas en las células transfectadas (Figuras 7 y 8) y el analisis por Western
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Blot de los extractos celulares totales (Figuras 9 y 10), demuestran la expresion

de estas proteinas en ambas lineas celulares. La deteccion por Western-Blot se
realizé utilizando anticuerpos dirigidos contra la proteina GFP (Figuras 9 y 10),

asi como contra cada una de las claudinas transfectadas (Figuras 11y 12).

AGS
AGS Cldn2
AGS GFP
AGS

AGS Cldnf
AGS GFP
AGS

AGS Cldn7
AGS GFP
AGS

AGS Cldng
AGS GFP

= — =]
cldnz cldng cldn? cldng

Figura 7. Deteccion de los niveles de mRNA de las claudinas
sobreexpresadas en las células AGS. Se realizé RT-PCR para verificar si las
lineas celulares presentan niveles elevados de mRNA de las claudinas
transfectadas. Se empledé el RNA total extraido de las células control sin
transfectar (AGS), de las celulas control transfectadas con el vector vacio (AGS
GFP) y de las células transfectadas con el vector especifico de cada claudina.

Se empled a la a-actina como control de carga.
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hCF-7

cikde2 ckhiG cii9

Figura 8. Deteccién de los niveles de mRNA de claudinas sobreexpresadas
en las células MCF-7. Se realizd6 RT-PCR para analizar si las lineas celulares
presentan niveles elevados de mRNA de las claudinas transfectadas. Se
empled el RNA total extraido de las células control sin transfectar (MCF-7), de
las celulas control transfectadas con el vector vacio (MCF-7 GFP) y de las
células transfectadas con el vector especifico de cada claudina. Se empled a la

a-actina como control de carga.
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Figura 9. Deteccion de las claudinas exogenas en las células AGS

mediante Western Blot usando anticuerpos contra la proteina GFP. A partir
de extractos totales se detectd una banda de alrededor de 50 KDa que
corresponde a las claudinas exogenas fusionadas a la proteina GFP. Las
células transfectadas con el vector vacio (AGS GFP) muestran solo a la banda
caracteristica de la proteina GFP de alrededor de los 25 KDa. Las células

control sin transfectar no presentan a esta proteina.
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Figura 10. Deteccion de las claudinas exdégenas en las células MCF-7
mediante Western Blot usando anticuerpos contra la proteina GFP. A partir
de extractos totales se detecté una banda de alrededor de 50 KDa que
corresponde a las claudinas exdgenas fusionadas a la proteina GFP. Las
células transfectadas con el vector vacio (MCF-7 GFP) muestran solo a la banda
caracteristica de la proteina GFP de alrededor de los 25 KDa. Las células

control sin transfectar no presentan a esta proteina.
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Figura 11. Western blot de las claudinas exdgenas en las células AGS. En
los extractos totales de las células transfectadas, se detecta una banda de
alrededor de 50 KDa que corresponde a las claudinas exégenas fusionadas a la
proteina GFP, asi como la banda de aproximadamente 25 KDa que corresponde
a las claudinas enddgenas. Las células transfectadas con el vector vacio (AGS
GFP) y las células control sin transfectar, muestran sélo a la banda caracteristica

de la claudina endégena analizada (de alrededor de los 25 KDa).
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25 KDa-
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Figura 12. Western blot de las claudinas exdgenas en las células MCF-7.
En los extractos totales de las células transfectadas, se detecta una banda de
alrededor de 50 KDa que corresponde a las claudinas exégenas fusionadas a la
proteina GFP, asi como la banda de aproximadamente 25 KDa que corresponde
a las claudinas endégenas. Las células transfectadas con el vector vacio (MCF-
7 GFP) y las células control sin transfectar, muestran sélo a la banda

caracteristica de la claudina endégena analizada (de alrededor de los 25 KDa).

I. FUNCIONALIDAD DE LAS CLAUDINAS 2,6, 7Y 9.

a. Funciéon de compuerta de las claudinas 2, 6, 7y 9 en las células LLC-PK;
Debido a que la propiedad de compuerta paracelular de los epitelios
depende de las claudinas, se espera que al modificar el patron de expresion de

estas proteinas esta propiedad se altere. Los cambios en la funcion de
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compuerta pueden ser cuantificados mediante la resistencia eléctrica

transepitelial (TER), el flujo paracelular (PCF) de moléculas no cargadas, como
el manitol, y la permeabilidad a iones. La sobreexpresiéon de la claudina 7 en la
linea celular LLC-PK4 indujo un incremento en la TER con respecto a las células
transfectadas con GFP (control), mientras que la sobreexpresion de las

claudinas 6 y 9 no produjo efecto alguno sobre la TER (Figura 13).

160
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" 100 - = - T
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GFP CLDNS6 CLDN? CLDN®
** P<0.01

Figura 13. Resistencia eléctrica transepitelial de células LLC-PK;
transfectadas con vectores de expresiéon para las distintas claudinas. La
sobreexpresion de la claudina 7 induce un incremento en la TER de las células
LLC-PK4, mientras que las claudinas 6 y 9 no tienen efecto alguno sobre esta

propiedad.
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El PCF de pequefias moléculas no cargadas, no se afectd por la sobreexpresion

de ninguna de las claudinas probadas (Figura 14).

3.0 1

(

2.0 ) T

pmol Mannitol/min cm?

0.0 T T T T
GFP CLDN& CLDN7 CLDN9

Figura 14. Flujo paracelular de **C-Manitol a través de células LLC-PK; que
sobreexpresan a distintas claudinas. La sobreexpresion de las claudinas no

provoco cambios en la permeabilidad al manitol.

La permeabilidad tanto a Na® como a CI" disminuyé al sobreexpresar a la
claudina 7 en las células LLC-PKj. La transfeccidn con las claudinas 2 y 6 indujo
una ligera disminucién en la permeabilidad al CI" y la sobreexpresion de claudina
9 no indujo modificacién alguna a la permeabilidad de las UE para estos iones
(Figura 15y 16). La sobreexpresion de estas claudinas no hizo que se perdiera

la selectividad caracteristica a aniones de la linea celular (Figura 17).
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Figura 15. Permeabilidad a CI" a través de células LLC-PK; transfectadas.
La sobreexpresion de las claudinas 6 y 7 produce una reduccion
estadisticamente significativa de la permeabilidad a CI. En cambio la
sobreexpresiéon de la claudina 9 no produce efecto alguno sobre la

permeabilidad a CI.
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Figura 16. Permeabilidad a Na® en células LLC-PK; transfectadas.
Unicamente la sobreexpresién de la claudina 7 indujo una disminucién en la

permeabilidad de Na".

PNa+/PCIl- de las Células LLC-PK,

Transfectadas
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Figura 17. Comparacion de la permeabilidad a Na® y CI" en células
transfectadas con distintas claudinas. La linea celular LLC-PK; es permeable
a aniones. La sobreexpresion de las claudinas 6, 7 0 9 en esta linea celular no

revierte esta caracteristica.
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Il. Papel biolégico de las claudinas 2, 6, 7y 9 en las células AGS

La funcién de barrera en las células AGS y MCF-7 se encuentra alterada,
lo que impide hacer mediciones de TER y PCF. Por ello se evalué la capacidad

de migracion, invasion y proliferacion de estas lineas celulares.

a. Efecto de la sobreexpresion de las claudinas en la proliferacion y
migracion de las células AGS. Mediante un ensayo de regeneracién de una
herida se observé que las células AGS que sobreexpresan a las claudinas 2, 6,
7 y 9 son capaces de poblar nuevamente la zona afectada en menor tiempo que
las células control, transfectadas con GFP solamente, y sin transfectar (Figura
18). Es importante resaltar que las células AGS que sobreexpresan a la claudina
9 inician el proceso de regeneracion de herida a las 12 h, en comparacion con
las 24 h que necesitan las células que sobreexpresan a la claudina 6. El proceso
de reparacion de la herida fue evidente para las células que sobreexpresan a las
claudinas 2 y 7 hasta las 36 h, mientras que las células control requieren de 48 h

para cerrar la herida.
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Figura 18. Migracion de las células AGS transfectadas con diferentes
claudinas. La velocidad de regeneracion de la herida en las células AGS que
sobreexpresan a las diferentes claudinas fue mayor que en las células control.
Las células transfectadas con claudina 9 migraron a mayor velocidad, y

regeneraron la herida completamente a las 36 h.
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La capacidad de invasion de las células se evalud en insertos cubiertos
de Matrigel. Esta es una matriz rica en factores de crecimiento, proteinas de
matriz extracelular, enzimas e inhibidores de la degradacion de la matriz
extracelular (Figura 19). La sobreexpresion de las claudinas 2, 7 y 9 incremento
significativamente la capacidad de migracion de las células AGS. Los resultados
cuantitativos de estos ensayos se muestran en la Figura 20. Se observa que las
células AGS transfectadas con la claudina 2 muestran un incremento de 4.4
veces en la invasion en comparacion con las células control. La sobreexpresion
de la claudina 7 en las células AGS incrementa 3.4 veces la capacidad de
invasion de estas células, mientras que la sobreexpresion de las claudinas 6y 9
incrementa solamente en 1.6 y 2 veces respectivamente esta capacidad de

invasion.

AGS-Cldn2 AGS-Cldn6 AGS-Cldn7 AGS-Cldn9 AGS-GFP AGS

Figura 19. Invasion de Matrigel por las células AGS que sobreexpresan
diferentes claudinas. La capacidad de invasion de las células que

sobreexpresan a las diferentes claudinas fue mayor que en las células control.
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Figura 20. Representacion grafica de la invasion de Matrigel por las
células AGS que sobreexpresan a las diferentes claudinas. La invasividad
de las células AGS que sobreexpresaban a la claudina 2 fue 4.4 veces mayor en
comparacion con las células control. Las células que sobreexpresan a la
claudina 6 muestran un menor incremento en la capacidad de invasion, pero

este efecto aun es significativo.

Debido a que en el proceso de regeneracidon de una herida esta
involucrada tanto la velocidad de proliferacion de las células como la capacidad

de migraciéon de las mismas, se evalud la proliferacion celular mediante la
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incorporacion de BrdU y se registrd el crecimiento de las mismas a partir de una

misma densidad celular (Figura 21). La sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7
y 9 incrementa la proliferacion de las células AGS. Este incremento se asocia
con el aumento en la capacidad de migracién e invasién de las células
transfectadas. Las células AGS que sobreexpresan a la claudina 2 muestran un
incremento de 24.9% en la proliferacion, mientras que las células AGS que
sobreexpresan a las claudinas 6, 7 y 9 incrementaron su velocidad de
proliferacion en un 9, 12.7 y 13.3% respectivamente. En todos los casos el

incremento en la proliferacion fue estadisticamente significativo (p < 0.01).
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Figura 21. Proliferacion de las células AGS transfectadas con las
diferentes claudinas. La sobreexpresion de las diferentes claudinas en las

células AGS incrementa la proliferacion de esta linea celular.

Los cambios en la capacidad de migracion e invasion de las células AGS
podria asociarse a cambios en la polimerizacién de los filamentos de actina, por
lo que se estudid por inmunofluorescencia la presencia de fibras de estrés en las
células AGS que sobreexpresan las diferentes claudinas (Figura 22). Las
células que sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9 forman una mayor
cantidad de fibras de estrés que las células control. La sobreexpresion de las
claudinas 6 y 9 indujo la formacion de pseudopodia y filipodia en las células

AGS.
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Figura 22. Polimerizacién de los filamentos de actina en las células AGS
gue sobreexpresan a las diferentes claudinas. Las imagenes obtenidas por
microscopia confocal muestran en rojo a los filamentos de actina. La
sobreexpresion de las claudinas 6 y 9 indujo la formaciéon de pseudopodia y

filipodia, indicadas con una flecha.

La activacion de pro-metaloproteinasas por las claudinas 1 y 5 ha sido
previamente descrita®® %892 Por ello pensamos que la sobreexpresion de estas
claudinas podria dar lugar a la activacion de metaloproteinasas (MMP), y en
consecuencia, al incremento en la capacidad de invasion de las células. Se

realiz6 un zimograma con gelatina para determinar si la sobreexpresién de las
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claudinas 2, 6, 7 o 9 afecta a los niveles de expression de Pro-MMP2 o Pro-

MMP9. La sobreexpresion de las claudinas 2, 6 y 9 incrementd

significativamente la expresién de Pro-MMP9 (Figura 23.)

AGS-Cldra
AGS-Cldmo
AGS-GFP

AlGS-Cldnz
AlGS-Cldny

Fro-MMP2

Fro-MMP2

MMP2

Figura 23. Zimograma de los sobrenadantes de las células AGS
transfectadas con las diferentes claudinas. Se incrementd la expresion de

Pro-MMP9 en las células AGS que sobreexpresan a las claudinas 2, 6 y 9.

b. Expresion y localizacion de ZO-1, ocludina y claudina-1 en células AGS
transfectadas. La sobreexpresion de ciertas proteinas de la UE afecta el nivel
de expresidn y localizacion de otras proteinas de este mismo complejo. Por ello
se evaluo el nivel de mRNA de la claudina 1 en las células transfectadas (Figura
24). La sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 y 9 indujo un aumento en el nivel

de expresion de mRNA de la claudina 1.
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Figura 24. RT-PCR para determinar la expresion de mRNA de la claudina 1
en las células AGS transfectadas con las diferentes claudinas. Se realiz6
RT-PCR para analizar si las células AGS transfectadas presentan niveles
elevados de mRNA de la claudina 1. Se empled el RNA total extraido de las
células control sin transfectar (AGS), de las celulas control transfectadas con el
vector vacio (AGS GFP) y de las células transfectadas con el vector especifico
de cada claudina. Se empledé a la a-actina como control de carga. La
sobreexpresion de todas las claudinas estudiadas incremento el nivel de mRNA

de la claudina 1 en las células AGS.

Se analizaron también los niveles de expresion de las proteinas claudina
1, ocludina y ZO-1 (Figura 25). La sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7y 9
indujo un claro aumento en la expresion de la claudina 1 y un ligero incremento
de ocludina. La sobreexpresion de las claudinas 2 y 6 incrementd

considerablemente la expresion de ZO-1.
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Figura 25. Analisis por Western Blot de la expresién de la claudina 1,
ocludina y ZO-1 en las células AGS que sobreexpresan a diferentes
claudinas. Con los extractos totales de las células transfectadas, se analizaron
los niveles de expresion de la claudina 1, ocludina, ZO-1 y como control de
carga se empleo a la a-actina. El nivel de expresion de la claudina 1 es mayor
en las células AGS transfectadas para la sobreexpresion de las claudinas en
estudio. El nivel de expresion de ocludina incrementa ligeramente, mientras que
la expresion de ZO-1 aumenté unicamente al sobreexpresar a las claudinas 2 y

6 en esta linea celular.

La localizacion subcelular de la claudina 1 se determiné por microscopia

confocal (Figura 26). Los niveles de expresion de esta proteina son mayores en
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las células transfectadas con las claudinas 2, 6, 7 y 9. Ademas se pierde la

localizacion nuclear de la claudina 1 observada en las células control.

AGS Cldn2 AGS Cldnb AGS Cldn7
AGS Cldn9 AGS GFP

Figura 26. Localizacion de la claudina 1 en las células AGS control y que
sobreexpresan alas claudinas 2, 6, 7y 9. Se realizé una inmunofluorescencia
para la deteccion de la claudina 1 en las células transfectadas (rojo). Se empled

DAPI para la tincidn nuclear (azul).

En las células que sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9, la
localizacion de ZO-1 se modifica al integrarse en mayor medida a la membrana
plasmatica que en las células control. Este efecto es mas evidente en las

células que sobreexpresan a las claudinas 7 y 9 (Figura 27).
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Figura 27. Localizacién de ZO-1 (rojo) en células AGS control y que
sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9 (verde). Mediante microscopia
confocal, se detectd la localizacién de la claudina transfectada acoplada a la
proteina verde fluorescente, como se muestra en el panel A (verde). Para la
deteccion de la proteina ZO-1 se realizd una inmunofluorescencia con
anticuerpo acoplado a rhodamina, panel B (rojo). La superposicion de ambos

canales se muestra en el panel C.
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El nivel de expresion de ocludina no se afecta por la sobreexpresion de

las distintas claudinas. Sin embargo, la sobreexpresion de la claudina 2 impide la

localizacion en la membrana de la ocludina (Figura 28).

CLD2

CLD6

CLD7

CLD9

GFP
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Figura 28. Localizacién de Ocludina (rojo) en las células AGS control y que

sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9 (verde). Mediante microscopia
confocal, se detectd la localizacién de la claudina transfectada acoplada a la
proteina verde fluorescente, como se muestra en el panel A (verde). Para la
deteccion de la ocludina se realiz6 una inmunofluorescencia con anticuerpo
acoplado a rhodamina, panel B (rojo). La superposicion de ambos canales se

muestra en el panel C.

lll. Funcién de las claudinas 2, 6, 7y 9 en las células MCF-7

a. Efecto de la sobreexpresion de las claudinas en la proliferacién e
invasion de las células MCF-7. En la linea celular MCF-7, el ensayo de
regeneracion de una herida no pudo llevarse a cabo, porque las células crecen
en acumulos, por ello se evalué unicamente la capacidad de proliferacion e
invasion de las células. Como se puede observar en la figura 29, la capacidad
de invasién de las células MCF-7 es mucho menor que la de las células AGS
(Figura 19). Los resultados obtenidos muestran una disminucion en la invasion
del Matrigel del 46% y 54%, en las células que sobreexpresan a las claudinas 2
y 6 respectivamente; y un aumento en la capacidad de invasion en un 75% y
164% para aquellas que sobreexpresan a las claudinas 7 y 9 respectivamente

(Figura 30).
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MCF-7-Cldn6 MCF-7-Cldn9

Figura 29. Invasion de Matrigel por las células MCF-7 transfectadas con
distintas claudinas. La capacidad de invasion de las células que

sobreexpresan a las claudinas 7 y 9 fue mayor que en las células control.
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Figura 30. Representacion grafica de la invasion del Matrigel por las
células MCF-7 que sobreexpresan a distintas claudinas. La invasividad de
las células MCF-7 que sobreexpresan a las claudinas 2 y 6 disminuyd, mientras
que la sobreexpresion de las claudinas 7 y 9 incrementdé la capacidad de

invasion. La disminucién en la capacidad de invasion no es estadisticamente

significativa.

La sobreexpresién de las claudinas 6, 7 y 9 incrementa la proliferacion de
las células MCF-7 en un 40, 25y 15% respectivamente (Figura 31). Este
incremento en la proliferacion se asocia con un aumento en la capacidad de
invasion en las células transfectadas con las claudinas 7 y 9. Las células MCF-7

que sobreexpresan a claudina 2 disminuyeron su capacidad de proliferacién en
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un 20% de manera estadisticamente significativa, lo que también correlaciona

con una disminucion en su capacidad invasiva.

1.0

1.4

1.2 ——

0.4

0.8
0.4

0.2

Incorporacion Relativa de BrdU en 24h

MCFTY GFP MCFT Cldni MCFT Cldné MCFT Cldn7 MCFT Cldnd

*p=0.05

Figura 31. Proliferacion de las células MCF-7 que sobreexpresan a las
diferentes claudinas. La sobreexpresion de las claudinas 6, 7 y 9 en las
células MCF-7 incrementé la proliferacion, mientras que la sobreexpresion de la

claudina 2 la disminuy®.

En seguida se determind mediante un zimograma con gelatina si la
sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 0 9 altera la expression de Pro-MMP2 o
Pro-MMP9 (Figura 32). La sobreexpresion de las diferentes claudinas en las

células MCF-7 tuvo un efecto inverso al observado con las células AGS. En este
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caso, disminuyeron los niveles de expresion de Pro-MMP2 y Pro-MMP9, siendo

esta disminucibn mas significativa para el caso de las células que

sobreexpresaban a las claudinas 7 y 9.
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Figura 32. Zimograma de sobrenadantes de células MCF-7 que
sobreexpresan a las distintas claudinas. La expression de Pro-MMP2 y Pro-
MMP9 disminuy6 en las células MCF-7 que sobreexpresaban a las claudinas 2,
6,7y09.

b. Expresiéon y localizacion de ZO-1, ocludina y claudina-1 en las células
MCF-7 transfectadas. Para determinar si los cambios en las propiedades de
migracion, invasion y proliferacion podian ser consecuencia de cambios en los
niveles de expresion de otras proteinas de la UE, se evalud el nivel de mRNA de
la claudina 1 en las células transfectadas (Figura 33). La sobreexpresion de las
claudinas 2, 6, 7 y 9 indujo una disminucion en el nivel de expresiéon de mRNA

de la claudina 1.
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Figura 33. RT-PCR para determinar la expresion de mRNA de Claudina 1
en las células MCF-7 transfectadas con las diferentes claudinas. Se realiz6
RT-PCR para analizar si las células MCF-7 transfectadas presentan niveles
elevados de mRNA de la claudina 1. Se empled el RNA total extraido de las
células control sin transfectar (MCF-7), de las celulas control transfectadas con
el vector vacio (MCF-7 GFP) y de las células transfectadas con el vector
especifico de cada claudina. Se empled6 a la a-actina como control de carga. La
sobreexpresion de todas las claudinas estudiadas disminuyo6 el nivel de mRNA

de la claudina 1 en las células MCF-7.

Se analizaron también los niveles de proteina de la claudina 1, ocludina y
Z0-1 (Figura 34). La sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 y 9 indujo una
disminucién en la expresién de claudina 1. La expresion de ocludina disminuyd
ligeramente en las células MCF-7 transfectadas con las claudinas 2 y 7. Los

niveles de ZO-1 no se modificaron.
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Figura 34. Analisis por Western Blot de la expresion de la Claudina 1,
Ocludina y ZO-1 en células MCF-7 que sobreexpresan a diferentes
claudinas. En los extractos totales de las células transfectadas, se analizaron
los niveles de expresion de la claudina 1, ocludina, ZO-1 y como control de
carga se empled a la a-actina. La expresion de la claudina 1 es menor en las
células MCF-7 transfectadas con las claudinas en estudio. El nivel de expresion
de ocludina disminuyd ligeramente, mientras que la expresion de ZO-1 no se

alterd en esta linea celular.

La localizacion subcelular de la claudina 1 se determind por analisis de
microscopia confocal (Figura 35). La localizacion nuclear de la claudina 1,
presente en las células control, se pierde en las células que sobreexpresan a las

diferentes claudinas.
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MCF7-Cldn2

MCF7-Cldn6

MCF7-Cldn7

MCF7-Cldn9

MCF7-GFP

Figura 35. Localizaciéon de la claudina 1 en células MCF-7 control y que
sobreexpresan alas claudinas 2, 6, 7y 9. Se realizé una inmunofluorescencia
para la deteccion de la claudina 1 en las células transfectadas (rojo). Se empled
DAPI para la tincidn nuclear (azul). El ultimo panel muestra la superposicion de
las imagenes obtenidas por ambos canales, donde se observa menor presencia
nuclear de la claudina 1 en las células que sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7

y 9 respectivamente.
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La localizacion de ZO-1 se modifica en las células que sobreexpresan a

las claudinas 2, 6, 7 y 9, mostrando una mayor integracion de la proteina a la

membrana plasmatica en las células que sobreexpresan a las claudinas 6 y 7
(Figura 36).

MCF7-Cldn2

MCF7-Cldn6 *

MCF7-Cldn7 *

MCF7-Cldn9

MCF7-GFP
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Figura 36. Localizacion de ZO-1 (rojo) en células MCF-7 control y que

sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7y 9. Se realizé una inmunofluorescencia
para la deteccion de la proteina ZO-1 en las células transfectadas (rojo). Se
empleé DAPI para la tincion nuclear (azul). El ultimo panel muestra la
superposicion de las imagenes obtenidas por ambos canales, donde se observa
mayor presencia en membrana plasmatica de ZO-1 en las células que

sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9 respectivamente.

Ni los niveles de expresion de ocludina ni su localizacion se afectan por la

sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 0 9 en células MCF-7 (Figura 37).
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MCF7-Cldn2

MCF7-Cldn6

MCF7-Cldn7

MCF7-Cldn9

MCF7-GFP

Figura 37. Localizacion de ocludina (rojo) en células MCF-7 control y que
sobreexpresan a las claudinas 2, 6, 7 y 9. Se realizé una inmunofluorescencia
para la deteccion de la ocludina en las células transfectadas (rojo). Se empled
DAPI para la tincidn nuclear (azul). El ultimo panel muestra la superposicion de
las imagenes obtenidas por ambos canales. No se muestran cambios en la
localizacion de la ocludina en las células que sobreexpresan a las claudinas 2, 6,

7 y 9 respectivamente.

77



CIENCIA
; BioMEDICA

Discusioén:

En los ultimos afios ha habido gran interés por el estudio de la funcion y
distribucién de las claudinas en los tejidos normales y transformados’>%*%°. E|
hecho de que los tejidos neoplasicos expresen diferentes patrones y cantidades
de claudinas con respecto a los tejidos normales y desde fases tempranas de
transformacion, hace a estas proteinas posibles marcadores en el diagndstico
y/o pronéstico de las neoplasias®’

La pérdida de la expresion de algunas claudinas y otras proteinas de las
UE en el cancer constituye un mecanismo de pérdida de la adhesién y por lo
tanto, un paso importante en la progresion del cancer para dar lugar a la
metastasis y la sobrevivencia de las células®’. En contraste, el aumento de la
expresion de otras claudinas, como las 3 y 4, resulta mas dificil de interpretar,
sobre todo al notar que este cambio produce un aumento en la invasividad,
motilidad y sobrevivencia celular, caracteristicas importantes de Ia
metastasis® %%,

En esta tesis encontramos que la sobreexpresion de la claudina 7 en la
linea celular LLC-PK; induce el aumento de la TER y la disminuciéon de la
permeabilidad a CI', en acuerdo con lo observado anteriormente®. La claudina 6
unicamente disminuye la permeabilidad a CI" y la claudina 9 no modifica las
propiedades de compuerta de esta linea celular. Esta observacién difiere de lo

reportado por Sas et. Al, que indica que la sobreexpresion tando de la claudina

6 como de la claudina 9 en la linea celular MDCK |l incrementa la TER vy
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disminuye la permeabilidad a CI"'%. Esta diferencia probablemente se debe a

que el patrén de expresion de las claudinas endégenas difiere de una linea
celular a otra.

En la tumorigénesis las células normales se transforman a células
altamente invasivas y proliferativas. Al respecto se ha observado que la
expresion de diversas claudinas cambia conforme se desarrolla la capacidad de

61,63,83,101

invasion y migracion de las células tumorales Asi por ejemplo, en el

cancer de ovario, la sobreexpresion de las claudinas 3 y 4 se relaciona con el
desarrollo de la capacidad de migracion de las células’®®?.

Nuestras observaciones muestran que en las células AGS la
sobreexpresion de las claudinas 2, 6, 7 y 9 incrementa la migracion celular,
siendo mayor el efecto con las claudinas 6y 9 .

En las células AGS, la sobreexpresion de la claudina 2, una proteina que
forma poros catidnicos paracelulares y esta presente en los epitelios laxos % y
de las claudinas 6, 7 y 9, que aumentan la TER y disminuyen el flujo paracelular

de aniones®1%

, incrementa la proliferacion y la migracién celular, lo que indica
que la selectividad ionica de la claudina en cuestion no es relevante para
promover estas Uultimas propiedades. Por otro lado, cabe resaltar que la
sobreexpresion de estas claudinas en las células MCF-7 tiene efectos distintos.
Asi, mentras que la sobreexpresion de las claudinas 2 y 6 disminuye la invasion

del Matrigel, la sobreexpresion de las claudinas 7 y 9 incrementa

significativamente la capacidad de invasion. Las diferencias observadas entre
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ambas lineas celulares pueden deberse en parte al patron de expresion de las

claudinas endégenas.

Nuestro resultado con la claudina 2 en las células AGS coincide con el de

Mima y colaboradores que demostraron que la sobreexpresién de esta claudina
en las células AGS incrementa la capacidad de invasién de esta linea
celular'%21%,
Aunque la claudina-1 es un potencial supresor tumoral en el
adenocarcinoma de pulmén y en células de adenocarcinoma gastrico'®*%,
varios reportes han mostrado que esta proteina activa a las metaloproteinasas vy,
en consecuencia, aumenta la capacidad de migracion y supervivencia celular'®®
"0 En las células AGS, la sobreexpresioén de las claudinas 2, 6, 7 y 9 se asocia
con la sobreexpresion de la claudina 1 enddégena, que se localiza principalmente
en el nucleo. En cambio, en las células MCF-7, la expression de la claudina 1
endogena se abatid incluso a nivel nuclear. Estas observaciones sugieren que
las células tratan compensar la sobreexpresion de unas claudinas modificando el
nivel de expresion de otras.

En esta tesis se demostrd también, que la localizacion, y no el nivel de
expresion, de otras proteinas de UE, como ZO-1, se modifica por la
sobreexpresion de las claudinas. Se sabe que los factores de transcripcidon
encargados de la regulacion de la expresion de ocludina y ZO-1 son diferentes

de aquellos que regulan la expresion de las claudinas'"'"

, aunque la misma via
de sefalizacién puede regular la expression de estas proteinas'’. ZO-1

interactua con la region C-terminal de las claudinas, por lo cual es posible que el
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incremento de las claudinas reclute una mayor cantidad de ZO-1 a la

membrana.
La reorganizacion del citoesqueleto de actina en las células AGS ocurre
por estimulos externos, tales como la infeccion con la toxina CagA de H.

M4M5  En esta tesis, dicha reorganizacion en las células AGS

pylori
transfectadas ocurriéo en ausencia de estimulo externo alguno. Los cambios en
el citoesqueleto incluyen la formacién de fibras de estrés, necesarias para la
migracion celular y de filipodia y pseudopodia cuando se sobreexpresaron a las
claudinas 6 y 9. Estos cambios pueden ser responsables del incremento en la

velocidad de migracién observada'®.

A la fecha no se ha reportado que las
claudinas puedan regular directamente al citoesqueleto de actina, pero podrian
hacerlo mediante su interaccion directa o indirecta con factores involucrados en
su regulacion, como proteinas G de la familia Rho, cofilina y el complejo Arp2/3.

La fosforilacion de los residuos de Ser-, Thr- o Tyr- en la region C-terminal
de las claudinas disminuye la asociacion de estas proteinas con proteinas de
anclaje, como ZO-1. Esto impide su integracion a los sitios de contacto celular y
altera la funcién de compuerta de la UE>'"".

Los ésteres de forbol, como el PDBu provocan la pérdida de la
funcionalidad de las UE'®. Esto se refleja en la caida de la TER y el aumento en
el flujo paracelular de moléculas no cargadas. Antes se pensaba que los

cambios en la funcién de las UE se debian a una disminucion en el nivel de

expresion de las moléculas que componen estos complejos. Sin embargo, el
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presente estudio demuestra que estos cambios se deben a cambios en la

localizacidn subcelular de éstas moléculas.

El tratamiento con PDBu ocasiona la pérdida de las claudina 6 y 7 de la
membrana plasmatica de las células LLC-PKy, e induce la integracion a la
membrana de la claudina 9. Este efecto se bloquea al inhibir a las vias de
ERK1/2 y JNK, y se potencia al inhibir a p38 y PKC. Se esperaba que la
inhibicion de PKC previa al tratamiento con ésteres de forbol bloqueara por
completo el efecto de estos compuestos ya que se acepta que la principal via de
accién de estos compuestos es mediante la activacion de PKC. Sin embargo, se
sabe que los ésteres de forbol pueden actuar directamente sobre las
tirosincinasas y otras vias de sefalizacion que son inhibidas por la

dexametasona''®12°

, por lo que estas vias podrian estar involucradas en la
regulacion de la localizacion subcelular de estas claudinas. También es
importante destacar que la estaurosporina, un inhibidor no competitivo de PKC
convencionales, nuevas vy atipicas y de PKA'?', puede en algunos casos tener
un efecto agonista y/o actuar sobre otras vias de sefalizacién, de PKC'?*'%,

El tratamiento con hEGF, cuya via de sefalizacion se encuentra
desregulada en una gran cantidad de tumores'®, induce la integracién de |la
claudina 6 a la membrana plasmatica, mientras que promueve la pérdida de las
claudinas 7 y 9 de la UE. La inhibicion de ERK1/2 previa al tratamiento con
hEGF permite que la claudina 6 se incorpore a membrana, lo que indica que

hEGF actua a través de otras vias, como puede ser la via de la PKC. En el caso

de la claudina 7, la inhibicion de ERK1/2 no revierte el efecto del hEGF, mientras
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que la inhibicion de JNK, p38 y PKC permite que la claudina 7 se integre

nuevamente a la membrana de las células LLC-PK;. La claudina 9 se remueve
de la membrana plasmatica por el tratamiento con hEGF, y este fendmeno se
revierte parcialmente por la inhibicion de la PKC. Este resultado nos
comprueba que la PKC se activa por el tratamiento con hEGF, y juega un papel
importante en la regulacién de las claudinas, pero también otras vias estan
involucradas en la regulacion de la localizacién de estas proteinas en la UE.
Estos resultados también nos demuestran que la via de MAPK esta involucrada
en la regulacién de estas proteinas'®.

Estudios realizados por otros grupos demuestran que el tratamiento de
las células caninas de rindn MDCK, con EGF produce la redistribucion de ZO-1
e integracion en regiones de contacto celular de las claudinas 1, 3 y 4*'. En las
células humanas de adenocarcinoma gastrico TMK-1, el mismo tratamiento
provocé la translocacion de ZO-1 y ocludina del citosol a regiones de contacto
celular,. Esta translocaciéon se bloquea al emplear inhibidores de PKC
convencionales y nuevas, como la calfostina C. El uso de G66976, un inhibidor
de PKC convencionales, o la bisindoliimaleimida |, que inhibe a PKC
convencionales, nuevas y atipicas, inhibié poco o nada la translocacion de estas
proteinas'®®. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente
estudio, ya que muestra que la PKC ejerce un efecto dual sobre la localizacién
de proteinas de la UE. Mientras que las PKC atipicas'?” eliminan a las claudinas
de la membrana, las PKC convencionales y nuevas promueven la integracion de

las claudinas a la UE.
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Conclusiones:

» Los efectos que la sobreexpresion de las diferentes claudinas ocasionan

sobre la funcion barrera de las células LLC-PK; pueden resumirse en la

siguiente Tabla 3.:

Tabla 3. Funcion de compuerta de las claudinas transfectadas en las células

LLC-PKj
Efecto sobre Efecto sobre
Claudina Efecto sobre Efecto sobre la y la y
la TER el PCF permeabilidad | permeabilidad
aNa" aCl
6 S.C. S.C. S. C. !
7 1 S.C. ! !
9 S.C. S.C. S.C. S.C.

}: Disminucion, 1: Aumento, S. C.: Sin cambios

« El efecto de la sobreexpresién de claudinas 2, 6, 7 y 9 en las células AGS

y MCF-7 se puede resumir en la Tabla 4.

Tabla 4. Papel biolégico de las claudinas en células transformadas

. , . . . . . Expresion
Claudina Células Proliferacion | Migracion Invasion de Cldn-1
> AGS t 1 1 1

MCEF-7 ! N.D. S. C. !
6 AGS S. C. S. C. S. C. 1
MCEF-7 1 N.D. 0 !
; AGS 1 1 1 1
MCEF-7 S. C. N.D. S. C. !
9 AGS t 1 1 t
MCF-7 1 N.D. 1 !

}: Disminucion, 1: Aumento, S. C.: Sin cambios, N.D.: No Determinado
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ANEXO 1.

REGULACION DE LA LOCALIZACION DE CLAUDINAS 2, 6, 7 Y 9 EN

CELULAS LLC-PK;.
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Figura 38. Efecto del tratamiento con ésteres de forbol sobre la resistencia
transepitelial de la linea celular LLC-PK; transfectada con la claudina 6. La
caida de la resistencia transepitelial observada por el tratamiento con PDBu es
un efecto observado desde tiempos cortos de exposicion a dicho compuesto.
Este fendmeno fue observado en con las diferentes claudinas sobreexpresadas

en esta linea celular.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con ésteres de forbol sobre el flujo
paracelular de **C-manitol. La pérdida de la funcionalidad de las UE por el
tratamiento con PDBu en las células LLC-PK; transfectadas con claudina 6, se
ve también reflejada en el aumento del flujo paracelular de '*C-manitol, por lo
que no solamente se pierde la capacidad de regular el flujo de iones, sino
también de moléculas no cargadas. Al igual que con la TER, este fendmeno se

repitié en las células que sobreexpresaban a claudina 7 y 9.
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Figura 40. Efecto de los inhibidores de MAPK sobre la resistencia
transepitelial de células LLC-PK; transfectadas tratadas con ésteres de
forbol. La inhibicion de la via de ERK1/2 (PD98059) mas no la de JNK
(SP600125) o p38 (SB202190) previa al tratamiento con PDBu, inhibe
parcialmente la disminucion de la resistencia transepitelial causada por este

ultimo.
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Figura 41. Efecto de la inhibicion de ERK1/2, previa al tratamiento con
ésteres de forbol, sobre el flujo paracelular de **C-manitol a través de las
células LLC-PK; transfectadas. Dado que la inhibicion de ERK1/2 por
PD98059 no tuvo ningun efecto sobre el flujo paracelular, a diferencia de la
resistencia transepitelial, se sugiere que la via de ERK1/2 podria estar
involucrada en la regulacion de la localizacién unicamente de algunas proteinas
de UE. Aun cuando el PD98059 es capaz de inhibir parcialmente el efecto del
PDBu sobre la resistencia transepitelial de estos cultivos celulares, esto no pudo
ser observado sobre el flujo de moléculas no cargadas, por lo que la via de
ERK1/2 podria estar involucrada en la regulacién de la localizacién unicamente

de algunas proteinas de UE.
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Figura 42. Participacion de las vias de MAPK y PKC en la redistribucion
subcelular de claudinas 6, 7y 9 en las células LLC-PK; transfectadas. El
tratamiento con PDBu afectdé de manera diferente a la localizacion subcelular de
claudina 6, 7 y 9. El uso de estaurosporina en las células transfectadas con

claudina 6 y 7 no inhibio el efecto causado por el PDBu.
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Efecto del hEGF sobre la TER de las células LLC-PK;
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Figura 43. Efecto del tratamiento con hEGF sobre la resistencia eléctrica
transepitelial de la linea celular LLC-PK;. ElI hEGF induce un aumento en la
resistencia transepitelial. Este fendmeno fue observado con las tres claudinas

sobreexpresadas en esta linea celular.
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Figura 44. Efecto del tratamiento con hEGF sobre el flujo paracelular de
Manitol en la linea celular LLC-PK;. El hEGF cierra las UE, disminuyendo el
flujo paracelular de manitol. Este fendbmeno fue observado con las tres

claudinas sobreexpresadas en esta linea celular.
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Figura 45.

Efecto del

. - 0

hEGF sobre la localizacion subcelular de las

claudinas 6, 7y 9 en las células LLC-PK; transfectadas. El tratamiento con

hEGF de las células transfectadas, mostré diferencias en la regulacion de la

integracion a membrana de cada una de las claudinas.
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Efecto del hEGF sobre la localizacién subcelular de proteinas

enddgenas de la UE. El tratamiento con hEGF de las células LLC-PK4, mostro

diferencias en la regulacién de la integracion a membrana de cada una de las

claudinas y otras proteinas de UE analizadas.
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Figura 47. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre el flujo
paracelular de manitol en células LLC-PK; transfectadas y tratadas con
hEGF. Se muestra el efecto del hEFG y los inhibidores de MAPK y PKC sobre
lascélulas LLC-PK1 que sobreexpresaban claudina 6 (negro), claudina 7 (gris

claro) y claudina 9 (gris obscuro).
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Figura 48. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre la localizacion
subcelular de las claudinas transfectadas en células LLC-PK; tratadas con
hEGF. Diferencias en la regulacién de las claudinas transfectadas en células

LLC-PK; por el efecto del hEGF.
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Figura 49. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC sobre la localizacion
subcelular de proteinas de UE enddgenas de células LLC-PK; tratadas con
hEGF. Diferencias en la regulacion de las proteinas de UE en células LLC-PKj

por el efecto del hEGF.
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ORIGINAL ARTICLE

Claudin-6, 7, or 9 Overexpression in the Human
Gastric Adenocarcinoma Cell Line AGS Increases Its
Invasiveness, Migration, and Proliferation Rate

Veronica Elizabeth Zavala-Zendejas,! Ana Cristina Torres-Martinez,! Berenice Salas-Morales,! Teresa Imelda Fortoul,2
Luis Felipe Montafio? and Erika Patricia Rendon-Huerta'

' Depto. Bioquimica y 2 Depto. Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM, México

ABSTRACT

Altered claudin expression is related to metastatic potential, poor prognosis, or tumor re-
currence. We analyzed if the overexpression of claudin-6, claudin-7, or claudin-9 in AGS cells
altered cell motility, invasiveness, or proliferation rate. Claudin-7, claudin-9, and claudin-6 en-
hanced their invasive potential by 3.4-fold, 1.6-fold, and 2.0-fold, respectively. Claudin-6 and
claudin-9 enhanced cell migration, while the proliferation rate of claudin-6-, claudin-7-, and
claudin-9-transfected cells increased by 12.7%, 9.0%, and 13.3%, respectively. Claudin-7 and
claudin-9 overexpression increased claudin-1 and zonula occludens-1 levels. In summary, in-
dividual increased expression of claudin-6, claudin-7, or claudin-9 is sufficient to enhance
tumorigenic properties of a gastric adenocarcinoma cell line.

INTRODUCTION

Tight junctions (TJs) are located in the apical end of the lat-
eral membrane surface and play an important role in epithelial
cell—cell adhesion, sealing the intercellular space between ad-
jacent cells and maintaining the cell polarity (1). TJs have a
barrier function, regulating the passage of ions, water, and var-
ious macromolecules through paracellular spaces and a fence
function, preventing the intermixing of molecules in the apical
membrane with those in the lateral membrane. TJs are dynamic
multimolecular complexes composed of integral membrane pro-
teins, such as claudins, occludin, adherent molecules, and plaque
proteins (2).

Claudins belong to a family of 24 members identified in mam-
mals and their expression is tissue-specific. Their C-terminal
regions are connected to the actin cytoskeleton through zonula
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occluden (ZO) proteins (3). Claudins are responsible for para-
cellular permeability and barrier selectivity in epithelia (3, 4).
Changes in claudin expression lead to loss of TJ structure and
function.

Abnormal expression of claudins has been reported in differ-
ent human epithelial cancers. Claudin-3 and claudin-4 are fre-
quently upregulated in ovarian, breast, prostate, cervix, gastric,
and pancreatic tumors (5-10), while claudin-2 is downregulated
in breast and prostate cancers (11). The claudin-7 upregulation
has been reported as an early event in gastric cancer and cervical
neoplasia (12, 13). Changes of claudin expression in tissues can
allow for the passage of nutrients and growth factors and pro-
mote cancer cell proliferation (14, 15). Similarly, altered claudin
expression in early and late stages of several cancers has been
related to increased invasiveness and metastatic potential and
poor prognosis or tumor recurrence (16—18). A modification in
the expression pattern of tissue-specific claudins may serve as a
marker and have a prognostic value in certain tumors. It has been
established that the loss of claudin-3, claudin-4, and claudin-18
is associated with poor survival in gastric carcinoma (19). Re-
gardless of all the above, the role of claudin modification in
cancer progression has not been fully elucidated (20-22).

We have detected that the expression of claudin-6, claudin-7,
or claudin-9 in human gastric adenocarcinomas has a role as a
prognostic marker of poor survival (23). To assess the role of
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claudins in gastric adenocarcinoma, we analyzed if the trans-
fected claudin-6, claudin-7, or claudin-9 in AGS cells promoted
changes in cell motility, invasion, and proliferation rate. Our
results showed that the proliferation rate, migration, invasive
potential, and expression of some endogenous TJ proteins, such
as occludin, zonula occludens-1 (ZO-1), and claudin-1, in trans-
fected AGS cells depended on the claudin overexpression.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and media

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fe-
tal bovine serum (FBS), L-glutamine, sodium pyruvate,
streptomycin—penicillin, and G418 were purchased from Gibco.
Trizol, Lipofectamine 2000, pcDNA3.1 NT-GFP, single-step
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR),
and primers were bought from Invitrogen. Antibodies against
claudin-1, claudin-2, claudin-7, occludin, ZO-1, green fluores-
cent protein (GFP), and HRP-conjugated secondary antibodies
were bought from Zymed; those against claudin-6 and claudin-9
were bought from Santa Cruz Biotechnology; and rhodamine-
labeled secondary antibodies were purchased from Abcam.
The actin antibody was kindly provided by Dr. José Manuel
Hernandez, CINVESTAYV, México. The SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate was obtained from Pierce Biotech-
nology. The 24-well matrigel-coated transwells were purchased
from BD Biosciences. The Bromodeoxyuridine (BrdU) prolif-
eration kit was purchased from Calbiochem.

Cell culture, plasmid construction, and
transfection

The human gastric adenocarcinoma cell line AGS was
maintained in DMEM supplemented with 5% FBS, 1%
streptomycin—penicillin solution, 1-mmol/L L-glutamine, in-
sulin, and sodium pyruvate solution at 37°C in a humid en-
vironment containing 5% CO;.

Full-length human claudin-2, claudin-6, claudin-7, and
claudin-9 cDNAs were RT-PCR amplified using the primers
shown in Table 1 and RNA from AGS cells. cDNAs were cloned
into the mammalian expression vector pcDNA3.1 NT-GFP. AGS
cells were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. Polyclonal stable
transfectants were selected and maintained in 400 pg/ml G-418
in DMEM culture media.

Reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted using Trizol according to the man-
ufacturer’s protocol. Samples (0.1-ug RNA) were reverse tran-
scribed with the single-step RT-PCR kit. The RT-PCR cycle
conditions were 30 min at 55°C, 2 min at 94°C, then 40 cycles
at 44°C for 20 s, 59°C for 30 s, 72°C for 40 s, and for 7 min at
72°C. Reaction products were resolved by electrophoresis. The

Table 1.  Primer Sequences

hACTIN forward
hACTIN reverse
hCLD1 forward
hCLD1 reverse
hCLD2 forward
hCLD2 reverse

5-TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG-3
5-GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3'
5-TGCCCACCTGCAAACTCTC-3
5-GCCTCTGTGTCACACGTAGTC-3
5-GAAGACGCTTCTACTGAGAG-3
5-CACGATCCAGTGGTAGTG-3

hCLD6 forward 5-CAGTGCAGCTCCTTCAACC-3
hCLD®6 reverse 5'-CTGTTGGGCACTGCCACTTC-3
hCLD7 forward 5-TTTCTGAGGGCGGAAATGGC-3
hCLD?7 reverse 5'-GGCATCTAGACACTCCCATAGC-3
hCLD9 forward 5-ATGGCTTCGACCGGCTTAG-3

hCLD9 reverse 5'-CAGGGCATCTGGTCATCAGG-3

actin cDNA was used as internal standard to normalize RNA
amounts.

Protein extraction and Western blot analysis

Cells were scrapped from the plates with lysis buffer (50-
mM Tris-HCI, pH 7.6, 150-mM NaCl, 0.1% SDS, 1% sodium
deoxycholate, phosphatase cocktail 1 and phosphatase cocktail
2 (SIGMA), 1-mg/ml trypsin inhibitor, 2-pg/ml leupeptin, and
2-pg/ml aprotinin). The cells were sonicated for 1 min. Pro-
tein concentration was determined with a Bio-Rad protein assay
kit (Bio-Rad Laboratories). For Western blot analysis 20 pg of
protein was resolved on SDS/PAGE and transferred to nitrocel-
lulose membranes (Bio-Rad). Membranes were blocked with
5% non-fat dry milk in tris-buffered saline (TBS) and incubated
with primary antibodies in Tween 20/TBS (TTBS) overnight at
4°C. Membranes were then washed with TTBS and incubated
with secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase.
Antibody binding was detected by chemiluminescence.

Cell migration assay (scratch-wound assay)

The transfected AGS cells were grown to confluence on 6-
well plates and wounded by scraping with a pipette tip. The cells
were incubated at 37°C in a humid environment with 5% CO,,
and wound closure was observed and photographed for 36 hr.
The experiment was performed twice and assayed in triplicate.

In vitro invasiveness assay (transwell invasion
assay)

The 24-well invasion chambers were prepared using ma-
trigel basement membrane matrix (Becton Dickinson Lab-
ware) following the manufacturer’s protocol. Cells were sus-
pended in DMEM and added to the upper chamber at 1 x 103
cells/transwell. The lower chamber was filled with 5% FBS
DMEM as a chemoattractant. After 24 hr of culture, the upper
surfaces of the transwells were wiped with cotton swabs, and
the inserts were stained with a 1% toluidine blue in 1% borax
solution. The invading cells were counted under a light micro-
scope in five fields per insert, and the mean for each chamber
was determined. The experiment was performed twice with each
sample in triplicate.

2 V. E. Zavala-Zendejas et al.
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Cell proliferation assay

The BrdU cell proliferation assay (Calbiochem) was em-
ployed according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 1
x 10* cells were seeded on a 96-well culture plate and allowed
to attach. BrdU label was added and incubated with cells for
24 hr at 37°C in a humid environment with 5% CO,. The cells
were fixed and denatured and mouse anti-BrdU antibody was
added and incubated for 1 hr at room temperature. Secondary
goat anti-mouse IgG HRP antibody was added and incubated
for 30 min at room temperature. HRP substrate was added and
after 15 min the reaction was stopped. Absorbance at 490 nm
was read in a plate spectrophotometer. Changes in the prolif-
eration rate were assessed considering mock cells proliferation
as 100%. Each experiment was performed twice with triplicate
samples.

Immunofluorescence microscopy

AGS cells were grown to confluence on coverslips and fixed
in ice-cold methanol for 10 min. The samples were perme-
abilized with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1%
Triton X-100 at room temperature for 5 min and blocked in PBS
with 1% bovine serum albumin (BSA) for 30 min. The samples
were then incubated with each primary antibody overnight at
4°C. After washing, the samples were incubated with the re-
spective secondary antibody conjugated with rhodamine. Im-
ages were captured on a confocal laser-scanning fluorescence
microscope Leica TCS SPS5 or an Olympus BX51 fluorescence
microscope that includes special software for image capture.

Statistical analysis

All values are expressed as the mean £ standard deviation
(SD). The Student’s -test analysis was used to evaluate dif-
ferences between the two groups. Differences were considered
significant for p <.05.

RESULTS

Claudin expression

We selected claudin-6, claudin-7, and claudin-9 on the basis
of our results and those of others that link gastric adenocarci-
noma progression and poor prognosis with these claudins (23).
Because of the recognized importance of claudin-2 in cancer
progression, we used claudin-2-transfected AGS cells as a pos-
itive control throughout the experiments. To facilitate claudin
detection we fused green fluorescent protein (GFP) with the
N-terminal of each claudin. Figure 1(a) shows the constitutive
presence of mRNA for the four claudins as well as the over-
expressed claudin mRNA in the AGS cell line. Figure 1(b)
confirms that all four claudins were translated in the transfected
AGS cells; the figure also demonstrates the integrity of the
claudin—GFP complex as determined with a specific anti-GFP
monoclonal antibody and with specific anti-claudin monoclonal
and polyclonal antibodies (Figure 1(c)).

Confocal microscopy showed that claudins could localize
to the cytosol (Figure 2(a)). To evaluate if cytosolic localiza-
tion was related to the employed cell line and not due to the
GFP-fused proteins, endogenous claudins were detected in non-
transfected AGS cells, and as observed in Figure 2(b), only
claudin-4 could be detected in the cell membrane, while en-
dogenous claudin-2 and claudin-7 were located in the cytosol.
Interestingly, claudin-1 was detected within the nucleus as well
as in the cytosol; the cytosolic expression of claudins is abnor-
mal and is representative of tumor cells (11). Cytosolic detection
was also observed for occludin and ZO-1. We found discontin-
uous distribution of ZO-1 in regions of cell-cell contacts, an
observation that corroborates the results of other authors that
indicate, AGS cells do not form adherens or TJs between adja-
cent cells (24-26). The control untransformed renal epithelial
LLC-PK; cells were also transfected with the same GFP-fused
proteins (Figure 2(c)) and claudins localized in cell membrane
regions, thus reinforcing the result obtained with the transfected
AGS cells.

Claudin overexpression increases cell
migration

The claudin-6 and claudin-9 overexpression increased the
motility of transfected AGS cells (Figure 3). Interestingly,
claudin-9-overexpressing cells initiated the repair process at 12
hr versus 24 hr in the claudin-6-overexpressing cells. Claudin-
2- and claudin-7-transfected cells showed a similar behavior,
but opposed to the other two claudins, the repair process was
evident after 36 hr. The nontransfected AGS cells needed 48 hr
to repair the wound.

Invasive potential of transfected AGS cells

Figure 4(a) illustrates how transfected AGS cells, dependent
on the overexpressed claudin, showed differences in their in-
vasive potential. The most invasive were claudin-2-transfected
AGS cells, followed by claudin-7-, claudin-9-, and finally
claudin-6-transfected AGS cells. The quantitative results of all
the experiments are shown in Figure 4(b). The claudin-2 over-
expression showed a 4.4-fold invasive increase compared with
mock cells; claudin-7 also showed a high invasive potential
(3.4-fold), but, interestingly, claudin-9 and claudin-6 were sig-
nificantly less efficient invading matrigel chambers (2- and 1.6-
fold, respectively).

AGS cell growth and claudin overexpression

The AGS-transfected cells showed an increase in the pro-
liferation rate. This increase was associated with the invasive
potential; the AGS cells overexpressing claudin-2 showed a
marked increase in cell growth, determined by BrdU incorpo-
ration, in comparison with claudin-7-, claudin-9-, and claudin-
6-overexpressing AGS cells (Figure 5). Claudin-2 overexpres-
sion increased cell proliferation by 24.9%, whereas claudin-
6, claudin-7, and claudin-9 increased cell proliferation by 9%,
12.7%, and 13.3% (p <.05), respectively.

Claudins Overexpression and Tumor Invasiveness 3
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Figure 1. Claudin-2, claudin-6, claudin-7, or claudin-9 overexpression in AGS cells. AGS cells stably transfected with claudin (cldn)-2, cldn-6,
cldn-7, cldn-9, and mock-transfectant control cells (Green fluorescent protein or GFP) were cultured. (a) Total RNA was obtained and RT-
PCR analysis for the specific claudin was performed. Whole cell extracts (20 g of protein) were resolved by SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose membranes. (b) Immunoblot analysis against GFP or (c) each claudin was performed.

Claudin overexpression and actin
reorganization

Changes in actin polymerization are shown in Figure 6.
More stress fibers were evident in claudin-2-, claudin-6-, and
claudin-9-overexpressing cells. Although claudin-7-transfected
cells showed less stress fibers, they were more evident than
mock cells. Interestingly, AGS cells overexpressing claudin-
6 and claudin-9 exhibited the formation of pseudopodia and
filopodia.

Effect of claudin overexpression on other TJ
proteins

The constitutive expression of claudin-1 was similarly en-
hanced in all claudin-transfected AGS cells. Figures 7 and 8
show increased mRNA and protein expression of claudin-1,
respectively, in all four transfected cells. The presence of a
double band could represent post-translational modifications of
claudin-1. The intensity of the double band was more intense
in claudin-9 than in claudin-6-overexpressing cells. Claudin-
1 nuclear localization, observed in mock and untransfected
cells, was lost in claudin-overexpressing cells (Figure 9). The
expression of occludin was slightly enhanced in all claudin-
overexpressing AGS cells in comparison with control cells. In-

terestingly, although ZO-1 protein expression was apparently
higher in claudin-2- and claudin-6-overexpressing cells, re-
sults of confocal microscopy showed an enhanced membrane-
associated expression of ZO-1 in the AGS cells overexpressing
claudin-9 and claudin-7 (Figure 10).

DISCUSSION

One of the main changes in cancer cells is the loss of cell-to-
cell adhesion, which is regulated to some extent by TJ proteins.
However, the role of TJ proteins, such as occludin, claudins,
junctional adhesion molecule, and others, has not been clarified.
Our aim was to determine if the overexpression of certain gastric
adenocarcinoma-related claudins in AGS cells had any effect on
events related to cancer progression, such as migration, invasive
potential, and proliferation rate. It has recently been recognized
that TJs are part of a multifunctional apparatus involved in gene
transcription, tumor suppression, and cell proliferation (1, 17,
27, 28).

Neoplastic tissues express a different claudin pattern com-
pared with the normal tissue, this change being considered as an
early event in tumorigenesis (12, 29). Tumorigenesis implies a
multistep process that drives the transformation of normal cells
into highly invasive and migrating cells. It has been shown that

4 V. E. Zavala-Zendejas et al.
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AGS-cldn-2 AGS-cldn-6 AGS-cldn-7 AGS-cldn-9 AGS-GFP

(a)

cldn-1 cldn-2 cldn-3 cldn-4

cldn-7 Occludin Z0-1
(b)

LLC-PK; cldn-2 LLC-PK, cldn-6

LLC-PK, cldn-7 LLC-PK; cldn-9
(c)

Figure 2. Overexpressed claudins in AGS cells are localized in the cytosol. (a) Confocal microscopy of transfected AGS cells overexpressing
claudin (cldn)-2, cldn-6, cldn-7, cldn-9, or Green fluorescent protein (GFP), respectively. (b) Immunofluorescence for endogenous cldn-1, cldn-2,
cldn-3, cldn-4, cldn-7, occludin, and ZO-1 (red) in nontransfected AGS cells, DAPI stain was added for nucleus detection (blue). (c) Membrane
localization of cldn-2, cldn-6, cldn-7, or cldn-9 (green) in LLC-PK; transfectants. Endogenous cldn-1 (red) can also be observed.

Claudins Overexpression and Tumor Invasiveness
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Figure 3. Claudin overexpression in AGS cells increases the cell migration rate. AGS cells stably transfected with claudin (cldn)-2, cldn-6,
cldn-7, cldn-9, or Green fluorescent protein (GFP) vectors were cultured in 6-well plates and a wound was made using a pipette tip. Cell
migration was observed after further culture.
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Figure 4. Invasiveness of AGS cells is enhanced by claudin overexpress

deviation (SD) (n = 3). *p <.05 as determined by the Student’s t-test.
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ion. AGS cells overexpressing claudin (cldn)-2, cldn-6, cldn-7, cldn-9,

or Green fluorescent protein (GFP) were cultured on matrigel-coated transwells for 24 hr, and invading cells were counted. (a) Image of a
representative counted field (20x). (b) Graphic representation of the numerical data obtained. Values are represented as the mean + standard

overexpression of some claudins can stimulate or inhibit the mi-
gration of colon cancer cells (22); an identical observation was
made in ovarian and oral squamous carcinomas (5, 27). Sev-
eral reports have shown alteration in the invasion and migration
activities of tumoral cells because of differential claudin expres-
sion (5, 30-32); however, the effect of claudin-6 and claudin-9
are still unknown.

We observed that AGS cells overexpressing claudin-6 and
claudin-9 significatively enhanced cell migration; claudin-2 and
claudin-7 also had an enhancing effect but it was lower than
the claudin-6- and claudin-9-overexpressing cells. The mech-
anism is still unknown; however, recent reports suggest that
increased proliferation and migration of tumor cells may be
the result of changes in ionic microenvironments in the api-
cal and lateral membranes, and altered distribution of ionic
channels or transporters, hence changing the intracellular pH
and cell proliferation (33). It was previously reported that
claudin-2 overexpression in AGS cells increased their inva-

sive potential, whereas the induction of claudin-4 expression
had an opposite effect (20, 21); while claudin localization was
not assessed, membrane expression of claudin-4 could be im-
portant for the decreased invasiveness. However, the mecha-
nisms that could explain how cytosolic claudins regulate cell
migration, invasiveness, and proliferation rate remain to be
elucidated.

The actin cytoskeleton reorganization is related to pseudopo-
dia and filopodia formation; in AGS cells, it is only observed
when external stimuli such as infection with CagA Helicobac-
ter pylori occurs (34, 35). Interestingly, in our AGS cells the
transfection of claudin-6 and claudin-9 induced the formation
of pseudopodia and filipodia. These structures could be respon-
sible for the increased migration observed in such cells (36).
While direct regulation of actin cytoskeleton has not been re-
ported, it could be possible that claudin overexpression is di-
rectly or indirectly altering the function or even the expression
of regulatory factors for actin polymerization, such as small G

Claudins Overexpression and Tumor Invasiveness 7
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Figure 5. Overexpression of claudins in AGS cells increases their proliferation rate. Transfected AGS cells overexpressing claudin (cldn)-2,
cldn-6, cldn-7, or cldn-9 and mock (GFP) cells were cultured on 96-well plates, and BrdU incorporation was assessed 24 hr after seeding to
assess the proliferation rate. The results are expressed relative to the control (GFP). Values are represented as the mean =+ standard deviation
(SD) (n = 3). p < .05 as determined by the Student’s t-test.

proteins of the Rho family, cofilin, and Arp2/3 complex. Further
studies are needed to corroborate this hypothesis.

It has been suggested that claudin-1 has a potential metastatic
suppressor function in lung adenocarcinoma (37) and a tumori-
genic role in gastric epithelial cells (38). However, several re-
ports have shown a role for claudin-1 in metastatic processes
through activation of metalloproteinases, increasing cell migra-

tion, enhancing survival, and reducing apoptotic rate (5, 17,
22, 39). It was interesting to observe that overexpression of
claudin-2, claudin-6, claudin-7, and claudin-9 was associated
with a uniform overexpression of endogenous claudin-1. This
observation suggests that there might be a claudin-1 expression
pathway that is commonly affected by any of the overexpressed
claudins. This might be related to the activation of different

AGS cldn-2 AGS cldn-6 AGS cldn-7

AGS cldn-9 AGS GFP

Figure 6. Claudin overexpression induces changes of actin polymerization in AGS cells. Fluorescence microscopy images of immunofluores-
cence for actin cytoskeleton detection in transfected AGS cells.
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Figure 7. Increased expression of claudin-1 in transfected AGS
cells. RT-PCR analysis of claudin (cldn)-1 in AGS cells overex-
pressing cldn-2, cldn-6, cldn-7, or cldn-9 and mock (GFP) or un-
transfected cells. Normalized RNA is observed with actin cDNA.

transcription factors or repressors, as it has been reported in
esophageal squamous cell carcinoma, colorectal cancer cells,
Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells, and mouse epithe-
lial cells (40-43). It was also interesting to observe that en-
dogenous claudin-1 expression was primarily localized in the
nucleus, while cytosolic localization was mainly observed in

AGS cldn-2
AGS cldn-6
AGS cldn-7
AGS cldn-9
AGS GFP
AGS

cldn-1

Occludin

Z0-1

a-actin

Figure 8. Transfected AGS cells increase the expression of other
TJ proteins. Claudin-1, occludin, and ZO-1 immunoblot analysis of
whole cell extracts from AGS cells overexpressing claudin (cldn)-2,
cldn-6, cldn-7, or cldn-9 and mock (GFP) or untransfected cells.

claudin-overexpressing cells. This could indicate that claudin-1
plays a regulatory role within the nucleus that could be involved
in the regulation of cell proliferation, migration, and invasive-
ness. It would be interesting to further pursue this possibility.

AGS cldn-6

AGS cldn-2

AGS cldn-9

Figure 9. Loss of claudin-1 nuclear localization in transfected AGS cells. Claudin-1 (red) detection by immunofluorescence in AGS cells
overexpressing claudin (cldn)-2, cldn-6, cldn-7, or cldn-9 and mock (GFP). DAPI stain was added for nucleus detection (blue).

AGS cldn-7

AGS GFP
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cldn-7
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GFP

Figure 10. ZO-1 localization in transfected AGS cells. (a) Confocal
microscopy of claudin-overexpressing AGS cells and immunofluo-
rescence stains against (b) ZO-1 and (c) merge.

We also found that the occludin expression was not severely
modified. The ZO-1 expression was apparently higher in
claudin-2- and claudin-6-overexpressing cells, whereas con-
focal microscopy results showed an enhanced membrane-
associated expression of ZO-1 in the AGS cells overexpressing
claudin-9 and claudin-7. It is well known that the transcrip-
tion factors regulating the occludin and ZO-1 expression are
different from those that regulate claudin expression (44, 45).
Nevertheless, it has been recently shown that the activation of
the oncogenic Raf-1 protein, which regulates occludin expres-
sion, confers an oncogenic phenotype in Pa-4 epithelial cells
(46). The inhibition of Raf-1 protein also regulates claudin ex-
pression (47). The enhanced ZO-1 expression could be related

to an alteration in the suppressor activity of JunD transcription
factor (44), induced by claudins.

In summary, our results emphasize the important role that
claudin-2, claudin-6, claudin-7, and claudin-9 have in tumori-
genic behavior of gastric adenocarcinomas, which so far have
been associated with poor prognosis (48, 49), as well as en-
hanced cell proliferation and invasion (20-22).
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Resumen

Las uniones estrechas (UE), localizadas en la region mas apical de las
células endoteliales y epiteliales, regulan la difusiébn paracelular de iones y
moléculas. La funcién de las UE se ve comprometida debido a cambios en la
expresion y/o localizacion de las claudinas, proteinas transmembranales cuya
funcion principal es regular la permeabilidad paracelular y mantener la polaridad
celular. Las UE tienen un papel muy importante en el mantenimiento de la
integridad célula-célula, por lo que las alteraciones en las claudinas influyen en la
pérdida de cohesion entre las células y puede favorecer los procesos de invasion y
metastasis en las células cancerosas. El presente trabajo describe las
caracteristicas estructurales y funcionales de las UE, los mecanismos que la

regulan y la participacion de las claudinas en procesos como el cancer.
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Alteracion de la integridad de las uniones estrechas en el
desarrollo del cancer. El papel de las claudinas

Verdnica E Zavala-Zendejas,* Erika P Eendién-Huerta®

RESUMEN

ABSTRACT

Las uniones estrechas (UE) restringen la difusién de solu-
tos por el espacio paracelular eonfiriendo la propiedad de ba-
rrera a los epitelios ¥ endotelios. La pérdida de la funcién
normal de las UE es un pasc importante en la progresiém
del cancer, va que == compromete la compartamentalizacion
ereada por los epitelios, modificando el microambiente de di-
chos tejidos. La funcidn de lag UK se encuentra comprome-
tida por cambios en la expresién v/o localizacion de las elau-
dinas, las proteinas transmembranales que constituven los
principales elementos estructurales de dichas uniones. Sin
embargo, las alteraciones en la expresién de las claudinas en
el cancer parecen influir en otros procesos importantes para
la progresion tumoral ¥ no sdlo en la modificacién de la ho-
meostasis en los tejidos. El presente trabajo da una 1dea ge-
neral del papel que juegan estas proteinas en algunas de las
etapas de dicha progresion, los mecanismos involucrados en
la regulacién de su expresion v localizacion ¥ su posible uso
para el diagnistico v terapia en diferentes tipos de cancer.

Tight junciions (TJ) are important elements of the cell
Junctional complexes that restrict solute diffusion along
the paracellular space conferring barrier properfics to epr-
thelia and endothelia. Loss of normal Td function is an
important step for cancer progression, since epithelial
compartmentfalization fa compromised and fizsue mi-
croenppirorment s modified. Changes n the expressiom
andfor [ocalization of the transmembrane protein: that
are the backbone of Td, the claudins, alter the funciion of
these Jjunctions. The abnormal expression of claudins n
several human cancers seem fo have an important role in
geveral steps of cancer progression and not only in the He-
sue homeostasiz disruption. The current work gives a ge-
reral idea of the role of these profeins in some sleps of hu-
mor progression, the mechanisms responsible for the
regulation of thewr expression and localization and therr
uze as promizing fargets for cancer diagnosis and therapy

Palabras elave: Uniones estrechas, claudinas, progresion
tumoral, cincer.

INTRODUCCION

El céncer es una de las enfermedades cronico-degene-
rativas que mas afecta a los seres humanos. Debido a
las diferencias que dan origen a cada tipo de cancer y
a la variacion de los pasos que dan lugar a las altera-
ciones celulares durante la transformacién progresi-

Key words: Tight junchens, claudins, tumor progression,
Cancer.

va de los tumores, es que el diagndstico y el trata-
miento de estos padecimientos es hasta la fecha un
reto para los investigadores en esta drea.
Aproximadamente el B0% de los tumores son de
origen epitelial, ¥ son precisamente los epitelios los
responsables de la compartamentalizacién de los flui-
dos ¥ del mantenimiento de la polaridad en los orga-
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