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RESUMEN



Resume,,

Durantela progresióntumoral,y en concretoen la carcinogénesisde piel de ratón, la

desapariciónde la moléculade adhesióncelularcadherinaE (CD-E) se ha relacionadocon

una mayorcapacidadinvasiva.Paraestudiarmás a fondo el papelde estamolécula,así

como la regulaciónde su expresión,hemos analizadoen esteestudio diferentes líneas

celularesrepresentativasde distintosestadiosde la progresióntumoral en la carcinogénesis

de piel de ratón.La transfecciónde un cDNA antisentidode CD-E en la líneacelular E24,

tumorogénicapero no metastásica,bloqueó la expresión de CD-E sin afectar a otras

moléculasrelacionadas.Los transfectantesanti-sentidoaumentaronsu capacidadinvasivaen

geles de colágenoy, de forma interesante,adquirieron capacidadmetastésicatras su

inyecciónintradénnicaen ratonesinmunodeprimidos.El análisis de la actividad de varias

proteasasde matriz extracelular mostró que las células que habían perdido la CD-E

presentabanuna actividadgelatinolíticaMMP-9 muy elevada.Esta relación inversa entre

CD-E y actividadMMP-9 se puso de manifiestoen otros sistemascelularesdentro del

modelo de la carcinogénesisde piel de ratón, sugiriendoque puede ser un mecanismo

general,porel quelaCD-Econtrolael comportamientoinvasivoy metastásico.

Por otra parte, para estudiarla regulación de la expresión de la CD-E en la

carcinogénesis,hemosanalizadola actividadtranscripcionalde la región5’ del gende CD-E

endiferenteslíneascelularesrepresentativasde los distintosestadiosde la progresióny con

nivelesvariablesde CD-E.Unaregióncomprendidaentre las posiciones-178/+92 respecto

del inicio de la transcripciónmostróactividadespecífica,siendo activa en líneascelulares

CD-E positivasy prácticamenteinactiva en líneasque no expresabanCD-E. Un análisis

detalladode estaregión, medianteestudiosde fooprinting iii vivo e iii vitro, análisis de

retardo en gel y ensayosde transfeccióntransitoria con distintas construccionesdel

promotorde CD-E silvestrey mutado,permitiódefinirdiversoselementosreguladoresde la

transcripciónde CD-E. Así, una región rica en GC, situadaen posición -58 a -32, con

capacidadde unir los factoresde transcripciónSPL y AP2 y unacajaCCAAT, en posición

-65, controlanpositivamentela transcripción;mientrasqueun elementopalindrómicoE-pal,

situadode -86a-75, lo hacenegativamente.Adicionalmente,seha identificadouna región

de unión a factoresEts,en posición-95,que controla de forma negativala transcripciónen

células que expresanCD-E, posiblemente por interacción con otros factores de

transcripción.Los resultadosobtenidossugierentambiénque el bloqueo de la transcripción

en las célulasCD-E negativasserealiza principalmentepor el fuerte efectorepresorque

ejerceel elementoE-pal. Por otraparte, la comparaciónde las regionespromotorasde los

genesde CD-E y cadherinaP,la otracadherinaclásicaexpresadaen queratinocitosde piel,

mostróque existenmecanismosreguladorescomunesqueactúanatravésde la caja CCAAT

y de la regiónricaenGC, asícomomecanismosadicionalesen la regulaciónde la expresión

del gen de CD-E. En conjunto, estos resultadossugierenla existenciade mecanismos

complejosde regulaciónde la expresiónde CD-E, alteradosdurantelaprogresióntumoral.
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Abstract

During tumor progression, specifically in mouse skin carcinogenesis,the

disappearanceof thecelí adhesionmoleculeE cadherin(E-CO) hasbeencorrelatedwith an

increasein theinvasivecapacity.To furtherunderstandthe role of this molecule,aswell as

theregulationof its expression,we haveanalysedin the presentstudy severalcelí lines

representativeof different stagesof tumor progressionin mouse skin carcinogenests.

Transfectionof an E-CO antisensecDNA in the tumorogeniebut non metastaticE24 celí

line, blockedE-CO expressionwithout affecting other relatedmolecules.Ihe anti-sense

transfectantsshowedan increasein invasivenessthroughcollagengels and, interestingly,

theybecamemetastaticafter intradermalinjection in immunosuppressedmice. The analysis

of the activity of severalextracellularmatrix proteinasesshowedthat celís that had lost E-

CD had an increasein MMP-9 gelatinaseactivity. This inversecorrelationbetweenE-CD

and MMP-9 activity was also evident in other ceil systemsbelonging to the mouseskin

carcinogenesismodel, suggestingthat it may be a general mechanismby which E-CO

controlsthe invasiveand metastatiebehaviour.

Ontheotherhand,to study theregulationof expressionof E-CO in carcinogenesis,

wehaveanalysedthe transcriptionalactivity of the 51 regionof the mouseE-CO gene in a

collection of celí lines representativeof different stagesof tumor progressionand with

variable levels of E-CO. An areacomprisedbetween-178/+92 positions, regarding the

transcriptionstartsite, showedspecificactivity being active in positive E-CD celí unesand

almostinactivein non expressingE-CD celí lines.A detailedanalysison this area,using iii

vivo and in vitro footprinting studies, gel shift analysisand transienttransfectionassays

with differentconstructsof wild type and mutatedE-CO promoter, allowed us to define

severalE-CD transcriptionregulatoryelements.Thus, a GC-rich region, locatedat -58 to

-32 position,with bindingcapacityfor SP1 and AP2 transeriptionfactors and a CCAAT

box, at -65 position, are positive control elementsof transcription;while a palindromic

element,E-pal, locatedat -86 to -75, is a negativecontrol element.In addition, an Ets-

binding sequence,at -95 position,actsasa negativecontrol elementof transeriptionin E-

CD expressingcdl lines,possiblyby interactingwith othertranscriptionfactors.Theresults

obtainedsofar let usalsoto suggestthat te lack of expressionin E-CO negativecelí lines

is mainly performedby thestrongrepressoreffectof theE-pal elementin thosecelís.On the

otherhand, comparisonbetweenpromoterregionsof the E-and P-cadherinmurine genes

(the two classicalcadherinsexpressedin sUnkeratinocytes)showedthat there are common

regulatorymechanismsthatactthroughtheCCAAT-box andtheGC- rich region,aswell as

additional mechanismsin E-CO generegulation.Takentogether,theseresults suggestthe

existenceof complexmechanismsofregulationofE-COexpression,impairedduring tumor

progression.
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Introducción

1- PROCESOS DE ADHESIÓN CELULAR.

Los organismosmulticelularesestáncompuestosde tipos celularesheterogéneosque

organizandistintospatronesduranteel desarrolloparaformar tejidos y órganos.Entre los

procesosmás importantesimplicadosen regularel establecimientoy mantenimientode esta

estructuratisularestánlos procesosde adhesióncélula-célulay célula-matrizextracelular,y

laexistenciade procesosde adhesiónselectiva.

Los receptoresde membranaimplicados en estos procesosse denominan en su

conjunto CAMs (del inglés Cdl Adhesion Molecules, moléculasde adhesióncelular) y

estructuralmenteson glicoproteinas transmembrana.Existen dos tipos de CAMs

funcionalmentediferentes:dependientesde calcio (cadherinas)e independientesde calcio

(inmunoglobulinas,integrinas,selectinasy sindecanos).Son las moléculasde adhesión

dependientesde calcio, las cadherinas,las que parecentener un papel fundamentalen la

adhesióncelular específicade tejido que ocurre durante el desarrollo embrionario en

vertebrados,esencialpara la correctaformación del organismo adulto. Las cadherinas

desempeñanademásun papelprimordialenel mantenimientode la estructuradel organismo

adulto, y seencuentranprácticamenteen todoslos tipos celularesde vertebrados(Takeichi,

1991).

Duranteel desarrollode estaTesis se ha estudiadoel papely regulación de las

cadherinasen un tipo tisular concreto: la epidermis, un epitelio compuestoestratificado,

dondeseexpresanvarios miembros de esta familia de moléculas. En la epidermis, las

cadherinasse localizanprincipalmenteen unionescelularesestructuradaslocalizadasen la

membranaplasmática.Por tanto, a continuaciónvamos a describir los tipos de uniones

celularesqueexistenen los tejidos epiteliales,asícomo la estructurade la epidermisde un

organismoadulto, parapasarposteriormenteal estudio másdetallado de la familia de las

cadherinas.

2- UNIONES CELULARES EN TEJIDOS EPITELIALES.

Los tejidos epiteliales se caractenzanpor una fuerte asociación de las células

individualesque lo componen,formandoláminas(los epitelios). A su vez, estascélulasse

unen a la matriz extracelularsubyacente,la lámina basal. En el mantenimientode la

estructurade estetejido, quetiene que soportarun fuerteestrésmecánico,jueganun papel

fundamentallas unionescelulares(célula-célulao célula-matriz),estructurasespecializadas

de lamembranaplasmáticaformadasentremembranasde célulasadyacenteso con la lámina

basal.
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Introducción

Enlos epiteliosexistentrestiposde unionescelulares,queaparecenrepresentadasen

la figura 1: uniones estrechas,unionesde anclaje y canales de comunicación o gap

junctions” (Alberts el al., 1994).En las unionesde anclajepuedeintervenirel citoesqueleto

de actina,en las unionesadherentes(célula-célula)y en los contactosfocales(célula-matriz),

o el citoesqueletode filamentos intermedios, en los desmosomas(célula-célula) y

hemidesmosomas(célula-matriz).

Mientrasque las unionesestrechasy las gap junctions tienen papelesfisiológicos

determinadosenel controlde la permeabilidadtransepitelialy la comunicaciónintercelular,el

restode unionescelularesdesempeñanun papelfundamentalen los procesosde adhesión

celular.En concreto,moléculasde la familia de las cadherinasparticipanen la formaciónde

las uniones adherentesy de los desmosomas.Las cadherinas, que son proteínas

transmembrana,se asociancon proteínasdel citoesqueletoa través de un conjunto de

proteínascitoplásmicasde anclaje, formando una placa’ citoplásmicaal interior de la

membranaplasmática(Cowin y Burke, 1996).

Las unionesadherentescontienencadherinas(comola cadherina-E,tambiénllamada

uvomorulina,en célulasepiteliales)que interaccionanen su dominio intracelular con unas

moléculascitoplásmicasllamadascateninas:a, ~3y ‘y catenina,esta última denominada

tambiénplakoglobina(Kemler, 1993). En algunos casosse ha encontradouna catenina

adicional, la fosfoproteinapl2O (Reynolds el al, 1994). Las cateninas se anclan al

citoesqueletode actina,queformaun anillo alreded¿rde las células.Existen otras proteínas

intracelularesquetambiénparticipanen la formaciónde estoscomplejoscomo vinculina, ci-

actinina,ezrina,radixinay moesina(Tsukitael al., 1992).

Los desmosomas,de formaanáloga,conectande modo puntual el citoesqueletode

filamentosintermedios(constituidoporcitoqueratinas)de célulasadyacentes.Las proteínas

transmembranason desmogleinasy desmocolinas(pertenecienteasa la familia de las

cadherinas),que interaccionancon las proteínaspuente intracelularesdesmoplaquinay

plakoglobina(Garrod,1993).

En células migratoriasembrionariasno se ha observadouna estructuraciónen

unionesde anclaje,apesarde ocurrir procesosde adhesióncelular selectiva.Se ha sugerido

queestosprocesosde adhesióncelular sin unionescelularesinician los procesosadhesivos

selectivos,que son posteriormenteorientadosy estabilizadospor la formación de uniones

celularesestructuradas.Así, se cree que la formación de uniones intercelularesen los

epiteliosesnecesariaparalograrla fuerzamecánicay parala polarizacióny orientaciónde las

células(Gumbiner,1996).En cualquiercaso,la formaciónde unionescelularesdebeserun

proceso flexible y altamenteregulado,para permitir fenómenoscomo, por ejemplo, la

regeneraciónde ciertos epitelios,donde debe existir migración celular sin pérdida de la

integridadtisular.
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3. LA PIEL Y LA EPIDERMIS.

La piel estáconstituidapor dos tipos de tejidos: uno epitelial, cuyascélulas tienen
origen ectodérmico, la epidermis, y un tejido conjuntivo subyacente, de células

mesodérmicasdenominadodermis, separadosporunafina láminabasal(Fig. 2). La lámina

basalestácompuestamayoritariamenteporcolágenotipo IV, laminina, nidogen/entactinay

proteoglicanos(Yurchencoy ORear1994).

La epidermisesun epitelio estratificadoqueratinizadocompuestoprincipalmentepor

célulasepitelialesdenominadasqueratinocitos,aunquetambiénestánpresentes,en pequeño

número,otros tiposcelularescomomelanocitos,célulasde Langerhans(tipo macrófagos)y

célulasde Merkel (asociadasaterminacionesnerviosas).Los queratinocitosseorganizanen

distinascapasdentrode la epidermis:capabasal,espinosa,granulosay córnea(Fig. 2). Las

célulasde lacapabasalsonlas queestánen contactocon la láminabasal,y las únicascélulas

con capacidadde proliferar, entrelas que se encuentranlas célulasprimordiales o células

“stem”. Por repetidasdivisiones de estas células stem se originan células hijas que

diferenciany migranhacia la superficie de la piel, hastasu desprendimiento,sufriendo

cambiosmorfológicosy bioquímicosqueen su conjuntorecibenel nombrede diferenciación

terminal(Fuchs,1990;Fuchsy Byrne, 1994).Entrelos cambiosbioquímicosquesufrenlos

queratinocitosdurantela diferenciaciónterminalseencuentrancambiosen la expresiónde

receptoresde adhesión,como las cadherinase integrinasy de proteínasestructuralescomo

las citoqueratinas.

Las célulasde la capabasalexpresanreceptoresde adhesióncomo la cadherinaE

(CD-E) y la cadherinaP (CD-P) (Nose y Takeichi, 1986; Shimoyama et al., 1989).
integrinasde la subfamilia13í (a513í,ct3Ill y a2131) y cx6P4 (Tennenbaumet al., 1992;

Watty Hertle, 1994)y queratinasK5 y K14 (LeubeelaL, 1988).A medidaque la célula va

diferenciandosepierdela expresiónde integrinas y de CD-P (restringidassólo a la capa

basal),manteniéndoselaexpresiónde CD-E en los estratosespinosoy granular(Hirai et al.,

1989b;Adamsy Watt, 1990, 1991). Asimismo, seproducencambiosen la expresiónde

citoqueratinas,de maneraque las célulasdel estratoespinosopierdenla expresiónde K5 y

K14 y expresanKl y K1O (Fuchs,1990; Fuchsy Byrne, 1994).En las capasexterioresdel

estratogranuloso,y en el estratocórneo, se expresaninvolucrina, loricrina y filagrina.

proteínascitoplásmicasquerefuerzanla membranaplasmáticay que sehan empleadocomo

marcadoresde diferenciaciónterminal(Nicholsonetal., 1991; Hickenbachetal., 1995). Los

cambiosmorfológicosque sufrenlos queratinocitosson el aplanamientode las células, la

pérdidadel núcleoy la formaciónde unaestructuracórneaqueinvadeel citoplasma,cambios

que ocurrenen las últimas etapasdel procesode diferenciación.Así, las célulasde la capa

córneasoncélulasmuertasreducidasa escamasrellenasde queratina.

Entre las uniones celulares que mantienenla morfología y las propiedadesde

elasticidady resitenciade la epidermis,los hemidesmosomasseencuentranexclusivamente
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en célulasde la capabasal,manteniendocontactocon la lámina basal, mientras que las

unionesadherentesy los desmosomasseencuentranen todas las capasde la epidermis,

aunqueéstosúltimos se localizan mayoritariamenteen la capaespinosa(Garrod, 1993;

Cowin y Burke, 1996).

4. LAS CADUERINAS.

4.1. Superfamilia de las cadherinas. Clasificación, características y estructura.

Las cadherinasconstituyenunasuperfamiliade glicoproteinastransmembranaque en

generalmedianadhesióncelularhomotípica(porinteracciónconotracadherinade igual tipo)

dependientede calcio, tanto en organismosvertebradoscomo invertebradosy en todos los

tejidossólidosdel organismo(Takeichi,1991, 1995).La primeracadherinafue identificada

en 1977 en ratón (Kemler el al., 1977) y se denominóuvomorulina. En los años 80 se

descubrieronmuchasotrasen diversasespeciescon anticuerposque bloqueabanla adhesión

celularenensayosde agregacióndependientesde calcio y quepertenecíanal grupoque se ha

denominadode cadherinasclásicas(Bertolotti et al., 1980; Yoshiday Takeichi, 1982; Hatta

el al., 1985; Nose y Takeichi, 1986; Nose el al., 1987). En los últimos años se han

identificado, por homología estructural y mediante técnicas de biología molecular,

numerososnuevosmiembros de la familia, para algunos de los cualesaún no se ha

demostradouna función en adhesióncelular, pudiendo incluso tener otras funciones

biológicas(Hoffmanny Balling, 1995;Thomsonetal., 1995;Tashiroa al., 1995; Franklin

y Sargent,1996; Lee, 1996;Sugimotoetal., 1996).

Todaslas cadherinasidentificadashastala fecha, con la excepciónde la cadherinaT

(ancladaa la membranapor fosfatidilinositol, Vestal y Ranscht, 1992) son proteínas

integralesde membranatipo 1 organizadasen unaregiónextracelular,unaregiónhidrofóbica

queatraviesala membranauna únicavez y un dominio citoplásmico.La región extracelular

contienedominiosrepetidosdenominadosEC, cadauno de los cualescontiene1-2 sitios de

untón a calcio. En generalla porción intracelular se andacon el citoesqueletoa través de

proteínascitoplásmicas(cateninas)(Gumbiner,1996).

Las cadherinassehan clasificado,segúncaracterísticasfuncionalesy homologíade

secuencia,en tres grandes subfamilias: protocadherinas,cadherinasdesmosomalesy

cadherinasclásicas(Marrsy Nelson,1996; Suzuki, 1996).Además,el proto-oncogenc-ret,

codificaparaunamoléculatipo cadherina,pero con función tirosinaquinasaen su dominio

citoplásmico(Scheider,1992; Iwamotoel al., 1993).

Las protocadherinaso cadherinastipo fat son una familia heterogéneade moléculas

identificadasenDrosophilapor primeravezcomo moléculasque controlabannegativamente

el crecimientodel epitelio de los discosimaginales,por lo que se les ha otorgadoun papel

comogenessupresoresde tumores(Mahoneycal., 1991; Sanoel al.,1993; Suzuki, 1996).
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Contienendominios EC en su porción extracelular,mientrasque la porción citoplásmica

carecede homologíacon los otros tipos de cadherinasy no seha encontradohastala fecha

interaccióncon proteínascitoplásmicas.

Las desmogleinasy desmocolinas,con secuenciasde homologíacon las cadherinas

clásicasen la regiónextracelular,constituyenla subfamiliade cadherinasdesmosomales,y

seencuentranlocalizadasen los desmosomas(Kochel al., 1990;Parkeret al., 1991; Buxton

elal., 1993).Cadauna de ellaspresentadiferentesisoformascon especificidadtisular y un

patrónde expresiónespecíficodentrode las distintascapasdela epidermis(Arnemannel al.,

1993; Legan el al., 1994). Las cadherinasdesmosomalesforman interaccionespor su

porción extracelular (Chitaev y Troyanovsky, 1997), mientras que por su dominio

citoplásmico interaccionancon la plakoglobina, al igual que las cadherinasclásicas

(Troyanovskya al., 1994;Kowalczyketal., 1994).
Las cadherinasclásicascomprendenunagranfamilia de genes(Kemler 1992),de los

que actualmenteseconocenmásde 40 miembrosentrelos que seencuentranlos primeros

miembros de la superfamilia identificados,cadherinasE, P y N (Kemler a al., 1977;

Takeichi 1977; Hyafil et al., 1981; I-Iatta el al., 1985; Peyrieraset al., 1985; Nose y

Takeichi, 1986;Schuhel al., 1986; Shirayoshiel al., 1986a;Nosea al., 1987; Ringwald cf

al., 1987).Presentanentresi unaalta homología:el dominio extracelularmuestraun 30-60%

de homologíade secuenciaentrelas diferentescadherinas,mientrasque la homologíadel

dominio citoplásmicopuedealcanzarel 90% dentrode las misma especiey hasta un 60%

entre cadherinasde mamíferosy Drosophila (Takeichi, 1988; Kemler, 1992; Oda ¿u al.,

1994a).Las cadherinasclásicasregulanla adhesióncélula-céluladependientede calcioen las

unionesadherentesy tambiénen lugaresdondeno existe una organizaciónultraestructural

(Bollerel al., 1985).

Sesintetizaninicialmentecomoprecursoreslargosque seprocesana formasmaduras

de 120-130KDa. El dominio extracelularde las cadherinasclásicasposeecinco dominios

EC, en los que aparecenmotivos repetidosformadospor 3-5 aminoácidos(Fig. 3). En

general,en el dominio ECl aparecela secuenciaaminoacidicaHAy que determina la

especificidaddeunión homotipica(Blaschukel al., 1990; Noseel al., 1990). En las zonas

limítrofes entrelos dominios EC sehan descritovarios dominiosde interaccióncon calcio

(Ringwaldet al., 1987; Kemler el al., 1989; Ozawa et al., 1990). La región extracelular

sufre N-glicosilaciónen varios sitios, en posición y número variable entre las distintas

cadherinas,pero, al menosen la CD-E, estasmodificacionesno parecenser indispenables

para su funcionalidad(Shirayoshiel al., 1986b).Cercadel dominio transmembranahay 4

cisteinas,enposicionesmuyconservadasentrelas distintascadherinas.
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Sitio de
proceSamiento 2+ 2+ 2+ 2+

proteolítico Ca Ca Ca Ca

4, h U U
N ECl EC2 ECS E04 ECS C CCC C

HAV
Péptido Región zonade inleraccion
señal zonadeinteracción transmentrana concateninas

homotípica

Hg. 3. Estructura consenso de las cadherinas clásicas. Por procesamientoproteolítico del
propéptidoseoriginala proteínamaduracompuestade un dominio transmembranadelimitadopor una región
extracelulary otra intracelular. La regiónextracelularcomprende5 regionesrepetidascon zonasde unión a
calcio y 4 cistefnasmuy conservadas.La región HAV, en el dominio ECL. intervieneen la interacción
homotipicaentrecadherinas.Lazonaintracelular,altamenteconservada,presentauna zonade 31 aminoácidos
deunión a cateninas.

Recientementesehadeterminadola estructuratridimensionaldel dominio ECl de las

cadherinasclásicasE y N por resonanciamagnéticanuclear(Overduin a’ al., 1995) y por

cristalografíade rayosX (Shapiroel al., 1995), respectivamente.A pesarde existir ciertas

discrepanciasentre ambos estudios, se apuntaa una organizaciónen dimeros de las

moléculasde cadherinas.Estudiosmás recientesde estructuracristalinamuestranque tres

iones calcio se incorporana la molécula de cadherinaentre los dominios ECl y EC2

obligandoa la moléculaa adquirirciertaestructuratridimensionalrígida(Nagaru al., 1996).

Enconjunto,secreequela regiónextracelularformadímerossencillosqueal unirsecon otro

dímeroen la membranade la célula adyacenteforma dimeros de adhesión,que podrían

asociarseen forma lineal, como una cremalleraque une dos membranasde células

adyacentes,o biencomooligómerosen formade cilindros (Pokuttael al., 1994).

4.2. Complejos cadherinas-catdniflaS.

El dominiointracelularde lascadherinasclásicas,a las que nos referiremosde ahora

en adelante,es indispensablepara su función adhesiva(Nagafuchi y Takeichi, 1988;

Kintner, 1992) y seandacon el citoesqueletode actinaa travésde proteínasintracelulares

llamadas cateninas,entre las que se encuentrana-catenina, j3-catenina y y-catenina

(plakoglobina)(Ozawael al., 1989;Kemler, 1993;Aberleel al., 1996).Además,la proteína

pl2O, queesun sustratode la tirosinaquinasasrc, seune al complejode las cadherinasy se

ha sugeridoquepuederepresentarotracatenina(Reynoldsel al., 1994).

Laa-cateninapresentahomologíade secuenciacon la vinculinae interaccionadirecta

o indirectamentea travésde «-actininacon el citoesqueletode actina (Rimm cf al., 1995:

Knudseneral., 1995).Sehandescritoal menosdos isoformasde ct-catenina:ciE-catenina,

específicade epitelios y aN-catenina,de tejido nervioso (Herrenknechtcf al., 1991;

Nagafuchiel al., 1991;Hiranoel al., 1992).
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La 13-cateninay la plakoglobinapertenecena la familia de proteínastipo armadillo,

por tenersecuenciasrepetidas(secuenciasarm) homólogasa las que existenen el gen de

polaridadsegmentalarmadillode Drosophila(Butz¿u al., 1992;Peifercf al., 1992).

Las cadherinas interaccionan,de forma independiente,con !3-catenina o con

plakoglobina,y éstasa su vez, interaccionancon la cx-catenina,que seune al citoesqueleto

de actina,por lo que existenal menosdos tipos de complejoscadherinas/cateninas(Butz y

Kemler, 1994;Hinck cfal., 1994)
Recientementese ha demostradoque las cateninastambiéninteraccionancon otras

proteínas citoplásmicas o transmembrana.Así, tanto plakoglobina como 3-catenina

interaccionancon la tirosinaquinasac-erbB2(Kanaicf al., 1995)y con laproteínasupresora

de tumores“AdematousPolyposisColi” (APC) (Suel al., 1993;Rubinfeldcf al., 1993). La

interacciónde j3-cateninao plakoglobinacon APC es excluyentede su interaccióncon la

cadherina,de forma que APC compite con la cadherinapor su unión a las cateninas

(Htilskenel al., 1994).Ademásseha descritoquela 13-cateninase asociacon el receptordel

factorde crecimientoepidénnico(EGF-R) (Hoschuetzkyel al., 1994)y con la proteínade

unionesestrechasZO-1 (Rajasekaranel al., 1996).

4.3. Importancia biológica de las cadherinasclásicas.

4.3.1. Papel morforregulador de las cadherinas.

Las cadherinasclásicas,ademásde regularel reconocimientofísico y la adhesión

entrecélulas, realizan funcionesespecializadasque les permitenactuar como moléculas

morforreguladorasdurantela embriogénesisy la diferenciación,haciendode ellas ínoléculas

indispensablesen el mantenimiento de la arquitecturatisular y de la homeostasisdel

organismoadulto (Takeichi, 1991; Cunningham,1995; Takeichi, 1995; Gumbiner, 1996;

Marrs y Nelson, 1996).

La participaciónde las cadherinasen la morfogénesisseplanteóinicialmentepor la

existencia de procesosde adhesión selectiva: fibroblastos transfectadoscon distintas

cadherinastendíana adherirsecon células que expresabanigual tipo de cadherina(Nose ¿u

al., 1988); y secomprobómedianteel uso de anticuerposbloqueantesde su función y el

análisisde los efectosen desarrolloo en cultivo de órganos(Takeichi, 1988; Hirai cf al.,

1989ay 198%).Recientementeseha mostrado,medianteel empleode célulasembrtonarias

stem,quecadherinasespecíficaspuedenestimularla formaciónde tejidosespecíficos(CD-E

epitelio y CD-N cartflagoy neuroepitelio),lo que apoyala idea de la participaciónde las

cadherinasen la histogénesis(Lameet al., 1996).

La función de las cadherinasen el mantenimiento de la estructuratisular y la

homeostasises particularmenteevidenteen el caso de los tejidos epiteliales. Las células

epitelialespresentanun alto gradode polarización,y la CD-E es la principal moléculaque
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controla la polaridad de las mismas,pudiendoinducir la redistribución de la Na+,K+~

ATPasaen las regiones de contacto célula-célula, mediadapor la reorganización del

citoesqueleto(McNeill eral., 1990; Marrseral., 1995).Así, el bloqueode la funciónde CD-

E iii viti-o con anticuerposespecíficosinduce la pérdida de la polaridad celular y de la

formaciónde unionesepiteliales(Imhof, et al., 1983; Behrens cf aL, 1985; Gumbiner,

1990).Porotro lado,laexpresiónde cadherinasenfibroblastos,origina una transformación

haciaun fenotipoepiteloide,con crecimientode las célulasen coloniasen vezde en células

aisladasy reorganizacióndelcitoesqueletode actina(Edelmancf al., 1987; Nagafuchi¿u al.,

1987).

Asimismo, la CD-E es necesariapara el control de la diferenciación de los

queratinocitosy parala organizacióncorrectade las distintascapascelularesde la epidermis,

como ponen de manifiesto experimentosen los que se altera la diferenciación de

queratinocitoso piel en cultivo porel usode anticuerposbloqueanteso dominantesnegativos

anti-cadherinas(Hirai cf al., 1989b; Wheelocky Jensen,1992; Hodivala y Watt, 1994;

Amagaieral., 1995;Zhu y Watt, 1996).

Porotro lado, el papel de las cadherinasen tejidos adultosseha podido comprobar

tambiénmedianteel empleode ratonestransgénicos,en los que se dirige la expresiónde

cadherinaso dominantesnegativosde cadherinasa ciertos tejidos (Dahí cf al., 1996;

Hermistony Gordon, 1995a, 1995b; Hermistonet al., 1996). Así, la sobreexpresiónde

CD-E enenterocitos,induceun descensoen el movimientoy proliferacióncelular,así como

la inducción de apoptosis (Hermiston cf al., 1996). Estos experimentossugieren la

existenciade un nexoentrelos procesosde adhesióncelular,señalizacióny apoptosis.

Las cadherinas,ademásde tenerun papelmorforreguladoren el organismoadulto,

desempeñanun papel morfogenéticofundamentalduranteel desarrollo embrionario. La

expresión de distintas cadherinasen poblacionesde células separadas,gracias a sus

propiedadesde adhesiónselectiva,hacequelas célulasdiscriminen entresí y que segreguen

en distintascapasduranteel desarrollo(Takeichi,1988; Takeichi, 1991;Hubereral., 1996a;

Takeichi,1995; Marrsy Nelson,1996).

Las cadherinastienen un patrón de expresión definido durante el desarrollo

embrionario,queapoyala ideade su papelcomo moléculasmorforreguladoras.En concreto,

la expresiónde CD-E (primeromaternay despuésembrionaria)se observaen todos los

estadiosdel embriónde ratón. En un principio, la CD-E aparecedispersapor la superficie

del oocito. En el estadiode 8-16células,cuandose producela compactacióny polarización

celularde los blastómeros,la CD-Esedistribuyey localizaen los contactoscelulares(Hyafil

cf al., 1980). Posteriormente,duranteel desarrollo,la CD-E se localiza principalmenteen

célulasepiteliales,de origenectoo endodérmico.El primertipo celular que esnegativo para

CD-E es el mesodermo,que se forma en el estadiode la gastrulación. Los derivados

mesodérmicospermanecennegativospara CD-E, pero éstase reexpresaen células que

sufrenprocesosde transiciónmesénquima-epitelio(Takeichi, 1988). La CD-E tambiénse
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expresaenel cerebroembrionariode ratón,en un conjunto de neuronassensorialesy en las

unionesadherentesautotípicasde las células de Schwann(Shimamuray Takeichi, 1992;

Fannon ci’ al., 1995; Rediesy Takeichi, 1996).

Experimentosde microinyecciónen Xenopusde mRNAs de formas truncadasde

cadherinasque actúancomo dominantesnegativos,y que perturbanla integridad de las

estructurasembrionariasconfirmanel papelde las cadherinasen la morfogénesis(Fujimori

etal., 1990; Kintner, 1992; revisadoen Hubercf al., 1996a).

Asimismo, recientementesehan realizadoexperimentosde pérdidade función de

cadherinas,con ratones‘knock-out” y con mutantesen Drosophila.

Los ratonesen los que seha eliminado el gen de la CD-E mediantetécnicasde

knock-out son letales embrionarios(Lame cf al., 1994; Riethmachercf al., 1995). Los

embrionesse desarrollan normalmentehastael estadiode 8 células, siendo capacesde

compactarseenel estadiode mórula,probablementeporla existenciade CO-E materna,pero

posteriormenteel embriónes incapaz de implantarsey de formar el blastocisto(primera

monocapaepitelial delembrión)correctamente.

En Drosophila, la cadherina-DE(gen shotgun)es la homólogaen vertebradosde la

CO-E. Mutantesnulos de la cadherina-DEno muestranen generaldefectosseverosen la

organizaciónepitelial, debidoa la existenciade cadherinamaterna.Sin embargo,sí se ve

alteradala formación de epitelios que requiere grandes remodelacionesmorfogenéticas

(comolos túbulosde Malpigio o los conductosde la tráquea).La ausenciatotal de expresión

de cadherina-DE,embrionariay materna,impidela formaciónde todoslos epitelios(Uemura

cfal., 1996;Tepassel al., 1996;Knusty Leptin, 1996).

4.3.2. Papel de las cadberinas en la señalización celular.
La variedadde funcionesen las que intervienen las cadherinashace pensarque

ademásde mediar adhesióncelular, tambiénpuedanparticipar en rutas de señalización

intracelular,que desencadenenlas respuestasfenotipicas.

La homologíade la 13-cateninay la plakoglobina con la proteína de polaridad

segmentalannadillo deDrosophila,que participa en la rutaseñalizaciónde Winglessdurante

laembriogénesis,hizo pensarque la ¡3-cateninapudieraparticiparen la ruta de señalización

de Wnt, homólogoaWinglessenorganismossuperiores.Wnt y suhomólogoWinglessson

proteínassecretadasque interaccionancon receptoresde membrana,iniciando una cascada

que desembocaen la generaciónde una respuesta,implicadaen la polaridadsegmentalen

Drosophilay en el patróndorso-ventralen Xenopus(Klingensmith y Nusse, 1994; Moon,

1993).

La ideade la participaciónde la ¡3-cateninaen estavía surgió porque la inyecciónen

oocitosde Xenopusde mRNA de j3-cateninaeracapazde inducirduplicacióndel ejeaxial, al

igual queocurríaconla inyecciónde algunosmiembrosde la familia Wnt (Funayamacf al..

1995). Investigacionesrecienteshan aportadonuevosdatos sobreel mecanismopor el cual
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la ¡3-cateninapodríaparticiparen estaruta. Se cree que la transmisiónde la señal Wnt,

mediantela inhibición de una quinasacitoplásmica,tiene como efecto un aumento de la

cantidadde f3-cateninalibre enel citoplasma(Peifer ef al., 1994; Yost cf al., 1996; Papkoff

ct al., 1996).Estudiosrecientesbasadosen la técnicadel doble híbrido han mostradoque la

3-cateninainteraccionacon el factorde transcripciónLEF-l (Behrenscf al., 1996; Hubercf

al., 1996b)del tipo HMG (Travis eral., 1991). Estudiosde sobreexpresiónen diferentes

sistemasindican que la unión de LEF-1 a 13-cateninaes suficiente para su translocación

nuclear,e igual sucedeparaXTCF-3, el homólogoen Xenopusde LEF-1 (Molenaarci’ al.,

1996).Asimismo,seha demostradola formaciónde un complejoternarioformadoporLEF-

1, j3-cateninay DNA conteniendola secuenciaconsensoparaLEF-l (Behrenscf al., 1996;

Hubercf al., 1996).Estosdatossugierenquela interacciónde 13-cateninacitoplásmicacon el

factorLEF-1 y sutranslocaciónalnúcleomodificalas propiedadestranscripcionalesde LEF-

1, originado la respuestaa la señal. En apoyo de este modelo estáel hecho de que la

sobreexpresiónde LEF-1 en embrionesde Xenopusprovocatambiénla duplicacióndel eje

embrionario(Behrenscf al., 1996;Hubercf al., 1996b; revisadoen Kúhl y Wedlich, 1997).

El papelquelas cadherinasdesempeñaríanen estemodelo seríael de secuestrara la

13-catenina,impidiéndola interaccionarcon el factor LEF-1 o TCF y realizar su función
señalizadora(Fagottocf al., 1996). Por otraparte,la función señalizadorade 3-cateninaes

modulada por APC, que interaccionacon ella y dirige su degradación proteolítica

(Munemitsucf al., 1995; Rubinfeld eral., 1996). En estesentido,es interesantemencionar

que recientementese ha encontradoactividad transcripcionalconstitutivadel complejo 3-
catenina/TCF-4en células de carcinomascolorrectalescon mutacionesen APC o en 3-
cateninaqueimpidensudegradación(Korineket al., 1997;Morin cf al., 1997).

4.3.3. Papel de las cadherinasen procesostumorales, invasión y metástasis.

Las cadherinas son moléculas imprescindibles para el mantenimiento de la

arquitectura epitelial de un tejido y, en condiciones normales, las células epiteliales
permanecenfuertementeunidasentresí graciasaestasmoléculas.Sin embargo,durante la

transformación tumoral la asociación intercelular se desorganiza, las células pierden

adhesividady puedensepararsefácilmenteunasde otras.Estehechofavorecela invasiónde

los tejidosquerodeanal tumor.

Experimentos iii viti-o, empleando diversos modelos experimentales,ponen de

manifiestoel papelanti-lnvas¡vode las cadherinas,especialmentede la CO-E. Así, la pérdida

de expresiónde CO-Eo el bloqueode su actividadfuncionalconfiere a las célulasepiteliales

unamayorcapacidadinvasiva,mientrasque la reexpresiónde la CO-E en célulastumorales

deficientesen estamoléculaescapazde inhibir su capacidadinvasiva(Behrenscf al., 1989;

Frixen cf al., 1991; Vleminckx ct al., 1991; Bussemakerscf al., 1992). Por otra parte, la

reexpresiónde CO-E en células tumoraleses capaz de revertir parcialmenteel fenotipo
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tumoralen algunostipos celulares(Navarroeral., 1991),mientrasque en otros puedehacer

disminuir su capacidadmetastásica(Mbalavieleer al., 1996). Por todos estosdatosse ha

sugeridoquelaCD-E puedeserun potencialgensupresorde tumores.

Análisis in vivo confirman que muchos carcinomas (tumores epiteliales) que

expresannivelesbajosde cadherinastiendenasermásinvasivos.En generalseobservattna

correlacióndirectaentrela presenciade CO-Ey el gradode diferenciacióndel tumor o línea

celular,e inversaentre la CO-E y las propiedadesinvasivasy metastásicas(Umbas er al.,

1992;Brabanter al., 1993; Gamalloci al., 1993; Pizarroer al., 1994; Umbas¿u al., 1994;

revisadoenTakeichi,1993 y enBirchmeiery Behrens,1994).

En muchascélulas tumorales,a pesarde existir altos niveles de cadherinas,la
funciónmediadaporellasesbaja,debidoa otras alteracionesque impiden su función como

mutacionesenlas cadherinas,observadoen carcinomasgástricos(Beckercf al., 1994; Oda

cf al., 1994b),de ovario (Risingeretal., 1994)y de mama(Berx a al., 1995a);deficiencias

en ct-catenina(Hirano a al., 1992; Breen eral., 1993; Shimoyamaer al., 1992; Watabe¿u

al., 1994; Ewingel al., 1995),en 3-catenina(Oyamacf al., 1994;Kawanishier al., 1995) o

en plakoglobina (Sommers ci al., 1994), o bien por modulaciones del complejo

cadherina/cateninasmediadapordeterminadosfactores(factoresde crecimiento,activación

de tirosina quinasas,etc).Así, productosde oncogenescomo src, ras, fos y met pueden

desestabilizarlas unionesintercelulares;srcy los receptoresde EGF y de HGF fosforilan a
la f3-cateninaen residuosde tirosina, lo que lleva a la disociación de los complejos

adherentes,modulandoasí las propiedadesadhesivasde las células(Matsuyoshicf al., 1992:

Reichmannci al., 1992;Behrenscf al., 1993; Hamaguchicf al., 1993; Shibamotoer al.,

1994). Esteúltimo tipo de regulaciónpuedeser transitorio en algunasetapasdel proceso

neoplásico,comoseha sugeridoduranteel procesode invasión(Takeichi,1993).

Por otro lado, se ha sugerido que los complejos adherentescadherina-cateninas

funcionalespuedencontrolarde forma negativala velocidadde crecimientocelular (Watabe

cf al., 1994; Zhu y Watt, 1996). Otro mecanismopropuestopor el que las cadherinas

podrían influir en el comportamientoinvasivo y metastásicode las células tumoraleses

controlandola actividadde proteasasde la matriz extracelular.Así, seha observadoque la

CO-E puedecontribuir a la localización del activadordel plasminógenotipo uroquinasa

(uPA) en los contactoscelulares(Jenseny Wheelock, 1992)y que el tratamientode células

de carcinomaque expresanCO-E con un anticuerpo bloqueanteanti-CD-E induce un

aumentoen la secrecciónde uPA al medio extracelularrelacionadocon un comportamiento

más invasivo (Frixen y Nagamine,1993). En estesentido, la transfecciónen una línea de

carcinomade colon con el cDNA de CO-E, ademásde disminuir su capacidadinvasiva,

indujo un descensoen la secreciónal medio extracelularde la metaloproteinasaMMP-2

(Miyaki eral., 1995).
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5. INVASIÓN Y METÁSTASIS: PAPEL DE PROTEASAS DE MATRIZ

EXTRACELULAR.

La metástasises la etapa de la progresión tumoral más amenazantepara la

supervivencia. Actualmente está bien establecido que el desarrollo tumoral y el

comportamientometastásicoestánbajo controlesgenéticosindependientes,aunquemuchas

vecesrelacionadosentre sí. La generaciónde la metástasises un procesocomplejo que

abarcadiferentesetapassecuenciales:invasiónlocal de las célulasdel tumor primario en el

tejido adyacente;accesoa la circulaciónsanguíneao linfática; extravasaciónen un órgano

distante; y colonización y proliferación de las células dicho órgano. El proceso de

invasividadlocal es,por tanto, indispensableparael desarrollode la metástasis,y según

Liottaconstabásicamentede tresetapas:alteraciónde procesosde adhesióncelular (pérdida

de adhesiónintercelular y adhesiónde las células tumorales a la membrana basal),

degradaciónde la membranabasaly migracióncelular(Liotta er al., 1983; Stetler-Stevenson

eral., 1993).

Así, la degradaciónde la membranabasal que rodea los epitelios y del tejido

conectivosubyacentees indispensableparala invasióny la metástasis,y es consecuenciade

lasactividadesproteolíticasde diversossistemasquedegradandiferentescomponentesde la

matrizextracelular.

Destacancuatrotipos de actividadesproteolíticasimplicadasen la degradaciónde la

matriz extracelular: serín-proteasas(plasmina y activadores del plasminógeno tipo

uroquinasa,uPA, y tisular, tPA), cisteinil-proteasas(catepsinasB, C, H y L), aspartil-

proteasas(catepsinaO) y metaloproteasasde matriz (MMPs). Los estudios de los últimos

añoshan puestode manifiestoque las serín-proteasas(uPA) y las MMPs desempeñanun

papel primordial en el procesode invasión en una gran variedadde carcinomas(Stetler-

Stevensoneral., 1993;Andreaseneral., 1997).

La mayoríadeestasproteasasqueparticipanen la degradaciónde la membranabasal

sesecretanen forma de precursoresinactivos (zimógenos),siendo activadosen el medio

extracelularpor diversosmecanismosque implican proteolisis. Además,la actividadde las

diferentesproteasasdependedel balanceentreellas y sus inhibidoresespecíficos(TIMPs y

serpinas).Por otro lado, la degradaciónde la MEC se realiza de forma focalizadaen las

zonasde invasióndebido,principalmente,a la existenciade receptoresde las proteasasen la

superficiecelular(Basbaumy Werb, 1996).

Las MMPs constituyenunaampliafamiliade endopeptidasasdependientesde zinc (o

calcio),con bajosnivelesde expresiónen tejidos adultos,pero cuyaexpresiónaumentaen

procesosnormales o patológicos de remodelaciónde tejidos (desarrollo embrionario,

reparaciónde tejidos,ciclo menstrual,inflamación,invasióntumoral y metástasis)(Kleiner y

Stetler-Stevenson,1993; Birkedal-Hansen, 1995). En función de sus características
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estructurales,localizacióncelular y especificidadde sustratosehan clasificado en cuatro

subfamilias,reflejadasen laTabla1.

Las MMPs forman generalmentecomplejosno covalentescon sus inhibidores, los

TIMPs (inhibidores tisularesde MMPs). Hasta la fechase han identificado 4 miembros

(TIMP-1, -2, -3 y -4). TJMP-1 y TIIMP-2 actúanespecíficamentesobre las colagenasas

MMP-9 (o gelatinasaE) y MMP-2 (o gelatinasaA), respectivamente(Stetler-Stevensonci

al., 1993).

Las MMPs sesecretanen forma inactivay seactivanen el entornoextracelularpor

proteolisis(Birkedal-Hansen,1995).Seha demostradoquela MMP-3 es capazde activar la

proMMP-9 itt viti-o (Ogataeral., 1992). En el caso de la MMP-2, la activaciónserealizaen

la membranaplasmáticaporinteraccióncon laproteasademembranaMT- 1 MMP, formando

un complejotemarioconTIMP-2 (Satoeral., 1994;Caocf al., 1995; Strongin e>’ al., 1995).

El uPA tambiénpuedeactuaractivandoavariaspro-MMPs (Mazzieri e>’ al., 1997). Por otra

parte,seha observadoque la integrinaav133 (receptorde vitronectina) puedeactuarcomo

receptory activarla MMP-2 en célulasde melanoma(Brookscf al., 1996).

La expresiónde MMPs estácontroladapor factoresque estimulan(IL- 1, TNF-cí,

TGF-cx, EGF, FGF y POGF) o inhiben (TGF-j3, IL-4, ácido retinoico, progesterona,
glucocorticoides,etc.) su transcripción(Stetler-Stevensoner al., 1993; Birkedal-Hansen,

1995). El ésterde forbol TPA tambiénpuede estimular la expresiónde varias MMPs,

probablementeporinduccióndel factorde transcripciónAP1 (jun y fos) que actuaríasobre

los sitios de unión que existen en los promotores de MMPs como colagenasaso

estromelisina(Gutman y Wasylyk, 1990; Matrisian, 1990; Pendascf al., 199?). La

EMMPRJN(ExtracelularMatrix MetaloproteinaseInductor’), tambiénllamadabasigina,es

una proteína transmembranade la familia de las moléculas de adhesión de las

inmunoglobulinasliberadapor lascélulastumoralesqueinducelaexpresiónde variasMMPs

en los fibroblastosdel estroma(Biswass e>’ al., 1995). La luz UV tambiénes un potente

inductorde laexpresiónde colagenasadela dermisitt vivo (Fishercf al., 1996).

El análisis de la expresión de diferentes metaloproteasasen una variedad de

carcinomasha mostradola existenciade una fuertecorrelaciónentrela sobreexpresiónde

algunosmiembrosy el carácterinvasivo los carcinomas(Bassetcf al., 1990; Sato ¿u al.,

1992; Freije et al., 1994; Canete-Solereral., 1994; Sato e>’ al., 1994; Witty cf al., 1994;

Okadae>’ al., 1996). Asimismo inhibidores sintéticosde MMPs bloqueanel crecimiento

tumoral en modelosanimales(Wang e>’ al., 1994; Watsone>’ al., 1995). Estosdatos,junto

conestudiosen modeloscelularesy experimentalesde lasMMPs y susinhibidores (DeClerk

e>’ al., 1992;Khokha,1994)apoyanfirmementesu papelactivoduranteel procesoinvastvo.

En concreto,la MMP-9 esproducidaporvarios tipos de célulastumorales(Wilhern

cl al., 1989;Juarezeral., 1991),relacionándoseniveleselevadosde MMP-9 con una mayor

capacidadmetastásica(Yamagataeral., 1988; Nakajimacf al., 1993; Bemhard¿u al.. 1994:
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Tabla1. Clasificaciónde las principalesMMPs y sustratosprioritariosquedegradan.

Nombre Sustratos

Colagenasas intersticiales

Colagenasa1 (MMP-l)

Colagenasa3 (MMP-13)

MMP-8

Estromelisinas
Estromelisina1 (MMP-3)

Estromelisina2 (MMP-1O)

Estromelisina3 (MMP-l 1)

Matrilisina (Pump-1,MMP-7)

Metaloelastasa(MMP- 12)

Gelatinasas/Colagenasas

Colagenasa1V-A (MMP-2)

ColagenasaIV-B (MMP-9)

MMPs ancladas a membrana

MT-l MMP (MMP-14)

MT-2 MMP (MMP-15)

MT-3 MMP (MMP-16)

MT-4 MMP (MMP-17)

Col 1, II, III, IV, FN

PG, FN, LN, EL, Col IV, V, IX, X

9

FN,

EL

LN, Col IV, PG

Col desnaturalizados,Col IV, V, VII, X, EL, FN

(MT-MMPs)
Progelatinasa

Todas las MMPs indicadas son secretadas,excepto el grupo de MT-MMPs, que son transmembrana.

Abreviaturas:Col, colágeno(s);I-X, tipo de colágeno;PO, proteoglicanos;FN, fibronectina; LN, larninina:

EL, elastina.

1V-A, colagenasa3

9
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MacOougalleral., 1995). Por otro lado, la transformación de fibroblastos embrionarios de

ratao de fibroblastosNIH3T3 con Ha-rasinducela secreciónde colagenasatipo IV (Garbisa

eral., 1987;Ballin el al., 1988;Bernharderal., 1994).

La MMP-9, apesarde expresarseen muchostipos celularesen cultivo, pareceestar

limitadaencondicionesnormalesesencialmentea célulasosteoclásticasduranteel desarrollo

de ratón(Reponene>’ al., 1994), mientrasque en el organismoadulto se ha encontradoen

células estromalesen el endometriohumano duranteciertas etapasdel ciclo menstmal

(Rodgersetal., 1994)y enneutrófilos,monocitosy macrófagos(Wilhem e>’ al., 1989).

El sistemauPA tambiénestáimplicado en la degradaciónde la matriz extracelulary

en los procesosde invasióntumoral. Los activadoresdel plasminógenotipo uroquinasa

(uPA) y tipo tisular (tPA) actúansobreel plasminógenoinactivo paraconvertirlo mediante

proteolisisen plasminaactiva. La plasminaes una proteasade amplia especificidadde

sustrato,queademásde participaren la trombolisis, escapazde degradarmuchasproteínas

de la matriz extracelular,como fibronectina,vitronectinay fibrina. Tambiénpuedecatalizar

la activaciónde formas zimógenasde varias MMPs (Mazzieri et al., 1997), que a su vez

degradanla membranabasal.Secreeque,mientrasqueel tPA participaprincipalmenteen la

trombolisis, el uPAjuegaun papelprincipal en degradaciónde la matrizextracelular,por lo

queel uPA ha sido más estudiadoen su relacióncon el cáncery la metástasis(revisadoen

Andreaseneral., 1997).

Muchossitemasmodelo itt vitro han aportadoevidenciassobreel papeldel uPA en

migración celular e invasión, así como evidencias de su papel causal en procesos

metastásicos.Estasevidenciasesperimentalesestánapoyadaspor el hechode queen muchos

cáncereshumanosde mal pronósticose han encontradoniveleselevadosde uPA, de su

inhibidor PAI-l y del receptorde uPA (Blasi, 1993; Andreaseneral., 1997; Scrnitt cf al.,

1997).

6. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN SISTEMAS

EPITELIALES. EL PROMOTOR DE CD-E.

6.1. Regulación de la expresión de CD-E.

El patrón de expresión espacialy temporal tan complejo de las cadherinas en el

organismo,hacenecesariala existenciade mecanismosreguladoresde la expresiónde las

mismas,tambiéncomplejosy precisos.Además,por su implicación en procesostumorales

esimportanteconocersusmecanismosde regulación.Hastael momento,tan solo seconoce

información fragmentariasobre tales mecanismos.En concreto,nos centraremosen el

estudiode los factoresque controlanla expresiónde la CD-E, ya que éstajuegaun papel

fundamentalen el desarrollo,con un patrónconcretode expresión,y estáalteradaen un gran

númerode carcinqmas.
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Son múltiples los factores que pueden alterar la expresión de los genes de

cadherinas,observándoseen ocasionesefectosdiferentessegúnel tipo celular analizado.

Varios oncogenespuedeninducir desdiferenciaciónepitelial inhibiendo la expresión de

CD-E. Así, células epiteliales transformadascon oncogenescomo i-as pierden la CD-E

(Behrenseral., 1989; Vleminckx eral., 1991). La sobreexpresiónprolongadadel oncogen

fosenunalíneaepitelial de mamainduceasimismosu desdiferenciaciónjuntocon pérdidade

CO-E y de otros marcadores epiteliales, a la vez que se adquieren marcadores

mesenquimales(Reichmanna al., 1992), mientras que la sobreexpresióndel receptor

tirosinaquinasac-erbB2 en células epitelialesde mama inhibe la transcripcióndel gen de

CO-E (OSonzay Taylor-PapadimitriOu,1994). Por otra parte, se ha descrito que la

expresióndel gen Elaen unalíneacelularde rabdomiosarcomahumanoinducemorfología

epiteloidey laexpresiónde marcadoresepitelialescomoCO-E(Frisch1994).

En algunos tipos celulares la expresión de CO-E puede estar controlada

hormonalmente.Así, el estradiolregulapositivamentelos niveles de CO-E en células de

granulosade rata(Blaschuky Farookhi, 1989), en el ovario de rata(MacCalmanet al.,

1994)y enunalíneahumanade próstata(Carrubaetal., 1995), mientrasque en célulasde

carcinomade endometriobiendiferenciadasreprimesu expresión(Fujimoto ¿u al., 1996).

Otros estudiossugierenque el receptorde EGF (Sorsehere>’ al., 1995), el ácido
retinoico(Anzanoeral., 1994),el ácidoy-linoleico (Jiangeral., 1995) y la proteinaTax del

virus de inmunodeficienciahumano tipo 1 (HTLV-1) (Kitajima e>’ al., 1996) regulan

positivamentela CO-E; mientrasque el HGF (Tannapfelei’ al., 1994) y el TPA (Fabre y

Garcíade Herreros,1993;Brabanteral., 1995)lo hacennegativamente.Porotro lado, en la

líneadecarcinomade mamaMCF-7 el tratamientocon AIvIPc aumentalos nivelesde CD-E

(Revillion et al., 1993),y en tirocitos en cultivo los nivelesde mRNA de CO-E aumentan

tras el tratamientocon TSH y forskolina, que actúanregulandopositivamentela vía del

AMPc (Brabanteral., 1995).

El estudiode las regionespromotorasde los genesde cadherinas,que se analizará

con másdetalleenel Apartado6.2, constituyeotro tipo de abordajeexperimentalpara la

caracterizaciónde factoresque controlan su expresión. Sin embargo,son los estudios

funcionalesitt vivo los que aportandatosmás informativossobreel control de la expresión

de las cadherinas,especialmenteen el desarrollo, aunquehasta ahora son escasoslos

trabajosde estetipo. Experimentosde ‘knock-out’ delgenWnt-l en ratón indican que en la

líneamediadorsaldel cerebrofetal,Wnt-l suprimela expresiónde CO-E, manteniendola de

ctN-catenina (Shimamuraet al., 1994). Por otro lado, en Di-osophila, el factor de

transcripciónde tipo dedode zinc Escargot,relacionadocon la familia de genes de snail.

inducela expresiónde DE-cadherinaal menosen un tipo de célulasque formaránla tráquea,

y probablementeen mástiposcelulares(Tanaka-Matakatsueral., 1996).
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6.2. Caracterizaciónde regionesreguladorasdel gen de CD-E.

El controlde la transcripcióndelgen de CD-E, tanto murino como humano,ha sido

objeto recientementede varios estudios que se han centrado principalmente en la

caracterizaciónde zonas reguladorassituadas en la región 5’ o en hurones del gen.

Previamentesehabíalocalizadoel gendeCO-Ede ratónen el extremodistal del cromosoma

8 (Eistetterer al., 1988), en una región sinténicaal cromosoma16q humano(16q.22.1),

dondesehabíalocalizadoel gen homólogohumano(Mansourie>’ al., 1988). Curiosamente

el gen de CD-P estálocalizado en el mismo cromosomaque el de la CD-E (l-Iatta ef al.,

1991; Bussemakerser al., 1994b), lo que podríasugerir que compartieranalgún tipo de

regulación.Los genesde CO-E de ratón (Ringwald er al., 1991), humano(Berx e>’ al.,

1995b) y de pollo (L-CAM) (Sorkin e>’ al., 1988) están organizadosen 16 exones,

distribuidosen una ampliaregión genónúca(másde 40 Kb en ratón y más de 100 Kb en

humano),con unaestructuraintrón/exónmuy conservadaentresi, y que no se corresponde

estrictamentecon dominiosestructuraleso funcionalesdefinidosde la proteína.En todos los

casosel segundointrón esmuchomayorqueel resto (al menos12 Kb en ratón y 65 Kb en

humano).

En 1991 aparecieronlos primerosestudiosde caracterizaciónde la región promotora

de CO-Ede ratón,realizadospor los gruposde Kemlery Birchmeier(Ringwalde>’ al., 1991;

Behrenseral., 1991).El promotorde CO-E de ratón carecede cajaTATA y en el sitio de

inicio de la transcripción,situado127 bp en dirección 5 respectodel sitio de inicio de la

traducción,seencuentrauna secuenciaconsensoiniciadora. Toda la región situadaen 5

respectoa la región transcritaesen generaluna.zonarica en GC, que asemejaa las islas

CpG,típicasde genes housekeeping’.Estudiosfuncionalescon distintosfragmentosde la

regiónpromotoradel gen de CO-E han mostradoque un fragmentoque incluye hasta la

posición-178 respectodel sitio de inicio de la transcripción(-178 a +92) poseeactividad

específicaepitelial,yaqueestefragmentoesactivo en célulasepitelialesque expresanCD-E,

perono lo esen célulasno epiteliales(fibroblastosy célulasde músculoliso) o en célulasde

carcinomapocodiferenciadoqueno expresanCD-E (Behrense>’ al., 1991). Estefragmento

delpromotorcontieneunaregiónricaenGC (posiciones-251-58), con sitios consensopara

SPl y AP2; unacajaCCAAT (en -65); y unasecuenciapalindrómicallamadaE-pal (-751-86)

de 12 bp flanqueadapordosrepeticionesinvertidasde 4 bp. Las posicionesde la región rica

en GCy de lacajaCCAAT sonsimilaresa las encontradasen otrospromotores(Ringwaldcf

al., 1991;Behrenseral., 1991).Estudiosinicialesde la región promotoradel gen de CD-E

humanoindican que éste tiene una estructurasimilar: carecede caja TATA, y poseeuna

regiónricaen GC, con un sitio de unión a SPI y una cajaCCAAT localizadaen la misma

posición(-65). El elementoE-pal seencuentrasolamenteconservadoen la mitad 3’ y es

capazde unir factoresnucleares(Bussemakerseral., 1994a).
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Estudiosmásprofundositt vitro e itt vivo sugierenque la caja CCAAT y los dos

sitios AP2 de la región ricaen GC actúanestimulandola transcripcióndel gen de CD-E de

ratón, mientras que el elementoE-pal activaría o reprimiría la transcripción,en células

epitelialeso mesenquimales,respectivamente(Hennig e>’ al., 1995; Hennig cf al., 1996).

Asimismo,sehapropuestolaexistenciade un elementoamplificador(enhancer)en el primer

intrón del gen de CO-E de ratón. Esteenhancerestimula la transcripcióny une facores

nuclearesde formaespecíficasolamenteen célulasepiteliales.Tiene una estructuramodular

con 3 elementos(El a Em), dos de los cualesunenAP2 (Hennig er al., 1996). Ademásse

hasugeridoquela transcripciónespecíficaepitelial puedeestarmediadapor la estructurade

lacromatina,yaquesehanencontradositios de hipersensibilidada DNAasaI, indicativos de

unaestructurarelajadade la cromatina,alrededordel gende CO-Eespecíficosde célulasque

expresandichamolécula(Hennigeral., 1995).

Adicionalmentesehansugeridootrossitios posiblesde regulaciónen el promotorde

CD-E de ratón, como sitios de unión al receptorde glucocorticoidesy de progesterona

(Ringwald er al., 1991) o sitios de unión a LEF-l, de regulación por el complejo 3-

cateninalLEF-1(Huberci al., 1996b).Sin embargo,la relevanciafuncionalde estossitios de

unión aúnestápor confirmar.

Por otro lado, también se ha propuestoque el estado de metilación endógeno

alrededorde la región 5’ del gen de CO-E puede ser un mecanismo de inactivación

transcripcional,yaque algunaslíneashumanasde carcinomasde distinto origen(gástrico,de

mama,de próstata,etc) que no expresanCO-E, presentanestaregión metiladade forma

endógenay el tratamientocon el agentedemetilante5-azacitidinaes capazde inducir, en

algunoscasos,la expresiónde CO-E(Yoshiurae>’ al., 1995; Graff er al., 1995; Ji e>’ al..

1997).

En cuantoa la regulacióndel gen de CD-E de pollo, L-CAM, se ha identificado el

promotory secuenciasenhancerqueaportanespecificidadtisular(Sorkin eral., 1993),y que

sonactivadospor los factoreshomeoboxHoxD9 y HNF-l (Goomere>’ al., 1994).

Existentambiénestudiosfuncionalesdel promotorde CO-P (Faraldoy Cano, 1993;

Hattay Takeichi, 1994; Faraldo e>’ al., 1997) que sugierenque puedehabermecanismos

comunesen la regulaciónde los dostiposcadherinasqueexpresanlos queratinocitos.

6.3. Regulación de la expresión epitelio-específica.

Existe una cuestión abiertasobre cuales son los mecanismosque controlan el

fenotipo epitelial y de si existe algún factor/es de transcripción “epiteliogénicos”, que

confierano mantenganel fenotipoepitelial, de forma similar a como ocurre en el músculo

esquelético,dondelos factoresde transcripciónmiogénicosMyo-O y myf-5 mantienentodo

un programade expresiónmuscular.
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En el casodel programade diferenciaciónepitelial, aún no se han encontradotales

factores,a pesarde los esfuerzosinvestigadores.El análisis de promotoresy de zonas

reguladorasde genes con expresiónrestringida en sistemasepiteliales,como genes de

citoqueratinaso de papilomavinishumano(HPV) 16 y 18 ha sido de gran ayuda en la

búsquedade factoresque puedanregularla expresiónepitelio-específica(Hoppe-Seylery

Butz, 1994; Byrne, 1997). Los factoresde transcripcióncomunesa estos promotores

tiendena serde tipo genérico,con predominio de API, AP2 y SPl. Aunquealgunosde

estos factores estánenriquecidosen tejidos epiteliales, tienen patrones de expresión

adicionalesen otros tipos de tejidos. Por tanto, la especificidadepitelial podría llevarse a

cabomediantela combinaciónfactoresde transcripciónno exclusivosde célulasepiteliales.

(Byrne, 1997;Daviesy Garrod,1997).Aún así,tambiénsehanencontradoalgunosfactores

de transcripciónepitelio-específicoso que contribuyena la especificidadepitelial, como

puedenser: KRF-1 (Mack y Laimins, 1991); los factorestipo dedosde zinc basonuclinay

EZF, expresadosen queratinocitos(Tsengy Green,1994; Garrett-Sinhae>’ al., 1996); las

proteínascon dominios Pou de unión a octámerosOct 11 (Skin la-i o Epoc-I) y Oct-6

(Andersenet al., 1993; Yukawa er al., 1993; Faus e>’ al., 1994); o el factor KSF,

recientementeidentificado,exclusivode epiteliosescamososestratificados(Nakagawaet al.,

1997),entreotros.

En el casode la CO-E,seha sugeridoque la especifidadepitelial vieneconferidaen

partepor el elementoE-pal, que contienedos cajasE (secuenciaconsensoCANNTG), de

unión a factorestipo hélice-lazo-hélicebásico(bHLH) (Hennig ci al., 1996). Max es una

proteínade tipo bHLH que puedehomodimerizaro asociarsecon miembrosde la familia

Myc o con las proteínasrelacionadasMad (Madí, 3 y 4) y Msxil. Tanto los complejos

Max/Myc como los complejosMax/Mad (o Max/Mxil) puedenunirsea las cajaE, pero los

primeros activan la transcripcióny promuevenla proliferación celular, mientras que los

segundospromuevenrepresióntranscripcional(Ryany Birnie, 1996).Seha encontradoque

en la epidermisexisteuna compartimentalizaciónde estos factorescon expresiónde c-Myc

en las capasbasales,Mad enestratossuprabasalesy Mxil en ambos(Hurlin ci al., 1995a;

Hurlin eral., 1995b;Gandarillasy Watt, 1995).Así, en las capasbasalesproliferantesde la

epidermis,predominaríanlos complejostranscripcionalmenteactivosc-Myc/Max, mientras

queen las capasdiferenciadaspredominaríanlos complejosMad/Max.

AP2 es un factor de transcripción inducible por ácido retinoico que contiene un

dominio de dimerizacióntipo hélice-tramo-hélice(HSH) y una región básicaadyacentede

unión a ONA ~Williamsy Tjian, 1991). Tambiénse ha otorgadoa AP2 un papel en la

expresión específicaepitelial, debido a su patrón de expresión durante el desarrollo

embrionario,principalmenteen piel y en derivadosde la crestaneural, y a que se han

encontradosecuenciasde unión a AP2 en muchospromotoresde genesexpresadosen la

epidermis(Leaskeral., 1991; Meiere>’ al., 1995).Sin embargo,ratonesmutantesnulos para
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el genAP2 no muestrananonnalidadesen la epidermis,sino que muerenprincipalmetepor

defectoscraneo-faciales(Zhangeí al., 1996;Schorleeral., 1996).

Por otro lado, tambiénsoninteresantesen estesentido los miembros de la familia

Ets.La familia Ets defactoresde transcripcióncomprendeun amplio númerode miembros.

todoselloscaracterizadospor la presenciade un dominio de unión a DNA, el dominio Ets.

que interaccionaespecíficamentecon secuenciasde DNA que contienenel trinucleótido

comúnGGA. Lassecuenciasde DNA flanqueantesa estenúcleocomúnson variablesy se

creequeayudanadeterminarel tipo de proteínaEts que seunirá(Wasylyk e>’ al., 1993). La

homologíaentrelos distintos miembroses muy bajafuera del dominio Ets, pudiéndose

establecergruposdefactoressimilaresdentrode la familia (Macleodci al., 1992).La familia

Ets estáimplicadaen la regulaciónde la expresióngénicaennumerososy variadosprocesos

biológicos (desarrolloembrionario, diferenciación,angiogénesis,control del ciclo celular,

etc),y lapérdidadelcontrolnormallos puedeconvertiren oncoproteinas.Sehanencontrado

sitiosdeunióna factoresEts queregulanlatranscripciónde numerosospromotoresde genes

(muchosde ellos específicosde tejidos epiteliales)y casi siempreactúanen asociacióncon

otros factoresde transcripción,generalmenteAPí (Wasylyk ci al., 1990; Wasylyk ct al.,

1993; Gumci al., 1996).

Ets-1 fué el primermiembro de la familia identificado. Su patrón de expresiónen

célulasmesodérmicasen elembriónde ratón y en tumoreshumanos,específicamenteen las

zonasde transición epitelio-mesénquimasugiereun papel para.estamoléculaen procesos

dinámicosde invasióny migración(Kola e>’ al., 1993; Wernert e>’ al., 1994). Recientemente

se ha detectado expresión de Ets-1 en células epiteliales del embrión de pollo

transitoriamente,en zonasde migración (migración de las células de la crestaneural y

dispersiónde las somitas en el esclerotomomesenquimal),lo que apoya su papel en

procesosmigratoriosy de transicionepitelio-mesénquima(Fafeurci aL, 1997).

ElAF es otro miembrode la familia recientementecaracterizadoque puede jugar

tambiénun papelimportanteen procesosinvasivos,ya que activala transcripciónde varias

MMPs y su transfeccióninduceen la líneano invasivaMCF-7 motilidad, invasididady un

aumentoen laexpresiónde la metaloproteasaMMP-9 (Kayaci al., 1996).

El grupode factoresPEA 3 estáformadoportresmiembrosde la familia Ets: PEA3.

ERM y ER8l.ERM esprácticamenteubicuoen ratóny humano,mientrasque los otros dos

miembrosmuestranun patrónmásrestringidode expresión(de Launoit e>’ al., 1997). En

concreto,en el ratónadulto, ER81 seexpresaprincipalmenteen cerebroy riñón (Monté cl

al., 1994); mientrasqueel factor PEA 3 de ratón seexpresaen fibroblastosy en algunas

célulasepitelialesencultivo, y enel ratón adulto la expresiónestárestringidaa epidídimisy

cerebro(Xin eí al., 1992). Es interesantedestacarque, a pesarde ser negativoen epitelio

normalde mama,PEA 3 se ha encontradosobreexpresadoen adenocarcinomasde mama

inducidosen ratonestransgénicosparael oncogénneu/c-erbB-2,asícomo en algunaslíneas

decarcinomade mamahumanasy de ratón(Trimble cf al., 1993; Baerte>’ al., 1997).
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Por último, recientementese ha aisladoy caracterizadoun nuevo miembro de la

familia especificode células epiteliales:ESE-1 (Oettgene>’ al., 1997). ESE-l contieneel

dominio Ets de unión a DNA y ademásun dominio de tipo ‘gancho AlT’, encontradoen

proteínasde la familiaHMG y en otros factoresnucleares(Reevesy Nissen, 1990). ESE-l

esel primerfactorde lafamiliaEts expresadoexclusivamenteen célulasepiteliales.Además

ESE-1 se inducedurantela diferenciaciónterminal que sufrenlos queratinocitosen cultivo

cuandoseaumentala concentraciónde calcio (Oettgene>’ al., 1997).

Sin embargo,la realidadde no haberseencontradohastala fecha ningún factor

epiteliogénicoclaro,junto con el hechode que las primerascélulas del embriónson en st

epiteliales,originandolos demástipos celularespor segregacióny diferenciacióna partir de

ellas,hahechosurgirla hipótesis,mantenidaporFrisch (1997)de que el estadoepitelial es

el estado‘por defecto’, y de que, por tanto, no hacefalta ningún factor especifico que

mantengaestefenotipo. Sin embargoestaes una hipótesistentadoraque tendrá que ser

comprobada.

7. EL MODELO DE CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.

El modelo experimetalde la carcinogénesisquímicade piel de ratón ha constituido un

paradigmaparaestablecerlas basesbiológicasde la naturalezamultisecuencialdel cáncer.Este

modelosebasaen la inducciónprogresivade tumorespor tratamientode la piel de los ratones

con una dosis única de un carcinógenoquímico como OMBA (iniciador) y posteriores

aplicacionesde un promotortumoral,generalmenteel ésterde forbol TPA. Estos tratamientos

originan papilomas benignos que pueden progresar espontáneamentehacia carcinomas

epidermoidesmalignos con diferente grado de diferenciación(Yuspa, 1994). Los últimos

estadiosde progresiónen estesistemaestán representadospor la aparición de carcinomas

fusiformes indiferenciados(Buchmaneral., 1991).Aunquela apariciónde metástasisen este

modeloesun eventoraro, sehaobservadosugeneracióna partir de carcinomasepidermoidesy

fusiformes (Klein-Szanto, 1991). Estudios exhaustivosde los últimos años han permitido

establecerla naturalezade algunasde las alteracionesgénicasasociadasa estadiosde progresión

definidosenestesistema,comola activaciónde Ha-rasen la iniciación y la inactivaciónde p53

en la transiciónde papilomasa carcinomas,incrementoen las dosis de Ha-rasoncogénicoy

adquisición de trisomías en los cromosomas6 y 7 durante la progresión tumoral (Fig.4)

(revisadoen Portella e>’ al., 1994). La participación de Ha-ras en el procesode iniciación se

pusode manifiestoporqueel carcinógenoquímico iniciadorpuedesustituirsepor la aplicación

de HaMSV (virus del sarcomamurino de Ha-ras)(Brown e>’ al., 1986). La posibilidad de

obtenerlineascelularesapartir de los tumoresinducidosporestesistemafacilita el estudiode

los mecanismosimplicados en la carcinogénesisde piel. Asimismo, cultivos primarios de

queratinocitosde ratón pueden transformarseitt vitro, por ejemplo, por tratamiento con
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DMBA TPA

Epidermis ..~ F~~Z~1 .+ F71 Carcinoma Carcinoma

normal r iniciadas [~om~j epidermoide fusiforme

E-rasmut H-ras mut Amplificación Amplilicación
E-rasmut E-rasmut

Trisomía6 y 7 Trisomía6 y 7 Trisornía6 y 7

~53mut ~53mut

LOE LOH cromosomas
cromosomaII ll,4,óy 7

CD-E ++

CD-P + + ++

Fig. 4. Estadios de progresión en el modelo de la carcinogénesis química de piel de
ratón. Se indican las principales alteraciones génicas y la expresión de cadherinas. LOE, pérdida cl?
heterozigosidad.

carcinógenosquímicoso por transfeccióncon Ha-ras.De estaformapuedenobtenerselíneas

celularesen cultivo representativasdedistintosestadiosde la progresióntumoral.

El estudioprevio de la expresiónde cadherinasen la piel normal y en carcinomas

mostró que en la epidermis normal se expresantanto CO-E como CO-P (Fig. 4); la

expresiónde CO-Edisminuyedurantela progresióna carcinomaepidermoide;y la expresión

de ambasmoléculasdesapareceen el último estadiode la progresión,carcinomafusiforme

(Navarroeral., 1991;Ruggerieral., 1992;Canoeral., 1996).Asimismo, estudiosde otros

marcadoresde diferenciaciónde epidermispusieronde manifiesto la expresiónaberrantede
la integrinacx6j34 (Gómeza’ al., 1992; Tennenbaumci’ al., 1993) y de la queratinaK13

(Giménez-Contier al., 1990)en estadiostempranosde progresión;y de la queratinaK8 en

estadiosposteriores(Larcher er al., 1992; Caulín er al., 1993). La mayoría de los

marcadoresepiteliales analizados(incluyendo cadherinas,integrina «634, queratinasy

plakoglobina)sepierdenen los carcinomasfusiformesy lineas derivadas(Navarro e>’ al.,

1991; Gómezer al., 1992; Díaz-Guerrae>’ al., 1992; Navarro e>’ al., 1993; Stolercf al.,

1993), mientras que se adquieren marcadorestípicos de células mesenquimalescomo

fibronectinay su receptor«5131 (Gómezci al., 1994; Gómeze>’ al., 1995). Por tanto, la

transiciónfenotípicaepitelio-fibroblastoqueocurreen los últimos estadiosde progresiónde

la carcinogénesisde piel de ratón es similar en muchosaspectosa las transtcíonesepitelio-

mesénquimaque ocurrenduranteel desarrolloembrionario(Hay, 1995; Birchmeier cf al..

1996).
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Por otro lado, estudios previosen este modelo muestranuna correlación inversa

entre la expresiónde CO-E y el grado de tumorogenicidad,así como con la capacidad

invasivaitt viri-o de las células(Navarro ci’ al., 1991; Ruggeri ci’ al., 1992; Caulín ¿u al.,

1996). El importantepapel de la CO-E en la progresión tumoral se puso de manifiesto

medianteestudiosde transfeccióndel cONA de CO-E en la línea derivada de carcinoma

epidermoideHaCa4,que no expresabaCO-E. Esta transfecciónrevirtió parcialmentela

tumorogenicidady originó un fenotipo más diferenciado (Navarro e>’ al., 1991). Sin

embargo,todaslas líneasoriginadas,queexpresabanCO-E, permanecieronmetastásicas,al

igual que la línea parental,con la excepciónde la línea E24, que sevolvió no metastásica.

Estalínea,ademásde reexpresarCO-E, habíadisminuidode formaconsiderablelos niveles

de Ha-rasviral y de la proteínap2l ras(Caulin e>’ al., 1996). Quedaabiertalacuestiónde si

en este sistema niveles reducidos de Ha-ras son suficientes para evitar el fenotipo

metastásico,o si ademásla presenciade la moléculade adhesiónCO-Eestambiénnecesaria.
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Ol?ietivos

Los estudiospreviossobrela expresiónde cadherinasen el modelode carcinogénesis

de piel de ratónhabíanpuestode manifiestola importanciade la moléculade adhesióncelular

cadherinaE en la carcinogénesis,existiendopérdidade la expresiónde dicha molécula

durantela progresióntumoral. Sin embargono estabaclaro el papel específicoque podía

desempeñarenel comportamientometastásico.Porotraparte,sedesconocíancualesson los

mecanismosque controlabanlapérdidade expresiónde cadherinaE durantela progresión

maligna.

Por lo tanto,nosplanteamoslos siguientesobjetivosal inicio de la realizaciónde esta

Tesis:

1. Estudio de la influencia de la cadherinaE en el fenotipo invasivo y metastásicoen la

carcinogénesisde piel de ratón.

2. Análisis de la regulación génica de cadherina E durante la progresión tumoral.

Caracterizaciónde los factoresimplicadosqueactúanen cis o en trans.
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Materiales

1. REACTIVOSQUÍMICOS Y BIOQUÍMICOS.

Los productosquímicosy bioquímicosfueron adquiridosde las casascomerciales

Amersham,BAbCO, Bio 101 Inc., Bio-Rad,BoehringerMannheim,Carlo Erba,Du Pont.

Gibco BRL, Invitrogene, Jackson,L.K.B., Merck, Millipore, Nucleopore,Pharmacia,

Probus,PromegaCorporation,Quiagen,SantaCruzBiotechnologyy SigmaChemicalCo.

Cuandose consideraoportunose indica en la descripciónla casacomercial.Todos los

reactivosutilizadosen la experimentaciónfueron de gradoanalíticoo de gradoaptopara

biologíamoleculary cultivo celular.

2. TAMPONESY SOLUCIONES.

La composiciónde la mayoríade los tamponesy solucionesempleadosen los

distintos experimentosse especificaen la descripción de métodos o en las citas

correspondientes.La composiciónde algunasde las solucionesmás comunes,no

especificadamásadelante,sedescribeacontinuación.

- Solución de Denhardt(lx): 0.2 gIl BSA (fracción V, Sigma),0.2 gIl Ficoll-400

(Pharmacia),0.2 gIl polivinil-pirrolidona.

- HBS 2x: 280 mM NaCí, 1.5 mlvi Na2HPO4,50 mM HepespH 7.12.

- HMF-Ca
2~: 150 mlvi NaCí, 10 mlvi CaCI

2, 10 mM HepespH 7.4.

- TampóndecargaLaemmli: 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 5% 13-mercaptoetanol,2% SDS.

10%glicerol, 0.005%azulde bromofenol.

- NET: 150 mM NaCí, SmM EOTA, 5OmM Tris-HCí pH 7.4, 0.05% NP-40, 0.25%

gelatina.

- PBS:136mM NaCí, 2 mM KCI, 8 mM Na2HPO4,2 mM KH2PO4pH 7.4.

- TBE (lx): 90 mM Tris-borato,2mM EOTApH 8.0.

- TBS: 130 mM NaCí,20 mlvi Tris-HCI pH 7.6.

- Tris-glicina (lx): 192 mM glicina, 25 mM Tris-HCI pH 8.7.

- T-TBS: 0.05%Tween-20en TBS.

- SSC(lx): 150 mM NaCí, 15 mM citratosódico.

3. MEDIOS EMPLEADOSEN CULTIVO DE CÉLULAS.

- Medio de cultivo OMEM - GibcoBRL.

- Medio decultivo HamsF12 suplementadocon aminoácidosesencialesy no gsenciales-
GibcoBRL.

33



Materiales

4. LINEAS CELULARES.

Las líneascelularesutilizadas,a excepciónde la línea fibroblásticaNIH3T3, son

queratinocitosde ratónobtenidospordiferentesabordajes(Fig. 5) y con distinto gradode

tumorogenicidad(Tabla II). MCA3D esunalíneano tumorogénica;POV y E24 presentan

tumorogenicidadintermedia;y el resto sonaltamentetumorogénicas.La mayoríade las

célulaspresentanuna morfología epitelial o epiteloide,exceptoCarB y MSCI lAS que

exhibenun fenotipofibroblastoide.El origeny propiedadesde todasestaslineashan sido

descritospreviamente(Navarroci al., 1991; Caulin ei’ al., 1996; Diaz-Guerrae>’ al., 1992;

Burns er al., 1991; Stoler er al., 1993) y apareceesquematizadoen la Figura 5 y en la

TablaII.

Tabla II. Característicasmorfológicas,tumorógénicasy expresiónde cadherinasde las

líneascelularesempleadasenestatesis.

Línea Morfología Thmoroge- CD-E~2> CD-P<2>

celular nicidad~1~

MCA3D Epitelial ++

PDV Epitelial + +

HaCa4 Epiteloide ++ - ++

Neo3 Epiteloide ++

ESS Epiteloide ++ - ++

E62 Epitelial + ++ ++

E24 Epitelial(3> +

CarB Fibroblastoide ++

MS11AS Fibroblastoide ++

(U Lacapacidadtumorogénicasedeterminópor inyecciónen ratonesnu/nu, teniendoen cuentael númerodc
tumoresoriginadosy el períodode latencia.
(2) Los nivelesrelativosde CD-E y de CD-Pse estimarona partir de datosde Northern-bloty de inmunoblol.
(3) La líneacelularE24 muestrapropiedadesde pseudo-estratiticaciónen cultivo.
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5. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.

Paralos ensayosde tumorogenicidadseutilizaronratonesatirtácosnu/nude lacepa

Swiss (suministradospor ]IFA.Credo, Barcelona)entre 8 y 10 semanasdeedad.Paralos

experimentosde inducción de metástasisespontánease utilizaron ratonesatímicos

BALB/c de 8 semanasde edad(suministradospor el Area de ProducciónAnimal del

CRIFFA Inc., Lyon, Francia)y los experimentosserealizaronen el Departamentode

Invasióny Metástasisdel 1RO (Barcelona).Los animalessemantuvieronen condiciones

deesterilidad.

6. ANTICUERPOSY REACTIVOS INMUNOLOGICOS.

6.1. Anticuerposprimarios:

- ECCD-2: anticuerpomonoclonalde rataanti-cadherinaE de ratón,cedidoporel Dr. M.

Takeichi (Universidadde Kyoto, Japón).La dilución a la que seempleaesteanticuerpo

varíaentre 1:100y 1:250.

- PCD-1: anticuerpomonoclonalde rataanti-cadherinaP de ratón,cedidoasimismoporel

Dr. M. Takeichi.La diluciónempleadaoscilóentre 1:10 y 1:20.

- Antí-involucrina: antisueropoliclonal de conejoanti-involucrinasuministradopor

BAbCO. La diluciónempleadafue 1:100.

- Ets-1/Ets-2 (C-275): anticuerpopoliclonal de conejoanti-Ets-1purificado por afinidad.

Presentaalta reactividadcruzadacon otrosmiembrosde la familia Ets. Suministradopor

SantaCruzBiotechnology.

- AP2 (C-18) X: anticuerpopoliclonal de conejo anti-AP2 purificado por afinidad.

Suministradopor SantaCruz Biotechnology.Concentradoparaensayosde super-retardo

en gel.

- SP1 (PEP 2): IgG policlonal de conejo anti-SPl. Suministrado por SantaCruz

Biotechnology.Concentradoparaensayosde super-retardoengel.

6.2. Anticuerpossecundarios:

- Antisuerodecabraanti-IgGde rataconjugadoa rodamina(Jackson)paralos ensayosde

inmunofluorescencia.

- Antisuerode ovejaanti-Ig de ratay antisuerode burro anti-Ig de conejoconjugadosa

peroxidasa(Amersham)paraensayosde inmunoblot.

- Antisuero de cabraanti-IgG de conejoconjugadoa fosfatasaalcalina (Sigma) para

inmunoblot.

- Antisuero de oveja anti-Ig de rata marcadocon [25] (Amersham),igualmentepara

ínmunoblot.

36



Materiales

7. SONDASEMPLEADAS EN EXPERIMENTOS DE NORTHERN-BLOT.

- CD-E: fragmentode 0.9 Kb obtenidopordigestióndel plásmido pBATEM-2 (ver más

adelante,Aptdo. 8) con la enzima de restricciónBamHI. Contiene las secuencias

codificantesde los nucleótidos993 a 1920delcONA de CO-Ede ratón.

- CD-P: fragmentocorrespondientea las secuenciascodificantesde los nucleótidos1281 a

2469, así como secuenciasno codificantesdel cDNA de CO-P de ratón. Obtenidopor

digestióndel plásmidop~3act-Pcad(ver Aptdo. 8) conHindíl-EcoRí.

- Ha-ras:seempleóel plásmidoB59 (Ellis ei’ al., 1980)que detectaHa-rasviral y celular

de ratón.

- MMP-9: obtenidaa partir del plásmido pGEL 25K(-) (Tanaka,H. ci’ al., 1993) que

contieneel cDNA de la gelatinasade ratón de 105 KDa (MMP-9). Se empleó un

fragmentode 3.2 Kb obtenidopordigestióncon NotIIEcoRI.

-MMP-3: obtenidapor RT-PCRa partirde mRNA de célulasNIH3T3 segúnla secuencia

del cONA de transina-1de ratón(Ostrowskier al., 1988). Comprendelos nucleótidos

comprendidosentrelas posiciones896 y 1238.

- TIMP-1: generadapor RT-PCR a partir de mRNA de células NIH3T3. Contiene

secuenciascomprendidasentrelas posiciones236 y 455 de TIMP-l de ratón (Edwardscf

al., 1986).

- ¡3-actina: sonda de 500 bp del cONA de j3-actina de ratón.

- GADPH: sondade 983 bp del cONA de GADPH de ratón,obtenidapor RT-PCR según

sedescribeen Wilson ci’ al. (1995).

8. PLÁSMIDOS.

8.1. Plásmidosempleadosen la obtencióndetransfectantesestables.

- pBATEM-2 (Noseci’ al., 1988): contieneel cDNA de CO-E de ratónbajoel control del

promotorde 13-actina.

- p13ac-Pcad(Nose ci’ al., 1988): plásmidode expresióncon el cONA de CO-P de ratón

bajo el control del promotorde 13-actina.Los plásmidospBATEM-2 y p13ac-Pcadfueron

cedidosamablementeporel Dr. M Takeichi.

- pgac-dacE:contienesecuenciasdel cONA de CD-E de ratón (posiciones640 a 3170) en

posición antisentidorespectoal promotor de 13-actina. Su generaciónse describeen

Resultados(Aptdo 1.1).
- pRSpacAP(Luna ci’ aL, 1988): vector de expresióndel gen PAC (puromicinaN-acetil

transferasa)queconfiere resistenciaal antibiótico puromicina.Esteplásmidofue cedido

porel Dr. J.Ortín (CNB,Madrid).
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8.2. Plásmidosempleadosenlos experimentosde transfecc¡óntransitoria.

8.2.1.Plásmidostestigodeactividadpromotorade CD-E.

Los plásmidos-1.4, -0.8, -178, -94, -78, -58y -21 de CO-E (Behrense>’ al., 1991;

Hennig ci’ al., 1996) contienensecuenciasde la regiónpromotoradel gen de CO-E de

ratón.El extremo3’ escomúnen todasellas,y correspondecon la posición+92del gende

CO-E de ratón, tomandocomo +1 el sitio de inicio de la transcripción.La posicióndel

extremo5 correspondecon el nombredel plásmido (expresadoen pb, excepto los

plásmidos-1.4y -0.8 en Kb). Estosfragmentosestándonadosen el vectorpCAT-Basic

(Promega)justo delantedel gende expresiónde la enzimacloranfenicolacetil transferasa

(CAT).

Los plásmidosmE-pal, AE-pal, mut GCl y mut GC2 se derivarona partir del

plásmido-178.En el plásmidom-Epal(Hennig eral., 1996) los dosnucleótidoscentrales

OC de la secuenciapalindrómicaE-pal del promotorde CO-E sesustituyeronporTT. En

los plásmidosmut GC1 y mut GC2 (Hennig er al., 1995), la secuenciarica en OC

(posiciones-32a -58)delpromotorde CD-E:

-58 GCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGC-32

se sustituyóporlas secuenciasmutadas:

mut GC1 GCGGCGCCGTTTTCGGTGCCTGCGGGC

mut GC2 GCGGCGCCGGGGGCGACTTCTGCGGGC

El plásmidoAE-pal seconstruyóeliminandola secuencia-103 a-79 del promotorde CD-

E pordigestióndelplásmido-178con PstI,romandolos extremosconT4 DNA polimerasa

y religando.

Todos estosplásmidosfueroncedidosamablementeporel Dr. J.Behrens(Centro

Max-DelbrtickdeMedicinaMolecular,Berlín).

El plásmidom-Ets tambiéntienecomobaseel plásmido-178y contieneuna doble
mutaciónen las posiciones-93/-94, en las que los nucleótidosCC del potencialsitio de

unión a c-Etsl se sustituyeronpor los nucleótidosAA. Este plásmido se generóen el

laboratoriomediantemutagénesisdirigida porPCR(Innis ci’ al., 1990).En la figura 6 se

muestraun esquemade la estrategiaseguidapara la generaciónde estemutante: El

plásmido-178seutilizó comoDNA molde en las reaccionesde PCR 1 y 2. La PCR 1 se

realizócon los oligonucícótidosrey y mEts-2(ver Aptdo. 9.1)comocebadores,y la PCR-2

con los oligonucelótidosmEts-3 y mEts-4. Las condicionesde PCRfueron 30x (940C

130”, 450C 3’, 720C 3’). Los fragmentosgeneradosen ambasreaccionesde PCR se

purificaron en gel de agarosay se emplearoncomo DNA molde parala PCR 3, que se

realizóen lasmismascondicionesy empleandocomocebadoreslos oligonucleótidosrey y

mEts-4.El fragmentogeneradosepurificó en gel de agarosa.Estefragmentose sustituyó

por el endógenodel plásmido -178 tras digestión con los enzimasHindIlI y Notí y

posteriorligación. Se comprobóla correctasecuenciadel plásmidom-Ets pordigestión

(pérdidade sitio StyI) y secuenciacion.
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Figura 6. Diseñoexperimental para la construccióndel plasmido m-Ets mediantemutagénesis
por PCR. El plásmido -178 se empleó como molde para las reacciones de PCR 1 y 2 con los
oligonucleótidoscebadores que se indican. Los cebadoresmEts2/mEts3 portan la mutación a
introducir en el sitio consensoEts (A). Los productosde las reaccionesA y B sirvieron como molde
para la PCR 3 con los cebadoresindicadosEIproductogenerado,queporta la mutación,se digirió
con losenzimasHindlfllNotl para reemplazarlo por el fragmento silvestreen plásmido -178.
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8.2.2.PlásmidostestigodeactividadpromotoradeCD-P.
Los plásmidos -200P y -75P de CD-P (Faraldo ci’ al., 1997) contienen las

secuenciasdel promotorde CD-P de ratóncomprendidasentrelos nucleótidos-2001+47y -
751+47, respectodel sitio de inicio de la transcripción.Estassecuenciasse insertaronen

posición3’ delgende la luciferasaenel vectorpXPl (Nordeen,1988).

La construcciónhíbridaGC-E/-75Psegeneróinsertandoel oligonucleótidoGC-E

del promotorde CO-E (posición -6d/-23, ver Oligonucleótidos)en el sitio BamHl del

plásmido-75P,enposición5’ del promotorde CD-P.La construcciónhíbridaE-pal/-200P

segeneróinsertandoun oligonucleótidoconteniendola secuenciaE-pal del promotorde

CO-E (posición-921-69,ver Oligonucleótidos)enel sitio XhoI del plásmido -200P, en

posición5’ del promotorde CO-P(Faraldoci al., 1997).

8.2.3. Plásmidoscontrol en los experimentosde actividadpromotorade CD-E y de

CD-P.

- pCAT-Control Vector (Promega):vector de expresiónde CAT bajo el control del

promotorde 5V40. Seempleóparanormalizarlos nivelesde actividadCAT dirigidos por

las construccionesdelpromotordeCO-Eentrelas distintaslineascelulares.

- CMV-luc: vectordeexpresiónde la enzimaluciferasade luciérnagabajo el control del

promotorde citomegalovirus(CMV), donadopor la Dra. P. Santisteban(lIB, Madrid). Se

utilizó paramedir laeficienciade transfeccióny paranormalizarla actividaddel promotor

de CD-P entrelas diferenteslineascelulares.

- RSV-¡3gal(Promega).Vectorde expresiónde la enzima13galactosidasabajo el control

delpromotorde RSV. Seempleóparamedirla eficienciade transfección.

8.2.4.Vectoresdeexpresiónempleadosen los experimentosdecotransfección.

- pSGS-ERM (Monté ci’ al., 1994): vector de expresiónde ERM bajo el control del

promotorde 5V40,donadoenel vectorpSG5.El vectorvaciopSG5(Pharmacia)contiene

el promotortempranode 5V40 unido a secuenciasno codificantesy se empleócomo

controlen los ensayosdecotransfeccióncon pSG5-ERM.
- AP2-ATA (Hennig ci al., 1996): vectorde expresióndel factor AP2 (Willians, y Tjian,

1991) con el dominio de transactivacióndeleccionado,bajo el control del promotorde

RSV. Como control para normalizarlas cantidadesde DNA transfectadasse empleóel

vectorvacio RSV-O, quecontieneel promotorRSV unidoa secuenciasno codificantes.

- Los vectoresde expresiónde Max y c-Myc humanopMTmaxy pHEBoMTmyc2,3

(Grignani e>’ al., 1990),respectivamente,contienenel cONA de dichos factoresbajo el

control del promotor de metalotioneina1 de ratón,en el vector vacio pHEBoMT. Estos

plásmidosfueron donadosamablementepor el Dr. J. León (Universidadde Cantabria,

Santander).
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- Los vectoresde expresión de Slug y Snail de poíío CMV-sna y CMV-slug,

respectivamente,contienenlos cONA de dichosfactoresbajo el control del promotorde

CMV. Los cONAsde snail y slug,donadosen el vectorpBS-SK(cedidospor A. Nieto,

Instituto Cajal, Madrid) se aislaron por digestión con HindIII/XbaI y Apal/Notí,

respectivamentey se insertaronen el vector vacio pcDNA3 (Invitrogene). El vector

pcDNA3 seempleó como control, y para igualar las cantidadesde DNA a transfectar, en
Y

los experimentosde cotrasfección.

9. OLIGONUCLEÓTIDOS.

9.1. Oligonucleótidosempleadosen la generacióndel plásmidom-Ets.

Para la construcción del plásmido m-Ets se emplearon los siguientes

oligonucleótidosen las reaccionesde PCR. Los oligonucleótidosmEts-2 y mEts-3

correspondena la cadenano codificantey codificante,respectivamente,de las posiciones-
111/-82del promotorde CO-E conteniendouna doblemutaciónen el sitio consensoEts.

Los oligonucleótidosrey y mEts-4 son oligonucleótidos,de la cadenacodificantey no

codificanterespectivamente,situadosen los extremosde lazonaa amplificarporPCR; rey

estásituadoen la zona 5’ del polilinker del vector,y mEts-4en la posición-3/+17 del

promotordeCO-E.

rey 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3

mEts-2 5’-AGGTGGCAGCCAATTAACTGCAGGGCCCTC-3’

mEts-3 5’-GAGGGCCCTGCAGTTAATTGGCTGCCACCT-3

rnEts-4 5’-GCGGCTCCCACACCAGTGAG-3’

9.2. Oligonucleótidos y fragmentos de DNA empleados en experimentos de

retardo en gel.

Los oligonucleótidoso fragmentosde DNA empleadosen los experimentosde

retardoengel y de competiciónsedescribena continuación.Todoslos oligonucleótidos

estánescritosen dirección5-3’. Pararealizarlos ensayoscadaoligonucleótidodescritose

hibridó consucomplementario,antesde la reacciónde marcaje.Paralos oligonucleótidos

y fragmentosde los genesde CO-E y de CO-P, se indica la posición inicial y final de la

secuencia,tomandocomo +1 el sitio de inicio de la transcripción.Los oligonucícótidos

PEA y mPEA conteníanadaptadoresHindIll y BamHI en los extermos5’ y 3’.

respectivamente(nomostradoen la secuencia).El restode oligonucelótidos,salvoECE y

sus derivadosmutados,conteníanadaptadores BamHI en los extremos (GATCC en 5’ y G

en 3’).
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Oligonucleótidosdel promotor de CD-E:

GGCTGCCACCTGCAGGTGCGTCC

GGCTGCCACCTnAGGTGCGTCC

CGTCCCCAGCCAATCAGCG

CAGCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGCTCACCTGGC

GAGGGCCCTGCAGYFCCTTGGCTGCCACC
GAGGGCCCTGCAGTTAATTGGCTGCCACC

GAGGGCAATGCAGflCCTTGGCTGCCACC
GAGGGCAATGCAGTTAATTGGCTGCCACC

GAGGGCCCTGCTGTTCCTTGGCTGCCACC

Oligonucícótidosdel promotor de CD-P:

GTTGGACCAATCAGCAGC

TCGACCCCACCTGCGAGGGGGCGGGACC

CGAGGGGGCGGGACCTTG

GCCTCGACCCCACCTGCG

Postcion

-92/-69

-74/-56

-60/-23

-II 11-83

Posición

-701-5 3

-1051-7 8

-92/-Y5

-108/-90

Oligonucleótidoscon sitios consensode unión a factoresde transcripción:

CTACACCTATAAACCAATCAC

TGACCAGTTCCAGCCACT CTT

TTCAATTGGGCAATCAGGA
ATTTTGGCTACAAGCCAATATGAT

TGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACT
AAAGTCCCCAGGCTCCCCA

‘rFAAGCAGGAAGTGACTAACTGA
TTAAGCATTAAGTGACTAACTGA

(ChodosheraL, 1988)

(Chodoshe>’ al., 1988)

(Rydeny Beemon,1989)

(CourtoiseraL, 1990)

(Kadonagae>’ aL, 1987)

(Imagawae>’ aL, 1987)

(Wasylykeral., 1990)

mutacióndel sitio PEA3

Fragmentosde CD-E:

Los fragmentosA, B, C y O de la región 5 del gende CD-E se obtuvieronpor

digestióndel plásmido-178 o-58y purificacióndel fragmentodeseadoen gel de agarosao

acrilamida. Se indican a continuación las enzimas empleadasy las posiciones

correspondientesdel promotorde CO-E.

- FragmentoA: digestiónconXbaI del plásmido-178, abarcalas posiciones-l78/+92.

- FragmentoB: digestióncon XbaIIApaI del plásmido-178,abarcalas posiciones-178/-

109.

E-pal

E-palmut

CCAAT-E

GC-E

ECE

mA

mB

mAB

mC

CCAAT-P
GC-P

SP1 -P

AP2-P

CP-l

CP-2

C¡EBP

NFl

SPl-5V40

AP2-SV4O

PEA 3

mPEA3
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- FragmentoC: digestiónconApaIINotI delplásmido-178,abarcalas posiciones-1091-24.

- FragmentoD: digestiónconXbaI del plásmido-58,abarcalas posiciones-581+92.

9.3. Oligonucleótidosempleadosen los experimentosde footprinting lfl VIVO.

A continuaciónsedescribenlos oligonucleótidosempleadosen los experimentos

de footprinting itt vivo, escritosen dirección 5-3’. Paraamplificar y marcar la cadena

codificante del promotor de CD-E se emplearonlos oligonucleótidosUI, U2 y U3

(Hennig, G. ci’ al., 1995), y para la cadenano codificante se emplearon los

oligonucelótidosLi, L2 y L3. Los oligonucleótidos“largo” y “corto” (Mueller y Wold,

1989)sehibridaronparagenerarel adaptador,de cadenadoble.

Ul 5’-ACG CCGAGC AAA

U2 5’-GGG CAG GAG TCT
U3 5’-AAG TTC TTG GGA

Lí 5’-AAG TCC TTT GTA

L2 5’-ACT CCA TGT CTC

L3 5’-CCA TGT CTC CGT

Largo

Corto

CAC IGA G-3’

AGC AGA AGT TCT T-3’

ACT CAG TAG TGC GCC G-3’

ACT CCA TGT-3’

CGT GGG TCA GA-3’

GGG TCA GAG CAC AGC TAG GCT-3’

5’ HO-GCG GTG ACC CGG GAG ATC TGA ATT C-OH
5’ HO-GAA TTC AGA TC-OH 3’

Posición

±113/+95

+61/+37

±44/±17

-247/-227

-235/-213

-232/-200

3’
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1. CULTIVO CELULAR.

Todaslas lineascelularesse crecieronen medio Ham’s F12,salvo las líneasNIH3T3

y MSCL lAS quesecrecieronen medioOMEM. Los mediosde cultivo sesuplementaroncon

2mM glutaminay 10% suerofetal bovino. Asimismo, seadicionó a los mediosde cultivo

ampicilina(100gg/mi), gentamicina(32 j.tg/ml) y anfotericinaB (2.5 gg/ml).

Todaslas célulassecrecieronen un incubadora 370C en atmósferahúmedacon 5%

C02.

2. OBTENCIÓN DE TRANSFECTANTES ESTABLES.

La línea celular E24, que expresael gen endógenode CO-E, se transfectócon el

vectorde expresiónantisentidode CO-E pj3act-dacEpor el métododel fosfato cálcico para

célulasadherentes(Sambrookeral., 1989).

Secrecieron las célulasa subconfluenciaen placas de 6 cm de diámetro y sesustituyó

el medio de crecimientopor medio DMEM-10% suero4 h antesde la transfección. Las

célulassetransfectaroncon 5 gg del plásmidop~3act-dacE,0.5 gg del vectorde resistenciaa

puromicinapBSpacAPy 10 gg de timo de terneracomo “carrier”. Asimismo, se realizó en

paralelounatransfeccióncontrolsobreE24,en idénticascondicionespero sólo con el vector

de resistenciaal antibiótico.El DNA atransfectarseprecipitó en soluciónHBS lx, l25 mM

CaCI
2. Una vez formado el precipitado,se agregóa las placasde cultivo y se mantuvo

durante18 h, tras las cualesse lavó el medio con el DNA y se sustituyópor medio de

crecimientoHam’sF12 10% suero.Las célulassedejaroncrecer durante24 h hastallegar a

confluencia,tras lo cualseinició la selecciónde los transfectantesestablescon el antibiótico

puromicina(1.5 ~tg/mi)hastala obtenciónde clones aisladosde células resistentes.Las

colonias resistentes se subclonaron y se analizó la expresión de CD-E por

inmunofluorescenciae inmunoblot. Los diferentesclones se crecieron en presenciadel

antibióticode selecciónduranteal menos10 pases.

3. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS.

3.1. Inmunofluorescencia.

Las células se crecieron en cubreobjetosde cristal de 10 mm de diámetro hasta

alcanzarla confluencia.Se lavaron2 vecesen HMF-Ca
2~y sefijaron y permeabilizaroncon

metanolfrío (-200C)durante4 minutos.Los cristalesselavaroncon PESy seincubaroncon

los anticuerposprimarios 1 h en cámarahúmedaa 370C a la dilución correspondiente

conteniendo0.1%BSA. La incubacióncon los anticuerpossecundariosse realizódurante45

minutosa 370C encámarahúmeda,tambiéncon0.1% BSA. Tras las incubacionescon cada

uno de los anticuerpos,los cristalesse lavaron con PBS 4 veces durante 10 minutos a

44



Métodos

temperaturaambientey en agitación.Finalmenteselavaroncon aguadestiladay semontaron

sobreportaobjetoscon mowiol (Harlowy Lane, 1988).Las preparacionesseobservaronen

un fotomicroscopioAxiophot (Zeiss)equipadoconepifluorescencia.

3.2. Obtención de extractos celulares para inmunoblot.

a) Extractos para inmunodetecciónde CD-E, CO-P e involucrina.
Las célulassecrecieron en placasde 10 cm de diámetro a confluencia y se lavaron 2

vecescon HMF-Ca2~. Seañadió 1 mide tampón de lisis (50 mlvi Tris-HCI pH 7.4, 100 mM

NaCí, 5 mM MgCI
2, 5 mM CaCl2, 1% NP-40, 1% Tritón X-100) con inhibidores de

proteasas(2 mM PMSFy 20 ~xg/mlde aprotinina)y seextrajeronlas proteínasdurante20-25

minutos a 4
0C. Serasparonlas células,serecogierony secentrifugaronen frío durante15

minutosa 13.000rpm. El sobrenadanteseprocesóinmediatamenteo biense guardóa -700C.

b) Extractosparainmunodetecciónde Ets.

Las célulassecrecieronde igual forma, se lavaroncon PBS y se les añadió1 mi de

solución RIPA fría (1% NP4O, 0.1% SOS, 0.5% Na-deoxicolato en PBS) conteniendo
inhibidoresde proteasas(lmM PMSF y 60 gg/mi de aprotinina)e inhibidores de fosfatasas

(lm!vI Na-ortovanadato).Las células serecogieron,sepasaronpor agujas2OGx1 in, y se

incubaronen hielo durante45 minutos.Posteriormentese centrifugaronen frío para eliminar

los restoscelularesy el sobrenadanteseprocesóinmediatamenteo se guardóa-700C.

3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS e inmunoblol.
Muestrascon idénticacantidadde proteína(35 gg, exceptoen el caso de extractos

para detecciónde Ets, que fué 10 ¡.tg) se separaronelectroforéticamenteen geles de

poliacrilamida-SDSal 10% (detecciónde Ets) o al 7.5% (resto de anticuerpos),tal como

describióLaemmli (1970). Las proteínascontenidasen los geles de poliacrilamida se

transfirieron electroforéticainentea membranasde Inmobilon-P (Millipore) a 3 ntá/cm2

durante45 minutosen aparatode transferenciasemisecoen Tris-glicina lx, 20% metanol.

Las membranassetiñeroncon 0.1% Rojo Ponceauen 1% acidoacéticoparacomprobarla

eficienciade la transferenciay sedestiñeroncon 1% ácidoacético.

Posteriormentelas membranasseincubaroncon soluciónde bloqueo durante 1 h a

temperaturaambienteo 16 h a 4 0C, seincubaroncon los anticuerposprimariosdurante1 h a

temperaturaambienteo 16 h a 40C, se lavaroncon solución de lavado 4 vecesdurante 15

minutos, se incubaroncon los anticuerpossecundarioscorrespondientes,se volvieron a

lavar,y serevelaron.

En el casode detecciónde CO-E y de CD-P el bloqueosehizo en 2% ovoalbúminaen

NET y los lavadose incubacionesenNET. El anticuerposecundarioanti-rataempleadopara

detecciónde CO-E estabaacoplado a la enzimaperoxidasay el reveladose ¡ealizó por

luminiscenciacon el reactivoECL (Amersham).En el casode CDI’ seempleó‘251-anti-lg dc

ratay sedetectóporexposicióna películaautorradiográfica.
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La soluciónde bloqueoparadetecciónde involucrinafué 2%lechedesnatada(Central

LecheraAsturiana)en T-TBS y los lavados e incubacionesse realizaronen T-TBS. El

anticuerposecundarioanti-conejoestabaacopladoa fosfatasaalcalinay el reveladose realizó

con los reactivosBCIP y NBT.

Para inmunodetecciónde Ets se empleó como solución de bloqueo 5% leche

desnatadaenT-TBS. Las incubacionesserealizaronen T-TBS, 0.4%BSA y los lavadosen

T-TBS. El anticuerposecundarioanti-conejoestabaacopladoa peroxidasa.El reveladose

realizópor luminiscenciacon el reactivoECL (Amersham).

4. ENSAYOS DE MIGRACIÓN IN VI TRO EN GELES DE COLÁGENO.

La capacidadmigratoriá de las células a través de geles de colágeno se midió

utilizando la cámaraBoydende dos compartimentosmodificada. Se recubrieronfiltros de

policarbonatode 8 gmde diámetrode poro(Nucleopore)con 5 gg por filtro decolágenotipo

IV durante 16 h y se colocaron en la cámara modificada de Boyden. Se rellenó el

compartimentoinferior con medio condicionadode fibroblastosNIH3T3 (que actúacomo

quimioatrayente)o con 0.1%BSA comocontrolnegativo.El medio condicionadoseobtuvo

por incubaciónde cultivos semiconfluentesde NIH3T3 con medio sin suerodurante48 h.

Posteriormentesesembraron2x106 célulasresuspendidasen medio completocon 0.1% BSA

en el compartimentosuperior de la cámara,sobreel filtro recubierto de colágeno. Las
cámarassecolocaronen un incubadora 370C, 5% COZ, durante6 h. Finalmentelas células

del compartimentoinferior, y las células adheridasa la parte inferior de los filtros se

recogierony contaron.Los ensayosseefectuaroncon las célulascreciendoa alta densidad.

Todaslas medidassehicieronpor triplicado.

5. ENSAYOS DEL COMPORTAMIENTO IN VIVO DE LOS CLONES

TRANSFECTANTES.

5.1. Ensayos de tumorogenicidad.

Para los ensayosde tumorogenicidadde las distintas lineas celulares éstas se

inyectaronsubeutáneamenteen ratonesinmunodeprimidos(nu/nu) entre8 y 10 semanasde

edad. Las células setripsinizaron, se lavaron con PBS y se resuspendieronen PES a una

densidadde í0~células/ml.Seinyectaron106 célulasen cadacostadodel ratón.

Tras la inyección seobservaronlos ratoneshastadetectarla apariciónde tumores,

considerándosecomo tiempo de latencia el tiempo que tardó en desarrollar un tumor

detectablede 0.5 cm3 de volumen.Cuandolos tumoresalcanzaronun tamañoentre 1.5 y 2

cm de diámetro los ratonesse sacrificarony se extrajeronlos tumores para su posterior

análisis.
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5.2. Ensayos de metástasis espontánea.
Lascélulasencultivo setripsinizaroncon 0.25% tripsina, 0.02% EDTA, se lavaron

con medio de cultivo y seresuspendieronen HBSS (Gibco BRL) a una concentraciónde

5x106 células/ml.Seinocularonintradérmicamente0.2 ml de estasuspensiónen un costado

del ratón. Cuandoel tamañode los tumoresgeneradosalcanzó 1.2 cm de diámetro, los

ratonesse anestesiaron,seextirparonlos tumoresy secerraron las incisionescon puntos.

Los ratones se sacrificaron y examinaroncuando estabanmoribundos o hasta 60 días

despuésde extirparel tumor primario. Se investigó la existenciade tumores en todos los

órganos viscerales,siguiendo criterios morfológicos e histológicos. Los pulmones se

extirparon,sefijaron y seexaminóla presenciade metástasis.

6. DETECCIÓN DE PROTEASAS POR ZIMOGRAFÍA.

6.1. Detección de la actividad del activador del plasminógeno tipo

uroquinasa (uPA).

- Obtención de células y medio condicionado.
Se crecieronlas células hastaun 90% de confluencia,se lavaron con PBS y se

sustituyóel medionormal de crecimientopor medio sin suero. Se condicionóestemedio

durante24 h, tras las cualesserecogióel medio condicionadoy las células, raspándolasen

PBS. La concentraciónde proteínase cuantificó utilizando el reactivo de Bradford (Bio-

Rad).

- Detección de uPA por difusión reversa.

Las muestras(mediocondicionadoo extracto total) se resuspendieronen solución

Laemmli de cargasin 13-mercaptoetanoly se sometierona electroforesisen gelesde 10%

poliacrilamida-SDS.El SOS seeliminó por lavados(2 x 30 minutos)en 1.5% Triton X- 100.

Traslavarcon aguadestiladasesuperpusoel gel sobreotro gel de agarosaal 1% conteniendo
0.5% caseína,2 gg/ml plasminógeno,20 mM CaCI

2,o bien, comocontrol,el mismo gel sin

plasminógeno.

Los gelesseincubarona 37
0C en atmósferahúmedahastala visualizaciónde bandas

transparentesde degradaciónde la caseínapor el plasminógenoactivadopor el uPA. La
reacciónseparócon 5% CuCl

2.

6.2. Detección de actividad gelatinolítica.

- Obtención de medio condicionado.
Las célulascrecidasa90% de densidadseincubaroncon medio sin suerodurante24

h. Estemedio condicionadose centrifugóparaeliminar sedimentos(3500 g, 15 minutos a

4
0C) y seconcentróen microconcentradoresCentricon-30.La concentraciónde proteínase

midió por por BCA (Bio-Rad).
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- Zimografía para detección de la actividad gelatinolítica del medio

condicionado.

La detecciónde actividadgelatinasaen el medio condicionadode los cultivos se

realizósiguiendoel protocolodescritopor Welch ci’ al. (1990). El medio condicionadode

cadalínea correspondientea 12 ¡1g de proteína se sometió a electroforesisen geles de

poliacrilamida-SOSembebidosen gelatina. Posteriormentese eliminó el SOS del gel

mediantelavadosen 2.5% Tritón XLOO, 5OnxM Tris-HCI pH 7.5. Los gelesse incubaron

durante48 ha370C en0.15MNaCí, 10mM CaCl
2, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, NaN3 0.05%.

Se tiñó el gel con azul de Coomassiedurante3 h y se destiñócon 10% ácido acético,l0%

isopropanol.La actividadgelatinasase detectócomo bandastransparentessobreel fondo

azul delgel.

7. ANÁLISIS DE RNA POR TRANSFERENCIA A MEMBRANA

(NORTHERN-BLOT).

7.1. Obtención de RNA.

Paraanalizarlos nivelesde RNA mensajerode CO-E y de CD-P seaisló RNA total

de las distintaslíneascelularespor el método del tiocianato de guanidina(Chomczynskiy

Sacchi,1987)

Paraanalizarla expresiónde las diferentesmetaloproteinasasseaisló mRNApoli~A±.

empleandoel kit de aislamientode mRNA “Ribosept” (CollaborativeBiomedicalProducts).

7.2. Purificación y marcaje de sondas.

Cadauno de las sondasobtenidaspor digestión de plásmidos se purificó por el

sistema“GeneClean”(Bio 101 Inc.) o columnas“Quialdt” (Quiagen) a partir de geles de

agarosa.

El marcaje con ~
2P-czdCTP(Amersham) de las distintas sondas se realizó por el

métododel cebadode los oligonucleótidosal azar(Feinbergy Vogelstein,1983).

7.3. Ensayo de Northern-blot.
30 ~xgdeRNA total o 15 gg de RNA poli~A±se sometierona electroforesisen geles

deagarosaal 1% con tampónformaldehido-fosfato(Raye e>’ al., 1979) y setransfirieronal

vacío(5 in. Hg. 2 h) amembranasde nylon (Zeta-Probe,Bio-Rad) en tampón lOx SSC. El

RNA sefijó a lamembranacon luz UV (aparatoUV 2400Stratalinker,Stratagene).

Las membranassehibridarondurante2 h a 65”C con tampónde prehibridación(4x

SSC, 5 mM EOTA, 2% SOS, lOx solución Denhardt,20 mM H.,NaPO
4pH 7.0, y 200

gg/ml de DNA de espermade salmóndesnaturalizado)y posteriormentecon las sondas

apropiadasmarcadascon 32~ en tampón de prehibridacióndurante 16-20 h a 65
0C. Las

membranasselavaroncon 2xSSC,0.1% SDSdurante10 minutosa temperaturaambientey
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2 vecesdurante30 minutos a 650C. Finalmentese lavaron con 0.lxSSC, 0.1% SOS 20

minutos a 650C. Las membranasse expusieron a -700C con película autorradiográfica

empleandopantallasamplificadoras.

8. ENSAYOS DE EXPRESIÓN TRANSITORIA.

8.1. Transfección transitoria.
Las transfeccionestransitoriasserealizaronporel métodode precipitacióncon fosfato

cálcicoparacélulasadherentessiguiendoel protocolodescritoparalas transfeccionesestables

(Aptdo.2). En generalseempleó5 gg deplásmidode interésy 2 gg de plásmidocontrol de

eficiencia de transfección.A las 16 h se lavó el DNA con PBS y se añadió medio de

crecimiento.Las célulasserecogierontranscurridas24 h, aconfluencia,paramedir actividad

CAT, luciferasa,o j3-galactosidasa.

8.2. Preparaciónde extractos celulares.

Las célulastransfectadasy a confluenciase recogierony lavaron varias vecescon

PBS lx frío. Tras la última centrifugaciónse resuspendieronen tampónde lisis (0.1 M

KH
2PO4 pH7.8) y se sometieron a tres ciclos de congelación/descongelación.Los restos

celularesse eliminaronpor centrifugacióny el sobrenadantese empleó directamentepara

medidade actividadenzimáticao secongelóa-20
0C.

8.3. Ensayos CAT.

La actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT), como medida de actividad del

promotor de CD-E, sedeterminóen cantidadesde extractocelular normalizadassegúnla

actividadluciferasa.El extractocelularseincubóa370C durante4-8 h con 0.1 gCi de [‘4C]-

cloranfenicol(54mCi/mmol,DuPont) y acetilcoenzimaA 4 mM en presenciade Tris-HCI

250 mM pH 7.8, EOTA 5mM (Gorman ci’ al., 1982).La reacciónseparó con 1 ml de acetato

de etilo, sesepararonlas fasesorgánicasy acuosaspor centrifugación,y serecogióla fase

orgánica,queconteníael [14C]-cloranfenicol.Las formasacetiladasy no acetiladasde [‘4C]-

cloranfenicol se separaronmediante cromatografíaen capa fina en placas de silicagel

(Merck), utilizandocomo solventeunamezclade cloroformoy metanol(92.5:7.5).

El porcentajede acetilaciónsedeterminómediantela cuantificaciónde la radiactividad

presenteen cadauna de las formas acetiladasy no acetiladas,con la ayuda de un equipo

Instant-Imager(Hewwlett-Packard)o mediantela cuantificación de las bandascortadas

utilizandoun contadorde centelleo.
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8.4. Medida de actividad luciferasa.

En los experimentosde análisis de actividad del promotor de CO-E, se midió la

actividadde CMV-luc como control de eficienciade transfección.En cadaexperimentose

emplearonvolúmenesigualesde extractocelularde cadamuestra.

En los experimentosde análisisde actividadtranscripcionaldirigida por el promotor

de CD-P o construccioneshíbridasCD-E/CO-Pacopladasal gen de luciferasa,las cantidades

de extractocelularempleadasparamedir actividad luciferasase normalizaronrespectoa la
actividad3-galactosidasa.

La actividadluciferasasevaloró siguiendolas indicacionesdel sistemade ensayode

luciferasade Promega,empleandoluciferina como sustrato,en un luminómetroBerthold-

BioLumat.

8.5. Medida de actividad ¡3-galactosidasa.
La medida de actividad ¡3-galactosidasase empleó como control de eficiencia de

transfección en los experimentosde análisis de actividad promotora de CD-P y de

promotoreshíbridosCO-E/CO-P. Se midió la actividad en volúmenesigualesde extracto

celular,encadaexperimento,segúnel métododescritopor Sambrookeral. (1989).

9. ENSAYOS DE CAMBIO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA EN

GEL.

9.1. Obtención de extractos nucleares.

Los extractosnuclearesseobtuvieronsegúnel protocolodescritopor Shapiro(1988)

paracélulasHeLa. La concentraciónde proteínase midió con el rectivo de Bradford (Bio-

Rad),y los extractosseconservarona -70”C en alícuotaspequeñas.

9.2. Ensayos de retardo en gel.

El oligonucleótido o fragmento, de cadenadoble y con extremos 5’ protuberantes, se
marcópor incubacióncon la enzimaKlenow,los deoxinucleótidosapropiadosy 32P-crdCTP

(Amersham).

2-10¡.ig de extractosnuclearesse incubaroncon 10.000 cpm de la sondamarcada

(aprox. 0.2 ng) en tampón de retardo en gel (6OmM KCl, 2mM MgCI
2, 10% glicerol, 0.1-

SmM EOTA, lmM DTT, 20 mlvi HepespH7.9), en un volumen final de 10-15 gí. Cuando

lapresenciadezinc eranecesariaparala formaciónde los complejos,se incluíaen la mezcla

de incubación1-4mM de Zn2SO4.Comocompetidorinespecificose incluyó 1 ¡.tg dc poli(dl-

dC), y en ocasionestambién 90 gg de BSA. Las incubaciones se realizaron durante 15

minutos a temperaturaambiente,salvo en el caso del oligonucleótido ECE, que fueron

durante30 minutosa0
0C.
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Los complejosDNA-proteínaformadosseanalizaronen gelesde poliacrilamidaal 5%

en TBE 0.Sx.Posteriormentelos gelessesecaron(800C a vacío)y seexpusierona películas

autorradiográficasa -70”C.

9.3. Ensayos de competición.

En los experimentosde competiciónse añadióa la mezclade incubación un exceso

(40 a 250 veces) del oligonucleótidofrío empleadoen cadacaso,previo a la adición del

oligonucleótidomarcado.

9.4. Ensayosde super-retardo.

Aproximadamente1.5 ¡.tg de anticuerpode conejo policlonal anti-AP2 o anti-SPI

(Santa Cruz Biotechnology) o de IgO de conejo purificada se añadió a la mezcla de
incubación, despuésde la adición del oligonucleótido marcado y de 15 minutos de

incubacióna temperaturaambiente.La incubacióncon el anticuerposerealizó a temperatutra

ambienteduranteotros20 minutosadicionales.

10.EXPERIMENTOS DE PROTECCIÓN A DNAasaI O DE FOOTPRINTING

IN VITRO.

10.1. Proteínas purificadas y extractos nucleares.
Los extractosnuclearesseobtuvieronde igual formaque paralos ensayosde cambio

demovilidadelectroforéticaen gel.

Las factoresde transcripciónrecombinanteshumanospurificados SPl y AP2 se

obtuvieronde Promega.

10.2. Obtención y marcaje de la sonda.
Se empleó como sonda un fragmento de la región promotora de CD-E que

comprendíala secuencíaentre -178 y +17, marcado en el extremo 3’ de la cadenano

codificante.

El plásmido -178 (ver Materiales, Aptdo. 8.2.1) se digirió con la enzima de

restricción XbaI y se marcó en los extremosgeneradospor incubación con la enzima

Klenow, los deoxinucleótidosapropiadosy 32P-ctdCTP.Trasla posteriordigestióncon el

enzimade restricción KspI (que cortaen la posición +17 del promotor) los fragmentos

originadossesepararonengelde acrilamidaal 5%. Los fragmentosmarcadossevisualizaron

porexposicióndelgel a películaautorradiográficay serecortóla bandade poliacrilamidaque

conteníael fragmentodeseado.El DNA así marcadose eluyó del fragmentode gel y se

purificó en columnasNACS PREPAC(Gibco,BRL).
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10.3. Secuenciación química por Maxam-Gilbert.

Paralas reaccionescontrolde secuenciaseempleóel kit de secuenciaciónde Maxam-

Gilbert (Merck). Se emplearon100.000cpm(reaccionesde G) o 250.000cpm (reacciones

de A+G) dela sondamarcada.

10.4. Digestión con DNAasaI y separación de los fragmentos en gel.

La reacciónde digestióncon DNAasaI serealizó como sedescribeen Hennighausen
y Lubon (1987). Alrededorde 50 gg de extractosnucleareso 1 fpu de los factorespuros

SP1 o AP2 se incubaron con 15.000 cpm (alrededor de 1-2 ng) de la sonda marcada en
presenciade 1 ¡xg de poli(dI-dC) en tampón de equilibrado (50 mlvi NaCí, 0. 1 mM EDTA,

0.5 mlvi DTT, 10% glicerol, 20 mM Hepes-KOH pH7.5) en un volumen de 50 gí. Tras 15

minutosde incubaciónatemperaturaambienteseañadióMgCI2 y CaCI2 a una concentración

final de 5mM y 1 mM, respectivamente,tras lo cual se añadióa la mezclade incubaciónde

60 a 100ng de laenzimaDNAasa1. A los 30 segundosseparó la reacciónde digestióncon

solucióndeparada(0.37%SOS,15 mM EDTA, 100 mM NaCí, 100 rnlvI Tris-HCI pI-17.
6’j.

Las reaccionescontrol se realizaronde igual forma pero en ausenciade extracto

nuclearo proteínapurificaday en ausenciatambiéndel competidorinespecíficopoli(dI-dC).

La cantidadde ONAasa1 empleadaenestecasofué alrededorde 10 ng.

Los fragmentosgeneradospor la digestióncon ONAasa 1 y por la secuenciación

químicadeMaxam-Gilbertse separaronen gelesde secuenciación(8% acrilamida,SM urea

en IBE lx). Los gelessesecarona 800C avacíoy seexpusierona películaautorradiográfica

a-700C.

11. ANÁLISIS DEL ESTADO DE METILACIÓN ENDÓGENA DEL DNA.

11.1 Obtención de DNA genómico.

El DNA seobtuvo a partir de las célulasen cultivo segúnmétodosconvencionales

(Sambrookeral., 1989).

11.2. Purificación y marcajede la sonda.

Un fragmento correspondientea las posiciones-800/+92 del promotor de CD-E

obtenidopordigestióndel plásmido-800(verMateriales,Aptdo. 8.2.1) con Xbal se aisló a
partir de gel de agarosay semarcó con 32P-adCTP (Amersham) por el métododel cebado de

los oligonucleótidosal azar (Feinberg y Vogelstein, 1983).

11.3. Digestión del DNA y ensayo de Southern-hlot.

El DNA de cadauna de las líneascelularesa analizarse sometió a digestión con el

enzimade restricciónBamHI(15 U/ gg de DNA). Alícuotasde 10 jig de DNA sesometieron

a una segundadigestióncon 15 U/ gg de las enzimas de restricción Haelí (sensiblea
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metilación),HpaII (sensiblea metilación),o MspI (isoesquizómerode HpaII, no sensiblea

metilación).

El DNA sefraccionó en gelesde agarosa al 1% (digestiones control y Haelí) o al
1.2% (digestionescon HpaII y MspI), setransfirió al vacio (5 in. Hg. 2 h) a membranas de

nylon (Zeta-Probe,Bio-Rad)en tampónlOx SSCy sefijó el DNA a las membranascon luz

UV (aparatoUV 2400Stratalinker,Stratagene).

Las membranassehibridarondurante2 h a 650C con tampónde prehibridación(6x

SSC, 0.5% SDS, 5x solución Denhardt, 100 j.tg/mi de DNA de espermade salmón

desnaturalizado)y posterionnentecon la sondamarcadacon 32~ en tampón de hibridación

(igual composiciónque el tampónde prehibridaciónexcepto2x soluciónDenhardt)durante

16-20 h a 650C. Las membranasse lavaron comenzandocon 2x SSC-O.5% SOS a

temperaturaambientey terminandocon0.lx SSC- 0.5% SOS a 650C. Las membranasse

expusierona-700Cconpelículaautorradiográficaempleandopantallasamplificadoras.

12. EXPERIMENTOS DE FOOTPRINTING IN VIVO.

12.1. Metilación y obtención del DNA.

Las células,crecidasen placasde 15 cmde diámetroy a confluencia,se sometierona

metilaciónitt vivo por tratamientocon el agentemetilantedimetilsulfato (DMS). Se retiró el

medio de crecimientoy se sustituyó por medio de crecimiento conteniendo0.5% DMS

(tamponadocon Hepes-KOHpH 7.5)durante2 minutosatemperaturaambiente.Las células

se lavaron posteriormente con PBS frío, se recogieron, y se extrajo el DNA por

procedimientosconvencionales(Sambrooke>’ al., 1989).

Parala obtencióndelDNA control,metilado itt virro, 20 gg de DNA genómicode las

lineascelularessetratarondurante1 minuto a temperaturaambientecon 0.5% OMS en 200

gí de soluciónlmM EDTA, 50 mM Na-cacodilato.La reacciónde metilación separó con 50

¡.tl de soluciónde parada(1.SM Naacetato,1M ~3-mercaptoetanol).

12.2. Digestión con piperidina.

TantoelDNA metilado itt vivocomoel DNA controlmetilado itt virro sesometierona

digestiónquímicaen los residuosmetiladoscon el agentepiperidina.El DNA se resuspendió
en 100 gí de piperidinaal 10%y sedigirió durante30 minutosa900C.

12.3. Amplificación por PCR mediada por adaptador.

A continuaciónla escalerade DNA generadapordigestióncon piperidinase amplificó

específicamenteen la región 5’ proximal del gen de CO-E y se marcó con 32p, según el

protocolodescritoenMuellery Wold (1989).Todoslos oligonucleótidosempleadosen estos

experimentosse describen en Métodos (Aptdo 9.3). En la Fig. 7 se muestra una

representaciónesquemáticade lasreaccionesllevadasa cabo:
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a) Extensión del cebador.

3 jxg de DNA digeridocon piperidinase sometierona la reacciónde extensióndel

cebadorempleandolos oligonucleótidosPl (Ul o Lí para la cadenacodificante o no

codificante,respectivamente).La reacciónsellevó acaboincubandoel DNA con 0.6 pmoles

del oligonucleótidocebadordurante30 minutos a 450C, tras lo cual se añadieron los

deoxinucleótidos(dNTPs) y enzimaSequenasa(Sequenasaversión 2, USB) y se incubó

durante15 minutosa450C.La reacciónseparóen hielo y la Sequenasase inactivó por calor

(67”C).

b) Reacción de ligación del adaptador.

A la mezcladereacciónanteriorseañadióel adaptador(ver Materiales,Aptdo. 9.3),

ATP y la enzimaT4 DNA ligasa.Se incubó durante 16 ha 150C y se paró la reacción a 700C

durante10 minutos.

c) Amplificación por PCR.
Las reaccionesde PCRserealizaronen un apararoPerkin-Elmer2400. Se emplearon

comocebadoresel oligonucelótidoP2(U2 o L2 segúnsetrate de la cadenacodificante o no

codificante)y el oligonucleótidolargodeladaptador.Se preparóunamezclade reaccióncon

el DNA, los oligonucleótidos cebadores,dNTPs y la enzima Taq polimerasa. Las

condicionesde lareacciónde PCRfueron:

Cadenacodificante:30 ciclos(1 minuto 940C, 2 minutos650C,3 minutos760C).

Cadenano codificante:20 ciclos(1 minuto940C, 1 minuto 450C,3 minutos720C).

d) Marcaje.
Los oligonucleótidosP3 (U3 y L3) se marcaronen el extremo5’ con la enzimaT4

polinucleótidokinasay ~2P-yATP.

El DNA se marcó mediante un último ciclo de PCR (2 minutos 940C, 2 minutos

65.50C, 10 minutos720C) tras agregar2 pmolesdel oligonucleótidoP3 marcadocon

nuevaenzimaTaqpolimerasay dNTPs.

12.4. Separación en gel y visualización.

Los productosde las reaccionesde la amplificaciónpor PCR mediadapor adaptador

sesepararonen gelesde secuenciación(8% acrilamida,8M ureaen TBE lx). Los gelesse

secarony seexpusieronapelículaautorradiográfica-700C.
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1. PAPEL DE LA CADHERINA-E EN EL COMPORTAMIENTO MALIGNO
DE QUERATINOCITOS TUMORALES DE RATÓN.

Existen numerososestudiosque ponen de manifiesto el papel de la molécula de

adhesión CD-E como moléculaanti-invasiva.En concreto,en queratinocitostransformados

de ratón, y empleandoel modelo de la carcinogénesisde piel de ratón, estudiosprevios

pusieronde manifiestounarelacióninversaentrela CD-E y la capacidadinvasiva(Caulin ci’

al., 1996),comosehaindicadoen la Introducción.En esteestudio,en el que seanalizaron

los mecanismosmolecularesque inducenun comportamientoinvasivo y metastásico,se

analizóla líneacelularHaCa4y unaseriede líneasoriginadaspor transfecciónde HaCa4con

el cDNA de CD-E (Navarro et al., 1991; ver tambiénTabla II y Fig. 5). Así, se pudo

comprobarquetanto la capacidadtumorogénicacomola capacidadinvasivain vitro estaban

relacionadasconla ausenciade CD-Een las lineascelularesestudiadas(Tabla III). También

seanalizóla capacidadmetastásicade dichas líneascelulares,y en estecasono seencontró

unarelaciónclaraconla CD-E,ya que algunasde las lineascelularesque expresabandicha

moléculapor transfección,como E62, seguíanmostrandoun comportamientometastásico;

mientras que la línea celular E24, que habíareactivadopor mecanismosdesconocidosla

expresiónde CD-E endógena,erano metastasica.

Tabla III. Característicasde las líneascelularesempleadasen los estudiosde funcionalidad

de CD-E.

Línea

celular

Niveles

de CD-E<’)

Niveles de

v~Ha.ras(l>

Migración

in vitro(3>

Capacidad

metastásica(41

+HaCa4 - +

Neo3 - + +

E58 - + +

E62 ++ +

E24 +

MCA3D ++ -

(1) Los nivelesrelativosde CD-E se estimarona partir de datosde Northern-blote inmunoblot (Navarro et
al., 1991;ver también Fig. 8).
(2) Los nivelesdey-Ha-rasseestimarona partir dedatosdeNorthern-blote inmunoprecipitacióncon anti-p21
ras(Caulín eral.., 1996>.
(3) Capacidadmigratoriaa travésdegelesdecolágeno(Caulíneral., 1996;verMétodos).
(4) Lacapacidadmetastásicaseestimóanalizandola metástasisespontánea(inyección intradérmicaen ratones
nu/nuy extirpacióndel tumorprimario)y la metástasisexperimental(inyecciónde las célulasen la venade la
coladel ratón).Se determinaronlas metástasispulmonares(Caulínci’ al., 1996).
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Como semuestraen la figura SA, el tamañodel mensajerotransfectado(3.9 Kb,

líneascelularesE62y E54) erasensiblementemenoral endógeno(4.5 Kb). Sin embargo,el

tamañode proteínade CD-E sintetizadaerael mismo (124KDa, Fig SC) y la CD-E exógena

erafuncionaly seasociabacon cateninas,de igual forma que la CD-E endógena(Caulin ci’

al., 1996).

Debido al origen de la linea HaCa4 (ver Materiales, Aptdo.4), estaslíneas tienen

integradoensugenomasecuenciasde Ha-rasviral (y-Ha-ras).El análisisen estaslíneasde

los nivelesde Ha-rasmostróque la líneacelular E24 presentabanivelesmucho menoresde

mRNA de y-Ha-rasy de proteínap21 rasqueel restode líneascelulares.Por tanto, en este

sistema,el comportamientometastásicopodríaestarrelacionadocon los nivelesde Ha-ras,

másquecon laexpresiónde CD-E (Caulínetal., 1996).

Nos propusimosprofundizaren el estudio de los mecanismosde invasividad y

metástasis,y en concretocaracterizarmejorlos mecanismosque hacenque la línea celular

E24 seamenosagresivay presenteun fenotipo no metastásico.Nos interesabatambién

estudiarel posible papelque la CD-E pudierateneren este comportamiento,puesto que,

aunquelaCD-E exógenatransfectadaen la linea metastásicaE62 era funcional, no sepodía

descartaralgunacarasterísticadiferencialcon laCD-Eendógenade la líneaE24.

El abordajeexperimentalparaconseguiresteobjetivo fué bloquearla CD-E endógena

de la líneaE24 por transfecciónde un cDNA antisentidode CD-E y analizarel fenotipo y

comportamientotumoraly metastásicode los transfectantesobtenidos.

1.1. Generaciónde transfectantesde la línea celular E24 con un vector de

CD-E antisentido.

El vector antisentidoparaCD-E p[3act-dacE se construyóa partir de los vectores

pBATEM-2y pjiact-Pcad(Noseci’ al., 1988),vectoresde expresiónde CD-E y de CD-P de

ratón, respectivamente.Se aisló un fragmentode 2.5 Kb del cDNA de CD-E de ratón

(nucleótidos640 a 3170),por digestiónde pBATEM-2 con EcoRI. Dicho inserto seclonó

en posición antisentidoen el vectorde expresiónpj3act-Pcad,tras eliminar el fragmento

correspondienteal cDNA de CD-P pordigestión con EcoRI, originandoasí el vector pj3act-

dacE(Fig. 9). Por cortescon enzimasde restricciónadecuadas(SmaI) y secuenciacióndel

vectorsecomprobóla correctaorientación(inversa)del cDNA de CD-E. Por tanto, el vector

pl3act-dacEcontieneun fragmentode 2529 nucícótidos(exones4 a 16) del cDNA de CD-E
de ratónen direccióninversa,situadodetrásdel promotorde 13-actina.

Se transfectóla líneacelular E24 (CD-E positiva) porel método del fosfato cálcico

con el vector pf3act-dacE y el vector de resistenciaa puromicina pBSpacAP (clones

antisentido)o el vector de resistenciaa puromiernasolo (clones control) (Fig. 10). Se

seleccionaronlos clonesresistentesa puromicinay se analizó inicialmente la expresiónde
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pj3act-dacE

pBSpacAP

E24

CD-E + pBSpacAP

puromicina

-~

4k
puromicina

clonesantisentido

CD-E -

CD-E +

clonescontrol

Fig. 10. Esquemadel experimento de transfección con el vector antisentido de CD-E y de los
clonesobtenidos. La línea celular E24 (que expresaCO-Ey es resistenteal antibióticoG418) se
transfectócon el vectorde resistenciaa puromicinapBSpacAP sólo o junto con el vector de
expresiónantisentidodel cDNA de CD-E p ~act-dacE.Se seleccionaronclonesaisladosresistentes
al atibióticopuromicina: clonescontrol que manteníanla expresiónde CO-E (P2-13 y P2-16) y
clonesantisentidoquehabíanperdidola CD-E (PI-l, Pl-2, Pl-5, PI-6, Pl-lO y PI-13). CD-E + y
CD-E -, clonesqueexpresany no expresanCD-E, respectivamente.

P1-1 P1-2

P1-5 P1-6

Pl-lO Pl-13

[P2.13 P2-16
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CD-E en dichos clonespor inmunofluorescencia.Se seleccionaron así, para su posterior

estudiolos siguientesclones:

Antisentido:P1-1,P1-2,Pl-5, PL-6, Pl-lO, P1-13.

Control: P2-13y P2-16.

1.2. Caracterización inicial de los transtectantes.

Análisis de inmunofluorescenciay de inmunoblot mostraronque, tanto la línea

parental(E24) comolos clonescontrol(P2-13y P2-16) expresabanCD-E que selocalizaba

principalmenteen los contactoscélula-célula(Fig. 11 y 12A). En cambio, los clones

transfectadoscon el vectorantisentidodeCD-E(Pl-l, Pl-2, Pl-5, P1-6, Pl-lO y P1-13)

erannegativoso expresabanmuy bajosnivelesde CD-E (Kg. 12A). Tan sólo en algunos

clonesaparecíanesporádicamentecélulasaisladaso pequeñosgruposde 2-3 célulasteñidas

paraCD-E, en capassuprabasales(observarFig. 11, clon Pl-5). Esta tinción esporádica

tambiénseobservóocasionalmenteen la líneaHaCa4.

La CD-P, la otra moléculade la familia de las cadherinas que se expresaen

queratinocitos,presentaalta homologíacon la CD-E (58% de identidadaminoacídica).Por

tanto, para comprobar la especificidad dcl experimentode transfección, fué necesario

corroborarque el vectorantisentidode CD-E no bloqueabatambiénla expresiónde CD-P.

Análisis de inmunofluorescencia(Fig. 11) y de inmunoblot (Fig. 12B) con el anticuemo

PCD-1 mostraronque todos los clonesseguíanmanteniendola expresiónde CD-P, y que

éstaselocalizabaen las unionescelulares,comocorrespondeasufunciónadherente.

La morfología de los transfectantes(Fig. 11) no se alteró significativamente,

manteniendoel fenotipoepitelial, aunqueen algunoscaso las células tienden a ser más

pequeñasy redondeadas.La únicadiferenciamorfológica destacablefué la pérdida a la

tendenciaaestratificar,característicade E24,quese mantuvoen las líneascontrol(observar

Fig. 11). Esta tendencia a la estratificación se ha relacionadocon un estado más

diferenciado,asemejanzadelo queocurreen una piel normalestratificada,dondelas capas

superioresson las más diferenciadas.Sin embargo,no se observaroncambios en la

expresión de involucrina (Fig. 12C), marcador de diferenciación terminal en células

epiteliales.

1.3. Ensayos de migración in vitro.

La línea parental E24, el clon antisentido Pl-5 y el control P2-13 se seleccionaron

parauna primera caracterizaciónde la capacidadinvasiva de estas células. Se midió su

capacidadmigratoriaa través de gelesde colágenoy secomparócon la de la línea celular

HaCa4(CD-Enegativa).

Como sepuedeobservaren la figura 13, el clon control P2-13 mantuvo una muy

bajacapacidadmigratoria,al igual que la líneaE24, mientrasque el transfectanteantisentido
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tras laextirpacióndeltumorprimario o cuandoestabanmoribundos.Ni E24 ni los controles

de la transfeccióngeneraronfocosmetastásicos(hasta60 díasdespuésde extirpar el tumor)

(TablaIV). Porel contrario,los transfectantesantisentidoanalizados(P1-5, Pl-lO y Pl-13)

originaronmetástasispulmonaresen todos los casos,con un nivel variable de focos por

pumón.Sólo seencontraronfocosmetastásicosen los pulmones,y no enotrasvísceras.

Estos resultadosapoyan fuertementeel papel de la CD-E como molécula anti~

invasiva. El bloqueode la expresiónde CD-E en la línea E24 induce un fenotipo invasivo y
metastásico.

Tabla IV. Análisis de la capacidadmetastésicade HaCa4,E24 y los clonestransfectados

con el cDNA antisentidode CD-E(’>.

Metástasis pulmonar

Incidencia
tumoral~2~

5/5
2/2

6/6

5/5
4/4

4/4

5/5
6/6

5/5

6/6

0/6

Incidencia
de metástasis(2>

5/5

2/2

0/6

0/5
4/4

4/4

5/5

0/6

0/5

0/6

n0 de focos
por ratón

1-19

>10

1-3

5-19
1-19

(1) 1x106 célulasde las líneas indicadasse inocularonen un flanco de ratonesBALB/c inmunodeprimidos.
Los tumoresseextirparoncuandoalcanzaronundiámetrode 1.2 cm. Los ratonesse sacrificaronpara analizar
las metástasispulmonarescuandoestabanmoribundoso a los 10-21 (a), 20-40 (b), 30-47(c)o 60 (d> días
despuésde laexcisióndeltumorprimario.Sólose encontraronfocos metastásicosen los pulmonesy no en
otrasvísceras.
(2) La incidencia tumoral y de metástasisse expresa como número de ratonesque generarontumor o
metástasispulmonar1 númerode ratonestotalesinoculados.

Línea
celular

HaCa4

HaCa4

E24

E24

pl -5

pl-lo

Pl-13

P2-13

P2-16

P2-16

MCA3D

experi-
mento

c

a

c

d

b

b

b

d

b

d

c
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1.5. Niveles de Ha-ras.

A continuacióntratamosde determinarcualeseran los mecanismosmediantelos

cualesla ausenciade CD-E inducía estecomportamientomás agresivo, volviendo a las

célulasmetastásicas.Unaposibleexplicación,teniendoen cuentalos estudiospreviossobre

la relaciónentre la dosis de Ha-rasoncogénicoy la capacidadmetastásica,sería que los

tranfectantesantisentido hubieran incrementado los niveles de Ha-ras, debido a la

transfeccióno porun procesode selección.

Por tanto, se analizaron los niveles de Ha-ras viral y celular mediante ensayosde

Northem-bloten las líneastransfectantesantisentidoy control y se compararoncon los

niveles de las líneasE24 y HaCa4. La línea celular MCA3D, que sólo expresaHa-ras

endógenode ratón,seutilizó comocontrol. Todoslos clones,salvo MCA3D, expresabanel

mRNA genómicoviral de 5.4 Kb y una serie heterogéneade tránscritos de tamaños

comprendidosentre 1.4 y 5.4 Kb (Caulin et al., 1996 y resultadosno mostrados).Los

resultados,despuésde normalizarrespectoa la cantidadde mRNA de actina, aparecen

reflejadosen la Tabla V. La línea celularHaCa4presentabaniveles elevadosde y-Ha-ras,

mientras que los transfectantes,control y antisentido, mostraron niveles de y-Ha-ras

semejantesa los de la líneaE24, y menoresa los de HaCa4.

Por tanto, la dosis de Ha-ras no se modificó por la transfeccióncon el vector

antisentido,por lo queno pareceserla responsabledel fenotipometastásicoinducidopor la

ausenciade CDE en la líneaE24.

Tabla V. Expresión de y-Ha-rasen HaCa4,E24 y los clonestransfectantescon el cDNA

antisentidode CD-E (l)•

Línea celular(2> v-Ha-ras(3)

HaCa4 3.97
E24 0.62

P2-13 0.63

P1-5 0.70

Pl-13 0.85

MCA3D

(1) 15 gg de mRNA poli~A+ se sometierona ensayosde Northern-blothibridandosucesivamentecon una
sondade Ha-rasy conunasondade 3-actinacomocontrol.
(2) La líneacelularMCA3D sóloexpresaHa-rascelularendógenoy se incluyó comocontrol.
(3) Los valoresrepresentanla relaciónde los niveles de mensajerode y-Ha-rasy de 3-actinaen cada línea
celular,tras su cuantificacióndensitométrica.
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1.6. Papel de proteasas de matriz extracelular.

1.6.1. Activador del plasminógeno tipo urokinasa.

El activador del plasminógeno tipo urokinasa (uPA) es capaz de degradar

componentesde la matriz extracelulary su expresiónse ha relacionadocon la capacidad

invasivay metastásicade un amplioespectrode tumoresy líneascelulares(Andreasenci’ al.,

1997).

Portanto,nos planteamosaveriguarsi en nuestrosistemaexperimentalel bloqueode

CD-Etambiéneracapazde inducir un aumentode la actividaduPA, que fueraresponsable

delcomportamientomásmalignoobservado.Semidió la actividaduPAen extractostotalesy

enel mediocondicionadode los transfectantesen gelesde caseina-plasminógeno.La figura

14 muestraque existenvariacionesen los niveles de actividaduPA, especialmentedel

secretadoal medio extracelular,entrelos diferentesclones, pero la ausenciade CD-E no

provocóen estascélulasun incrementode la actividaduPA. Por lo tanto, el uPA no parece

ser el agente que induce el fenotipo más invasivo y metastásicoque muestran los

transfectantes.

1.6.2. Metaloproteinasas de matriz.

Comoseha indicadoen la Introducción,las metaloproteinasasde matriz (MMPs) son
proteasasquedegradany remodelanla matriz extracelulary quejueganun importantepapel

en procesosde invasióntumoraly metástasis(Stetler-Stevensonci’ al., 1993).

Paraestudiarsi las MiMPs estabanjugandoun papel en el comportamientoinvasívo

inducidopor la ausenciade CD-E seanalizó la actividadgelatinolíticade los transfectantes.

La figura iSA muestraun zimogramadondeseensayóla actividadgelatinolíticadel medio

condicionadode las célulasen gelesde gelatina(colágenosolubledesnaturalizado).Como se

puedeobservar,ni la línea parentalE24, ni la línea control P2-13, mostraronactividad

gelatinolítica.En cambio,los transfectantesantisentidopresentaronuna destacableactividad

gelatinolitica, que migraba con un tamaño aparentede 105 KDa, correspondientecon la

gelatinasaB o MMP-9 de ratón (Tanakaci’ al, 1993). Asimismo, las líneasHaCa4y Neo3

(control de transfecciónde HaCa4) presentaronniveleselevadosde actividadMMP-9. Tan

solo despuésde largos tiempos de incubación se pudo observarademásuna bandade

degradacióna 68 KDa, correspondientea la MMP-2, de similar intensidaden todas las

células.MMP-9 y MMP-2 son las únicasMMPs conocidascapacesde degradarcolágenos

desnaturalizados(verTabla1).

Estudiosde Northern-blot(Fig. 15B) mostraronqueel transfectanteantisentidoPI-5

expresabacantidadessignificativas de mRNA de MMP-9, mientrasque los transfectantes

Pl-lO y Pl-13 y el clon P2-16 expresabanpequeñascantidades.Sin embargo,E24 no

presentóniveles apreciablesde mRNA de MMP-9. La sondade MMP-9 identificó dos

tránscritos dc 3.5 y 2.7 Kb, probablementeresultantes de diferentes señales de

poliadenilación(Tanakaci’ al, 1993).
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Estosresultadossugierenque la ausenciade CD-E en los transfectantesantisentido

induce un aumentoen la actividadde la metaloproteinasaMMP-9, que podría deberseen

parteal aumentoen sus niveles de expresión.Un aumentoen la actividadde dichaenzima

podríafavorecerlascapacidadesinvasivasde estascélulas,al dotarlesde un mecanismopor

el que puedendegradarla matriz extracelular, escapardel tumor primario y producir

metástasis.

1.7. Estudio de la relación entre CD-E y MMP-9.

Los resultadosanterioresapoyan una interesanterelación inversa entre CD-E y

MMP-9, ya que al eliminar la CD-E seindujo en estascélulasun aumentoen la actividad

MMP-9. Asimismo,la líneacelularMCA3D, no tumorogénicay con altos nivelesde CD-E,

carecíade actividadMMP-9 (nomostrado)y de mensajerode MMP-9 (Fig. 15B).

Para corroborarestahipótesisse estudió la actividad y expresiónde MMP-9 en

relacióncon laCD-Een un conjuntode líneasoriginadasapartirde la transfeccióndelcDNA

de CD-E en HaCa4(verTablaIII y Figura8).

La figura 16A muestraun zimogramasobre gelatina del medio condicionado

secretadoporestaslíneas.Se observóque las lineas HaCa4,el control de la transfección

Neo3y ESS(CD-E negativa)mostraronniveleselevadosde actividad MMP-9, mientrasque

las líneasquedespuésdela transfecciónexpresabanCD-E (E24 y E62), habíandisminuido

considerablementela actividadgelatinoliticade 105 KDa correspondientea MMP-9. Análisis

de Northern-blotenestaslíneascelularesmostraronasimismoaltos nivelesde mensajerode

MMP-9 en las líneascelularesCD-E negativasHaCa4 y E58 y muy bajos niveles en las

líneasCD-E positivasE24 y E62 (Fig. 16B).

El análisismedianteNorthem-blotde los nivelesdel inhibidor especificode MMP-9,

TIMP-1, indicaquelos nivelessemantienenconstantesen todasestaslíneascelulares(Fig.

17), independientementede los nivelesde CD-E o de MMP-9. Por tanto, los cambiosen la

actividadMMP-9 no se puedenexplicarporcambiosen los nivelesde su inhibidor.

Por otro lado, tambiénse analizó la expresiónde otras MMPs (MMP-2, MMP-3,

MMP-7) medianteNorthern-bloto RT-PCR,siendosus nivelesapenasdetectablesen todas

las líneascelulares.En la figura 17 apareceun experimentode Norterh-blotparaMMP-3

dondese observaque los niveles,extremadamentebajos (se muestrauna autorradiografia

trasun mesde exposición),sonsimilaresen todaslas lineas.

Portanto, la expresióndeCD-E en la líneacelularHaCa4induceun descensoen los

niveles y actividad de la gelatinasaMMP-9, corroborandola hipótesisde una regulación

opuesta,por mecanismosdesconocidos,entre CD-E y MMP-9 en líneas celularesde

queratinocitosde ratón.Estarepresiónde MMP-9 mediadapor CD-E podría seruno de los

mecanismosquecontribuyenal fenotipomásagresivomostradotras la pérdidade CD-E en

muchostipos de carcinomas,y en especialdurantela carcinogénesisde piel de ratón.

71







Resultados

2. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CD-E EN LA

CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.

Comohemosvisto, lamoléculade adhesióncelular CO-E desempeñaun papel clave

en el control de la capacidadtumorogénica,invasiva y metastásicadurante la progresión

tumoral. Por tanto, para comprenderen último término los mecanismosde la progresión

maligna,esnecesariotambiénconocerlos mecanismosde controlde la expresióny función

de CD-E.

En concretonospropusimosanalizarlos mecanismosque regulande la expresiónde

CD-E,y utilizamos,asimismo,el modelode la carcinogénesisde piel de ratón. Estemodelo

resultabaútil para estudiar,por una parte, los mecanismosque controlan la expresión

específicade tejido epitelial de CD-E y, porotraparte,los mecanismosque conducena la

desapariciónde la expresióndeCO-Edurantela progresióntumoral.

2.1. Actividad del promotor de CD-E en queratinocitos de ratón.

Para abordar estos objetivos empleamos un conjunto de líneas celulares de

queratinocitosde ratón que representabandistintos estadios de la progresión tumoral,

provenientesde tumoresepidennoidese indiferenciadoso derivadasin vitro a partir de

cultivos primarios de epidermis (ver Fig. 5), que abarcan desde queratinocitos

inmortalizados no tumorogénicos hasta líneas altamente malignas, y que mostraban

diferentesnivelesde expresióndeCD-E.

En la Tabla VI se resumenlas característicasmás significativas de dichas líneas

celulares.Brevemente,la línea celular MCA3D, como ya se ha indicado, es una línea

inmortalno tumorogénica,de fenotipoepitelial,y quepresentaniveleselevadosde expresión

de CO-E. Las líneascelulares PDV y E24 son tumorogénicas,pero aún conservanun

fenotipoepitelial y expresanCO-E.La líneaHaCa4presentaya un fenotipoepiteloide y ha

perdidolaexpresiónde CD-E. TodasestaslíneascelularesexpresanCO-P. Por último, las

líneascelularesCarB y MSC1lAS, representantesdel último estadiode la carcinogénesis,

sonlíneasaltamentemalignas,con fenotipo fibroblastoide,que han perdidola expresiónde

CD-E, CO-P y muchosotros marcadoresepiteliales(Navarro cl al., 1991; Díaz-Guerraet

al., 1992;Gómezel al., 1992; Stolerel al., 1993).

Lapérdidade CO-Een estaslineas,al igual que en muchostumoresepiteliales,esa

nivel de mRNA (ver Fig. SA). Estudiospreviosde Southern-blotdescartaronlaexistenciade

grandesalteracionesen el gen de CO-E en las líneascelularesmencionadas(Navarroet al.,

1991),sugiriendoqueprobablementeseanmecanismostranscripcionaleslos quecontrolenla

desapariciónde dichamolécula.Paratestarestahipótesisse analizó la actividad promotora

de un fragmento situadoen posición 5 del gen de CO-E de ratón,que comprendíalos
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TablaVI . Característicasde las líneascelularesdequeratinocitosde ratón
empleadasen los estudiossobreel promotordeCO-E.

línea
celular

M

Morfología

Nivelet
de CD-E

Niveles#
de CD-P

Tumoroge- &
nicidad

MCA3D E ++ +/++ -

PDV E + +++ +

E24 E +/++ +++ +

HaCa4 Ep - ++ ++

CarB F - - ++

MSC11AS E - - ++

* E, epitelial;Ep, epiteloide; F, fibroblastoide.
# Los nivelesrelativosdeCO-Ey deCD-P seestimarona partirdedatosdeNorthern e inmunoblor
(Navarroy col., 1991,vertambiénFig. 8).
& La capacidadtumorogénicasedeterminópor inyecciónenratonesnu/nu,teniendoen cuentacl
númerodetumoresoriginadosy el períodode latencia.

nucleótidos-178/+92respectodel sitio de inicio de la transcripción(construcción-178, Fig.

18). Estefragmentocontienepotencialeselementosreguladores:elementoE-pal (posición -

90 a -71),conteniendounasecuenciapalindrómica(-861-75),cajaCCAAT (posición -65 a -

61) y región ricaen OC (posición-58 a -32) y sehabíademostradopreviamente,en otros

sistemascelulares,que poseíaactividadpromotoraespecíficade líneascelularesepiteliales

(Behrenseral., 1991).

Se realizaron ensayos de transfección transitoria en las distintas líneas de

queratinocitos de ratón con plásmidos que contenían dicho fragmento, y varias

construccionesmenoresde estaregión,acopladosal genchivatoCAT. Como semuestraen

la figura 18 la construcción-178 presentabaactividad específicade tipo celular, ya que

mostrabaniveleselevadosde actividadtranscripcionalen la líneacelular MCA3D, con altos

nivelesde mRNA de CO-E; nivelesmoderadosen laslíneasPDV y E24; y nivelesmuy bajos

de actividad o era prácticamenteinactiva en las lineas que no expresanCD-E (HaCa4 y

CarB).La eliminaciónde la zona5’ hastala posición-78, quecomprendeel elementoE-pal.

provocóun aumentode la actividad promotora,sugiriendola existenciade elementosque

regulannegativamentela transcripciónen estaregión. Por otro lado, la supresiónde otro
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fragmentohastalaposición-58, que incluye la cajaCCAAT, indujo un dramáticodescenso

de la actividaden todas las lineascelulares,lo que apoya que estacaja CCAAT estaría

jugando un importantepapel en el control positivo de la transcripción de CD-E. Esta

construcciónque comprendelos nucleótidos-58/+92 presentabaya niveles muy bajos de

actividadpromotora,peroaúnreteníaunaciertaactividadespecíficade tipo celular.

La TablaVII muestraun resumende los resultadosobtenidosen los experimentosde

transfeccióntransitoriacon éstasy otrasconstruccionesadicionalesdel promotorde CD-E.

La construcción-94 mostrónivelesde actividadmuy similaresa los de la construcción-178

en las líneas celulares examinadas.Asimismo, una construcción que comprendíalos

nucleótidos-21/+92poseíanivelesmuy bajosde actividadtranscripcional,próximosa los de

la construcción-58, en las dos líneas celulares analizadas.El análisis de la actividad

transcripcionalde dosconstruccionesadicionalesconteniendosecuenciashasta800 bp y 1 .4

Kb endirección5’ respectodelsitio de inicio de la transcripción,en doslíneaspositivaspara

laexpresiónde CD-E (MCA3D y E24), mostróvaloressimilaresa los de la construcción-

178, aunquecon variacionesentrelas dos líneas.Estasobservacionesestánde acuerdocon

estudiospreviosen otras líneasepiteliales(Behrenset al., 1991). Por ello; y aunqueno se

puedadescartarlaexistenciade otraszonasde regulación,nos centramosen el estudiode la
región -1781+92, que mostraba actividad transcripcional específicaen las líneas de

queratinocitos.

Para investigar el posible papel del elementopalindrómico E-pal en la actividad

promotorade CD-E en estesistemacelular, se midió la actividad de dos construcciones

adicionalesdelpromotoren ensayosde transfeccióntransitoriaen las diferenteslíneas(Fig.

19). Tanto la costrucciónAB-pal, en la que seha eliminado el elementoE-pal, como la

construcciónmE-pal, con una doble mutación puntual en los 2 nucleótidoscentralesdel

palíndrome,mostraronmayor actividadpromotoraque la construcciónsilvestre (de 2 a 7

veces),siendo el aumento más significativo en las líneas que no expresanCD-E: un

incrementode unas 3 veces en HaCa4 y de hastacasi 7 veces en la línea altamente

indiferenciadaCarB.Estosresultadossugierenun papelinhibidor parael elementoE-pal en

todaslas líneasde queratinocitosanalizadas.Esteelementopodríaestarjugandoun papelen

la especificidadde la actividad transcripcionaldel promotor de CD-E, ya que el efecto

represoresmayoren célulasCD-E negativas.

Asimismo,y paraanalizarla función de la región rica en OC se midió la actividad

promotorade dos construccionescon mutacionesen los sitios consensopara AP2 y SP1

(construccionesmutOCí y mut GC2,figura 20). Ambasmutacionesindujeron un descenso

en laactividadpromotora(60%en mut OCí y 40-50%en mutGC2)en las líneasMCA3D y

HaCa4,representantesde lineasqueexpresany no expresanCD-E. Estos resultadosindican

quela región rica en OC, a travésde los elementosde unión a SPI y AP2, juegaun papel

reguladorpositivoen la transcripcióndeCD-E.

77



Resultados

TablaVII. Valoresde actividadpromotorade distintasconstruccionesdel promotorde
CD-E en las diferenteslineascelulares.

Construccionesdel promotor de CD-E

-1.4

36.9

-0.8

62.9

-178 -94

62.8 46.9

-78

93.3

*

-58

9.6

-21

11.4

N.D. N.D.

13.4 6.7

N.D. N.D.

25.2 N.D.

14.7 N.D.

8.5 11.0

N.D. N.D. 3.3 3.2 4.7 0.9

Los valores se indicancomoporcentajede la actividaddel promotorde SV4O en cadalíneacelular.
Los datosrepresentanla mediadelosresultadosde un mínimo dedosexperimentos.
N.D., no determinado.
* Lasconstruccionestienentodasel extremo3’ comúnen la posición+92. La posicióndel extremo
5 correspondecon el nombre de la construcción en Kb (-1.4 y 0.8) o en pb (el resto de las
construcciones).

línea
celular

MCA3D

PDV

E24

HaCa4

41.9

26.9

15.7

CarB

12.3

4.9

0.8

N.D.

N.D.

0.7

N.D
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2.2. Unión de factores nucleares al promotor de CD-E.

2.2.1. Interacción de factores nucleares con la región 5’ proximal.

Comoprimeraaproximaciónal estudiode los factoresqueinteraccionancon la región

5’ proximalen las diferenteslíneas,y paradelimitar las posiblessecuenciasde regulaciónde

una formamás fina, serealizaronestudiosde proteccióna DNAsa 1 o de footprinting ¡u

vitro.

La figura 21 muestrael patrónde protecciónquegeneraronextractosnuclearesde las

diferenteslíneascelularesutilizandocomosondala región del promotorcomprendidaentre

los nucleótidos-1781+17.Experimentoscon extractosnuclearesde las líneaspositivaspara

CD-E, MCA3D y E24, mostraron3 regionesprotegidas(zonasa, b y c) y un sitio de

hipersensibilidad,quecorrespondena:

- regiónricaenOC y cajaCCAAT (a);

- zona3’ del elementoE-pal(b);

- extremo5’ delelementoE-paly regiónmásdistal(c);

- sitio de hipersensibilidaden la posición-85 de la secuenciaE-pal(marcadocon unaflecha).

Porsimplicidad, a partir de ahorallamaremosa la región protegida(c) como región

ECE, yaqueun análisisdetalladode la mismamostróquecontienedos secuenciasconsenso

parafactoresde la familia Etsy otraparafactorestipo CREB/ATF (vermásadelante).

Porotro lado,extractosnuclearesde líneasque no expresanCD-E (HaCa4y CarB)

mostraronun patrónde proteccióndiferente:

- protección muy débil o prácticamenteausenciade protección en la región rica en

GC/CCAAT (a);

- protección,aunquemásdébil, de la mitad 3’ del elementoE-pal(b);

- ausenciadel sitio de hipersensibilidad;

- ausenciade protecciónen la regiónECEmásdistal (c).

Estos datos sugierenque en los queratinocitosque no expresanCD-E existe una

pérdidao modificación de factoresnuclearescapacesde interaccionarcon determinadas

secuenciasde la región5’ delgende CD-E.

Para caracterizarlos factores responsablesdel reconocimientode la región 5’

proximal,serealizaronensayosde retardoen gel utilizandocomo sonda,en primer lugar, el

fragmentoA, correspondientea los nucleótidos-1781±92de promotorde CD-E (ver figura

22A). Se emplearonextractos nuclearesde las diferentes lineas de queratinocitosy de

fibroblastosNIH3T3 comocontrol adicionalde células no epiteliales,que no expresanCD-

E. Los extractosnuclearesde todas las lineas celularesgeneraronuna banda de retardo

mayoritaria,y una seriedecomplejosde menorintensidady mayor movilidad electroforética

(Fig. 22B). Como se puedeobservar,el patrón de bandasgeneradofué básicamenteel

mismocon los extractosde todaslaslíneas,con la únicadiferenciadeque la intensidadde la
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bandade menormovilidaderamayorcon los extractosdelas lineasCD-E positivasMCA3D

y PDV.

Serealizaronensayosde competiciónde la unión con distintosfragmentosde DNA

frío en exceso:fragmentosA, B, C y D, segúnsemuestraen la figura 22A. El patrón de

competiciónfué el mismo con extractosde todaslas líneasanalizadas,aunqueen la figura

22C sólo semuestranlos resultadosobtenidoscon extractosde las litieasMCA3D y l-IaCa4,

como representantesde líneas positivas y negativas para la expresión de CD-E,

respectivamente.El patrónde competiciónobtenido indicó que la interacciónde la mayoría

de los complejos proteicoses a través de la región C (- 1091-24),que contienetodos los

elementosreguladorespreviamentepostulados,corroborandolos datos obtenidosen los

experimentosde footprinting iii vitro. El fragmentoB no compitió ningunade las bandasde

retardo.Por otro lado, el fragmentoD fué capaz de competir los complejos de mayor

movilidad, pero no el complejomayoritario.La competiciónde los complejosminoritarios

por los fragmentosC y D indicaríaque probablementeestos complejos se originan por

interaccióncon la regiónricaenOC. De acuerdocon esto,un excesode un oligonucleótido

quecomprendíalaregiónOC delpromotorproximalde CD-E (posiciones-60/-23) eracapaz

de competirlasmismasbandasqueel fragmentoD (resultadosno mostrados).

Paraanalizarcon más detallela implicación de los diferenteselementosreguladores

postulados,contenidosen la región -178/+92, seprocedióa estudiarcadauno de ellos por

separado.

2.2.2. Análisis de los factores que interaccionancon el elementoE-pal.

Ensayosde retardoen gel utilizando como sondaun oligonucleótido(posiciones

-92/-69) que conteníael elementoE-pal (Fig. 23A) mostraronque seformabaun complejo

de retardo mayoritario con extractos nucleares de todos las líneas de queratinocitos

examinadas(Fig. 23B). Dicho complejose competíaespecíficamentepor un excesodel

mismo oligonucleótido frío, pero no por un oligonucleótido irrelevante (CCAAT-E).

Tampocosecompetíaporun oligonucleótidoconunadoble mutaciónpuntualen el centrodel

palíndrome(E-pal mut), indicando que la integridad de los dos nucleótidos centraleses

necesariaparala interaccióndel factor/es al elementoE-pal. El oligonucleótido E-pal mut

porta la misma mutación que la construccióndel promotor nt-pal, que mostró mayor

actividadpromotoraen ensayosde transfeccióntransitoria(ver Fig. 19).

El elementoE-pal contienedos cajas E, secuenciasconsensode interacción con

factoresde transcripcióndel tipo bHLH. Los factoresde la familia Myc/Max son factoresde

transcripcióntipo bHLI-I que seexpresanen la epidermis(ver Introducción,Aptdo. 5.3), lo

que nos inclinó aconsiderarloscomo posiblesfactoresde interaccióncon la región E-pal.

Portanto,hicimosexperimentospreliminaresparatestarsi algunode estosfactoresera capaz

de modificar la actividad promotora de CD-E. Como se indica en la Tabla VIII, la

cotransfecciónde la construcción-178 con vectoresde expresiónde los factoresc-Myc y/o
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Tabla VIII. Influencia de posiblesfactoresde interacciónconel elementoE-palen
la actividadtranscripcionalde laconstrucción-178 del promotorde CD-E.

Actividad Actividad -178-178

MCA3D HaCa4 factor & gg MCA3D HaCa4

c-Myc

Max

c-Myc + Max

loo

0.5 133

2 136

0.5 117

2 136

0.3+0.3 116

100

110

110

120

120

140

100 100

snail 2.5 123 104

5 118 67

slug 2.5 129 62

VI 284 58

1+1 139 140

* Las cantidadesde plásmidocotransfectadose igualaroncompletandocon las cantidadesnecesariasde

plásmidocontrol. Los plásmidosde expresióny control empleadosfueron: pHEBoMTmyc2,3,pMTmax
(vectoresde expresiónde c-Myc y Max humano,respectivamente,bajo el control del promotor de
metalotioneina)y pHEBoMT (control) (ver Materiales,Aptdo. 8.2.4). La expresiónde c-Myc y Max se
indujocon 100 mM ZnSO4;tambiénsetrataronlas célulascontrolcon igual concentraciónde ZnSO4.
& Las cantidadesde plásmidocotransfectadose igualaroncompletandocon las cantidadesnecesariasde
plésmidocontrol.Los plásmidosde expresióny control empleadosfueron:CMV-sna,CMV-slug (vectores
de expresiónde Snaily Slugde poíío, respectivamente)y pcDNA3 (control)(ver Materiales,Aptdo. 8.2.4).
# La actividadCAT de la construcción -178 se normalizó respectoa la de CMV-luc en cada experimento.
A la actividadCAT enpresenciadelosvectorescontrol se le asignóel valorde 100%.

factor * ktg
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Max en las líneasHaCa4y MCA3D indujo un ligero aumento,aunqueprobablementeno

significativo, en la actividadpromotorade CD-E (TablaVIII).

Porotro lado, la mitad 3’ del elementoE-palcontienetambiénun sitio consensode

unión a factoresde la familia slug/snail (Mauhina al., 1993). Por su patrón de expresión

duranteel desarrolloembrionario,en zonasde migración de células de la crestaneural e

invaginacióndel ectodermoparaformarel mesodermoen la gastrulación(Nieto ctal., 1994),

seha postuladola participaciónde estosfactoresen las transicionesepitelio-mesénquima.

Estastransicionesvan acompañadasde pérdidade expresiónde CD-Ey sonreminiscentesde

las que ocurrenen etapasavanzadasdel proceso tumoral, donde tambiénhay pérdidade

marcadoresepitelialescomoCD-E. Portanto,factoresde la familia slug/snailpodríanunírse

al elementoE-pal,regulandonegativamentela transcripciónde CD-E.

Parainvestigarlose realizaronde igual formaexperimentosde cotransfecciónde la

construcción-178 convectoresde expresiónde los factoressnail y slug en las líneasHaCa4

y MCA3D. Como se puede observaren la Tabla VIII estos factores no indujeron un

descensode la actividadtranscripcionalde CD-Een la líneaMCA3D, sino másbien el factor

slug (5 gg de vectorde expresión)eracapazde activar la transcripción.En la línea celular

HaCa4la cotransfecciónde estosfactores(5 gg de vectorde expresiónde snail y 2.5 o 5 ~tg

de slug) indujoun ligero descensodel40%en la actividadpromotora.

2.2.3. Análisis de los factoresque interaccionan con la caja CCAAT.

De la mismaforma, paratratarde caracterizarel factor/esque sepudieranunir a la

cajaCCAAT serealizaronexperimentosde retardoen gel con un oligonucleótido(posiciones

-741-56)quecomprendíala regiónCCAAT del promotorde CD-E (Fig. 24A).

La figura 24B muestrael patrón obtenidocon extractosnuclearesde la línea PDV.

Aparecíantres complejos de retardoque se competíanespecíficamentepor un excesodel

mismooligonucleótidofrío y poroligonucleátidosquecontienenlos sitiosconsensoparalos

factoresCP1 y CP2.Asimismo, los doscomplejosde mayormovilidad (complejos2 y 3) se

competíantambiénporun excesode un oligonucleótidocon el sitio consensode unión a

CIEBP, mientrasqueningunode los complejoseracompetidopor un oligonucleótidocon el

sitio consensoparaNR. Todos estosfactores(CPl, CP2, C/EBP y NFI) son factoresde

transcripcióndescritosde unión acajasCCAAT (Chodoshci’ al., 1988; Ryden y Beemon,

1989). Por otro lado, un oligonucleótidoque conteníala caja CCAAT del promotor de la

CD-P (CCAAT-P) era capazde competir, asimismo, el complejo 1 de menor movilidad.

Resultadossimilaresseobtuvieroncon extractosde CarB (no mostrados).

Estosdatossugierenquela regiónCCAAT del promotorde CD-E es reconocidapor

factoresdel tipo CP1, CP2 y C/EBP, tanto en las líneas CD-E positivas como CD-E

negativas.
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2.2.4. Análisis de los factores que interaccionan con la región rica en GC.

Experimentosde retardoen gel con la región rica en OC (posiciones-6O/-23) del

promotor de CD-E (Fig. 25A) mostraron la existenciade tres complejos capacesde

interaccionarcon dicho oligonucleótido. Estostres complejos se formabancon extractos

nuclearesde todaslas líneascelularesanalizadas(CarB,HaCa4,E24,PDV y MCA3D) (Hg.

25B y datosno mostrados).

La regiónrica en OC del promotorde CD-Econtienedos secuenciasconsensoparael

factor de transcripciónAP2 y otra parael factorde tipo dedode zinc,SP1 (Fig. 25A). Como

una primeraaproximaciónparaidentificar la naturalezade los trescomplejosde retardo,se

realizaronensayosde competicióncon oligonucleótidosconsensoparadichosfactores.Así,

un oligonucleótidocon la secuenciade unión a SPl del promotor de SV4O desplazabala

unión de los complejosde retardo1 y 2, mientrasqueun oligonucleótidocon la secuenciade

uniónaAP2 delpromotorde 5V40 desplazabala unión de los tres complejosformadoscon

extractosde PDV, perosóloel complejo3 de movilidad intermediaformadocon extractosde

HaCa4y CarB (Fig. 25B).

Por otro lado, se realizaronensayosde competición con un oligonucleótidoque

conteníala región rica en OC del promotor de CD-P (GC-P), que también contiene

secuenciasconsensode unión a SPl y AP2 (Faraldoy Cano, 1993). El oligonucícótidoGC-

P desplazabala unión de los complejos1 y 2 obtenidoscon todos los extractos,pero no del

complejo 3. El mismo comportamientoexhibíaun fragmentode esteoligonucleótidoque

conteníasólo la secuenciade unióna SP1 (SP1-P),mientrasque un fragmentoque contenía

sólo la secuenciaAP2 (AP2-P) no eracapazde desplazarnigún complejo(Fig. 25B).

Estosresultados,juntocon el hechode que la presenciade zinc era necesariaparala

formación del complejo 1 (no mostrado),sugierenque probablementeSPl sea el factor

responsablede la formaciónde los complejos1 y 2, mientrasque el complejo 3 estaríamás

relacionadocon AP2. Porotro lado, las diferenciasobservadasen el patrónde competición

entrelas líneasPDV y HaCa4/CarB,sugierenquelos complejos1 y 3 presentanpropiedades

diferentesen líneasqueexpresany queno expresanCD-E.

Para confirmar la naturalezade los factores implicados en la formación de los

complejosde la regiónOC serealizaronexperimentosde super-retardocon las líneasPDV,

HaCa4y CarB,añadiendoanticuerposespecíficosa la mezclade incubacióncon la sonday

los diferentesextractosnucleares.La figura 26 muestralos resultadosde estosexperimentos.

Un anticuerpoanti-SPl originó una clara banda de super-retardoen las tres lineas

examinadase indujo, asimismo,unadisminuciónen la intensidaddel complejo1, y en algún

caso (CarB) también del complejo2. Por otro lado, un anticuerpoanti-AP2 generó una

bandade super-retardo(HaCa4),unadisminuciónen la intensidaddel complejo 3 (PDV) o

bienambosefectosa lavez(CarB).
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Estosdatos permitenconfirmar la participaciónde factoresde transcripcióndel tipo

SPl y AP2 en la formaciónde complejosde interaccióncon la región OC de CD-E en las

lineasde queratinocitosanalizadas.

Evidenciasadicionalesacercade la implicación de los factores SP1 y AP2 en el

reconocimiento de la región rica en OC se obtuvieronpor experimentosde footprinting iii

vitro dela región5’ proximalde CD-E utilizando los factoresde transcripciónpuros SF1 y

AP2. Como se puede ver en la figura 27, en efecto, dichos factoreseran capacesde

interaccionarconla regiónrica en OC delpromotorde CD-E.

Por otra parte,y paradeterminarsi la unión del factor AP2 tiene una consecuencia

funcional en la actividad promotora,se realizaronexperimentosde cotransfeccióncon un
vector de expresiónde una forma truncada del factor AP2 (AP2-ATA), que carecedel

dominio de transactivacióny actúacomodominantenegativo(Hennigetal., 1996).Comose

muestraen la tabla IX esta forma truncadade AP2 fué capaz de reprimir, de forma

dependientede dosis, la actividadpromotorade la construcción-178 (un 70% con 5 gg de

AP2-ATA), perono de forma significativala de la construcción-21. Estosresultados,junto

con los valoresde actividadpromotorade los mutantesmut OCL y mut OC2 (ver Fig. 20),

apoyanquela regiónOC, quecontienesitios de unión a SPl y AP2, estájugandoun papel

positivoen la regulaciónde la transcripciónde CD-E.

TablaIX. Un dominantenegativode AP2suprimeparcialmentelaactividad
promotorade CD-Een MCA3D.

% Actividad

A AP2* (MCA3D)

—178 —21

- 100 100

1 72 56 82

5 28 28 73

* Secotransfectaron1 oS ¡sgdel vectordominantenegativodeAP2 (AP2- ATA), completandoenel

primercasohasta5 ¡sg con la cantidadnecesariadel vectorcontrolRSV-O (verMateriales.Aptdo.
82.4).
# La actividadCAT dejaconstrucción-1780-21 en la líneacelularMCA3D senortnalizórespectoa
la actividaddeCMv-luc. A la actividaddedichasconstruccionesenpresenciadel vectorcontrol yen
ausenciadeAP2- ATA sele otorgóel valor de 100%.Parala construcción-178 se muestranlos
resultadosdedosexperimentosindependientes.
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21.5. Análisis de los factoresque interaccionancon la región ECE

En experimentosde footprinting in vitro la región ECE, comprendidaentre los

nucícótidos-108/-86aproximadamente,se protegíasólo con extractosnuclearesde líneas

que expresabanCD-E (ver Fig. 21). Los potenciales factores implicados en el

reconocimientode estaregiónseanalizaronmedianteensayosde retardoen gel utilizando

como sondael oligonucícótidoECE (posiciones-11l/-83) que apareceen la figura 28A,

tantoen líneaspositivascomo negativasparaCD-E. Como sepuedeobservar,estaregión,

quetambiénes rica en OC, contienesecuenciasconsensode unión a factoresde la familia

Ets (Wasylyketal., 1993) y la secuenciaCRE (elementode respuestaaAMPe) de unión a

factoresCREB/ATF(Hoeffler etal., 1988;Benbrooky Jones,1994).

La figura 28B muestraque seformarondoscomplejosde retardomayoritarios(1 y

2), y una seriede complejosde menorintensidady mayor movilidad electroforética. L~

formainteresante,la intensidaddel complejo2 formadoen presenciade extractosnucleares

de lineasqueexpresabanCD-E (E24 y sobretodo MCA3D y PDV) eramuchomayor que la

del formado con extractosde líneas CD-E negativas.Así, con extractos de fibroblastos

NIH3T3 o de la línea derivadade carcinomaMSCl 1A5 la intensidad del complejo 2

disminuíahastallegar a igualar en intensidadal complejo 1, siendoel complejo 2 apenas

detectableen extractosde CarB.

Estudiosde competiciónde los complejosde retardosugirieron la participaciónde

algún miembrode la familia Ets en la interacción.Así en la figura 28C se observaque el

oligonucleótidoPEA 3, que porta un sitio consensopara el factor PEA 3, era capazde

competiruna de las bandasde movilidad intermedia(complejo 3), mientras que el mismo

oligonucleótidocon una mutaciónen el sitio consensono competíadichabandade retardo.

Se ha descritoque la mayoríade los miembrosde la familia Ets seunen al motivo PEA 3

(MacLeodci’ al., 1992).Sin embargo,los complejosmayoritarios1 y 2 no se competíanpor

PEA 3. El mismo patrónde competiciónseobservóen una líneaCD-E positiva (E24) y en

unalíneaCD-E negativa(HaCa4).

Paradeterminarde formamásclarael lugarde interacciónde las proteínasnucleares

con el DNA y la posibleparticipaciónde factoresde la familia Etsy/o de factorestipo CREE

en el reconocimientode la región ECE, serealizaronanálisisde retardoen gel compitiendo

conel oligonucleótidoECE mutadoen distintasposiciones(ver Fig. 29A). Así, se hicieron

competicionescon el oligonucleótidoECEportandomutacionesen cadauno de los sitios Ets

independientemente(mA y mB) o en combinación(mAR), y en el sitio CREB (mC).

Los resultados,queaparecenen la figura 29B, indican que la integridaddel sitio Ets

situadomásen 3’ (Ets-A) esnecesariaparala interaccióndel factor o factoresnuclearescon

la región ECE, ya que los oligonucleótidosmA y mAB, con el sitio Ets-A mutado, eran

incapacesde desplazarla unión. En cambio, los oligonucleótidosmB y mC desplazabanla

unión de igual forma que el oligonucleótidoECE silvestre. El patrón de competiciónera

similar en todaslas lineasanalizadas(MCA3D, HaCa4y CarE) con la únicadiferenciade
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que los oligonucleótidosmA y mAB erancapacesde competirparcialmentelos complejos

formadoscon extractosnuclearesde MCA3D (CO-E positiva). Estos resultadossugieren

ademáslaexistenciade diferenciaso modificacionesen los factoresque reconocenla región

ECEen líneasqueexpresany no expresanCD-E.

2.3. Análisis funcional de la región ECE y del elementoEts en la actividad

promotorade CD-E.

La regiónECE, comosemencionóanteriormente,contiene,ademásde los sitiosEts,

un consensocasiperfecto de unión a factoresde tipo CREB de respuestaa AMPc. Para

determinarsi factoresde estafamiliapudieranregularla actividadtranscripcionalde CD-E en

las líneas de queratinocitosde ratón, se midió la actividad del promotor en células

estimuladascon forskolina,un agenteinductorde AMPc. Los resultados,que aparecenen la

TablaX, mostraronqueesteagenteno modificó de forma sustancialla actividadpromotora

de la construcción-178. El ligero incrementoobservadotambiénse apreció en algunas

ocasionescon la construcción-78, que carecedel sitio CREB. Estosresultados,junto a la

ausenciade efectode la mutaciónen el sitio CREB en los experimentosde retardoen gel (ver

Fig. 29), sugierenque el sitio CREB de la región ECE no estaríaejerciendoun papel

reguladorde la actividaddelpromotorde CO-Een las lineasanalizadas.

Por otro lado, y paradeterminarst el sitio Ets-A, necesariopara la interacción de

factoresproteicos,era funcional, se realizaronensayosde transfeccióntransitoriautilizando

unaconstruccióndelpromotorde CO-E(nucleótidos-178/±92)queportabaunamutaciónen

el sitio Ets-A (construcciónm-Ets) (Kg. 30). Como puede observarse,la construcción

mutadamostró una actividad transcripcionalalrededorde 2 veces mayor respectoa la

actividad de la construcciónsilvestreen las lineas CO-E positivasMCA3D y PDV. En

cambio, en líneasCO-E negativas(CarB y Haca4), las construccionessilvestrey mutada

mostraronniveles similares de actividad. Estos resultadossugierenque el elementoEts

jugaríaun moderadopapel reguladornegativoen líneasque expresanCO-E. En líneasque

no expresanesteelementopodríano desempeñarningún papelregulador,o bien podríaestar

enmascaradoporel fuertepapelrepresordel elementoE-palen dichaslíneas.

Por tanto,si estesitio Ets esfuncional, la cotransfeccióndel promotorde CD-E con

vectoresde expresiónde factoresde la familia Ets deberíainducir un cambioen la actividad

transcripcional.Paracomprobarloserealizaronexperimentosde cotransfeccióncon vectores

de expresión de c-Ets-l (pollo) y ERM (humano). Los efectos sobre la actividad

transcripcionalfueronmássignificativosconel factorERM, y son los que sc muestranel la

figura 31. La sobreexpresiónde estefactor indujo un aumentode 2.3 y 3.6 vecesen la

actividaddel promotordeCO-Een las líneasMCA3D y HaCa4, respectivamente(Eig.3 lA).

El efectoestimuladordel factor ERM en la línea MCA3D pareceejercersea través del sitio
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Tabla X. Influenciadela forskolinaen la actividadtranscripcionaldeCD-E.

Actividad *

+FK/-FK

Línea FK#
celular (¡iM) -178 -78

MCA3D 12 1.25 1.40

PDV 12 1.35 1.12

PDV 40 1.35 078

HaCa4 12 1.35 0.84

* La actividadCAT de las construcciones-178 o-U senormalizóencadaexperimenlo
respectoala actividaddecMv-luc. Los valoresde actividadde dichasconstruccionesen
presenciade forskolina(-i-FK) se relacionócon losvaloresde actividaden ausenciade la
misma(-FK).
# La FK seañadióa las célulasen cultivo despuésde la transfeccióny semantuvodurante
22 horas,hastarecogerlos extractosparamediractividad.
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2.4. Estudios del promotor endógenode CD-E.

2.4.1. Estado de metilación endógena del promotor de CD-E.

Los ensayos de transfección transitoria con el promotor exógeno de CD-E mostraron

la existencia de una serie de factores capaces de regular la expresión de CD-E y que actúan en

trans, algunos de los cuales pueden estar alterados durante la progresión tumoral en la

carcinogénesis de piel de ratón. Sin embargo, estudios previos en líneas de carcinomas

humanoshansugeridoquela metilaciónendógenade la región 5’ del gen de CD-E en islas

CpOes uno de los mecanismos implicados en la represión de su expresión (Graff ci’ al.,

1995; Yoshiuraa al., 1995).

Paraanalizarsi lapérdidade expresiónde CD-E durantela progresióntumoralen la

carcinogénesisde piel de ratón pudiera estar también relacionada con mecanismos de

represióntranscripcionalpormetilación,decidimosestudiarel estado de metilación endógena

del promotor de CD-E en las distintas lineas de queratinocitos de ratón. Para ello se

realizaronanálisis de Shouthem-blot sobre DNAgenómico aislado de las distintas líneas

celulares, digerido con BamiHI, y sometido a una segunda digestión con enzimas de

restricción sensibles a metilación. La sonda que se utilizó correspondía a la región 5’ del gen

de CD-E (-800/+92) (Hg. 33A).

La figura 33B muestracómola digestióndel DNAcon BamHI originó una banda de

aproximadamente6 Kb enla regiónpromotorade CD-E. En la líneas celulares MSClíAS y

HaCa4apareceunabandaadicionalcon un tamañocorrespondientea 4. 1 Kb. Esta banda

sugiere la existencia de alguna alteración o polimorfismo en alguna de las copias del gen de

CD-E, en la región 5’, en estas dos líneas celulares.

El enzimaHaeII esun enzimasensiblea metilación. Según se muestra en la figura

33A, la digestióncon HaeII deberíaoriginar, en DNAsno metilados, la desaparición de la

bandade 6 Kb y la apariciónde dosbandasmenores.En la parte B de la figura 33 se puede

observarcómo la digestióncon HaeII no modificó el tamañode la bandade 6 Kb, que se

mantuvoen el DNA de todaslas lineasestudiadas,tanto DNA de líneasque expresanCD-E

(MCA3D, PDV y E24) comode líneasqueno la expresan(HaCa4,CarB y MSCI 1A5). En

el canil correspondientea HaCa4se puedeobservarla apariciónde una bandade unas 1 .8

Kb trasla digestióncon BamHI y Haell.Sin embargolo másprobableesque esta banda se

origine a partir de la adicional de 4.1 Kb, ya que ésta desaparecía tras la digestión con Haelí.

En la líneacelularMSCI lAS, que tambiénpresentabala bandade 4.1 Kb, no seapreció la

bandade 1.8 Kb, pero estopuededebersea la poca intensidadque posee en general este

carril, puestoquela bandade 4.1 Kb sí desaparecía tras la digestión con HaelJ en esta línea

celular.Estosresultadossugierenquelabandaanómalade 4. 1 Kb que apareceen HaCa4y

MSCL lAS portaal menosun sitio HaeII que no está metilado, mientras que el sitio Haelí del

promotorendógenode CD-E en la posición-56 estaríametiladoen todas las líneas celulares.
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Paraconfirmarla existenciademetilacionesen la región promotoradel gen de CD-E

se realizaron también ensayosde Southern-blot digiriendo con la enzima sensible a

metilación HpaII, y comparando con el patrón generado por su isoesquizómero Mspl, que

reconoce la misma diana de restricción pero no es sensible a metilación. Tal como se muestra

en el esquema de la figura 33A, en la región promotora de CD-E reconocida por la sonda

empleada (-800/+92) la digestión con MspI debe cortar el DNAen pequeños fragmentos,

siendo el mayor de 533 bp. En la figura 33C se observa en los carriles correspondientes a la

digestión con MspI esta banda de 533 bp. En el carril correspondiente a MSCl lAS se

observó adicionaimente otra banda de unos 490 bp, lo que reafirma la existencia de

alteraciones o polimorfismos en la región del promotor de CD-E en esta línea celular.

La digestión con HpaII deberíaoriginar el mismo patrón si el DNA no estuviera

metilado en ninguno de los sitios de corte HpaII de la región promotora. En caso contrario,

se originarían bandas de mayor tamaño. Los resultados obtenidos correspondían con esta

segunda opción, ya que en ningún caso, salvo en el DNAde MSCl lAS, aparecía la banda

de 533 bp, sino bandas mayores correspondientesa digestiones parciales con HpaII,

llegando incluso a aparecer la banda de 6 Kb, correspondiente al fragmento BamHI sin

digerir. En el caso de la líneacelularMSCl lAS sí aparecía tras la digestión con EamHI y

HpaIIunabandade un tamañoquepodríacorrespondercon 533 bp. Sin embargo,aparecían

también bandas de mayor tamaño y la banda de 6 Kb (que se aprecian bien en la

autorradiografia original), indicando que también el promotor endógeno está metilado en esta

línea, aunque no se puede descartar que sea en posiciones diferentes a las del resto de líneas

estudiadas.

Estos resultados indican que la región 5’ del gen de CD-E está metilada

endógenamente en todas las líneas de queratinocitos analizadas. Al menos la posición -685 o

la posición-152 del promotorde CD-E, sitios HpaII¡MspI (flanqueantesa la bandade 533

bp), están metiladas en todas las líneas, salvo en la línea indiferenciada MSCLlAS, donde no

se ha podido demostrar de forma concluyente. También la posición -56 (sitio HaeII) está

metilada de forma endógena en todas las líneas de queratinocitos analizadas. Por otra parte,

estos resultados no descartan la existencia de metilaciones en otras regiones con islas CpG

del promotor.

Por tanto,en estesistemacelularno se puedeatribuir la pérdidade expresiónde CD-

E durante la progresión a mecanismos de bipermetilación de su región promotora, ya que

esta región se encuentra metilada tanto en líneas que expresan CD-E como en líneas que no la

expresan.

2.4.2. Estudios de footprinting in vivo.
Todaslasevidenciasindicabanqueal menosuno de los mecanismosde la pérdidade

expresión de CD-E en el sistema de la carcinogénesis de piel de ratón era las alteraciones de

factores que actúan en trans sobre el promotor de CD-E (factores de transcripción, sus
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cofactores,o señalesque conducena la puestaen marchade un programatranscripcional),

peroque en último término actuaríanpor interaccióncon la región 5’ promotoradel gen de

CD-E. Para confirmar esta hipótesis y detectarsi los elementosreguladorespostulados

medianteexperimentos¡ti vftro y de transfección transitoria estaban realmente ejerciendo un

papel regulador,decidimosanalizarel estadode ocupacióny la estructuradel promotor

endógenomedianteexperimentosde footprinting iii vivo.

Las célulasencultivo setrataroncon el agentemetilanteDMS, que metila iii vivo los

residuos de DNA no protegidos. El DNA se digirió con piperidina, en los residuos

metilados, se amplificó y marcó con cebadores específicos para la región promotora de CD-

E, tal comoseindica en Métodos, Aptdo. 12. De estaforma, y por comparacióncon un

DNA control metilado in vitro (Co), se pudieron detectar los residuos protegidos o

hipersensibles indicativos de diferente estructuración del DNAen líneas que expresan y no

expresan CD-E. La figura 34A muestra los resultados obtenidos con la cadena codificante del

promotorde CD-E en las líneascelularesMCA3D (CD-E positiva) y CarB (CD-E negativa).

Los resultados obtenidos con la cadena no codificante se muestran el la figura 34B,

incluyendo además las líneas HaCa4 (CD-E negativa) y E24 (CD-E positiva). En la figura 35

semuestraun esquemadondeserecogentodos los sitios hipersensibles(triángulosopacos)

o protegidos (triángulos punteados) iii vivo del promotorde CD-E, en las lineas celulares

MCA3Dy CarB.

En la línea celular CarB, que no expresaCD-E, sólo aparecíanprotegidaslas

posiciones-80,en el centrodel palindromeE-pal,y la posición-101,próximaal sitio Ets de

la regiónECE. (Fig. 34 y 35).

En la línea celular MCA3D, por el contrario, aparecíannumerosossitios de

protección o hipersensibilidad,sugiriendo una configuración del promotor mucho más

abierta,queprobablementerefleje un estadotranscripcionalmásactivo (Fig. 34 y 35). Así,

muchos de los sitios de regulación postulados mostraron modificaciones, en comparación

con un DNA control metilado in vitro. Especialmente en la región rica en CC, con

protecciones en los sitios SP1 y AP2 y sitios hipersensibles en los bordes de esta región; en

la cajaCCAAT; enel elementoE-pal; y enlos bordesde la región ECE. Asimismo, aparecía

un sitio de hipersensibilidaden el sitio de inicio de la trancripción+ 1, y sitios protegidos e

hipersensibles en posiciones muy cercanas, indicando que probablemente la RNApolimerasa

II esté actuando, unida al promotor, en esta línea celular. Por otro lado, en MCA3D se

observaron posiciones adicionales potencialmente importantes como los sitios de

hipersensibilidad en -139 y -16, y las protecciones de las posiciones - 167/-169 y - 126/- 117,

situadasen regionesricasenOC. Estasregionesricasen OC, que contienensitios consenso

de unión a los factoresde tanscripciónSPl y Ets, podríanser importantesparala actividad

trancripcionalde CD-E.

El patrónobtenidoen los análisisde footprinting iii vivo con la línea celular PDV,

que expresaCD-E, ffié practicamenteigual al obtenidocon la líneaMCA3D (resultadosno
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mostrados).La líneacelular E24 (CD-E positiva) tambiénoriginó un patrón similar (Fig.

34B y resultadosno mostradosparala cadenacodificante),sobretodo en torno ala regiónE-

pal y CCAAT. En la región rica en OC se observaronprotecciones,pero de menor

intensidad,y en menossitios queen la líneacelular MCA3D. Los sitios de hipersensibilidad

en las posiciones-29, -16 y en el sitio de inicio de la transcripcióntambiénaparecieron.

Asimismo,la posición-101 de la zonaECE,queseprotegíaen CarB, tambiénseprotegióen

E24 (ver Fig. 34B).

Porotro lado,la líneacelularHaCa4(CD-E negativa)mostróun patrónmucho más

parecidoal de CarB,con protecciónenel centrodel E-pal y en la posición-101, destacando

laausenciade protecciónenlacajaCCAAT y sobretodoen la regiónricaen OC (Fig. 34B y

resultadosno mostrados)

En conjunto,estosresultadosmuestranunaestructuracióndel promotorendógenode

CD-Ediferenteen líneasque expresany no expresanCD-E,siendo en las primerasmucho

más abierta, acordecon un estadotranscripcionalactivo. Asimismo, en las lineas que

expresanCD-E hay numerosas posiciones protegidas in vivo, probablementepor la

interacciónde factoresde transcripción.Por otro lado, tanto el centro de la región E-pal

como el borde del sitio Ets de la región ECE parecenestar interaccionandocon factores

nuclearesen líneascelularesqueno expresanCD-E.

2.5. Estudio comparativode los promotoresde CD-E Y CD-P de ratón.

Tal comosehamencionadoen la Introducción,la moléculade adhesióncelularCD-P

coexistecon la CD-E en las células de la capabasalde la epidermis,mientras que en las

capassuprabasalesdesaparecela expresiónde CD-P, manteniéndosela de CD-E. Por otro

lado, mientrasque la CD-E sueledesapareceren los primerosestadiosde la progresión

tumoral, la CD-P semantiene,paradesapareceren los últimos estadiosde la progresión,

carcinomas fusiformes. Estos hechoshacensuponerunaregulacióncomplejade la expresión

de ambasmoléculas,y la posibilidadde la existenciade mecanismosreguladorescomunes

paralas dosmoléculasde adhesión.

Estudiospreviosde nuestrogruposobreel promotorde CD-P de ratón (Faraldoy

Cano, 1993)indicaronqueestepromotor, al igual queel de CD-E, carecíade cajaTATA y

en sulugarhabíauna secuenciaconsensoiniciadora,en el sitio de inicio de la transcripción

(ver Fig. 36).Asimismo,sedetectóla presenciade sitios potencialesde regulación,algunos

de elloscomunescon los existentesen el promotorde CD-E. Así, en el promotorde CD—P

existeunaregiónricaenOC,en posición-101/-80, con un sitio consensopara SP1 (-85) y

otro paraAP2 (-95), y una caja CCAAT, situadaen la misma posición (-65) que la del

promotorde CD-E. No sedetectóningunasecuenciapalindrómicasemejantea E-pal en el

promotordeCD-P.
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Fig. 36.Esquemacomparativo de lospromotores de ClIP-E y CD-P.
Parte superior: representaciónesquemáticade las regiones 5’ de los genesde CD-P y CO-E. Se
indican los sitios de inicio de la transcripción (+1) y posibles elementosreguladores en ambos
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Se empleótambiénel modelo de la carcinogénesisde piel de ratónpara estudiarla

regulaciónde la expresiónde la CD-P, puestoque estamoléculadesaparecíaen las líneas

celularesrepresentantesdel último estadiode la progresiónmaligna, CarB y MSCI lAS,

siendopositivaen el restode líneascelularesde queratinocitosestudiadas(ver Fig. 8B y

Tabla VI). Estudiosrecientesde la actividad promotorade CD-P en estas líneas habían

mostradoque la actividadespecíficade tipo celular recaíaen la región -200 a +47, y que

tanto la región rica en OC como la cajaCCAAT ejercíanun efectopositivo en la actividad

transcripcional.Asimismo,ensayosde footprinting in vitro mostraronque factoresnucleares

de líneasqueexpresany que no expresanCD-P seunían ala región rica en OC y a la caja

CCAAT (Faraldoelal., 1997).

Por tanto,nos propusimosestudiarsi algunosde los mecanismosde regulaciónde la

expresiónde ambasmoléculasde adhesiónpodíansercomunes,en concretoa travésde la

cajaCCAAT o de la regiónricaen GC.

Se realizaron ensayosde retardo en gel en paralelo empleandocomo sondas

oligonucleótidosqueincluían la cajaCCAAT de los promotoresde CD-P (CCAAT-P) o de

CD-E (CCAAT-E). Como sepuedeobservaren la Fig 37, que muestrael patrón obtenido

con extractosnuclearesde la líneaPDV (CD-Ey CD-Ppositiva),la sondaCCAAT-P originó

un complejode retardomayoritariocon movilidad electroforéticasimilar a la del complejo 1.

originadocon la región homólogade CD-E, aunquede mayor intensidad.Un excesodel

oligonucleótidoCCAAT-E eracapazde competirparcialmenteel complejo 1 originadocon la

sonda CCAAT-P, mientras que un exceso del oligonucleótido CCAAT-P competía

exclusivamenteel complejo1 originadoconlasondaCCAAT-E, perono afectabaa los otros

dos complejos, tal como se ha comentadopreviamente(ver Fig. 24). Experimentosde

competicióncon oligonucleótidoscon sitios consensopara factores de unión a CCAAT

mostraronquesóloel oligonuleótidode unión aCPl eracapazde desplazarparcialmentela

unión del complejooriginadocon la regiónCCAAT de CD-P (Fig. 37). Idénticosresultados

se obtuvieron con extractos nuclearesde CarB (CD-E y CD-P negativa) (datos no

mostrados).

Estos resultados de competición cruzada indican que factores comunes,

probablementerelacionadoscon CP1, participanen el reconocimientode la región CCAAT

de ambospromotores,mientrasque factores adicionales,probablementedel tipo CP2 o

C/EBP, participanespecíficamenteen la interaccióncon la caja CCAAT del promotor de

CD-E.

De igual modo se realizaronensayosde retardoen gel y competicionescruzadas

utilizando como sondasoligonucleótidosconteniendolas regiones ricas en OC de los

promotoresde CD-P (GC-P) y de CD-E (OC-E). La figura 38 muestrael patrón que se

obtuvo con extractosde la línea celular HaCa4 (CD-P positiva y CD-E negativa). El

oligonucleótido GC-P originó dos bandas de retardo (1 y 2) con igual movilidad

electroforética que las bandas 1 y 2 originadas con la región rica en OC de CD-E. El
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oligonucleótidoOC-Edesplazólauniónde los doscomplejosformadosconla sondade CD-

P, mientrasque el oligonucleótidoOC-P sólo desplazóla unión de los complejos 1 y 2

originadoscon la sondade CD-E,perono delcomplejo3 (Fig. 38B), tal como semostróen

la Fig. 25.

Los complejos 1 y 2, originadoscon la sondade CD-P y la sonda de CD-E se

competíancon un fragmentode OC-P que conteníasólo el sitio SPl (SPL-P) y con un

oligonucleótidoconel sitio consensode unión aSPidelpromotorde SV4O (SP1-SV4O). En

cambio,oligonucleótidosque conteníanel elementoAP2 de OC-P (AP2-P)o del promotor

de 5V40 (AP2-SV4O) no eran capacesde desplazarla unión de ninguno de los dos

complejos generados. El patrónde competicióngeneradocon extractosnuclearesde PDV

(CD-P positiva)y CarB (CD-P negativa)con la sondaOC-P fué prácticamenteidéntico al

generadocon extractosde HaCa4(resultadosno mostrados).

Paradeterminarla naturalezade los factoresnuclearesqueinteraccionancon la región

rica en OC del promotor de CD-P, se realizaron experimentosde super-retardocon

anticuerposespecíficos.En la figura 39 aparecenlos complejosy bandasde super-retardo

obtenidascon la sondaGC-P, en comparacióncon los obtenidoscon la sondaOC-E,

previamentemostrados(Fig. 26).Comosepuedeobservar,cuandoseempleóun anticuerpo

anti-AP2,el patróndebandasoriginadocon la sondade la regiónOCdel promotorde CD-P

era el mismo que cuandose utilizaba una IgO control. En cambio, el empleo de un

anticuerpoanti-SPl inducía la generaciónde una bandade super-retardo,a la vez que la

disminuciónde la intensidadde la banda1, y en algunasocasiones(CarB) también de la

banda2.

Todos estos datos, junto con el hecho de que el factor SPL puro es capaz de

interaccionar¡ti viti-o con las regionesOC-E y GC-P, mientrasque el factor AP2 puro es

capazde interaccionarcon la región OC-E pero no con OC-P en ensayosde retardoen gel

(resultados no mostrados) y de footprinting in vitro (Fig. 27 y Faraldo et al., 1997),

sugierenquefactorescomunesdel tipoSPí reconocenlas secuenciasricas en OC de ambos

promotoresdeCD-E y CD-P, y que factoresadicionales,del tipo AP2, estaríanimplicados

de formaespecíficaen el reconocimientode la regiónricaenOC de CD-E.

Estasanalogíasy diferenciasen las regionesreguladorasCCAAT y OC de ambos

genesy en los factoresque interaccionancon ellas nos plantearon la cuestiónde si las

regioneseranintercambiables.Portanto, diseñamosconstruccionesde promotoreshíbridos,

en los cualeslas regionesreguladorasdelpromotorde CD-E seinsertaronen posición5’ de

secuencias reguladoras del gen de CD-P (Fig. 40).

La construcción-200P,que mostrabaactividad específicade tipo celular, contiene

secuencias S’ del gen de CD-P acopladas al gen chivato luciferasa, incluyendo la región rica

en OC. La construcción -75P, que carece de la región rica en OC, mostró una actividad

transcripcional sensiblemente menor (de un 12% a un 34% de la actividad de -200P)

(Faraldo¿u’ al., 1997 y Fig. 40A).
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Fig. 40. Efecto de la región rica en GC y del elementoE-pal del promotor de CD-E en la actividad
transcripcional del promotor de CD-P. En la parte izquierda de la figura se muestran las construcciones
empleadasen losensayosde actividad. En las construccioneshíbridas OC-EI-75P (panel A) y E-pal/-200P
(panelE), la regiónrica en OC proximal (-601-23)y el elementoE-pal de CD-E(-921-69),respectivamente,
se insertaronen posición 5’ de secuenciasdel promotor de CD-!’. La actividad luciferasaen cada
experimentose normalizórespectoa la actividadRSV- 3gal y se expresócomo porcentajede la actividad
del promotordeCMV encadalínea celular.
A. Efecto de la región rica en OC de CD-E en la actividad basaldel promotorde CD-P en las líneas
celularesindicadas.Se indicaen laparteinferior la relaciónde actividadesentrela construcciónmixtaOC-
E/-75!’ y la construcción-75!’ CI-).
B. Efectodel elementoE-pal en la actividaddel promotorde CD-!’ en las diferenteslíneascelulares.En la
parteinferios se indicala relacióndeactividadesentrela construcciónmixtaE-pall-200Py la construcción-

200!’ <#).
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Resultados

Para analizarsi las regionesricas en OC de CD-E y CD-? eranintercambiables,se

diseñóla construcciónOC-E/-75P,en la que se insertó la región rica en OC proximal de

CD-E (-601-23) en posición5’ de la construcción-75? del promotor de CD-P. Como se

apreciaen laHg. 40A la región rica en OC de CD-E indujo un aumentodel ordende 2 a 4

veces en la actividad de la construcción -75? en las distintas lineas celulares de

queratinocitos,originandovaloresde actividaddel promotorde CD-? próximos a los de la

construcción-200? (de un 50% a un 80%). Estosresultadosindican que la región rica en

OCde CD-E es capaz de sustituir parcialmente a la región homóloga del promotor de CD-P.

Asimismo, para analizar la posible influencia del elemento E-pal sobre la actividad de

un promotor heterólogo como el de la CD-P, se diseñó la construcción E-palI-200P (Fig.

40B), en la que se había insertado el elemento E-pal en posición S’ del promotor de CD-? en

la construcción -200?. La figura 40B muestra que el elemento E-pal indujo un moderado

efectoinhibidoren la líneaHaCa4,mientrasque en las otras líneasexaminadasel efectoera

muchomenoro prácticamentenulo.

Todos estos datos sugieren que en la regulación de la expresión de ambas moléculas

existen mecanismos comunes, pero también mecanismos diferenciales, y que la regulación

de la transcripcióndel gen de CD-E de ratón probablementeseamás complejae incluya

mecanismos adicionales a los de la transcripción del gen de CD-? de ratón.
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