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RESUMEN



Restmen

Durante la progresién turnoral, y en concreto en la carcinogénesis de piel de ratdn, la
desaparicién de la molécula de adhesién celular cadherina E (CD-E) se ha relacionado con
una mayor capacidad invasiva. Para estudiar mds a fondo el papel de esta molécula, asi
como la regulacién de su expresion, hemos analizado en este estudio diferentes lineas
celulares representativas de distintos estadios de la progresién tumoral en la carcinogénesis
de piel de ratén. La transfeccién de un ¢cDNA antisentido de CD-E en la linea celular k24,
tumorogénica pero no metastdsica, bloqueé la expresién de CD-E sin afectar a otras
moléculas relacionadas. Los transfectantes anti-sentido aumentaron su capacidad invasiva en
geles de coldgeno y, de forma interesante, adquirieron capacidad metastdsica tras su
inyeccién intradérmica en ratones inmunodeprimidos. El andlisis de la actividad de varias
proteasas de matriz extracelular mostré que las células que habian perdido la CD-E
presentaban una actividad gelatinolitica MMP-9 muy elevada. Esta relacién inversa entre
CD-E y actividad MMP-9 se puso de manifiesto en otros sistemas celulares dentro del
modelo de la carcinogénesis de piel de ratén, sugiriendo que puede ser un mecanismo
general, por el que la CD-E controla el comportamiento invasivo y metastdsico.

Por otra parte, para estudiar la regulacién de la expresion de la CD-E en la
carcinogénesis, hemos analizado la actividad transcripcional de la region 5' del gen de CD-E
en diferentes lineas celulares representativas de los distintos estadios de Ja progresién y con
niveles variables de CD-E. Una regién comprendida entre las posiciones -178/+92 respecto
del inicio de la transcripcién mostré actividad especifica, siendo activa en lineas celulares
CD-E positivas y pricticamente inactiva en lineas que no expresaban CD-E. Un analisis
detallado de esta regién, mediante estudios de fooprinting in vive e in vitro, andlisis de
retardo en gel y ensayos de transfeccién transitoria con distintas construcciones del
promotor de CD-E silvestre y mutado, permiti$ definir diversos elementos reguladores de la
transcripcién de CD-E. Asf, una regioén rica en GC, situada en posicién -58 a -32, con
capacidad de unir los factores de transcripcién SP1 y AP2 y una caja CCAAT, en posicién
-65, controlan positivamente la transcripcién; mientras que un elemento palindrémico E-pal,
situado de -86 a -75, lo hace negativamente. Adicionalmente, se ha identificado una regién
de unién a factores Ets, en posicién -95, que controla de forma negativa la transcripcion en
células que expresan CD-E, posiblemente por interaccion con otros factores de
transcripcién. Los resultados obtenidos sugieren también que el bloqueo de la transcripcidn
en las células CD-E negativas se realiza principalmente por el fuerte efecto represor que
¢jerce el elemento E-pal. Por otra parte, la comparaci6n de las regiones promotoras de los
genes de CD-E y cadherina P, la otra cadherina cldsica expresada en queratinocitos de piel,
mostrd que existen mecanismos reguladores comunes que actdian a través de la caja CCAAT
y de la regién rica en GC, asi como mecanismos adicionales en la regulacion de la expresion
del gen de CD-E. En conjunto, estos resultados sugieren la existencia de mecanismos

complejos de regulacién de la expresién de CD-E, alterados durante la progresion tumoral.
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Abstract

During tumor progression, specifically in mouse skin carcinogenesis, the
disappearance of the cell adhesion molecule E cadherin (E-CD) has been correlated with an
increase in the invasive capacity. To further understand the role of this molecule, as well as
the regulation of its expression, we have analysed in the present study several cell lines
representative of different stages of tumor progression in mouse skin carcinogenesis.
Transfection of an E-CD antisense cDNA in the tumorogenic but non metastatic E24 cell
line, blocked E-CD expression without affecting other related molecules. The anti-sense
transfectants showed an increase in invasiveness through collagen gels and, interestingly,
they became metastatic after intradermal injection in immunosuppressed mice. The analysis
of the activity of several extracellular matrix proteinases showed that cells that had lost E-
CD had an increase in MMP-9 gelatinase activity. This inverse correlation between E-CD
and MMP-9 activity was also evident in other cell systems belonging to the mouse skin
carcinogenesis model, suggesting that it may be a general mechanism by which E-CD
controls the invasive and metastatic behaviour.

On the other hand, to study the regulation of expression of E-CD in carcinogenesis,
we have analysed the transcriptional activity of the 5' region of the mouse E-CD gene in a
collection of cell lines representative of different stages of tumor progression and with
variable levels of E-CD. An area comprised between -178/+92 positions, regarding the
transcription start site, showed specific activity being active in positive E-CD cell lines and
almost inactive in non expressing E-CD cell lines. A detailed analysis on this area, using in
vivo and in vitro footprinting studies, gel shift analysis and transient transfection assays
with different constructs of wild type and mutated E-CD promoter, allowed us to define
several E-CD transcription regulatory elements. Thus, a GC-rich region, located at -38 to
-32 position, with binding capacity for SP1 and AP2 transcription factors and a CCAAT
box, at -65 position, are positive control elements of transcription; while a palindromic
element, E-pal, located at -86 to -75, is a negative control element. In addition, an Ets-
binding sequence, at -95 position, acts as a negative control element of transcription in E-
CD expressing cell lines, possibly by interacting with other transcription factors. The results
obtained so far let us also to suggest that the lack of expression in E-CD negative cell lines
is mainly performed by the strong repressor effect of the E-pal element in those cells. On the
other hand, comparison between promoter regions of the E-and P-cadherin murine genes
(the two classical cadherins expressed in skin keratinocytes) showed that there are common
regulatory mechanisms that act through the CCAAT-box and the GC- rich region, as well as
additional mechanisms in E-CD gene regulation. Taken together, these results suggest the
existence of complex mechanisms of regulation of E-CD expression, impaired during turnor

progression.
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Introduccion

1- PROCESOS DE ADHESION CELULAR.

Los organismos multicelulares estdn compuestos de tipos celulares heterogéneos que
organizan distintos patrones durante el desarrollo para formar tejidos y érganos. Entre los
procesos mds importantes implicados en regular el establecimiento y mantenimiento de esta
estructura tisular estdn los procesos de adhesion célula-célula y célula-matriz extracelular, y
la existencia de procesos de adhesién selectiva.

Los receptores de membrana implicados en estos procesos se denominan en su
conjunto CAMs (del inglés Cell Adbesion Molecules, moléculas de adhesién celular) y
estructuralmente son glicoproteinas transmembrana. Existen dos tipos de CAMs
funcionalmente diferentes: dependientes de calcio (cadherinas) e independientes de calcio
(inmunoglobulinas, integrinas, selectinas y sindecanos). Son las moléculas de adhesion
dependientes de calcio, las cadherinas, las que parecen (ener un papel fundamental en la
adhesién celular especifica de tejido que ocurre durante el desarrollo embrionarto en
vertebrados, esencial para la correcta formacion del organismo adulto. Las cadherinas
desempefian ademés un papel primordial en el mantenimiento de la estructura del organismo
adulto, y se encuentran practicamente en todos los tipos celulares de vertebrados (Takeichi,
1991).

Durante el desarrolio de esta Tesis se ha estudiado el papel y regulacion de las
cadherinas en un tipo tisular concreto: la epidermis, un epitelio compuesto estratificado,
donde se expresan varios miembros de esta familia de moléculas. En la epidermis, las
cadherinas se localizan principalmente en uniones celulares estructuradas localizadas en la
membrana plasmética. Por tanto, a continuacién vamos a describir los tipos de untones
celulares que existen en los tejidos epiteliales, asi como la estructura de la epidermis de un
organismo adulto, para pasar posteriormente al estudio mds detallado de la familia de las
cadherinas.

2- UNIONES CELULARES EN TEJIDOS EPITELIALES.

Los tejidos epiteliales se caracterizan por una fuerte asociacién de las cclulas
individuales que lo componen, formando ldminas (los epitelios). A su vez, estas células se
unen a la matriz extracelular subyacente, la ldmina basal. En el mantenimiento de la
estructura de este tejido, que tiene que soportar un fuerte estrés mecdnico, juegan un papel
fundamental las uniones celulares (célula-célula o célula-matriz), estructuras especializadas
de la membrana plasmética formadas entre membranas de células adyacentes o con la limina

basal.
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En los epitelios existen tres tipos de uniones celulares, que aparecen representadas en
la figura 1: uniones estrechas, uniones de anclaje y canales de comunicacién o "gap
junctions" (Alberts et al., 1994). En las uniones de anclaje puede intervenir el citoesqueleto
de actina, en las uniones adherentes (célula-célula) y en los contactos focales (célula-matriz),
o el citoesqueleto de filamentos intermedios, en los desmosomas (célula-célula) y
hemidesmosomas (célula-matriz).

Mientras que las uniones estrechas y las gap junctions tienen papeles fisiologicos
determinados en el control de 1a permeabilidad transepitelial y la comunicacion intercelular, el
resto de uniones celulares desempefian un papel fundamental en los procesos de adhesion
celular. En concreto, moléculas de la familia de las cadherinas participan en la formacion de
las uniones adherentes y de los desmosomas. Las cadherinas, que son proteinas
transmembrana, se asocian con protefnas del citoesqueleto a través de un conjunto de
proteinas citopldsmicas de anclaje, formando una “placa” citopldsmica al interior de la
membrana plasmdtica (Cowin y Burke, 1996).

Las uniones adherentes contienen cadherinas (como la cadherina-E, también llamada
uvomorulina, en células epiteliales) que interaccionan en su dominio intracelular con unas
moléculas citopldsmicas llamadas cateninas: Q., B y v catenina, esta ultima denominada
también plakoglobina (Kemler, 1993). En algunos casos se ha encontrado una catenina
adicional, la fosfoprotefna pl20 (Reynolds et al, 1994). Las cateninas se anclan al
citoesqueleto de actina, que forma un anillo alrededor de las células. Existen otras proteinas
intracelulares que también participan en la formacion de estos complejos como vinculina, o-
actinina, ezrina, radixina y moesina (Tsukita et al., 1992).

Los desmosomas, de forma andloga, conectan de modo puntual el citoesqueleto de
filamentos intermedios (constituido por citoqueratinas) de células adyacentes. Las proteinas
transmembrana son desmogleinas y desmocolinas (pertenecienteas a la familia de las
cadherinas), que interaccionan con las proteinas puente intracelulares desmoplaquina y
plakoglobina {Garrod, 1993).

En células migratorias embrionarias no se ha observado una estructuracion en
uniones de anclaje, a pesar de ocurrir procesos de adhesion celular selectiva. Se ha sugerido
que estos procesos de adhesién celular sin uniones celulares inician los procesos adhesivos
selectivos, que son posteriormente orientados y estabilizados por la formacién de uniones
celulares estructuradas. Asi, se cree que la formacién de uniones intercelulares en los
epitelios es necesaria para lograr la fuerza mecénica y para la polarizaci6n y orientacién de las
células (Gumbiner, 1996). En cualquier caso, la formacién de uniones celulares debe ser un
proceso flexible y altamente regulado, para permitir fenémenos como, por ejemplo, la
regeneracién de ciertos epitelios, donde debe existir migracién celular sin pérdida de la

integridad tisular.
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CELULAS EPITELIALES
UNIONES ESTRECHAS
FA CD
P — UNIONES ADHERENTES
FI DESMOSOMAS
CDh
FI FA

(— \\ // "GAP JUNCTIONS"

LAMINA BASAL
Int Int

HEMIDESMOSOMAS CONTACTOS
FOCALES |

Uniones célula-matriz

Fig. 1. Esquema de los tipos de uniones que existen en las células epiteliales.
FA, filamentos de actina; FI, filamentos intermedios; CD, cadherinas; Int, integrinas.
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Fig. 2. Estructura de la piel y de los marcadores de diferenciacién presentes en cada capa de la

epidermis. K, queratina. Adaptado de Alberts ef al., 1994.
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3. LA PIEL Y LA EPIDERMIS.

La piel estd constituida por dos tipos de tejidos: uno epitelial, cuyas células uenen
origen ectodérmico, la epidermis, y un tejido conjuntivo subyacente, de cé€lulas
mesodérmicas denominado dermis , separados por una fina ldmina basal (Fig. 2). La ldmina
basal estd compuesta mayoritariamente por coldgeno tipo 1V, laminina, nidogen/entactina y
proteoglicanos (Yurchenco y O'Rear 1994).

La epidermis es un epitelio estratificado queratinizado compuesto principalmente por
células epiteliales denominadas queratinocitos, aunque también estdn presentes, en pequeno
niimero, otros tipos celulares como melanocitos, células de Langerhans (tipo macréfagos) y
células de Merkel (asociadas a terminaciones nerviosas). Los queratinocitos se organizan en
distinas capas dentro de la epidermis: capa basal, espinosa, granulosa y cérmea (Fig. 2). Las
células de la capa basal son las que estdn en contacto con la lamina basal, y las Unicas c€lulas
con capacidad de proliferar, entre las que se encuentran las células primordiales o células
"stem". Por repetidas divisiones de estas células stem se originan células hijas que
diferencian y migran hacia la superficie de la piel, hasta su desprendimiento, sufriendo
cambios morfoldgicos y bioquimicos que en su conjunto reciben el nombre de diferenciacion
terminal (Fuchs, 1990; Fuchs y Byrne, 1994). Entre los cambios bioquimicos que sufren los
queratinocitos durante la diferenciacién terminal se encuentran cambios en la expresion de
receptores de adhesién, como las cadherinas ¢ integrinas y de proteinas estructurales como
las citoqueratinas.

Las células de la capa basal expresan receptores de adhesién como la cadherina E
(CD-E) y la cadherina P (CD-P) (Nose y Takeichi, 1986; Shimoyama et al., 1989).
integrinas de la subfamilia By (a5p1,03B1 y 02B1) y a6B4 (Tennenbaum ez al., 1992;
Watt y Hertle, 1994) y queratinas K5 y K14 (Leube et al., 1988). A medida que la célula va
diferenciando se pierde la expresion de integrinas y de CD-P (restringidas sélo a la capa
basal), manteniéndose la expresién de CD-E en los estratos espinoso y granular (Hirai ez al.,
1989b; Adams y Watt, 1990, 1991). Asimismo, se producen cambios en la expresién de
citoqueratinas, de manera que las células del estrato espinoso pierden la expresion de K5 y
K14 y expresan K1 y K10 (Fuchs, 1990; Fuchs y Byrne, 1994). En las capas exteriores del
estrato granuloso, y en el estrato cérneo, se expresan involucrina, loricrina y filagrina,
proteinas citopldsmicas que refuerzan la membrana plasmitica y que se han empleade como
marcadores de diferenciacién terminal (Nicholson et al., 1991; Bickenbach et al., 1995). Los
cambios morfoldgicos que sufren los queratinocitos son el aplanamiento de las células, la
pérdida del niicleo y la formacién de una estructura cornea que invade el citoplasma, cambios
que ocurren en las dltimas etapas del proceso de diferenciacion. Asi, las células de la capa
cérnea son células muertas reducidas a escamas rellenas de queratina.

Entre las uniones celulares que mantienen la morfologia y las propiedades de

elasticidad y resitencia de la epidermis, los hemidesmosomas se encuentran exclusivamente
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en células de la capa basal, manteniendo contacto con la dmina basal, mientras que las
uniones adherentes y los desmosomas se encuentran en todas las capas de la epidermis,
aunque éstos tltimos se localizan mayoritariamente en la capa espinosa (Garrod, 1993;
Cowin y Burke, 1996).

4. LAS CADHERINAS.
4.1. Superfamilia de las cadherinas. Clasificacién, caracteristicas y estructura.

Las cadherinas constituyen uﬁa superfamilia de glicoproteinas transmembrana que en
general median adhesi6n celular homotipica (por interaccién con otra cadherina de igual tipo)
dependiente de calcio, tanto en organismos vertebrados como invertebrados y en todos los
tejidos s6lidos del organismo (Takeichi, 1991, 1995). La primera cadherina fue identificada
en 1977 en ratén (Kemler et al., 1977} y se denomind uvomorulina. En los afios 80 se
descubrieron muchas otras en diversas especies con anticuerpos que blogueaban la adhesion
celular en ensayos de agregacién dependientes de calcio y que pertenecian al grupo que se ha
denominado de cadherinas cldsicas (Bertolotti ef al., 1980; Yoshida y Takeichi, 1982; Hatta
et al., 1985; Nose y Takeichi, 1986; Nose et al., 1987). En los tultimos aiios se han
identificado, por homologia estructural y mediante técnicas de biologia molecular,
numerosos nuevos miembros de la familia, para algunos de los cuales ain no se ha
demostrado una funcién en adhesién celular, pudiendo incluso tener otras funciones
biol6gicas (Hoffmann y Balling, 1995; Thomson ef al., 1995; Tashiro et al., 1995; Franklin
y Sargent, 1996; Lee, 1996; Sugimoto ef al., 1996).

Todas las cadherinas identificadas hasta la fecha, con la excepcion de la cadherina T
(anclada a la membrana por fosfatidilinositol, Vestal y Ranscht, 1992) son proteinas
integrales de membrana tipo I organizadas en una region extracelular, una regién hidrofébica
que atraviesa la membrana una tnica vez y un dominio citoplasmico. La regién extracelular
contiene dominios repetidos denominados EC, cada uno de los cuales contiene 1-2 sitios de
unién a calcio. En general la porcién intracelular se ancla con el citoesqueleto a través de
proteinas citopldsmicas (cateninas) (Gumbiner, 1996).

Las cadherinas se han clasificado, segin caracteristicas funcionales y homologia de
secuencia, en tres grandes subfamilias: protocadherinas, cadherinas desmosomales y
cadherinas cldsicas (Marrs y Nelson, 1996; Suzuki, 1996). Ademas, el proto-oncogen c-ret,
codifica para una molécula tipo cadherina, pero con funcién tirosina quinasa en su dominio
citopldsmico (Scheider, 1992; Iwamoto et al., 1993).

Las protocadherinas o cadherinas tipo far son una familia heterogénea de moléculas
identificadas en Drosophila por primera vez como moléculas que controlaban negativamente
el crecimiento del epitelio de los discos imaginales, por lo que se les ha otorgado un papel
como genes supresores de tumores (Mahoney ef al., 1991; Sano et al.,1993; Suzuki, 1996).
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Contienen dominios EC en su porcién extracelular, mientras que la porcion citopldsmica
carece de homologia con los otros tipos de cadherinas y no se ha encontrado hasta la fecha
interaccién con proteinas citopldsmicas.

Las desmogleinas y desmocolinas, con secuencias de homologia con las cadherinas
clésicas en la regién extracelular, constituyen la subfamilia de cadherinas desmosomales, y
se encuentran localizadas en los desmosomas (Koch et al., 1990; Parker et al., 1991; Buxton
et al., 1993). Cada una de ellas presenta diferentes isoformas con especificidad tisular y un
patrén de expresion especifico dentro de las distintas capas de la epidermis (Arpemann et al.,
1993; Legan et al., 1994). Las cadherinas desmosomales forman interacciones por su
porcién extracelular (Chitaev y Troyanovsky, 1997), mientras que por su dominio
citopldsmico interaccionan con la plakoglobina, al igual que las cadherinas clasicas
(Troyanovsky et al., 1994; Kowalczyk ef al., 1994).

Las cadherinas clésicas comprenden una gran familia de genes (Kemler 1992), de los
que actualmente se conocen més de 40 miembros entre los que se encuentran los primeros
miembros de la superfamilia identificados, cadherinas E, P y N (Kemler et al., 1977,
Takeichi 1977; Hyafil et al., 1981; Hatta ez al., 1985; Peyrieras et al., 1985, Nose y
Takeichi, 1986; Schuh et al., 1986; Shirayoshi et al., 1986a; Nose et al., 1987; Ringwald ef
al., 1987). Presentan entre sf una alta homologia: €l dominio extracelular muestra un 30-60%
de homologfa de secuencia entre las diferentes cadherinas, mientras que la homologia del
dominio citopldsmico puede alcanzar el 90% dentro de las misma especie y hasta un 60%
entre cadherinas de mamiferos y Drosophila (Takeichi, 1988; Kemler, 1992; Oda et al.,
1994a). Las cadherinas clasicas regulan la adhesién célula-célula dependiente de calcio en las
uniones adherentes y también en lugares donde no existe una organizacion ultraestructural
(Boller et al., 1985).

Se sintetizan inicialmente como precursores largos que se procesan a formas maduras
de 120-130 KDa. El dominio extracelular de las cadherinas cldsicas posee cinco dominios
EC, en los que aparecen motivos repetidos formados por 3-5 aminodcidos (Fig. 3). En
general, en el dominio EC1 aparece la secuencia aminoacidica HAV que determina la
especificidad de unién homotipica (Blaschuk et al., 1990; Nose et al., 1990}. En las zonas
limitrofes entre los dominios EC se han descrito varios dominios de interaccidén con calcio
(Ringwald et al., 1987; Kemler et al., 1989; Ozawa er al., 1990). La regidén extracelular
sufre N-glicosilacién en varios sitios, en posicién y numero variable entre las distintas
cadherinas, pero, al menos en la CD-E, estas modificaciones no parecen ser indispenables
para su funcionalidad (Shirayoshi ez al., 1986b). Cerca del dominio transmembrana hay 4

cisteinas, en posiciones muy conservadas entre las distintas cadherinas.
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Fig. 3. Estructura conmsenso de las cadherinas cldsicas. Por procesamiento proleolitico del
propéptido se origina la proteina madura compuesta de un dominio transmembrana delimitado por una region
extracelular y otra intracelular. La regién extracelular comprende 5 regiones repetidas con zonas de unidn a
calcio y 4 cistefnas muy conservadas. La region HAV, en el dominio ECI, interviene en la intcraccion
homotipica entre cadherinas, La zona intracelular, altamente conservada, presenta una zona de 31 aminoicidos
de unién a cateninas.

Recientemente se ha determinado la estructura tridimensional del dominio EC1 de las
cadherinas cldsicas E y N por resonancia magnética nuclear (Overduin ef al., 1995) y por
cristalografia de rayos X (Shapiro et al., 1995), respectivamente. A pesar de existir ciertas
discrepancias entre ambos estudios, se apunta a una organizacién en dimeros de las
moléculas de cadherinas. Estudios mds recientes de estructura cristalina muestran que tres
iones calcio se incorporan a la molécula de cadherina entre los dominios ECl y EC2
obligando a la molécula a adquirir cierta estructura tridimensional rigida (Nagar ef al., 1990).
En conjunto, se cree que la regién extracelular forma dimeros sencillos que al unirse con otro
dimero en la membrana de la célula adyacente forma dimeros de adhesién, que podrian
asociarse en forma lineal, como una cremallera que une dos membranas de células

adyacentes, o bien como oligémeros en forma de cilindros (Pokutta ef al., 1994).
4.2, Complejos cadherinas-cateninas.

El dominio intracelular de las cadherinas cldsicas, a las que nos referiremos de ahora
en adelante, es indispensable para su funcién adhesiva (Nagafuchi y Takeichi, 1988;
Kintner, 1992) y se ancla con el citoesqueleto de actina a través de proteinas intracelulares
llamadas cateninas, entre las que se encuentran o-catenina, B-catenina y Yy-catenina
(plakoglobina) (Ozawa et al., 1989; Kemler, 1993; Aberle et al., 1996). Ademds, la proteina
p120, que es un sustrato de la tirosina quinasa src, se une al complejo de las cadherinas y se
ha sugerido que puede representar otra catenina (Reynolds et al., 1994).

La o-catenina presenta homologia de secuencia con la vinculina e interacciona directa
o indirectamente a través de o-actinina con el citoesqueleto de actina (Rimm ez al., 1995:
Knudsen et al., 1995). Se han descrito al menos dos isoformas de o-catenina; oE-catenina,
especifica de epitelios y oN-catenina, de tejido nervioso (Herrenknecht er al., 1991:
Nagafuchi ez al., 1991; Hirano et al., 1992).
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La B-catenina y la plakoglobina pertenecen a la familia de proteinas tipo armadillo,
por tener secuencias repetidas (secuencias arm) homélogas a las que existen en el gen de
polaridad segmental armadillo de Drosophila (Butz et al., 1992, Peifer et al., 1992).

Las cadherinas interaccionan, de forma independiente, con B-catenina o con
plakoglobina, y éstas a su vez, interaccionan con la o-catenina, que se une al citoesqueleto
de actina, por lo que existen al menos dos tipos de complejos cadherinas/cateninas (Butz y
Kemler, 1994; Hinck et al., 1994)

Recientemente se ha demostrado que las cateninas también interaccionan con otras
proteinas citopldsmicas o transmembrana. Asi, tanto plakoglobina como [B-catenina
interaccionan con la tirosina quinasa c-erbB2 (Kanai ef al., 1995) y con la proteina supresora
de tumores "Adematous Polyposis Coli" (APC) (Su et al., 1993; Rubinfeld et al., 1993). La
interaccién de B-catenina o plakoglobina con APC es excluyente de su interaccion con la
cadherina, de forma que APC compite con la cadherina por su unién a las cateninas
(Hiilsken et al., 1994). Ademds se ha descrito que la B-catenina se asocia con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) (Hoschuetzky ef al., 1994) y con la proteina de
uniones estrechas ZO-1 (Rajasekaran et al., 1996).

4.3. Importancia biolégica de las cadherinas clasicas.

4.3.1. Papel morforregulador de las cadherinas.

Las cadherinas cldsicas, ademds de regular el reconocimiento fisico y la adhesion
entre células, realizan funciones especializadas que les permiten actuar como moléculas
morforreguladoras durante la embriogénesis y la diferenciacion, haciendo de ellas moléculas
indispensables en el mantenimiento de la arquitectura tisular y de la homeostasis del
organismo adulto (Takeichi, 1991; Cunningham, 1995; Takeichi, 1995; Gumbiner, 1996;
Marrs y Nelson, 1996).

La participacién de las cadherinas en la morfogénesis se planted inicialmente por la
existencia de procesos de adhesién selectiva: fibroblastos transfectados con distintas
cadherinas tendian a adherirse con células que expresaban igual tipo de cadherina (Nose ef
al., 1988); y se comprobé mediante el uso de anticuerpos bloqueantes de su funcién y el
andlisis de los efectos en desarrollo o en cultivo de 6rganos (Takeichi, 1988; Hirai ef al.,
1989a y 1989b). Recientemente se ha mostrado, mediante el empleo de células embrionarias
stemn, que cadherinas especificas pueden estimular la formacién de tejidos especificos (CD-E
epitelio y CD-N cartilago y neuroepitelio), lo que apoya la idea de la participacién de las
cadherinas en la histogénesis (Larue et al., 1996}.

La funcién de las cadherinas en el mantenimiento de la estructura tisular y la
homeostasis es particularmente evidente en el caso de los tejidos epiteliales. Las células

epiteliales presentan un alto grado de polarizacién, y la CD-E es la principal molécula que
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controla la polaridad de las mismas, pudiendo inducir la redistribucion de la Nat,K+-
ATPasa en las regiones de contacto célula-célula, mediada por la reorganizacion del
citoesqueleto (McNeill et al., 1990; Marrs et al., 1995). Asi, el biogueo de la funcion de CD-
E in vitro con anticuerpos especificos induce la pérdida de la polaridad celular y de la
formacién de uniones epiteliales (Imhof, et al., 1983; Behrens et al., 1985; Gumbiner,
1990). Por otro lado, la expresién de cadherinas en fibroblastos, origina una transformacion
hacia un fenotipo epiteloide, con crecimiento de las células en colonias en vez de en células
aisladas y reorganizacién del citoesqueleto de actina (Edelman et al., 1987; Nagafuchi er al.,
1987).

Asimismo, la CD-E es necesaria para el control de la diferenciacion de los
queratinocitos y para la organizacidn correcta de las distintas capas celulares de la epidermis,
como ponen de manifiesto experimentos en los que se altera la diferenciacién de
gueratinocitos o piel en cultivo por el uso de anticuerpos bloqueantes o dominantes negativos
anti-cadherinas (Hirai et al., 1989b; Wheelock y Jensen, 1992; Hodivala y Watt, 1994,
Amagai er al., 1995; Zhu y Watt, 1996).

Por otro lado, el papel de las cadherinas en tejidos adultos se ha podido comprobar
también mediante el empleo de ratones transgénicos, en los que se dirige la expresion de
cadherinas o dominantes negativos de cadherinas a ciertos tejidos (Dahl et al., 1996:
Hermiston y Gordon, 1995a, 1995b; Hermiston et al., 1996). Asi, la sobreexpresion de
CD-E en enterocitos, induce un descenso en el movimiento y proliferacién celular, asi como
la induccién de apoptosis (Hermiston et al., 1996). Estos experimentos sugieren la
existencia de un nexo entre los procesos de adhesién celular, sefializacién y apoptosis.

Las cadherinas, ademds de tener un papel morforregulador en el organismo adulto,
desempefian un papel morfogenético fundamental durante el desarrollo embrionario. La
expresién de distintas cadherinas en poblaciones de células separadas, gracias a sus
propiedades de adhesién selectiva, hace que las células discriminen entre si y que segreguen
en distintas capas durante el desarrollo (Takeichi, 1988; Takeichi, 1991; Huber ez al., 1996a;
Takeichi, 1995; Marrs y Nelson, 1996).

Las cadherinas tienen un patrén de expresién definido durante el desarrollo
embrionario, que apoya la idea de su papel como moléculas morforreguladoras. En concreto,
la expresién de CD-E (primero materna y después embrionaria) se observa en todos los
estadfos del embrién de ratén. En un principio, la CD-E aparece dispersa por la superficie
del oocito. En el estadio de 8-16 céluias, cuando se produce la compactacion y polarizacion
celular de los blastémeros, 1a CD-E se distribuye y localiza en los contactos celulares (Hyatil
et al., 1980). Posteriormente, durante el desarrollo, la CD-E se localiza principalmente en
células epiteliales, de origen ecto o endodérmico. El primer tipo celular que es negativo pari
CD-E es el mesodermo, que se forma en el estadio de la gastrulacién. Los derivados
mesodérmicos permanecen negativos para CD-E, pero ésta se reexpresa en células que

sufren procesos de transicién mesénquima-epitelio (Takeichi, 1988). La CD-E también se
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expresa en el cerebro embrionario de ratén, en un conjunto de neuronas sensoriales y en las
uniones adherentes autotipicas de las células de Schwann (Shimamura y Takeichi, 1992;
Fannon et al., 1995; Redies y Takeichi, 1996).

Experimentos de microinyeccién en Xenopus de mRNAs de formas truncadas de
cadherinas que actdan como dominantes negativos, y que perturban la integridad de las
estructuras embrionarias confirman el papel de las cadherinas en la morfogénesis (Fujimori
et al., 1990; Kintner, 1992; revisado en Huber et al., 1996a).

Asimismo, recientemente se¢ han realizado experimentos de pérdida de funcion de
cadherinas, con ratones "knock-out" y con mutantes en Drosophila.

Los ratones en los que se ha eliminado el gen de la CD-E mediante técnicas de
knock-out son letales embrionarios (Larue ef al., 1994; Riethmacher et al., 1995). Los
embriones se desarrollan normalmente hasta el estadfo de 8 células, siendo capaces de
compactarse en el estadio de mérula, probablemente por la existencia de CD-E materna, pero
posteriormente el embrién es incapaz de implantarse y de formar el blastocisto (primera
monocapa epitelial del embrién) correctamente.

En Drosophila, la cadherina-DE (gen shotgun) es la homédloga en vertebrados de la
CD-E. Mutantes nulos de la cadherina-DE no muestran en general defectos severos en la
organizacién epitelial, debido a la existencia de cadherina materna. Sin embargo, si se ve
alterada la formacién de epitelios que requiere grandes remodelaciones morfogenéticas
(como los tibulos de Malpigio o los conductos de la traquea). La ausencia total de expresion
de cadherina-DE, embrionaria y materna, impide la formacién de todos los epitelios (Uemura
et al., 1996; Tepass et al., 1996; Knust y Leptin, 1996).

4.3.2. Papel de las cadherinas en la sefalizacion celular.

La variedad de funciones en las que intervienen las cadherinas hace pensar que
ademis de mediar adhesion celular, también puedan participar en rutas de sefializacion
intracelular, que desencadenen las respuestas fenotipicas.

La homologia de la B-catenina y la plakoglobina con la proteina de polaridad
segmental armadillo de Drosophila, que participa en la ruta sefializacién de Wingless durante
la embriogénesis, hizo pensar que la B-catenina pudiera participar en la ruta de sefializacion
de Wnt, homélogo a Wingless en organismos superiores. Wnt y su homélogo Wingless son
protefnas secretadas que interaccionan con receptores de membrana, iniciando una cascada
que desemboca en la generacion de una respuesta, implicada en la polaridad segmental en
Drosophilay en el patrén dorso-ventral en Xenopus {Klingensmith y Nusse, 1994; Moon,
1993).

La idea de la participaci6n de la B-catenina en esta via surgié porque la inyeccion en
oocitos de Xenopus de mRNA de B-catenina era capaz de inducir duplicacion del eje axial, a
igual que ocurrfa con la inyeccién de algunos miembros de la familia Wnt (Funayama er al..

1995). Investigaciones recientes han aportado nuevos datos sobre €l mecanismo por el cual
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la B-catenina podria participar en esta ruta. Se cree que la transmision de la sefial Wnt,
mediante la inhibicién de una quinasa citopldsmica, tiene como efecto un aumento de la
cantidad de B-catenina libre en el citoplasma (Peifer et al., 1994; Yost et al., 1996; Papkoff
et al., 1996). Estudios recientes basados en la técnica del doble hibrido han mostrado que la
B-catenina interacciona con el factor de transcripcién LEF-1 (Behrens et al., 1996; Huber ef
al., 1996b) del tipo HMG (Travis et al., 1991). Estudios de sobreexpresién en diferentes
sistemas indican que la unién de LEF-1 a B-catenina es suficiente para su translocacion
nuclear, e igual sucede para XTCF-3, el homélogo en Xenopus de LEF-1 (Molenaar et al.,

1996). Asimismo, se ha demostrado la formacién de un complejo ternario formado por LEF-
1, B-catenina y DNA conteniendo la secuencia consenso para LEF-1 (Behrens er al., 1996:

Huber et al., 1996). Estos datos sugieren que la interaccion de B-catenina citopldsmica con el
factor LEF-1 y su translocacién al niticleo modifica las propiedades transcripcionales de LEF-
1, originado la respuesta a la sefial. En apoyo de este modelo estd el hecho de que la
sobreexpresion de LEF-1 en embriones de Xenopus provoca también la duplicacidn del eje
embrionario (Behrens er al., 1996; Huber ef al., 1996b; revisado en Kiihl y Wedlich, 1997).

El papel que las cadherinas desempefiarian en este modelo seria el de secuestrar a la
B-catenina, impidiéndola interaccionar con el factor LEF-1 o TCF y realizar su funcidn
sefializadora (Fagotto et al., 1996). Por otra parte, la funcién sefializadora de [J-catenina es
modulada por APC, que interacciona con ella y dirige su degradacién proteolitica
(Munemitsu ef al., 1995; Rubinfeld er al., 1996). En este sentido, es interesante mencionar
que recientemente se ha encontrado actividad transcripcional constitutiva del complejo p-
catenina/TCF-4 en células de carcinomas colorrectales con mutaciones en APC o en B-

catenina que impiden su degradacién (Korinek ef al., 1997; Morin et al., 1997).

4.3.3. Papel de las cadherinas en procesos tumorales, invasion y metastasis.

Las cadherinas son moléculas imprescindibles para el mantenimiento de la
arquitectura epitelial de un tejido y, en condiciones normales, las células epiteliales
permanecen fuertemente unidas entre si gracias a estas moléculas. Sin embargo, durante la
transformacién tumoral la asociacién intercelular se desorganiza, las células pierden
adhesividad y pueden separarse ficilmente unas de otras. Este hecho favorece la invasion de
los tejidos que rodean al tumor.

Experimentos in vitro, empleando diversos modejos experimentales, ponen de
manifiesto e} papel anti-invasivo de las cadherinas, especialmente de la CD-E. Asf, la pérdida
de expresién de CD-E o el bloqueo de su actividad funcional confiere a las células epiteliales
una mayor capacidad invasiva, mientras que la reexpresion de la CD-E en células tumorales
deficientes en esta molécula es capaz de inhibir su capacidad invasiva (Behrens ef al., 1989:
Frixen et al., 1991; Vleminckx et al., 1991; Bussemakers et al., 1992). Por otra parte, la

reexpresion de CD-E en células tumorales es capaz de revertir parcialmente el fenotipo

16



hitroduccion

tumoral en algunos tipos celulares (Navarro et al., 1991), mientras que en otros puede hacer
disminuir su capacidad metastdsica (Mbalaviele et al., 1996). Por todos estos datos se ha
sugerido que la CD-E puede ser un potencial gen supresor de tumores.

Andlisis in vivo confirman que muchos carcinomas (tumores epiteliales) que
expresan niveles bajos de cadherinas tienden a scr mas invasivos. En general se observa una
correlacién directa entre la presencia de CD-E y el grado de diferenciacion del tumor o linea
celular, e inversa entre la CD-E y las propiedades invasivas y metastdsicas (Umbas ef al.,
1992; Brabant et al., 1993; Gamallo er al., 1993; Pizarro et al., 1994; Umbas er al., 1994,
revisado en Takeichi, 1993 y en Birchmeier y Behrens, 1994).

En muchas células tumorales, a pesar de existir altos niveles de cadherinas, la
funcién mediada por elias es baja, debido a otras alteraciones que impiden su funcién como
mutaciones en las cadherinas, observado en carcinomas géstricos (Becker er al., 1994; Oda
et al., 1994b), de ovario (Risinger ef al., 1994) y de mama (Berx ef al., 1995a); deficiencias
en o~catenina (Hirano ef al., 1992; Breen et al., 1993; Shimoyama et al., 1992; Watabe ef
al., 1994; Ewing ef al., 1995), en B-catenina (Oyama ef al., 1994, Kawanishi et al., 1993) o
en plakoglobina (Sommers et al., 1994), o bien por modulaciones del complejo
cadherina/cateninas mediada por determinados factores (factores de crecimiento, activacion
de tirosina quinasas, etc). Asi, productos de oncogenes como Src, ras, fos y met pueden
desestabilizar las uniones intercelulares; src y los receptores de EGF y de HGF fosforilan a
la B-catenina en residuos de tirosina, lo que lleva a la disociacién de los complejos
adherentes, modulando asf las propiedades adhesivas de las células (Matsuyoshi e al., 1992:
Reichmann et al., 1992; Behrens et al., 1993; Hamaguchi er al., 1993; Shibamoto et al.,
1994). Este dltimo tipo de regulacién puede ser transitorio en algunas etapas del proceso
neopldsico, como se ha sugerido durante el proceso de invasion (Takeichi, 1993).

Por otro lado, se ha sugerido que los complejos adherentes cadherina-cateninas
funcionales pueden controlar de forma negativa la velocidad de crecimiento celular (Watabe
et al., 1994; Zhu y Watt, 1996). Otro mecanismo propuesto por el que las cadherinas
podrian influir en el comportamiento invasivo y metastdsico de las células tumorales es
controlando la actividad de proteasas de la matriz extracelular. Asi, se ha observado que la
CD-E puede contribuir a la localizacion del activador del plasminégeno tipo uroquinasa
(uPA) en los contactos celulares (Jensen y Wheelock, 1992) y que el tratamiento de células
de carcinoma que expresan CD-E con un anticuerpo bloqueante anti-CD-E induce un
aumento en la secreccién de uPA al medio extracelular relacionado con un comportamiento
més invasivo (Frixen y Nagamine, 1993). En este sentido, la transfeccion en una linea de
carcinoma de colon con el ¢cDNA de CD-E, ademés de disminuir su capacidad invasiva,
indujo un descenso en la secrecién al medio extracelular de la metaloproteinasa MMP-2
(Miyaki et al., 1995).
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5. INVASION Y METASTASIS: PAPEL DE PROTEASAS DE MATRIZ
EXTRACELULAR.

La metéstasis es la etapa de la progresién tumoral mds amenazante para la
supervivencia. Actualmente estd bien establecido que el desarrollo tumoral y el
comportamiento metastdsico estdn bajo controles genéticos independientes, aunque muchas
veces relacionados entre si. La generacidn de la metdstasis es un proceso complejo que
abarca diferentes etapas secuenciales: invasién local de las células del tumor primario en el
tejido adyacente; acceso a la circulacién sanguinea o linfatica; extravasacion en un 6rgano
distante; y colonizacién y proliferacién de las células dicho 6rgano. El proceso de
invasividad local es, por tanto, indispensable para el desarrollo de la metastasis, y segun
Liotta consta basicamente de tres etapas: alteracién de procesos de adhesién celular (pérdida
de adhesién intercelular y adhesién de las células tumorales a la membrana basal),
degradacién de la membrana basal y migracién celular (Liotta et al., 1983; Stetler-Stevenson
et al., 1993).

Asi, la degradacién de la membrana basal que rodea los epitelios y del tejido
conectivo subyacente es indispensable para la invasion y la metastasis, y es consecuencia de
las actividades proteoliticas de diversos sistemas que degradan diferentes componentes de la
matriz extracelular.

Destacan cuatro tipos de actividades proteoliticas implicadas en la degradacidn de la
matriz extracelular: serin-proteasas (plasmina y activadores del plasmindgeno Lipo
uroquinasa, uPA, y tisular, tPA), cisteinil-proteasas (catepsinas B, C, H y L), aspartil-
proteasas (catepsina D) y metaloproteasas de matriz (MMPs). Los estudios de los dltimos
afios han puesto de manifiesto que las serin-proteasas (uPA) y las MMPs desempefian un
papel primordial en el proceso de invasién en una gran variedad de carcinomas (Stetler-
Stevenson et al., 1993; Andreasen et al., 1997).

La mayoria de estas proteasas que participan en la degradacion de la membrana basal
se secretan en forma de precursores inactivos (zimégenos), siendo activados en el medio
extracelular por diversos mecanismos que implican proteolisis. Ademds, la actividad de las
diferentes proteasas depende del balance entre ellas y sus inhibidores especificos (TIMPs y
serpinas). Por otro lado, la degradacion de la MEC se realiza de forma focalizada en las
zonas de invasién debido, principalmente, a la existencia de receptores de las proteasas en la
superficie celular (Basbaum y Werb, 1996).

Las MMPs constituyen una amplia familia de endopeptidasas dependientes de zinc (o
calcio), con bajos niveles de expresién en tejidos adultos, pero cuya expresién aumenta en
procesos normales o patolégicos de remodelacion de tejidos (desarrollo embrionario,
reparacién de tejidos, ciclo menstrual, inflamacién, invasion tumoral y metdstasis) (Kleiner y

Stetler-Stevenson, 1993; Birkedal-Hansen, 1995). En funcién de sus caracteristicas
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estructurales, localizacién celular y especificidad de sustrato se han clasificado en cuatro
subfamilias, reflejadas en la Tabla I.

Las MMPs forman generalmente complejos no covalentes con sus inhibidores, los
TIMPs (inhibidores tisulares de MMPs). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros
(TIMP-1, -2, -3 y -4). TIMP-1y TIMP-2 actdan especificamente sobre las colagenasas
MMP-9 (o gelatinasa B) y MMP-2 (o gelatinasa A), respectivamente (Stetler-Stevenson e
al., 1993).

ILas MMPs se secretan en forma inactiva y se activan en el entorno extracelular por
proteolisis (Birkedal-Hansen, 1995). Se ha demostrado que la MMP-3 es capaz de activar la
proMMP-9 in vitro (Ogata et al., 1992). En el caso de la MMP-2, la activacidn se realiza en
la membrana plasmatica por interaccion con la proteasa de membrana MT-1 MMP, formando
un complejo ternario con TIMP-2 (Sato et al., 1994; Cao et al., 1995; Strongin et al., 1995).
El uPA también puede actuar activando a varias pro-MMPs (Mazzieni et al., 1997). Por otra
parte, se¢ ha observado que la integrina owvB3 (receptor de vitronectina) puede actuar como
receptor y activar la MMP-2 en células de melanoma (Brooks et al., 1996).

La expresién de MMPs estd controlada por factores que estimulan (IL-1, TNF-a.,
TGF-a, EGF, FGF y PDGF) o inhiben (TGF-B, IL-4, 4cido retinoico, progesterona,
glucocorticoides, etc.) su transcripcion (Stetler-Stevenson et al., 1993; Birkedal-Hansen,
1995). El éster de forbol TPA también puede estimular la expresién de varias MMPs,
probablemente por induccién del factor de transcripcion AP1 (jun y fos) que actuaria sobre
los sitios de umién que existen en los promotores de MMPs como colagenasas ©
estromelisina (Gutman y Wasylyk, 1990; Matrisian, 1990; Pendas er al., 1997). La
EMMPRIN ("Extracelular Matrix Metaloproteinase Inductor™), también llamada basigina, es
una protefna transmembrana de la familia de las moléculas de adhesién de las
inmunoglobulinas liberada por las células tumorales que induce la expresién de varias MMPs
en los fibroblastos del estroma (Biswass et al., 1995). La luz UV también es un potente
inductor de la expresi6n de colagenasa de la dermis in vivo (Fisher et al., 1996).

El andlisis de la expresién de diferentes metaloproteasas en una variedad de
carcinomas ha mostrado la existencia de una fuerte correlacion entre la sobreexpresion de
algunos miembros y el carécter invasivo los carcinomas (Basset et al., 1990; Sato er al.,
1992; Freije ef al., 1994; Canete-Soler et al., 1994; Sato et al., 1994; Witty et al., 1994
Okada et al., 1996). Asimismo inhibidores sintéticos de MMPs bloquean el crecimiento
wmoral en modelos animales (Wang ef al., 1994; Watson et al., 1995). Estos datos, junto
con estudios en modelos celulares y experimentales de las MMPs y sus inhibidores (DeClerk
et al., 1992; Khokha, 1994) apoyan firmemente su papel activo durante el proceso invasivo.

En concreto, la MMP-9 es producida por varios tipos de células tumorales (Wilhem
et al., 1989; Juarez et al., 1991), relaciondndose niveles elevados de MMP-9 con una mayor
capacidad metastasica (Yamagata et al., 1988; Nakajima et al., 1993; Bermnhard et al., 1994

19



Introduccion

Tabla L Clasificacién de las principales MMPs y sustratos prioritarios que degradan.

Nombre Sustratos

Colagenasas intersticiales

Colagenasa 1 (MMP-1) Col I, 11, 111, VI, VIIL, X
Colagenasa 3 (MMP-13) Col I, II, 111, 1V, EN
MMP-8 ?

Estromelisinas
Estromelisina 1 (MMP-3) PG, FN, LN, EL, Col IV, V, IX, X
Estromelisina 2 (MMP-10) "
Estromelisina 3 (MMP-11) ?
Matrilisina (Pump-1, MMP-7) FN, LN, Col IV, PG
Metaloelastasa (MMP-12) EL

Gelatinasas/Colagenasas
Colagenasa IV-A (MMP-2) Col desnaturalizados, Col IV, V, VII, X, EL, FN

Colagenasa IV-B (MMP-9) "
MMPs ancladas a membrana (MT-MMPs)

MT-1 MMP (MMP-14) Progelatinasa [V-A, colagenasa 3
MT-2 MMP (MMP-15) ?
MT-3 MMP (MMP-16) ?
MT-4 MMP (MMP-17) ?

Todas las MMPs indicadas son secretadas, excepto el grupo de MT-MMPs, que son transmembrana.
Abreviaturas: Col, colageno(s); I-X, tipo de coldgeno; PG, proteoglicanos; FN, fibronectina; LN, laminina:

EL, elastina.
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MacDougall et al., 1995). Por otro lado, la transformacién de fibroblastos embrionarios de
rata o de fibroblastos NTH3T3 con Ha-ras induce la secrecion de colagenasa tipo IV (Garbisa
et al., 1987; Ballin et al., 1988; Bernhard ef al., 1994).

La MMP-9, a pesar de expresarse en muchos tipos celulares en cultivo, parece estar
limitada en condiciones normales esencialmente a células osteocldsticas durante el desarrollo
de ratén (Reponen ef al., 1994), mientras que en el organismo adulto se ha encontrado en
células estromales en el endometrio humano durante ciertas etapas del ciclo menstrual
(Rodgers et al., 1994) y en neutrdfilos, monocitos y macréfagos (Wilhem et al., 1989).

El sistema uPA también estd implicado en la degradacién de la matriz extracelular y
en los procesos de invasién tumoral. Los activadores del plasminégeno tipo uroquinasa
(uPA) v tipo tisular (tPA) actian sobre el plasmindgeno inactivo para convertirlo mediante
proteolisis en plasmina activa. La plasmina es una proteasa de amplia especificidad de
sustrato, que ademds de participar en la trombolisis, es capaz de degradar muchas proteinas
de 1a matriz extracelular, como fibronectina, vitronectina y fibrina. También puede catalizar
la activacién de formas zimdgenas de varias MMPs (Mazzieri et al., 1997), que a su vez
degradan la membrana basal. Se cree que, mientras que el tPA participa principalmente en la
trombolisis, el uPA juega un papel principal en degradacion de la matriz extracelular, por lo
que el uPA ha sido mds estudiado en su relacién con el cdncer y la metdstasis (revisado en
Andreasen ef al., 1997).

Muchos sitermas modelo in vitro han aportado evidencias sobre el papel del uPA en
migracién celular e invasién, asf como evidencias de su papel causal en procesos
metastdsicos. Estas evidencias esperimentales estén apoyadas por el hecho de que en muchos
cinceres humanos de mal prondstico se han encontrado niveles elevados de uPA, de su
inhibidor PAI-1 y del receptor de uPA (Blasi, 1993; Andreasen et al., 1997, Scmitt et al.,
1997).

6. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA EN SISTEMAS
EPITELIALES. EL PROMOTOR DE CD-E.

6.1. Regulacién de la expresién de CD-E.

El patrén de expresién espacial y temporal tan complejo de las cadherinas en el
organismo, hace necesaria la existencia de mecanismos reguladores de la expresién de las
mismas, también complejos y precisos. Ademds, por su implicacién en procesos tumorales
es importante conocer sus mecanismos de regulacion. Hasta el momento, tan solo se conoce
informacién fragmentaria sobre tales mecanismos. En concreto, nos centraremos en el
estudio de los factores que controlan la expresion de la CD-E, ya que ésta juega un papel
fundamental en el desarrollo, con un patrén concreto de expresion, y estd alterada en un gran

numero de carcinomas.
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Son multiples los factores que pueden alterar la expresion de los genes de
cadherinas, observindose en ocasiones efectos diferentes segun el tipo celular analizado.
Varios oncogenes pueden inducir desdiferenciacion epitelial inhibiendo la expresién de
CD-E. Asi, células epiteliales transformadas con oncogenes como ras pierden la CD-E
(Behrens et al., 1989; Vierninckx et al., 1991). La sobreexpresién prolongada del oncogen
fos en una linea epitelial de mama induce asimismo su desdiferenciacién junto con pérdida de
CD-E y de otros marcadores epitcliales, a la vez que se adquieren marcadores
mesenquimales (Reichmann et al., 1992), mientras que la sobreexpresion del receptor
tirosina quinasa c-erbB2 en células epiteliales de mama inhibe la transcripcion del gen de
CD-E (D'Souza y Taylor-Papadimitriou, 1994). Por otra parte, se ha descrito que la
expresion del gen Ela en una linea celular de rabdomiosarcoma humano induce morfologia
epiteloide y la expresion de marcadores epiteliales como CD-E (Frisch 1994).

En algunos tipos celulares la expresion de CD-E puede estar controlada
hormonalmente. Asi, el estradiol regula positivamente los niveles de CD-E en células de
granulosa de rata (Blaschuk y Farookhi, 1989), en el ovario de rata (MacCalman ef al..
1994) y en una linea humana de préstata (Carruba er al., 1995), mientras que en células de
carcinoma de endometrio bien diferenciadas reprime su expresion (Fujimoto er al., 1996).

Otros estudios sugieren que el receptor de EGF (Sorscher et al., 1995), el dcido
retinoico (Anzano et al., 1994), el 4cido y-linoleico (Jiang er al., 1995) y la proteina Tax del
virus de inmunodeficiencia humano tipo T (HTLV-1) (Kitajima er al., 1996) regulan
positivamente la CD-E; mientras que el HGF (Tannapfel ef al., 1994) y el TPA (Fabte y
Garcia de Herreros, 1993; Brabant ef al., 1995) lo hacen negativamente. Por otro lado, en la
linea de carcinoma de mama MCF-7 el tratamiento con AMPc aumenta los niveles de CD-E
(Revillion et al., 1993), y en tirocitos en cultivo los niveles de mRNA de CD-E aumentan
tras el tratamiento con TSH y forskolina, que actdan regulando positivamente la via del
AMPc (Brabant et al., 1993).

El estudio de las regiones promotoras de los genes de cadherinas, que se analizara
con mis detalle en el Apartado 6.2, constituye otro tipo de abordaje experimental para la
caracterizacién de factores que controlan su expresion. Sin embargo, son los estudios
funcionales in vivo los que aportan datos mds informativos sobre el control de la expresion
de las cadherinas, especialmente en el desarrollo, aunque hasta ahora son escasos los
trabajos de este tipo. Experimentos de "knock-out” del gen Whnt-1 en ratén indican que en la
linea media dorsal del cerebro fetal, Wnt-1 suprime la expresién de CD-E, manteniendo la de
oN-catenina (Shimamura et al., 1994). Por otro lado, en Drosophila, el factor de
transcripcién de tipo dedo de zinc Escargot, relacionado con la familia de genes de snail,
induce la expresién de DE-cadherina al menos en un tipo de células que formaran la traquea,
y probablemente en mds tipos celulares (Tanaka-Matakatsu et al., 1996).
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6.2. Caracterizacién de regiones reguladoras del gen de CD-E.

El control de la transcripcién del gen de CD-E, tanto murino como humano, ha sido
objeto recientemente de varios estudios que se han centrado principalmente en la
caracterizacién de zonas reguladoras situadas en la region 5' o en intrones del gen.
Previamente se habia localizado el gen de CD-E de ratén en el extremo distal del cromosoma
8 (Eistetter et al., 1988), en una regién sinténica al cromosoma 16q humano (16q.22.1).
donde se habia localizado el gen homélogo humano (Mansouri et al., 1988). Curiosamente
el gen de CD-P esté localizado en el mismo cromosoma que el de la CD-E (Hatta er al.,
1991: Bussemakers et al., 1994b), lo que podria sugerir que compartieran algin tipo de
regulacién. Los genes de CD-E de ratén (Ringwald et al., 1991), humano (Berx er al.,
1995b) y de pollo (L-CAM) (Sorkin ef al., 1988) estin organizados en 16 exones,
distribuidos en una amplia regién gendmica {mds de 40 Kb en raton y mdas de 100 Kb en
humano), con una estructura intrén/exén muy conservada entre si, y que no se corresponde
estrictamente con dominios estructurales o funcionales definidos de la proteina. En todos los
casos el segundo intrén es mucho mayor que el resto (al menos 12 Kb en ratén y 65 Kb en
humano).

En 1991 aparecieron los primeros estudios de caracterizacién de la region promotora
de CD-E de ratén, realizados por los grupos de Kemler y Birchmeier (Ringwald et al., 1991:
Behrens et al., 1991). El promotor de CD-E de ratén carece de caja TATA y en el sitio de
inicio de la transcripcidn, situado 127 bp en direccion 5' respecto del sitio de inicio de la
traduccién, se encuentra una secuencia consenso iniciadora. Toda la region situada en 5°
respecto a la region transcrita es en general una. zona rica en GC, que asemeja a las islas
CpG, tipicas de genes "housekeeping”. Estudios funcionales con distintos fragmentos de la
regién promotora del gen de CD-E han mostrado que un fragmento que incluye hasta la
posicién -178 respecto del sitio de inicio de la transcripcién (-178 a +92) posee actividad
especifica epitelial, ya que este fragmento es activo en células epiteliales que expresan CD-E,
pero no lo es en células no epiteliales (fibroblastos y células de musculo liso) o en células de
carcinoma poco diferenciado que no expresan CD-E (Behrens ez al., 1991). Este fragmento
del promotor contiene una regién rica en GC (posiciones -25/-58), con sitios consenso para
SP1 y AP2; una caja CCAAT (en -65); y una secuencia palindrémica llamada E-pal (-75/-86)
de 12 bp flanqueada por dos repeticiones invertidas de 4 bp. Las posiciones de la regién rica
en GC y de la caja CCAAT son similares a las encontradas en otros promotores (Ringwald et
al., 1991; Behrens et al., 1991). Estudios iniciales de la region promotora del gen de CD-E
humano indican que éste tiene una estructura similar: carece de caja TATA, y posee una
regi6n rica en GC, con un sitio de unién a SP1 y una caja CCAAT localizada en la misma
posicién (-65). El elemento E-pal se encuentra solamente conservado en la mitad 3" y es

capaz de unir factores nucleares (Bussemakers et al., 1994a}.
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Estudios mds profundos in vitro e in vivo sugieren que la caja CCAAT y los dos
sitios AP2 de la regién rica en GC actian estimulando la transcripcién del gen de CD-E de
ratén, mientras que el elemento E-pal activaria o reprimirfa la transcripcion, en células
epiteliales o mesenquimales, respectivamente (Hennig et al., 1995; Hennig et al., 1996).
Asimismo, se ha propuesto la existencia de un elemento amplificador (enhancer) en el primer
intrén del gen de CD-E de ratén. Este enhancer estimula la transcripcién y une facores
nucleares de forma especifica solamente en células epiteliales. Tiene una estructura modular
con 3 elementos (EI a EIII), dos de los cuales unen AP2 (Hennig et al., 1996). Ademds se
ha sugerido que la transcripcién especifica epitelial puede estar mediada por la estructura de
la cromatina, ya que se han encontrado sitios de hipersensibilidad a DNAasal, indicativos de
una estructura relajada de la cromatina, alrededor del gen de CD-E especificos de células que
expresan dicha molécula (Hennig et al., 1995).

Adicionalmente se han sugerido otros sitios posibles de regulacion en ¢l promotor de
CD-E de ratén, como sitios de unién al receptor de glucocorticoides y de progesterona
(Ringwald et al., 1991) o sitios de unién a LEF-1, de regulacién por el complejo [3-
catenina/LEF-1 (Huber ef al., 1996b). Sin embargo, la relevancia funcional de estos sitios de
unién aun estd por confirmar.

Por otro lado, también se ha propuesto que el estado de metilacion enddgeno
alrededor de la regién 5' del gen de CD-E puede ser un mecanismo de inactivacién
transcripcional, ya que algunas lineas humanas de carcinomas de distinto origen (gdstrico, de
mama, de préstata, etc) que no expresan CD-E, presentan esta regién metilada de forma
endégena y el tratamiento con el agente demetilante 5-azacitidina es capaz de inducir, en
algunos casos, la expresion de CD-E (Yoshiura et al., 1995; Graff et al., 1995; Ii et al.,
1997).

En cuanto a la regulacién del gen de CD-E de pollo, L-CAM, se ha identificado el
promotor y secuencias enhancer que aportan especificidad tisular (Sorkin et al., 1993}, y que
son activados por los factores homeobox HoxD9 y HNF-1 (Goomer e7 al., 1994).

Existen también estudios funcionales del promotor de CD-P (Faraldo y Cano, 1993:
Hatta y Takeichi, 1994; Faraldo et al., 1997) que sugieren que puede haber mecanismos

comunes en la regulacién de los dos tipos cadherinas que expresan los queratinocitos.
6.3. Regulacién de la expresion epitelio-especifica.

Existe una cuestién abierta sobre cuales son los mecanismos que controlan el
fenotipo epitelial y de si existe algiin factorfes de transcripcién “epiteliogénicos”, que
confieran o mantengan el fenotipo epitelial, de forma similar a como ocurre ¢n el misculo
esquelético, donde los factores de transcripcion miogénicos Myo-D y myf-5 mantienen todo

un programa de expresién muscular.
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En el caso del programa de diferenciacién epitelial, ain no se han encontrado tales
factores, a pesar de los esfuerzos investigadores. El andlisis de promotores y de zonas
reguladoras de genes con expresion restringida en sistemas epiteliales, como genes de
citogueratinas o de papilomavirus humano (HPV) 16 y 18 ha sido de gran ayuda en la
bisqueda de factores que puedan regular la expresién epitelio-especifica (Hoppe-Seyler y
Butz, 1994; Byrne, 1997). Los factores de transcripcién comunes a €stos promotores
tienden a ser de tipo genérico, con predominio de AP, AP2 y SP1. Aunque algunos de
estos factores estdn enriquecidos en tejidos epiteliales, tienen patrones de expresidn
adicionales en otros tipos de tejidos. Por tanto, la especificidad epitelial podria llevarse a
cabo mediante la combinaci6n factores de transcripcién no exclusivos de células epiteliales.
(Byrne, 1997; Davies y Garrod, 1997). Adn asi, también se han encontrado algunos factores
de transcripcidn epitelio-especificos o que contribuyen a la especificidad epitelial, como
pueden ser; KRF-1 (Mack y Laimins, 1991); los factores tipo dedos de zinc basonuclina y
EZF, expresados en queratinocitos (Tseng y Green, 1994; Garrett-Sinha ef al., 1996); las
proteinas con dominios Pou de unién a octameros Oct 11 (Skin la-i 0 Epoc-1) y Oct-6
(Andersen et al., 1993; Yukawa et al., 1993; Faus et al., 1994); o el factor KSEF.
recientemente identificado, exclusivo de epitelios €scamosos estratificados (Nakagawa et al.,
1997). entre otros.

En el caso de la CD-E, se ha sugerido que la especifidad epitelial viene conferida en
parte por el elemento E-pal, que contiene dos cajas E (secuencia consenso CANNTG), de
unién a factores tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH) (Hennig et al., 1996). Max es una
proteina de tipo bHLH que puede homodimerizar o asociarse con miembros de la familia
Myc o con las protefnas relacionadas Mad (Madl, 3 y 4) y Msxil. Tanto los complejos
Max/Myc como los complejos Max/Mad (o Max/Mxil) pueden unirse a las caja E, pero los
primeros activan la transcripeién y promueven la proliferacién celular, mientras que los
segundos promueven represion transcripcional (Ryan y Birnie, 1996). Se ha encontrado que
en la epidermis existe una compartimentalizacién de estos factores con expresion de ¢-Myc
en las capas basales, Mad en estratos suprabasales y Mxil en ambos (Hurlin et al., 1995a;
Hurlin et al., 1995b; Gandarillas y Watt, 1995). Asi, en las capas basales proliferantes de la
epidermis, predominarian los complejos transcripcionalmente activos c-Myc/Max, mientras
que en las capas diferenciadas predominarian los complejos Mad/Max.

AP?2 es un factor de transcripcién inducible por écido retinoico que contiene un
dominio de dimerizacién tipo hélice-tramo-hélice (HSH) y una regién bésica adyacente de
unién a DNA (Williams y Tjian, 1991). También se ha otorgado a AP2 un pape! en la
expresion especifica epitelial, debido a su patrén de expresion durante el desarrollo
embrionario, principalmente en piel y en derivados de la cresta neural, y a que se han
encontrado secuencias de unién a AP2 en muchos promotores de genes expresados en la

' epidefmis (Leask et al., 1991; Meier et al., 1995). Sin embargo, ratones mutantes nulos para
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el gen AP2 no muestran anormalidades en la epidermis, sino que mueren principalmete por
defectos craneo-faciales (Zhang et al., 1996; Schorle et al., 1996).

Por otro lado, también son interesantes en este sentido los miembros de la familia
Ets. La familia Ets de factores de transcripcién comprende un amplio nimero de miembros,
todos ellos caracterizados por la presencia de un dominio de unién a DNA, el dominio Ets,
que interacciona especificamente con secuencias de DNA que contienen el trinucledtido
comiin GGA. Las secuencias de DNA flanqueantes a este niicleo comiin son variables y se
cree que ayudan a determinar el tipo de proteina Ets que se unird (Wasylyk ef al., 1993). La
homologia entre los distintos miembros es muy baja fuera del dominio Ets, pudiéndose
establecer grupos de factores similares dentro de la familia (Macleod et al., 1992). La familia
Ets estd implicada en la regulacién de la expresion génica en numerosos y variados procesos
biolégicos (desarrollo embrionario, diferenciacién, angiogénesis, control del ciclo celular,
etc), y la pérdida del control normal los puede convertir en oncoproteinas. Se han encontrado
sitios de unién a factores Ets que regulan la transcripcién de numerosos promotores de genes
(muchos de ellos especificos de tejidos epiteliales) y casi siempre actian en asociacion con
otros factores de transcripci6n, generalmente AP1 (Wasylyk et al., 1990; Wasylyk et al.,
1993; Gum et al., 1996).

Ets-1 fué el primer miembro de la familia identificado. Su patrén de expresion en
células mesodérmicas en el embrién de ratén y en tumores humanos, especificamente en las
zonas de transicién epitelio-mesénquima sugiere un papel para.esta molécula en procesos
dindmicos de invasién y migracién (Kola et al., 1993: Wernert ef al., 1994). Recientemente
se ha detectado expresién de Ets-1 en células epiteliales del embrién de pollo
transitoriamente, en zonas de migracién (migracién de las células de la cresta neural y
dispersion de las somitas en el esclerotomo mesenquimal), lo que apoya su papel en
procesos migratorios y de transicion epitelio-mesénquima (Fafeur et al., 1997).

E1AF es otro miembro de la familia recientemente caracterizado que puede jugar
también un papel importante en procesos invasivos, ya que activa la transcripcién de varias
MMPs y su transfeccion induce en la linea no invasiva MCF-7 motilidad, invasididad y un
aumento en la expresién de la metaloproteasa MMP-9 (Kaya et al., 1996).

El grupo de factores PEA 3 estd formado por tres miembros de la familia Ets: PEA3,
ERM y ER81. ERM es pricticamente ubicuo en ratén y humano, mientras que los otros dos
miembros muestran un patrén més restringido de expresion (de Launoit er al., 1997). En
concreto, en el ratén adulto, ER81 se expresa principalmente en cerebro y rifién (Monté et
al., 1994); mientras que el factor PEA 3 de raton se expresa en fibroblastos y en algunas
células epiteliales en cultivo, y en el ratén adulto la expresién esté restringida a epididimis y
cerebro (Xin ef al., 1992). Es interesante destacar que, a pesar de ser negativo en epitelio
normal de mama, PEA 3 se ha encontrado sobreexpresado en adenocarcinomas de mama
inducidos en ratones transgénicos para el oncogén neu/c-erbB-2, asi como en algunas lineas

de carcinoma de mama humanas y de ratén (Trimble et al., 1993; Baert ef al., 1997).
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Por tltimo, recientemente s¢ ha aislado y caracterizado un nuevo miembro de la
familia especifico de células epiteliales: ESE-1 (Oettgen et al., 1997). ESE-1 contiene el
dominio Ets de unién a DNA y ademds un dominio de tipo "gancho A/T", encontrado en
proteinas de la familia HMG y en otros factores nucleares (Reeves y Nissen, 1990). ESE-1
es el primer factor de la familia Ets expresado exclusivamente en células epiteliales. Ademds
ESE-1 se induce durante la diferenciacién terminal que sufren los queratinocitos en cultivo
cuando se aumenta la concentracion de calcio (Oettgen et al., 1997).

Sin embargo, la realidad de no haberse encontrado hasta la fecha ningun factor
epiteliogénico claro, junto con el hecho de que las primeras células del embridn son en si
epiteliales, originando los demas tipos celulares por segregacién y diferenciacion a partir de
cllas, ha hecho surgir la hipétesis, mantenida por Frisch (1997) de que el estado epitelial es
el estado "por defecto”, y de que, por tanto, no hace falta ningtin factor especifico que
mantenga este fenotipo. Sin embargo esta €s una hipétesis tentadora que tendrd que ser

comprobada.
7. EL MODELO DE CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATON.

E] modelo experimetal de la carcinogénesis quimica de piel de ratén ha constituido un
paradigma para establecer las bases biolégicas de la naturaleza multisecuencial del cdncer. Este
modelo se basa en la induccién progresiva de tumores por tratamiento de la piel de los ratones
con una dosis Gnica de un carcinégeno quimico como DMBA (iniciador) y posteriores
aplicaciones de un promotor tumoral, generaimente el éster de forbol TPA. Estos tratamientos
originan papilomas benignos que pueden progresar espontdneamente hacia carcinomas
epidermoides malignos con diferente grado de diferenciacién (Yuspa, 1994). Los ultimos
estadios de progresién en este sistema estdn representados por la aparicién de carcinomas
fusiformes indiferenciados (Buchman et al., 1991). Aunque la aparicion de metdstasis en este
modelo es un evento raro, se ha observado su generacién a partir de carcinomas epidermoides y
fusiformes (Klein-Szanto, 1991). Estudios exhaustivos de los dltimos afios han permitido
establecer la naturaleza de algunas de las alteraciones génicas asociadas a estadios de progresion
definidos en este sistema, como la activacién de Ha-ras en la iniciacién y la inactivacién de p53
en la transicion de papilomas a carcinomas, incremento en las dosis de Ha-ras oncogénico y
adquisicién de trisomias en los cromosomas 6 y 7 durante la progresién tumoral (Fig.4)
(revisado en Portella et al., 1994). La participacién de Ha-ras en| el proceso de iniciacion se
puso de manifiesto porque el carcindgeno quimico iniciador puede sustituirse por la aplicacion
de HaMSV (virus del sarcoma murino de Ha-ras) (Brown ef al., 1986). La posibilidad de
obtener lineas celulares a partir de los tumores inducidos por este sistema facilita el estudio de
los mecanismos implicados en la carcinogénesis de piel. Asimismo, cultivos primarios de

queratinocitos de ratén pueden transformarse in vitro, por ejemplo, por tratamento con
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DMBA TPA
Epidermis ‘ Células ‘ . Carcinoma Carcinoma
normal > iniciadas > Papiloma epidermoide > fusiforme
H-ras Mut H-ras mut Amplificacion Amplificacion
H-ras mut H-ras Mut
Trisomia 6y 7 Trisomia6y 7 Trisomia 6y 7
p53mul p53mu1
LOH LOH cromosomas
cromosoma 11 1,4,6y7
CD-E  +++ 4+ +++ ++ _
CD-P + + i+ ++

Fig. 4. Estadios de progresién en el modelo de la carcinogénesis quimica de piel de
ratén. Se indican las principales alteraciones génicas y la expresién de cadherinas. LOH, pérdida d:
heterozigosidad.

carcinégenos quimicos o por transfeccién con Ha-ras. De esta forma pueden obtenerse lineas
celulares en cultivo representativas de distintos estadios de la progresion tumoral.

El estudio previo de la expresi6én de cadherinas en la piel normal y en carcinomas
mostré que en la epiﬂerrrﬁs normal se expresan tanto CD-E como CD-P (Fig. 4); la
expresién de CD-E disminuye durante la progresi6n a carcinoma epidermoide; y la expresion
de ambas moléculas desaparece en el dltimo estadio de la progresién, carcinoma fusiforme
(Navarro et al., 1991; Ruggeri et al., 1992; Cano er al., 1996). Asimismo, estudios de otros
marcadores de diferenciacién de epidermis pusieron de manifiesto la expresidn aberrante de
la integrina o6B4 (Goémez et al., 1992; Tennenbaum et al., 1993) y de la queratina K13
(Giménez-Conti et al., 1990) en estadios tempranos de progresién; y de la queratina K8 en
estadios posteriores (Larcher er al., 1992; Caulin et al., 1993). La mayoria de los
marcadores epiteliales analizados (incluyendo cadherinas, integrina 0634, queratinas y
plakoglobina) se pierden en los carcinomas fusiformes y lineas derivadas (Navarro et «l.,
1991; Gémez et al., 1992; Diaz-Guerra et al., 1992; Navarro et al., 1993; Stoler er al.,
1993), mientras que se adquieren marcadores tipicos de células mesenquimales como
fibronectina y su receptor aSp1 (Gémez et al., 1994; Gémez et al., 1995). Por tanto, la
transicién fenotipica epitelio-fibroblasto que ocurre en los wltimos estadios de progresion de
la carcinogénesis de piel de ratn es similar en muchos aspectos a las transiciones epitelio-
mesénquima que ocurren durante el desarrotlo embrionario (Hay, 1995; Birchmeier ef al.,
1996).
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Por otro lado, estudios previos en este modelo muestran una correlacién inversa
entre la expresién de CD-E y el grado de tumorogenicidad, asi como con la capacidad
invasiva in vitro de las células (Navarro et al., 1991; Ruggeri et al., 1992; Caulin et al.,
1996). El importante papel de la CD-E en la progresién tumoral se puso de manifiesto
mediante estudios de transfeccién del cDNA de CD-E en la linea derivada de carcinoma
epidermoide HaCa4, que no expresaba CD-E. Esta transfeccién revirtié parcialmente la
tumorogenicidad y originé un fenotipo mds diferenciado (Navarro ef al., 1991). Sin
embargo, todas las lineas originadas, que expresaban CD-E, permanccieron metastasicas, al
igual que la linea parental, con la excepcién de la iinea E24, que se volvié no metastdsica.
Esta linea, ademés de reexpresar CD-E, habia disminuido de forma considerable los niveles
de Ha-ras viral y de la proteina p21 ras (Caulin et al., 1996). Queda abierta la cuestién de si
en este sistema niveles reducidos de Ha-ras son suficientes para evitar el fenotipo

metastisico, o si ademds la presencia de la molécula de adhesién CD-E es también necesaria.
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Objetivos

Los estudios previos sobre la expresion de cadherinas en el modelo de carcinogénesis
de piel de rat6n habfan puesto de manifiesto la importancia de la molécula de adhesion celular
cadherina E en la carcinogénesis, existiendo pérdida de la expresién de dicha molécula
durante 1a progresién tumoral. Sin embargo no estaba claro el papel especifico que podia
desempefiar en el comportamiento metastésico. Por otra parte, se desconocian cuales son los
mecanismos que controlaban la pérdida de expresion de cadherina E durante la progresion
maligna.

Por lo tanto, nos planteamos los siguientes objetivos al inicio de la realizacion de esta
Tesis:

1. Estudio de la influencia de la cadherina E en el fenotipo invasivo y metastisico en la

carcinogénesis de piel de raton.

2. Anilisis de la regulacidon génica de cadherina E durante la progresién tumoral.

Caracterizacién de los factores implicados que actiian en cis 0 en trans.
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Materiales

1. REACTIVOS QUIMICOS Y BIOQUIMICOS.

Los productos quimicos y bioquimicos fueron adquiridos de las casas comerciales
Amersham, BAbCO, Bio 101 Inc., Bio-Rad, Boehringer Mannheim, Carlo Erba, Du Pont,
Gibco BRL, Invitrogene, Jackson, L.K.B., Merck, Millipore, Nucleopore, Pharmacia,
Probus, Promega Corporation, Quiagen, Santa Cruz Biotechnology y Sigma Chemical Co.
Cuando se considera oportuno se indica en la descripcion la casa comercial. Todos los
reactivos utilizados en la experimentacién fueron de grado analitico o de grado apto para

biologia molecular y cultivo celular.
2. TAMPONES Y SOLUCIONES.

La composicién de la mayoria de los tampones y soluciones empleados en los
distintos experimentos se especifica en la descripcién de métodos o en las citas
correspondientes. La composicién de algunas de las soluciones mds comunes, no
especificada mds adelante, se describe a continuacion.

- Solucién de Denhardt (1x): 0.2 g/l BSA (fraccién V, Sigma), 0.2 g/l Ficoll-400
(Pharmacia), 0.2 g/l polivinil-pirrolidona.

- HBS 2x: 280 mM NaCl, 1.5 mM Na,HP0,, 50 mM Hepes pH 7.12.

- HMF-Ca2+: 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 10 mM Hepes pH 7.4.

- Tampén de carga Laemmli: 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 5% [-mercaptoetanol, 2% SDS,
10% glicerol, 0.005% azul de bromofenol.

- NET: 150 mM NaCl, SmM EDTA, 50mM Tris-HCI pH 7.4, 0.05% NP-40, 0.25%
gelatina.

-PBS : 136 mM NaCl, 2 mM KCl, 8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO, pH 7.4.

- TBE (1x): 90 mM Tris-borato, 2mM EDTA pH 8.0.

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

- Tris-glicina (1x): 192 mM glicina, 25 mM Tris-HCl pH 8.7.

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

- SSC (1x): 150 mM NaCl, 15 mM citrato sédico.

3. MEDIOS EMPLEADOS EN CULTIVO DE CELULAS.
- Medio de cultivo DMEM - Gibco BRL.

- Medio de cultivo Ham's F12 suplementado con aminodcidos esenciales y no esenciales -
Gibco BRI..
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4. LINEAS CELULARES.

Las lfneas celulares utilizadas, a excepcién de la linea fibrobldstica NIH3T3, son
queratinocitos de ratén obtenidos por diferentes abordajes (Fig. 5) y con distinto grado de
tumnorogenicidad (Tabla II). MCA3D es una linea no tumorogénica; PDV y E24 presentan
tumorogenicidad intermedia; y el resto son altamente tumorogénicas. La mayoria de las
células presentan una morfologia epitelial o epiteloide, excepto CarB y MSCL1AS que
exhiben un fenotipo fibroblastoide. El origen y propiedades de todas estas lineas han sido
descritos previamente (Navarro ef al., 1991 Caulin et al., 1996; Diaz-Guerra et al., 1992;
Burns ef al., 1991; Stoler et al., 1993) y aparece esquematizado en la Figura 5 y en la
Tabla IL.

Tabla II. Caracteristicas morfolégicas, tumorégénicas y expresion de cadherinas de las

lineas celulares empleadas en esta tesis.

Linea Morfologia Tumoroge- CD-E@ CD-P@
celular nicidad®
MCA3D Epitelial - ++ i+
PDV Epitelial + + P
HaCa4 Epiteloide ++ - ++
Neo3 Epiteloide ++ - ++
ES8 Epiteloide ++ - ++
E62 Epitelial + ++ ++
E24 Epitelial® + +++ +++
CarB Fibroblastoide ++ - -
MS11AS Fibroblastoide ++ . -

(1) La capacidad tumorogénica se determiné por inyeccién en ratones nu/nu, teniendo en cuenta el ndmero de
tumores originados y el periodo de latencia.

(2) Los niveles relativos de CD-E y de CD-P se estimaron a partir de datos de Northern-blot y de inmunoblot.
(3) La linea celular E24 muestra propiedades de pseudo-estratificacion en cultivo.
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Figura 5. Representacion esquemética del origen de las lineas celulares empleadas en esta Tesis. Se indica si las lineas celulares originadas expresan
(CD-E +) 0 no expresan (CD-E -) CD-E. Exo, CD-E exdgena. Ver texto para mds detalles.
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5. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Para los ensayos de tumorogenicidad se utilizaron ratones atimicos nu/nu de la cepa
Swiss (suministrados por IFA.Credo, Barcelona) entre 8 y 10 semanas de edad. Para los
experimentos de induccién de metdstasis espontdnea se utilizaron ratones atimicos
BALB/c de 8 semanas de edad (suministrados por el Area de Produccién Animal del
CRIFFA Inc., Lyon, Francia) y los experimentos se realizaron en el Departamento de
Invasién y Metdstasis del IRO (Barcelona). Los animales se mantuvieron en condiciones
de esterilidad.

6. ANTICUERPOS Y REACTIVOS INMUNOLOGICOS.

6.1. Anticuerpos primarios:

- ECCD-2: anticuerpo monoclonal de rata anti-cadherina E de ratén, cedido por el Dr. M.
Takeichi (Universidad de Kyoto, Jap6n). La dilucién a la que se emplea este anticuerpo
varia entre 1:100 y 1:250.

- PCD-1: anticuerpo monoclonal de rata anti-cadherina P de raton, cedido asimismo por el
Dr. M. Takeichi. La dilucién empleada oscilé entre 1:10 y 1:20.

- Anti-involucrina: antisuero policlonal de conejo anti-involucrina suministrado por
BAbBCO. La dilucién empleada fue 1:100.

- Ets-1/Ets-2 (C-275): anticuerpo policional de conejo anti-Ets-1 purificado por afinidad.
Presenta alta reactividad cruzada con otros miembros de la familia Ets. Suministrado por
Santa Cruz Biotechnology.

- AP2 (C-18) X: anticuerpo policlonal de conejo anti-AP2 purificado por afinidad.
Suministrado por Santa Cruz Biotechnology. Concentrado para ensayos de super-retardo
en gel.

- SP1 (PEP 2): 1gG policlonal de conecjo anti-SP1. Suministrado por Santa Cruz

Biotechnology. Concentrado para ensayos de super-retardo en gel.

6.2. Anticuerpos secundarios:

- Antisuero de cabra anti-IgG de rata conjugado a rodamina (Jackson) para los ensayos de
inmunofluorescencia.

- Antisuero de oveja anti-Ig de rata y antisuero de burro anti-Ig de conejo conjugados a
peroxidasa (Amersham) para ensayos de inmunoblot.

- Antisuero de cabra anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma) para
inmunoblot.

- Antisuero de oveja anti-Ig de rata marcado con '¥3] (Amersham), igualmente para

inmunoblot.
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7. SONDAS EMPLEADAS EN EXPERIMENTOS DE NORTHERN-BLOT.

- CD-E: fragmento de 0.9 Kb obtenido por digestién del plismido pBATEM-2 (ver mds
adelante, Aptdo. 8) con la enzima de restriccién BamHI. Contiene las secuencias
codificantes de los nucledtidos 993 a 1920 del cDNA de CD-E de rat6n.

- CD-P: fragmento correspondiente a las secuencias codificantes de los nucledtidos 1281 a
2469, asi como secuencias no codificantes del cDNA de CD-P de rat6n. Obtenido por
digestién del plasmido pPact-Pcad (ver Aptdo. 8) con HindII-EcoRI.

- Ha-ras: se empled el pldsmido BS9 (Ellis et al., 1980) que detecta Ha-ras viral y celular
de ratén.

- MMP-9: obtenida a partir del pldsmido pGEL 2SK(-} (Tanaka, H. et al., 1993) que
contiene el cDNA de la gelatinasa de ratén de 105 KDa (MMP-9). Se empled un
fragmento de 3.2 Kb obtenido por digestién con NotI/EcoRI.

-MMP-3: obtenida por RT-PCR a partir de mRNA de células NIH3T3 segin la secuencia
del cDNA de transina-1 de ratén (Ostrowski et al., 1988). Comprende los nucleétidos
comprendidos entre las posiciones 896 y 1238.

- TIMP-1: generada por RT-PCR a partir de mRNA de células NIH3T3. Contiene
secuencias comprendidas entre las posiciones 236 y 455 de TIMP-1 de ratén (Edwards er
al., 1986).

- B-actina: sonda de 500 bp det cDNA de B-actina de ratén.

- GADPH: sonda de 983 bp del cDNA de GADPH de ratén, obtenida por RT-PCR segun
se describe en Wilson et al. (1995).

8. PLASMIDOS.

8.1. Plasmidos empleados en la obtencién de transfectantes estables.

- pPBATEMS-2 (Nose et al., 1988): contiene el cDNA de CD-E de ratén bajo el control del
promotor de -actina.

- pPac-Pcad (Nose et al., 1988): pldsmido de expresién con el cDNA de CD-P de raton
bajo el control del promotor de f-actina. Los pldsmidos pBATEM-2 y pBac-Pcad fueron
cedidos amablemente por el Dr. M Takeichi.

- pPac-dacE: contiene secuencias del cDNA de CD-E de ratén (posiciones 640 a 3170) en
posicién antisentido respecto al promotor de B-actina. Su generacién se describe en
Resultados (Aptdo 1.1).

- pBSpacAP (Luna et al., 1988): vector de expresién del gen PAC (puromicina N-acetil
transferasa) que confiere resistencia al antibidtico puromicina. Este pldsmido fue cedido
por el Dr. J. Ortin (CNB, Madrid).
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8.2. Plismidos empleados en los experimentos de transfeccion transitoria.
8.2.1. Plasmidos testigo de actividad promotora de CD-E.

Los pliasmidos -1.4, -0.8, -178, -94, -78, -58 y -21 de CD-E (Behrens er «l., 1991,
Hennig et al., 1996) contienen secuencias de la regién promotora del gen de CD-E de
ratén. El extremo 3' es comtn en todas ellas, y corresponde con la posicidn +92 del gen de
CD-E de ratén, tomando como +1 el sitio de inicio de la transcripcion. La posicién del
extremo 5' corresponde con e! nombre del plasmido (expresado en pb, excepto los
plasmidos -1.4 y -0.8 en Kb). Estos fragmentos estén clonados en el vector pCAT-Basic
(Promega) justo delante del gen de expresidn de la enzima cloranfenicol acetil transferasa
(CAT).

J.os plismidos mE-pal, AE-pal, mut GCI y mut GC2 se derivaron a partir del
plasmido -178. En el pldsmido m-Epal (Hennig et al., 1996) los dos nucleétidos centrales
GC de la secuencia palindrémica E-pal del promotor de CD-E se sustituyeron por TT. En
los plasmidos mut GC1 y mut GC2 (Hennig et al., 1995), la secuencia rica en GC
(posiciones -32 a -58) del promotor de CD-E:

-58 GCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGC -32
se sustituy6 por las secuencias mutadas:
mut GC1 GCGGCGCCGTTTTCGGTGCCTGCGGGC
mut GC2 GCGGCGCCGGGGGCGACTTCTGCGGGC
El plasmido AE-pal se construyé eliminando la secuencia -103 a -79 del promotor de CD-
E por digestién del plasmido -178 con Pstl, romando los extremos con T4 DNA polimerasa
y religando.

Todos estos plasmidos fueron cedidos amablemente por el Dr. J. Behrens (Centro
Max-Delbriick de Medicina Molecular, Berlin).

El pldsmido m-Ets también tiene como base el pldsmido -178 y contiene una doble
mutacién en las posiciones -93/-94, en las que los nucleétidos CC del potencial sitio de
unién a c-Ets] se sustituyeron por los nucledtidos AA. Este pldsmido se generd en el
laboratorio mediante mutagénesis dirigida por PCR (Innis ef al., 1990). En la figura 6 se
muestra un esquema de la estrategia seguida para la generacion de este mutante: E!
plasmido -178 se utiliz6 como DNA molde en las reacciones de PCR 1y 2. La PCR 1 se
realizé con los oligonucleétidos rev y mEts-2 (ver Aptdo. 9.1) como cebadores, y la PCR-2
con los oligonucelétidos mEts-3 y mEts-4. Las condiciones de PCR fueron 30x (94°C
130", 45°C 3", 72°C 3'). Los fragmentos generados en ambas reacciones de PCR se
purificaron en gel de agarosa y se emplearon como DNA molde para ia PCR 3, que se
realiz6 en las mismas condiciones y empleando como cebadores los oligonucledtidos rev y
mEts-4. El fragmento generado se purificé en gel de agarosa. Este fragmento se sustituyé
por ¢l endbgeno del plasmido -178 tras digestién con los enzimas HindIIl y Notl y
posterior ligacién. Se comprobd la correcta secuencia del pladsmido m-Ets por digestién

(pérdida de sitio Styl) y secuenciacion.
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Figura 6. Disefio experimental para la construccién del plasmido m-Ets mediante mutagénesis
por PCR. El plasmido -178 se empleé como molde para las reacciones de PCR 1 y 2 con los
oligonucleétidos cebadores que se indican. Los cebadores mEts2/mEts3 portan la mutacidén a
introducir en el sitio consenso Ets (). Los productos de las reacciones A y B sirvieron como molde
para 1a PCR 3 con los cebadores indicados.El producto generado, que porta la mutacidn, se digirié
con los enzimas HindIII/Notl para reemplazarlo por el fragmento silvestre en pldsmido -178.
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8.2.2. Plasmidos testigo de actividad promotora de CD-P.

Los pldsmidos -200P y -75P de CD-P (Faraldo et al, 1997) contienen las
secuencias del promotor de CD-P de ratén comprendidas entre los nucle6tidos -200/+47 y -
75/+47, respecto del sitio de inicio de la transcripcién. Estas secuencias se insertaron en
posicién 3' del gen de la luciferasa en el vector pXP1 (Nordeen, 1988).

La construccién hibrida GC-E/-75P se generd insertando el oligonucledtido GC-E
del promotor de CD-E (posicion -60/-23, ver Oligonucledtidos) en el sitio BamHI del
plasmido -75P, en posicién 5' del promotor de CD-P. La construccién hibrida E-pal/-200P
se generd insertando un oligonucledtido conteniendo la secuencia E-pal del promotor de
CD-E (posicién -92/-69, ver Oligonucleétidos) en el sitio Xhol del pldsmido -200P, en
posicién 5' del promotor de CD-P (Faraldo et al,, 1997).

8.2.3. Pliasmidos control en los experimentos de actividad promotora de CD-E y de
CD-P.

- pCAT-Control Vector (Promega): vector de expresién de CAT bajo el control del
promotor de $V40. Se empleé para normalizar los niveles de actividad CAT dirigidos por
las construcciones del promotor de CD-E entre las distintas lineas celulares.

- CMV-luc: vector de expresién de la enzima luciferasa de luciérnaga bajo el control del
promotor de citomegalovirus (CMV), donado por la Dra. P. Santisteban (I1B, Madrid). Se
utilizé para medir la eficiencia de transfeccidn y para normalizar la actividad del promotor
de CD-P entre las diferentes lineas celulares.

- RSV-Bgal (Promega). Vector de expresién de la enzima Bgalactosidasa bajo el control

del promotor de RSV. Se empleé para medir la eficiencia de transfeccion.

8.2.4. Vectores de expresién empleados en los experimentos de cotransfeccion.

- pSG5-ERM (Monté et al., 1994): vector de expresién de ERM bajo el control del
promotor de SV40, clonado en el vector pSGS3. El vector vacio pSGS (Pharmacia) contiene
el promotor temprano de SV40 unido a secuencias no codificantes y se empleé como
control en los ensayos de cotransfeccién con pSG3-ERM.

- AP2-ATA (Hennig et al., 1996): vector de expresién del factor AP2 (Willians, y Tjian,
1991) con el dominio de transactivacién deleccionado, bajo el control del promotor de
RSV. Como control para normalizar las cantidades de DNA transfectadas se emple6 ¢l
vector vacio RSV-0, que contiene el promotor RSV unido a secuencias no codificantes.

- Los vectores de expresion de Max y ¢-Myc humano pMTmax y pHEBoMTmyc2,3
(Grignani et al., 1990), respectivamente, contienen el cDNA de dichos factores bajo el
control del promotor de metalotioneina I de ratén, en el vector vacio pHEBoMT. Estos
plismidos fueron donados amablemente por el Dr. J. Ledn (Universidad de Cantabria,
Santander).
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- Los vectores de expresién de Slug y Snail de pollo CMV-snay CMV-slug,
respectivamente, contienen los cDNA de dichos factores bajo el control del promotor de
CMV. Los cDNAs de snail y slug, clonados en el vector pBS-SK (cedidos por A. Nieto,
Instituto Cajal, Madrid) se aislaron por digestién con Hindlll/Xbal y Apal/Notl,
respectivamente y se insertaron en el vector vacio pcDNA3 (Invitrogene). El vector
pcDNA3 se empled como control, y para igualar las cantidades de DNA a transfectar, en

los experimentos de cotrasfeccién.
9. OLIGONUCLEOTIDOS.

9.1. Oligonucleétidos empleados en la generacion del plismido m-Ets.

Para la construccién del plismido m-Ets se emplearon los siguientes
oligonucleétidos en las reacciones de PCR. Los oligonucledtidos mEts-2 y mEts-3
corresponden a la cadena no codificante y codificante, respectivamente, de las posiciones -
111/-82 del promotor de CD-E conteniendo una doble mutacién en el sitio consenso Ets.
Los oligonucledtidos rev y mEts-4 son oligonucleétidos, de la cadena codificante y no
codificante respectivamente, situados en los extremos de la zona a amplificar por PCR; rev
estd situado en la zona 5' del polilinker del vector, y mEts-4 en la posicién -3/+17 del
promotor de CD-E.

rev 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3

mEts-2 5-AGGTGGCAGCCAATTAACTGCAGGGCCCTC-3'
mkEts-3 5-GAGGGCCCTGCAGTTAATTGGCTGCCACCT-3'
mkEts-4 5'-GCGGCTCCCACACCAGTGAG-3'

9.2. Oligonucleétidos y fragmentos de DNA empleados en experimentos de
retardo en gel.

Los oligonucleétidos o fragmentos de DNA empleados en los experimentos de
retardo en gel y de competicién se describen a continuacién. Todos los oligonucledtidos
estdn escritos en direccién 5'-3'. Para realizar los ensayos cada oligonucledtido descrito se
hibridé con su complementario, antes de la reaccién de marcaje. Para los oligonucleétidos
y fragmentos de los genes de CD-E y de CD-P, se indica la posicidn inicial y final de la
secuencia, tomando como +1 el sitio de inicio de la transcripcién. Los oligonucledtidos
PEA y mPEA contenian adaptadores HindIIl y BamHI en los extermos 5" y 3'.
respectivamente (no mostrado en la secuencia). El resto de oligonuceldtidos, salvo ECE y
sus derivados mutados, contenian adaptadores BamHI en los extremos (GATCC en 5'y G
en 3".
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Oligonucleétidos del promotor de CD-E: Posicién
E-pal GGCTGCCACCTGCAGGTGCGTCC -92/-69
E-pal mut GGCTGCCACCTTTAGGTGCGTCC "
CCAAT-E  CGTCCCCAGCCAATCAGCG -74/-56
GC-E CAGCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGCTCACCTGGC  -60/-23
ECE GAGGGCCCTGCAGTTCCTTGGCTGCCACC -111/-83
mA GAGGGCCCTGCAGTTAATTGGCTGCCACC !
mB GAGGGCAATGCAGTTCCTTGGCTGCCACC

mAB GAGGGCAATGCAGTTAATTGGCTGCCACC

mC GAGGGCCCTGCTGTTCCTTGGCTGCCACC

Oligonucledtidos del promotor de CD-P: Posicién
CCAAT-P  GTTGGACCAATCAGCAGC -70/-53
GC-P TCGACCCCACCTGCGAGGGGGCGGGACC -105/-78
SP1-P CGAGGGGGCGGGACCTTG -92/-75
AP2-P GCCTCGACCCCACCTGCG -108/-90

Oligonucleétidos con sitios consenso de unién a factores de transcripcién:

CP-1 CTACACCTATAAACCAATCAC (Chodosh et al., 1988)
CP-2 TGACCAGTTCCAGCCACT CTT (Chodosh et al., 1988)
C/EBP TTCAATTGGGCAATCAGGA (Ryden y Beemon, 1989)
NF1 ATTTTGGCTACAAGCCAATATGAT (Courtois er al., 1990)
SP1-SV40 TGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACT (Kadonaga ef al., 1987)
AP2-5V40 AAAGTCCCCAGGCTCCCCA (Imagawa et al., 1987)
PEA 3 TTAAGCAGGAAGTGACTAACTGA (Wasylyk et al., 1990)
mPEA 3 TTAAGCATTAAGTGACTAACTGA mutacion del sitio PEA3

Fragmentos de CD-E:

Los fragmentos A, B, C y D de la regién 5' del gen de CD-E se obtuvieron por
digestién del plasmido -178 o -58 y purificacién del fragmento deseado en gel de agarosa o
acrilamida. Se indican a continuacién las enzimas empleadas y las posiciones
correspondientes del promotor de CD-E.

- Fragmento A: digestién con Xbal del pldsmido -178, abarca las posiciones -178/+92.

- Fragmento B: digestién con Xbal/Apal del pldsmido -178, abarca las posiciones -178/-
109.
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- Fragmento C: digestién con Apal/Notl del plasmido -178, abarca las posiciones -109/-24.
- Fragmento D: digestién con Xbal del pldsmido -58, abarca las posiciones -58/+92.

9.3. Oligonucleétidos empleados en los experimentos de footprinting in vive.

A continuacién se describen los oligonucleétidos empleados en los experimentos
de footprinting in vivo, escritos en direccién 5'-3'. Para amplificar y marcar la cadena
codificante del promotor de CD-E se emplearon los oligonucledtidos Ul, U2y U3
(Hennig, G. et al, 1995), y para la cadena no codificante se emplearon los
oligonucelétidos L1, L2 y L3. Los oligonucledtidos "largo” y "corto" (Mueller y Wold,
1989) se hibridaron para generar el adaptador, de cadena doble.

Posicién
Ul 5-ACG CCG AGC AAA CACTGA G-3 +113/4+95
U2 5'-GGG CAG GAG TCT AGC AGA AGT TCT T-3 +61/+37
U3 5" AAG TTC TTG GGA ACT CAG TAG TGC GCC G-3' +44/+17
I.1 5-AAG TCC TTT GTA ACT CCA TGT-3' -247/-227
L2 5-ACT CCA TGT CTC CGT GGG TCA GA-3' -235/-213

L3 5'-CCA TGT CTC CGT GGG TCA GAG CAC AGC TAG GCT-3'  -232/-200

Largo 5" HO-GCG GTG ACC CGG GAG ATC TGA ATT C-OH 3
Corto 5 HO-GAA TTC AGATC-OH 3
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1. CULTIVO CELULAR.

Todas las lineas celulares se crecieron en medio Ham's F12, salvo las lineas NIH3T3
y MSC11A3 que se crecieron en medio DMEM. Los medios de cultivo se suplementaron con
2mM glutamina y 10% suero fetal bovino. Asimismo, se adicioné a los medios de cultivo
ampicilina (100 lg/ml), gentamicina (32 pg/ml) y anfotericina B (2.5 pg/ml).

Todas las células se crecieron en un incubador a 37°C en atmdsfera humeda con 5%
CO.

2. OBTENCION DE TRANSFECTANTES ESTABLES.

La linea celular E24, que expresa el gen endégeno de CD-E, se transfectd con el
vector de expresién antisentido de CD-E pPact-dacE por el método del fosfato calcico para
células adherentes (Sambrook et al., 1989).

Se crecieron las células a subconfluencia en placas de 6 cm de didmetro y se sustituy6
el medio de crecimiento por medio DMEM-10% suero 4 h antes de la transfeccion. Las
células se transfectaron con 5 g del plasmido pPact-dacE, 0.5 pug del vector de resistencia a
puromicina pBSpacAP y 10 pg de timo de ternera como "carrier”. Asimismo, se realizé en
paralelo una transfeccién control sobre E24, en idénticas condiciones pero solo con el vector
de resistencia al antibiético. El DNA a transfectar se precipitd en solucién HBS 1x, 125 mM
CaCl,. Una vez formado el precipitado, se agregé a las placas de cultivo y se mantuvo
durante 18 h, tras las cuales se lavé el medio con el DNA y se sustituyé por medio de
crecimiento Ham's F12 10% suero. Las células se dejaron crecer durante 24 h hasta llegar a
confluencia, tras lo cual se inicié la seleccién de los transfectantes estables con el antibidtico
puromicina (1.5 pg/ml) hasta la obtencién de clones aislados de células resistentes. Las
colonias resistentes se subclonaron y se analizé la expresion de CD-E por
inmunofluorescencia e inmunoblot. Los diferentes clones se crecieron en presencia del

antibiético de seleccién durante al menos 10 pases.
3. METODOS INMUNOLOGICOS.

3.1. Inmunofluorescencia.

Las células se crecieron en cubreobjetos de cristal de 10 mm de didmetro hasta
alcanzar la confluencia. Se lavaron 2 veces en HMF-Ca?* y se fijaron y permeabilizaron con
metanol frio (-20°C) durante 4 minutos. Los cristales se lavaron con PBS y se incubaron con
los anticuerpos primarios 1 h en cdmara himeda a 37°C a la dilucién correspondiente
conteniendo 0.1% BSA. La incubacién con los anticuerpos secundarios se realizé durante 45
minutos a 37°C en cdmara nimeda, también con 0.1% BSA. Tras las incubaciones con cada

uno de los anticuerpos, los cristales se lavaron con PBS 4 veces durante 10 minutos a
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temperatura ambiente y en agitacion. Finalmente se lavaron con agua destilada y se montaron
sobre portaobjetos con mowiol (Harlow y Lane, 1988). Las preparaciones se observaron en

un fotomicroscopio Axiophot (Zeiss) equipado con epifluorescencia.

3.2. Obtencién de extractos celulares para inmunoblot.
a) Extractos para inmunodeteccién de CD-E, CD-P e involucrina.

Las células se crecieron en placas de 10 cm de didmetro a confluencia y se lavaron 2
veces con HMF-Ca2+. Se afiadié 1 m! de tampén de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM CaCl,, 1% NP-40, 1% Tritén X-100) con inhibidores de
proteasas (2 mM PMSF y 20 pg/ml de aprotinina) y se extrajeron las proteinas durante 20-25
minutos a 4°C. Se rasparon las células, se recogieron y se centrifugaron en frio durante 15
minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante se proces6 inmediatamente o bien se guard a -70°C.
b) Extractos para inmunodeteccion de Ets.

Las células se crecieron de igual forma, se lavaron con PBS y se les afiadié 1 ml de
solucién RIPA fria (1% NP40, 0.1% SDS, 0.5% Na-deoxicolato en PBS) conteniendo
inhibidores de proteasas (tmM PMSF y 60 pg/ml de aprotinina) ¢ inhibidores de tosfatasas
(ImM Na-ortovanadato). Las células se recogieron, se pasaron por agujas 20Gx1 in, y se
incubaron en hielo durante 45 minutos. Posteriormente se centrifugaron en frio para eliminar

los restos celulares y el sobrenadante se procesé inmediatamente o se guard6 a -70°C.

3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS e inmunoblot.

Muestras con idéntica cantidad de proteina (35 pg, excepto en el caso de extractos
para deteccién de Ets, que fué 10 ug) se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida-SDS al 10% (deteccién de Ets) o al 7.5% (resto de anticuerpos), tal como
describié Laemmli (1970). Las proteinas contenidas en los geles de poliacrilamida se
transfirieron electroforéticamente a membranas de Inmobilon-P (Millipore) a 3 mA/cm’
durante 45 minutos en aparato de transferencia semiseco en Tris-glicina 1x, 20% metanol.
Las membranas se tifieron con 0.1% Rojo Ponceau en 1% acido acético para comprobar fa
eficiencia de la transferencia y se destifieron con 1% écido acético.

Posteriormente las membranas se incubaron con solucién de blogueo durante | h a
temperatura ambiente o 16 h a4 °C, se incubaron con los anticuerpos primarios durante 1 h a
temperatura ambiente o 16 h a 4°C, se lavaron con solucién de lavado 4 veces durante 15
minutos, se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes, se volvieron a
lavar, y se revelaron.

En el caso de deteccién de CD-E y de CD-P el bloqueo se hizo en 2% ovoalbimina en
NET y los lavados e incubaciones en NET. El anticuerpo secundario anti-rata empleado para
deteccion de CD-E estaba acoplado a la enzima peroxidasa y el revelado se realizé por
luminiscencia con el reactivo ECL (Amersham). En el caso de CD-P se empleé '>’l-anti-1g de

rata y se detecté por exposicién a pelicula autorradiografica.
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La solucién de bloqueo para deteccién de involucrina fué 2% leche desnatada (Central
Lechera Asturiana) en T-TBS y los lavados e incubaciones se realizaron en T-TBS. El
anticuerpo secundario anti-conejo estaba acoplado a fosfatasa alcalina y el revelado se realizd
con los reactivos BCIP y NBT.

Para inmunodeteccién de Ets se empleé como solucién de bloqueo 5% leche
desnatada en T-TBS. Las incubaciones se realizaron en T-TBS, 0.4% BSA y los lavados en
T-TBS. El anticuerpo secundario anti-conejo estaba acoplado a peroxidasa. El revelado se

realizé por luminiscencia con el reactivo ECL (Amersham).
4. ENSAYOS DE MIGRACION IN VITRO EN GELES DE COLAGENO.

La capacidad migratoria de las células a través de geles de coldgeno se midid
utilizando la cdmara Boyden de dos compartimentos modificada. Se recubrieron filtros de
policarbonato de 8 pm de didmetro de poro (Nucleopore) con 5 j1g por filtro de coldgeno tipo
IV durante 16 h y se colocaron en la cdmara modificada de Boyden. Se rellend el
compartimento inferior con medio condicionado de fibroblastos NIH3T3 (que actia como
quimioatrayente) o con 0.1% BSA como control negativo. El medio condicionado se obtuvo
por incubacién de cultivos semiconfluentes de NIH3T3 con medio sin suero durante 48 h.
Posteriormente se sembraron 2x10° células resuspendidas en medio completo con 0.1% BSA
en el compartimento superior de la cdmara, sobre el filtro recubierto de coldgeno. Las
camaras se colocaron en un incubador a 37°C, 5% CO?, durante 6 h. Finalmente las células
del compartimento inferior, y las células adheridas a la parte inferior de los filtros se
recogieron y contaron. Los ensayos se efectuaron con las células creciendo a alta densidad.
Todas las medidas se hicieron por triplicado.

5. ENSAYOS DEL COMPORTAMIENTO IN VIVO DE LOS CLONES
TRANSFECTANTES.

5.1. Ensayos de tumorogenicidad.

Para los ensayos de tumorogenicidad de las distintas lineas celulares éstas se
inyectaron subcutdneamente en ratones inmunodeprimidos (nu/nu) entre 8 y 10 semanas de
edad. Las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se resuspendieron en PBS a una
densidad de 107 células/ml. Se inyectaron 10° células en cada costado del ratén.

Tras la inyeccién se observaron los ratones hasta detectar la aparicion de tumores,
considerandose como tiempo de latencia el tiempo que tardd en desarrollar un (umor
detectable de 0.5 cm? de volumen. Cuando los tumores alcanzaron un tamaiio entre 1.5 y 2
cm de didgmetro los ratones se sacrificaron y se extrajeron los tumores para su posterior

analisis.
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5.2. Ensayos de metdstasis espontinea.

Las células en cultivo se tripsinizaron con 0.25% tripsina, 0.02% EDTA, se lavaron
con medio de cultivo y se resuspendieron en HBSS (Gibco BRL) a una concentracién de
5x 106 células/ml. Se inocularon intradérmicamente 0.2 ml de esta suspension en un costado
del ratén. Cuando el tamafio de los tumores generados alcanzé 1.2 ecm de didmetro, los
ratones se anestesiaron, se extirparon los tumores y se cerraron las incisiones con puntos.
los ratones se sacrificaron y examinaron cuando estaban moribundos o hasta 60 dias
después de extirpar el tumor primario. Se investigé la existencia de tumores en todos los
érganos viscerales, siguiendo criterios morfolégicos e histoldgicos. Los puimones se
extirparon, se fijaron y se examind la presencia de metéstasis.

6. DETECCION DE PROTEASAS POR ZIMOGRAFIA.

6.1. Deteccién de la actividad del activador del plasmindégeno tipo
uroquinasa (uPA). |
. Obtencion de células y medio condicionado.

Se crecieron las células hasta un 90% de confluencia, se lavaron con PBS y se
sustituy6 el medio normal de crecimiento por medio sin suero. Se condicioné este medio
durante 24 h, tras las cuales se recogi6é el medio condicionado y las c€lulas, raspandolas en
PBS. La concentracién de proteina se cuantificé utilizando el reactivo de Bradford (Bio-
Rad).

- Detecciéon de uPA por difusiéon reversa.

Las muestras (medio condicionado o extracto total) se resuspendieron en solucién
Laemmli de carga sin B-mercaptoetanol y se someticron a electroforesis en geles de 10%
poliacrilamida-SDS. El SDS se eliminé por lavados (2 x 30 minutos) en 1.5% Triton X-100.
Tras lavar con agua destilada se superpuso el gel sobre otro gel de agarosa al 1% conteniendo
0.5% caseina, 2 pg/mi plasminégeno, 20 mM CaCl,, o bien, como control, el mismo gel sin
plasminégeno.

Los geles se incubaron a 37°C en atmésfera himeda hasta la visualizacion de bandas

transparentes de degradacién de la caseina por el plasmindgeno activado por el uPA. La
reaccién se pard con 5% CuCl,.

6.2. Deteccién de actividad gelatinolitica.
- Obtenciéon de medio condicionado.

Las células crecidas a 90% de densidad se incubaron con medio sin suero durante 24
h. Este medio condicionado se centrifugd para eliminar sedimentos (3500 g, 15 minutos a
4°C) y se concentrd en microconcentradores Centricon-30. La concentracion de proteina se
midié por por BCA (Bio-Rad).

47



Métodos

. Zimografia para deteccién de la actividad gelatinolitica del medio
condicionado.

La deteccién de actividad gelatinasa en el medio condicionado de los cultivos se
realizé siguiendo el protocolo descrito por Welch er al. (1990). El medio condicionado de
cada linea correspondiente a 12 ug de proteina se sometié a electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS embebidos en gelatina. Posteriormente se eliminé el SDS del gel
mediante lavados en 2.5% Tritén X100, 50mM Tris-HCI pH 7.5. Los geles se incubaron
durante 48 h a 37°C en 0.15M NaCl, 10mM CaCl,, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, NaN; 0.05%.
Se tifié el gel con azul de Coomassie durante 3 h y se destifié con 10% dacido acético,10%
isopropanol. La actividad gelatinasa se detecté como bandas transparentes sobre el fondo

azul del gel.

7. ANALISIS DE RNA POR TRANSFERENCIA A MEMBRANA
(NORTHERN-BLOT).

7.1. Obtencién de RNA.

Para analizar los niveles de RNA mensajero de CD-E y de CD-P se aislo RNA total
de las distintas lineas celulares por el método del tiocianato de guanidina (Chomczynski y
Sacchi, 1987) .

Para analizar la expresién de las diferentes metaloproteinasas se aislo mRNA poli-A*,
empleando el kit de aislamiento de mRNA "Ribosept” (Collaborative Biomedical Products).

7.2. Purificacién y marcaje de sondas.

Cada uno de las sondas obtenidas por digestion de pldsmidos se purificé por el
sistema "GeneClean" (Bio 101 Inc.) o columnas "Quiakit" (Quiagen) a partir de geles de
agarosa.

El marcaje con 32P-adCTP (Amersham) de las distintas sondas se realizé por el

método del cebado de los oligonucleétidos al azar (Feinberg y Vogelstein, 1983).

7.3. Ensayo de Northern-blot.

30 pg de RNA total o 15 pug de RNA poli-At se sometieron a clectroforesis en geles
de agarosa al 1% con tampén formaldehido-fosfato (Rave et al., 1979) y se transfirieron al
vacio (5 in. Hg, 2 h) a membranas de nylon (Zeta-Probe, Bio-Rad) en tampdn 10x SSC. El
RNA se fijé a la membrana con luz UV (aparato UV 2400 Stratalinker, Stratagene).

Las membranas se hibridaron durante 2 h a 65°C con tampén de prehibridacidn (4x
SSC, 5 mM EDTA, 2% SDS, 10x solucién Denhardt, 20 mM H,NaP0Q, pH 7.0, y 200
pg/ml de DNA de esperma de salmoén desnaturalizado) y posteriormente con las sondas
apropiadas marcadas con 32P en tampén de prehibridacion durante 16-20 h a 65°C. Las

membranas se lavaron con 2xSSC, 0.1% SDS durante 10 minutos a temperatura ambiente y
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9 veces durante 30 minutos a 65°C. Finalmente se lavaron con 0.1xSSC, 0.1% SDS 20
minutos a 65°C. Las membranas se expusieron a -70°C con pelicula autorradiografica

empleando pantallas amplificadoras.
8. ENSAYOS DE EXPRESION TRANSITORIA.

8.1. Transfeccion transitoria.

Las transfecciones transitorias se realizaron por el método de precipitacién con fosfato
célcico para células adherentes siguiendo el protocolo descrito para las transfecciones estables
(Aptdo. 2). En general se emple6 5 ug de pldsmido de interés y 2 pg de plasmido control de
eficiencia de transfeccién. A las 16 h se lavé el DNA con PBS y se afiadié medio de
crecimiento. Las células se recogieron transcurridas 24 h, a confluencia, para medir actividad
CAT, luciferasa, o B-galactosidasa.

8.2. Preparacion de extractos celulares.

Las células transfectadas y a confluencia se recogieron y lavaron varias veces con
PBS 1x frio. Tras la tltima centrifugacién se resuspendieron en tampén de lisis (0.1 M
KH,PO, pH7.8) v se sometieron a tres ciclos de congelacién/descongelacién. Los restos
celulares se eliminaron por centrifugacidn y el sobrenadante se empled directamente para

medida de actividad enzimética o se congelé a -20°C.

8.3. Ensayos CAT.

La actividad cloranfenicol acetil transferasa (CAT), como medida de actividad del
promotor de CD-E, se determiné en cantidades de extracto celular normalizadas segin la
actividad luciferasa. El extracto celular se incub6 a 37°C durante 4-8 h con 0.1 pCi de ['4Cj-
cloranfenicol (54mCi/mmol, DuPont) y acetilcoenzima A 4 mM en presencia de Tris-HCI
250 mM pH 7.8, EDTA 5mM (Gorman ef al., 1982). La reaccion se par6 con | ml de acetato
de etilo, se separaron las fases orgénicas y acuosas por centrifugacion, y se recogié la fase
orgénica, que contenia el {1C]-cloranfenicol. Las formas acetiladas y no acetiladas de [4C]-
cloranfenicol se separaron mediante cromatografia en capa fina en placas de silicagel
(Merck), utilizando como solvente una mezcla de cloroformo y metanol (92.5:7.5).

El porcentaje de acetilacién se determiné mediante la cuantificacién de la radiactividad
presente en cada una de las formas acetiladas y no acetiladas, con la ayuda de un equipo
Instant-Imager (Hewwlett-Packard) o mediante la cuantificacion de las bandas cortadas

utilizando un contador de centelleo.
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8.4. Medida de actividad luciferasa.

En los experimentos de andlisis de actividad del promotor de CD-E, se midi6 la
actividad de CMV-luc como control de eficiencia de transfeccién. En cada experimento se
emplearon volimenes iguales de extracto celular de cada muestra.

En los experimentos de andlisis de actividad transcripcional dirigida por el promotor
de CD-P o construcciones hibridas CD-E/CD-P acopladas al gen de luciferasa, las cantidades
de extracto celular empleadas para medir actividad luciferasa se normalizaron respecto a la
actividad B-galactosidasa.

La actividad luciferasa se valoré siguiendo las indicaciones del sistema de ensayo de
luciferasa de Promega, empleando luciferina como sustrato, en un luminémetro Berthold-

Biol.umat.

8.5. Medida de actividad B-galactosidasa.

La medida de actividad B-galactosidasa se empleé como control de eficiencia de
transfeccién en los experimentos de andlisis de actividad promotora de CD-P y de
promotores hibridos CD-E/CD-P. Se midié la actividad en voldmenes iguales de extracto
celular, en cada experimento, segiin el método descrito por Sambrook ez al. (1989).

9. ENSAYOS DE CAMBIO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN
GEL.

9.1. Obtencién de extiractos nucleares.
Los extractos nucleares se obtuvieron segiin el protocolo descrito por Shapiro (1988)
para células HeLa. La concentracién de proteina se midié con el rectivo de Bradford (Bio-

Rad), y los extractos se conservaron a -70°C en alicuotas pequefias.

9.2. Ensayos de retardo en gel.

El oligonucleétido o fragmento, de cadena doble y con extremos 5' protuberantes, s¢
marcé por incubacién con la enzima Klenow, los deoxinucledtidos apropiados y 32P-odCTP
(Amersham).

2-10 pg de extractos nucleares se incubaron con 10.000 cpm de la sonda marcada
(aprox. 0.2 ng) en tamp6n de retardo en gel (60mM KCl, 2mM MgCl,, 10% glicerol, 0.1-
5mM EDTA, ImM DTT, 20 mM Hepes pH7.9), en un volumen final de 10-15 pl. Cuando
la presencia de zinc era necesaria para la formacion de los complejos, se incluia en la mezcla
de incubacién 1-4 mM de Zn,SO,. Como competidor inespecifico se incluyd | pg de poli(dl-
dC), vy en ocasiones también 90 pg de BSA. Las incubaciones se realizaron durante 15
minutos a temperatura ambiente, salvo en el caso del oligonucledtido ECE, que fueron
durante 30 minutos a 0°C. '
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Los complejos DNA-proteina formados se analizaron en geles de poliacrilamida al 5%
en TBE 0.5x. Posteriormente los geles se secaron (80°C a vacio) y se expusieron a peliculas

autorradiogréficas a -70°C.

9.3. Ensayos de competicién.
En los experimentos de competicién se afiadié a la mezcla de incubacion un exceso
(40 a 250 veces) del oligonucleétido frio empleado en cada caso, previo a la adicion del

oligonucleétido marcado.

9.4, Ensayos de super-retardo.

Aproximadamente 1.5 pg de anticuerpo de conejo policlonal anti-AP2 o anti-SP!l
(Santa Cruz Biotechnology) o de IgG de congjo purificada se afadié a la mezcla de
incubacién, después de la adicién del oligonucleétido marcado y de 15 minutos de
incubacién a temperatura ambiente. La incubacién con el anticuerpo se realizé a temperatutra

ambiente durante otros 20 minutos adicionales.

10.EXPERIMENTOS DE PROTECCION A DNAasal O DE FOOTPRINTING
IN VITRO.

10.1. Proteinas purificadas y extractos nucleares.

Los extractos nucleares se obtuvieron de igual forma que para los ensayos de cambio
de movilidad electroforética en gel.

Las factores de transcripcién recombinantes humanos purificados SP1 y AP2 se

obtuvieron de Promega.

10.2. Obtencién y marcaje de la sonda.

Se empleé como sonda un fragmento de la regién promotora de CD-E que
comprendia la secuencia entre -178 y +17, marcado en el extremo 3' de la cadena no
codificante.

E! pliasmido -178 (ver Materiales, Aptdo. 8.2.1) se digiri6 con la enzima de
restriccién Xbal y se marcé en los extremos generados por incubacidn con la enzima
Klenow, los deoxinucleétidos apropiados y 3?P-odCTP. Tras la posterior digestion con el
enzima de restriccién Kspl (que corta en la posicién +17 del promotor) los fragmentos
originados se separaron en gel de acrilamida al 5%. Los fragmentos marcados se visualizaron
por exposicion del gel a pelicula autorradiogréfica y se recortd la banda de poliacrilamida que
contenia el fragmento deseado. El DNA asi marcado se eluyé del fragmento de gel y se
purificé en columnas NACS PREPAC (Gibco, BRL).
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10.3. Secuenciacién quimica por Maxam-Gilbert.

Para las reacciones control de secuencia se empled el kit de secuenciacion de Maxam-
Gilbert (Merck). Se emplearon 100.000 cpm (reacciones de G) 0 250.000 cpm (reacciones
de A+G) de la sonda marcada.

10.4. Digestién con DNAasal y separacién de los fragmentos en gel.

La reaccién de digestién con DNAasal se realizé como se describe en Hennighausen
y Lubon (1987). Alrededor de 50 pg de extractos nucleares o 1 fpu de los factores puros
SP1 o AP2 se incubaron con 15.000 cpm (alrededor de 1-2 ng) de la sonda marcada en
presencia de 1 pg de poli(dl-dC) en tampdn de equilibrado (50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA,
0.5 mM DTT, 10% glicerol, 20 mM Hepes-KOH pH7.5) en un volumen de 50 pl. Tras 15
minutos de incubaci6n a temperatura ambiente se afiadié MgCl, y CaCl; a una concentracion
final de 5mM y 1 mM, respectivamente, tras lo cual se anadié a la mezcla de incubacién de
60 a 100 ng de la enzima DNAasa L. A los 30 segundos se par6 la reaccién de digestion con
solucién de parada (0.37% SDS, 15 mM EDTA, 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH7.6).

Las reacciones control se realizaron de igual forma pero en ausencia de exiracto
nuclear o proteina purificada y en ausencia también del competidor inespecifico poli(dI-dC).
La cantidad de DNAasa | empleada en este caso fué alrededor de 10 ng.

Los fragmentos generados por la digestién con DNAasa I y por la secuenciacion
quimica de Maxam-Gilbert se separaron en geles de secuenciacién (8% acrilamida, 8M urea
en TBE 1x). Los geles se secaron a 80°C a vacio y se expusieron a pelicula autorradiografica
a-70°C.

11. ANALISIS DEL ESTADO DE METILACION ENDOGENA DEL DNA.

11.1 Obtencién de DNA gendmico.
El DNA se obtuvo a partir de las células en cultivo seglin métodos convencionales
(Sambrook er al., 1989).

11.2. Purificacién y marcaje de la sonda.

Un fragmento correspondiente a las posiciones -800/+92 del promotor de CD-E
obtenido por digestién del pldsmido -800 (ver Materiales, Aptdo. 8.2.1) con Xbal se aislé a
partir de gel de agarosa y se marcé con 32P-odCTP (Amersham) por el método del cebado de

los oligonucleétidos al azar (Feinberg y Vogelstein, 1983).

11.3. Digestion del DNA y ensayo de Southern-blot.
El DNA de cada una de las lineas celulares a analizar se sometié a digestién con el
enzima de restriccion BamHI (15 U/ pg de DNA). Alicuotas de 10 pg de DNA se sometieron

a una segunda digestién con 15 U/ pg de las enzimas de restriccion Haell (sensible a
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metilacién), Hpall (sensible a metilacién}, o Mspl (isoesquizémero de Hpall, no sensible a
metilacion).

El DNA se fraccioné en geles de agarosa al 1% (digestiones control y Haell) o al
1.2% (digestiones con Hpall y Mspl}, se transfiri6 al vacio (5 in. Hg, 2 h) a membranas de
nylon (Zeta-Probe, Bio-Rad) en tampén 10x SSCy se fij6 el DNA a las membranas con luz
UV (aparato UV 2400 Stratalinker, Stratagene).

Ias membranas se hibridaron durante 2 h a 65°C con tampén de prehibridacion (6x
SSC, 0.5% SDS, 5x solucién Denhardt, 100 pg/ml de DNA de esperma de salmon
desnaturalizado) y posteriormente con la sonda marcada con 2P en tampdn de hibridacién
(igual composicién que el tampén de prehibridacién excepto 2x solucién Denhardt) durante
16-20 h a 65°C. Las membranas se lavaron comenzando con 2x SSC-0.5% SDS a
temperatura ambiente y terminando con 0.1x SSC- 0.5% SDS a 65°C. Las membranas se

expusieron a -70°C con pelicula autorradiogréfica empleando pantallas amplificadoras.
12. EXPERIMENTOS DE FOOTPRINTING IN VIVO.

12.1. Metilacién y obtencién del DNA.

Las células, crecidas en placas de 15 cm de didmetro y a confluencia, se sometieron a
metilaci6n in vivo por tratamiento con el agente metilante dimetilsulfato (DMS). Se retir6 el
medio de crecimiento y se sustituyé por medio de crecimiento conteniendo 0.5% DMS
(tamponado con Hepes-KOH pH 7.5) durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las células
se lavaron posteriormente con PBS frio, se recogicron, y se extrajo el DNA por
procedimientos convencionales (Sambrook et al., 1989).

Para la obtencién del DNA control, metilado in vitro, 20 pg de DNA gendmico de las
lineas celulares se trataron durante 1 minuto a temperatura ambiente con 0.5% DMS en 200
ul de solucién 1mM EDTA, 50 mM Na-cacodilato. La reaccién de metilacién se pard con 50
ul de solucién de parada (1.5M Na acetato, 1M B-mercaptoetanol).

12.2. Digestion con piperidina.

Tanto el DNA metilado in vivo como el DNA control metilado in vitro se sometieron a
digestién quimica en los residuos metilados con el agente piperidina. E1 DNA se resuspendi6
en 100 ! de piperidina al 10% y se digirié durante 30 minutos a 90°C.

12.3. Amplificacién por PCR mediada por adaptador.

A continuacién la escalera de DNA generada por digestidn con piperidina se amplifico
especificamente en la regién 5' proximal del gen de CD-E y se marcé con 2P, segun el
protocolo descrito en Mueller y Wold (1989). Todos los oligonucledtidos empleados en estos
experimentos se describen en Métodos (Aptdo 9.3). En la Fig. 7 se muestra una

representacién esquemdtica de las reacciones llevadas a cabo:
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Figura 7. Representacion esquemaitica de los experimentos de footprinting in vive por
amplificacién mediada por adaptador. El DNA genémico metilado con DMS in vivo o in vitro y
cortado con piperidina, sirve como punto de partida (A) para la reaccién de extension del cebador
con el oligonucledtido P1, especifico del gen a estudiar. Asi se genera DNA de doble cadena con un
extremo romo (B). Después se afiade una secuencia definida de DNA a los extremos variables
mediante ligacion del adaptador comin a los extremos romos de las moléculas de DNA (C). La
posterior extension con el cebador P2, mas interno a P1, aumenta la especificidad y genera DNA
con extremos definidos (D) apropiados para amplificacién por PCR con los cebadores P2 y el
oligonucledtido largo del adaptador. Se genera asi una poblacion de fragmentos de DNA de tamafio
variable segiin el residuo de guanina metilado y cortado con piperidina (E). Estos fragmentos de
DNA se marcan por extension con el oligonucledtido P3 marcado radioactivamente (F) y se separan
en gel de secuenciacion.
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a) Extension del cebador.

3 ng de DNA digerido con piperidina se sometieron a la reaccién de extension del
cebador empleando los oligonucledtidos P1 (Ul o L1 para la cadena codificante o no
codificante, respectivamente). La reaccién se llevé a cabo incubando el DNA con 0.6 pmoles
del oligonucleétido cebador durante 30 minutos a 45°C, tras lo cual se anadieron los
deoxinucleétidos (ANTPs) y enzima Sequenasa {Sequenasa versién 2, USB) y se incubd
durante 15 minutos a 45°C. La reaccién se pard en hielo y la Sequenasa se inactivd por calor
(67°C).

b) Reaccién de ligacién del adaptador.

A la mezcla de reaccién anterior se afiadié el adaptador (ver Materiales, Aptdo. 9.3),
ATP y la enzima T4 DNA ligasa. Se incubo durante 16 ha 15°C y se pard la reaccién a 70°C
durante 10 minutos.
¢) Amplificacién por PCR.

Las reacciones de PCR se realizaron en un apararo Perkin-Elmer 2400. Se emplearon
como cebadores el oligonucelétido P2 (U2 o L2 segin se traie de la cadena codificante o no
codificante) y el oligonucleétido largo del adaptador. Se preparé una mezcla de reaccion con
el DNA, los oligonucleStidos cebadores, dNTPs y la enzima Taq polimerasa. Las
condiciones de la reaccién de PCR fueron:

Cadena codificante: 30 ciclos (1 minuto 94°C, 2 minutos 65°C, 3 minutos 76°C).
Cadena no codificante: 20 ciclos (1 minuto 94°C, 1 minuto 45°C, 3 minutos 72°C).
d) Marcaje.

Los oligonucleétidos P3 (U3 y L3) se marcaron en el extremo 5' con la enzima T4
polinucledtido kinasa y 32P-yATP.

El DNA se marcé mediante un dltimo ciclo de PCR (2 minutos 94°C, 2 minutos
65.5°C, 10 minutos 72°C) tras agregar 2 pmoles del oligonucledtido P3 marcado con P,
nueva enzima Taq polimerasa y dNTPs.

12.4. Separacién en gel y visualizacion.
Los productos de las reacciones de la amplificacién por PCR mediada por adaptador
se separaron en geles de secuenciacion (8% acrilamida, 8M urea en TBE 1x). Los geles se

secaron y se expusieron a pelicula autorradiogréfica -70°C.
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Resultados

1. PAPEL DE LA CADHERINA-E EN EL COMPORTAMIENTO MALIGNO
DE QUERATINOCITOS TUMORALES DE RATON.

Existen numerosos estudios que ponen de manifiesto el papel de la molécula de
adhesién CD-E como molécula anti-invasiva. En concreto, en queratinocitos transformados
de ratén, y empleando el modelo de la carcinogénesis de piel de rat6n, estudios previos
pusieron de manifiesto una relacién inversa entre la CD-E y la capacidad invasiva (Caulin et
al., 1996), como se ha indicado en la Introduccion. En este estudio, en el que se analizaron
los mecanismos moleculares que inducen un comportamiento invasivo y metastisico, se
analizé la linea celular HaCa4 y una serie de lineas originadas por transfeccion de HaCa4 con
el cDNA de CD-E (Navarro et al., 1991; ver también Tabla II y Fig. 5). Asi, se pudo
comprobar que tanto la capacidad tumorogénica como la capacidad invasiva in vitro estaban
relacionadas con la ausencia de CD-E en las lineas celulares estudiadas (Tabla III). También
se analiz6 la capacidad metastdsica de dichas lineas celulares, y en este caso no se encontré
una relacién clara con la CD-E, ya que algunas de las lineas celulares que expresaban dicha
molécula por transfeccién, como E62, seguian mostrando un comportamiento metastasico;
mientras que la linea celular E24, que habia reactivado por mecanismos desconocidos la

expresién de CD-E enddgena, era no metastdsica.

Tabla IIL Caracteristicas de las lineas celulares empleadas en los estudios de funcionalidad
de CD-E.

Linea Niveles Niveles de Migracion Capacidad
celular de CD-EW  v-Ha-ras® in vitro® metastasica®
HaCa4 - +++ + +

Neo3 - +++ + +

E58 - +++ + +

E62 ++ +++ - +

E24 +/++ + - -
MCA3D ++ - - -

(13 Los niveles relativos de CD-E se estimaron a partir de datos de Northern-blot ¢ inmunoblot {(Navarro et
al., 1991; ver también Fig. 8).

(2) Los niveles de v-Ha-ras se estimaron a partir de datos de Northern-blot e inmunoprecipitacién con anti-p21
ras (Caulin er al..,1996).

(3) Capacidad migratoria a través de geles de coldgeno (Caulin et al., 1996; ver Métodos).

(4) La capacidad metastdsica se estimé analizando la metdstasis espontdnea (inyeccidn intradérmica en ratones
nu/nu y extirpacién del tumor primario) y la metdstasis experimental (inyeccion de las células en la vena de ta
cola del ratén). Se determinaron las metdstasis pulmonares (Caulin er al., 1996).
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Como se muestra en la figura 8A, el tamafio del mensajero transfectado (3.9 Kb,
lineas celulares E62 y E54) era sensiblemente menor al endégeno (4.5 Kb). Sin embargo, el
tamafio de proteina de CD-E sintetizada era el mismo (124 KDa, Fig 8C) y la CD-E exdgena
era funcional y se asociaba con cateninas, de igual forma que la CD-E endégena (Caulin et
al., 1996).

Debido al origen de la linea HaCa4 (ver Materiales, Aptdo.4), estas lineas tienen
integrado en su genoma secuencias de Ha-ras viral (v-Ha-ras). El andlisis en estas lineas de
los niveles de Ha-ras mostré que la linea celular E24 presentaba niveles mucho menores de
mRNA de v-Ha-ras y de proteina p21 ras que el resto de lineas celulares. Por tanto, en este
sistema, el comportamiento metastésico podria estar relacionado con los niveles de Ha-ras,
més que con la expresién de CD-E (Caulin et al., 1996).

Nos propusimos profundizar en el estudio de los mecanismos de invasividad y
metdstasis, y en concreto caracterizar mejor los mecanismos que hacen que la linea celular
E24 seca menos agresiva y presente un fenotipo no metastdsico. Nos interesaba también
estudiar el posible papel que la CD-E pudiera tener en este comportamiento, puesto que,
aunque la CD-E exdgena transfectada en la linea metastdsica E62 era funcional, no se podia
descartar alguna carasteristica diferencial con la CD-E endégena de la linea E24.

El abordaje experimental para conseguir este objetivo fué bloquear la CD-E enddgena
de la linea E24 por transfeccién de un cDNA antisentido de CD-E y analizar el fenotipo y

comportamiento tumoral y metastédsico de los transfectantes obtenidos.

1.1. Generaciéon de transfectantes de la linea celular E24 con un vector de
CD-E antisentido.

El vector antisentido para CD-E pPact-dacE se construy6 a partir de los vectores
pBATEMS-2 y pPact-Pcad (Nose et al., 1988), vectores de expresién de CD-E y de CD-P de
ratén, respectivamente. Se aislé un fragmento de 2.5 Kb del cDNA de CD-E de ratén
(nucleétidos 640 a 3170), por digestion de pPBATEM-2 con EcoRI. Dicho inserto se clond
en posicién antisentido en el vector de expresién pPact-Pcad, tras eliminar el fragmento
correspondiente al cDNA de CD-P por digestién con EcoRI, originando asi el vector pPact-
dacE (Fig. 9). Por cortes con enzimas de restriccién adecuadas (Smal) y secuenciacién del
vector se comprobé la correcta orientacién (inversa) del cDNA de CD-E. Por tanto, el vector
pPact-dacE contiene un fragmento de 2529 nucledtidos (exones 4 a 16) del cDNA de CD-E
de ratén en direccidn inversa, situado detras del promotor de B-actina.

Se transfecté 1a linea celular E24 (CD-E positiva) por el método del fosfato célcico
con el vector pPact-dacE y el vector de resistencia a puromicina pBSpacAP (clones
antisentido) o el vector de resistencia a puromicina solo (clones control) (Fig. 10). Se

seleccionaron los clones resistentes a puromicina y se analizé inicialmente la expresion de
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Fig. 8. Expresion de cadherinas en las lineas de queratinocitos de ratén.

A y B. Analisis de Northern-blot para CD-E y CD-P. 30 ug de RNA total se sometieron a
ensayos de Northern-blot con una sonda de cDNA de CD-E (A) y posteriormente con una sonda de
c¢DNA de CD-P (B). Se indican con barras la migracion de los RNA ribosémicos 28S y 18S. Las
bandas de RNA correspondientes a CD-E y CD-P se indican con flechas a la izquierda. Observar
que el tamafio del mRNA de CD-E endégeno es ligeramente mayor (4.5 Kb) al transfectado (3.9
Kb, carriles de E54 y E62). E54 es una linea obtenida en el experimento de transfeccién de HaCa4
con el cDNA de CD-E (Navarro et al., 1991). El resto de lineas celulares se describe en el texto.

C. Ensayo de inmunoblot para CD-E. 35 ug de extracto de proteina de las lineas indicadas se
sometieron a inmunoblot con el anticuerpo ECCD-2. Se indica con una flecha la banda especifica
correspondiente a CD-E y con pequeiias barras a la izquierda los marcadores de peso molecular de
116 y 97.4. La banda de aproximadamente 105 KDa corresponde a un fragmento de degradacion de
CD-E, mientras que la banda de aproximadamente 95 KDa es inespecifica.
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promotor
B-actina
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Fig. 9. Construccién del vector antisentido de CD-E pBact-dacE. El fragmento EcoRI de 2.5 Kb
correspondiente a los nucledtidos 640 a 3170 del cDNA de CD-E (rojo) se insert en direccion
inversa en el vector pPact-Pcad tras eliminar la region codificante de CD-P (azul). De esta forma, el
vector pPact-dacE contenia un fragmento del cDNA de CD-E en direccién inversa, respecto al
promotor de B-actina (verde). E, EcoRI. S, Smal. El sitio Smal se emple6 para comprobar la

orientacion del inserto.
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clones antisentido

puromicina
pPact-dacE Pl-1 P12
P1-5 Pl1-6 |CD-E-
pBSpacAP P1-10 Pi-13
P2-13 P2-16|CD-E +
pBSpacAP

clones control

puromicina

Fig. 10. Esquema del experimento de transfeccién con el vector antisentido de CD-E y de los

clones obtenidos. La linea celular E24 (que expresa CD-E y es resistente al antibidtico G418) se

transfecté con el vector de resistencia a puromicina pBSpac AP sélo o junto con el vector de
expresién antisentido del cDNA de CD-E p Bact-dacE. Se seleccionaron clones aislados resistentes
al atibiético puromicina: clones control que mantenfan la expresién de CD-E (P2-13 y P2-16) y

clones antisentido que habian perdido 1a CD-E (P1-1, P1-2, P1-5, P1-6, P1-10 y P1-13). CD-E + y

CD-E -, clones que expresan y no expresan CD-E, respectivamente.
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CD-E en dichos clones por inmunofiuorescencia. Se seleccionaron asi, para su posterior
estudio los siguientes clones :

Antisentido: P1-1, P1-2, P1-5, P1-6, P1-10, P1-13.

Control: P2-13 y P2-16.

1.2. Caracterizacién inicial de los transfectantes.

Anilisis de inmunofluorescencia y de inmunoblot mostraron que, tanto la linea
parental (E24) como los clones control (P2-13 y P2-16) expresaban CD-E que se localizaba
principalmente en los contactos célula-célula (Fig. 11 y 12A). En cambio, los clones
transfectados con el vector antisentido de CD-E (P1-1, P1-2, P1-5, P1-6, P1-10 y P1-13)
eran negativos o expresaban muy bajos niveles de CD-E (Fig. 12A). Tan s6lo en algunos
clones aparecian esporddicamente células aisladas o pequefios grupos de 2-3 células teiidas
para CD-E, en capas suprabasales (observar Fig. 11, clon P1-5). Esta tincion esporadica
también se observé ocasionalmente en la linea HaCad.

La CD-P, la otra molécula de la familia de las cadherinas que se expresa en
queratinocitos, presenta alta homologia con la CD-E (58% de identidad aminoacidica). Por
tanto, para comprobar la especificidad del experimento de transfeccion, fué necesario
corroborar que el vector antisentido de CD-E no bloqueaba también la expresién de CD-P.
Anilisis de inmunofiuorescencia (Fig. 11) y de inmunoblot (Fig. 12B) con el anticuerpo
PCD-1 mostraron que todos los clones seguian manteniendo la expresion de CD-P, y que
&sta se localizaba en las uniones celulares, como corresponde a su funcion adherente.

La morfologia de los transfectantes (Fig. 11) no se alterd significativamente,
manteniendo el fenotipo epitelial, aunque en algunos caso las células tienden a ser méds
pequefias y redondeadas. La unica diferencia morfolégica destacable fué la pérdida a la
tendencia a estratificar, caracteristica de E24, que se mantuvo en las lineas control (observar
Fig. 11). Esta tendencia a la estratificacién se ha relacionado con un estado mas
diferenciado, a semejanza de lo que ocurre en una piel normal estratificada, donde las capas
superiores son las més diferenciadas. Sin embargo, no se observaron cambios en la
expresién de involucrina (Fig. 12C), marcador de diferenciacion terminal en cclulas
epiteliales.

1.3. Ensayos de migracion in vitro.

La linea parental E24, el clon antisentido P1-5 y el control P2-13 se seleccionaron
para una primera caracterizacidn de la capacidad invasiva de estas células. Se midié su
capacidad migratoria a través de geles de coldgeno y se comparé con la de la linea celular
HaCa4 (CD-E negativa).

Como se puede observar en la figura 13, el clon control P2-13 mantuvo una muy

baja capacidad migratoria, al igual que la linea E24, mientras que el transfectante antisentido
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CD-E CD-P Contraste de fases

E24

P1-5

P1-13

P2-13

Fig. 11. Analisis morfoldgico y por inmunofluorescencia de los transfectantes.

Paneles izquierdo y central: Las células crecidas en cubreobjetos y fijadas con metanol se incubaron
con los anticuerpos monoclonales anti-CD-E (ECCD-2) y anti-CD-P (PCD-1), respectivamente, seguido de
anticuerpos secundarios anti-rata acoplados a rodamina. La barra de aumento corresponde a 15 pum.

Panel derecho: las células en cultivo se fotografiaron con un microscopio de contraste de fases (objetivo de
10 aumentos).
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P1-1
P1-2
P1-5
P1-6
P1-10
P1-13
P2-13
P2-16
E24

A * ~— CD-E (124 KDa)
B —<— CD-P (119 KDa)
(o ~~&— involucrina (~95 KDa)

Fig. 12. Analisis por inmunoblot de marcadores epiteliales en los transfectantes. 35 ug de
extracto total de las distintas lineas celulares se sometieron a inmunoblot con anticuerpos anti-CD-E
(ECCD-2) (panel A), anti-CD-P (PCD-1) (panel B) o anti-involucrina (panel C). Las flechas indican
las bandas correspondientes a CD-E (124 KDa), CD-P (119 KDa) e involucrina (95 KDa aprox.).
Los marcadores de peso molecular de 116 y 97.4 KDa para las cadherinas, y de 97.4 KDa para
involucrina se indican con pequeifias barras a la derecha de cada panel.

64



Resultados

P1-5 presenté una elevada capacidad migratoria a través de geles de coldgeno, muy similar a
la de la linea HaCa4.
Estos resultados muestran una correlacion inversa entre la expresion de CD-E y la

capacidad invasiva in vitro de las lineas celulares, corroborando observaciones previas.
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Fig. 13. Ensayo de migraciéon en geles de colageno tipo IV. Se midi6 la capacidad migratoria
de las lineas indicadas en geles de coldgeno tipo IV empleando la cdmara de Boyden modificada y utilizando
medio condicionado de fibroblastos NIH3T3 como quimioatrayente (ver Métodos, Aptdo. 4). En ordenadas se
indica el nimero de células que atravesaron el filtro y pasaron al compartimento inferior. Las medidas sc
hicieron por triplicado. Las barras de error representan las desviaciones standard.

1.4. Comportamiento in vivo de los transfectantes.

Para comprobar si la mayor capacidad migratoria in vitro inducida por la ausencia de
CD-E se correspondia con un comportamiento mds agresivo in vivo, se analiz6 la capacidad
tumorogénica y metastasica de los transfectantes.

Los ensayos de tumorogenicidad se realizaron por inyeccién subcutinea de las
células en ratones atimicos. Las diferentes lineas celulares (transfectantes antisentido y
control) originaron tumores epidermoides moderadamente diferenciados en todos los sitios
de inyeccidn, similares a los producidos por E24 (Tabla IV y resultados no mostrados). No
se apreciaron diferencias significativas ni en los periodos de latencia ni en la velocidad de
crecimiento de los tumores entre las lineas antisentido y control y la linea parental E24.

La capacidad metastasica de las lineas celulares se analizé inyectando
intradérmicamente las células en ratones atimicos y extirpando los tumores generados cuando

alcanzaron un tamafio de 1.2 cm de didmetro. Los ratones se sacrificaron a los 10-60 dias
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tras la extirpacién del tumor primario o cuando estaban moribundos. Ni E24 ni los controles
de la transfeccién generaron focos metastdsicos (hasta 60 dias después de extirpar el tumor)
(Tabla IV). Por el contrario, los transfectantes antisentido analizados (P1-53, P1-10 y P1-13)
originaron met4stasis pulmonares en todos los casos, con un nivel variable de focos por
pumén. S6lo se encontraron focos metastdsicos en los pulmones, y no en otras visceras.
Estos resultados apoyan fuertemente el papel de la CD-E como molécula anti-
invasiva. El bloqueo de la expresién de CD-E en la linea E24 induce un fenotipo invasivo y

metastasico.

Tabla IV, Analisis de la capacidad metastdsica de HaCa4, E24 y los clones transfectados
con el cDNA antisentido de CD-ED,

Metastasis pulmonar

Linea Incidencia Incidencia n’ de focos experi-
celular tumoral® de metdstasis(?) por ratén mento
HaCa4 5/5 5/5 1-19 c
HaCa4 2/2 22 >10 a

E24 6/6 0/6 - C
E24 5/5 0/5 - d
P1-5 4/4 4/4 1-3 b
P1-10 4/4 4/4 5-19 b
P1-13 5/5 5/5 1-19 b
P2-13 6/6 0/6 - d
P2-16 5/5 0/5 - b
P2-16 6/6 0/6 - d
MCA3D 0/6 - - c

{1 1x10° células de las lineas indicadas se inocularon en un flanco de ratones BALB/c inmunodeprimidos.
Los tumores se extirparon cuando alcanzaron un digmetro de 1.2 cm. Los ratones se sacrificaron para analizar
las metéstasis pulmonares cuando estaban moribundos o a los 10-21 (a), 20-40 (b), 30-47(c} o 60 (d) dias
después de la excisién del tumor primario. S6lo se encontraron focos metastdsicos en los pulmones y no en
olras visceras.

(2) La incidencia tumoral vy de metdstasis se expresa como ndmero de ratones que generaron tumor o
metdstasis pulmonar / niimero de ratones totales inoculados.
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1.5. Niveles de Ha-ras.

A continuacién tratamos de determinar cuales eran Jos mecanismos mediante los
cuales la ausencia de CD-E inducia este comportamiento mds agresivo, volviendo a las
células metastésicas. Una posible explicacién, teniendo en cuenta los estudios previos sobre
la relacién entre la dosis de Ha-ras oncogénico y la capacidad metastésica, seria que los
tranfectantes antisentido hubieran incrementado los niveles de Ha-ras, debido a la
transfeccién o por un proceso de seleccion.

Por tanto, se analizaron los niveles de Ha-ras viral y celular mediante ensayos de
Northern-blot en las lineas transfectantes antisentido y control y se compararon con los
niveles de las lineas E24 y HaCa4. 1a linea celular MCA3D, que sélo expresa Ha-ras
enddgeno de ratdn, se utilizé como control. Todos los clones, salvo MCA3D, expresaban el
mRNA genémico viral de 5.4 Kb y una serie heterogénea de trénscritos de tamafios
comprendidos entre 1.4 v 5.4 Kb (Caulin et al., 1996 y resultados no mostrados). Los
resultados, después de normalizar respecto a la cantidad de mRNA de actina, aparecen
reflejados en la Tabla V. La linea celular HaCa4 presentaba niveles elevados de v-Ha-ras,
mientras que Jos transfectantes, control y antisentido, mostraron niveles de v-Ha-ras
semejantes a los de la linea E24, y menores a los de HaCa4.

Por tanto, la dosis de Ha-ras no se modificé por la transfeccidn con el vector
antisentido, por lo que no parece ser la responsable del fenotipo metastdsico inducido por la
ausencia de CDE en la linea E24.

Tabla V. Expresién de v-Ha-ras en HaCad4, E24 y los clones transfectantes con el cDNA
antisentido de CD-E D,

Linea celular? v-Ha-ras
HaCad 3.97
E24 0.62
P2-13 0.63
P1-5 ‘ 0.70
P1-13 0.85
MCA3D -

(1) 15 pg de mRNA poli-A* se sometieron a ensayos de Northern-blot hibridando sucesivamente con una
sonda de Ha-ras y con una sonda de B-actina como centrol.

(2) La linea celular MCA3D sélo expresa Ha-ras celular enddgeno y se incluyé como control.

(3) Los valores representan la relaci6n de los niveles de mensajero de v-Ha-ras y de B-actina en cada linea
celular, tras su cuantificacién densitométrica.
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1.6. Papel de proteasas de matriz extracelular.
1.6.1. Activador del plasmindgeno tipo urokinasa.

El activador del plasminégeno tipo urokinasa (uPA) es capaz de degradar
componentes de la matriz extracelular y su expresion se ha relacionado con la capacidad
invasiva y metastésica de un amplio espectro de tumores y lineas celulares (Andreasen et al.,
1997).

Por tanto, nos planteamos averiguar si en nuestro sistema experimental el bloqueo de
CD-E también era capaz de inducir un aumento de la actividad uPA, que fuera responsable
del comportamiento mas maligno observado. Se midié la actividad uPA en extractos totales y
en el medio condicionado de los transfectantes en geles de caseina-plasmindgeno. La figura
14 muestra que existen variaciones en los niveles de actividad uPA, especialmente del
secretado al medio extracelular, entre los diferentes clones, pero la ausencia de CD-E no
provocé en estas células un incremento de la actividad uPA. Por lo tanto, el uPA no parece
ser el agente que induce el fenotipo mds invasivo y metastdsico que muestran los
transfectantes.

1.6.2. Metaloproteinasas de matriz.

Como se ha indicado en la Introduccién, las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son
proteasas que degradan y remodelan la matriz extracelular y que juegan un importante papel
en procesos de invasién tumoral y metéstasis (Stetler-Stevenson et al., 1993).

Para estudiar si las MMPs estaban jugando un papel en el comportamiento invasivo
inducido por la ausencia de CD-E se analizé la actividad gelatinolitica de los transfectantes.
La figura 15A muestra un zimograma donde se ensay6 la actividad gelatinolitica del medio
condicionado de las células en geles de gelatina (coldgeno soluble desnaturalizado). Como se
puede observar, ni la linea parental E24, ni la linea control P2-13, mostraron actividad
gelatinolitica. En cambio, los transfectantes antisentido presentaron una destacable actividad
gelatinolitica, que migraba con un tamafio aparente de 105 KDa, correspondiente con la
gelatinasa B o MMP-9 de ratén (Tanaka et al, 1993). Asimismo, las lineas HaCa4 y Neo3
(control de transfecciéon de HaCa4) presentaron niveles elevados de actividad MMP-9. Tan
solo después de largos tiempos de incubacién se pudo observar ademds una banda de
degradacién a 68 KDa, correspondiente a la MMP-2, de similar intensidad en todas las
células. MMP-9 y MMP-2 son las tinicas MMPs conocidas capaces de degradar coligenos
desnaturalizados (ver Tabla I).

Estudios de Northern-blot (Fig. 15B) mostraron que el transfectante antisentido P1-5
expresaba cantidades significativas de mRNA de MMP-9, mientras que los transfectantes
P1-10 y P1-13 y el clon P2-16 expresaban pequefias cantidades. Sin embargo, E24 no
presentd niveles apreciables de mRNA de MMP-9. La sonda de MMP-9 identificé dos
transcritos de 3.5 y 2.7 Kb, probablemente resultantes de diferentes senales de
poliadenilacion (Tanaka et al, 1993).
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Fig. 14. Zimograma para deteccién de uPA en extracto total y en el medio condicionado de los
transfectantes antisentido de CD-E. 35 pg de extracto total (parte superior) o 10 pg de medio
condicionado (parte inferior) de las lineas indicadas se sometieron a electroforesis (PAGE-SDS).
Tras eliminar el SDS de los geles por lavados en Triton-X100, éstos se superpusieron sobre geles de
agarosa con caseina-plasmindgeno-Cl 2Ca o sobre geles control que carecian de plasmindgeno. y se
incubaron durante 20 h a 37°C. Al colocar los geles sobre un fondo oscuro se aprecian las bandas
transparentes de degradacién de la caseina por el plasminégeno activado por el uPA. Los geles
control sin plasmindgeno no presentaron bandas de degradacién (no mostrado).
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Fig. 15. Analisis de gelatinasas en las lineas HaCad4, E24 y los clones antisentido de CD-E.

A. Analisis por zimografia en gel de gelatina de las MMPs secretadas por las lineas celulares.
Cantidades equivalentes (12 pg de proteina) de medio condicionado de las lineas celulares
indicadas se corrieron en geles PAGE-SDS embebidos en gelatina. Tras renaturalizar los geles e
incubar durante 48 h las gelatinasas presentes se detectaron como bandas claras de degradacién. Se
indican con flechas las dos bandas detectadas y los pesos moleculares aproximados calculados. La
banda principal de 105 KDa corresponde con el tamafio de la gelatinasa B o MMP-9 de raton.

B. Anilisis por Northern-blot de la expresion de MMP-9. 15 g de mRNA poli-A+ de las lineas
indicadas se sometieron a ensayo de Northern-blot con una sonda para detectar MMP-9. La misma
membrana se hibridé posteriormente con una sonda para [-actina, como control de carga. Se
sefialan con flechas los dos transcritos detectados de MMP-9 de tamafio aproximado 3.5 y 2.7 Kb.
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Estos resultados sugieren que la ausencia de CD-E en los transfectantes antisentido
induce un aumento en la actividad de la metaloproteinasa MMP-9, que podria deberse en
parte al aumento en sus niveles de expresion. Un aumento en la actividad de dicha enzima
podria favorecer las capacidades invasivas de estas células, al dotarles de un mecanismo por
el que pueden degradar la matriz extracelular, escapar del tumor primario y producir
met4stasis.

1.7. Estudio de la relacion entre CD-E y MMP-9.

Los resultados anteriores apoyan una interesante relacién inversa entre CD-E y
MMP-9, ya que al eliminar la CD-E se indujo en estas células un aumento en la actividad
MMP-9. Asimismo, la linea celular MCA3D, no tumorogénica y con altos niveles de CD-E,
carecia de actividad MMP-9 (no mostrado) y de mensajero de MMP-9 (Fig. 15B).

Para corroborar esta hipdtesis se estudi6é la actividad y expresion de MMP-9 en
relacién con la CD-E en un conjunto de lineas originadas a partir de la transfeccién del cDNA
de CD-E en HaCa4 (ver Tabla [II y Figura 8).

La figura 16A muestra un zimograma sobre gelatina del medio condicionado
secretado por estas lineas. Se observé que las lineas HaCa4, el control de la transfeccién
Neo3 y E58 (CD-E negativa) mostraron niveles elevados de actividad MMP-9, mientras que
las lineas que después de la transfeccidén expresaban CD-E (E24 y E62), habian disminuido
considerablemente la actividad gelatinolitica de 105 KDa correspondiente a MMP-9. Anilisis
de Northern-blot en estas lineas celulares mostraron asimismo altos niveles de mensajero de
MMP-9 en las lineas celulares CD-E negativas HaCa4 y E58 y muy bajos niveles en las
lineas CD-E positivas E24 y E62 (Fig. 16B).

El anilisis mediante Northern-blot de los niveles del inhibidor especifico de MMP-9,
TIMP-1, indica que los niveles se mantienen constantes en todas estas lineas celulares (Fig.
17), independientemente de los niveles de CD-E o de MMP-9. Por tanto, los cambios en la
actividad MMP-9 no se pueden explicar por cambios en los niveles de su inhibidor.

Por otro lado, también se analizé la expresién de otras MMPs (MMP-2, MMP-3,
MMP-7) mediante Northern-blot 0 RT-PCR, siendo sus niveles apenas detectables en todas
las lineas celulares. En la figura 17 aparece un experimento de Norterh-blot para MMP-3
donde se observa que los niveles, extremadamente bajos (se muestra una autorradiografia
tras un mes de exposicion), son similares en todas las lineas.

Por tanto, la expresién de CD-E en la linea celular HaCa4 induce un descenso en los
niveles y actividad de la gelatinasa MMP-9, corroborando la hipdtesis de una regulacion
opuesta, por mecanismos desconocidos, entre CD-E y MMP-9 en lineas celulares de
queratinocitos de ratén. Esta represién de MMP-9 mediada por CD-E podria ser uno de los
mecanismos que contribuyen al fenotipo mas agresivo mostrado tras la pérdida de CD-E en

muchos tipos de carcinomas, y en especial durante la carcinogénesis de piel de raton.
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Fig. 16. Deteccion de actividad gelatinolitica y de expresién de MMP-9 en los clones derivados

de la transfeccion de HaCa4 con el cDNA de CD-E.

A. El medio condicionado de cada linea celular que contenfa 12 pg de proteina se fracciond en geles
PAGE-SDS embebidos en gelatina. Tras renaturalizar los geles e incubar durante 48 h, las

gelatinasas presentes se detectaron como bandas claras de degradacién. Se indican los pesos

moleculares aproximados calculados de las bandas de degradacién. La banda principal de 105 KDa

corresponde con el tamafio de la gelatinasa B o MMP-9. Las lineas celulares HaCa4, Neo3 y ES8 no

expresan CD-E, mientras que E24 y E62 si lo hacen (ver detalles en el texto).

B. 15 pg de mRNA poli-A+ de las lineas indicadas se sometieron a ensayo de Northern-blot con

una sonda para MMP-9. La misma membrana se hibridé posteriormente con una sonda para detectar

GADPH, como control de carga. Se sefialan con flechas los dos transcritos detectados de MMP-9
(3.5y2.7Kb).
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Fig. 17. Analisis de la expresion de MMP-3 y TIMP-1 en lineas celulares de queratinocitos de
ratén. 15 pg de mRNA poli-A+ de las lineas indicadas se sometieron a ensayo de Northern-blot. La
misma membrana se hibridd, en sucesivas veces, con una sonda para TIMP-1, MMP-3 y GADPH
como control de carga. Se indican los tamafios de los trdnscritos detectados.
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2. REGULACION DE LA EXPRESION DE CD-E EN LA
CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATON.

Como hemos visto, la molécula de adhesién celular CD-E desempefia un papel clave
en el control de la capacidad tumorogénica, invasiva y metastdsica durante la progresion
tumoral. Por tanto, para comprender en ultimo término los mecanismos de la progresion
maligna, es necesario también conocer los mecanismos de control de la expresion y funcion
de CD-E.

En concreto nos propusimos analizar los mecanismos que regulan de la expresion de
CD-E, y utilizamos, asimismo, el modelo de la carcinogénesis de piel de ratén. Este modelo
resultaba ttil para estudiar, por una parte, los mecanismos que controlan la expresion
especifica de tejido epitelial de CD-E y, por ofra parte, los mecanismos que conducen a la
desaparicién de la expresién de CD-E durante la progresién tumoral.

2.1. Actividad del promotor de CD-E en queratinocitos de ratén.

Para abordar estos objetivos empleamos un conjunto de lineas celulares de
queratinocitos de ratén que representaban distintos estadios de la progresion tumoral,
provenientes de tumores epidermoides e indiferenciados o derivadas in vitro a partir de
cultivos primarios de epidermis (ver Fig. 5), que abarcan desde queratinocitos
inmortalizados no tumorogénicos hasta lineas altamente malignas, y que mostraban
diferentes niveles de expresién de CD-E.

En la Tabla VI se resumen las caracteristicas mds significativas de dichas lineas
celulares. Brevemente, la linea celular MCA3D, como ya se ha indicado, es una linea
inmortal no tumorogénica, de fenotipo epitelial, y que presenta niveles elevados de expresion
de CD-E. Las lineas celulares PDV y E24 son tumorogénicas, pero ain conservan un
fenotipo epitelial y expresan CD-E. La linea HaCa4 presenta ya un fenotipo epiteloide y ha
perdido la expresién de CD-E. Todas estas lineas celulares expresan CD-P. Por dltimo, las
lineas celulares CarB y MSC11AS, representantes del dltimo estadio de la carcinogénesis,
son {{neas altamente malignas, con fenotipo fibroblastoide, que han perdido la expresion de
CD-E, CD-P y muchos otros marcadores epiteliales (Navarro et al., 1991; Diaz-Guerra et
al., 1992; Gémez et al., 1992; Stoler et al., 1993).

La pérdida de CD-E en estas lineas, al igual que en muchos tumores epiteliales, es a
nivel de mRNA (ver Fig. 8A). Estudios previos de Southern-blot descartaron la existencia de
grandes alteraciones en el gen de CD-E en las lineas celulares mencionadas (Navarro et al.,
1991), sugiriendo que probablemente sean mecanismos transcripcionales tos que controlen la
desaparicién de dicha molécula. Para testar esta hipdtesis se analizé la actividad promotora

de un fragmento situado en posicién 5' del gen de CD-E de ratén, que comprendia los
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Tabla VI . Caracteristicas de las lineas celulares de queratinocitos de raton
empleadas en los estudios sobre el promotor de CD-E.

lna  Mortoga' Nesls Nl Tumerese
MCA3D E ++ +++ -
PDV E + ++4+ +
E24 E +/++ +++ +
HaCa4 Ep - ++ T+
CarB F - - ++
MSC11A5 F - _ .

* E, epitelial; Ep, epiteloide; F, fibroblastoide.

# Los niveles relativos de CD-E y de CD-P se estimaron a partir de datos de Northern e inmunaoblot
{Navarro y col., 1991, ver también Fig. 8).

& la capacidad tumorogénica se determind por inyeccién en ratones nu/nu, teniendo en cuenta cl
nimero de tumores originados y el periodo de latencia.

nucledtidos -178/+92 respecto del sitio de inicio de la transcripcion (construccion -178, Fig.
18). Este fragmento contiene potenciales elementos reguladores: elemento E-pal (posicidn -
90 a -71), conteniendo una secuencia palindrémica (-86/-75), caja CCAAT (posicion -65 a -
61) y regién rica en GC (posicién -58 a -32) y se habia demostrado previamente, en otros
sisternas celulares, que poseia actividad promotora especifica de lineas celulares epiteliales
(Behrens et al., 1991).

Se realizaron ensayos de transfeccién transitoria en las distintas lineas de
queratinocitos de ratén con plasmidos que contenian dicho fragmento, y varias
construcciones menores de esta regién, acoplados al gen chivato CAT . Como se muestra en
la figura 18 la construccidn -178 presentaba actividad especifica de tipo celular, ya que
mostraba niveles elevados de actividad transcripcional en la linea celular MCA3D, con altos
niveles de mMRNA de CD-E; niveles moderados en las lineas PDV y E24; y niveles muy bajos
de actividad o era practicamente inactiva en las lineas que no expresan CD-E (HaCa4 y
CarB). La eliminacién de la zona 5' hasta la posicion -78, que comprende el elemento E-pal.
provocd un aumento de la actividad promotora, sugiriendo la existencia de elementos que

regulan negativamente la transcripcién en esta region. Por otro lado, la supresion de otro
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™y . promotor
de CD-E

CAT -178
CAT -78
CAT -58

Actividad CAT (%SV40)

REB8 ®gREB EgRE EgRE ERS3
MCA3D PDV E24 HaCa4 CarB
(n=11-19) (n=4-10) (n=4-6) (n=3-9) (n=2-8)

Fig. 18. Actividad transcripcional de distintas construcciones del promotor de CD-E en lineas
de queratinocitos de raton. Los valores de actividad CAT de las diferentes construcciones (panel
superior) se normalizaron respecto a la actividad de CMV-luc en cada experimento y se expresaron
como porcentaje de la actividad del promotor de SV40 en cada linea celular (panel inferior). Los

valores representan la media de n experimentos independientes. Las barras de error indican las
desviaciones standard.

76



Resultados

fragmento hasta la posicién -58, que incluye la caja CCAAT, indujo un dramdtico descenso
de la actividad en todas las lineas celulares, lo que apoya que esta caja CCAAT estaria
jugando un importante papel en el control positivo de la transcripcidén de CD-E. Esta
construccién que comprende los nucledtidos -58/+92 presentaba ya niveles muy bajos de
actividad promotora, pero adn retenia una cierta actividad especifica de tipo celular.

La Tabla VII muestra un resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de
transfeccion transitoria con éstas y otras construcciones adicionales de! promotor de CD-E.
La construccién -94 mostré niveles de actividad muy similares a los de la construccion -178
en las lineas celulares examinadas. Asimismo, una construccién que comprendia los
nucleétidos -21/+92 posefa niveles muy bajos de actividad transcripcional, proximos a los de
Ja construccién -58, en las dos lincas celulares analizadas. E! andlisis de la actividad
transcripcional de dos construcciones adicionales conteniendo secuencias hasta 800 bp y 1.4
Kb en direccién 5' respecto del sitio de inicio de la transcripcién, en dos lineas positivas para
la expresién de CD-E (MCA3D y E24), mostré valores similares a los de la construcciédn -
178, aunque con variaciones entre las dos lineas. Estas observaciones estdn de acuerdo con
estudios previos en otras lineas epiteliales (Behrens ef al., 1991). Por ello, y aunque no se
pueda descartar la existencia de otras zonas de regulacién, nos centramos en el estudio de la
regi6n -178/+92, que mostraba actividad transcripcional especifica en las lineas de
queratinocitos.

Para investigar el posible papel del elemento palindrémico E-pal en la actividad
promotora de CD-E en este sistema celular, se midi6 la actividad de dos construcciones
adicionales del promotor en ensayos de transfeccidn transitoria en las diferentes lineas (Fig.
19). Tanto la costruccidn AE-pal, en la que se ha eliminado el elemento E-pal, como la
construccién mE-pal, con una doble mutacién puntual en los 2 nucledtidos centrales del
palindrome, mostraron mayor actividad promotora que la construccion silvestre (de 2 a7
veces), siendo el aumento mds significativo en las lineas que no expresan CD-E: un
incremento de unas 3 veces en HaCa4 y de hasta casi 7 veces en la linea altamente
indiferenciada CarB. Estos resultados sugieren un papel inhibidor para el elemento E-pal en
todas las lineas de queratinocitos analizadas. Este elemento podria estar jugando un papel en
la especificidad de la actividad transcripcional del promotor de CD-E, ya que el efecto
represor es mayor en células CD-E negativas.

Asimismo, y para analizar la funcién de la region rica en GC se midié la actividad
promotora de dos construcciones con mutaciones en los sitios consenso para AP2 y SPI
(construcciones mut GC1 y mut GC2, figura 20). Ambas mutaciones indujeron un descenso
en la actividad promotora (60% en mut GC1 y 40-50% en mut GC2) en las lincas MCA3D vy
HaCa4, representantes de lineas que expresan y no expresan CD-E. Estos resultados indican
que la region rica en GC, a través de los elementos de unién a SP1 y AP2, juega un papel

regulador positivo en la transcripcién de CD-E.
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Tabla VII. Valores de actividad promotora de distintas construcciones del promotor de
CD-E en las diferentes lineas celulares.

linea Construcciones del promotor de CD-E .
celular
-14 -0.8 -178 -94 -78 . =58 -21
MCA3D 36.9 62.9 62.8 46.9 93.3 9.6 114
PDV N.D. N.D. 25.2 N.D. 41.9 12.3 N.D.
E24 13.4 6.7 14.7 N.D. 26.9 4.9 N.D.
HaCa4 N.D. N.D. 8.5 11.0 15.7 0.8 0.7
CarB N.D. N.D. 3.3 32 4.7 0.9 N.D.

Los valores se indican como porcentaje de la actividad del promotor de SV40 en cada linea celular.
Los datos representan la media de los resultados de un minimo de dos experimentos.

N.D., no determinado.

* 1as construcciones tienen todas el extremo 3' comin en la posicién +92. La posicién del extremno
5' corresponde con el nombre de la construccion en Kb (-1.4 ¥y 0.8) o en pb (el resto de las
construcciones).
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Fig. 19. Papel del elemento E-pal en la actividad transcripcional del promotor de CD-E. La
actividad CAT de las construcciones del promotor de CD-E con el elemento E-pal mutado o
truncado (panel superior) se normalizé respecto a la actividad CMV-luc. Los valores se muestran
como actividad relativa respecto a la actividad de la construccén -178 en cada linea celular y
representan la media de n experimentos independientes (panel inferior). Las desviaciones standard
se representan como barras de error. Los nimeros sobre las barras representan el numero de veces
de induccién en la actividad promotora, respecto al valor de la construccién silvestre -178.
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E-pal  CAAT GC .
RV CAT 178
-178 ”¢’ \\\\ +92
- s ~ ~
L d z ~ -~
. -, Cd -~ -~ N
AP2 AP2

1 1 ! 1
wt GCGGCGCCGGGGGCGGTGCCTGCGGGC
—l

SP1
mut GC1 GCGGCGCCGTTTTCGGTGCCTGCGGGC

mut GC2 GCGGCGCCGGGGGCGACTTCTGCGGGC
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Fig. 20. Influencia de la regién rica en GC en la actividad transcripcional del promotor de
CD-E. La actividad CAT de las construcciones que se muestran en el panel superior se normalizé
respecto a la actividad de CMV-luc. Los valores se muestran como actividad relativa respecto a la
actividad de la construccion silvestre (wt) -178 en cada linea celular y representan la media de n
experimentos independientes. Las desviaciones standard se representan como barras de error. Sobre

las barras se indica el porcentaje de inhibicién en la actividad transcripcional que induce la
mutacion.
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2.2. Unién de factores nucleares al promotor de CD-E.

2.2.1. Interaccién de factores nucleares con la region 5' proximal.

Como primera aproximacion al estudio de los factores que interaccionan con la regién
5' proximal en las diferentes lineas, y para delimitar las posibles secuencias de regulacion de
una forma mds fina, se realizaron estudios de proteccién a DNAsa I o de footprinting in
vitro.

La figura 21 muestra el patrén de proteccién que generaron extractos nucleares de las
diferentes lineas celulares utilizando como sonda la regién del promotor comprendida entre
los nucledtidos -178/+17. Experimentos con extractos nucleares de las lineas positivas para
CD-E, MCA3D y E24, mostraron 3 regiones protegidas (zonas a, b y ¢) y un sitio de
hipersensibilidad, que corresponden a:

- regidn rica en GC y caja CCAAT (a),

- zona 3' del elemento E-pal (b);

- extremo 5' del elemento E-pal y regién mds distal (c);

- sitio de hipersensibilidad en la posicién -85 de la secuencia E-pal (marcado con una flecha).

Por simplicidad, a partir de ahora llamaremos a la regién protegida (¢) como regién
ECE, ya que un andlisis detallado de la misma mostré que contiene dos secuencias COnsenso
para factores de la familia Ets y otra para factores tipo CREB/ATF (ver mds adelante).

Por otro lado, extractos nucleares de lineas que no expresan CD-E (HaCa4 y CarB)
mostraron un patrén de proteccién diferente: |
- proteccién muy débil o pricticamente ausencia de proteccién en la regién rica en
GC/CCAAT (a);

- proteccién, aunque més débil, de la mitad 3' del elemento E-pal (b);
- ausencia del sitio de hipersensibilidad;
- ausencia de proteccién en la region ECE mds distal (c).

Estos datos sugieren que en los queratinocitos que no expresan CD-E existe una
pérdida o modificacién de factores nucleares capaces de interaccionar con determinadas
secuencias de la regién 5' del gen de CD-E.

Para caracterizar los factores responsables del reconocimiento de la region 5’
proximal, se realizaron ensayos de retardo en gel utilizando como sonda, en primer lugar, el
fragmento A, correspondiente a los nucledtidos -178/+92 de promotor de CD-E (ver figura
22A). Se emplearon extractos nucleares de las diferentes lineas de queratinocitos y de
fibroblastos NIH3T3 como control adicional de células no epiteliales, que no expresan CD-
E. Los extractos nucleares de todas las lineas celulares generaron una banda de retardo
mayoritaria, y una serie de complejos de menor intensidad y mayor movilidad electroforética
(Fig. 22B). Como se puede observar, el patrén de bandas generado fué bdsicamente el

mismo con los extractos de todas las lineas, con la tinica diferencia de que la intensidad de la
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GC

CCAAT

E-pal

Fig. 21. Analisis de proteccion a DNAasal o footprinting in vitro de la region 5' proximal del
gen de CD-E en diferentes lineas de queratinocitos. La region -178/+17 del promotor de CD-E se
utiliz6 como sonda para experimentos de proteccién a DN Aasal. La cadena no codificante se marcé

en el extremo 3', se incub6 en ausencia (-) o en presencia de extractos nucleares de las distintas

lineas (45-70 pg) y se someti6 a digestion con DNAasal. Los productos obtenidos se analizaron en

gel de secuencia. Los corchetes (a, b, ¢) marcan regiones protegidas y la flecha un sitio de

hipersensibilidad. C+T, productos de las reacciones de secuenciacién G+A de Maxam-Gilbert sobre

la sonda. Al ser la sonda la cadena no codificante, las bandas de este carril corresponden con las C y

T de la secuencia de la cadena codificante del promotor de CD-E. La localizacion de las regiones E-

pal, CCAAT y regién rica en GC se indica con barras a la izquierda. Los paneles de la derecha e

izquierda muestran dos experimentos independientes.
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ECE E-pal CCAAT GC

Promotor
de CD-E

A (-178/+92)

B (-178/-109) C(-109/-24) |

D (-58/+92)

HaCa4

- A B C D

Fig. 22. Union de factores nucleares a la region 5' proximal del promotor de CD-E.

A. Representacion esquemadtica de los fragmentos del promotor de CD-E empleados como sonda y
en los experimentos de competicidn.

B. Ensayos de retardo en gel empleando el fragmento A como sonda marcada 'y 2 g de extractos
nucleares de las lineas indicadas. Se observa la aparicién de un complejo de retardo mayoritario
(indicado con una flecha) y una serie de bandas de mayor movilidad electroforética.

C. Experimentos de competicién realizados en las mismas condiciones que en (B), con extractos de
las lineas MCA3D y HaCa4, en ausencia (-) o presencia de un exceso 160x molar de los fragmentos
indicados (Comp.).
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banda de menor movilidad era mayor con los extractos de las lineas CD-E positivas MCA3D
y PDV.

Se realizaron ensayos de competicién de la unién con distintos fragmentos de DNA
frio en exceso: fragmentos A, B, C y D, segiin se muestra en la figura 22A. El patrén de
competicién fué el mismo con extractos de todas las lineas analizadas, aunque en la figura
22C sélo se muestran los resultados obtenidos con extractos de las lineas MCA3D y HaCad4,
como representantes de lineas positivas y negativas para la expresion de CD-E,
respectivamente. El patrén de competicién obtenido indicé que la interaccion de la mayoria
de los complejos proteicos es a través de la regién C (-109/-24), que contiene todos los
elementos reguladores previamente postulados, corroborando los datos obtenidos en los
ekperimentos de footprinting in vitro. El fragmento B no compitié ninguna de las bandas de
retardo. Por otro lado, el fragmento D fué capaz de competir los complejos de mayor
movilidad, pero no el complejo mayoritario. La competicién de los complejos minoritarios
por los fragmentos C y D indicarfa que probablemente estos complejos se originan por
interaccién con la regién rica en GC. De acuerdo con esto, un exceso de un oligonucledtido
que comprendia la regién GC del promotor proximal de CD-E (posiciones -60/-23) era capaz
de competir las mismas bandas que el fragmento D (resultados no mostrados).

Para analizar con més detalle la implicacién de los diferentes elementos reguladores
postulados, contenidos en la regién -178/+92, se procedié a estudiar cada uno de ellos por
separado.

2.2.2. Anilisis de los factores que interaccionan con el elemento E-pal.

Ensayos de retardo en gel utilizando como sonda un oligonucledtido (posiciones
-92/-69) que contenia el elemento E-pal (Fig. 23A) mostraron que se formaba un complejo
de retardo mayoritario con extractos nucleares de todos las lineas de queratinocitos
examinadas (Fig. 23B). Dicho complejo se competia especificamente por un exceso del
mismo oligonucleétido frio, pero no por un oligonucledtido irrelevante (CCAAT-E).
Tampoco se competia por un oligonucledtido con una doble mutacién puntual en el centro del
palindrome (E-pal mut), indicando que la integridad de los dos nucledtidos centrales es
necesaria para la interaccién del factor/es al elemento E-pal. El oligonucledtido E-pal mut
porta la misma mutacién que la construccién del promotor mE-pal, que mostré mayor
actividad promotora en ensayos de transfeccién transitoria (ver Fig. 19).

El elemento E-pal contiene dos cajas E, secuencias consenso de interaccién con
factores de transcripcién del tipo bHLH. Los factores de la familia Myc/Max son factores de
transcripcion tipo bHLH que se expresan en la epidermis (ver Introduccién, Aptdo. 5.3), lo
que nos inclind a considerarlos como posibles factores de interaccién con la regién E-pal.
Por tanto, hicimos experimentos preliminares para testar si alguno de estos factores era capaz
de modificar la actividad promotora de CD-E. Como se indica en la Tabla VIIL, la

cotransfeccién de la construccién -178 con vectores de expresién de los factores c-Myc y/o
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Fig. 23. Union de factores nucleares al elemento E-pal del promotor de CD-E.

A. Region 5' proximal del gen de CD-E donde se muestran los oligonucleétidos empleados como
sonda (E-pal*, corchete grueso) o como competidores (E-pal mut y CCAAT-E, corchetes finos) en
los experimentos de retardo.

B. Ensayo de retardo en gel empleando 2.3 pg (CarB), 3.4 ug (HaCa4), 4.2 ug (E24) o 4.5 ug
(MCA3D) de extracto nuclear de las distintas lineas en ausencia (-) o presencia de un exceso 40x
(E-pal) o 100x (E-pal mut y CCAAT-E) de competidor frio (Comp.). Se observa la formacién de un

complejo de retardo mayoritario (indicado con una flecha) con extractos nucleares de todas las
lineas analizadas.
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Tabla VIIL Influencia de posibles factores de interaccién con el elemento E-pal en
la actividad transcripcional de la construccién -178 del promotor de CD-E.

Actividad -178 (%) Actividad -178 (%)"
factor * pg MCA3D HaCad factor & Hg MCA3D HaCad

- 100 100 - 100 100

c-Myc 0.5 133 110 snail 2.5 123 104

" 2 136 110 ! 5 118 67

Max 0.5 117 120 slug 2.5 129 62

" 2 136 120 " 5 284 58
c-Myc + Max 0.3+0.3 116 140
i 1+1 139 140

* Las cantidades de pldsmido cotransfectado se igualaron completando con las cantidades necesarias de
plasmido control. Los pldsmidos de expresién y control empleados fueron: pHEBoMTmyc2,3, pMTmax
(vectores de expresién de c-Myc y Max humano, respectivamente, bajo el control del promotor de
metalotioneina) y pHEBoMT (control) (ver Materiales, Aptdo. 8.24). La expresién de c-Myc y Max se
indujo con 100 mM ZnSO4; también se trataron las células control con igual concentracion de ZnS04.

& Las cantidades de pldsmido cotransfectado se igualaron completando con las cantidades necesarias de
pldsmido control. Los plasmidos de expresi6n y control empleados fueron: CMV-sna, CMV-slug (vectores
de expresién de Snail y Slug de pollo, respectivamente} y pcDNA3 (control) (ver Materiales, Aptdo. 8.2.4),
# La actividad CAT de la construccién -178 se normalizé respecto a la de CMV-luc en cada experimento.
A la actividad CAT en presencia de los vectores control se le asignd el valor de 100%.
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Max en las lineas HaCa4 y MCA3D indujo un ligero aumento, aunque probablemente no
significativo, en la actividad promotora de CD-E (Tabla VIII).

Por otro lado, la mitad 3' del elemento E-pal conticne también un sitio consenso de
unién a factores de la familia slug/snail (Mauhin ez al., 1993). Por su patron de expresion
durante el desarrollo embrionario, en zonas de migracién de células de la cresta neural e
invaginacidn del ectodermo para formar el mesodermo en la gastrulacién (Nieto er al., 1994),
se ha postulado la participacién de estos factores en las transiciones epitelio-mesénquima.
Estas transiciones van acompafiadas de pérdida de expresién de CD-E y son reminiscentes de
las que ocurren en etapas avanzadas del proceso tumoral, donde tambi€n hay pérdida de
marcadores epiteliales como CD-E. Por tanto, factores de la familia slug/snail podrian unirse
al elemento E-pal, regulando negativamente la transcripcion de CD-E.

Para investigarlo se realizaron de igual forma experimentos de cotransfeccion de la
construccién -178 con vectores de expresion de los factores snail y slug en las lineas HaCa4
y MCA3D. Como se puede observar en la Tabla VIII estos factores no indujeron un
descenso de la actividad transcripcional de CD-E en la linea MCA3D, sino mds bien el factor
slug (5 pg de vector de expresidn) era capaz de activar la transcripcion. En la linea celular
HaCa4 la cotransfeccion de estos factores (5 pg de vector de expresion de snaily 2.5 o 5 pg

de slug) indujo un ligero descenso del 40% en la actividad promotora.

2.2.3. Anilisis de los factores que interaccionan con la caja CCAAT.

De la misma forma, para tratar de caractenizar el factor/es que se pudieran unir a la
caja CCAAT se realizaron experimentos de retardo en gel con un oligonucleétido (posiciones
-74/-56) que comprendia la regién CCAAT del promotor de CD-E (Fig. 24A).

La figura 24B muestra el patrén obtenido con extractos nucleares de la linea PDV.
Aparecian tres complejos de retardo que se competian especificamente por un exceso del
rnismo oligonucleétido frio y por oligonucledtidos que contienen los sitios consenso para los
factores CP1 y CP2. Asimismo, los dos complejos de mayor movilidad (complejos 2y 3) se
competian también por un exceso de un oligonucledtido con el sitio consenso de unidn a
C/EBP, mientras que ninguno de los complejos era competido por un oligonucleétido con el
sitio consenso para NF1. Todos estos factores (CP1, CP2, C/EBP y NF1) son factores de
transcripcién descritos de unién a cajas CCAAT (Chodosh et al., 1988; Ryden y Beemon,
1989). Por otro lado, un oligonucledtido que contenia la caja CCAAT del promotor de la
CD-P (CCAAT-P) era capaz de competir, asimismo, el complejo | de menor movilidad.
Resultados similares se obtuvieron con extractos de CarB (no mostrados).

Estos datos sugieren que la region CCAAT del promotor de CD-E es reconocida por
factores del tipo CP1, CP2 y C/EBP, tanto en las lincas CD-E positivas como CD-E

negativas.
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Fig. 24. Analisis de la unién de factores nucleares de la linea celular PDV a la caja CCAAT del
promotor de CD-E. La sonda CCAAT-E, mostrada en la parte A de la figura (CCAAT-E *,
corchete grueso), se incub6 con 4 pg de extracto nuclear de la linea celular PDV en ensayos de
retardo en gel (B). Se empleé como competidores un exceso 100x de la sonda fria utilizada
(CCAAT-E), o de oligonucleétidos frios que contenian la caja CCAAT del promotor de CD-P
(CCAAT-P) o sitios consenso de unién de diferentes factores que se unen a la caja CCAAT (CP1,
CP2, C/EBP y NF1, ver Materiales, Aptdo. 9.2). (-), ausencia de competidor. Los tres principales
complejos de retardo formados se indican con flechas (1, 2 y 3).
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2.2.4. Anilisis de los factores que interaccionan con la regién rica en GC.

Experimentos de retardo en gel con la regidn rica en GC (posiciones -60/-23} del
promotor de CD-E (Fig. 25A) mostraron la existencia de tres complejos capaces de
interaccionar con dicho oligonucledtido. Estos tres complejos se formaban con extractos
nucleares de todas las lineas celulares analizadas (CarB, HaCa4, E24, PDV y MCA3D) (Fig.
25B y datos no mostrados).

La regién rica en GC del promotor de CD-E contiene dos secuencias consenso para el
factor de transcripcién AP2 y otra para el factor de tipo dedo de zinc, SP1 (Fig. 25A). Como
una primera aproximaci6n para identificar la naturaleza de los tres complejos de retardo, se
realizaron ensayos de competicién con oligonucledtidos consenso para dichos factores. Asi,
un oligonucleétido con la secuencia de unién a SP1 del promotor de SV40 desplazaba la
unién de los complejos de retardo 1 y 2, mientras que un oligonucledtido con la secuencia de
unién a AP2 del promotor de SV40 desplazaba la unién de los tres complejos formados con
extractos de PDV, pero sélo el complejo 3 de movilidad intermedia formado con extractos de
HaCa4 y CarB (Fig. 25B).

Por otro lado, se realizaron ensayos de competicién con un oligonucledtido que
contenia la regién rica en GC del promotor de CD-P (GC-P), que también contiene
secuencias consenso de unién a SP1 y AP2 (Faraldo y Cano, 1993). El oligonucledtido GC-
P desplazaba la unién de los complejos 1y 2 obtenidos con todos los extractos, pero no del
complejo 3. El mismo comportamiento exhibia un fragmento de este oligonucledtido que
contenia sélo la secuencia de unién a SP1 (SP1-P), mientras que un fragmento que contenia
s6lo la secuencia AP2 (AP2-P) no era capaz de desplazar nigin complejo (Fig. 25B).

Estos resultados, junto con el hecho de que la presencia de zinc era necesaria para la
formacién del complejo 1 (no mostrado), sugieren que probablemente SP1 sea el factor
responsable de la formacién de los complejos 1y 2, mientras que el complejo 3 estaria mas
relacionado con AP2. Por otro lado, las diferencias observadas en el patrén de competicién
entre las lineas PDV y HaCa4/CarB, sugieren que los complejos 1 y 3 presentan propiedades
diferentes en lineas que expresan y que no expresan CD-E.

Para confirmar la naturaleza de los factores implicados en la formacién de los
complejos de la regién GC se realizaron experimentos de super-retardo con las lineas PDV,
HaCa4 y CarB, afiadiendo anticuerpos especificos a la mezcla de incubacién con la sonda y
los diferentes extractos nucleares. La figura 26 muestra los resultados de estos experimentos.
Un anticuerpo anti-SP1 origind una clara banda de superretardo en las tres lincas
examinadas e indujo, asimismo, una disminucién en la intensidad del complejo 1., y en algin
caso (CarB) también del complejo 2. Por otro lado, un anticuerpo anti-AP2 generé una
banda de super-retardo (HaCa4), una disminucién en la intensidad del complejo 3 (PDV) o
bien ambos efectos a la vez (CarB).
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Fig. 25. Uni6n de factores nucleares de distintas lineas de queratinocitos de ratén a la region

rica en GC del promotor de CD-E.

A. Esquema donde se muestra el oligonucleétido GC-E (GC-E *, corchete grueso) empleado como
sonda en los ensayos de retardo en gel. Los sitios consenso para los factores de transcripcion SP1 'y

AP2 también se indican.

B. Ensayos de retardo en gel utilizando la sonda GC-E y 2.5 pg de extracto nuclear de las lineas
indicadas. Los tres principales complejos de retardo formados se indican con flechas (1, 2y 3). Se
empled un exceso 100x de oligonucle6tidos competidores: GC-P (regién rica en GC del promotor
de CD-P), GC-E (sonda fria) y oligonucledtidos que contenian los sitios consenso de unién a SP1'y
AP?2 de la regién rica en GC del promotor de CD-P y del promotor de SV40 (ver Materiales, Aptdo.

9.2). (-), ausencia de competidor.
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Fig. 26. Factores tipo SP1 y AP2 de los queratinocitos de ratén interaccionan con la regién

rica en GC del promotor de CD-E. El oligonucleétido GC-E (ver Fig. 25) se emple6 como sonda
en experimentos de super-retardo. La sonda se incub6 con 2.5 g de extracto nuclear de las lineas
indicadas, en ausencia (-) o presencia de 1.5 g de anticuerpo anti-SP1 (aSP1), anti-AP2 (aAP2) o
IgG de conejo (IgG) como control. Las bandas de super-retardo se indican con una punta de flecha

y la desaparicién parcial del complejo 3 con un punto.
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Estos datos permiten confirmar la participacién de factores de transcripcion del tipo
SPI y AP2 en la formacién de complejos de interaccion con la region GC de CD-E en las
lineas de queratinocitos analizadas.

Evidencias adicionales acerca de la implicacidn de los factores SP1 y AP2 en el
reconocimiento de la regién rica en GC se obtuvieron por experimentos de footprinting i
vitro de la regién 5' proximal de CD-E utilizando los factores de transcripcién puros SP1y
AP2. Como se puede ver en la figura 27, en efecto, dichos factores eran capaces de
interaccionar con la regién rica en GC del promotor de CD-E.

Por otra parte, y para determinar si la unién del factor AP2 tiene una consecuencia
funcional en la actividad promotora, se realizaron experimentos de cotransfeccion con un
vector de expresién de una forma truncada del factor AP2 (AP2-ATA), que carece del
dominio de transactivacién y actia como dominante negativo (Hennig et al., 1996). Como se
muestra en la tabla IX esta forma truncada de AP2 fué capaz de reprimir, de forma
dependiente de dosis, la actividad promotora de la construccién -178 (un 70% con 5 ug de
AP2-ATA), pero no de forma significativa la de la construccion -21. Estos resultados, junto
con los valores de actividad promotora de los mutantes mut GC1 y mut GC2 (ver Fig. 20),
apoyan que la regién GC, que contiene sitios de unién a SP1 y AP2, estd jugando un papel

positivo en la regulacién de la transcripcién de CD-E.

Tabla IX. Un dominante negativo de AP2 suprime parcialmente la actividad
promotora de CD-E en MCA3D.

% Actividad ¥

AAPY (MCA3D)
ke 178 21
; 100 100
1 72 56 82
5 28 28 73

* Se cotransfectaron 1 03 g del vector dominante negativoe de AP2 (AP2- ATA), completando en ¢l
primer caso hasta 5 j1g con la cantidad necesaria del vector control RSV-0 (ver Materiales. Aptde.
8.24).

# La actividad CAT de la construccién -178 0 -21 en la linea celular MCA3D se normalizé respecto i
la actividad de CMV-luc. A la actividad de dichas construcciones en presencia del vector control y en
ausencia de AP2- ATA se le otorgé el valor de 100%. Para la censtruccidn -178 se muestran los

resultados de dos experimentos independientes,
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SP1 AP2 - C+T

GC

Fig. 27. Interaccién de los factores SP1 y AP2 con la region rica en GC de la zona 5' proximal
del gen de CD-E. Los factores recombinantes puros SP1 y AP2 (1fpu) se incubaron con la sonda -
178/+17 del promotor de CD-E marcada en el extremo 3' de la cadena no codificante, se digirieron
con DNAasal y se analizaron en gel de secuenciacion. (-), control de DNA digerido en ausencia de
factor de transcripcién. C+T, productos de la reaccién de secuenciacion G+A de Maxam-Gilbert
sobre la sonda. Las bandas corresponden, por tanto, con las C y T de la cadena codificante. Las
regiones protegidas por SP1 (-55/-34) y AP2 (-62/-26) se indican con corchetes a la izquierda y
corresponden con la regién rica en GC, sefialada con una barra gruesa a la derecha.
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2.2.5. Andlisis de los factores que interaccionan con la region ECE

En experimentos de footprinting in vitro la regién ECE, comprendida entre los
nucledtidos -108/-86 aproximadamente, se protegia sélo con extractos nucleares de lineas
que expresaban CD-E (ver Fig. 21). Los potenciales factores implicados en el
reconocimiento de esta region se analizaron mediante ensayos de retardo en gel utilizando
como sonda el oligonuclestido ECE (posiciones -111/-83) que aparece en la figura 28A,
tanto en lineas positivas como negativas para CD-E. Como se puede observar, esla region,
que también es rica en GC, contiene secuencias consenso de unién a factores de la familia
Ets (Wasylyk et al., 1993) y la secuencia CRE (elemento de respuesta a AMPc) de unidén a
factores CREB/ATF (Hoeffler ef al., 1988; Benbrook y Jones, 1994).

La figura 28B muestra que se formaron dos complejos de retardo mayoritarios (1 y
2), v una seric de complejos de menor intensidad y mayor movilidad electroforética. De
forma interesante, la intensidad del complejo 2 formado en presencia de extractos nucleares
de lineas que expresaban CD-E (E24 y sobre todo MCA3D y PDV) era mucho mayor que la
del formado con extractos de lineas CD-E negativas. Asi, con exitractos de fibroblastos
NIH3T3 o de la linea derivada de carcinoma MSC11AS5 la intensidad del complejo 2
disminuia hasta llegar a igualar en intensidad al complejo 1, siendo el complejo 2 apenas
detectable en extractos de CarB.

Estudios de competicién de los complejos de retardo sugirieron la participacion de
algtin miembro de la familia Ets en la interaccién. Asf en la figura 28C se observa que el
oligonucle6tido PEA 3, que porta un sitio consenso para el factor PEA 3, cra capaz de
competir una de las bandas de movilidad intermedia (complejo 3), mientras que el mismo
oligonucleétido con una mutacién en el sitio consenso no competia dicha banda de retardo.
Se ha descrito que la mayoria de los miembros de la familia Ets se unen al motivo PEA 3
(MacLeod et al., 1992). Sin embargo, los complejos mayoritarios 1y 2 no se competian por
PEA 3. El mismo patrén de competicién se observé en una linea CD-E positiva (E24) y en
una linea CD-E negativa (HaCa4).

Para determinar de forma mis clara el lugar de interaccién de las proteinas nucleares
con el DNA vy la posible participacién de factores de la familia Ets y/o de factores tipo CREB
en el reconocimiento de la regién ECE, se realizaron andlisis de retardo en gel compitiendo
con el oligonucledtido ECE mutado en distintas posiciones (ver Fig. 29A). Asi, se hicieron
competiciones con el oligonucledtido ECE portando mutaciones en cada uno de los sitios Ets
independientemente (mA y mB) o en combinacién (mAB), y en el sitio CREB {mQC).

Los resultados, que aparecen en la figura 29B, indican que la integridad del sitio Ets
situado mds en 3' (Ets-A) es necesaria para la interaccién del factor o factores nucleares con
la region ECE, ya que los oligonucledtidos mA y mAB, con el sitio Ets-A mutado, eran
incapaces de desplazar la unién. En cambio, los oligonucledtidos mB y mC despiazabar{ la
unién de igual forma que el oligonucleétido ECE silvestre. El patrén de competicion era
similar en todas las lineas analizadas (MCA3D, HaCad y CarB) con la dnica diferencia de
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Fig. 28. Interaccion de factores nucleares de las lineas de queratinocitos de ratén con la region
ECE

A. Esquema donde se sefiala el oligonucleétido ECE empleado como sonda (ECE *, corchete
grueso) y los sitios consenso Ets y CREB de esta region.

B. Ensayos de retardo en gel con la sonda ECE y 10 pug de extracto nuclear de las lineas indicadas.
Los dos principales complejos de retardo formados se indican con flechas (1 y 2).

C. Ensayos de competicién en ausencia (-) o presencia de un exceso 100x y 250x (E24), 100x (ECE
en HaCa4) o 150x (PEA 3 y mPEA 3 en HaCa4), de los oligonucleétidos indicados. Los
oligonucledtidos PEA 3 y mPEA 3 contienen el sitio consenso, silvestre y mutado respectivamente,
de unidn al factor de la familia Ets PEA 3 (ver Materiales, Aptdo. 9.2). El complejo 3, indicado con
una flecha, se compite con el oligonucleétido PEA 3 pero no con mPEA 3.
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Fig. 29. La interaccion de factores nucleares a la region ECE se realiza principalmente a

través del sitio Ets-A.

A. Esquema del oligonuclétido ECE empleado como sonda y de los oligonucleétidos mutados en
los sitios consenso empleados en los ensayos de competicién.

B. Patr6n de competicién de la unién a ECE de 10 pg de extracto nuclear de las lineas indicadas con
un exceso 100x de los oligonucleétidos que se indican. (-), ausencia de competidor. La mutacién en
el sitio Ets-A induce un descenso total o parcial de la capacidad de competir la unién.
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que los oligonucledtidos mA y mAB eran capaces de competir parcialmente los complejos
formados con extractos nucleares de MCA3D (CD-E positiva). Estos resultados sugieren
ademis la existencia de diferencias o modificaciones en los factores que reconocen la regién

ECE en lineas que expresan y no expresan CD-E.

2.3. Anilisis funcional de la region ECE y del elemento Ets en la actividad
promotora de CD-E.

La regién ECE, como se menciond anteriormente, contiene, ademds de los sitios Ets,
un consenso casi perfecto de unién a factores de tipo CREB de respuesta a AMPc. Para
determinar si factores de esta familia pudieran regular la actividad transcripcional de CD-E en
las lineas de queratinocitos de ratén, se midié la actividad del promotor en células
estimuladas con forskolina, un agente inductor de AMPc. Los resultados, que aparecen en la
Tabla X, mostraron que este agente no modificé de forma sustancial la actividad promotora
de la construccién -178. El ligero incremento observado también se aprecid en algunas
ocasiones con la construccién -78, que carece def sitio CREB. Estos resultados, junto a la
ausencia de efecto de la mutacién en el sitio CREB en los experimentos de retardo en gel (ver
Fig. 29), sugieren que el sitio CREB de la region ECE no estaria ejerciendo un papel
regulador de la actividad del promotor de CD-E en las lineas analizadas.

Por otro lado, y para determinar si el sitio Ets-A, necesario para la interaccién de
factores proteicos, era funcional, se realizaron ensayos de transfeccion transitoria utilizando
una construccién del promotor de CD-E (nucleétidos -178/+92) que portaba una mutacion en
el sitio Ets-A (construccién m-Ets) (Fig. 30). Como puede observarse, la construccion
mutada mostré una actividad transcripcional alrededor de 2 veces mayor respecto a la
actividad de la construccién silvestre en las lineas CD-E positivas MCA3D y PDV. En
cambio, en lineas CD-E negativas (CarB y Haca4), las construcciones silvestre y mutada
mostraron niveles similares de actividad. Estos resultados sugieren que el elemento Ets
jugarfa un moderado papel regulador negativo en lineas que expresan CD-E. En lineas que
no expresan este elemento podria no desempefiar ningtin papel regulador, o bien podria estar
enmascarado por el fuerte papel represor del elemento E-pal en dichas lineas.

Por tanto, si este sitio Ets es funcional, la cotransfeccién del promotor de CD-E con
vectores de expresién de factores de la familia Ets deberfa inducir un cambio en la actividad
transcripcional. Para comprobarlo se realizaron experimentos de cotransfeccion con vectores
de expresién de c-Ets-1 (pollo) y ERM (humano). Los efectos sobre la actividad
transcripcional fueron mds significativos con el factor ERM, y son los que se muestran el la
figura 31. La sobreexpresién de este factor indujo un aumento de 2.3 y 3.6 veces en la
actividad del promotor de CD-E en las lineas MCA3D y HaCa4, respectivamente (Fig.31A).
El efecto estimulador del factor ERM en la linea MCA3D parece ejercerse a través del sitio

97



Resultados

Tabla X. Influencia de la forskolina en la actividad transcripcional de CD-E.

Actividad *
+FK/-FK
Lihea (:1‘51()# 178 78
MCA3D 12 1.25 1.40
PDV 12 1.35 1.12
PDV 40 1.35 0.78
HaCad 12 1.35 0.84

* La actividad CAT de las construcciones -178 o -78 se normalizé en cada experimento
respecto a la actividad de CMV-luc. Los valores de actividad de dichas construcciones en
presencia de forskolina (+FK) se relaciond con los valores de actividad en ausencia de la
misma (-FK).

# La FK se afadié a las células en cultivo después de la transfeccién y se mantuvo durante
22 horas, hasta recoger los extractos para medir actividad.
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Fig. 30. La mutacién del sitio Ets-A induce un aumento en la actividad promotora de CD-E en
lineas de queratinocitos que expresan CD-E. Los valores de actividad CAT de la construccion -
178 (w.t.) o de la misma construccién mutada en el sitio Ets-A, m-Ets (parte superior de la figura),
se normalizaron en cada experimento respecto a la actividad de CMV-luc. La actividad de la
construccién m-Ets en cada linea celular se indica como actividad relativa respecto a la actividad de
-178. Los valores representan la media de n experimentos y las desviaciones standard se muestran
como barras de error. Los nimeros sobre las barras representan la induccién en la actividad
promotora que provoca la mutacion.
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Fig. 31. La cotransfeccién de ERM induce un incremento en la actividad transcripcional del
promotor de CD-E. Las construcciones del promotor de CD-E -178 (Panel A), m-Ets (Panel B) o
AE-pal (Panel C) se cotransfectaron con 1 pg del vector de expresion de ERM, pSG5-ERM, (+) o
del vector control pSG5 (-) (ver Materiales, aptdo. 8.2.4), en las lineas celulares MCA3D (columnas
grises) o HaCa4 (columnas rayadas). La actividad CAT se normalizé en cada experimento con la de
CMV-luc. Los valores de actividad en presencia de ERM se relacionaron con los valores en
ausencia de ERM (vector control) al que se did el valor de uno, en cada experimento. n, nimero de
experimentos. Los valores corresponden a la media de los valores de los experimentos indicados y
las barras de error indican las desviaciones standard. El valor que aparece bajo la barra de abscisas
indica el nimero de veces de induccién en la actividad promotora que provoca el factor ERM.
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Ets-A, ya que cuando la construccién que se cotransfecté en esta linea fué la construccion
m-Ets, la sobreexpresién de ERM no indujo ningtin cambio en la actividad transcripcional
del promotor de CD-E (Fig. 31B). En cambio, en la linea celular HaCa4 la estimulacion por
ERM debe efectuarse por mecanismos distintos a la interaccion con el sitio Ets-A, ya que la
mutacién en este sitio no alterd el efecto inductor de ERM. Resultados similares se
obtuvieron con la construccién AE-pal, que también carece del sitio Ets y del elemento
palindrémico E-pal (Fig. 31C).

Para estudiar la presencia endégena de miembros de la familia Ets en estas lineas, y si
existia alguna diferencia, en los niveles de expresién o en el tipo de factor expresado, que
pudiera dar cuenta del distinto comportamiento exhibido por lineas positivas y negativas, se
realizaron ensayos de inmunoblot con un anticuerpo que reconocia distintos miembros de la
familia Ets, como primera aproximacién. Como se puede ver en la figura 32, todas las lineas
analizadas expresaban algin miembro de esta familia, y no se observaron diferencias entre
ellas. Sin embargo, ya que el anticuerpo es de amplio espectro, estos resultados no permiten
descartar una expresién diferencial, cuantitativa o cualitativa, de miembros de la familia Ets

en las diferentes lineas celulares.

116
97.4
66 —

- p54

45 —

29 — .

Fig. 32. Detecciéon de factores de la familia Ets por inmunoblot en las distintas lineas
de queratinocitos de ratén. 10 pg de extracto total de las lineas celulares indicadas se sometieron a
inmunoblot con un anticuerpo anti-Ets1 que reconoce varios miembros de la familia Ets. La banda especifica

de 54 KDa se indica a la derecha con una flecha. A la izquierda se sefialan los marcadores de peso molecular en
KDa.
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2.4. Estudios del promotor enddgeno de CD-E.

2.4.1. Estado de metilacién enddégena del promotor de CD-E.

Los ensayos de transfecci6n transitoria con el promotor exdgeno de CD-E mostraron
la existencia de una serie de factores capaces de regular la expresién de CD-E y que actian en
trans, algunos de los cuales pueden estar alterados durante la progresion tumoral en la
carcinogénesis de piel de raton. Sin embargo, estudios previos en lineas de carcinomas
humanos han sugerido que la metilacién enddgena de la regidn 5' del gen de CD-E en islas
CpG es uno de los mecanismos implicados en la represion de su expresion (Graff ef al.,
1995; Yoshiura er al., 1995).

Para analizar si la pérdida de expresiéon de CD-E durante la progresién tumoral en la
carcinogénesis de piel de ratén pudiera estar también relacionada con mecanismos de
represion transcripcional por metilacién, decidimos estudiar el estado de metilacién enddgena
del promotor de CD-E en las distintas lineas de queratinocitos de ratén. Para ello se
realizaron andlisis de Shouthern-blot sobre DNA genémico aislado de las distintas lineas
celulares, digerido con BamHI, y sometido a una segunda digestion con enzimas de
restriccién sensibles a metilacién. La sonda que se utilizé correspondia a la region 5' del gen
de CD-E (-800/+92) (Fig. 33A).

La figura 33B muestra c6mo la digestién del DNA con BamHI originé una banda de
aproximadamente 6 Kb en la regién promotora de CD-E. En la lineas celulares MSCLLAS y
HaCa4 aparece una banda adicional con un tamafio correspondiente a 4.1 Kb. Esta banda
sugiere la existencia de alguna alteracién o polimorfismo en alguna de las copias del gen de
CD-E, en la regidn 5', en estas dos lineas celulares.

El enzima Haell es un enzima sensible a metilacion. Segin se muestra en la figura
33A, la digestién con Haell deberia originar, en DNAs no metilados, la desaparicion de la
banda de 6 Kb y la aparicion de dos bandas menores. En la parte B de la figura 33 se puede
observar c6mo la digestién con Haell no modificé el tamafio de la banda de 6 Kb, que se
mantuvo en el DNA de todas las lineas estudiadas, tanto DNA de lineas que expresan CD-E
(MCA3D, PDV y E24) como de lineas que no la exprésan (HaCad, CarB y MSCI11AS5). En
el carril correspondiente a HaCa4 se puede observar la aparicién de una banda de unas 1.8
Kb tras la digestién con BamHI y Haell. Sin embargo lo més probable es que esta banda se
origine a partir de la adicional de 4.1 Kb, ya que ésta desaparecia tras la digestién con Hacll.
En la linea celular MSC11AS5, que también presentaba la banda de 4.1 Kb, no se aprecié la
banda de 1.8 Kb, pero esto puede deberse a la poca intensidad que posee en general este
carril, puesto que la banda de 4.1 Kb si desaparecia tras la digestion con Haell en esta linea
celular. Estos resultados sugieren que la banda anémala de 4.1 Kb que aparece en HaCad y
MSCI11AS porta al menos un sitio Haell que no estd metilado, mientras que el sitio Haell del
promotor endégeno de CD-E en 1a posicién -56 estaria metilado en todas las lineas celulares.
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Fig. 33. Estudio del estado endégeno de metilacion del promotor de CD-E por Southern-blot.

A. Representacion esquemadtica y mapa de restriccién de la regién 5' del gen de CD-E, donde se indican
las dianas de restriccion conocidas de BamHI (B), Haell (Hae) y Mspl/Hpall (M). El fragmento empleado
como sonda se representa con un rectangulo gris y la region correspondiente al primer exén con un
rectangulo rayado. En la parte inferior se indican los tamaiios de los fragmentos de DNA que resultarian
de la digestion total con las enzimas sefialadas.

B y C. Southern-blot del DNA de las lineas indicadas, digerido con BamHI solamente (-) o BamHI y
Haell (Hae), parte B; o bien con BamHI junto con MspI (M) o con Hpall (H), parte C. Se emple¢ la sonda
correspondiente a la regién -800/+92 del promotor de CD-E indicada en la parte A de la figura. Las

pequefias barras a la derecha corresponden con los marcadores de peso molecular de 23.1, 9.4, 6.5, 4.3,
1.6,0.51y 0.39 Kb. 103



Resultados

Para confirmar la existencia de metilaciones en la regién promotora del gen de CD-E
se realizaron también ensayos de Southern-blot digiriendo con la enzima sensible a
metilacién Hpall, y comparando con el patrén generado por su isoesquizémero Mspl, que
reconoce la misma diana de restriccién pero no es sensible a metilacion. Tal como se muestra
en el esquema de la figura 33A, en la regién promotora de CD-E reconocida por la sonda
empleada (-800/+92) la digestién con Mspl debe cortar el DNA en pequefios fragmentos,
siendo el mayor de 533 bp. En la figura 33C se observa en los carriles correspondientes a la
digestién con Mspl esta banda de 533 bp. En el carril correspondiente a MSCI1AS se
observé adicionalmente otra banda de unos 490 bp, lo que reafirma la existencia de
alteraciones o polimorfismos en la regién del promotor de CD-E en esta linea celular.

La digestién con Hpall deberfa originar el mismo patrén si el DNA no estuviera
metilado en ninguno de los sitios de corte Hpall de la regién promotora. En caso contrario,
se originarfan bandas de mayor tamafio. Los resultados obtenidos correspondian con esta
segunda opcidn, ya que en ningdn caso, salvo en el DNA de MSC11AS5, aparecia la banda
de 533 bp, sino bandas mayores correspondientes a digestiones parciales con Hpall,
liegando incluso a aparecer la banda de 6 Kb, correspondiente al fragmento BamHI sin
digerir. En el caso de la linea celular MSC11AS5 si aparecia tras la digestién con BamHI y
Hpall una banda de un tamafio que podria corresponder con 533 bp. Sin embargo, aparecian
también bandas de mayor tamafio y la banda de 6 Kb (que se aprecian bien en la
autorradiografia original), indicando que también el promotor endégeno esta metilado en esta
linea, aunque no se puede descartar que sea en posiciones diferentes a las del resto de lineas
estudiadas.

Estos resultados indican que la regién 5' del gen de CD-E estd metilada
endégenamente en todas las lineas de queratinocitos analizadas. Al menos la posicion -685 o
la posicién -152 del promotor de CD-E, sitios Hpall/Mspl (flanqueantes a la banda de 533
bp), estdn metiladas en todas las lineas, salvo en la linea indiferenciada MSC1 1A5, donde no
se ha podido demostrar de forma concluyente. También la posicién -56 (sitio Haell} estd
metilada de forma end6gena en todas las lineas 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 este sistema celular no se puede atribuir la pérdida de expresion de CD-
E durante la progresién a mecanismos de hipermetilacién de su region promotora, ya que
esta regi6n se encuentra metilada tanto en lineas que expresan CD-E como en lineas que no la

expresan.

2.4.2. Estudios de footprinting in vivo.
Todas las evidencias indicaban que al menos uno de los mecanismos de la pérdida de
expresién de CD-E en el sistema de la carcinogénesis de piel de ratén era las alteraciones de

factores que actian en trans sobre el promotor de CD-E (factores de transcripcion, sus
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cofactores, o sefiales que conducen a la puesta en marcha de un programa transcripcional),
pero que en tltimo término actuarian por interaccion con la regién 5' promotora del gen de
CD-E. Para confirmar esta hipétesis y detectar si los elementos reguladores postulados
mediante experimentos in vifro y de transfeccién transitoria estaban realmente ejerciendo un
papel regulador, decidimos analizar el estado de ocupacién y la estructura del promotor
endégeno mediante experimentos de footprinting in vivo.

Las células en cultivo se trataron con el agente metilante DMS, que metila in vivo los
residuos de DNA no protegidos. El DNA se digirié con piperidina, en los residuos
metilados, se amplificé y marcé con cebadores especificos para la regién promotora de CD-
E, tal como se indica en Métodos, Aptdo. 12. De esta forma, y por comparacion con un
DNA control metilado in vitro (Co), se pudieron detectar los residuos protegidos o
hipersensibles indicativos de diferente estructuracion del DNA en lineas que expresan y no
expresan CD-E. La figura 34A muestra los resultados obtenidos con la cadena codificante del
promotor de CD-E en las lineas celulares MCA3D (CD-E positiva) y CarB (CD-E negativa).
Los resultados obtenidos con la cadena no codificante se muestran el la figura 34B,
incluyendo ademds las lineas HaCa4 (CD-E negativa) y E24 (CD-E positiva). En la figura 35
se muestra un esquema donde se recogen todos los sitios hipersensibles (tridngulos opacos)
o protegidos (tringulos punteados) in vive del promotor de CD-E, en las lineas celulares
MCA3D y CarB.

En la linea celular CarB, que no expresa CD-E, sélo aparecian protegidas las
posiciones -80, en el centro del palindrome E-pal, y la posicién -101, proxima al sitio Ets de
la regién ECE. (Fig. 34 y 35).

En la linea celular MCA3D, por el contrario, aparecian numerosos sitios de
proteccién o hipersensibilidad, sugiriendo una configuracién del promotor mucho mas
abierta, que probablemente refleje un estado transcripcional mds activo (Fig. 34 y 35). Asf,
muchos de los sitios de regulacién postulados mostraron modificaciones, en comparacion
con un DNA control metilado in vitro. Especialmente en la regién rica en GC, con
protecciones en los sitios SP1 y AP2 y sitios hipersensibles en los bordes de esta region; en
la caja CCAAT; en el elemento E-pal; y en los bordes de la regién ECE. Asimismo, aparecia
un sitio de hipersensibilidad en el sitio de inicio de la trancripcidn +1, y sitios protegidos ¢
hipersensibles en posiciones muy cercanas, indicando que probablemente la RNA polimerasa
I esté actuando, unida al promotor, en esta linea 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,
situadas en regiones ricas en GC. Estas regiones ricas en GC, que contienen sitios consenso
de uni6n a los factores de tanscripcién SP1 y Ets, podrian ser importantes para la actividad
trancripcional de CD-E.

El patrén obtenido en los andlisis de footprinting in vivo con la linea celular PDV,
que expresa CD-E, fué practicamente igual al obtenido con la linea MCA3D (resultados no
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Fig. 34. Analisis por footprinting in vivo del promotor de CD-E en lineas de queratinocitos de
ratén. Las células en cultivo se metilaron in vivo con DMS y el DNA se digirié con piperidina en
los residuos metilados. Se empiearon los oligonucledtidos cebadores adecuados (ver Materiales,
Aptdo. 9.3) para amplificar y marcar la cadena codificante (A) o la cadena no codificante (B) en la
regién 5' del gen de CD-E. Co, DNA control metilado in vitro. En la figura se marcan los sitios
protegidos (tridngulos blancos) o hipersensibles (tridngulos negros), por comparacién con el carril
control, en las lineas MCA3D y CarB. Las regiones potenciales de regulacién también se indican en
la figura, asi como el sitio de inicio de la transcripcién (+1).

106



LO1

-190

-130

-70

-10

Promotor de CD-E

WV \

ACGACCGTGG AATAGGAAGC TGGGAAGTCT TCTAAGGCCG GCCCCATGCC ACCAACTACA

GACAGGGGTG GAGGAAGTTG AGGGCCCTGC AGTTCCTTGG CTGCCACCTG CAGGTGCGTC

|  EsB Ets-A | |

ECE E-pal
ww  Tww

CCCAGCCAAT CAGCGGCGCC GGGGGCGGTG CCTGCGGGCT CACCTGGCGG CCGCAGCCTC

CAAT | AP2__ Sp! AP2 |
GC
TGCGCTGCTC ACTGGTGTGG GAGCCGCGGC GCACTACTGA GTTCCCAAGA ACTTCTGCTA
+1
Residuos protegidos Parte superior de la secuencia - MCA3D
P> Residuos hipersensibles Parte inferior de la secuencia - CarB

Fig. 35. Representacién de los resultados obtenidos en los experimentos de footprinting in vivo del promotor de CD-E en las lineas MCA3D y
CarB. En el esquema se muestran los sitios protegidos (tridngulos punteados) o hipersensibles (tridngulos opacos) obtenidos en los experimentos de
footprinting in vivo con las dos cadenas de DNA en el promotor de CD-E (Fig. 34). Los sitios observados en la linea celular MCA3D se indican en verde,
en la parte superior de la secuencia y los observados en la linea celular CarB en rojo, en la parte inferior. También se indican los potenciales sitios de
regulacién, el sitio de inicio de la transcripcion (+1) y las secuencias que originardn el mRNA (subrayado con flecha).

=

sopvInsay



Resulrados

mostrados). La linea celular E24 (CD-E positiva) también originé un patron similar (Fig.
34B y resultados no mostrados para la cadena codificante), sobre todo en torno a la regién E-
pal y CCAAT. En la regién rica en GC se observaron protecciones, pero de menor
intensidad, y en menos sitios que en la linea celular MCA3D. Los sitios de hipersensibilidad
en las posiciones -29, -16 y en el sitio de inicio de la transcripcion también aparecieron.
Asimismo, la posicién -101 de la zona ECE, que se protegia en CarB, también se protegio en
E24 (ver Fig. 34B).

Por otro lado, la linea celular HaCa4 (CD-E negativa) mostré un patrén mucho mis
parecido al de CarB, con proteccién en el centro del E-pal y en la posicion -101, destacando
la ausencia de proteccién en la caja CCAAT y sobre todo en la region rica en GC (Fig. 34B y
resultados no mostrados)

En conjunto, estos resultados muestran una estructuracién del promotor enddgeno de
CD-E diferente en lineas que expresan y no expresan CD-E, siendo en las primeras mucho
més abierta, acorde con un estado transcripcional activo. Asimismo, en las lineas que
expresan CD-E hay numerosas posiciones protegidas in vive, probablemente por la
interaccién de factores de transcripcién. Por otro lado, tanto el centro de la region E-pal
como el borde del sitio Ets de la regién ECE parecen estar interaccionando con factores

nucleares en lineas celulares que no expresan CD-E.
2.5. Estudio comparativo de los promotores de CD-E Y CD-P de ratén.

Tal como se ha mencionado en la Introduccién, la molécula de adhesion celular CD-P
coexiste con la CD-E en las células de la capa basal de la epidermis, mientras que en las
capas suprabasales desaparece la expresién de CD-P, manteniéndose la de CD-E. Por otro
lado, mientras que la CD-E suele desaparecer en los primeros estadios de la progresion
tumoral, la CD-P se mantiene, para desaparecer en los (ltimos estadios de la progresion,
carcinomas fusiformes. Estos hechos hacen suponer una regulacién compleja de la expresion
de ambas moléculas, y la posibilidad de la existencia de mecanismos reguladores comunes
para las dos moléculas de adhesion.

Estudios previos de nuestro grupo sobre el promotor de CD-P de ratén (Faraldo y
Cano, 1993) indicaron que este promotor, al igual que el de CD-E, carecia de caja TATA y
en su lugar habia una secuencia consenso iniciadora, en el sitio de inicio de la transcripeion
(ver Fig. 36). Asimismo, se detectd la presencia de sitios potenciales de regulacion, algunos
de ellos comunes con los existentes en ¢l promotor de CD-E. Asi, en el promotor de CD-P
existe una regién rica en GC, en posicién -101/-80, con un sitio consenso para SP1 (-85) y
otro para AP2 (-95), y una caja CCAAT, situada en la misma posicién (-65) que la del
promotor de CD-E. No se detecté ninguna secuencia palindrémica semejante a E-pal en el
promotor de CD-P.
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Fig. 36. Esquema comparative de los promotores de CD-E y CD-P.
Parte superior: representacién esquemdtica de las regiones 5' de los genes de CD-P y CD-E. Se
indican los sitios de inicio de la transcripcién (+1) y posibles elementos reguladores en ambos
promotores: regiones ricas en GC con sitios AP2 y SP1, cajas CCAAT, elemento E-pal y secuencia

iniciadora.
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Parte inferior: Comparacién de las secuencias de varios elementos comunes de regulacién entre ¢l
promotor de CD-P y el de CD-E, con indicacién de su posicion respecto al sitio de inicio de la

transcripcién en cada gen.
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Se emple6 también el modelo de la carcinogénesis de piel de raton para estudiar la
regulacién de la expresién de la CD-P, puesto que esta molécula desaparecia en las lineas
celulares representantes del dltimo estadio de la progresién maligna, CarB y MSCII1AS,
siendo positiva en el resto de lineas celulares de queratinocitos estudiadas (ver Fig. 8B y
Tabla VI). Estudios recientes de la actividad promotora de CD-P en estas lineas habian
mostrado que la actividad especifica de tipo celular recaia en la region -200 a +47, y que
tanto la regi6n rica en GC como la caja CCAAT ejercian un efecto positivo en la actividad
transcripcional. Asimismo, ensayos de footprinting in vifro mostraron que factores nucleares
de lineas que expresan y que no expresan CD-P se unian a la regi6n rica en GC y a la caja
CCAAT (Faraldo et al., 1997).

Por tanto, nos propusimos estudiar si algunos de los mecanismos de regulacion de la
expresién de ambas moléculas de adhesidn podian ser comunes, en concreto a través de la
caja CCAAT o de la regién rica en GC.

Se realizaron ensayos de retardo en gel en paralelo empleando como sondas
oligonucleétidos que inclufan la caja CCAAT de los promotores de CD-P (CCAAT-P) o de
CD-E (CCAAT-E). Como se puede observar en la Fig 37, que muestra el patrén obtenido
con extractos nucleares de la linea PDV (CD-E y CD-P positiva), la sonda CCAAT-P originé
un complejo de retardo mayoritario con movilidad electroforética similar a la del complejo 1
originado con la regién homdloga de CD-E, aunque de mayor intensidad. Un exceso del
oligonucleétido CCAAT-E era capaz de competir parcialmente el complejo 1 originado con la
sonda CCAAT-P, mientras que un exceso del oligonucledtido CCAAT-P competia
exclusivamente el complejo 1 originado con la sonda CCAAT-E, pero no afectaba a los otros
dos complejos, tal como se ha comentado previamente (ver Fig. 24). Experimentos de
competicién con oligonucledtidos con sitios consenso para factores de unién a CCAAT
mostraron que sélo el oligonuledtido de uni6én a CP1 era capaz de desplazar parcialmente la
unién del complejo originado con la regién CCAAT de CD-P (Fig. 37). Idénticos resultados
se obtuvieron con extractos nucleares de CarB (CD-E y CD-P negativa) (datos no
mostrados).

Estos resultados de competicion cruzada indican que factores comunes,
probablemente relacionados con CP1, participan en el reconocimiento de la region CCAAT
de ambos promotores, mientras que factores adicionales, probablemente del tipo CP2 o
C/EBP, participan especificamente en la interaccién con la caja CCAAT del promotor de
CD-E.

De igual modo se realizaron ensayos de retardo en gel y competiciones cruzadas
utilizando como sondas oligonucledtidos conteniendo las regiones ricas en GC de los
promotores de CD-P (GC-P) y de CD-E (GC-E). La figura 38 muestra el patrén que se
obtuvo con extractos de la linea celular HaCa4 (CD-P positiva y CD-E negativa). El
oligonucleétido GC-P origind dos bandas de retardo (1 y 2) con igual movilidad

electroforética que las bandas 1 y 2 originadas con la regién rica en GC de CD-E. El
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Fig. 37. Analisis comparativo de la unién de factores a la region CCAAT de los promotores de
CD-P y CD-E. Experimentos de retardo en gel con 4 ug de extracto nuclear de la linea PDV
empleando una sonda que contenia la regiéon CCAAT del promotor de CD-P (CCAAT-P +, parte
izquierda) o del promotor de CD-E (CCAAT-E *, parte derecha). Se realizaron ensayos de
competicién en ausencia (-) o presencia de un exceso 100x de los oligonucleétidos indicados (los
mismos que en la Fig. 24). Los complejos de retardo formados se indican con flechas (1, 2y 3 con
la sonda de CD-E y 1 con la sonda de CD-P).
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Fig. 38. Comparaciéon de la unién de factores nucleares a la region rica en GC de los
promotores de CD-P y de CD-E.

A. Oligonucleétidos empleados en los experimentos de retardo en gel conteniendo la region rica en

GC del promotor de CD-P (GC-P) o del promotor de CD-E (GC-E). Los sitios consenso de unién a

los factores SP1 y AP2 también se indican.

B. Ensayos de retardo en gel y de competicién con 2.5 pg de extracto nuclear de HaCa4 y las
sondas GC-P* (parte izquierda) o GC-E* (parte derecha). Se empled un exceso 100x de los
oligonucleétidos indicados. (-), ausencia de competidor. Los complejos formados con ambas sondas

se indican con flechas (1, 2 y 3) a los lados de la figura.
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oligonucleétido GC-E desplazé la unién de los dos complejos formados con la sonda de CD-
P, mientras que el oligonucle6tido GC-P sélo desplazd la unién de los complejos 1y 2
originados con la sonda de CD-E, pero no del complejo 3 (Fig. 38B), tal como se mostrd en
la Fig. 25.

Los complejos 1 y 2, originados con la sonda de CD-P y la sonda de CD-E se
competian con un fragmento de GC-P que contenia s6lo el sitio SP1 (SP1-P) y con un
oligonucleétido con el sitio consenso de unién a SP1 del promotor de SV40 (SP1-5V40). En
cambio, oligonucleétidos que contenian el elemento AP2 de GC-P (AP2-P) o del promotor
de SV40 (AP2-SV40) no eran capaces de desplazar la unién de ninguno de los dos
complejos generados. El patrén de competicién generado con extractos nucleares de PDV
(CD-P positiva) y CarB (CD-P negativa) con la sonda GC-P fué précticamente idéntico al
generado con extractos de HaCa4 (resultados no mostrados).

Para determinar la naturaleza de los factores nucleares que interaccionan con la regién
rica en GC del promotor de CD-P, se realizaron experimentos de super-retardo con
anticuerpos especificos. En la figura 39 aparecen los complejos y bandas de super-retardo
obtenidas con la sonda GC-P, en comparacién con los obtenidos con la sonda GC-E,
previamente mostrados (Fig. 26). Como se puede observar, cuando se empled un anticuerpo
anti-AP2, el patrén de bandas originado con la sonda de la regién GC del promotor de CD-P
era el mismo que cuando se utilizaba una IgG control. En cambio, el empleo de un
anticuerpo anti-SP! inducfa la generacién de una banda de super-retardo, a la vez que la
disminucién de la intensidad de la banda 1, y en algunas ocasiones (CarB) también de la
banda 2.

Todos estos datos, junto con el hecho de que el factor SP! puro es capaz de
interaccionar in vitro con las regiones GC-E y GC-P, mientras que el factor AP2 puro es
capaz de interaccionar con la regién GC-E pero no con GC-P en ensayos de retardo en gel
(resultados no mostrados) y de footprinting in vitro (Fig. 27 y Faraldo et al., 1997},
sugieren que factores comunes del tipo SP1 reconocen las secuencias ricas en GC de ambos
promotores de CD-E y CD-P, y que factores adicionales, del tipo AP2, estarian implicados
de forma especifica en el reconocimiento de la regién rica en GC de CD-E.

Estas analogias y diferencias en las regiones reguladoras CCAAT y GC de ambos
genes y en los factores que interaccionan con ellas nos plantearon la cuestion de si las
regiones eran intercambiables. Por tanto, disefiamos construcciones de promotores hibridos,
en los cuales las regiones reguladoras del promotor de CD-E se insertaron en posicion 5' de
secuencias reguladoras del gen de CD-P (Fig. 40).

La construccién -200P, que mostraba actividad especifica de tipo celular, contiene
secuencias 5' del gen de CD-P acopladas al gen chivato luciferasa, incluyendo la region rica
en GC. La construccién -75P, que carece de la regién rica en GC, mostré una actividad
transcripcional sensiblemente menor (de un 12% a un 34% de la actividad de -200P)
(Faraldo et al., 1997 y Fig. 40A).
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Fig. 39. La region rica en GC de CD-P reconoce factores tipo SP1. Experimentos de super-
retardo empleando las sonda GC-E * (parte izquierda de cada panel) o GC-P * (parte derecha de cada
panel) y 2.5 pg de extracto nuclear de las lineas indicadas en ausencia (-) o presencia de 1.5 pg de
anticuerpo anti-SP1 (aSP1) o anti-AP2(aAP2) o de IgG de conejo (IgG) como control. Las bandas
de super-retardo originadas por la presencia de anticuerpo se indican con una punta de flecha.
Observar que en el caso de la sonda de CD-P solamente el anticuerpo anti-SP1 origina una banda de
super-retardo.
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Actividad promotora

MCA3D PDV HaCa4 CarB

-200P 1.75 5.90 1.90 0.63
-75P 0.35 2.00 0.22 0.13
GC-E/-T5P 0.83 3.70 0.80 0.50
Induccién* x2.37 x1.85 x3.63 x3.85

Actividad promoetora

MCA3D PDV HaCa4 CarB

GC-P CCAAT-P  +1

—r +4 -200P 2.63 8.30 3.55 0.86
E-pal/-200P 243 6.04 2.17 0.85
Inhibicién® x0.92 x0.73 x0.61 x0.99

Fig. 40. Efecto de la regién rica en GC y del elemento E-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
empleadas en los ensayos de actividad. En las construcciones hibridas GC-E/-75P (panel A) y E-pal/-200P

{panel B), la regi6n rica en GC proximal (-60/-23) y el elemento E-pal de CD-E(-92/-69), respectivamenite,

se insertaron en posicién 5° de secuencias del promotor de CD-P. La actividad luciferasa en cada
experimento se normaliz6 respecto a la actividad RSV- Pgal y se expresé como porcentaje de la actividad
del promotor de CMV en cada linea celular.

A. Efecto de la regi6n rica en GC de CD-E en la actividad basal del promotor de CD-P en las lineas

celulares indicadas. Se indica en la parte inferior la relacién de actividades entre la construccién mixta GC-

E/-75P y la construccién -75P (¥*).

B. Efecto del elemento E-pal en la actividad del promotor de CD-P en las diferentes lineas celulares. En la

parte inferios se indica la relacin de actividades entre 1a construccién mixta E-pal/-200P y la construccién -
200F (#).
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Para analizar si las regiones ricas en GC de CD-E y CD-P eran intercambiables, se
disefié 1a construccién GC-E/-75P, en la que se insert6 la regién rica en GC proximal de
CD-E (-60/-23) en posicién 5' de la construccién -75P del promotor de CD-P. Como se
aprecia en la Fig. 40A la regién rica en GC de CD-E indujo un aumento del orden de 2 a 4
veces en la actividad de la construccion -75P en las distintas lineas celulares de
queratinocitos, originando valores de actividad del promotor de CD-P proximos a los de la
construccion -200P (de un 50% a un 80%). Estos resultados indican que la region rica en
GC de CD-E es capaz de sustituir parcialmente a la regién homologa del promotor de CD-P.

Asimismo, para analizar la posible influencia del elemento E-pal sobre la actividad de
un promotor heterélogo como el de la CD-P, se disefié la construccion E-pal/-200P (Fig.
40B), en la que se habia insertado el elemento E-pal en posicién 5’ del promotor de CD-P en
la construccién -200P. La figura 40B muestra que el elemento E-pal indujo un moderado
efecto inhibidor en la linea HaCa4, mientras que en las otras lineas examinadas el efecto era
mucho menor o practicamente nulo.

Todos estos datos sugieren que en la regulacién de la expresién de ambas moléculas
existen mecanismos comunes, pero también mecanismos diferenciales, y que la regulacion
de la transcripcion del gen de CD-E de ratén probablemente sea mds compleja e incluya

mecanismos adicionales a los de la transcripcién del gen de CD-P de ratén.
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