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Introduccion 1

Las células tumorales malignas se caracterizan por su crecimiento anormal y su
tendencia a atravesar las barreras tisulares, a invadir los tejidos adyacentes, y a diseminarse
a sitios distantes del foco primario, originando focos metastaticos. En condiciones fisioldgicas,
y de forma controlada, ciertos tipos celulares normales manifiestan también un comportamiento
invasivo. Por ejemplo, para la formacién de nuevos vasos sanguineos, las células endoteliales
deben invadir los basamentos membranosos y la matriz intersticial. La gran similitud entre
ciertos procesos fisiologicos y la metastasis tumoral, cuando se observan a nivel molecular,
sugiere que la capacidad de las células malignas para atravesar multiples barreras tisulares
resulta de la pérdida del control que las células normales tienen sobre la expresion del fenotipo
invasivo. Ya que este fenotipo invasivo es esencial para que tengan lugar las diferentes etapas
de la cascada metastatica, el conocimiento de las bases moleculares asociadas al mismo pueden

contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer.

1.1. CARCINOGENESIS, INVASION TISULAR Y METASTASIS TUMORAL

La carcinogénesis se inicia cuando se produce un dafio genético irreversible que no
puede ser corregido por los mecanismos normales de reparacion del DNA. Esta alteracion
cromosomica puede permanecer latente y se requieren fases posteriores, de induccion y
progresion, para la generacion de un tumor. En la fase de induccion, agentes promotores, que
por si mismos no son carcinogénicos, promueven procesos en los que se altera el control de
la proliferacién celular. De esta manera, la célula irreversiblemente transformada y activada
puede proliferar. Este hecho, junto con la estimulacion por factores de crecimiento, la
existencia de interacciones alteradas entre estas células con componentes de la matriz
extracelular, y el aumento de vascularizacion, favorecen la proliferacion celular formandose
un tumor. El crecimiento del tumor requiere la formacidn de nuevos vasos sanguineos (proceso
denominado angiogénesis), una vez que el tamafio de la masa tumoral excede de 2 mm de
didmetro, asegurandose asi el aporte de los nutrientes necesarios para el mantenimiento de
la masa tumoral (Fidler, 1995; Neeman, 1996). Ademads, la angiogénesis es crucial para
favorecer la capacidad de las células tumorales de dejar el sitio primario y para el

establecimiento y expansion del tumor secundario, ya que los vasos neoformados son labiles
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(Karp y Broder, 1995). Para que se produzca el proceso de angiogénesis se requiere la
participacion de diversos factores de crecimiento y otras citoquinas, moléculas que son
sintetizadas por las células tumorales y/o células normales del entorno, o que se encuentran

almacenadas en la matriz extracelular (Benezra et al., 1993; Folkman, 1993).

El crecimiento tumoral estd asociado a la invasion del tejido circundante,
produciéndose la destruccion y colonizacion del mismo. Para ello, se produce un incremento
en los niveles de enzimas que degradan la matriz extracelular. En condiciones normales, en
los tejidos existen inhibidores naturales de estas enzimas, pero durante el crecimiento tumoral
su sintesis se encuentra disminuida, favoreciéndose la degradacion tisular. En numerosos
procesos fisioldgicos también se producen cambios en la composicion de la matriz extracelular,
con sintesis de nuevos componentes y la eliminaciéon de otros preexistentes por accion de
proteasas que los degradan selectivamente. Estos procesos, de eliminacion y de sintesis,
ocurren simultineamente de una forma progresiva y ordenada, por lo que se mantiene la
funcion de la matriz. En condiciones patologicas se rompe este equilibrio alterandose la
dindmica entre la formacion y la degradacion de componentes de la matriz extracelular. De
esta forma, puede tener lugar una produccion excesiva de componentes de la matriz (fibrosis)
o un incremento de la degradacion proteolitica de proteinas del estroma normal (destruccion
del tejido). Esto causa alteraciones en la distribucion, composicién y funcion de la matriz, que
se observan en varias patologias. Aun con una pérdida neta de matriz, como en general ocurre
en el cancer, puede existir un incremento en la sintesis de algan componente especifico o una
acumulacién de componentes de la matriz alterados (Stetler-Stevenson, 1996). Por otro lado,
las céelulas tumorales sintetizan su propia matriz extracelular, una matriz en la mayoria de los
casos vulnerable. Estas alteraciones en la matriz extracelular estan, ademas, asociadas a una
modificacion de las interacciones célula-matriz extracelular, lo que facilita la capacidad de
migracion celular.

Para que tenga lugar la metdstasis las células transformadas necesitan liberarse del
tumor primario, migrar a traves de la matriz intersticial y/o basamento membranoso ¢ invadir
localmente los vasos sanguineos o linfiticos (intravasacion). De esta manera las células
tumorales entran en la circulacion y son transportadas por ¢l sistema circulatorio. En la mayor
parte de los casos, las metastasis ocurren primero en nddulos linfiticos y, en un estadio
posterior, las células dejan el tejido linfoide para entrar en el torrente sanguineo. En la
circulacion, un gran mimero de células tumorales son destruidas por trauma mecanico debido
a la circulacién turbulenta. Por tanto, sélo un niimero reducido de células sobreviven y salen
del torrente circulatorio dando lugar a la metéstasis. En el proceso de extravasacion, células
individuales o pequerios agregados celulares, en capilares de dérganos concretos, interaccionan
con las células del endotelio de los vasos a través de diferentes moléculas de adhesion, y

atraviesan la barrera del basamento membranoso subendotelial, La union de las células
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neoplasicas en el érgano diana presenta especificidad de tejido. En muchos casos este paso
sigue al crecimiento del tumor dentro del vaso y la ruptura fisica de la pared microvascular
por la expansién de la masa tumoral. La extravasacion también puede ser mediada por
interacciones especificas célula endotelial-célula tumoral y la union selectiva a componentes
de la matriz especificos (Zhu et al., 1991; Tang y Honn, 1994-95). Otras veces se produce
una retraccion del endotelio exponiendo el basamento membranoso al cual se adhieren las
células cancerigenas, lo que desencadena la degradacién de éste y la migracion de las células
dentro de los compartimentos de tejidos extravasculares. Todos estos mecanismos implican la
adhesion inicial de las células malignas intravasculares al endotelio. Existen agentes que
interfieren en este paso y disminuyen la metastasis experimental: anticuerpos frente a
receptores de tipo integrina (Schiller y Bittner, 1995; Newton et al., 1995), péptidos sintéticos
que bloquean a estas moléculas de adhesion (Yamamura ef al., 1993; Saiki et af., 1993;
Iwamoto et al., 1996) o tratamientos con drogas que modifican las propiedades adhesivas de
la membrana de las células transformadas (Newton et al., 1989).

Una vez alcanzado el sitio de metastasis, las células tumorales pueden sobrevivir y
crecer en ¢l ambiente particular de dicho organo (Fidler, 1995). La hipotesis de Paget (Paget,
1889) de /a semilla y la tierra proponia que la formacion de metastasis no es un proceso al
azar, sino que depende, en parte, de la interaccién de las células tumorales (semilia) con el
medio compatible proporcionado por el entorno particular del érgano (fierra). Numerosos
estudios, como los realizados en cancer de colon humano (Radinsky, 1993), confirman esta
hipotesis y muestran que la produccion de metastasis especificas de tejido dependen de la
proliferacion de células que expresen receptores para factores de crecimiento. De esta manera,
los factores de crecimiento paracrinos especificos producidos por células normales del 6rgano
diana pueden estimular el crecimiento de las células metastaticas. Las células metastaticas
proliferan en drganos secundarios que producen factores de crecimiento compatibles, es decir,
similares a los implicados en la regulacién celular del tejido normal del que se originé el
tumor primario. El microentorno del o6rgano huésped influye profundamente en el crecimiento
de las células tumorales metastaticas, por lo que se puede considerar a la célula metastatica
como una célula receptiva a un entorno particular (Fidler, 1995). Estudios realizados sobre
el desarrollo de tumores en roedores han demostrado que la metéstasis es un proceso selectivo
que puede tener un origen clonal, desarrolidndose de la proliferaciéon de una lnica célula
(Fidler, 1995).

Una forma comun de cdncer son los carcinomas, tumores que derivan del epitelio
(Figura 1). El epitelio esta formado por un conjunto de células adyacentes unidas fuertemente
y organizado en una o varias capas, la Gltima de ellas adherida al basamento membranoso.
Esta organizacion se mantiene por interacciones célula-célula y célula-basamento membranoso

mediadas por receptores de adhesion presentes en la membrana plasmatica de las células
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epiteliales. Sélo considerando la transformacion de epitelio normal a carcinoma invasivo, se
detectan una serie de cambios en las proteinas de adhesion, alterdndose los mecanismos
normales de adhesion célula-célula y célula-basamento membranoso. Ademas, en los complejos
procesos de invasion y metastasis participan una gran variedad de mecanismos y proteinas
diferentes. En relacion al contenido de esta Memoria, hay que destacar que en diferentes
etapas la matriz extracelular actia como una barrera natural que se opone a la diseminacion

celular. Un esquema del proceso de invasion y metéstasis se recoge en la figura 1.

TUMOR PRIMARIO

Epitelio .
| TRANSFORMACION
Basamento _»
membranoso @ Proliferacion
) INVASION —> | Degradacién de ECM
Estroma @ Angiogénesis
intersticial )
INTRAVASACION

”"’-'i’db:og-g.-,n'-""‘

Capilar

e EXTRAVASACION
sanguineol/linfatico
@ Implantacién
INVASION —> | Proliferacién
@ Angiogénesis

METASTASIS Q Q

Figura 1.- Etapas de la invasion tumoral y formacién de metastasis.

En el esquema se recogen los procesos implicados en la formacion de focos secundarios después de la
transformacion maligna de células de epitelio. Las células transformadas se liberan del tumor primario, atraviesan
la pared de los capilares y entran en la circulacion. De esta manera, alcanzan lugares, distantes del tumor
primario, donde se extravasan y comienzan a proliferar, formando un foco secundario o metéstasis.
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1.2. TIPOS Y COMPOSICION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

[.a matriz extracelular (ECM) es una asociacion o entramado organizado de distintos
tipos de macromoliéculas, cada una de ellas con una funcién especializada, que constituye el
entorno de las células eucaridticas. La composicion de la ECM es especifica para cada tejido
y genera el ambiente especifico y diferente para las distintas células del cuerpo. La ECM actua
como soporte para el crecimiento celular y proporciona una estructura estable alrededor de las
células. Ademds de esta funcidn estructural, la matriz contiene informacién codificada, en
funcion del tipo de moléculas que la constituyan, que se transmite al interior celular (Dedhar
y Hanningan, 1996; Lafrenie y Yamada, 1996), por lo que ejerce un papel esencial en el
desarrollo de la funcion celular normal (Gullberg y Ekblom, 1995; Roskelley y Bissell, 1995).
Influye en el comportamiento celular: en procesos de adhesion y separacion, en la motilidad,
en ¢l establecimiento de la morfologia, en la iniciacién de la transmision de sefiales, modula
la proliferacion celular y la diferenciacion tisular, y participa en la regulacion de diversas fun-
ciones metabdlicas (Ruoslahti y Yamaguchi, 1991; Hay, 1991; Lochter y Bissell, 1995). La
matriz extracelular también desempefia una importante funcion en la angiogénesis (Ingber y
Folkman, 1989; Bonfil et ol., 1994). Actila como reservorio de moléculas con actividad
bioldgica ya que, por ejemplo, algunos factores de crecimiento y citoquinas estan unidos a los
proteoglicanos de la matriz y de la superficie celular (Taipale y Keski-Oja, 1997). Ademas,
algunas proteasas y sus inhibidores se asocian con componentes de la matriz (Liotta y Stetler-
Stevenson, 1991; Farina et af., 1996).

A mediados de siglo se consideraba a la matriz extracelular como "fibras de colageno
embebidas en una sustancia coloidal”. Sin embargo, los conocimientos actuales sobre ella
demuestran que su composicion es compleja y su organizacion muy variada, segan los
conocimientos actuales sobre ella. Estd compuesta por cuatro tipos diferentes de
macromoléculas que pertenecen a las familias de los colagenos, los proteoglicanos, las glico-
proteinas no colagenosas y, en algunos tejidos, las elastinas. Alrededor de una treintena de
genes codifican a las moléculas de los colagenos, y se han descrito decenas de moléculas que
constituyen las familias de los proteoglicanos y de las glicoproteinas no colagenosas. Estas
macromoléculas, frecuentemente multiméricas, se asocian entre si de manera no covalente para
formar una matriz insoluble, generando estructuras especializadas que difieren en su formay
propiedades, lo que les permite adaptarse a los requerimientos funcionales de los diferentes
tejidos. Las propiedades de la matriz dependen de las moléculas particulares que la forman,
del porcentaje relativo de cada una de ellas y de las interacciones que se establezcan entre los
diferentes componentes. La composicién y, por tanto, la organizacion supramolecular de los

componentes de la matriz extracelular, determinan su influencia en el comportamiento celular.
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En los Gltimos afios numerosos estudios han puesto de manifiesto el caracter modular
de los componentes de la matriz extracelular. En las moléculas de coldgeno, proteoglicanos
y glicoproteinas no colagenosas se han detectado elementos estructurales o modulos diferentes
que se repiten en la misma proteina o estan presentes en diferentes macromoléculas (Engel,
1996). Ademdas, muchas de estas proteinas son multifuncionales, pudiendo establecer
interacciones con diferentes macromoléculas, propiedad imprescindible para el desarrollo de

sus funciones.

En general se distinguen dos tipos principales de tejido conectivo: el estroma, o matriz
intersticial, y los basamentos membranosos. En el estroma, donde las células estdn embebidas,
los colagenos mayoritarios forman estructuras fibrilares y se asocian con otros componentes
entre Jos que se puede destacar a la fibronectina, glicoproteina mayoritaria, y, entre los
proteoglicanos, a los de tipo condroitin y dermatan sulfato (Postlethwaite y Kang, 1992:
Aumailley y Krieg, 1994). Los basamentos membranosos son una matriz acelular
especializada, en forma de ldmina uniforme que soporta las células, y estan compuestos
principalmente por colageno de tipo IV, la glicoproteina laminina, y proteoglicanos del tipo
heparan sulfato (Timpl, 1996; Lindblom y Paulsson, 1996).

1.2.1. COLAGENOS

Estas proteinas son los principales elementos estructurales de la matriz extracelular que
proporcionan la forma, la fuerza y la flexibilidad a los tejidos, entre otras propiedades. El
colageno ha sido sindnimo de proteina fibrosa, ya que los primeros coldgenos conocidos,
mayoritarios en los tejidos, forman fibras. Un ejemplo es el colageno de tipo I, que constituye
el 90% del colageno corporal; la molécula esta formada por una triple hélice rigida (triple
hélice de coldgeno), que se asocia formando las caracteristicas fibras visualizadas por
microscopia electronica. Sin embargo, el descubrimiento de otros tipos ha permitido concluir
que la formacién de fibras es una caracteristica de un nimero limitado de colagenos.

En el término coldageno se engloba a una superfamilia de proteinas de, hasta la fecha,
19 tipos de moléculas diferentes, formadas por mas de una treintena de cadenas polipeptidicas
genéticamente diferentes (Tabla I) (van der Rest y Garrone, 1991; Mayne y Brewton, 1993;
Brown y Timpl, 1995; Bateman et al., 1996). Algunos colagenos identificados en la ultima
década son componentes minoritarios en los tejidos y todavia no se conoce la estructura
macromolecular y/o la funciéon que desempefian. Los coldgenos se pueden definir como
"moleculas cuyas propiedades dependen de la triple hélice” o como aquellas "macromoléculas
estructurales de la matriz extracelular que incluyen en su estructura uno o varios dominios que

se encuentran en conformacion de triple hélice” (van der Rest y Garrone, 1991). Dentro de
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Tabla 1. Caracteristicas y tipos de coldagenos

Tipo de colageno y cadenas

Coligenos fibrilares:
I oD, a(D)]

i o, (1]

1T {o, (TI1)]
V e V), 0{V), ai(V)]

XI o (XD, aAXID), a(XD]

Organizacién molecular y supramolecular. Origen celular/distribucién tisular

[oa(1)); a(D} ¥ forma minoritaria [o,()};. Fibras con periodicidad de 67 nm y
didmetro 45-180 nm, Fibras con coldgenos de tipo 1l y V. Fibroblastos y osteoblastos.
Distribucion ubicua: piel, hueso, tenddn, dentina, ligamentos, vasos, etc.

[@{1DY)y. Fibra: 5-100 nm didmetro. Fibras con coldgeno de tipo IX y XL
Condrocitos. Cartilago hialino y cuerpo vitreo.

o, {Il1)];. Fibras de 40 nm de diametro. Fibroblastos. Piel v vasos.

oA VIK]L Ty (V) (V) T (V) a{V) a,(V)]) v otras formas. En fibras de colageno
tipo 1. Células de misculo liso. Membranas ferales, piel, hueso, placenta, etc.

(e, (XT) a(XI) oy XT}]. En fibras de colageno tipo II. Condrocitos. Cartilago.

Coliagenos asociados a fibras:

IX [or{IX) ap{IX), oo TX)]

X1 [, (X1D))

XtV {a(XIV)]

Colagenos no fibrilares;
IV [a,(IV), a(IV), a1V},
o (IV), oV

VI [o(VT), 0(VT), ay(VD]

VI o, (VID)
VI [ {VIL), o,(VIID)
X [adX)]

Otros colagenos:
XTI [o, (XITH]

XIV Jor,(XIV))
XV [a,(XV)]

X V1 {0, (XV1)]
XVIT [o (X VID]
XVII [a,(XVIID]
XIX {0, (XIX)]

foe (IX) &,(1X) a5(1X)]. Asociado a fibras de colageno de tipo 11. Condrocitos. En los
mismos tejidos que el colagenc de tipo 1L

[o{XII)};. Asociado a fibras de coldgeno de tipo I. Fibroblastos. En los mismos
tejidos que el colageno de tipo 1.

la{ X1V}, Asociado a fibras de coldgeno tipo [. Fibroblastos. Piel, tendén, pulmon.

{0, (IV)], a([V)] mayoritaria y otras formas. Estructura reticular. Céluias epiteliaies
y endoteliales. Membranas basales.

[o (VD) oV} a,(VD)]. Red microfibrilar de filamentos con globulos. Fibroblastos.
Vasos y tejidos intersticiales.

[, (VID],. Manojos filamentosos, Células de epitelio. Unidn dermoepitelial.
[o, (VIIDL(?). Redes hexagonales. Células de endotelio. Endotelio vascular.

[e(X)),. Redes hexagonales. Condrocitos hipertrdficos. Placa de crecimiento.

[o (XTIDEK(?). Asociado 2 membrana. Fibroblastos y c€lulas de endotelio. Piel, hueso,
intestino, musculo y cartilago.

[o,(XIV)];. Asociado a fibras. Piel fetal v tenddn.

[ee (X V))y (7). Fibroblasios, células musculares y de endotelio. Rifién y pancreas.
[a, (X V1], (7). Placenta.

[, (XVID] (7). Asociade a membrana. Células de epitelio. Hermidesmosomas.
[e (XVII}L (7). Rifion, higado y pulmén.

[ (XIX)); (7). Fibroblastos (7).

Las cadenas o se nombran con un subindice indicindose entre paréntesis el tipo de coldgeno. En la tabla se
ontiten las posibles variantes de las cadenas « (por ejemplo para cada uno los coldgenos de tipo XII y XIV
se han descrito dos cadenas, una corta y otra larga). Las caracteristicas, origen tisular y distribucion de
algunos de los colagenos recientemente descritos se conocen solo parcialmente.
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esta familia se incluye a las moléculas de colageno que no tienen una triple hélice continua y
que presentan dominios giobulares. Ademads, se excluyen otras proteinas, como el componente
C,, del complemento o la acetilcolinesterasa, que aunque contienen una region en triple hélice

no se encuentran en la matriz extracelular.

La peculiar secuencia de las cadenas polipeptidicas del colageno, la repeticion del
triplete glicocola-X-Y, hace posible que se genere la triple hélice de colageno, estructura
resistente a la acciéon de proteasas comunes. En los coldgenos que no forman fibras la
estructura en triple hélice queda interrumpida por las denominadas regiones no colagenosas,
que varian desde dominios globulares extensos hasta pequeiias regiones donde la secuencia del
triplete no se repite o se altera. Estas zonas son sensibles al ataque proteolitico, pero confieren
flexibilidad a la molécula de coldgeno y la capacita para formar una gran diversidad de
estructuras macromoleculares.

A los diferentes tipos de colageno se les ha asignado un nimero correlativo en funcién
de la fecha de su descubrimiento; pero se ha establecido una clasificacion, en tres grandes gru-
pos, segun las estructuras macromoleculares que forman (Tabla I). Asi, podemos distinguir:
a) Colagenos fibrilares, o colagenos de tipo intersticial (tipos LIL,IlI) y de tipo V y XI, que
presentan una triple hélice continua de 300 nm. Forman fibras resistentes, estabilizadas por
enlaces covalentes, y con bandas periodicas y didmetro caracteristico para cada uno de ellos.
b) Coldgenos asociados a fibras (tipos IX, XII y XIV), moléculas en las que los dominios
en triple hélice se alternan con regiones no colagenosas.
¢} Coldgenos que no forman fibras. En este grupo se incluyen coldgenos que forman redes
o mallas (tipos 1V, VIl y X), o que se presentan en forma de filamentos con glébulos (tipo
VI} o constituyentes de las fibras de anclaje (tipo VII). Dos coldgenos recientemente descritos
{tipos XVI y XIX) se han agrupado con los asociados a fibras ya que contienen uno o dos
dominios comunes con ¢l colageno de tipo IX. Otra subfamilia la forman los coldgenos
asociados a membrana, de tipo XIII y XVII. Los colagenos de tipo XV y XVIII estan
relacionados entre si por sus homologias de secuencia.

En la figura 2 se recogen diferentes formas de asociacion supramolecular de distintos
tipos de coldgeno: organizacion en estructuras fibrilares (coldgeno tipo I), formacion de redes
de colageno de tipo 1V, estructura de colagenos de tipo V1 y VII y asociacién de distintos tipos
de colageno a fibras, por ejemplo, colagenos de tipo IX y XI a fibras de coldgeno de tipo I1.

Aunque la principal funcién que desempefian los colagenos es estructural, tres de ellos,
los colagenos de tipo I, IV y VI, son a su vez miembros de la familia de las denominadas
"glicoproteinas de adhesion" (von der Mark y Goodman, 1993), en la cual también se
encuentran incluidos otros componentes de la matriz extracelular. Se caracterizan porque en

la mayoria de los casos contienen distintas secuencias especificas de reconocimiento celular
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A COLAGENO DE TIPO | B PROCOLAGENO DE TIPO IV
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Figura 2.- Formacion de fibras y redes de coligeno en el espacio extracelular.

Segiin el tipo de coldgeno, el procesamiento extracelular de las moléculas de procolageno es
diferente y, por tanto, las estructuras supramoleculares que forman. (A) Proceso de formacion y
estabilizacion de las fibras de coldgeno intersticial. Las procolageno peptidasas actuan sobre €l procolageno,
que pierde los dominios no colagenosos de los extremos, y la lisil oxidasa convierte ciertos residuos de lisina
e hidroxilisina en los correspondientes aldehidos. La triple hélice resultante agrega lateralmente, formando
microfibrillas que se estabilizan por formacién de enlaces de entrecruzamiento covalentes. (B) Interaccion
de moléculas de colageno de tipo IV para formar estructuras en forma de red. La molécula de procolageno
de tipo IV no se procesa, es una molécula mas flexible que la de los colagenos fibrilares, ya que contiene
inclusiones y deleciones en la secuencia del triplete Gly-X-Y. El procoldgeno de tipo IV no pierde los
extremos no colagenosos por lo que no puede formar fibras. La asociacion, de las moléculas precursoras se
establece a través de los extremos terminales (7S y NC1), formando dimeros y tetrameros y, en ultimo
término, una red tridimensional. Estas estructuras se estabilizan por enlaces covalentes de entrecruzamiento
y por puentes disulfuro. (C y D) Otros tipos de asociaciones que muestran la versatilidad de esta superfamilia
de moléculas de la matriz extracelular.
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y, por tanto, son capaces de interaccionar con las células a través de receptores de la
superticie celular (Hynes, 1992; Guilberg et ai., 1992; Pfaff et al., 1993; Kern et al., 1993;
Underwood et al., 1995). Esto implica que estos colagenos, dependiendo del tipo celular
considerado, influyen en el comportamiento celular modulando procesos como adhesion,
extension, migracion y proliferacion celular. De hecho, en numerosos estudios se utiliza
coldgeno de tipo I o de tipo IV como sustratos adhesivos, analizando la respuesta de distintos
tipos de células.

1.2.2. PROTEOGLICANOS

Un segundo tipo de componentes de la matriz extracelular, que se encuentran
ampliamente distribuidos en los tejidos animales, son los proteoglicanos (Fosang y
Hardingham, 1996). Los proteoglicanos son "macromoléculas constituidas por un niicleo
proteico al que se unen covalentemente distintas cadenas de hidratos de carbono sulfatadas
denominadas glicosaminoglicanos”. La presencia de los glicosaminoglicanos es la carac-
teristica comin de este conjunto de proteinas. Los glicosaminoglicanos son cadenas
polianionicas, de longitud variable, generadas por la repeticion de un disacarido, donde un
residuo siempre es una hexosamina (D-glucosamina o D-galactosamina) y el otro un acido
hexurdnico (D-glucuronico o L-iduronico). Segun la naturaleza del disacdrido presente se
obtienen distintos tipos de glicosaminoglicanos que forman estructuras grandes y extendidas,
con alta densidad de carga negativa debido a los grupos sulfato y carboxilo de los restos de
acido hexurdnico. Algunos proteoglicanos contienen distintos tipos de cadenas de
glicosaminoglicanos y su longitud y la relacion entre ellas puede cambiar durante el desarrollo,
la edad y en estados patoldgicos. Los proteoglicanos pueden presentar oligosacdridos unidos
a la cadena proteica a través de enlaces N- y O-glicosidicos (Kjellén y Lindahl, 1991; Scott,
1992).

La nomenclatura de los proteoglicanos es compleja, ya que suelen reconocerse por su
nombre trivial (agrecano, decorina, serglicina, etc.) que hace mencidn a sus caracteristicas
estructurales o funcionales. La distribucion topografica de los proteoglicanos, en relacion a la
célula, se ha utilizado como forma de clasificacion. Un grupo esta constituido por los que se
depositan en la matriz extracelular (agrecano, versicano, decorina, etc.). En un segundo grupo
se incluyen los proteoglicanos anclados a la membrana plasmatica (fibroglicano, sindecano,
glipicano, etc.). Los proteoglicanos localizados intracelularmente en granulos secretores
(serglicina) constituyen el tercer grupo.

También se han clasificado atendiendo a su secuencia de aminodcidos, reactividad
inmunologica y propiedades, en las siguientes subfamilias:
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a) Proteoglicanos extracelulares de gran tamafio que son capaces de interaccionar con el
acido hialurénico, en los que predominan las cadenas de condroitin sulfato.

b) Proteoglicanos pequefios con nucleos proteicos homologos sustituidos por una o dos
cadenas de glicosaminoglicanos (condroitin, dermatin o queratdn sulfato).

c) Proteoglicanos de los basamentos membranosos que contienen cadenas de heparan sulfato.
d) Proteoglicanos asociados a la membrana celular que normalmente son del tipo hibrido
con condroitin y heparan sulfato.

¢) Proteoglicanos intracelulares o serglicinas; contienen un ndcleo proteico cuya secuencia
alterna serinas y glicocolas y lleva unidas cadenas de condroitin y heparan sulfato.

Los proteoglicanos participan en la organizacion de la matriz extracelular y son res-
ponsables de mantener su hidratacion. Una propiedad fisica de los geles de proteoglicanos es
que son permeables a solutos de baja masa molecular pero no a macromoléculas, formando
barreras de permeabilidad. Ademas de ser un soporte estructural, las funciones de los
proteoglicanos son mas amplias, influyendo en procesos celulares como adhesion, motilidad,
proliferacion, diferenciaciéon y morfogénesis (Fosang y Hardingham, 1996). Una de las
funciones mas sobresalientes de este grupo de componentes de la matriz extracelular es la de
actuar como reservorio de moléculas con actividades bioldgicas diversas, pudiendo, a su vez,
controlar la actividad y prolongar la vida media de las mismas. Diferentes factores de
crecimiento se asocian con proteoglicanos de tipo heparan sulfato (Taipale y Keski-Oja, 1997).
Este tipo de proteoglicanos interacciona con ¢l FGF a través de los glicosaminoglicanos,
incrementando la unién de éste a su receptor y su actividad mitogénica (Yayon et al., 1991).
Otro e¢jemplo lo constituye el TGF-B, que interacciona con el nicleo proteico del betaglicano
y la decorina, inhibiéndose su actividad (Yamaguchi ef al., 1990).

1.2.3. GLICOPROTEINAS NO COLAGENOSAS

La mayoria de las células que crecen in vitro necesitan adherirse para sobrevivir y
proliferar, y requieren factores de adhesion, sobre todo durante los estadios iniciales después
de la siembra. E! suero utilizado en cultivos celulares proporciona estos factores. Contiene al
menos dos glicoproteinas no colagenosas, fibronectina y vitronectina, que pueden, de manera
individual, promover la adhesion celular. Las glicoproteinas no colagenosas constituyen un
grupo heterogéneo de macromoléculas de la matriz extracelular que desempefian funciones
como la regulacion del ensamblaje de componentes de la matriz, proporcionan centros de
interaccion entre las macromoléculas y median en las interacciones con las células. Entre las
proteinas que componen este grupo se encuentran algunas que forman parte de las
glicoproteinas de adhesion. Estas son proteinas muitifuncionales que presentan diferentes

dominios estructurales donde reside su capacidad de unién a células y a otros componentes de
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la matriz. En la mayoria de los casos contienen la secuencia -RGD- de reconocimiento celular
e interaccionan con las células a través de las integrinas. En este grupo se incluyen proteinas
como la fibronectina, laminina, entactina, tenascina, trombospondina, vitronectina y al factor
de von Willebrand, ademas de los ya comentados colagenos de tipo I, IV y VI (von der Mark
y Goodman, 1993; Johansson, 1996). En este apartado sdlo se van a presentar algunas de las
caracteristicas de dos de estas moléculas, la laminina y la fibronectina. En la tabla 1I se
recogen algunas de las caracteristicas de otros miembros de esta familia que se mencionan en

diferentes puntos de esta Memoria.

Lamininas

La laminina es una glicoproteina multifuncional que media la adhesion de ciertos tipos
celulares a los basamentos membranosos. También interacciona con otros componentes de la
matriz como el colageno de tipo TV, proteoglicanos, entactina o nidégeno y heparina. Debido
a estas multiples interacciones, se cree que la laminina desempefia una funcion importante en
el mantenimiento de la estabilidad y en la organizacién de la matriz. Ademas, es la
responsable del anclaje de las células al basamento membranoso y del control de los estados
diferenciados de las células que estan asociadas a los basamentos membranosos (Ruoslahti,
1990; Paulsson, 1992; Boudreau et al., 1995). La laminina ejerce probablemente estas
actividades in vivo durante el desarrollo tisular, en condiciones patologicas, incluyendo la
progresion tumoral, y en la reparacion de heridas (Friedrichs et al., 1995; Malinda y
Kleinman, 1996).

Estudios in vitro muestran que la unién de las células a laminina produce cambios
drasticos en su fenotipo (Kleinman et al., 1993; Yudoh ef al., 1996). La laminina induce la
adhesion y extensidn celular, genera una respuesta mitogénica, favorece la migracion e
invasién celular, promueve el crecimiento neuronal, participa en el mantenimiento de la

morfologia y de un fenotipo diferenciado ¢ influye en la expresion génica.

Estructura de la laminina

La molécula de laminina presenta en microscopia electrénica una estructura extendida
en forma de cruz latina, asimétrica, con tres brazos cortos aparentemente idénticos de 36 nm
y un brazo largo de 77 nm, observandose elementos globulares en cada uno de los brazos
(Timpl et al., 1983). Dos de los brazos cortos contienen, cada uno, una region globular central
y otra terminal, separadas por regiones en forma de varilla; el tercer brazo corto presenta una
region globular adicional. El brazo largo de la laminina se muestra como una varilla flexible,
con un gran dominio globular terminal (Beck et af., 1990). Utilizando diversas enzimas

proteoliticas se han obtenido fragmentos de la proteina que han permitido asignar funciones
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Tabla II. Principales glicoproteinas no colagenosas

ENTACTINA/ NIDOGENO Repeticiones

Gl G2 tipo EGF
Una cadena polipeptidica (148 kDa) P /(i\\
Localizada en basamentos membranosos NH, (_\, . 2 COOH
Interacciona con laminina, colageno de tipo IV — o

calcio y células I;ZF y faf’ 4 RGD Ca” Ca
7 repeticiones tipo EGF y 4 de union a calcio an Células
Colageno IV Laminina

FIBULINAS

Una cadena polipeptidica (80 kDa) Secuencia o )
Proteina plasmatica y de matriz extracelular rica en cisteinas Repeticiones tipo EGF| 4| B
Proteina de unidn de calcio, rica en cisteinas NH, COOH

Unién a fibronectina y fibrinégeno

Sitio alta afinidad union Ca* (EF hand)
OSTEONECTINA v

Una cadena polipeptidica (32 kDa)
Amplia distribucion

Se une a colagenos, gelatina e hidroxiapatito = 1 Region rica en -S-S-
Ensamblaje de la matriz dsea ‘KL’L‘&L_.W" Estabilizacion estructura
2 segmentos ricos en Glu
Unién de Ca”
TENASCINAS TENASCINAC Repeticiones Dorgini;;\sl tipo 111
e

| S R PR SRR TR ZE ] |
Distintas cadenas polipeptidicas NH, < TIEEETT LTI TSI - COOH
(190-230 kDa) N
Forma hexameros (Tenascinas C y R) o | TENASCINA-R

trimeros (Tenascina X)
Localizacion en cerebro, cartilago y piel
Consta de 4 dominios:
- Region globular N-terminal (autoasociacion)
- Repeticiones tipo EGF (actividad antiadhesiva) TENASCINA-X
- 11 repeticiones adicionales de tipo III de FN
(unién a proteoglicanos, fibronectina y células)

- Dominio C-terminal homologo al del ><>

COOH

Repeticiones 23 dominios
tipo EGF tipo I1I de FN

fibrinogeno B y ¥

Repeticiones )
TROMBOSPONDINAS TROMBOSPONDINA 1Y 2 tipo EGF Unién Ca’
Tres cadenas polipeptidicas (150 kDa) P
Amplia distribucion A A
Se une a heparina, fibronectina, fibrinégeno, ....
colageno de tipo V y calcio TROMBOSPONDINA 3
Contiene 8 secuencias de tipo calmodulina
en el extremo carboxilo terminal
PG y heparina
VITRONECTINAS Perforina
Union Union a C7,C8,C9
Una cadena polipeptidica (70 kDa) células  colageno PAI-1y plasminogeno
Proteina plasmatica y de matriz extracelular NHZI | RGD l -S-S- | [10 kD& COOH
Dos formas con diferente afinidad por heparina  Somatomedina B Dominio central

Se indican las principales caracteristicas estructurales, sus dominios de union y su distribucion. EGF, factor de
crecimiento epitelial. EF hand, sitio de union de calcio de alta afinidad. A y B, diferentes formas de
procesamiento alternativo del extremo carboxilo termina de la fibulina. FN, fibronectina. PG, proteoglicano. PAI-

1, inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1. C7, C8 y C9, proteinas del complemento.

R
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especificas a distintas regiones de la molécula. Por ejemplo, por digestién con pepsina se¢
obtiene el fragmento Pl que contiene los tres brazos cortos sin los dominios globulares.
Algunos de los fragmentos obtenidos por digestion con elastasa de la molécula de laminina se
recogen en la figura 3.

Las lamininas constituyen una familia de glicoproteinas de la matriz formadas por
cadenas o, B y v de masas moleculares comprendidas entre 140-400 kDa (Timpl, 1996). Las
cadenas polipeptidicas se clasifican en estos tres grupos en funcion de su secuencia y
organizacidén en dominios. Actualmente se conocen 10 cadenas de laminina genéticamente
distintas que, en su ensamblaje heterotrimérico, dan origen a las 11 diferentes isoformas
(Figura 3). La mayoria de los estudios iniciales sobre laminina se han realizado con la
laminina-1 [alBlyl, denominadas anteriormente A, Bl y B2] procedente del tumor
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de ratén. Se han clonado y secuenciado las tres cadenas
polipeptidicas de la laminina de diferentes fuentes, lo que ha permitido apreciar una
organizacion en dominios acorde con las ultraestructuras observadas. El analisis de la
secuencia de aminoacidos de las tres cadenas de la laminina-! revela la existencia de los
diferentes dominios que, en numeros romanos, aparecen recogidos en la figura 3. Los
elementos estructurales de los brazos cortos son alrededor de 42 repeticiones homologas de
tipo EGF, de aproximadamente 60 aminoacidos, que contienen 8 cisteinas organizadas en
posiciones regulares, en lugar de las 6 que se encuentran normalmente en repeticiones
similares de otras proteinas. Ademas, estas secuencias de tipo EGF también se han descrito
en otras glicoproteinas de la matriz como en la tenascina, la trombospondina o la entactina
(Tabla II). Un andlisis detallado de cada uno de estos dominios, la estructura de cada uno de
los brazos de la laminina y las funciones de esta proteina se encuentra en Beck et al. (1990)
y en Engvall y Wewer (1996).

En las tres cadenas que forman la laminina-1 se han identificado 74 sitios potenciales
de N-glicosilacion. Estos sitios, desigualmente distribuidos entre las cadenas, estan
concentrados en posiciones localizadas en la superficie de la hélice del brazo largo. Los
porcentajes de glicosilacion oscilan entre un 12-27% (Knibbs et al., 1989). Se ha descrito que
la glicosilacién no es necesaria para el ensamblaje de las cadenas ni para la union a heparina,
y no confiere estabilidad frente a las proteasas. Sin embargo, parece que los hidratos de
carbono de la laminina pueden modular la respuesta celular (Bouzon et al., 1990), no siendo
esenciales para la adhesion celular pero si para promover la extension celular y la salida de
neuritas (Dean et al., 1990; Chandrasekaran et af., 1991).

Isoformas de la laminina

Las lamininas, seglin su composicién, se pueden clasificar en dos grupos, lamininas
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ESTRUCTURA DE LA LAMININA

ISOFORMAS
o . .
_ - Autoagregacion Laminina-1 ,a1[31'Y1
o B Unién a: Células Laminina EHS
1121 Nidégeno Laminina-2
0261 <|1- Colageno IV Merosina %ﬁm
— Heparina
B W Laminina-3
o8, S-Laminina  OB.Y,;
Laminina—4
- S-Merosina JEZ’Y‘
Laminina-5 asﬁ?yz
Kalinina/niceina
epiligrina
Laminina-6
o B K-laminina aSB"Y‘
11 . Unién-a células
(13[31 Unién lectinas E8 Salida de neuritas Laminina-7 aﬂB'y
LB, galactésidos Locomoci6n KS-laminina 201
%B IKVAV Diferenciacion
o [31? cranina Laminina-8 B,
P4 }
—E3
Laminina-9 B,
dominio G
RG{ Unién -a: Célula_s Laminina-10 a‘sﬁm
(humana) Heparina
Perlecano
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Distroglicano
®
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Figura 3.- Organizacion en dominios estructurales y funcionales e isoformas de la laminina.

Las tres cadenas a,f,y de la laminina se asocian formando una estructura en forma de cruz latina.
Los dominios estructurales de cada una de las cadenas se indican por nimeros romanos. En el extremo del
brazo largo se encuentra el dominio G. Cada uno de los brazos cortos contiene dominios globulares. Las
secuencias de tipo EGF de los brazos cortos se representan por circulos. Sobre la molécula se recoge la
localizacion de varios fragmentos activos (E1-4, E8, etc.), algunas secuencias de reconocimiento celular y
las interacciones con diferentes componentes de la matriz extracelular y con las células. En la parte derecha
se recoge la nomenclatura de las isoformas de esta molécula y la composicion en cadenas polipeptidicas. Por
microscopia electronica y secuenciacion de proteinas se ha observado que las lamininas-1, -2, -3 y -4
presentan una estructura similar. Las cadenas a3, 3 y y2, sin embargo, muestran deleciones en los brazos

cortos pero, aparentemente, mantienen el dominio en hélice a largo y, en a3, un dominio G.
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que contienen la subunidades completas (lamininas 1, 2, 3 y 4), y las que contienen una o mas
subunidades truncadas (lamininas 5-9) (Timpl, 1996). La pérdida de parte de alguna subunidad
puede ser importante. Por gjemplo, muchas de las lamininas son capaces de autoensambiarse
y formar redes, y unirse a otras proteinas como el nidégeno; pero la laminina-5 no puede
realizar estas funciones a causa de la falta de los dominios responsables para estas
interacciones (Yurchenco y Cheng, 1993; Poschl et al., 1994). Las analogias y diferencias
entre las isoformas de laminina se representan esquemadticamente en la figura 3. Por ejemplo,
las lamininas-2, -3 y -4 se diferencian de la laminina-1 por una nueva cadena a2 o f2 o
ambas, que no produce un cambio significativo en la forma de la molécula. De las ultimas
isoformas descritas, la secuencia completa y la forma de ensamblaje de las cadenas o, y o5
no se conocen todavia,

La diversidad de las lamininas parece tener un significado biologico. Asi, la laminina-1
rodea al epitelio, mientras que la laminina-2 se encuentra asociada con fibras musculares
(Sanes et al., 1990). Por otro lado, en la umodn neuromuscular, las cadenas ol y a2 estan
presentes y la cadena B2 reemplaza a la B1. La laminina-1 induce la adhesion y el crecimiento
de muchos tipos de neuronas; la laminina-3 es adhesiva para neuronas motoras, pero impide
el crecimiento de axones que es promovido por la laminina-1 (Porter et af., 1995). Los
filamentos de anclaje en las uniones epidermis-dermis contienen un complejo unido por puentes
disulfuro de laminina-5 y laminina-6 (Burgeson, 1993), mientras que otras lamininas estan
presentes en la [amina densa. La laminina-5 promueve la migracién de las células de
carcinoma si se la compara con la laminina-1 (Kikkawa ef af., 1994). La existencia de
diferentes isoformas puede indicar una evolucion compleja y una adaptacion a funciones
diferentes con gran especificidad.

Relaciones estructura-funcion

Las lamininas, como componentes tipicos de los basamentos membranosos, poseen
distintos sitios de interaccion para el resto de componentes de los basamentos membranosos
gracias a su naturaleza multidominio (Martin y Timpl, 1987; Paulsson, 1993). Asi,
desempefian una funcién clave en la formacidn y mantenimiento de la estructura tridimensional
compleja necesaria para la funcidn correcta de estas estructuras laminares (Yurchenco y
O'Rear, 1994; Timpl, 1996). Las moléculas con las que las lamininas pueden interaccionar
aparecen recogidas en la tabla III. Ademads, su tamafio y forma hacen posible la union de los
basamentos membranosos a los receptores de la superficie celular. A través de estos

receptores, las lamininas pueden ejercer una gran variedad de efectos sobre diversos procesos
celulares {Tabla III).
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Tabla III. Interacciones y actividades bioldgicas en las que participa la laminina

INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLOGICAS
Niddgeno Adhesion y extension celular
Colageno de tipo IV Diferenciacion celular
Proteoglicanos Crecimiento celular y morfologia
Heparina Haptotaxis

Autoensamblaje Aglutinacién

Interaccion con células Ensamblaje de la matriz extracelular

Metastasis de células tumorales

La clonacidén y secuenciacion de las cadenas de la laminina ha permitido definir
secuencias especificas responsables de la funciones de la proteina (Figura 3). La funcién de
varias secuencias activas se ha puesto de manifiesto a través del uso de péptidos sintéticos
(Kibbey et al., 1992; Yamamura et al., 1993; Bresalier et al., 1996). Sin embargo, los
péptidos sintéticos representan sélo una pequefia parte de los dominios de los que se derivan
y pueden, por tanto, no presentar la estructura correcta o activa. Ademads, las funciones de la
laminina son dependientes de la conformacién. En particular, la funcidon mitogénica del
fragmento P1 se pierde después de la reduccidn de los puentes disulfuro y las actividades de
adhesion celular y crecimiento neuronal del fragmento E8 se pierden después de su
desnaturalizacion térmica.

Fibronectinas

I.a fibronectina es una glicoproteina multifuncional presente en la matriz extracelular,
en forma insoluble, y en fluidos corporales, en forma soluble (Hynes, 1990; Akiyama ef al.,
1995a,b). Es fundamental en procesos de adhesion celular y migracion, en el mantenimiento
de la morfologia celular normal, en la organizacion del citoesqueleto, en procesos de
hemostasis y trombosis, en reparacion de heridas, en la embriogénesis y también en la
diferenciacién celular y en la transformacion maligna.

La fibronectina contiene un 4-10% de hidratos de carbono, dependiendo del origen de
la proteina. Se ha sugerido que los hidratos de carbono pueden protegerla frente a la
proteolisis y controlan multiples interacciones con células y con otras macromoléculas. La
ausencia de hidratos de carbono incrementa la interaccion de fibronectina con gelatina asi

como su capacidad para promover la adhesion y la extension de fibroblastos.
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Estructura

La molécula de fibronectina esta formada por dos cadenas polipeptidicas que se asocian
por puentes disulfuro cerca del extremo carboxilo terminal formando un dimero de masa
molecular aproximada de 500 kDa (Skorstengaard et al., 1986). En la figura 4 se recoge la
estructura general de la fibronectina. Esta proteina muestra un caracter modular donde se
repiten tres tipos distintos de modulos que difieren en su estructura primaria y secundaria.
Cada cadena esta constituida por 12 médulos de tipo I, 2 médulos de tipo II, y un minimo de
15 repeticiones de tipo III, distribuidos en la molécula como se muestra en la figura 4.
Algunos de los elementos que se repiten en la fibronectina aparecen también en otras protei-
nas. Por ejemplo, las secuencias de tipo I se encuentran en el activador del plasminogeno de
origen tisular y en el factor Xllla; las de tipo II en el factor XIla, y las de tipo III, entre otras,

en los colagenos de tipos VI, XII y XIV, en la tenascina y en la cadena B, de las integrinas.

FIBRONECTINA
Repeticiones: I Tipo I; @ Tipo II, {3 Tipo Ili
Fibrina
Heparina Gelatina
Factor Xllla Colageno Heparina Células
Bacterias Clq DNA Células Heparina Fibrina
N 'E  n N IHI”"I 3 }D—D—D—D—D—D—E—D‘D-—D—DE—D—EJ—. I’A—TC
SS
EIB EllIA v N \S
H H
v rassipeennoonooobeoogoeoooeia ljiL c
y -
|
A_30kpa  4okba § MOKDR i maos o K% pmuoy 20 10 ,
UNION A MATRIZ A ) L ‘NTE‘?ACC'ON
Ensamblaje L OB, La,p, CELULAS
ISOFORMAS
- A, B,V — VO, V120, V95, V89, V64

Figura 4.- Estructura modular de la fibronectina; organizacién de dominios estructurales y funcionales.

A lo largo de cada cadena polipeptidica que compone la fibronectina se repiten tres tipos de repeticiones
estructurales diferentes (tipo I, IT y III). La secuencia -RGD-, reconocida por las células, se encuentra en la
décima repeticion de tipo III. En la figura se muestra una molécula de fibronectina hipotética, con una cadena
donde aparecen todos los médulos (se incluyen las regiones susceptibles de sufrir procesamiento alternativo:
EIIIA, EIIIB y V) y otra carente de ellos. Los estudios con diferentes fragmentos de fibronectina que aparecen
recuadrados en la figura, obtenidos por digestion proteolitica controlada, han permitido determinar las regiones
funcionales y los lugares de unién especificos de diferentes moléculas y células. En la parte superior de una de
las cadenas se detallan los ligandos que pueden interaccionar con la fibronectina. Para la heparina y la fibrina
se ha descrito mas de una localizacién de union. La regién amino-terminal parece implicada principalmente en
la interaccion con componentes de la matriz, mientras que la responsable de la interaccion con células se localiza
hacia el extremo carboxilo terminal de la molécula. La expresion del segmento variable V puede generar nuevos
centros de interaccion con células (-PEILDV-, -REDV-).
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Los principales dominios funcionales de esta molécula aparecen en la figura 4. Dentro
de la porcién amino terminal de 70 kDa se encuentran diferentes sitios de unién; entre ellos,
sitios para unidn a fibrina, heparina, factor XIIA, Staphylococcus aureus, y centros implicados
en el ensamblaje de la matriz, probablemente a través del autoensamblaje de la fibronectina.
El dominio de unién a coldgeno/gelatina se encuentra localizado también en esta region. La
parte central de la molécula esta compuesta por repeticiones de tipo III y contiene sitios para

interaccionar con heparina y con c¢lulas a través de dominios especificos,

Las diferencias que existen entre las cadenas de fibronectina del plasma (sintetizada por
hepatocitos) y las secretadas por distintas células se deben a variaciones en el procesamiento
postranscripcional del mRNA, lo que genera una variedad de isoformas derivadas del mismo
gen. Se han identificado tres regiones susceptibles de sufrir un procesamiento alternativo
(segmentos EIIIA, EIIIBy el conector V) cuya expresion puede modificar parcialmente la fun-
cién de la fibronectina. Los segmentos EIIIA y EIIIB pueden estar presentes, como en la
fibronectina sintetizada por diversos tipos celulares, o ser eliminados, como ocurre en la
fibronectina plasmaética (Hynes, 1990). Cinco variantes diferentes de fibronectina pueden
obtenerse en funcién de que el segmento V sea eliminado, expresado parcial 0 completamente
(Hershberger y Culp, 1990). Estas modificaciones confieren a la fibronectina propiedades dife-
rentes, alterandose la solubilidad y la glicosilacion, la sensibilidad a proteasas y generandose
nuevos centros de unién a células. Segun se exprese del segmento V se pueden introducir uno
o dos sitios adicionales de union a células y se puede afectar la actividad de unioén a heparina.
Ademas, este dominio contiene dos sitios de union para O-oligosacaridos y uno para N-
oligosacéridos lo que puede modificar las propiedades de adhesion de la fibronectina. Por el
procesamiento del segmento EIIIB, se introduce una localizacion sensible a la degradacion pro-
teolitica. La expresion de EIIIA es mayor en células transformadas y en tumores que en

células normales de mamifero, sin embargo esto no ocurre, por ¢jemplo, en células de pollo.

La estructura multidominio de la fibronectina, como muchas otras proteinas de la
matriz extracelular, le permite establecer interacciones no sélo con las células sino también
con un gran numero de macromoléculas, entre las que se encuentran la gelatina (colageno
desnaturalizado), diversos tipos de coldgenos nativos, heparina, fibrina, trombospondina, DNA
y actina. Los sitios de union para estas macromoléculas se encuentran en dominios separados,
por lo que la fibronectina puede generar multiples interacciones simultaneas con células y con
otras moléculas (Akiyama et al., 1995b). Esto hace que la proteina pueda mediar en el control
de distintas actividades bioldgicas (Tabla IV).

Dominio de union a células
La fibronectina presenta al menos dos regiones de adhesion celular que pueden

interaccionar independientemente con distintos receptores de la superficie celular.
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Tabla IV. Interacciones y actividades biologicas en las que participa la fibronectina

INTERACCIONES ACTIVIDADES BIOLOGICAS
Colagenos, gelatina y poliaminas Adhesidén y extension celular

Heparina Proltferacion y migracion celular
Fibrina Morfologia celular y diferenciacion
Autoensamblaje Hemostasia y reparacion de heridas
Interaccidn con células Inflamacién

Actina, DNA factor Xlla Ensamblaje de la matriz de fibronectina
Bacterias Metastasis de células tumorales

El primer sitio de adhesion celular de la fibronectina se localiza en la parte central de
la proteina, en el décimo modulo de tipo III, en concreto en la secuencia -Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser- (-GRGDS-) (Yamada y Kennedy, 1984; Pierschbacher y Ruoslahti, 1984a). Ademas,
existe una secuencia adicional que actia de manera sinérgica con ¢l sitio RGD para promover
la adhesién celular, la secuencia -Pro-His-Ser-Arg-Asn- (-PHSRN-) localizada en el médulo
nueve de tipo 111, que se conserva entre diferentes especies, lo que confirma su importancia
funcional. El aminoacido crucial en dicha secuencia es la arginina, ya que incluso una
sustitucion conservativa de lisina por arginina da lugar a la pérdida de actividad adhesiva.
Diversos estudios han indicado que los sitios PHSRN y RGD deben estar orientados o
espaciados correctamente para favorecer al maximo la adhesion celular (Aota et al., 1994;
Akiyama et al., 1995a). Puesto que la secuencia -RGD- no es especifica de fibronectina, se
intenta explicar la especificidad de las interacciones celulares con varias glicoproteinas a través
de la implicacton de secuencias proximas, o de elementos de adhesion distales, o de diferencias
conformacionales. Por experimentos de inhibicidn de anticuerpos se ha podido determinar que
ambos sitios, el RGD y el sinérgico, participan en la migracién celular y en la organizacion
del citoesqueleto de células sembradas sobre fibronectina, indicando que los dos sitios se

requieren para un gran nimero de actividades dec la glicoproteina.

Una segunda region de adhesion celular independiente se localiza cerca de la region
carboxilo terminal, en el segmento conector o médulo V (Akiyama et al., 1995a). Esta region
participa en la adhesion de células de la cresta neural, células de melanoma y ciertos
leucocttos. Al menos dos secuencias dentro de este médulo contienen actividad adhesiva. Las
secuencias minimas de reconocimiento de esta region son -Leu-Asp-Val- (-LDV-)y -Arg-Glu-
Asp-Val- (-REDV-). Al contrario que las secuencias centrales -RGD- y -PHSRN-, las
secuencias -LDV- y -REDV- no actian sinérgicamente, sino que tienen un efecto aditivo en
la adhesion celular (Akiyama et al., 1995b).
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1.3. MATRIZ EXTRACELULAR Y PROGRESION TUMORAL

La interaccién de la célula maligna con el basamento membranoso es un hecho
fundamental en la invasion tumoral y sefiala el inicio de la cascada metastatica (Fidler et al.,
1990; Liotta ef al., 1991; Heino, 1996). Como se ha comentado, durante este proceso es
continua la presencia de barreras de tejido conectivo en muchos puntos claves de la cascada
metastatica: liberacion de las células del tumor primario, intravasacion y extravasacion durante

la diseminacion por los vasos sanguineos y en la invasion tisular.

Los basamentos membranosos no contienen poros que permitan la migracion pasiva de
las células tumorales. Asi, las moléculas que componen los basamentos membranosos
constituyen una barrera para las células no invasivas, pero también proporcionan sitios de
adhesion para las células invasivas. Esta interaccion célula-matriz, mediada por receptores de
tipo integrina, puede inducir la expresion de metaloproteinasas de matriz, y permite a las
celulas la migracién a un nuevo entorno (Larjava ef al., 1993; Riikonen ef al., 1995; Rubin
et al., 1996). Ademas, hay que tener en cuenta que algunos de los productos de la degradacion
son quimiotacticos para las células tumorales, facilitando que éstas se dirijan hacia las zonas
mas debilitadas del tejido y que presentan menor resistencia.

En los procesos tumorales también suele temer lugar una sintesis alterada de
componentes de 1a matriz extracelular. Este hecho, junto con su mayor degradacion, da lugar
a una desorganizacion, reduciéndose la oposicion gjercida por los basamentos membranosos
y por el estroma intersticial frente a la invasién maligna y facilitdindose los procesos de
migracion celular asociados a la invasion tumoral y la formacién de metastasis (Tryggvason
et al., 1987). Asi, en tumores humanos se ha observado una expresion incrementada de
proteoglicanos, fibronectina y tenascina, que pueden ser funcionalmente diferentes de las del
tejido normal. Esto genera una matriz alterada y proporciona un entorno que permite la
invasion de células tumorales o bien facilita la metastasis por modulacién de la adhesion o
controlando la proliferacidn de la célula tumoral. Los componentes individuales, laminina y
fibronectina, parece que incrementan el fenotipo maligno in vitro (Kleinman et al., 1993;
Schiller y Bittner, 1995; Yudoh er al., 1996) y promueven el crecimiento de la célula tumoral
in vivo (Topley et al., 1993; Grant et al., 1994; Varner et al., 1995).

1.4. DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La degradacion de la matriz extracelular en un tejido normal, proceso organizado y
muy regulado, se debe a la accidn de proteasas especificas que degradan la mayoria de los
componentes de la matriz (Birkedal-Hansen, 1995; Stetler-Stevenson, 1996). Las células
malignas deben ser capaces de invadir el tejido que les rodea, aumentando asi el tamafio de
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la masa tumoral, y ademas deben ser capaces de cruzar dos, y en muchos casos tres
basamentos membranosos para alcanzar el sitio secundario. Por tanto, las células con
capacidad para interaccionar y degradar los componentes membranosos los atravesardn mas
facilmente, y formaran metastasis distantes del foco primario. Las proteinasas implicadas en
la degradacién de los basamentos membranosos pertenecen a las familias de las aspartil-,

cistein-, serin- y metaloproteinasas (Tabla V y VI).

Tabla V. Enzimas con actividad degradativa de la matriz extracelular

ENZIMA SUSTRATOS E INHIBIDORES

METALOPROTEINASAS (MMPs) {ver tabla VI}

SERIN PROTEASAS

Elastasa Elastina. Gelatina. COL IV. Activa MMP1 y MMP3,
(o-Pl]

Plasmina Fibrina. COL IV y V. PG. LN. FN. Activa MMPI,

MMP2, MMP3, prouroquinasa y pro-TGF-B.
[o-antiplasmina]

Activadores de plasmindgeno Plasminégeno. [PAI-1, PAI-2]

Catepsina G LN. FN. PG. COL 1. Activa a MMP3. [a,-PI]

Trombina FN. LN. COL IV. Activa al plasmindgeno.
[Antitrombina].

CISTEIN PROTEASAS

Catepsinas B y H ILN. PG. FN. COL L, II, IV, V, IX y XI. Activa a
MMP1. [Cistatinas]

Catepsina L Elastina. PG. FN. LN. COL I, I, IV, V, IX y XI.

[Cistatinas)

ASPARTIL PROTEASAS

Catepsina D LN. FN. PG. [o,-macroglobulina, pepstatina]
GLICOSIDASAS
Heparanasa Heparan sulfato,

fa,-macroglobulina, inhibidor de heparanasaj
Hialuronidasa Acido hialurénico.

[o,-macroglobulina, heparina, suramina]
B-D-Glucuronidasa GAG, oligosacaridos de glicoproteinas.
N-Acetil-B-D-glucosaminidasa GAG, oligosacaridos de glicoproteinas.
N-Acetil-B-D-galactosaminidasa GAGQG, oligosacaridos de glicoproteinas.

Los inhibidores se indican entre { }. COL, coldgeno; FN, fibronectina, LN, laminina; PG, proteoglicano y
GAG, glicosaminoglicano. TIMP-1 y TIMP-2, inhibidores tisulares de metaloproteinasas de tipo 1 y 2; a-PI,
o -inhibidor de proteasas, PAl-1 y PAI-2, inhibidores del activador de plasminégeno de tipo 1 y 2.

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) requieren los iones Zn** y Ca** para ser
activas y tienen la capacidad de degradar a los componentes de la matriz extracelular a pH
fisiologico. Estas enzimas se secretan como proenzimas y sufren una ruptura proteolitica en
¢l dominio amino terminal durante su activacion en el compartimento extracelular. Ademas,
existen MMPs con un dominio transmembrana localizadas en la superficie celular, las MMP
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TABLA VL Clasificacién de las metaloproteinasas de la matriz.

ENZIMA MMP kDa SUSTRATOS [INHIBIDORES]
COLAGENASAS
Colagenasa intersticial MMP-1 52 Colagenos 1, I1, I1L, VII, VIII, IX y gelatina

Entactina y tenascina. Agrecano, MMP-2, MMP-
9. [TIMP-1>TIMP-2]

Colagenasa de neutréfilos MMP-8 75 Colagenos I, If, III, VII, VIII, X y gelatina
Agrecano

Colagenasa-3 MMP-13 52 Colageno |

GELATINASAS

Gelatinasa A MMP-2 72 Colagenos I, 1V, V, V11, X, XI

Fibronectina y laminina, Agrecano, elastina,
MMP-9. [TIMP-1>TIMP-2]

Gelatinasa B MMP-9 92 Colagenos 1V, V y gelatina
Entactina, agrecano y elastina.
[TIMP-2>TIMP-1]

ESTROMELISINAS

Estrometisina-1 MMP-3 55 Colagenos IT, T, 1V, V, [X, X, XI y gelatina
Fibronectina, laminina y tenascina
Agrecano, elastina, MMP-1, MMP-8, MMP-9
[TIMP-1>TIMP-2]

Estromelisina-2 MMP-10 55 Colageno V. Agrecano y elastina

Estromelisina-3 MMP-11 61 No conocido

Matrilisina MMP-7 28 Colagenos 1V y gelatina
Fibronectina, laminina, tenascina y entactina.
Agrecano, elastina.
MMP-1, MMP-2 y MMP-9

MMPs de MEMBRANA

MT-MMP-1 MMP-14 66 MMP-2. [TIMP-1,TIMP-3]

MT-MMP-2 MMP-15 64 MMP-2

MT-MMP-3 MMP-16 72 No conocido

MT-MMP-4 MMP-17 70 No conocido

OTRAS MMPs

Elastasa MMP-12 54 Fibronectina y elastina

Metaloproteasa acida MMP-4 55 Proteoglicanos

Metaloproteasa neutra MMP-6 35 Insulina y telopéptidos de coldgeno

Se indican las metaloproteinasas de la matriz, agrupadas en diferentes subclases, el nimera de MMP asignado a cada
una de ellas, su masa molecular (en kDa) y sus principales sustratos e inhibidores (entre [ ]). TIMP-1, TIMP-2 y
TIMP-3, inhibidores tisulares de metaloproteinasas de tipo 1, 2 y 3. En la actualidad se han identificado dos nuevas
metaloproteinasas, la MMP-18, que se relaciona con las MMP-1, MMP-3, MMP-10 y MMP-11 {Cossins et al.,
1996) y ta MMP-19 (Pendas et al., 1996).
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de membrana (MT-MMP). En la tabla VI se recogen las metaloproteinasas de la matriz
identificadas hasta el momento. Se han identificado 19 miembros de la familia MMP
(Birkedal-Hansen, 1995; Cossins et al., 1996; Sang y Douglas, 1996; Pendas et a/., 1996).
Entre estas enzimas existe un solapamiento en la especificidad de sustrato in vitro; sin
embargo, su especificidad in vivo se desconoce. También es posible que algunas MMP sean
isoenzimas de otras, diferenciandose principalmente en sus patrones de expresion (Crawford
y Matrisian, 1994-95).

Estas actividades degradantes son criticas en procesos fisiologicos que implican
remodelacion e invasidn tisular (cicatrizacion de heridas y fracturas, angiogénesis, inflamacion,
desarrollo del intestino delgado, morfogénesis de la glandula salivar, embriogénesis, ciclo del
endometrio, etc.) (Ries y Petrides, 1995). Todos son procesos limitados que preservan la
integridad y la funcion de la matriz. Sin embargo, en condiciones patoldgicas, las alteractones
en la matriz extracelular son mds extremas y originan cambios en la distribucién, composicion
y funcion de la matriz. La expresion de MMPs se ha relacionado con procesos patologicos que
implican destruccion de los tejidos, como invasidn y metastasis de células tumorales, y artritis
reumatoide (Ries y Petrides, 1995; Basbaum y Werb, 1996; Coussens y Werb, 1996). La
sobreexpresion de MMPs se ha asociado con la progresiéon maligna en carcinomas humanos
de pulmdn, préstata, estomago, colon, mama, ovario, tiroides, cabeza y carcinoma escamoso
de cuello (Stetler-Stevenson et al., 1993).

Las MMPs estan reguladas de diferentes formas: transcripcionalmente por factores de
crecimiento, citoquinas inflamatorias y oncogenes; postranscripcionalmente por alteraciones
en la estabilidad del mRNA y, postraduccionalmente, por su secrecion bajo la forma de
proenzimas. Ademads, también se regula la degradacion de las enzimas activas. Por otro lado,
las MMPs pueden inhibirse por inhibidores de proteasas generales y por inhibidores tisulares
especificos. Los inhibidores de MMPs son proteinas muitifuncionales que tienen también
capacidad para modular la proliferacion celular. Se les conoce como TIMPs o inhibidores
tisulares de metaloproteinasas, y son capaces de bloquear la invasion tumoral y la metastasis
tanto in vive como in vitro. Estas multiples formas de regulacién implican que los niveles y
la actividad de MMP estan cuidadosamente controlados en procesos fisioldgicos. Sin embargo,
en la invasion y metdstasis tumoral parece que existe una expresion y activacion excesiva de
MMPs (Brown et al., 1993; Davies et al., 1993a,b). Los dominios estructurales de estas
MMPs, asi como las formas de regulacion y su actividad, se esquematizan en la figura 5.

La importancia de las MMPs en la progresidn tumoral y metdstasis se ha puesto de
manifiesto en diferentes tipos de estudios, por ejemplo, utilizando los inhibidores tisulares
(TIMPs) (Khokha et al., 1992a,b; Chirivi et al., 1995). Se ha descrito que existe una

correlacion directa entre la expresion de MMPs en células y el comportamiento invasivo y
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Figura 5.- Estructura y control de la actividad de las metaloproteinasas (MMPs).

Se recoge la estructura de las MMPs y sus distintas formas de regulacion. La sintesis de la proenzima
esta controlada por diferentes inductores o represores. La activacion de la proenzima se produce por eliminacion
del propéptido por accion de proteasas. La interaccion de las MMPs con inhibidores especificos (TIMPs) conduce
a su inactivacion. Las distintas MMPs difieren en la presencia o ausencia del dominio tipo hemopexina, de las

repeticiones tipo II de la fibronectina o de la existencia de un dominio transmembrana.
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metastatico de las mismas en modelos animales (Sreenath er al., 1992; Powell ef al., 1993).
La produccion incrementada o de novo de MMP, o una mayor activacion de éstas, se asocia
con estados avanzados de muchos cdnceres (Azzam et al., 1993; Newel ef al., [994,
MacDougall et al., 1995). Otros estudios sugieren que las MMPs afectan a la proliferacidn
inicial de las células, actuando no tanto en el proceso de la extravasacion, sino en el posterior
crecimiento (Koop et al., 1994; Witty et al., 1994). Todo cllo sugiere que la produccion de
MMPs puede influir en estadios tempranos, intermedios y Gltimos de la progresiéon tumoral.

En estudios inmunohistoquimicos se ha observado que la expresion de las MMPs puede
tener lugar en las células transformadas o en las células del estroma. Por lo tanto, puede ser
qgue las células cancerigenas produzcan las metaloproteinasas por si mismas, o induzcan a otras
células a producirlas., Experimentos in vitro muestran que la interaccion de células
transformadas con la matriz pueden inducir la sintesis de MMPs (Larjava et al., 1993;
Riikonen et af., 1995; Chintala et af., 1996). Esto sugiere que la expresion por las células
tumorales debe ser limitada y que tiene lugar s6lo durante el corto periodo en que las células
se adhieren a ligandos extracelulares. Los patrones de expresion in vivo de las MMPs en
tumores indican que la expresioén de estas proteinasas por parte del estroma estd implicada en
la invasioén tumoral, mientras que la expresion por las células tumorales es importante para la
metastasis (Poulson et al., 1993; Wright et al., 1994).

Puesto que en tejido normal practicamente no se expresan MMPs, debe existir algin
mecanismo responsable de su induccion. En tejidos tumorales parece ser que la activacion de
oncogenes y la pérdida de genes supresores de tumores, junto con la interaccion con la matriz,
originan de manera directa o indirecta la expresion de MMPs por las células tumorales. Las
células del estroma expresan MMPs en respuesta a mediadores solubles secretados por las
células tumorales o por células inflamatorias infiltradas, por contacto célula tumoral-
fibroblastos del estroma, o por cambios en la arquitectura del tejyido y en la matriz extracelular
(Kataoka et al., 1993; Himelstein et al., 1994). Al degradarse la matriz sc liberan o activan
factores de crecimiento. Por otro lado, las alteraciones de las interacciones célula-célula y
célula-matriz originan cambios celulares que pueden provocar un incremento en la
proliferacion. En algunos tumores, ademds de los fibroblastos, también las células endoteliales
liberarian MMPs y esto influiria en la invasion de los capilares (Autio-Harmainen et al., 1993;
Pyke et al., 1993).

1.5. RECEPTORES DE ADHESION CELULAR

La adhesion celular es un proceso critico para la célula, ya que permite ¢l anclaje, la

migracion y la iniciacion de sefiales para el crecimiento y la diferenciacién. La adhesion
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celular es también un proceso clave de la cascada metastitica puesto que, ademas de ser
fundamental durante el proceso de angiogénesis (Stromblad y Cheresh, 1996), tienen lugar
interacciones de diferentes clases: célula tumoral- matriz extracelular, célula tumoral-célula
tumoral y célula tumoral-célula huésped (plaquetas, leucocitos y células endoteliales) (Weiss
1994-95; Tang v Honn, 1994-95). De hecho, en varios estados de la progresion tumoral y la
metastasis se han implicado a distintos miembros de las familias de receptores de adhesion
(integrinas, cadherinas, inmunoglobulinas y selectinas) ademas de moléculas que también
presentan propiedades adhesivas, como lectinas y proteoglicanos (Honn y Tang, 1992;
Bevilaqua y Nelson, 1993; Rubin et al., 1996).

En células transformadas, cuando se las compara con células normales del mismo
tejido, se observa tanto la sobreexpresion como la disminucion/supresion de la sintesis de
proteinas de adhesion. Por tanto, es posible que las modificaciones sean necesarias para que
tenga lugar la motilidad, invasién y metastasis de la célula maligna. En este sentido, se han
descrito numerosos ejemplos en los que las interacciones célula-célula se modifican. Por
ejemplo, en carcinomas, la supresion de la expresion de la E-cadherina es uno de los primeros
cambios que tienen lugar en las células de epitelio transformadas y, como consecuencia se
origina la pérdida de contactos célula-célula, paso esencial en la progresion tumoral. Sin
embargo, la expresion de CEA y CD44 se incrementa en este mismo tipo de tumores. La
sobreexpresion y la liberacién de CEA al espacio intercelular de células tumorales adyacentes
desestabiliza las interacciones célula-célula. Por otro lado, la sobreexpresion de ciertas
isoformas del CD44 hace que tengan mayor importancia las interacciones célula-matriz que
las interacciones célula-célula (Jothy et al., 1995),

La ruptura de la estructura epitelial, por disminucion en la adhesioén entre células
tumorales y células-matriz, origina la liberacién de las células tumorales del tumor primario
ya que se promueve la motilidad celular. Esto favorece la migracion de las células tumorales
a través del basamento membranoso, desde el sitio donde originalmente proliferan al estroma
que rodea al tumor. Una vez alcanzado este estado, el carcinoma ha progresado de un
crecimiento in situ relativamente benigno, a uno mas invasivo (Jothy ef af., 1995).

Las células metastaticas expresan frecuentemente receptores de adhesion no presentes
en las células normales, que facilitan su interaccién con la pared de los vasos y con la matriz.
Este fenomeno, denominado expresion ectopica, es una expresion que se considera anormal,
como es el caso de la expresion de las integrinas a,P; ¥y o B, v de las moléculas de adhesién
de la superfamilia de las inmunoglobulinas PECAM-1,ICAM-1y N-CAM, en tumores solidos.

Las interacciones célula tumoral-célula endotelial son claves en la preferencia de drgano
de la metastasis. En los vasos, las células tumorales se adhieren a la monocapa de células del

endotelio reconociendo receptores en dichas células. Normalmente estin implicados
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mecanismos de reconocimiento carbohidrato-carbohidrato, carbohidrato-selectina, y proteina-
proteina. Esta adhesion célula-célula da lugar a la activacion de las células tumorales y/o
endoteliales, incrementandose la expresion de ciertos receptores de adhesion, generalmente
integrinas, lo que conduce a una unién mas fuerte entre las células tumorales y ¢l endotelio
(Tang v Honn, 1994-95). La expresion de selectinas por células endoteliales incrementa la

adhesion de células tumorales y la metastasis experimental (Bevilaqua y Nelson, 1993).

1.5.1. Integrinas

Las integrinas son los principales receptores celulares por los que las células se
adhieren a su entorno (matriz extracelular) y a otras células, pero también son esenciales
durante el desarrollo, en la migracion celular y en la invasion de las c€lulas tumorales (Varner
y Cheresh, 1996; Sheppard, 1996; Rubin ef al., 1996). A estos receptores se les denomind
integrinas ya que integran el citoesqueleto de la célula a la matriz extracelular. Las integrinas
estan implicadas en varias enfermedades lo que demuestra su importancia en procesos
fisiologicos y patologicos. La capacidad para interferir en las funciones de las integrinas con
anticuerpos anti-integrina o péptidos sintéticos ofrece numerosas oportunidades para la
intervencion terapéutica en enfermedades como trombosis, inflamacion y cancer.

Estructura

[Las integrinas son heterodimeros de subunidades « y (3, glicoproteinas transmembrana,
unidas no covalentemente. Se han identificado al menos 16 subunidades o y 8 subunidades 3
diferentes, que al combinarse forman las 22 integrinas identificadas hasta el momento.
Inicialmente las integrinas se clasificaron en subfamilias en funcion de la cadena B que
contenian. Sin embargo, mientras que alguna subunidad o se une a una Unica subunidad f3,
algunas subunidades o se asocian con varias cadenas . Ademas, el nimero de miembros de
esta familia se podria incrementar si se considera que varias subunidades pueden sufrir un
procesamiento alternativo en el dominio citoplasmatico. En la figura 6 se recoge la asociacion
de las cadenas o y B de las distintas integrinas. Las caracteristicas estructurales generales son
similares para todas ellas, presentando un gran dominio extracelular globular, un dominio
transmembrana y un pequefio dominio citoplasmdtico de menos de 60 aminoacidos conectado
al citoesqueleto (Ruoslahti, 1991; Hynes, 1992). Sin embargo, la cadena f, presenta un
dominio citoplasmatico de alrededor de 1000 aminoacidos (Hogervorst et al., 1990; Tamura

et al., 1990). El sitio de union al ligando parece estar formado por secuencias de las regiones
N-terminales de las dos subunidades a y .

Todas las subunidades f presentan en el extremo amino terminal cuatro repeticiones
de un segmento rico en cisteinas, con numerosos puentes disulfuro internos, que forma parte
del dominio de unién al ligando (Calvete et al., 1991). Todas las subunidades o contienen



Introduccion

29

A Sitio de unién
del ligando
a Subunidad B
Subunidad « .
% Subunidad B
X
X" Domiiod RO s
Dominio-1 —
Ao, 0 &y
O x OlgOlp Dominios tipo
"EF-hand"
Dominio o
extracelular < gn '32 rica gn |$2 rica
Region —»
ﬁsmembrana
Fosforilacién ~ \
Membrana de tirosinas I : L
plasmitica Bi1B2B3BsBs _ ' oY
C-terminal : I B,
! ’
Repeticiones tipo Il : ! e
Dominio \ /I ’
citoplasmatico -
B , C-terminal
)
B Bs Ui
L., KAL FN BG FN
3 _E VN VN | VWF
o8N, v /=N B |FB
%Py RGD
Oy FN fa Y FN,LN,VN,TB,0S
VCAM-1 \ FB, VWF, COL
FN
RGD / o RGD
7/ LN N
s
B 2 _0Op
8 —
FN ICAM-1
VCAM-1 /C3bi C3bi \C’?C”'A‘fn s
MadCAM-1 FB FB :
(0 ICAM-1 - OL
X L
E-cadherina o FX
— — % Oy

Figura 6.- Superfamilia de las integrinas.

(A) Caracteristicas estructurales y dominios presentes en las integrinas. En la region extracelular las
subunidades o (en el dominio I) y B contienen secuencias MIDAS (Metal Ion Dependent Adhesion Site). Los
dominios V-VII de la subunidad o, en integrinas que contienen el dominio I (o IV-VII en otros), presentan
secuencias tipo EF hand de unioén a cationes divalentes. (B) Superfamilia de las integrinas. Las lineas indican

las integrinas o} y sobre ellas se representan los ligandos reconocidos por éstas: Col (coldgeno), 1y IV (coldgenos de
tipo I'y IV), LN (laminina), KAL (kalinina), MER (merosina), FN (fibronectina), ET (entactina), VN (vitronectina), OS (osteopondina),
TB (trombospondina), FB (fibrindgeno), VWF (factor con Willebrand), C3bi (factor del complemento), BM (basamento membranoso),
MadCAM-1 (molécula de adhesién celular de tipo adresina de la mucosa), VCAM-1 (molécula de adhesién celular vascular tipo 1), FX

(factor X), ICAM- (molécula de adhesién intercelular), ? (ligando desconocido). RGD, la interaccion con el ligando es a través

de RGD.
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siete repeticiones de un segmento homologo. Las Gltimas tres o cuatro repeticiones contienen
secuencias (-Asp-X-Asp-X-Asp-Gly-X-X-Asp- o similares) que participan en las propiedades
de unién a cationes divalentes de estas subunidades. Esta region de la subunidad o también
forma parte del dominio de union al ligando. La naturaleza de los cationes, que son
fundamentales para la funcidon de las integrinas y necesarios para la asociacion de las
subunidades o de algunas integrinas, pueden afectar a la afinidad y a la especificidad por los
ligandos (Mould et al., 1995a; Humphries, 1996). La sustitucion del metal de coordinacion
origina cambios conformacionales en la proteina que afectan a la region implicada en la union
al ligando lo que puede conducir a una modificacién en la adhesion celular y de la actividad
de la integrina (Mould, 1996).

Las integrinas pueden unir a mas de un ligando, y los ligandos normalmente son
reconocidos por mas de una integrina (Figura 6). La mayoria de los ligandos son proteinas de
la matriz extracelular implicadas en la adhesion célula-sustrato. Sin embargo, algunos ligandos
como el fibrindgeno son factores solubles. También pueden mediar la adhesion directa célula-
célula. Asi, algunas integrinas reconocen proteinas integrales de membrana de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, como las moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1, ICAM-2) vy
la molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1).

El patron de expresion de integrinas varia enormemente dependiendo de los diferentes
tipos celulares. Algunas lineas celulares de mamiferos expresan solo unas pocas integrinas,
mientras que otras pueden tener hasta diez. Las integrinas o, v o¢B,;, que se expresan
preferentemente en c€lulas epiteliales, son receptores para laminina (Rabinovitz et al., 1995;
Chao et al., 1996; Nista et al., 1996). Por otro lado, las integrinas asf3, y a,p, se detectan
en células con capacidad para migrar (Albelda, 1993). Algunos tipos celulares expresan
integrinas altamente especializadas, como la integrina a3, de megacariocitos y plaquetas,
que participa en la agregacion plaquetaria. Del mismo modo, las integrinas 3, se expresan solo
en leucocitos y median la extravasacién de leucocitos y la inflamacion.

En células transformadas se han detectado cambios en la expresiéon de diferentes
integrinas con respecto a la de las células normales. Sin embargo, la heterogeneidad de
resultados hace dificil establecer una relacion clara entre el grado de malignidad y el patrén
de expresion de integrinas. En general, el fenotipo maligno se relaciona con una alteracion en
el nivel y/o tipos de integrinas expresadas. En la conversion de células epiteliales a un estado
maligno, ademas, se suele producir una alteracion en la distribucion de las integrinas, pasando
de una distribucion polarizada a una localizacién mas difusa.
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Ligandos de las integrinas y secuencias de reconocimiento

Las integrinas presentan especificidad de unidn a los diferentes ligandos de la matriz
extracelular, como queda recogido en la figura 6. Algunas integrinas son bastante especificas,
como la a.f, que interacciona sélo con fibronectina. Sin embargo, una integrina puede
interaccionar con diferentes ligandos (especificidad superpuesta), ya que reconocen en los
ligandos secuencias cortas presentes en diferentes proteinas. Ademas, una célula puede
expresar dos o tres integrinas capaces de reconocer el mismo ligando. Este comportamiento
parece ser redundante en cuanto a adhesion celular. Sin embargo, dos integrinas que unen el
mismo ligando pueden no desempeiiar la misma funcion en la célula ya que diferentes
subunidades a./B pueden transmitir sefiales distintas de la matriz extracelular al interior celular.
Las integrinas no siempre reconocen a todos los ligandos que se han descrito en la bibliografia
para ellas, sino que las células que las expresan pueden regular su especificidad. Por ¢jemplo,
la integrina a,f, expresada en plaquetas es receptor de colageno, pero en otras células se une
ademas a laminina y fibronectina.

La mayoria de las integrinas reconocen la secuencia -RGD- presente en las
glicoproteinas de adhesion. La conformacién de la region donde se encuentra dicha secuencia
parece ser fundamental para el reconocimiento especifico de las diferentes integrinas
(Ruoslahti, 1996). En la mayoria de las secuencias de reconocimiento es de destacar una
caracteristica comun, la presencia de un residuo de aspartato en todas ellas. Este grupo
funciona en adhesion celular proporcionando un grupo de coordinacién alternativo en las
integrinas para quelar el catién divalente (Humphries, 1996).

La funcidn de las integrinas se puede modular, pudiendo encontrarse éstas en un estado
activo o inactivo (Mould et al., 1995a; Humphries, 1996; Mould, 1996). De esta manera, la
especificidad y la afinidad de una integrina concreta sobre una célula dada no es siempre
constante, sino que depende de su estado activo-inactivo. Algunas integrinas necesitan ser
activadas para poder unir a su ligando, como es el caso de la integrina de plaquetas o, 3; o
las integrinas 3, de neutrofilos. La integrina o, puede ser activada por anticuerpos contra
el receptor, por el propio ligando, o por la activacion de plaquetas. Este proceso es similar
para las integrinas f3,, deben activarse, no uniéndose al ligando en caso contrario. La
activacion de las integrinas parece que se origina por cambios conformacionales (Mould,
1996). Por otro lado, una integrina puede regular la funcion de otra. Por ejemplo, la integrina
oyfB; puede regular la funcién del receptor de fibronectina w,f, (Blystone et al., 1994).
También, la induccion por fibronectina de la expresion de genes de metaloproteinasas via
integrina asf3, se inhibe fuertemente por interacciones mediadas por el receptor de fibronectina
o,f, (Huhtala et al., 1995).
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Funciones de las integrinas

Las integrinas participan en los procesos de ensamblaje y remodelacion de la matriz,
permitiendo a las c€lulas su adhesion. Un ejemplo es la integrina o5, que es necesaria para
que las células de ovario de hamster chino depositen fibronectina en la matriz (Ruosiahti,
1994-95). También en este proceso se ha implicado a la integrina o,B; (Wu ef al., 1995). El
mecanismo por el que ocurre este proceso se desconoce, pero puede que la integrina concentre
la fibronectina en la superficie celular y cambie su conformacion de manera que pueda ser
incorporada en fibrillas. Otra integrina, a.f,, que se une al mismo sitio RGD en la
fibronectina que o3, y también media la adhesion, sin embargo, no participa en el ensamblaje
de la matriz. Por otro lado, la integrina a3, es el receptor que usan las células para moldear

los geles de coldgeno por contraccion (Chan et al., 1992).

Las integrinas median la adhesion de las células a la matriz extracelular, lo que tiene
consecuencias importantes, ya que muchos tipos celulares sélo sobreviven y proliferan si se
encuentran adheridos a una superficie. También estin implicadas en la migracién celular,
determinando la direccion, velocidad y diana final de dicho proceso. Los movimientos
celulares que tienen lugar durante la reparacion tisular pueden depender de interacciones
mediadas por integrinas. Lo mismo ocurre con el efecto de los componentes de la matriz

extracelular en la diferenciacion celular.

Las integrinas, ademas de mediar la adhesion celular durante el proceso invasivo y
metastatico, pueden transmitir seiiales de la matriz extracelular al interior celular. De esta
manera participan en una gran variedad de procesos celulares que influyen en el desarrollo
tumoral, incluyendo la regulacion de la proliferacion y la apoptosis, la motilidad celular y la
invasion, la localizacion en la superficie celular de MMPs y la angiogénesis (Varner y
Cheresh, 1996).

Integrinas y transmision de la sefial

Los cambios en la morfologia y en el comportamiento celular que ocurren al
interaccionar las células con la matriz a través de las integrinas, hacen pensar que estos
receplores funcionan como transductores de las sefiales extracelulares. Los dominios
intracelulares de las subunidades de las integrinas estan conectados a proteinas del
cithesqueleto y a rutas de transmision de sefiales. Un esquema de las principales proteinas
implicadas en dicha transmision aparece en la figura 7.

El agrupamiento de las integrinas, inducido por la matriz extracelular, y las
interacciones intracelulares de las integrinas con el citoesqueleto cooperan para inducir la
formacion de los sitios de adhesidén (contactos focales) y la transmision de la sefial. Estos

receptores activan las rutas de transmision de la sefial identificadas inicialmente para factores
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1.- Unién del ligando

2.- Reagrupamiento de receptores

“%  3.- Seiiales intracelulares:
- Formacion de contactos focales y
organizacion del citoesqueleto
- Fosforilacion por activacion de tirosina
y serina/treonina quinasas de:
- receptores de ECM (integrinas)
- proteinas de los contactos focales
FAK, paxilina, tensina, talina
- quinasas (Src, Crk, Grb2, Csk)
- Aumento de Ca* y/o pH intracelular
- Alteracion del metabolismo del inositol

Activacion factores
transcripcionales

4.- Activacion de factores transcripcionales

Transcripcion génica 5.- Transcripcion especifica de genes

F-ACTINA

1.- Unién receptor-ligando
Agrupamiento de receptores

2.- Autofosforilacion de FAK
- Fosforilacion de paxilina
? Paxilina
FAK 3.- Activacién de Src, Grb2, Crk
y Csk. Implicacion de
dominios SH2 y SH3

Paxilina Csk

4.- Activacion de rutas
dependientes de Ras

» Ras

Figura 7.- Transmision de la seiial dependiente de integrinas.

Etapas implicadas en la transmision de la sefial al interior de la célula tras la interaccion integrina-
ligando. (A) Formacion de contactos focales y organizacion del citoesqueleto. (B) Fosforilacion por activacion
de la proteina pp125™4K o FAK (Focal Adhesion Kinase). La autofosforilacion de la FAK puede originar el
reagrupamiento y la activacion de otras tirosina quinasas (Crk, Grb2, Src, Csk) y la fosforilacion de paxilina.
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de crecimiento y citoquinas. Las integrinas inducen seflales que incluyen el influjo de Ca’*,
intercambio de protones, fosforilacion de proteinas, alteraciones en el metabolismo de los
fosfoinositidos, activacion de la proteina quinasa MAP (mitogen-activated protein), cambios
en la expresion génica y estimulacion de la respuesta mitogénica (Richardson y Parsons, 1995;
Yamada y Miyamoto, 1995; Dedhar y Hanningan, 1996).

El mecanismo por el cual se desarrolla la transmision de la sefial parece implicar al
dominio citoplasmatico de las integrinas. Esta se une a una o mas quinasas que inician la
cascada de sefiales después de la ocupacion de integrinas y/o la agregacion. Una proteina
tirosina quinasa, la quinasa de adhesion focal o FAK (Focal Adhesion Kinase; pp120¥%) se
une al dominio citoplasmatico de B, (Schaller y Parsons, 1994) y se coagrupa con agregados
de esta integrina (Miyamoto et al., 1995). Los estudios realizados con proteinas quimeras que
contienen sélo el dominio citoplasmdtico de la integrina 3, indican que este dominio es
suficiente para la fosforilacion de FAK (Lukashev er al., 1994; Akiyama et al., 1994). Otras
subunidades 3, como £, y 5, también producen la fosforilacidon de FAK después de su
agrupamiento, pero otras formas de procesamiento alternativo de B; no lo hacen, indicando
que este efecto es especifico de ciertas subunidades B. La FAK fosforila a proteinas del
citoesqueleto, como la paxilina e interacciona con la tirosina quinasa src; también estan
implicadas en la transmision de la sefial otras tirosinas quinasas de la familia src. Un esquema
del mecanismo propuesto se recoge en la figura 7. Si se producen los tres efectos, ocupacion,
agregacion y fosforilacidn de tirosinas, se obtiene un efecto mdximo, con la asociacién de F-
actina y otras proteinas del citoesqueleto (Yamada y Miyamoto, 1995).

1.6. EL. CANCER DE COLON

Uno de los cdnceres mas comunes en los paises occidentales es el colorrectal, con una
alta incidencia y mortalidad, a pesar de los avances en el diagnostico, las técnicas quirirgicas
y formas de terapia. En Espafia este tipo de cancer afecta a 20-30 personas de cada 100.000;
es la segunda causa de muerte por cancer, después del cancer de pulmén en el hombre y del
cancer de mama en la mujer (Cortés ef al., 1995). Teniendo en cuenta el material bioldgico
y el estudio planteado en esta Memoria, se ha considerado oportuno incluir algunos apuntes
sobre los tipos de cancer colorrectal, y algunas de las alteraciones genéticas descritas en esta
patologia, que puedan reflejar la complejidad de las alteraciones observadas. Sin embargo, sélo
ciertos aspectos de los que a continuacién se presentan han sido objeto de este estudio.

La carcinogénesis colorrectal es un proceso complejo, resultado de numerosas
alteraciones genéticas e influencias medioambientales, que conducen tanto a mutaciones
somaticas como hereditarias. Estas mutaciones dan lugar a la activacién de protooncogenes,
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que actian dominantemente, o a la inactivacion de genes supresores de tumores. Se han
descrito dos formas hereditarias de cancer de colon con diferente etiologia molecular, la
poliposis adenomatosa familiar y el cancer colorrectal no-poliposo hereditario, que darian
cuenta de! 5%-15% de los casos de cancer de colon. El resto de los casos se consideran
esporadicos (Burt et al., 1995; Kinzler y Vogelstein, 1996). Los factores hereditarios
determinan la predisposicion de cada individuo a desarrollar el cancer de colon, mientras que
la exposicion a factores ambientales especificos determinan que los individuos desarrollen

adenomas pequeiios, grandes o finalmente cancer de colon (Burt, 1996).

La poliposis adenomatosa familiar (FAP) es un sindrome dominante autosémico en
el que se produce una pérdida alélica en el cromosoma 5q, afectdndose el gen apc
(adenomatous polyposis coli; localizado en el cromosoma 5q21). Se caracteriza por el
desarrollo de numerosos tumores poliposos benignos, algunos de los cuales pueden llegar a
ser malignos (Kinzler y Vogelstein, 1996). El paso limitante en la iniciacion del tumor ¢s la
mutacion somadtica que tiene lugar en el alelo de tipo salvaje apc heredado del progenitor no
afectado (Levoy et al., 1994; Luongo et al., 1994). El gen apc codifica a una proteina que
media la adhesion celular y participa en el control de la proliferacion de las células epiteliales
del colon (Rubinfeld et al., 1993). La mutacion en este gen hace que se sintetice una proteina
truncada, inactiva, y que se incremente la diviston celular (Caspari ef al., 1994). Alteraciones
en ¢l gen gpc también se han descrito en cdnceres esporadicos no familiares (Kinzler y
Vogelstein, 1996) pero, mientras que en personas con FAP una lesion es heredada y la otra
ocurre somadticamente, en personas con tumores esporadicos, ambas ocurren somaticamente
(Astrin y Costanzi, 1989).

El cancer colorrectal no-poliposo hereditario (HNPCC) se ha detectado en familias
en ias que existe una predisposicion dominante autosdmica al cancer colorrectal en ausencia
de los adenomas o tumores benignos detectados en FAP (Lynch er al., 1996; Kinzier y
Vogelstein, 1996). Lynch lo clasifico en dos categorias: de tipo I, especifico de sitio, s6lo se
genera cancer de colon; de tipo I, donde las personas afectadas desarrollan, ademas, tumores
de mama, endometrio, ovario, estomago, intestino delgado, tracto renal superior y
probablemente en otros sitios (Watson y Lynch, 1993). En una tercera categoria, variante del

sindrome de Lynch de tipo II, también desarrollan lesiones malignas y benignas en la piel.

Se ha establecido una relacion entre HNPCC y alteraciones en los cromosomas 2p y
3p (Sandkuijl y Bishop, 1993; Lindblom et al., 1993). Parece que los genes implicados
participarian directamente en la replicacion o en la reparacion del DNA, ya que se ha
encontrado inestabilidad genética en tumores HNPCC. Los genes AMSH2 y hMLH ], junto con
los genes hPMS! y hPMS2, parecen ser los implicados (Fishel et al., 1993; Bronner et al.,
1994; Nicolaides et al., 1994).
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Los familiares en primer grado de personas afectadas de cdncer colorrectal esporadico
tienen un mayor riesgo de sufrir este tipo de cancer que el resto de la poblacion (Lovett,
1976). Esto sugiere que debe existir una predisposicion genética al cdncer colorrectal comin.
No se conocen los genes implicados, pero se podria tratar de mutaciones benignas en los genes
responsables de la FAP y HNPCC. Asi, se ha descrito una forma atenuada de FAP, donde el
gen apc se encuentra mutado en el extremo final proximal, en la que se observa un menor
ndmero de adenomas, produciéndose el desarrollo de adenomas y cancer en una edad mas

avanzada (Spirio et al., 1993).

Los factores medioambientales y, en particular, la dieta desempefian un importante
papel en la formacién del céncer colorrectal (Potter et al., 1993; Giovannucci y Willett, 1994).
Algunos de los genes afectados parecen ser los que codifican a sistemas enzimaticos implicados
en la destoxificacion de carcindgenos y otras sustancias. Existe un fenotipo particular, que esta
determinado por el locus acetilador (para la destoxificacion de arilaminas, presentes en los
alimentos precocinados). Individuos con un fenotipo acetilador rapido presentan un riesgo de
cancer colorrectal dos veces superior con respecto al fenotipo lento (Turesky et al., 1991;
Kadlubar et al., 1992). También se ha encontrado que un fenotipo carente de glutation S-
transferasa M1 (implicada en catalizar la conjugacion de una variedad de carcindgenos y
drogas citotéxicas con el glutatién) estd asociado con un riesgo incrementado de cancer
colorrectal (Zhong et al., 1993). Otros estudios apuntan a los lipidos como componentes de
la dieta criticos para el desarrollo del cancer colorrectal, lo que justificaria que esta
enfermedad se asocie con dietas ricas en carne roja (Giovannucci y Willett, 1994). En este
proceso parece estar tmplicado el gen que codifica a la fosfolipasa A2 (MacPhee ef al., 1995).

Alteraciones somsticas en oncogenes

El cancer surge, en parte, de la acumulacién de cambios genéticos en una célula. Estas
alteraciones genéticas incluyen la activacion de oncogenes celulares a través de una mutacion
y la inactivacion de genes supresores de tumor por mutacion y/o delecion. Los estudios en
tumores colorrectales demuestran que la acumulacién progresiva de cambios genéticos en
oncogenes y en genes supresores de tumores es paralela a la progresion clinica de tumores
colorrectales del epitelio normal a tumores benignos, v mas tarde al estado maligno de la
enfermedad (Kinzler y Vogelstein, 1996). Un esquema con algunas de las alteraciones
cromosomicas mas frecuentes detectadas en cancer colorrectal se recogen en la figura 8. Entre
ellas se pueden destacar hipometilacion en el DNA, mutaciones en ras, sobreexpresién de c-
myc y c-src, pérdida de heterocigosis en el cromosoma 17p (gen p53), 18q (gen dcc), y 5q
(genes mcc y apc), alteraciones en el cromosoma 2p y en la regulacion de la proteina quinasa
C (Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder, 1995).
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Figura 8.- Progresion del ciancer de colon.

En la parte superior se muestra la progresion del tumor a lo largo de las diferentes capas del intestino
grueso y la clasificacién de éste en los estados A, B, B, y C segin Dukes. El estado C se subdivide en dos
categorias dependiendo de que el tumor alcance solo el ganglio linfatico (C,) o que alcance el torrente sanguineo
(C,). En el estado D, los tumores han formado metéstasis. En la parte inferior se indican las alteraciones
genéticas mas importantes asociadas con la progresion del tumor de colon y, en la tabla, el tipo de alteracién
que tiene lugar en el caso concreto de la poliposis adenomatosa familiar (FAP).
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La familia de genes ras (K-ras, H-ras y N-ras) y en particular K-ras parecen ser los
oncogenes mas importantes implicados en el cdncer colorrectal. Presentan una alta homologia
y codifican a una proteina de 21 kDa. De forma similar a G, la proteina ras une nucleétidos
de guanina (GTP) y tiene actividad GTPasica. Esta proteina participa en la transmision de la
sefial y esta implicada en el control de la proliferacién celular y la diferenciacién. En cancer
colorrectal, el 90% de las mutaciones se encuentran en el gen K-ras y sélo el 10% en el gen
N-ras. Estas mutaciones estan localizadas en los codones 12, 13 y 61, y producen sustituciones
de aminoacidos que dan lugar a una inapropiada activacion de la transmision de la sefial. Tanto
las proteinas mutadas que permanecen activas (ligan GTP pero no mantienen su actividad
GTPasica), como la sobreexpresion de la proteina no mutada producen transformacion maligna
por activacion de rutas mitogénicas dependientes de ras (Fearon y Vogelstein, 1990;
Waldmann y Rabes, 1996). Sin embargo, algunos autores indican que el fenotipo maligno de
las células no se correlaciona con la presencia de mutaciones de K-ras o con altos niveles de
expresion de la proteina ya que, en ambos casos, se mantiene la funcién de dicha proteina
(Buard et al., 1996).

El significado de las mutaciones en el gen ras en cancer colorrectal no se conoce
todavia ya que en mas del 50% de los canceres colorrectales esporadicos no se han detectado
mutaciones en K-ras. Sin embargo, la elevada frecuencia de mutaciones en K-ras detectadas
en adenomas permiten considerar a esta mutacion como una de las modificaciones asociadas
a la transformacién maligna de adenoma a carcinoma (De Benedetti et al., 1994). Ras se
sobreexpresa en carcinomas primarios, pero esta sobrecxpresion es menor en estados mas
avanzados y en metastasis, comparados con ¢l tumor primario (Gallick et al., 1985). Esto
sugiere que en la carcinogénesis colorrectal, después de un cierto estado de evolucion del
tumor, no se requiere la activacidon de ras. Dado que se ha detectado una sobreexpresion de
ciertos factores vasculares, se ha propuesto que la activacion de ras puede estar relacionada

con un cambio angiogénico en las lesiones tempranas precancerosas (Rak et al., 1995).

De la familia de genes myc (N-myc, L-myc y ¢-myc), el gen ¢-myc estd localizado en
el cromosoma 8q24 y codifica a una fosfoproteina de 64 kDa. La expresidn de ¢c-myc varia
a lo largo del ciclo celular, incrementandose con la estimulacion mitogénica, por lo que se
cree que la proteina que codifica es esencial para la proliferacion celular. Se induce por
factores de crecimiento peptidicos y, cuando se sobreexpresa, puede transformar células en
cultivo e inducir tumores en animales (Guillem er al., 1995). La proteina regula la
transcripcion y también se ha propuesto que puede participar en la replicacion del DNA,
posiblemente por unién a sitios de iniciacién de sintesis de DNA.

En el colon humano normal, [a proteina se localiza en la zona proliferativa basal. Sin

embargo, en adenomas, ésta se localiza en las criptas. En la mayoria de los canceres
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colorrectales se ha observado una expresion elevada del mRNA de c-myc y de la oncoproteina
en las etapas tniciales de la carcinogénesis colorrectal. Ademas, la amplificacion de c-myc,
pero no la sobreexpresion, se ha correlacionado con la progresion metastdsica del cancer
colorrectal (Rochlitz et al., 1996). Otros estudios sobre la expresion de c-myc en tumores
primarios sugieren que esta se produce preferentemente en lesiones del lado izquierdo del
colon que en el derecho. La sobreexpresion de N-myc y L-myc también se ha detectado en
muchos canceres colorrectales. Sin embargo, en algunos carcinomas no se han observado estas
modificaciones, nmi s¢ ha encontrado relacidén con el estado del tumor o el grado de
diferenciacion. Por tanto, los datos no demuestran una relacidn causa-efecto entre produccion
incrementada del RNA de c-myc y ¢l desarrollo de carcinomas de colon.

El producto del gen c-sre s una tirosina quinasa asociada a la membrana que participa
en la transmision de la sefial mitogénica. Esta proteina se activa, de cinco a diez veces, en el
70% de los canceres colorrectales (Talaminti ef ¢f., 1993). El mecanismo de activacion no se
conoce; no se han observado cambios genéticos y pero parece que pueden estar implicadas
modificaciones postraduccionales. Otros miembros de la familia de tirosinas quinasas src se
expresan en altos niveles en algunas lineas celulares de cancer colorrectal.

Pérdida de alelos y genes supresores de tumores

En céancer colorrectal tiene lugar la pérdida de alelos que desenmascaran mutaciones
en genes supresores de tumores como apc, mec, p53 y dec. Estos genes codifican a proteinas
que regulan negativamente la proliferacion celular (Guillem et al., 1995; Jhanwan y Gerder,
1995). De esta manera, la enfermedad somatica o esporddica tiene lugar a través de dos
alteraciones genéticas sucesivas (mutacion y delecién) que bloquean la funcién del gen.

En el cromosoma 5q se han encontrado alteraciones en los genes apc y mcc. La
mutacion del gen apc (responsable de FAP) aparece en aproximadamente el 30% de los
canceres colorrectales esporadicos familiares. La alteracion de estos genes incluye mutaciones
puntuales, deleciones o inserciones, dando lugar a proteinas truncadas. La mutacién en uno
de los alelos es suficiente para causar hiperproliferacion e inestabilidad cromosomica. Sin
embargo, esta mutacion parece que no es suficiente para producir cancer (Kinzler y
Vogelstein, 1996).

El gen mutado en cédncer colorrectal, o gen mcc, codifica a una proteina de 829
aminodcidos con homologia de secuencia con la proteina G acoplada al receptor muscarinico,
en conereto con la region del receptor necesaria para la activacion de la proteina G, por lo que
puede participar en el proceso de transmisién de la sefial (Jhanwan y Gerder, 1995). Sin
embargo, €l papel del gen mcc en cancer colorrectal no se ha determinado.
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En las células cancerigenas se ha observado una alteracion en la regulacién de los
puntos de control del ciclo celular (momentos en los qgue se puede producir la reparacion del
DNA) asociada con la inestabilidad genética y la progresion tumoral. Un importante punto de
control del ciclo celular en células de mamiferos estd mediado por el gem supresor de
tumores p353 que actia en la fase Gl y G2/M del ciclo celular (Kastan et al., 1992; Cross et
al., 1995). Este gen, localizado en el cromosoma 17p, codifica a una fosfoproteina nuclear de
53 kDa que se une a secuencias especificas de DNA actuando como un factor transcripcional,
regulando posiblemente los niveles de expresion de genes implicados en la inhibicion del
crecimiento celular (Kem et al., 1992). En algunas circunstancias €l p53 es también capaz de

inducir la muerte celular programada o apoptosis.

Las mutaciones y la pérdida alélica del gen p53 se han asociado con tumores en una
gran variedad de organos humanos y tanto en cénceres espontaneos como hereditarios. La
expresion anormal de p53 se asocia con un peor pronostico clinico en pacientes con cancer
colorrectal (Baretton et a/., 1996). El gen p53 mutado codifica a una proteina alterada, con
una vida media mas larga por lo que se acumula en el niicleo y en el citoplasma de las células
transformadas. Una de las funciones asignadas a la proteina p33 es la de impedir la replicacién
cromosomica en circunstancias especificas, cuando se ha producido un dafio en el DNA,
evitando la transmisién de errores a la células hijas (Tishler et a/., 1993). Sin embargo, para
una célula tumoral la pérdida de la funcion de la proteina p53 puede constituir una ventaja,
ya que algunas alteraciones en el DNA favoreceran el crecimiento tumoral. En el 75-80% de
los carcinomas de colon se observa la pérdida de ambos alelos, uno a través de delecion y el
otro por mutacion. Se ha propuesto que el producto del gen p53 puede tanto promover como
suprimir los procesos de malignidad, es decir, las mutaciones heterocigoticas en el p53 pueden
ser una ventaja para el control selectivo del crecimiento mediante un efecto dominante
negativo. Esto sugiere que mutaciones en un locus normal del p53 son recesivas al alelo dei

p33 salvaje, contribuyendo solo a la tumorigénesis cuando el alelo salvaje se inactiva.

Ademas de las alteraciones en los cromosomas 5 y 17, en tumores colorrectales es
frecuente la pérdida de genes en el cromosoma 18q. Un ejemplo lo constituye el gen dee que
codifica a una proteina que es una molécula de adhesion célula-célula y célula-matriz. Una
disminucion en la expresion del gen dcc daria lugar a una adhesion alterada contribuyendo a
incrementar el crecimiento tumoral y la metéstasis en tumores colorrectales (Guillem et al.,
1995; Jhanwan y Gerder, 1995).

Se ha propuesto un modelo de carcinogénesis colorrectal en multietapas, ya que las
mutaciones del gen ras, la hipometilacion de DNA, la mutacion del gen p53 vy las alteraciones
en €l cromosomas 5q ocurren en un estadio temprano, mientras que deleciones de alelos de

los brazos del cromosoma 17p y 18q ocurren normalmente en el dltimo estadio de la
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tumorigénesis (Figura 8). Esta secuencia de eventos es similar en enfermedades esporadicas
y hereditarias. Este modelo genético de cancer colorrectal sugiere que en la progresion de
células epiteliales de colon normal a carcinoma se acumulan gradualmente multiples
anormalidades genéticas, La secuencia de hechos genéticos asociados con iniciacion,
transformacion y progresion de cdncer colorrectal se podria dividir en tres categorias
principales: a) una predisposicion o cambio genético especifico de tejido, b) alteraciones en

genes asociados con transformacion, y c) alteraciones asociadas con progresion y metdstasis.

Inestabilidad genética

Una de las caracteristicas comunes de las células malignas es la presencia de multiples
mutaciones y de un genoma inestable. La inestabilidad origina numerosas mutaciones que
contribuyen a la capacidad de las células tumorales para evitar los mecanismos de control del
crecimiento normal, ademas de la adquisicion de un fenotipo agresivo. Basandose en la alta
frecuencia de las mutaciones observada en cé€lulas tumorales humanas, Loeb (1994) ha
sugerido que el cancer se origina por la expresion de un fenotipo mutador, que da lugar a la
inestabilidad genética, y que ha sido detectado en el 1% de los carcinomas colorrectales. La
inestabilidad de microsatélites se ha encontrado en una gran variedad de tumores, incluyendo
el cancer de colon familiar y ciertos canceres esporadicos (Thibodeau er af., 1993; Shibata et
al., 1994; Fong et al., 1995; Perucho, 1996). Los microsatélites estan constituidos por
secuencias de | a 6 nucledtidos que se repiten y que son altamente polimoérficos (Weber y
May, 1989). La inestabilidad aparece como un cambio sustancial en la longitud de las
repeticiones (de naturaleza heterogénea) o un cambio menor {(normalmente de dos pares de
bases) (Thibodeau et a/., 1993). Las alteraciones en estas secuencias, dispersas por todo el
genoma, sugieren que durante el desarrollo del tumor tienen lugar numerosos errores de
replicacion, que puede ser reflejo de una funcion defectuosa en genes de reparacion del DNA,
y se manifiesta cuando ambas copias de un gen reparador son inactivas. Entre otros genes, se
ha implicado a mutaciones de los genes hMSH2, hWMLHI, hPMSI y hPMS2 (Bronner et al.,
1994; Loeb, 1994; Nicolaides et al., 1994). Estos genes, ademds de reparar el DNA
defectuoso durante la replicaciéon, pueden detener el ciclo celular en aquellas células en las que
el DNA se ha dafiado (Boland, 1996). Estos estudios se han realizado principalmente en
tumores, existiendo unos pocos estudios en los que se analiza la inestabilidad de microsatélites
en lineas celulares tumorales establecidas (Shibata et al., 1994; Farber et al., 1994).
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OBJETIVOS

Las células BCS-TC2, procedentes de un adenocarcinoma primario de colon humano,
son de origen epitelial y poco diferenciadas (Turnay ef a/., 1990); mantienen unas
caracteristicas estables a lo largo de su cultivo in vitro, que recuerdan las de las células del
tumor primario, por lo que constituyen un sistema modelo adecuado para ¢l estudio de
carcinomas primarios poco diferenciados. Estas células crecen en monocapa o en multicapa,
mostrando heterogeneidad morfologica; expresan citoqueratinas y antigeno de membrana
epitelial y tienen una capacidad de sintesis de antigeno carcinoembrionario reducida (Turnay
et al., 1990). Su cariotipo se encuentra alterado, aunque el niimero de cromosomas es normal
(46XX, +der(15), +der(16)). Poseen un bajo poder tumorigénico, en ensayos in vitro de

formacién de colonias y en estudios in vive por inyeccion subcutdnea en ratones atimicos.

En los procesos de invasidn y metastasis se producen interacciones entre las células
transformadas y la matriz extracelular. Se ha planteado la realizacién de estudios encaminados
a determinar la influencia de la matriz en el comportamiento de las células BCS-TC2, tanto

in vitro como in vivo. Por ello se fijaron los siguientes objetivos:

A) Andlisis del efecto que la interaccion de las células BCS-TC2 con componentes de la
matriz extracelular produce sobre el comportamiento celular. Identificacion de los
receptores implicados en dicho proceso.

Estudio de la influencia de la matriz extracelular y de alguno de sus componentes
individuales (laminina, fibronectina y coldgenos) en procesos como adhesion, extension y
proliferacion de las células BCS-TC2. Identificacion de las secuencias de adhesion implicadas
en estas interacctones. Determinacion de los receptores celulares, centrandose principalmente
en los receptores de tipo integrina; analisis de los posibles mecanismos de transmision de la

senial al interior celular.

B) Modificacion del fenotipo tumorigénico/metastdtico de las células BCS-TC2 por su
interaccion con la matriz extracelular.

Determinacion de la capacidad tumorigénica y metastatica de las células BCS-TC2, asi
como de la influencia de la matriz o de sus componentes individuales en el fenotipo maligno.
En los casos en que se produzca induccidn de tumores, se plantea la obtencidén y
establecimiento de nuevas sublineas celulares, y el andlisis de las propiedades especificas de
estas sublineas en comparacion con la linea celular parental (tumorigenicidad, grado de
diferenciacion, inestabilidad genética). La disponibilidad de diferentes lineas seleccionadas por
interaccion de las células BCS-TC2 con componentes de la matriz extracelular puede resultar
de utilidad para identificar cambios en parametros como expresion de receptores implicados

en dicha interaccion o expresion de metaloproteinasas capaces de degradar la matriz.
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2.1. PROTEINAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La fibronectina utilizada en estos estudios, de plasma humano, se ha obtenido de los
laboratorios ICN-Hubber S.A. La laminina, el matrigel y los colagenos tipo I, IV y V se han
aislado segun los procedimientos que se describen a continuacion. El grado de pureza de las
diferentes preparaciones de proteinas se ha comprobado por andlisis de aminodcidos y
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Turnay, 1989).

2.1.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE COLAGENO DE TIPO 1

El colageno de tipo | se aisla de piel fetal bovina. La piel se lava con agua destilada,
se congela en aire liquido y se homogeneiza en una trituradora de carne. La extraccion y
purificacion del colageno de tipo I se realiza de acuerdo al método de Timpl et al. (1975), por
precipitaciones salinas en medio neutro, como se resume en el Esquema 1.

Esquema 1. Aislamiento y purificacion del coligeno de tipo 1

- Agitacion del homogeneizado durante 2 dias en tampon Tris 30 mM, pH 7,4, conteniendo NaCl 0,2 M,
EDTA 0,1 M, p-hidroximercuribenzoato 5 mM y PMSF 20 mM. La relacién peso de tejido/volumen de
tampdn es de 1/3.

- Centrifugacion. El sobrenadante se filtra por gasa y se precipita con NaCl sélido hasta una concentracion
final de esta sal de 2,5 M. Se mantiene en agitacion constante durante una noche.

- El precipitado, obtenido tras 1a centrifugacion, se resuspende en tampodn Tris 30 mM, pH 7.4, que contiene
NaCi 0,2 M, en una relacion 1/5 (p/v), manteniéndose en agitacion durante 2 horas. Después de una dialisis
frente a este mismo tampdn, se precipita con NaCl 5 M hasta alcanzar una concentracion final de cloruro
sodico de 1,7 M. La adicion del NaCl se realiza gota a gota durante 1 noche y con agitacién constante.

- Centrifugacién y separacion del sedimento que contiene coldgeno de tipo IIl. Precipitacion salina del
sobrenadante con NaCl 5 M hasta una concentracion final de 2,5 M.

- Centrifugacién. El precipitado de coldgeno de tipo I se resuspende en icido acético 0,1 M, dializandose
en este medio. Esta disolucion se liofiliza y el coldgeno obtenido se conserva a -20°C,

Todas las operaciones se realizan a 4°C, y las centrifugaciones a 27.000g durante 1 hora (en centrifuga Sorvall
RC-5B) salvo que se indique lo contrario.

La composicion de aminoacidos es coincidente con la descrita por otros autores para
esta molecula (Timpl et ql., 1975; Kithn, 1983). La electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de SDS revela la existencia de diferentes especies moleculares en la preparacion:
cadenas o (o, y o,), componentes B y componentes y. El estado nativo de la preparacion de
colageno se comprueba por los espectros de dicroismo circular en la region del ultravioleta
lejano, donde aparece el maximo a 222 nm caracteristico de la estructura en triple hélice del
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coldgeno nativo. La gelatina se obtiene por desnaturalizacion del colageno de tipo I por
tratamiento térmico de una disolucion de este coldgeno, a una concentracion de 2 mg/mlL,

durante 30 minutos a 80°C. La gelatina se liofiliza y se conserva a -20°C.

2.1.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COLAGENOS DE TIPOIVY V

Estos colagenos se aislan de placenta humana la cual lava exhaustivamente con una di-
solucion salina neutra y se trocea. Se trata repetidas veces con acetato sodico 0,4 M y, una
vez bien lavado el tejido, se procede a la extracciéon de los colagenos por precipitaciones
salinas fraccionadas y cromatografias, de acuerdo a una modificacion del método de Glanville

et al. (1979) que se resume en el Esquema 2.

Esquema 2. Aislamiento y purificacion de coliagenos de tipo IVy V

- Agitacidén durante 2 horas en dcido formico 0,5 M en una relacion peso de tejido/volumen de 1/3. Digestion
con pepsina {relacion 1:2000 {p/p); EC 3.4.23.1} durante 16-20 horas con agitacion constante.

- Centrifugacion a 7.000g durante 1 hora. Parte del sobrenadante asi obtenido se dializa frente 2 acido acético
0,1 M y se liofiliza, obteniéndose la fraccion denominada "extracto de placenta”.

- Precipitacién salina del resto del sobrenadante por adicién de NaCl sélido hasta alcanzar una concentracion
final det 6% en NaCl. Se mantiene en agitacion constante durante ! noche. Tras la centrifugacion, el
sedimento se resuspende en tampén Tris 30 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,2 M, en una relacion 1/5
(p/v), dializandose frente a este mismo tampdn. Esta fraccion, que contiene los coldgenos de tipo I, III, IV
y V, se precipita por adicién de NaCl 5 M hasta una concentracién final de 1,8 M. Centrifugacion.

- El sobrenadante (colagenos de tipe [ y tipo V) se precipita entre 3 v 4M de NaCl. El precipitado,
conteniendo coldgeno de tipo V, se redisuclve en acido acético, se dializa y se reprecipita al 7% de NaCl.
Didlisis frente a acido acético y liofilizacion; el coldgeno de tipo V se mantiene a -20°C.

- Redisolucién del precipitado en tampén Tris 30 mM, pH 7,4, NaCl 0,2 M, dialisis frente a este mismo
tampoén y reprecipitacion a 1,8 M de NaCl. Redisolucién del precipitado en tampon Tris 30 mM, pH 8.6,
que contiene urea 2 M y NaCl 0,2 M y didlisis frente a este mismo tampon.

- Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa (2,5 x 10 cm), equilibrada en el tampodn de didlisis
a 15°C. El material no retenido en la columna se dializa frente a un tampdn acetato 40 mM, pH 4,8, que
contiene urea 2 M. Cromatografia de intercambio idnico en CM-celulosa (2,5 x 10 ¢cm), equilibrada a 15°C
en tampdn de dialisis. La muestra se eluye de la columna con un gradiente lineal de NaCl (0-0,2 M) en
I L de tampdn. Se recogen las fracciones correspondientes al colageno de tipo IV.

- Dialisis frente a 4cido acético 0,1 M; el coldgeno de tipo IV se conserva liofilizado a -20°C.

Todas las centrifugaciones se realizan a 27.000g y las operaciones se llevan a cabo a 4°C a no ser que se indique

expresamente otra temperatura. Después de cada una de las didlisis se realiza una centrifugacion para eliminar
el material no soluble.
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2.1.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAMININA Y DE LOS FRAGMENTOS
PROTEOLITICOS E1-4 y E8

Las preparaciones de laminina y matrigel se obtienen a partir del sarcoma EHS de
raton. Las células tumorales para la propagacion subcutdanea fueron proporcionadas por la Dra.
Albini del Istituto per la Ricerca sul Cancro (Génova). El tumor, que crece subcutdneamente
en ratones C57B1, se extirpa cuando alcanza 2-4 cm de diametro y se lava con tampon fosfato
salino NaCl 140 mM, KC1 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM, Na,HPO, 8,1 mM, pH 7,4 (PBS). El
aislamiento de la laminina se realiza segin el método de Timpl ez al. (1979), y los fragmentos
de laminina se obtienen por digestion con elastasa, segun el método de Ott er al. (1982). En

el esquema 3 se recoge el procedimiento empleado.

Esquema 3. Obtencion de la laminina y de los fragmentos E1-4 y E8

- Homogeneizacion del tejido en tampén Tris S0 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 3,4 M, PMSF 50 pg/mL,
NEM 50 pg/mL y EDTA 2 mM. Centrifugacion a 10.000g durante 30 minutos, descartindose el sobrena-
dante que contiene proteinas celulares y séricas.

- Extraccion en tampon Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,5 M e inhibidores de proteasas, en una
relacion 1/10 (p/v). Se mantiene con agitacién constante durante 1 noche. Centrifugacion a 23.000g durante
30 minutos, descartindose el sedimento que contiene colageno de tipo IV.

- Precipitacién salina con NaCl 5 M hasta alcanzar una concentracidén final de cloruro sédico 1,7 M. Se
anade la disolucion gota a gota con agitacién continua durante 1 noche. Centrifugacion a 27.000g durante
1 hora y dialisis del sobrenadante frente a un tampén Tris 50 mM, pH 8.6, urea 2 M y NaCl 0,25 M.

- Cromatografia de intercambio idnico en una columna de DEAE-celulosa (2,5 x 30 ¢cm), equilibrada en el
tampon de dialisis. La laminina (excluida) se dializa frente a un tampoén Tris 50 mM, pH 8,6, urea 2 M.
Recromatografia en DEAE-celulosa, equilibrada en el tampdn de dialisis, eluyéndose la laminina con un
gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,3 M (2 x 600 mL). Concentracion por ultrafiltracién en Diaflo
(membrana Amicon XM 100A) y didlisis frente a tampoén Tris 50 mM, pH 7.4, conteniendo CaCl, 1 M.

- Cromatografia de penetrabilidad en Biogel Al.5m (3,5 x 150 cm)}, equilibrada en el tampdn de dialisis
anterior. La laminina eluye en el volumen de exclusién. Dialisis frente a tampon Tris 50 mM, pH 7,4,
NaCl 0,3 M. Las preparaciones se conservan a 4°C en presencia de inhibidores de enzimas proteoliticas,
© bien congeladas a -20°C.

- La laminina se dializa frente a tampon bicarbonato 50 mM, pH 7,9. Los fragmentos se obtienen por
digestion con elastasa (EC 3.4.21.36) a 37°C durante 16 horas a una relacién enzima/laminina de 1:100
(p:p), deteniéndose por adicién de PMSF. Los productos de la digestion se separan por cromatografia en
Agarosa A 1.5m (4 x 140 cm) en tampén Tris 50 mM, pH 7.4, conteniendo CaCl, IM.

- Dialisis frente al tampdn bicarbonato y cromatografia a 4°C en Sepharose-heparina (2,5 x 6 cm) preequili-
brada en el tampén de didlisis. El fragmento E1-4 no se retiene y el fragmento E8 se eluye con el tampon
bicarbonato que contiene NaCl 0,5 M. Los fragmentos se dializan frente a tampon Tris 50 mM, pH 7.4,
NaCl 0.3 M y se conservan en las mismas condiciones que la laminina intacta.

Todas las operaciones se realizan a 4°C.
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2.1.4. OBTENCION DE MATRIGEL

Este basamento membranoso reconstituido se obtiene del tumor EHS, siguiendo el
método descrito por Kleinman et al. (1986) y Fridman er al. (1990). El aislamiento del
matrigel bajo en factores de crecimiento, del que se eliminan componentes de baja masa
molecular, se obtiene siguiendo el método descrito por Vukicevic et al. (1992b). En el
esquema 4 se recogen todas las etapas del procedimiento de preparacion de los dos tipos de
matrigel. En la figura 9 se muestra una clectroforesis de preparaciones de laminina y de estos
dos tipos de matrigel.

Esquema 4. Obtencion de matrigel y matrigel bajo en factores de crecimiento

- Homogeneizacién del tejido en tampén Tris 50 mM, pH 7.4, que contiene NaCl 3,4 M, PMSF 50 pg/mL
y NEM 50pg/ml.. Centrifugacion a 10.000g durante 30 minutos, descartdndose el sobrenadante que
contiene proteinas celulares y séricas.

- Extraccién en tampén Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene urea 2 M, manteniéndose en agitacidn constante
durante 1 noche. Centrifugacién a 23.000g durante 20 minutos. Se repite la extraccion con el sedimento,
en idénticas condiciones; el sobrenadante de la segunda centrifugacién se afiade al de 1a primera extraccion.

- Didlisis frente a tampon A (Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM) estéril, que contiene cloroformo ai 0,5%,
durante 2 horas. Didlisis frente a tampdén A estéril durante 20 horas, seguida de dialisis frente a medio de
cultivo DMEM durante 8 horas. El Matrigel se recoge en condiciones estériles ¥ se conserva a -20°C.

- Parala preparacién del matrigel bajo en factores de crecimiento, tras la homogencizacidn y extraccién, se
realiza una precipitacion salina adicionando sulfato amonico hasta alcanzar una concentracion final del 20%
en esta sal. Se mantiene en agitacion constante durante 1 noche.

- Centrifugacion a 23.000g durante 20 minutos, descartdndose el sobrenadante. El sedimento se resuspende
en tampén Tris 5¢ mM, pH 7,4, que contiene NaCl 150 mM. Se repite la precipitacién con sulfato amoénico
en las condiciones antes indicadas; el sedimento se resuspende de nuevo en el tampon Tris 50 mM, pH 7,4,
150 mM NaCl. A continuacién se procede, de igual forma a la descrita para la obtencién del matrigel
completo, a realizar las dialisis frente a tampon A y medio DMEM, conservindose este matrigel en las
mismas condiciones,

Todas las operaciones se realizan a 4°C kDa
«200,0
«116,2
Figura 9.- Anilisis electroforético de [aminina, ' «~ 974
matrigel y matrigel bajo en factores de erecimiento.
Electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% en N « 66,2
presencia de SDS de (A) laminina, (B) matrigel ¥ (C)
matrigel bajo en factores de crecimiento. En la parte de
la derecha de la figura se indica la posicién de los 427
marcadores utilizados. - '




Materiales v métodos 48

2.2. TECNICAS GENERALES DE CULTIVO CELULAR

2.2.1. CULTIVO CELULAR Y SUBCULTIVOS

Todas las operaciones que se describen a continuacion se realizan en condiciones
estériles, en camara de flujo laminar (BV-30/70; Telstar), y empleando material y productos

estériles.

Las células se cultivan en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), que
contiene glucosa 4,5 g/L, suplementado con suero fetal bovino al 5% (v/v), penicilina 50
U/mL, estreptomicina 50 pg/mL y L-glutamina 300 pg/mL (medio completo). Los cultivos
se mantienen a 37°C en una atmoésfera compuesta por un 95% de aire y un 5% CO,
(incubador Nuaire, modelo IR, autoflow). El medio de cultivo se cambia rutinariamente cada
dos o tres dias. Las células se subcultivan cuando su densidad por superficie de cultivo es lo
suficientemente clevada o cuando las células han alcanzado la confluencia, ocupando casi toda

la superficie atil de cultivo.

Los subcultivos se realizan liberando las células de la superficie de crecimiento con una
disolucion de tripsina (EC 3.4.21.4)al 0,05% (p/v) y EDTA al 0,02% (p/v) en tampodn fosfato
salino (PBS), después de lavar la capa celular con este mismo tampodn. El cultivo celular se
mantiene a 37°C, controlandose el proceso de separacion por observacion en un microscopio
de optica invertida (Nikon TMS). Una vez liberadas las células del soporte, se afiade medio
de cultivo completo con el fin de inactivar a la tripsina. De esta manera, se evitan los posibles
dafios celulares que una exposicidn excesiva a la enzima podria originar, degradando proteinas

de la membrana celular.

La suspension celular obtenida se centrifuga a 800g durante 10 minutos en una
centrifuga Christ Laborfuge I (Heraeus) y el sedimento se resuspende en ¢l volumen apropiado
de medio de cultivo completo. Las células se siembran en nuevos frascos de cultivo para su
propagacion, o bien se utilizan en los distintos tipos de ensayos. El recuento celular se efectiia
mediante el empleo de un hemocitometro (camara de Neubauer, Brand). La suspension celular
homogénea se deposita en ambas camaras del hemocitdmetro con una pipeta Pasteur. A
continuacion se procede al contaje del nimero de células al microscopio, calculandose
mediante las conversiones pertinentes el nimero de células por mililitro de la suspension
original,

Para determinar la viabilidad celular se emplea el test de exclusién del azul Tripan.
Una alicuota de la suspension celular, obtenida por tripsinizacidn, se centrifuga a 800g durante
5 minutos. El precipitado se resuspende en 1 mL de una disolucién tamponada de azul Tripan
[10 pL de azul Tripan al 0,4% (p/v), en 10 mL de tampoén fosfato salino, pH 7,4], vy se
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mantiene a temperatura ambiente durante 5 minutos, procediéndose al recuento celular. Las
células tefiidas de azul son células no viables. La viabilidad se expresa como el porcentaje de
células viables (no tefiidas) con respecto al numero total de células. Para comprobar la
viabilidad a largo plazo se realizan estudios de adhesion y extension celular asi como cinéticas

de proliferacion celular. Estos ensayos se describirdn posteriormente.

2.2.2. CONSERVACION DE LOS CULTIVOS CELULARES

Para la conservacion del cultivo celular, las células se tripsinizan, se recogen por
centrifugacion a 800g durante 10 minutos y se resuspenden en medio de cultivo que contiene
suero fetal bovino al 20% (v/v). La suspension celular se transfiere a viales esteriles de
polipropileno, de 2 mL de capacidad, afiadiéndose dimetilsulfoxido (DMSO) hasta una
concentracion final del 10% (v/v). Las muestras se congelan disminuyendo la temperatura
paulatinamente a una velocidad de 1°C/min. Este proceso se lieva a cabo hasta alcanzar -80°C.
Posteriormente se transfieren a un contenedor con aire liquido (-180°C) donde las células se

almacenan durante periodos prolongados de tiempo.

El proceso de descongelacion se realiza sumergiendo el vial en un bafio de agua a
37°C. Una vez descongelado, se transfiere el contenido de los mismos a un tubo de centrifuga
con 10 mL de medio de cultivo para diluir la concentracién de DMSO. Posteriormente, las
células se recogen por centrifugacion y se resuspenden en medio de cultivo completo a la
densidad requerida para su siembra.

2.2.3. OBTENCION DE CELULAS A PARTIR DE EXPLANTES

Una pequefia porcion de tejido tumoral se coloca en una placa Petri, se lava
exhaustivamente con PBS estéril, y se trocea con un bisturi, obteniéndose fragmentos de
aproximadamente 2 mm®. Estos se depositan en botellas de cultivo de 25 cm’ de superficie,
incubandose a 37°C durante 10 minutos para permitir la adhesion de los fragmentos de tejido
a la superficie de cultivo. A continuacién, se afiade medio de cultivo DMEM con suero fetal
bovino al 10% y suplementado con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y
L-glutamina (300 pg/mL), procurando no despegar los explantes de tejido de la superficie de
la botella. Los cultivos de explantes se incuban a 37°C en una atmésfera 95% aire: 5% CO,.
La salida de c€lulas a partir de los explantes se sigue por observacién en un microscopio de
optica invertida.

En determinadas ocasiones se han realizado también digestiones enzimaticas del tejido
tumoral por tratamiento con colagenasa bacteriana de Clostridium histolyticum (EC 3.4.24.3;
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colagenasa de tipo II, Sigma). La mezcla de digestion contiene: colagenasa a una
concentracion de 250 U/mL y 270 U/mlL de desoxirribonucleasa I (DNasa I) de pancreas
bovino (EC 3.1.21.1; Boehringer Mannheim}, en medio de cultivo. Las muestras se mantienen
sin agitacion durante 4 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, la suspension resultante se
centrifuga suavemente y el sedimento celular se resuspende en medio de cultivo completo y

se incuba en frascos de cultivo en las condiciones habituales.

En cada caso se observa la evolucion del cultivo v se cambia el medio de cultivo en
el momento en el que se observan desechos celulares o tisulares, o cambios en el pH del
medio. Cuando se obtienen células, estas se mantienen y se subcultivan segin los

procedimientos habituales.

2.3. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION CELULAR
2.3.1 ENSAYOS DE ADHESION CELULAR Y DE INHIBICION DE LA ADHESION

Con el fin de estudiar la influencia de la matriz extracelular en el comportamiento
celular, se recubren las placas de cultivo con matrices extracelulares preformadas o con
componentes individuales de la misma, como coldgenos de tipo I, tipo IV o tipo V,
fibronectina, laminina o con diferentes péptidos sintéticos cuya secuencia contiene las
secuencias activas de reconocimiento celular. La preparacion de los sustratos se realiza, en

cada caso, seglin se describe a continuacion.

Componentes de la matriz extracelular

Las proteinas de la matriz extracelular se disuelven a la concentracion requerida para
cada ensayo (2-10pug/mL) en PBS que contiene kanamicina (50 pg/mL) (PBS/kanamicina). Se
depositan 100 pL de estas disoluciones en placas de 96 pocillos (0,32 cm’ de
superficie/pocillo), incubidndose 18 horas a 4°C. Después de lavar tres veces las placas con
PBS/kanamicina, los sitios de unién de proteina no saturados se recubren empleando una
disolucion de albumina de suero bovino (BSA) al 0.5% (p/v) en el mismo tampon, incu-
bandose 2 horas a 37°C. Por ultimo, las placas se vuelven a lavar con tampoén y se utilizan
inmediatamente. Las disoluciones de coldgeno de tipo I y de tipo IV se preparan a partir de
una disolucion en 4cido acético 0,1 M a una concentracion de 2 mg/mL. Esta disolucion debe
mantenerse a 4°C para evitar la formacién de geles. En todos los casos, como control se

emplean células sembradas en pocillos saturados sélo con albumina.

Péptidos sintéticos

Cuando el sustrato con el cual se saturan las placas es un péptido se emplea otro
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método de recubrimiento. Se prepara una disolucion del péptido a la concentracion adecuada
en agua o en acido acético al 20% (v/v) (Tashiro ef al., 1989; Iwamoto et al., 1996). Se
utilizan placas de 24 pocillos de 2 cm? de superficie, depositandose 300 uL en cada pocillo,
lievandose a sequedad en la camara de flujo laminar vertical. Tras este proceso, los pocillos
se lavan tres veces con PBS/kanamicina y se procede de igual forma a la descrita en el caso

de utilizar componentes de la matriz.

Los péptidos correspondientes a secuencias funcionalmente activas de la laminina, los
que contienen la secuencia de reconocimiento celular -RGD- y el péptido control GRGESP,
fueron sintetizados por el Dr. Andreu en el Departamento de Quimica Organica de la
Universidad de Barcelona. Las secuencias de los péptidos utilizados, en su forma amida, son:
GRGDSP (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-NH,), GRGESP (Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Pro-NH;) YIGSR
(Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NH,) lineal y ciclico, CDPGYIGSR (Cys-Asp-Pro-Gly-Tyr-1le-Gly-Ser-
Arg-NH,), IKVAV (lle-Lys-Val-Ala-Val-NH,), IKVAVS (Ile-Lys-Val-Ala-Vai-Ser-NH,) y
CIKVAVS (Cys-lle-Lys-Val-Ala-Val-Ser-NH,). La pureza de los péptidos es, en todos los
casos, superior al 95%.

Matrices extracelulares preformadas

Con el fin de obtener las matrices extraceluiares preformadas, se siembran fibroblastos
o células BCS-TC2 en placas de cultivo, manteniéndose el cultivo hasta 4-5 dias después de
haber alcanzado la confluencia. Estos cultivos se lavan tres veces con PBS a temperatura
ambiente y a continuacion se tratan tres veces, durante 10 minutos y a 0°C, con un tampon
Tris 10 mM, pH 8,0, que contiene PMSF 1 mM y desoxicolato sodico al 0.5%. A este
tratamiento le siguen tres lavados, de 5 minutos a 0°C, con un tampén Tris 2 mM, pH 8,0,
PMSF 1 mM. De este modo se consigue eliminar completamente todo el material celular
dejando la matriz extracelular biosintetizada intacta (Hedman et al., 1979). Estas matrices s¢
conservan a 4°C en tampén PBS/kanamicina.

Ensayo de adhesion celular

Se emplean placas de 96 pocillos saturadas con la proteina objeto de estudio. Las
células se recogen por tripsinizacién de los cultivos correspondientes, se centrifugan y
resuspenden en medio de cultivo completo. Se mantienen en suspensién en este medio al
menos durante 30 minutos a 37°C para permitir la reconstitucion de la membrana plasmatica
tras el proceso de tripsinizacién. Las células se centrifugan y resuspenden en medio libre de
suero a una densidad de 1-1,2 x 10° células/mL, y se depositan 100 uL de la suspensién
celular en cada pocillo. Transcurrido el tiempo adecuado se determina el namero de células
adheridas mediante el método colorimétrico descrito por Busk ef al. (1992). Después de retirar

el medio de cultivo, la monocapa celular se lava tres veces con PBS, para eliminar las células
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no adheridas. Las células adheridas se fijan con una mezcla fria acetona:metanol (1:1; v/v)
durante 10 minutos a 4°C y se lavan tres veces con agua destilada. A continuacion, las células
se tifien durante 30 minutos a temperatura ambiente con violeta cristal al 0.5% (p/v) en
metanol al 20% (v/v), afiadiendo 80 pL/pocillo. Posteriormente, se lava con agua destilada
para retirar el colorante no fijado en las células. El colorante se solubiliza mediante la adicion
de 100 pL de SDS al 0,5% (p/v) en agua destilada. Después de incubar 15-30 minutos a
temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA (Titertek
Uniskan II, Cultek). Los resultados se expresan en unidades de absorbancia con respecto al
blanco, considerando como tal la absorbancia de pocillos preparados en idénticas condiciones
pero en ausencia de células. En cada caso se resta el control de adhesién, absorbancia de

células adheridas inespecificamente a pocillos recubiertos con BSA.

Ensayos de adhesion celular en presencia de cationes divalentes

Se empiean placas de 96 pocillos saturadas con el sustrato objeto de estudio. Las
células se recogen por tripsinizacion, se resuspenden en medio de cultivo completo y se dejan
recuperar en este medio durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo las células se
centrifugan, se lavan dos veces con PBS que conticne EDTA 1 mM y se resuspenden en un
tampon carente de cationes divalentes [Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 0,15 M, KCI 5 mM,
Glutamina 2 mM, Glucosa 1,8 mM, BSA 1% (p/v)], a una densidad celular de 1-1,2 x 10°
celulas/mL. El ensayo se inicia por adicion a cada pocillo de 100 pL de la suspension celular
en el tampon previamente indicado que contiene el correspondiente cation divalente a una
concentracién final 2mM. Las placas se incuban a 37°C durante 30 minutos, tras los cuales
se determina el nimero de células adheridas mediante el método colorimétrico descrito en el
apartado anterior.

Ensayos de inhibicion de Ia adhesion celular

Estos ensayos se realizan de manera similar a los ensayos de adhesién celular. Sin
embargo, en este caso, antes de sembrar las células sobre los diferentes sustratos, éstas se
preincuban con diferentes anticuerpos, o con el correspondiente agente o péptido, a las
diluciones adecuadas en DMEM libre de suero, durante 45 minutos a 37°C y con agitacion
suave. Posteriormente las células se siembran a una densidad de 1,2 x10° células por pocillo
y se dejan adherir durante 30 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion
se determina el niumero de células unidas mediante el ensayo colorimétrico descrito
anteriormente. Los resultados se expresan en porcentaje, considerando como 100% de

adhesion la debida a las células unidas a cada uno de los sustratos en ausencia del agente.
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2.3.2. ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR

Curvas de proliferacion celular

Para este ensayo se utilizan placas de 4 pocillos de 2 cm? de superficie de crecimiento,
saturadas con 300 uL de disoluciones de los diferentes sustratos, en PBS/kanamicina a una
concentracion de 10pg/ml.. Las células se obtienen por tripsinizacion de cultivos casi
confluentes, en las condiciones ya mencionadas en apartados anteriores. Estas células se
recogen por centrifugacion a 800g durante 5 minutos y se resuspenden en el medio de cultivo
completo con suero fetal bovino al 10% (v/v), a una densidad de 3 x 10* células/mL. A conti-
nuacion, a cada pocillo de la placa se le afiade 1mL de la suspension celular correspondiente
y se incuba a 37°C bajo una atmosfera de aire:CO, (95%:5%). El medio de cultivo se cambia
rutinariamente cada 2 dias. A diferentes intervalos de tiempo, normalmente cada 24 horas, se
procede a la determinacién del nimero de células presentes en los pocillos mediante el método

colorimétrico del violeta cristal.

Las curvas de proliferacion celular se obtienen representando la absorbancia obtenida
para cada pocillo frente al tiempo transcurrido desde la siembra. Estas curvas presentan tres
fases bien definidas: fase de latencia, fase de crecimiento logaritmico y fase estacionaria.
Suponiendo que en la fase de crecimiento logaritmico todas las células presentes en cultivo se
estan dividiendo y lo hacen a la misma velocidad, su nimero se puede ajustar a la siguiente
expresion: N = N; x 2¥ (N, nimero de células iniciales; N, niimero de células a t horas; k,
constante de regresion; n = kt, nimero de generaciones). De esta expresion y de la pendiente
de la curva de proliferacion en la fase de crecimiento logaritmico (logaritmo del nimero de
células frente al tiempo) se puede deducir el tiempo medio de generacion (T = 1/k) a partir
de la expresion: T = log 2/pendiente

Las densidades de saturacion se determinan cuando el mimero de células se mantiene
constante durante 3-4 dias. Sin embargo, cuando los cultivos no presentan inhibicién por
contacto, este parametro es mds dificil de determinar. Por ello, para determinar la densidad
de saturacion se siembran células a distinta densidad celular y se mantienen los cultivos de
forma ininterrumpida durante 2-3 semanas (Kimball y Brattain, 1980).

Efecto de los componentes de la matriz extracelular sobre la capacidad mitogénica de las
células

Las células se siembran en una placa de 96 pocillos a una densidad celular de 5x10*
células por pocillo, en medio completo. Tras 24 horas de incubacion a 37°C, se retira el
medio, se lava la monocapa celular con medio libre de suero, y se afiaden 200 uL/pocillo de
medio con suero al 0,5% y se deja incubar a 37°C. A las 24 horas, se retira el medio y se

anade medio libre de suero que contiene [metiil-’H]timidina (0,9 pCi/pocillo; 35 Ci/mmol, 1
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uCi/mL, Amersham) y la correspondiente proteina a estudiar, a una concentracion de 20
pg/mL, o sin proteina en los pocillos control. Las células se incuban durante 18 horas a 37°C.
Transcurrido este tiempo, se retira el medio de cultivo, se lavan las células tres veces con PBS
y se lisan con 0,1% de SDS (p/v) en NaOH 0,1 N. La radiactividad presente en cada uno de
los pocillos se determina en un contador de centelleo liquido (Beckman LS3801).

2.3.3. CITOMETRIA DE FLUJO

Cultivos confluentes se tripsinizan y las células se dejan recuperar 30 minutos a 37°C
en presencia de medio DMEM completo. Transcurrido este tiempo se lavan con PBS y se
prepara una suspension celular a la densidad adecuada en PBS con azida sodica al 0,02% (p/v)
y BSA al 0,1% (p/v) (tamp6én PBS/BSA). Alicuotas de 1x10° células se incuban con 100 pL
del primer anticuerpo, a la dilucion correspondiente en PBS, durante 1 hora a temperatura am-
biente. A continuacion, las células se lavan tres veces con el tampon PBS/BSA, recogiéndose
por centrifugacion a 800g en una centrifuga refrigerada a 4°C (Medifriger, Selecta). Posterior-
mente se incuban con 100 pL del segundo anticuerpo conjugado con isotiocianato de fluo-
resceina (FITC) a una dilucion 1:100 en PBS, durante 45 minutos a temperatura ambiente y
en oscuridad. Después de tres lavados con tampon PBS/BSA, las células se conservan en
100uL de PBS/BSA guardandose las muestras a 4°C hasta su valoracién. Antes de realizar
las medidas se afiade yoduro de propidio hasta una concentracion final de 25 pg/mL, para
determinar el nimero de células viables. Como valores control se toma la fluorescencia
intrinseca de las células y la debida al segundo anticuerpo unido de manera inespecifica a las
células en ausencia del primer anticuerpo.

Las medidas se realizan en un citometro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) del
Centro de Citometria de Flujo y Confocal de la Universidad Complutense de Madrid, y los
datos son procesados en un ordenador HP310.

2.3.4. TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los estudios de microscopia electronica se han realizado utilizando diferentes aparatos
y microscopios del Centro de Microscopia Electrénica Luis Bru de la Universidad
Complutense de Madrid.

Microscopia electréonica de transmision

Las células se siembran en botellas de cultivo y se incuban hasta que alcanzan la con-
fluencia, momento en el cual se retira el medio de cultivo y se lava la capa celular con tampon
fosfato salino. Las células se fijan in situ con una disolucién de glutaraldehido al 1% (v/v) en
tampdn fosfato 0,13 M, pH 7.4, durante 2 minutos a temperatura ambiente. Tras varios
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lavados con tampon fosfato salino, las células se recogen con una espatula de goma, en el
mismo tampoén, y se centrifugan a 800g durante 5 minutos. A continuacion, el sedimento
celular se fija en tetrdéxido de osmio al 1% (p/v) en agua destilada durante 30 minutos. La
deshidratacion de las preparaciones se lleva a cabo por tratamiento con disoluciones de acetona
de concentraciones crecientes (30% -100% v/v). Posteriormente, se realiza su inclusién en
Epon 812 mediante la resuspension de las muestras en concentraciones crecientes de
acetona:Epon (2:1, 1:1, 1:2} y, en la-0ltima etapa, Epon al 100%, realizandose todo este
proceso en la oscuridad. La ultima preparacion se mantiene una noche a temperatura ambiente.
El sedimento celular se transfiere a capsulas, afiadiendo Epon 812 al 100% hasta completar
el volumen. Los bloques s¢ forman por polimerizacion de la resina a 70°C durante 2-3 dias.
Las muestras se tallan y, posteriormente, se cortan en un microtomo con cuchilla de vidrio
para obtener cortes semifinos de | um de espesor. Estas secciones se tifien con azul de
toluidina y se observan al microscopio optico para seleccionar las zonas donde se realizaran
los cortes ultrafinos mediante un ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung), de un grosor de
80 nm. Los cortes se colocan sobre rejillas (trama 200) tapizadas con Formvar disuelto en
cloroformo al 0,16% (v/v).

Las secciones ultrafinas se contrastan con una disolucion al 3% (p/v) de acetato de
uranilo en etanol al 50% (v/v) durante 15 minutos. Tras lavar con agua destilada, las rejillas
se dejan secar al aire y se tifien con citrato de plomo durante 7 minutos. Las muestras se

observan en un microscopio electronico Zeiss 902.

Microscopia electronica de barrido

Para visualizar las células por microscopia electronica de barrido, los cultivos celulares
se dejan crecer hasta que las monocapas se encuentran casi confluentes. En este momento, se
retira ¢l medio de cultivo y se lavan con PBS. A continuacion, las células se fijan por trata-
miento con glutaraldehido al 2,5% (v/v) en el mismo tampén, durante 30-45 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, las preparaciones se deshidratan por tratamientos
sucesivos con disoluciones de etanol cada vez mdas concentradas (20, 40, 60, 80y 100%). Las
muestras se terminan de secar llevandolas al punto critico (Balzers, modelo CPD030) v se
metalizan con oro (metalizadora Balzers, modelo SCD004). Las preparaciones se visualizan
en un microscopio electronico de barrido JEOL, modelo JSM-6400.

2.3.5. VALORACION DEL ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO

La capacidad para sintetizar CEA se ha analizado valorando los niveles de esta proteina
tanto en el medio condicionado por las células como en la capa celular, como se describe en

Noguchi er al., (1979). Para ello, se siembran 4x10* células por cm’ de superficie de
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crecimiento en medio DMEM suplementado al 10% (v/v) con suero fetal bovino. Transcurri-
das 24 horas desde la siembra, se cambia el medio por otro que contiene un 2% (v/v) de suero
fetal bovino cambiandose el medic cada dos dias. Los niveles de CEA se determinan 7 dias
después de la siembra. El medio de cultivo condicionado por las células se centrifuga y se
liofiliza, guardandose a -20°C hasta el momento de realizar el ensayo, para lo que se resus-
pende previamente en 1mL de PBS. Un control, sdlo con medio, se procesa paralelamente a
estas muestras. Por otro lado, las monocapas celulares se raspan y las células se lavan dos
veces con PBS, manteniéndose a -80°C hasta su utilizacion. Las células asi conservadas se
resuspenden en 0,5 mL de PBS y se lisan mediante dos ciclos de sonicacién de 30 minutos a
4°C en un bafio de sonicacion (Branson 1200) alternados con un proceso de congelacion-
descongelacion de las muestras en nitrégeno liquido. Paralelamente, después de su
tripsinizacion, se determina el numero de células de cultivos mantenidos en las mismas
condiciones. Ademads, se realiza una valoracién de proteinas por el método de Bradford,
centrifugando previamente las células y lisandolas en 1 mL. de NaOH 0,3 N. Los niveles de
CEA se determinan por inmunodeteccion (ELISA), empleando reactivos comercializados por
Roche. Los datos se expresan en ng CEA/mg proteina total y en ng CEA/célula.

2.4. TECNICAS ANALITICAS GENERALES

2.4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE
SDS Y AUTORRADIOGRAFIA

Preparacion del gel

Para la formacion de los geles, normalmente de 0,75 6 1 mm de grosor, se emplea un
sistema de electroforesis mini-Protean II (BioRad). Se parte de una disolucién de acrilamida
al 30% (p/v) con una relacion de ésta a bisacrilamida de 30:1. El gel separador se prepara a
la concentracion de acrilamida requerida, en un tampdn Tris 0,4 M, pH 8,8, conteniendo SDS
al 0,1% (p/v). La polimerizacion se inicia por adicién de persulfato aménico al 0,045% (p/v)
y TEMED al 0,075% (v/v), ambas concentraciones finales. El gel concentrante se forma em-
pleando una disolucién de acrilamida al 4% (p/v) en un tampon Tris 120 mM, pH 6,8, con
SDS al 0,1% (p/v). La polimerizacion se desencadena por la adicion de persulfato aménico
al 0,03% (p/v)y TEMEDal 0,2% (v/v), introduciéndose previamente un molde de metacrilato
que dara forma a los pocillos de aplicacion.

Preparacion de las muestras
A las muestras se les aflade el tampén de aplicacién [Tris 65 mM, pH 6,8, conteniendo
SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (v/v) y azul de bromofenol al 0,02% (p/v)]. El azul de
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bromofenol se afiade como indicador de la migracion del frente de la electroforesis. Antes de
su aplicacion, las muestras se desnaturalizan por calentamiento a 90°C durante 5 minutos. Las
muestras reducidas se preparan del mismo modo pero con tampén de aplicacidon que contiene

B-mercaptoetanol al 5% (v/v).

Electroforesis y deteccion de las bandas de proteina

Las muestras se aplican en los pocillos del gel y la electroforesis se desarrolla a
temperatura ambiente en un tampdn Tris 25 mM, pH 8,3, glicocola 0,2 M, conteniendo SDS
al 0,1% (p/v), manteniendo una intensidad constante de 25 mA/gel (fuente de tensién BioRad
1000/500). La electroforesis se detiene cuando la banda de azul de bromofenol llega al final
del gel. Posteriormente, los geles se tifien con una disolucion de azul de Coomassie R-250 al
0,25% (p/v) en metanol:acido acético:agua (5:1:5; v/v/v) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El destefiido del gel se realiza por lavados con dcido acético al 7,5% (v/v) y
metanol al 20% (v/v).

Autorradiografia

Para visualizar las bandas de proteina marcadas radiactivamente con tritio, tras la
electroforesis, las proteinas se fijan incubando el gel con isopropanol:acido acético:agua
(25:10:65; v/v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se incuba, con
el reactivo Amplify (Amersham), 30 minutos a temperatura ambiente. Los geles se secan sobre
papel Whatman en un secador de geles LKB (Pharmacia). Por tltimo se procede a la deteccion
por autorradiografia, colocandose sobre el gel una pelicula fotografica Hyperfilm (Amersham)
en camara oscura y manteniéndose a -80°C durante un periodo de tiempo dependiente de la
radiactividad de la muestra. La pelicula fotogrifica se revela posteriormente en una
procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.

2.4.2. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
E INMUNODETECCION

Preparacion de las muestras

La monocapa celular se lava una vez con PBS y se raspa recogiéndose las células en
este mismo tampon. Las células se centrifugan 10 minutos a 800g y se resuspenden en 50 uL
del tampén de extraccion (Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 2 mM, NaCl 140 mM, Triton X-100
al 2% (v/v), PMSF lmM y NEM 1 mM). Esta suspension celular se homogeneiza mediante
7-8 pases a través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 15 minutos a 13.000g,
recogi¢ndose ¢l sobrenadante. Después de determinar la concentracion de proteina, se toma

el volumen deseado al que se adicionan 0,3 volimenes del tampoén de aplicacion de



Materiales v métodos 58

electroforesis concentrado 3 veces.

Electroforesis y transferencia

Tras el desarrollo de la electroforesis en las condiciones anteriormente descritas, 1os
geles, asi como las membranas de nitrocelulosa (Hybond C; Amersham) y las laminas de papel
Whatman 3M, se equilibran durante 15 minutos en tampon de transferencia [Tris 48 mM, pH
9,5, glicocola 39 mM, SDS 0,0375% (p/v) y metanol al 20% (v/v)].

El gel se pone en contacto con la membrana de nitrocelulosa y el conjunto se situa
entre dos capas de papel Whatman 3M. Se aplica una intensidad de corriente de 60-70 mA/gel
durante 1-2 horas, empleando un sistema de transferencia LKB 2117. El proceso de
transferencia se puede evaluar mediante la comprobacion visual de la transferencia de proteinas

patrones pretefiidas con azul de Coomassie.

Inmunodeteccion por anticuerpos

Finalizada la transferencia, la membrana se incuba a temperatura ambiente durante 2
horas con tampén Tris 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM (tampoén TBS) que contiene teche en
polvo deslipidizada al 5% (p/v). A continuacion se incuba durante 18 horas a 4°C, con el
anticuerpo correspondiente diluido en tampon TBS que contiene Tween-20 al 0,05% (v/v)
(TBS/Tween-20). Posteriormente la membrana se lava exhaustivamente con TBS/Tween-20.
La incubacién con el segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo o de raton, ambos obtenidos en
cabra y marcados con peroxidasa se lleva a cabo, a la dilucion adecuada, durante una hora a
temperatura ambiente en TBS/Tween-20. Tras el lavado, en condiciones idénticas a las
realizadas después de la incubacton con el primer anticuerpo, el revelado se realiza utilizando
el kit comercial de ECL (Amersham) basado en la emision de luz por la oxidacién de luminol
(una diacilhidrazida ciclica) en presencia de H,O, catalizada por la peroxidasa conjugada al
segundo anticuerpo. La exposicién de una pelicula fotografica (Hyperfilm-ECL; Amersham)
a la membrana permite la deteccion de las bandas reconocidas por el anticuerpo, tras el
revelado de la pelicula manuaimente o en una procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.

2.4.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La valoracion de proteinas se realiza de acuerdo al método de Bradford (1976). El
reactivo contiene azul de Coomassie G-250 al 0,01 % (p/v) en etanol al 4,75% (v/v) y acido
fosforico al 8,5% (v/v). Este método permite valorar cantidades de proteina comprendidas
entre 1 y 10 pug (100 pL de muestra mas 1 mL de reactivo), determinandose la absorcion a

595 nm en un espectrofotometro Beckman DU-7. La medida de absorcion se puede realizar



Materiales v métodos 59

2 minutos después de realizada la mezcla y es estable hasta 1 hora después. Las rectas de
calibrado se realizan tomando albumina de suero bovino (Fraccién V, Sigma) como patrdn.

Los espectros de absorcion UV se realizan en la region UV-visible (longitudes de onda
comprendidas entre 340 y 240 nm) en cubetas de cuarzo de | cm de paso Optico con una
velocidad de barrido de 120nm/min en un espectrofotometro Beckman DU-7. La concentracion
de BSA se determina a partir de la absorbancia a 280 nm de los espectros y considerando un
€190 de 0,66 mL.mg”'.cm™.

2.4.4. ANALISIS DE RNAs POR TRANSFERENCIA A MEMBRANAS
(NORTHERN-BLOT)

Aislamiento de RNA

El RNA se extrae en tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo en medio acido de
acuerdo a una modificacion del método AGPC descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). Las
monocapas de cultivos casi confluentes se lavan con PBS estéril y las células se recogen por
raspado y centrifugacion. Después de un lavado con PBS se hacen alicuotas de 5x10° células
e inmediatamente se afiaden 500 puL de la disolucion de extraccion [tiocianato de guanidinio
4 M, citrato sédico 25 mM, pH 7,0, sarcosinato 0,5% (p/v), B-mercaptoetanol 0,1 M]. La
preparacion se homogeneiza por pases sucesivos a través de una aguja de 0,5 x 16 mm, y se
afladen sucesivamente, y con agitacion, 50 pL de acetato sodico 2 M, pH 4,0, 500 ul. de
fenol saturado en agua y, finalmente, 100 pL. de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1; v/v).
La suspension final se agita durante 10 segundos dejandose reposar en hielo durante 15
minutos. La fase acuosa, que contiene el RNA, se separa de la fase orgédnica por
centrifugacion a 13.000g durante 20 minutos a 4°C.

Sobre la fase acuosa se afiaden 500 uL de isopropanol, manteniéndose 1 hora a -20°C.
El precipitado de RNA, obtenido por centrifugacion a 13.000g durante 20 minutos a 4°C, se
redisuelve en 300 uL de tampon de extraccidon y se reprecipita. Se resuspende en etanol al
75% (v/v) frio (y libre de RNasas), se mantiene 10 minutos a 4°C, se centrifuga y se seca a
vacio. Este se redisuelve, manteniéndose a 65 °C durante 10 minutos, en 50 uL de SDS al
0,5% (p/v) tratado con DEPC al 0,1%; ¢l material no soluble se elimina por centrifugacion.
La concentracion de RNA se determina registrando el espectro de absorcidn ultravioleta de una
dilucién 1:500 de la preparacién en agua destilada. Una unidad de absorcién a 260 nm
corresponde a 40 pg/mL de RNA y, la relacidn A,./A,s, debe ser de alrededor de 2,0. La
ausencia de degradacion en la preparacion de RNA se analiza por electroforesis, como se
describe posteriormente, pero con geles de menor tamarfio. La relacién entre las bandas
correspondientes al RNA 28S y 18S debe ser aproximadamente 2.
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Electroforesis y transferencia

La electroforesis se realiza en geles de agarosa al 1% en presencia de formaldehido.
Para un gel de dimensiones 18x15 ¢m, se calienta una suspension 1,5 g de agarosa (Ultra
Pure; Gibco BRL) en 111 mL de agua ultrapura y 15 mL de tampon de electroforesis MOPS
0,2 M, acetato sodico 50 mM, pH 7.0, EDTA 10 mM, autoclavado hasta que se funde la
agarosa y queda una disoluciéon homogénea. Esta se deja enfriar hasta 60°C y se le afiaden 24
mL de formaldehido al 37% (v/v). La mezcla se deposita en una cubeta con un molde de
metacrilato para dar forma a los pocillos de aplicacion al solidificar. En cada pocillo se aplican
10-15 ng de RNA total en tampoén de aplicacion [MOPS 20 mM, acetato sodico 5 mM, pH
7,0, EDTA 1| mM, formamida al 50% (v/v), formaldehido al 6% (v/v), glicerol al 0,05%
(v/v), azul de bromofenol al 0,02% (p/v) y bromuro de etidio 0,1 mg/mL]. En todos los geles
se incluye un patrdn con fragmentos de RNA de tamaiio conocido. Las muestras se incuban
10 minutos a 65°C y, tras enfriarlas en hielo, se centrifugan y se aplican en los pocillos del
gel de agarosa. El tampon de electroforesis empleado es: MOPS 20 mM, acetato sodico 5
mM, pH 7,0, EDTA | mM. La electroforesis se desarrolla a 80-100 V hasta que el azul de
bromofenol alcanza la distancia deseada. Después de la electroforesis, el gel se lava con agua
destilada para eliminar el formaldehido y se observa en un transiluminador equipado con una
lampara UV que emite a 312 nm (Fluo-Link, TFL-20.M).

Para la transferencia, el gel se sumerge durante 10 minutos en NaOH 50 mM vy se
coloca sobre una membrana de nylon (Hybond N; Amersham) previamente empapada en
tampon de transferencia (SSC 10 veces concentrado; tampén SSC: citrato sédico 15 mM, pH
7,0, NaCl 150 mM) que se encuentra sobre una lamina de papel Whatman 3M. En la parte
superior del aparato de transferencia a vacio (Bio-Rad, modelo 785) se¢ coloca tampdn de
transferencia que cubra completamente el gel, y el sistema se somete a vacio (13 mm Hg)
durante 90 minutos. La membrana se sumerge después de la transferencia en tampén 2xSSC
durante 5 minutos y se deja secar entre papeles de filtro. El RNA transferido a la membrana
de nylon se fija a ésta por entrecruzamiento bajo luz ultravioleta (0,3 J/cm?). Las membranas
se conservan en una bolsa hermética a -20°C hasta su hibridacion.

Hibridacion y marcaje radiactivo de las sondas

Las membranas se prehibridan durante 6 horas a 42°C en un incubador rotatorio
(Amersham) en 5 mL de una disolucién de prehibridacion que contiene: formamida al 50%
(v/v), SDS al 0,5% (p/v), 5xSSC, disolucion de Denhardt [Ficoll 0,02%, albamina de suero
bovino 0,02 % (p/v) y polivinilpirrolidona 0,02 %] 5 veces concentrada, y 0,1 mg/mL de DNA
de esperma de salmon fragmentado y desnaturalizado.

Los fragmentos de DNA empleados como sonda se purifican tras digestion de los

plasmidos correspondientes con las enzimas de restriccion requeridas en cada caso. Los
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fragmentos se purifican en geles de agarosa cortando las bandas correspondientes a los
fragmentos y purificando el DNA mediante el kit comercial "Gene Clean"” (Bio 101 Inc.). Una
vez purificado el DNA sonda, éste se marca mediante random priming siguiendo ¢l protocolo
del &it comercial de marcaje de DNA "Ready-to-go” de Pharmacia. El DNA marcado con
50uCi de [0-*P]dCTP (3.000 Ci/mmol; 10 pCi/pL), aproximadamente 25 ng con una
actividad especifica mayor de 10° dpm/pg, se purifica en una columna de Sephadex G-50. El
DNA asi obtenido se desnaturaliza y se afiade directamente a la mezcla de prehibridacion. La
hibridacién se realiza a 42°C durante 16-18 horas. Tras ello, las membranas se lavan dos
veces con 2xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente dos veces con
SDS al 0,1% (p/v) en 2xSSC durante 30 minutos a 55°C y, por ultimo, se someten a un
lavado de 5 minutos a temperatura ambiente en SDS al 0,1% (p/v) en 0,1xSSC (s6lo cuando
las sondas y el mRNA tienen un grado de homologia muy elevado). Las membranas se
analizan mediante autorradiografia empleando una pelicula fotogréafica. En todos los casos se

emplied una sonda para el mRNA de la B-actina para normalizar los resultados.

Las sondas empleadas frente a las metaloproteinasas MMP-2, MMP-7 y MMP-9, asi
como la de P-actina son del laboratorio de la Dra. A. Fabra (Instituto de Investigacion
Oncolégica, Hospital Duran i Reynals, Hospitalet de Llobregat), donde se han realizado estos
analisis. La sonda empleada frente a la proteina de unidn a laminina de 67 kDa, cedida por
el Dr. J.E. Riese (Pharmacia UpJohn, Madrid), es un oligonucleétido complementario a los
nucledtidos +230 a +259, segun la secuencia del cDNA descrito por Rao ez al. (1989).

2.4.5. ANALISIS DE AMINOACIDOS

Las muestras, previamente secadas a vacio, se hidrolizan en 100 pL de HCI azeétropo
tridestilado 5,7 N que contiene fenol al 0,1% (p/v) y norleucina (17pmol/puL) como estdndar
interno. Las hidrodlisis se realizan en tubos Pyrex, cerrados a vacio, a 110°C durante al menos
18 horas. Posteriormente se abren los tubos y las muestras se tlevan a sequedad, se lavan dos
veces con 100 uL de agua destilada y se secan. Los hidrolizados se disuelven en 50 uL del
tampon de aplicacién y se trasvasan a tubos de teflon. Después de centrifugacion en una
microfuga Beckman, se aplican entre 5 y 30 ul. de las mismas en un analizador automatico
Beckman 6300 conectado a un modulo de interfase analdgica System Gold. El sistema dispone
de un integrador automadtico que permite calcular la concentracion de cada aminoacido en el
hidrolizado. Conocida la composicion de aminoacidos de la proteina, y teniendo en cuenta el

estdndar interno de norleucina, se estima la concentracion de proteina de la disolucion inicial.
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2.5. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
2.5.1. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE METALOPROTEINASAS

La presencia de actividades degradativas de componentes de la matriz extraceluiar se
analiza tanto en los medios condicionados por los cultivos celulares, como en los tumores y

medios condicionados por éstos.

Obtencion de medios condicionados

Las células se siembran en frascos de 75 cm? de superficie en medio completo. Cuando
los cultivos alcanzan un estado semiconfluente, se retira el medio y, para eliminar los restos
de suero, se lava la monocapa celular con medio de cultivo libre de suero pero conteniendo
glutamina y antibioticos a las concentraciones habituales. En estas condiciones se incuban las
células durante 1 hora a 37°C. Transcurrido este tiempo se elimina el medio y se afiaden 8-10
mL del mismo medio fresco y se incuba a 37°C durante 24 horas. Finalmente, el medio condi-
cionado se recoge y centrifuga a 800g durante 10 minutos para elimmar c¢élulas que pudieran
encontrarse en suspension. El sobrenadante se conserva a -80°C hasta su utilizacion. Tras la

eliminacion del medio, las células se utilizan para la obtencion de extractos celulares.

En el caso de los tumores, 0,2 g de tumor se incuban durante 4 horas a 37°C con 6
mL de medio libre de suero que contiene glutamina y, para evitar contaminaciones,
antibidticos al doble de la concentracion habitual. Tras este periodo, se retira este medio y se
afiade medio nuevo en las mismas condiciones que el anterior y se incuba a 37°C durante 24

horas. El medio condicionado se separa por filtracion con gasa y se conserva a -80°C.

Los medios condicionados se concentran por filtracidn utilizando filtros Centriplus-10
o Centriplus-30 (Amicon), con un poro promedio que excluye proteinas de masa molecular
mayor de 10 6 30 kDa, respectivamente. La concentraciéon de proteina de estos medios
condicionados se determina por el método de Bradford. Estos medios condicionados se utilizan
para detectar la actividad de MMPs mediante zimogramas, o para analizar la presencia de
estas enzimas mediante inmunotransferencia.

Preparacion de extractos celulares

Para evaluar la actividad de MMP asociada a la membrana, se procede a la obtencion
de extractos celulares a partir de los cultivos utilizados para la obtencion de los medios
condicionados. La monocapa celular se lava con Tris 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, CaCl,
1 mM, a temperatura ambiente. A continuacion, se afiade Triton X-114 al 1,5% (v/v) en Tris
50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM (1 mL por cada 30 ¢m? de superficie de cultivo) y se recogen

las células raspando la monocapa con una espatula de teflén. El extracto obtenido se centrifuga
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a 10.000g a 4°C durante 2 minutos. El sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf y se
incuba a 37°C durante 2-5 minutos para permitir la separacion de fases. Tras ello, se
centrifuga a 3.000g y se recoge la fraccion del detergente. En el caso de que aparezca
precipitado se repite de nuevo la centrifugacion. A la fraccion del detergente recogida se le
afiade 1 mL de Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 150mM, CaCl, ImM y se congela a -80°C hasta

su utilizacion.

Gelatinograma

Los gelatinogramas se realizan segiin el método descrito por Heussen y Dowdle (1980).
Una vez conocida la concentracion de proteina de cada muestra, se toma el volumen necesario
de la misma y se aftaden 0,5 volumenes de tampdn de aplicacion de muestras de electroforesis
3 veces concentrado. En cada pocillo de la electroforesis se aplican entre 5 y 40 ug de
proteina procedente de los medios condicionados concentrados. A diferencia de lo descrito con
anterioridad para la electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, para llevar
a cabo ¢l gelatinograma las muestras no se desnaturalizan térmicamente y la electroforesis se
lleva a cabo siempre en condiciones no reductoras para permitir la posterior renaturalizacion
de las actividades gelatinoliticas. Se emplean geles de poliacrilamida al 10%, en presencia de
SDS al 0,1% (p/v), que contienen gelatina al 0,1% (p/v). Tras el desarrollo de Ia
electroforesis a 4°C, los geles se lavan dos veces, durante 30 minutos, con tampén Tris 50
mM, pH 7.4, que contiene Triton X-100 al 2,5% (v/v), para eliminar el SDS presente en el
gel. Posteriormente se realizan dos lavados sucesivos de 10 minutos con tampén Tris 50 mM,
pH 7.4. A continuacion el gel se incuba durante 72 horas con tampon Tris 50mM, pH 7.5,
NaCl 0,15M, CaCl, 10mM, Triton X-100 0,1% (v/v), NaN; 0,02% (p/v), en el cual la
actividad de gelatinasa es maxima.

Los geles se tifien con una disolucion de azul de Coomassie R-250 al 0.25% (p/v) en
metanol:acido acético:agua (5:1:5; v/v/v) durante 3 horas a temperatura ambiente. El destefiido
del gel se realiza por repetidos lavados en 4cido acético al 7,5% (v/v). La actividad
gelatinolitica se detecta por la tincion negativa debido a la degradacion de la gelatina presente

en aquellas zonas del gel donde se localizan las metaloproteinasas.

2.5.2. VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA

La valoracion de fosfatasa alcalina se determina mediante el protocolo propuesto por
Schroy et al. (1994). Las células tripsinizadas se siembran en placas de cultivo de 20 cm? en
DMEM con suero al 5%, a una concentracion de 3,5 x 10° ¢élulas por placa. Las células se
incuban a 37°C cambiando €l medio de manera rutinaria todos los dias. A distintos tiempos,

el medio de cultivo se retira, se lava la monocapa con PBS y se recogen las células en 200 uL



Materiales y métodos 64

de tampdn Tris 2 mM, pH 7,2, que contiene manitol 50 mM. La muestra se homogeneiza
pasando la suspension celular a través de una aguja de 0,5 x 16 mm y se conserva a 4°C hasta
su valoracion. La actividad de fosfatasa alcalina se determina con reactivos comerciales (Sigma
Diagnostics, ALP 10), utilizando p-nitrofenolfosfato como sustrato. Una concentracion fija de
sustrato {1 mL de la soluciéon comercial) se preincuba a 37°C durante 5 minutos en un espec-
trofotometro termostatizado (Uvikon 930, Kontron) antes de afiadir 20 pL de la muestra y
medirse la absorbancia a 405 nm. El incremento en la absorbancia a 405 nm debido a la
formacion de p-nitrofenol es directamente proporcional a la actividad de fosfatasa alcalina,
toméandose la pendiente entre 1 y 5 minutos de incubacion. Como control se considera la
absorcion de | mL de la solucién comercial en presencia de 20 pL. de agua destilada en vez
de la muestra. La actividad de la fosfatasa alcalina se expresa en miliunidades por miligramo
de proteina total (mU/mg). La unidad de actividad se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir 1 pmol de p-nitrofenol por minuto a 37°C.

2.5.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE 5'-NUCLEOTIDASA

Se utiliza el método radiactivo descrito por Gentry y Olsson (1975). Las medidas se
realizan en tampon Tris 50 mM, pH 7,4, conteniendo MgCl; 10 mM y NaCl 120 mM (tampon
de ensayo). Al pH al que se realiza el ensayo, las fosfatasas inespecificas, acidas y alcalinas,
no son activas (Sun et al., 1982). El ensayo estandar contiene AMP 0,1 mM y 0,05 uCi de
sustrato marcado, [2-*H]adenosina-5'-monofosfato (1uCi/pL; 15 Ci/mmol; Amersham), en un
volumen final de 500 uL de tampon de ensayo. La mezcla se incuba a 37°C durante 15 minu-
tos bajo agitacion constante, deteniéndose posteriormente la reaccidon por adicion de 100 pL
de una disolucidon de ZnSO, 0,3 M seguido de 100 pl. de una disolucion de Ba(OH), 0,3 M.
A continuacién se centrifuga a 13.000g durante 15 minutos en una microfuga (Hettich
Mikroliter), midiéndose la radiactividad de una alicuota de 400 pL del sobrenadante en un
contador de centelleo liquido (Beckman L.83801). Todos los ensayos se realizan rutinariamente
por duplicado o triplicado, corrigiéndose los valores de actividad con blancos de hidrolisis no
enzimatica. Estos controles se obtienen en idénticas condiciones a las indicadas anteriormente
pero en ausencia de la muestra valorada. La actividad de 5'-nucleotidasa se expresa en
unidades (cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de sustrato por minuto) o bien en
nanomoles de AMP hidrolizados durante 15 minutos a 37°C, calculandose siempre en el tramo
donde la hidrolisis de AMP se incrementa de forma lineal con el niimero de células utilizadas
en el ensayo (Olmo et al., 1992).

Actividad de 5'-nucleotidasa en celulas en suspension

Las células se recogen por tripsinizacioén y la suspension asi obtenida se centrifuga a
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800 g durante 5 minutos. El sedimento se resuspende en medio de cultive completo
manteniéndose las células en suspension durante 30 minutos a 37°C para su recuperacion. Tras
esta incubacion, se lavan dos veces con el tampon de ensayo y se resuspenden en el volumen
adecuado del mismo tamp6n, realizandose las diluciones pertinentes y procediéndose al ensayo
de actividad en las condiciones anteriormente mencionadas. Durante la incubacion las células

se agitan suavemente en un agitador de balanceo.

2.6. ESTUDIOS GENETICOS

Estos estudios se han llevado a cabo en colaboracion con el grupo del Dr. Benitez del
Departamento de Genética Humana de la Fundacién Jiménez Diaz.

2.6.1. DETERMINACION DEL CARIOTIPO

Las células se siembran en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie en medio de
cultivo completo y se dejan crecer durante 4-5 dias para que se¢ encuentren en la fase de
crecimiento exponencial. En este momento, se les cambia ¢l medio de cultivo por otro que
contiene Colchicina a 0,06 pg/mL (Gibco) y se incuba durante 2-4 horas a 37°C. Las células
se recogen por tripsinizacidn, se centrifugan y resuspenden en un medio hipotdnico de KCl
al 0,56%, manteniéndose en estas condiciones 30 minutos a 30°C. Las células se vuelven a
sedimentar por centrifugacion y se fijan en metanol:dcido acético glacial (3:1, v/v). Las
muestras se extienden sobre portacbjetos lavados con metano! y se dejan secar al aire. Algunos
portaobjetos se tifien con una disolucién de Giemsa al 2,5% (Gibco) para proceder al contaje
de los cromosomas; el resto se emplea para la determinacion del cariotipo, por bandeo QFQ
y GTG (Casperson et al., 1970; Seabright, 1971). Se analizan varias metafases por cada linea
celular y en diferentes pasajes de tripsinizacion.

2.6.2. AISLAMIENTO DE DNA

Las células se siembran en frascos de cultivo de 150 cm’ y se dejan crecer en las
condiciones habituales hasta alcanzar una densidad celular proxima a la confluencia. Las
células se tripsinizan, se recogen en medio completo y se lavan con PBS. El sedimento celular
se puede congelar a -80°C o se puede proceder al aislamiento del DNA de forma inmediata.
Para aislar el DNA, el sedimento celular se lava con suero fisiologico y se centrifuga 2
minutos a 13.000 g, eliminando el sobrenadante, repitiéndose este proceso tres veces. A
continuacion se afiade sobre la muestra Nonidet P-40 0,1% (v/v), se agita y se centrifuga 2
minutos a 13.000 g. El sedimento se incuba en 500 pL. de tampon de digestion de proteinas
[EDTA 25mM, pH 8,0, NaCl 100mM, SDS 0,5% (p/v) y 200 pg/mL de proteinasa K] a
42°C durante toda la noche o a 55-60°C durante 3 horas. Las proteinas y lipidos presentes se
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eliminan afadiendo a la muestra fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1; v/v/v). La
mezcla se agita v se centrifuga 2 minutos a 13.000g, para separar la fase organica de la
acuosa. Sobre la fase acuosa, que contiene el DNA, se repite el proceso de extraccion con
fenol:cloroformo:alcohol i1soamilico. A continuacion, para eliminar el fenol, se afiade
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1; v/v), se agita y se centrifuga 2 minutos a 13.000g
recuperandose de nuevo la fase acuosa. La precipitacion del DNA se realiza con NaCl 0,2 M
y dos volumenes de etanol absoluto. El DNA se hidrata en etanol frio al 70% (v/v) y se
resuspende en tampoén Tris 1mM, pH 8,0, conteniendo 0,1 mM de EDTA. La concentracion
de DNA se determina a partir de la medida de la absorcién a 260 nm en un espectrofotémetro,
considerando que una unidad de A, corresponde a 50 pg/mL de DNA.

2.6.3. INESTABILIDAD GENETICA

Las células se tripsinizan, se lavan con PBS y se guardan a -80°C. EI DNA se extrae
de las ceélulas tripsinizadas segin el método descrito anteriormente y se amplifica por PCR
para varios marcadores de microsatélites. Las distintas regiones de microsatélites examinadas
fueron RHO (Weber et al., 1989), D6s105 (Weber et al., 1991), DMD-45 (Clemens et al.,
1991), D28123 (Weissenbach ef al., 1992), D2S119 y HD (Reiss et al., 1993), D4S95 (Allitto
etal., 1991), D4S111 (Scott et al., 1992), DMD44 (Clemens et al., 1991) y D48127 (Taylor
et al., 1992). Los analisis por PCR se realizan usando 100-200 ng de DNA gendmico en un
volumen de 20 uL de la siguiente mezcla de reaccion: Tris 10mM (pH 8,3), KCi 50 mM,
MgCl, 1,5 mM, 240 uM de cada deoxinucledtido trifosfato, 12,5 pmoles de cada cebador y
0,5-1 unidades de Taq polimerasa (Boehringer). Las reacciones de amplificacion standard se
realizan en las siguientes condiciones: treinta ciclos de 60 segundos a 94°C, 60 segundos a
55°C, y 90 segundos a 72°C, seguido por una extension de 5 min a 72°C. Después de la
amplificacion, 5 pL de las muestras se desnaturalizan en formamida al 95% y se realiza una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9 %, de acuerdo al tamaiio de los fragmentos. Los
geles se tifien con bromuro de etidio y se fotografian bajo luz UV con una camara Polaroid
o, después de la electroforesis, los geles marcados radiactivamente se secan y exponen a
peliculas fotograficas (Kodak) durante 4-12 horas. La mayoria de los experimentos se realizan
con reacciones de PCR que contienen 1-2 uCi de [o*?P]dCTP (3.000 Ci/mmol; 10 pCi/uL),
pero la tincién con bromuro de etidio muestra unos resultados similares.

2.6.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN LOS GENES p53 Y MSH?2

Para detectar posibles mutaciones en el gen p53 se lleva a cabo el andlisis de
polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) en el exon 8 de este gen. La
amplificacion del DNA se realiza por la reaccion en cadena de la polimerasa, usando 100 ng
de DNA en 10 pL de la mezcla de reaccion que contiene: Tris 10mM (pH 8,3), KC1 50 mM,
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MgCl, 1,5 mM, deoxinucleotidos trifosfato 200 pM y 10 pmoles de cada cebador
(Kocialkowski ef al., 1995), 1 unidad de Taq polimerasa (Boehringer) y 1 pCi de o**P-dCTP
(3.000 Ci/mmol; 10 puCi/ul). Las reacciones de amplificacién consisten en 35 ciclos de 30
segundos a 94°C para la desnaturalizacion, 1 minuto a 62°C para ¢l alineamiento, y 1 minuto
de extension a 72°C, usando para ello un sistema de PCR Perkin-Elmer. Los productos de
PCR se diluyen con una disolucion de formamida al 95% (v/v), EDTA 20 mM, xilencianol
al 0,05% (p/v) y azul de bromofenol al 0,05% (p/v). Tras la desnaturalizacion, las muestras
se aplican en geles de poliacrilamida al 6-8 % en condiciones no desnaturalizantes, con glicerol
al 10% (v/v), y se desarrolla la electroforesis a 10 W durante 11-18 horas. El gel se seca
sobre papel de filtro y se expone a una pelicula de autorradiografia a temperatura ambiente
o a 4°C durante 1-6 horas.

La secuenciacion se realiza usando los mismos cebadores empleados para el analisis
de SSCP. Las reacciones de secuenciacion se desarrollan segun el método de terminacién de
cadena (Sanger et al., 1977) usando el kit comercial "Sequenase" (USB, USA). Los productos
se someten a electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%. Todas las
mutaciones se confirman secuenciando la cadena complementaria.

Para detectar mutaciones en el gen MSH2, se amplifican por PCR las secuencias que
codifican a los nucleétidos 2020-2225 del ¢cDNA y las regiones del DNA genomico que
contienen a las uniones intron/exon utilizando los primers 16324 y 16340 (Fishel er a/., 1993).
Los productos de PCR se analizan por polimorfismo conformacional de cadena sencilla usando
métodos standard (Orita et al., 1989).

2.7. DETECCION Y PURIFICACION DE RECEPTORES DE TIPO INTEGRINA
2.7.1.INMUNOPRECIPITACION DE LOS HETERODIMEROS DE INTEGRINAS

Marcaje de la superficie celular con D-[6-*H]-Glucosamina

Las células, sembradas en frascos de cultivo de 165 cm’ de superficie, se incuban en
las condiciones habituales hasta que el cultivo alcanza un estado semiconfluente. A
continuacion, las células se incuban durante 48 horas a 37°C en medio RPMI con bajo
contenido en glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 5% (v/v), penicilina 50 U/mL,
estreptomicina 50 pg/mlL, L-glutamina 300 pg/mL y D-[6-"H]}Glucosamina (6 uCi/mL; 31
Ci/mmol). Transcurrido este periodo se retira el medio, y la monocapa celular se lava con

PBS. Las células se raspan y se recogen por centrifugacion a 800g durante 10 minutos.

Marcaje de la superficie celular con Sulfo-NHS-biotina
Las células se recogen por tripsinizacion, se lavan tres veces con PBS, centrifugandose
10 minutos a 800g después de cada lavado. Tras el tercer lavado con PBS, el sedimento
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celular se resuspende en tampén Hepes 0,1 M, pH 8,0, y se centrifuga de nuevo en las condi-
ciones anteriores. El sedimento obtenido se resuspende en 5 mL de tampoén Hepes 0,1M, pH
8, que contiene sulfo-NHS-biotina a una concentracion de 0,1 mg/mlL y se deja incubar
durante 40 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. De esta manera se favorece
la union de la biotina a los residuos de lisina de las proteinas. Tras la incubacién, se elimina
el exceso de biotina lavando varias veces con medio de cultivo.

Inmunoprecipitacion de las integrinas

Todas las etapas descritas a continuacion se realizan a 4°C. El sedimento celular,
marcado con D-[6-°H(N)]-Glucosamina o con biotina, se extrae con I mL de tampon de lisis
(Tris 10mM, pH 7.4, NaCl 0,14M, Triton X-100 al 2%, NEM 2mM y PMSF 2mM), durante
6 horas y con agitacion. Transcurrido este tiempo, la muestra se sonica durante 5 minutos a
4°C, con sonicador de vastago (MSE), y se centrifuga a 13.000g durante 15 minutos para
eliminar el material no solubilizado. El extracto celular se clarifica incubando con 100 pL de
Sepharose-4B (equilibrada en tampon de lisis) durante 1 hora con agitacion, tras lo cual la
muestra se centrifuga a 13.000g durante 15 minutos. El sobrenadante se clarifica de nuevo y
se centrifuga en las condiciones anteriores. Alicuotas de 250 ul. del extracto de proteinas
clarificado, se incuban durante 20 horas con 100 pL del anticuerpo anti-integrina
correspondiente. Transcurrido este tiempo, la muestra se incuba durante 90 minutos con 2 pL
de un segundo anticuerpo frente al anticuerpo anti-integrina, para favorecer el reconocimiento
del inmunoprecipitado por la proteina A-Sepharose. A continuacidn, la muestra se incuba con
50 pL de Proteina A-Sepharose (equilibrada en el tampoén de lisis), durante 2 horas y con
agitacion, para favorecer la unién del inmunoprecipitado a la Proteina A. La muestra se
centrifuga a 13.000g durante 15 minutos, y el precipitado se lava tres veces con tampoén de
lisis que contiene Triton al 1 %. Tras la Gltima centrifugacion se afiaden 30 pl. de tampon de
aplicacion carente de agente reductor al precipitado, y 1a muestra se congela a -20°C hasta su
aplicacion en electroforesis.

Tras la electroforesis, la deteccidn de las integrinas se realiza por autorradiografia o
por deteccion de proteinas biotintladas. En este tltimo caso, tras la electroforesis se realiza
la transferencia a membranas de nitrocelulosa. La membrana se incuba a temperatura ambienie
durante 1 hora con tampon B [Tris 20 mM, pH 7,5, NaCl 0,5 M, Tween-20 al 0,2% (v/v)]
que contiene leche en polvo deslipidizada al 5% (p/v). A continuacion, se incuba a temperatura
ambiente durante 1 hora con Avidina-peroxidasa (BioRad) diluida 1:1000 en tampon B
conteniendo leche deslipidizada al 0,1% (p/v). Posteriormente la membrana se lava varias
veces con tampon By, finalmente, se efectua un tltimo lavado con este mismo tampoén pero
en ausencia de Tween-20. La deteccion de las bandas se realiza utilizando el it comercial de
ECL, revelandose la pelicula fotografica en una procesadora de sobremesa Agfa Curix 60.
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2.7.2. CROMATOGRAFIAS DE AFINIDAD EN SEPHAROSE 4B

Anclaje de las proteinas de la matriz a Sepharose 48

Como soporte para las cromatografias de afinidad se emplea Sepharose 4B activada con
bromuro de ciandgeno (Pharmacia) a la que se une covalentemente laminina, fibronectina o
colageno de tipo I. Para la union del ligando a la Sepharose 4B, 20 mg de cada una de las
proteinas se dializan frente al tampon de anclaje (bicarbonato 0,1M, pH 8.3, NaCl 0,5 M, en
el caso de fibronectina y coldgeno, y bicarbonato 0,1M, pH 7,3, que contiene NaCl 0,5M y
EDTA 10mM, para la laminina). El gel se prepara por lavados con HCl lmM (200 mL/g de
gel utilizado), y un tltime lavado con el tampon de anclaje. La disolucion de proteina se afiade
al gel rdpidamente ya que los grupos activados de la resina son inestables a este pH. La
mezcla se mantiene con agitacidn continua suave durante 24 horas a 4°C. La proteina no unida
covalentemente se elimina por filtracion y lavados con tampon de anclaje. El gel se resuspende
en tampon Tris 0,1 M, pH 8,3, manteniéndose en este tampon durante 2 horas a temperatura
ambiente para eliminar los grupos activos residuales. Finalmente se realizan 3 lavados alternos
con tampodn acetato 0,1 M, pH 4,0, que contiene NaCl 0,5 M, y con tampon Tris 100 mM,
pH 8,0, NaCl 0,5 M. La resina se conserva a 4°C en este Gltimo tampén. En estas
condiciones, practicamente toda la proteina se une a la resina, como se comprueba por andlisis
de aminoacidos de la proteina no anclada a la Sepharose 4B. La concentracion final de cada
una de las proteinas es de aproximadamente 2mg de proteina/mL de Sepharose 4B.

Cromatografias de afinidad

La purificacion de receptores de tipo integrina se realiza mediante cromatografia de
afinidad en columnas de Sepharose-laminina, Sepharose-fibronectinay Sepharose-coldgeno tipo
I (de 2mL de lecho), equilibradas en tampon Tris 50 mM, pH 7,3, conteniendo NaCl 0,15 M,
PMSF ImM, NEM imM, MnCl, 1mM y n-octil-B-D-glucopirandsido 25 mM (tampodn de
equilibrado). Todas las etapas de estas cromatografias se llevan a cabo a temperatura ambiente.

El sedimento celular, marcade con sulfo-NHS-biotina como se ha descrito
anteriormente, se extrae con | mL del tampdén de equilibrado que contiene n-octil-B-D-
glucopiranosido 50 mM, durante 5-18 horas a 4°C con agitacién. Posteriormente, se centrifuga
a 13.000g durante 15 minutos a 4°C para eliminar el material no solubilizado. La muestra se
carga en la columna, haciéndola pasar a través de ella entre 5 y 10 veces para permitir la
unién de las integrinas al ligando anclado. Posteriormente, la columna se lava con 5 mL del
tampon de equilibrado y se recogen alicuotas de 200 puL que contendran principalmente
proteinas que se unen de manera muy débil al ligando. Las proteinas retenidas se eluyen
mediante el tampon de equilibrado de la columna (5 mL) pero sin MnCl, ImM y conteniendo
EDTA 10 mM, recogiéndose fracciones de 200 nL. que contendran las integrinas que se han
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unido especificamente al ligando anclado a la resina. Por ultimo, la columna se lava con
tamp6n de equilibrado que contiene NaCl 1 M, eluyéndose el resto de proteinas que hayan
podido quedar ancladas a la columna. El perfil de elucion de la cromatografia se registra

midiendo la absorbancia a 280 nm y se seleccionan las fracciones a analizar.

Las muestras procedentes de la cromatografia de afinidad se dializan exhaustivamente
frente a acido acético 0,1 M. Se afiaden 20 pL de tampdn de aplicacion y se liofilizan. Se
resuspenden en 20 pL de agua destilada y se someten a ¢lectroforesis en geles de poliacri-
lamida al 7% tras lo cual se procede a su identificacion con Avidina-peroxidasa, como se ha
descrito anteriormente. Si las muestras eluidas de la cromatografia se van a someter a
inmunoprecipitacion, éstas se concentran previamente por centrifugacion a 4°C utilizando
filtros Ultracent-30 Unisep (BioRad) con un poro promedio que excluye proteinas de masa
molecular mayor de 30 kDa. La muestra concentrada se dializa frente al tampén de equilibrado
de la columna para eliminar el exceso de n-octil-f-D-glucopirandsido y se inmunoprecipita con
el anticuerpo correspondiente como se ha indicado anteriormente. El inmunoprecipitado se
analiza por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% y posterior revelado con Avidina-
peroxidasa.

2.7.3. LOCALIZACION POR INMUNOFLUORESCENCIA DE RECEPTORES DE
TIPO INTEGRINA

Cubreobjetos circulares de 12 mm de didmetro se incuban con 300 pL de disoluciones
de laminina, fibronectina, colageno de tipo I o colageno de tipo IV a 10pg/mL durante toda
la noche a 4°C. A continuacion se lavan con PBS y se incuban durante 2 horas a 37°C con
PBS conteniendo BSA al 0,5% (p/v). Transcurrido este tiempo, se lavan los cubreobjetos con
PBS y las células se siembran en medio libre de suero, incubdndose durante 24 horas a 37°C.
A continuacion, las células se lavan con PBS y se fijan por inmersion durante 10 minutos en
etanol a -20°C. Después de lavar con PBS, las preparaciones se incuban | hora a temperatura
ambiente en camara himeda con anticuerpos anti-p, ALEX1/4 (dilucion 1:10 en PBS) o anti-
fosfotirosina (dilucién 1:40 en PBS). El anticuerpo no unido se elimina por repetidos lavados
con tampon, tras lo cual las células se incuban durante 45 minutos con un anticuerpo anti-lgG
de raton marcado con isotiocianato de fluoresceina (Chemicon) (dilucién 1:20 en PBS), en
camara himeda y en la oscuridad. Tras lavar con PBS y deshidratar con etanol, las
preparaciones s¢ montan con moviol y se observan al microscopio invertido de fluorescencia
Nikon Diaphot-TMD, utilizando como fuente una lampara de mercurio (Nikon). Las
fotografias se realizan con un sistema Nikon H-III.
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2.7.4. INMUNOFLUORESCENCIA DE MICROTUBULOS Y MICROFILAMENTOS

Las células se siembran sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de diametro saturados
con los diferentes componentes de la matriz extracelular, y se incuban durante 72 horasa 37°C
en las condiciones habituales. Transcurrido este tiempo, los cubreobjetos se lavan con un
tampon PIPES 100 mM, pH 6,8, EGTA 1 mM, MgCl, 2 mM (tampén PEM) al que se le
afiade polietilenglicol (PEG) al 4% (v/v). Seguidamente, las células se permeabilizan con
tampon PEM que contiene Triton X-100 al 0,5% (v/v) durante 90 segundos. Se vuelven a
lavar las células con el tampon PEM/PEG, tras lo cual se fijan con paraformaldehido al 3,7%
(v/v)y DMSO al 1% (v/v) en tampon PEM, durante 30 minutos. Una vez fijadas, se lavan

con PBS y se procede a la tincion de los componentes del citoesqueleto.

La primera etapa es la incubacién durante 1 hora a 37°C en camara hameda, con un
anticuerpo policlonal antitubulina o y B (dilucion 1:20 en PBS). Tras la incubacion se lava con
PBS y se ailade el segundo anticuerpo antt-IgG de conejo marcado con isotiocianato de
fluoresceina (dilucién 1:20), y se incuba a 37°C durante 45 minutos, en camara himeda y en
la oscuridad. Por ultimo, las preparaciones se lavan con PBS y las muestras s¢ montan como

se ha indicado anteriormente o bien se procede a la tincién de los microfilamentos de actina.

Para realizar un doble marcaje de tubulina y actina, antes del montaje de las
preparaciones, éstas se incuban con una disolucion de faloidina-rodamina (Molecular Probes;
dilucién 1:20) en condiciones idénticas a las descritas para el anticuerpo anti-antitubulina. La

faloidina se une especificamente a la actina y la rodamina proporciona una fluorescencia de
color rojo.

2.7.5. DETECCION DE PROTEINAS FOSFORILADAS EN TIROSINAS

Placas de cultivo de 60 cm’ de superficie se tratan con 10 mL de laminina,
fibronectina, coldgeno tipo 1 y polilisina, a 10ug/mL., de la misma manera que se ha descrito
para el ensayo de adhesion. Las células se tripsinizan, recogen y dejan recuperar en medio
completo, durante 30 minutos a 37°C, tras lo cual se centrifugan y resuspenden, a la
concentracion requerida, en medio libre de suero que contiene BSA al 0,1% (p/v). Se
siembran 8x10° células por placa y se dejan adherir a 37°C durante diferentes tiempos. A 15
minutos, 30 minutos, 1, 4 y 24 horas, se retira ¢l medio de cultivo y se lava la monocapa
celular 2 veces con tampdn de lavado (tampon PBS o TBS que contiene Na;VO, 2mM, NaF
10mM, EDTA 2mM, PMSF ImM y NEM ImM). Las células se recogen raspando la
monocapa con una espatula de goma, tras lo cual se centrifugan y el sedimento celular se
extrae con tampdn de extraccién [Tris 10 mM, pH 7,5, NaCl 0,15M, Triton X-100 al 2%
(v/v), EDTA 2mM, PMSF 1mM, NEM 1mM] que contiene los inhibidores especificos de
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fosfatasas Na,VO, 2mM y NaF 10mM. Esta suspension celular se homogeneiza mediante 7-8
pases a través de una aguja de 0,5x16 mm y se centrifuga 1-2 minutos a 13.000g,
recogiéndose el sobrenadante. Una vez determinada la concentracion de proteina, se toman
50ug de proteina y se adiciona tampon de muestras de electroforesis concentrado 3 veces que
contiene B-mercaptoetanol. Las muestras se desnaturalizan y se someten a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 7% en presencia de SDS y transferencia a membranas de
nitrocelulosa. Las proteinas fosforiladas en tirosina se detectan utilizando anticuerpos
antifosfotirosina (PY20 dilucién 1:1000). La transferencia e inmunodeteccion se lleva a cabo
en las condiciones descritas anteriormente, afiadiendo en todas las etapas de incubacion y
lavados Na,VO, 2mM.

Ensayos de agrupamiento de integrinas

Se siembran 6x10° células en medio de cultivo completo en placas de 60 cm’ y se
incuban durante 2 dias en las condiciones habituales. A continuacion, las células se lavan tres
veces con medio frio y se incuban con el anticuerpo anti-f, (LIA1/2, dilucién 1:20 en medio
con 100uM de Na;VO,) durante 30 minutos a 4°C. El exceso de anticuerpo se elimina lavando
las células con medio DMEM frio libre de suero, tras lo cual se incuban con un anticuerpo
anti-IgG de ratdn, a 37°C durante diferentes tiempos (5, 15, 30 6 60 minutos). Esta incubacién
permite el agrupamiento de integrinas, tomandose como control [a fosforilacion de proteinas
en ausencia del segundo anticuerpo. Terminada la incubacion, se lava la monocapa celular 2
veces con tampon de lavado (tampon PBS o TBS que contiene Na,VO, 2mM, NaF 10mM,
EDTA 2mM, PMSF ImM y NEM 1mM). Las células se recogen y se procesan para detectar
las proteinas fosforiladas, como se recoge en el apartado anterior.

2.7.6. DETECCION DE NIVELES DE CALCIO INTRACELULAR

Preparacion de la sonda Calcium Green

Para la deteccion del calcio intracelular se emplea la sonda Calcium Green™-1,AM y
el detergente no idnico Pluronic F-127 (ambos de Molecular Probes Europe BV), para
solubilizar ia sonda en medio acuoso. Se toman 1 puL de Calcium Green™-1,AM de una
disolucion 4 mM en DMSO (p/v) y 1 uL de Pluronic F-127 {al 20% (p/v) en DMSO] y se
lleva a un volumen final de 1 mL con tampon sonda: Hepes 10 mM, NaCl 137 mM, 5 mM
KCl, | mM Na,HPO,, 5 mM glucosa, | mM CaCl,, 0,5 mM MgCl, y 0,1% BSA (p/v). La
mezela se sonica en un sonicador de bafio durante 10 minutos.

Marcaje de las células
Las c€lulas tripsinizadas se resuspenden en medio DMEM completo con suero al 5%

(v/v) y se dejan recuperar a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido este periodo, las células
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se centrifugan durante 10 minutos a 800 g y se lavan con PBS, para eliminar el medio con
suero. Alicuotas de 10x10° ¢élulas se resuspenden en 1 mL de tampdn sonda, conteniendo 4
uM de Calcium Green™-1,AM y 0,2 mg/mL de Pluronic F-127, y se incuban 1 hora a
temperatura ambiente.

Medida del calcio intracelular tras la interaccion de las células con diferentes sustratos

Se toman alicuotas de 5x10° células en tamp6n sonda al que se afiade fibronectina o
laminina a diferentes concentraciones finales, ¢ inmediatamente y a diferentes tiempos (de 1
a 10 minutos) se mide la fluorescencia emitida al interaccionar la sonda con el calcio
intracelular. Antes de realizar las medidas se afiaden 50 plL. de yoduro de propidio a 0,005%
(p/v), para determinar el numero de células viables. Como valor control se toma la
fluorescencia basal en ausencia de laminina o fibronectina. Las medidas se realizan en un
citometro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) del Centro de Citometria de Flujo y Confocal
de la Universidad Complutense de Madrid y los datos son analizados en un ordenador HP310.

2.8. ESTUDIOS IN VIVO

2.8.1. ESTUDIOS DE TUMORIGENICIDAD

[Las células, mantenidas en las condiciones habituales, se recogen por tripsinizacion,
se centrifugan y se dejan recuperar durante al menos una hora a 37°C en medio de cultivo
completo. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad celular requerida
en DMEM libre de suero o en PBS. Estas suspensiones celulares (0,2 mL) se inyectan
subcutaneamente, solas o en presencia del factor a estudiar, en ratones machos genéticamente
atimicos (BALBc¢, nu/nu) de 8 semanas de edad (IFFA-CREDO). Los ratones se mantienen
en un ambiente y condiciones estériles en el animalario de la Universidad Complutense. La
evolucion de los posibles tumores se sigue diariamente para determinar cuando los tumores
comienzan a ser visibles y, a partir de entonces, el tamafio del tumor se mide semanalmente.
El periodo de latencia se estima como el nimero de dias necesario para obtener tumores con
0,2-0.3 mm de diametro. El tamafio del tumor se calcula midiendo con un calibre las
dimensicnes de la masa tumoral (la media de los dos didmetros del tumor) a varios tiempos
tras la inyeccién. A los tiempos indicados, los ratones se sacrifican, los tumores se extraen en
condiciones asépticas y se utilizan en diferentes experimentos. En cada uno de los ensayos se
utilizan 4 ratones por grupo, y cada experimento se realiza, al menos, por duplicado. Para
descartar la posible influencia de la localizacion donde se realice la inoculacion, ésta se lleva
a cabo en la region lumbar del ratéon, de forma indistinta en la parte anterior o posterior y a
ambos lados, izquierdo y derecho.
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En la figura 10 se esquematiza el proceso seguido para la obtencién de las diferentes
sublineas tras la inyeccion subcutanea en ratones atimicos, asi como los nombres asignados

a cada una de ellas.
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Figura 10.- Proceso de obtencion de sublineas por inyeccién subcutinea de células en ratones atimicos.

Cuando se observa la formacién de un tumor subcutaneo, éste se extrae en condiciones estériles y se
procede a la obtencion de células que se propagan en cultivo. Una vez establecido y estabilizado el cultivo, las
células se utilizan en distintos ensayos. Para cada una de las sublineas se determina la tumorigenicidad por
inyeccion subcutdnea en ratones atimicos. En el esquema se indican las diferentes sublineas establecidas a partir
de tumores obtenidos por coinyeccion de las células parentales con componentes de la matriz. Cada uno de los
factores utilizados y las células obtenidas se muestran en un color.
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2.8.2. ESTUDIOS DE METASTASIS

Las células se recogen por centrifugacion y se dejan recuperar durante una hora a 37°C
en medio completo. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad celular
requerida en DMEM libre de suero o en PBS. La suspensiéon celular (50 pL), a la
concentracion celular deseada, se inyecta, sola o en presencia del factor a estudiar, en el bazo
de ratones atimicos de 8 semanas mantenidos en las condiciones indicadas en el apartado
anterior. Para ello, una vez localizado el bazo visualmente a través de la piel, se realiza un
corte en la region ventro-dorsal exponiendo el bazo. Para evitar posibles hemorragias, la
inyeccion de las células se realiza con una aguja de 0,5 x 16 mm en la parte distal del bazo.
A continuacidn, esta region se lava con etanol para eliminar las células que puedan haber
quedado en la superficie del bazo y evitar asi que pasen a la cavidad peritoneal. Finalmente,
el bazo se vuelve a introducir en la cavidad peritoneal y se procede a la sutura del corte con
un aplicador de grapas (Clay Adams).

La evolucion de los ratones se sigue semanalmente para determinar cuando se observa
algun indicio de posibles metastasis. Al finalizar el experimento, los ratones se sacrifican vy,
por observacion visual, se analiza la existencia de metéstasis en higado o pulmon, asi como
la aparicion de tumores en otros 6rganos. En la figura 11 se representa el procedimiento
seguido para la obtencion de las sublineas metastaticas, asi como los nombres asignados a
ellas.

Células parentales y sublineas
+ componentes de la matriz

O\
. >
.

Inoculacién
en bazo

Metéstasis
hepatica

Células BCS-TC2.FNH
metastasis por inyeccion de células
BCS-TC2 con fibronectina

Células BCS-TC2.2.MGH
metastasis por inyeccion de células J

BCS-TC2.2 con matrigel

Figura 11.- Esquema de la obtencién de sublineas metastaticas.

Células parentales o diferentes sublineas tumorigénicas se inyectan en el bazo de ratones atimicos, solas
o0 en presencia de componentes de la matriz extracelular y se observa la formacion de focos metastéticos. Solo
en dos casos, indicados en la figura, se ha conseguido el establecimiento y estabilizacion de células en cultivo
procedentes de metastasis hepatica.
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2.8.3. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Se emplean secciones de tejido, previamente fijado en formaldehido al 10% en PBS,
y rutinariamente procesado para su inclusion en parafina (deshidrataciones con alcohol a
concentraciones crecientes y finalmente benceno. Se preparan cortes de 4 um de grosor en un
microtomo, y las secciones se recogen sobre portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma).
Las secciones rehidratadas en alcoholes seriados y PBS se tratan con H,0, al 1,2% en metanol
absoluto, con ¢l fin de inhibir a la peroxidasa endogena, y se tifien de acuerdo al método de
la avidina-biotina-peroxidasa. Para realizar la inmunodeteccion de ciertos antigenos, las
secciones se¢ incuban durante 1 hora a 37°C con el primer anticuerpo (MIB-1, CEA, LCA,
AEl o AE3) a la dilucion adecuada. Tras este periodo, se lava con PBS y se incuban las
muestras con el segundo anticuerpo ontenido en cabra, frente a anticuerpos de ratdn,
conjugado con peroxidasa (Pierce), durante 45 minutos a 37°C. Después de lavar con PBS,
las secciones se tifien usando diaminobenzidina {(DAB) y se contrastan con hematoxilina.
Finalmente, todas las preparaciones se deshidratan en alcoholes seriados, se tratan con xilol
y se montan con DePX (Serva). Algunas secciones se tifien con eosina/hematoxilina para su

examen histologico.

2.9. ANTICUERPOS UTILIZADOS

Los distintos anticuerpos secundarios utilizados en los distintos ensayos descritos en la
Memoria han sido:

*  anticuerpos anti-IgG de ratén obtenidos en cabra y marcados con peroxidasa, de
PIERCE

*  anticuerpos anti-IgG (H+L) de conejo obtenidos en cabra y marcados con
peroxidasa, de BIORAD

*  anticuerpos anti-[gG de raton o de rata obtenidos en cabra y conjugados con
isotiocianato de fluoresceina, de CHEMICON.

*  anticuerpos anti-IgG de ratén o de rata obtenidos en conejo, de Sigma

En el siguiente cuadro se recogen los anticuerpos primarios utilizados en los distintos
ensayos. Se indica sin son anticuerpos monoclonales o policlonales y si se ha utilizado medio
de cultivo de hibridomas, fluido ascitico, etc. En algunos casos dichos anticuerpos son

comerciales, en otros han sido cedidos amablemente por diferentes grupos de investigacion.
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Anticuerpo  Antigeno Tipo Origen !
. — .
TS2/7 Integrina «, Medio de hibridoma Dr. Sénchez-Madrid

SE8D9 Integrina o, Medio de hibridoma Dr. Cabafias
TEAl/41 Integrina o, Medio de hibridoma Dr. Sanchez-Madrid
P1E6 Integrina a, Fluido ascitico Chemicon
PiBS Integrina o, Fluido ascitico Chemicon
HP2/1 Integrina o, Medio de hibridoma Dr. Sanchez-Madrid
BIIG2 Integnna o, Medio de hibridoma Dra. Damsky
Mabl1986 Integrina o Fluido ascitico Chemicon
GoH3 Integrina o Medio de hibridoma Dr.Sonnenberg
LIA1/2
ALEX1/4 Integrina B, Medio de hibridoma Dr. Sanchez-Madrid
TS2/16
AlIB2 Integrina 3, Medio de hibridoma Dra. Damsky
3E1 Integrina f, Fluido ascitico Chemicon
5'-nucleotidasa Suero de congjo Obtenido en et
laboratorio
MLUCS Proteina union a Medio de hibridoma Dra. Ménard
MLUC6é  laminina
PT-66 Fosfotirosina Fluido ascitico Sigma
Immunochemicals
PY20 Fosfotirosina Fluido ascitico ICN Biomedicals
Matrilisina Suero de conejo Dra. Mira
MIB-1 Antigeno nuclear Medic de hibridoma Immunotech
Ki-67
CE J063  Antigeno Medio de hibridoma Immunotech
carcinoembrionario
AEl Citoqueratinas Medio de hibridoma Signet
AE3
LCA Antigeno comun Medio de hibridoma Signet
leucocitario

Dr. Séanchez-Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid); Dr. Cabafias (Dpto. Bioguimica y Biologia Molecular,
Facultad de Medicina, UCM); Dra. Damsky (Escuela de Odontologia, Universidad de California, San
Francisco); Dr. Sonnenberg (Blood Transfusion Service, Amsterdam, Holanda); Dra. Ménard (Instituto
Nazionale Tumori, Milan, Italia); Dra. Emilia Mira (Pharmacia UpJohn, Madrid).
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3.1. EFECTO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR SOBRE EL
COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LAS CELULAS BCS-TC2

En el organismo las células se encuentran en contacto con la matriz extracelular, de
manera que cada uno de los componentes de la ECM puede desempefiar una funcion
importante en la regulacion del comportamiento celular. Como ya se ha comentado en la
Introduccion, en procesos tumorales las interacciones entre las células transformadas y la
matriz se encuentran alteradas. Por ello, para comprender como tienen lugar estos procesos,
es fundamental el estudio de las interacciones célula tumoral-matriz extracelular.
Inicialmente el estudio se ha centrado en analizar el efecto que la interaccion con distintos
componentes de la matriz ejerce sobre el comportamiento in vitro de las células BCS-TC2.

3.1.1. EFECTO SOBRE LA ADHESION CELULAR

En las células que in vitro crecen adheridas a una superficie hay que tener en cuenta
la sucesion de dos procesos claves. Inicialmente se produce la adhesion de la célula a la
superficie de cultivo, tras lo cual tiene lugar la extension celular, originandose una serie de
cambios metabdlicos requeridos para el inicio de la proliferacion celular. Las células BCS-
TC2 se adhieren poco al pldstico en condiciones normales de cultivo, requiriéndose varias
horas para adherirse a este sustrato. Sin embargo, cuando se tripsinizan y resiembran en
la misma botella de cultivo, tanto la adhesion como la extension tienen lugar mas
rapidamente. Estas observaciones sugieren que el comportamiento de las células BCS-TC2
se modtifica por la presencia de una matriz extracelular preformada, o bien por alguno de

sus componentes o por factores séricos.

Efecto de matrices exiracelulares

Como se ha comentado, la matriz extracelular se puede clasificar en dos tipos, el
tejido conectivo intersticial (colageno de tipo I, fibronectina, etc.) y los basamentos
membranosos (colageno de tipo IV, laminina, etc.). Por este motivo, se ha estudiado la
capacidad que presentan las células BCS-TC2 de interaccionar con ambos tipos de matrices,

asi como con los principales componentes moleculares de las mismas.

El control de adhesion es el nimero de células adheridas a una superficie de cultivo
tapizada con albiumina de suero bovino (BSA); [0 horas después de la siembra se adhiere
solo un 30% de las células BCS-TC2 (Figura 12). Sin embargo, se produce un considerable
incremento de la adhesidon celular cuando las células se siembran sobre matrices
extracelulares producidas por las propias células (tc-ECM) o por fibroblastos humanos (f-
ECM), sobre un gel de coldgeno tipo I o sobre una matriz artificial formada con un
extracto de placenta humana. Asi, 3 horas después de la siembra, aproximadamente ¢l 70%
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de las células se adhiere a las diferentes matrices, mientras que sélo un 20% lo hace sobre
BSA. Es de destacar la alta capacidad de adhesion de las células BCS-TC2 a la matriz
intersticial (f-ECM), ya que las células de origen epitelial normalmente se adhieren mejor
a las matrices que han sido secretadas por células endoteliales o epiteliales (tipo basamento

membranoso, como la tc-ECM).

100 - © Plastico/BSA 4 Gel de coldgeno tipo |
® Extracto de placenta A fECM
0O tc-ECM

ADHESION CELULAR (%)

TIEMPO (horas)

Figura 12.- Cinéticas de adhesion de las células BCS-TC2 a matrices extracelulares.

Las cinéticas de adhesion se realizan como se detalla en Materiales y Métodos. Las células se dejan
adherir sobre los sustratos y a diferentes tiempos se determina el numero de células adheridas por tincién con
violeta cristal. Los resultados se expresan como el porcentaje de células adheridas respecto del niimero total
de células sembradas y son la media de, al menos, tres experimentos independientes realizados con
determinaciones para cada date por cuadruplicado. El error experimental es inferior al 10% en todos los
casos. f-ECM (matriz secretada por fibroblastos), tc-ECM (matriz secretada por las células BCS-TC2).

Efecto de componentes de la matriz extracelular

Puesto que las células BCS-TC2 son capaces de adherirse a ambos tipos de matrices,
se procedid a determinar la adhesién celular a las proteinas mayoritarias que las componen.
Se analizo la adhesion a laminina, fibronectina, coldgeno de tipo I y colageno de tipo IV
saturando las superficies de cultivo con disoluciones de las proteinas en un rango de
concentraciones comprendido entre 2 y 10 pg/mL. A estas concentraciones estas proteinas
son capaces de mediar la adhesion tanto de células normaies como de células transformadas
(Aumailley et al., 1990b; Dedhar y Saulnier, 1990). Los resultados obtenidos, que se
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recogen en la figura 13, indican que la saturacién se alcanza a concentraciones
comprendidas entre 8 y 10 pg/mL, y que la adhesion celular sobre ambos tipos de
coldgenos es superior a la obtenida sobre las glicoproteinas fibronectina y laminina. Sin
embargo, no se ha determinado la cantidad de proteina efectiva adherida a los pocillos, por
lo que la diferencia observada podria deberse a una mejor saturacion de la superficie de
adhesion por éstas proteinas.

C  Laminina B Colagenotipo!
®  Fibronectina O Colagenotipo IV

ADHESION CELULAR (A570 nm)

2 4 3] 8 10
Concentracion proteina (ng/mL)

Figura 13.- Adhesién de las células BCS-TC2 a distintos componentes de la matriz extracelular.

Los experimentos de adhesion se llevan a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Las células
se dejan adherir durante 30 minutos sobre pocillos recubiertos con los sustratos, valorindose el nimero de
células adheridas por tincidn con violeta cristal. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de
absorbancia a 570 nm restando la absorbancia debida at control (células adheridas sobre BSA) y proceden
de, al menos, tres experimentos independientes realizados con determinaciones para cada punio por
cuadruplicado.

Las cinéticas de adhesién (Figura 14) indican que cuando las células se siembran
sobre colageno de tipo I o de tipo IV, éstas se adhieren rdpidamente y se incrementa
notablemente el porcentaje de adhesidn respecto al BSA. Sin embargo, no se observa
ningln efecto cuando la superficie se satura con colageno de tipo V (Figura 14A), lo que
indica que los efectos observados sobre la adhesion de las células BCS-TC2 son especificos
de determinadas proteinas de la ECM. Ademas, se requiere que el colageno se¢ encuentre
en la conformacion nativa (triple hélice), puesto que las células BCS-TC2 no se adhieren
a gelatina (colageno de tipo I desnaturalizado).
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Como se observa en la figura 14A, las células BCS-TC2 se adhieren mas
lentamente a las proteinas que a las matrices extracelulares, siendo también menor el
numero de células adheridas. Asi, después de 3 horas, un 50 y un 55% de células se han
adherido a colageno de tipo IV y de tipo 1, respectivamente, mientras que aproximadamente
un 70% de las células lo hacen sobre las matrices f-ECM y tc-ECM (Figura 12). Este
incremento en la adhesion, considerando la gran variedad de proteinas que constituyen las
matrices, puede ser el resultado de la participacion de otros componentes minoritarios de
las mismas que podrian ser reconocidos por las células, o bien que la estructura
tridimensional que adquieren las matrices pueda mimetizar mejor el entorno de las células
in vivo. Al comparar los datos de adhesion de las células sobre colageno de tipo I formando
un gel (Figura 12) o una pelicula (Figura 14A) se pone de manifiesto el requerimiento de

una estructura tridimensional adecuada del sustrato en la adhesion celular.

® PlasticoBSA O Colageno tipo IV ® Plastico/BSA O Fibronectina
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Figura 14.- Cinéticas de adhesién de las células BCS-TC2 sobre componentes de la ECM.

Los experimentos de adhesion se llevan a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Se ensaya
la adhesion a diferentes tiempos sobre superficies saturadas con 10ug/mL de diferentes tipos de colageno (A)
o fibronectina, laminina y sus fragmentos (B). Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas
respecto del nimero total de células sembradas, realizindose, al menos, tres experimentos independientes con
determinaciones para cada punto por cuadruplicado. El error es inferior al 10%.

Las cinéticas de adhesion de las células sobre las glicoproteinas laminina y
fibronectina son préacticamente coincidentes, siendo mas lentas que las obtenidas sobre
colagenos (Figura 14). Después de 3 horas, el 35% de las células se han adherido a
laminina y fibronectina, mientras que el 50 y 55% lo han hecho sobre coldgeno tipo IV y
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tipo I, respectivamente. Ademas se requiere una mayor conceniracion de laminina o
fibronectina, para observar los mismos niveles de adhesion celular (Figura 13). Sin
embargo, como se ha comentado anteriormente, no se puede descartar que el efecto de
ambos tipos de coldgeno pudiera ser debido a que éstos se adhieran con mayor eficacia que

laminina y fibronectina a la superficie de plastico.

Los resultados obtenidos de la adhesion de las células BCS-TC2 sobre la matriz
sintetizada por fibroblastos y el gel de coldgeno tipo I (Figura 12) estan de acuerdo con las
propiedades adhesivas observadas en estas células, sobre colageno de tipo 1y fibronectina
de la matriz intersticial. Sin embargo, las células epiteliales normalmente interaccionan con
las proteinas de los basamentos membranosos, como laminina y coladgeno de tipo IV, pero
no con fibronectina y colageno de tipo I (Terranova et al., 1986). No obstante, la
especificidad de las células de origen epitelial 0 mesenquimal para unirse a laminina o
fibronectina, respectivamente, no es absoluta. Asi, los hepatocitos, los fibroblastos, los
mioblastos y algunas células tumorales presentan capacidad para adherirse a ambas glico-
proteinas (Couchman et al., 1983). Esta adhesion anormal podria estar relacionada con los
procesos de migracion e invasion de las células epiteliales transformadas a través del tejido
conectivo intersticial (Liotta et al., 1991). En este sentido algunos autores han sugerido que
el fenotipo anormal de células LoVo (adenocarcinoma de colon), capaces de adherirse a
colageno tipo IV, laminina y fibronectina, puede ser debido a la desdiferenciacion celular
inducida por la transformacion maligna (Aznavoorian ef al., 1990). Por otro lado se han
descrito células de adenocarcinoma de colon, SW620 y Caco-2, que se adhieren a colageno
de tipo I (Turowski et al., 1994). Ademas, algunas lineas celulares tumorales pierden su
capacidad de adhesion a fibronectina después de la transformacion maligna. Por ejemplo,
las células HT-29, de carcinoma de colon, no se unen a fibronectina, pero si lo hacen a
laminina y coldgeno (Varner ef al., 1995). Un comportamiento similar lo presentan las
células ClonA, también procedentes de un adenocarcinoma de colon, que se adhieren a
laminina y colageno I, pero muy poco a fibronectina (Lotz et al., 1990; Lee et al., 1992).
Por tanto, el comportamiento observado, reconocimiento de constituyentes tanto de
basamentos membranosos como de matriz intersticial, es probablemente una caracteristica
especifica para cada tipo de célula y puede ser importante durante la progresion tumoral y
la metastasis.

El proceso de adhesion tiene lugar a través de receptores de la superficie celular que
reconocen a las proteinas de la ECM. La laminina presenta varias regiones activas
implicadas en los mecanismos de adhesion celular. El tratamiento proteolitico de la laminina
con elastasa permite obtener dos fragmentos de la proteina, E1-4 y E8, conteniendo cada
uno de éstos regtones activas (Figura 3). El efecto de estos fragmentos sobre la adhesién

celular indica que ambos favorecen la adhesién de las células BCS-TC2, practicamente del
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mismo modo que lo hace la laminina intacta (Figura 14B). Se ha descrito que una
glicoproteina de 67-70 kDa (Castronovo, 1993; Sobel, 1993) y otros receptores de la
familia de las integrinas reconocen el fragmento E1-4 (Kramer et al., 1993; Pfaff et al.,
1994; Underwood et al., 1995). Ademas, distintas secuencias del fragmento E8 son
reconocidas por diferentes receptores de tipo integrina (Aumailley et al., 1987, Hynes,
1992: Kramer et al., 1993). Por lo tanto, los resultados obtenidos plantean la posibilidad
de que las células BCS-TC2 expresen receptores de tipo integtrina asi como la glicoproteina
de 67 kDa. Este hecho resulta de gran interés puesto que solo algunas lineas celulares
presentan capacidad para reconocer ambos fragmentos de la molécula de laminina. Asf por
ejemplo, las células ClonA se adhieren al fragmento E8, mientras que las células OVCAR,

de carcinoma de ovario humano, se adhieren a los fragmentos P1 y E8 (Lee et al., 1992).

Efecto de péptidos

Teniendo en cuenta que los receptores celulares interaccionan con proteinas de la
matriz extracelular a través de secuencias especificas, se procedié a determinar las
secuencias de reconocimiento implicadas en la adhesion de las células BCS-TC2 a estas
glicoproteinas de la matriz. Para este estudio se utilizan péptidos sintéticos que mimetizan
los dominios de unién a receptores.

Se estudié el efecto, sobre la adhesion celular, de péptidos que contienen las
secuencias -YIGSR- e -IKVAV-, ambas presentes en la molécula de laminina. El péptido
YIGSR (Tyr-lle-Gly-Ser-Arg), secuencia localizada en el brazo corto de la cadena f de la
proteina, promueve la adhesion y la migracion celular (Graf et a/., 1987a,b; Yamamura et
al., 1993). El péptido IKVAYV (Ile-Lys-Val-Ala-Val), secuencia localizada en la cadena o
al final del brazo largo de la laminina, también promueve la adhesion celular (Tashiro et
al., 1989; Yamamura ef al., 1993). Ademds, se ha estudiado el efecto de péptidos que
contienen la secuencia -RGD- (Arg-Gly-Asp), secuencia minima de reconocimiento presente

en muchas proteinas de la matriz, que ¢s reconocida por distintos tipos de integrinas
(Ruosiahti, 1996).

La secuencia -YIGSR-, parece no ser activa en la laminina intacta, sino que es un
sitio oculto que se puede activar por proteolisis durante la remodelacidn tisular y la invasion
de las células tumorales. Ninguno de los péptidos estudiados que contienen esta secuencia
ejercen un efecto significativo sobre la adhesién de las células BCS-TC2 (Figura 15A), lo
que permitiria concluir que el péptido YIGSR no favorece la adhesion de las células BCS-
TC2. Sin embargo, se ha descrito que la secuencia reconocida por el receptor de 67 kDa
de alta afinidad para la laminina es -YIGSR- (Graf et al., 1987a,b). Considerando que se
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ha puesto de manifiesto la presencia de este receptor en las células BCS-TC2 (Lopez-
Congjo et al., 1996) no es posible descartar, por tanto, la participacion de esta secuencia

peptidica en el reconocimiento célula-laminina.
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Figura 15.- Adhesién de células BCS-TC2 a distintos péptidos sintéticos.

Las células se siembran en pocillos saturados con diferentes concentraciones de los péptidos
indicados. Transcurridos 30 minutos se evalua la adhesion celular, como se detalla en Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como porcentaje de células adheridas, respecto del nimero total de células
sembradas, y proceden de, al menos, tres experimentos realizados con determinaciones para cada dato por
cuadruplicado. La adhesidn celular sobre BSA es def 12%.

Algunos trabajos indican que la secuencia -YIGSR- puede ser de reconocimiento
conformacional, 1o que justificaria la incapacidad que este péptido presenta para mediar en
la adhesion de ciertos tipos de células, a menos que se incremente su tamafio, se utilice en
su forma polimerizada o ciclica, o se ancle a ovoalbiumina o polietilenglicol (Sweeney et
al., 1991). Sin embargo, como se recoge en la figura 15, ni al incrementar ¢l tamafio del
péptido lineal, ni con el péptido ciclico se produce un mayor efecto sobre la adhesion de
las células BCS-TC2. Por tanto, estas c¢élulas parecen no reconocer esta secuencia, al menos
en la conformacion que adoptan los péptidos estudiados. Este hecho indicaria que, puesto
que las células presentan capacidad para unirse al fragmento E1-4 de la laminina, lo harian
en una secuencia diferente. En el fragmento E1-4 se encuentran también otras secuencias
activas de la laminina como las secuencias -RGD- (Aumailley ef al., 1990b; Tashiro et al.,
1991), 0 -YGYYGDALR- (Underwood ef al., 1995). Por tanto, la adhesion que presentan
las células al fragmento E1-4 podria ser un reflejo de su capacidad de reconocimiento de
alguna de estas secuencias.
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Como se observa en la figura 15B, los péptidos IKVAV e IKVAVS favorecen la
adhesion de las células BCS-TC2, siendo este efecto dependiente de la cantidad de péptido
utilizada como sustrato. El mismo comportamiento se ha observado en células de melanoma
(Yamamura et al., 1993). Este resultado sugiere que las células BCS-TC2 se podrian unir
a la laminina, en concreto al fragmento E8, a través de esta secuencia.

El péptido GRGDS (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser) favorece la adhesién de las células BCS-
TC2 (Figura 15C). El efecto es dependiente de la concentracion de péptido utilizada,
consiguiéndose para 50ug de péptido la méxima adhesion celular, superior al 50%, respecto
del 12 % de adhesion obtenida sobre BSA (Figura 15C). A la mayor concentracién estudiada
(100pg de péptido) sc observa una disminucion de la adhesion que puede ser debida a la
parcial solubilizacién del péptido adherido al plastico, produciéndose una competencia en
la adhesion celular entre el péptido adherido y libre. La secuencia -RGD- es clave en la
interaccion célula-fibronectina (Akiyama et al., 1995b), y puede ser sitio de reconocimiento
del colageno de tipo I (Dedhar et a/., 1987). También en la cadena o de la laminina se ha
localizado dicha secuencia, y ésta es activa en la adhesion y migracion celular (Tashiro et
al., 1991). No obstante, la secuencia -RGD-, tanto en laminina como en colageno, puede
estar oculta en la estructura nativa o en una conformacion inadecuada, y ser funcional s6lo
tras la degradacion de la matriz (Sonnnenberg et al., 1990a; Davis, 1992). Los resultados
sugieren que las células BCS-TC2 deben expresar receptores de tipo integrina capaces de
reconocer a la secuencia -RGD- mediando, por tanto, en la interaccion de las células BCS-
TC2 con la matriz.

Inhibicion de la adhesién celular por péptidos

Dado que las células BCS-TC2 son capaces de adherirse a péptidos que contienen
las secuencias -RGD- ¢ -IKVAV- (Figura 15), se procedio a estudiar la implicacion de las
mismas en el reconocimiento de componentes de la matriz extracelular. Para ello, se
realizaron ensayos de inhibicion de la adhesion a componentes de la ECM utilizando
diferentes péptidos sintéticos.

Como ya se¢ ha comentado, el tripéptido RGD representa la secuencia minima de
reconocimiento de diferentes proteinas adhesivas, como fibronectina y vitronectina, y podria
ser responsable del reconocimiento del colageno de tipo 1 y de la laminina en ciertos casos
(como en procesos de remodelacion o de degradacion de la matriz). Para comprobar la
implicacion de esta secuencia en la union de las células BCS-TC2 a la ECM, se realizaron
ensayos de inhibicion de la adhesion a los diferentes sustratos incubando previamente las
células con los péptidos GRGDSP y GRGESP (como péptido control). Los resultados de
estos experimentos se recogen en la figura 16.
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Figura 16.- Inhibicion de la adhesién celular a componentes de la ECM por el péptido GRGDSP y
GRGESP.

Las células se preincuban durante 45 minutos a 37°C con 0,5 mg/ml. de péptido y se dejan adherir
durante 30 minutos sobre superficies saturadas con LN, FN, Col [ y Col IV (10 pg/mL). Las células
adheridas se valoran como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje
de células adheridas, considerando como 100% la adhesion a cada sustrato en ausencia de péptido. En todos
los casos se realizan cuatro experimentos con determinaciones por cuadruplicado.

La adhesion de las células BCS-TC2 a colageno tipo [ y tipo IV no se bloquea por
el péptido GRGDSP (Figura 16). Estos resultados sugieren que la interaccion de las células
con estas proteinas tiene lugar a través de otras secuencias de reconocimiento diferentes de -
RGD-. En este sentido, aunque algunos autores afirman que las células se unen a coldgeno
tipo I a través de la secuencia -RGD- (Dedhar et al., 1987), también otras secuencias
presentes en las moléculas de colageno podrian participar en la union a distintas integrinas,
entre ellas las secuencias ~-FYFDLR- o -DGEA- (Staaz et al., 1991; Underwood et al.,
1995). La secuencia -RGD- parece que no estda expuesta en la superficie de la triple hélice
del colageno de tipo I y probablemente no sea accesible a los receptores. Ademas hay que
considerar que, en diferentes tipos de células, la adhesion a colageno mediada por la
integrina o,f, no se inhibe por péptidos lineales que contienen la secuencia -RGD-. Sin
embargo, se ha descrito que péptidos ciclicos con la secuencia -RGD- pueden inhibir la
unién de la integrina o,p3, a este colageno (Cardarelli et al., 1992). Por lo tanto no es
posible descartar que la utilizacién de un péptido ciclico inhibiera la adhesion celular sobre
colageno de tipo 1.
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Como se puede apreciar, la adhesion a fibronectina se reduce en mas de un 80 % por
el péptido GRGDSP, mientras que el péptido control GRGESP no produce ningin efecto
(Figura 16). Por tanto, se estudié el efecto de diferentes concentraciones del péptido sobre
la adhesion a fibronectina (Figura 17). La adhesion se inhibe un 40% a concentraciones de
50 pg/mL de péptido GRGDSP y en casi un 90% cuando la concentracién se eleva a 500
ug/mL (Figura 17). El péptido control GRGESP no produce un efecto sigmficativo sobre
la adhesion a este sustrato.
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Figura 17.- Inhibicién de la adhesion celular a fibronectina por péptidos RGD.

Las células se preincuban durante 45 minutos a 37°C con las cantidades indicadas de los péptidos
y se dejan adherir durante 30 minutos a superficies saturadas con fibronectina (10pg/mL). Las células
adheridas se valoran como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje
de células adhendas considerando como 100% la adhesion a fibronectina en ausencia de péptido.

En células SW-480., de adenocarcinoma de colon humano, ia adhesién a
fibronectina, mediada por o, B, y asB,, también se inhibe por el péptido RGDS, aunque
se requiere una concentracion menor de péptido para conseguir €l mismo porcentaje de
inhibicién {Chiang et al., 1994). Por tanto, las células BCS-TC2 interaccionan con
fibronectina a través de la secuencia -RGD-. Este resultado sugiere que, probablemente, la
integrina o3, pueda ser uno de los receptores de fibronectina en estas células, ya que dicha

integrina interacciona con la fibronectina a través del dominio de uniéon a células
RGD/PHSRN (Akiyama et al., 1995b).

Los estudios de inhibicién también parecen indicar que la interaccion célula-laminina
es independiente de RGD (Figura 16), como también ocurre en otras lineas celulares
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(Gehlsen et al., 1989; Hynes, 1992). En otros casos, sin embargo, se ha demostrado que
el péptido GRGDS es un potente inhibidor de la adhesion celular al fragmento P1 de la
laminina, pero no bloquea la adhesion al fragmento E8 (Aumailley ef al., 1990a.b),
implicandose a la integrina a,fB, en la union al sitto RGD en ¢l brazo corto de la cadena
o, de la laminina (Tashiro et al., 1991). Esto sugiere que los receptores expresados por las
células BCS-TC2 implicados en la adhesion a laminina no interaccionan con el sitio RGD
de la proteina.

Teniendo en cuenta estos resultados, se analizé el efecto de diferentes péptidos
adhesivos, contenidos en la molécula de laminina, sobre la adhesion a esta proteina (Figura
18). El péptido CIKVAVS inhibe Ia adhesion a laminina, incluso a concentraciones muy
bajas (1pg/mL), consiguiéndose una inhibicidn casi total para 500 ug/mL de péptido. Sin
embargo, utilizando diferentes péptidos que contienen la secuencia -YIGSR- solo se
consigue una inhibicién de aproximadamente el 30% en el caso del péptido de mayor
tamario o del ciclico. Distintos estudios indican que este péptido no bloquea Ia adhesion a
ninguno de los fragmentos de laminina (Aumailley et a/., 1990a)}, al contrario que otros
autores que encuentran inhibicion (Graf et af., 1987b; Yudoh et al., 1996). Por tanto, la
adhesion células BCS-TC2-laminina, parece tener lugar principalmente por reconocimiento
del sitio CIKVAVS presente en el brazo largo de la cadena o, de la molécula de laminina.
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Figura 18.- Inhibicién de la adhesién celular a2 laminina por péptidos.
Las células se preincuban durante 45 minutos a 37°C con las cantidades indicadas de los péptidos.
A continuacion se dejan adherir a laminina durante 30 minutos y las células adheridas se valoran como se
detalla en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como porcentaje de células adheridas,
considerando como 100% la adhesién a laminina en ausencia de péptido.
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3.1.2. EFECTO SOBRE LA EXTENSION CELULAR

Comprobado el efecto de la ECM sobre la adhesion celular, se procedio a estudiar
el efecto de matrices y proteinas de la matriz sobre la extension de las células BCS-TC2.
De las células adheridas, solamente un 5-10% empiezan a extenderse sobre plastico siete
horas después de la siembra (Figura 19A). En la figura 19B y C se puede observar,
comparindolas con el control sobre pldstico, que tanto el nimero de células adheridas como
el grado de extension celular se incrementa cuando las células BCS-TC2 se siembran sobre
matrices preformadas.

Como se observa en la figura 19, sobre los componentes individuales de la matriz
estudiados se produce extension celular. Sobre los coldgenos se observan células poligonales
y bipolares (Figura 19D y E), mientras que sobre fibronectina las células adquieren una
morfologia bipolar (Figura 19F). Sobre laminina también se observan células con diferente
morfologia. Aproximadamente un 20% de las células adheridas estdn bien extendidas
presentando una morfologia bipolar y poligonal, mientras que el resto forma agregados
(Figura 19) que pueden ser el resultado de interacciones célula-célula mediadas por la

laminina.

En las células de adenocarcinoma de mama MCF-7 también se ha descrito un efecto
contrario de laminina y fibronectina ya que inducen agrupamiento celular y extension,
respectivamente (Noél et af., 1988). Este comportamiento podria ser un reflejo de la
heterogeneidad celular observada en tumores primarios, con la presencia de subpoblaciones
celulares que responden de forma distinta a factores de la matriz (Aznavoorian et al.,
1990). Al analizar la cinética de extension se observa que las c€lulas se extienden mas

rapidamente sobre laminina y fibronectina que sobre los colagenos estudiados.

Ademas, se analizo el efecto de los fragmentos E1-4 v E8 de la laminina sobre la
extension celular. El fragmento E1-4 induce principalmente interacciones célula-célula,
observandose grandes agregados en la monocapa con apariencia poligonal redondeada
(Figura 19H). Este comportamiento se debe probablemente a que el fragmento El-4,
constituido por los tres brazos cortos de la laminina, contiene diferentes dominios
reconocidos por distintos receptores celulares, que podrian ser los responsables de la
agregacion celular. Sin embargo, el fragmento E8 induce la extension mas que la
agregacion celular (Figura 19]).
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Figura 19.- Extension de células BCS-TC2 sobre matrices extracelulares y proteinas de la matriz.

La extension celular se visnaliza por microscopia de contraste de fase tras 7 horas de adhesion sobre
plastico (A), matriz preformada por las propias células (B), o por fibroblastos (C), colageno tipo 1 (D),
colageno de tipo 1V (E), fibronectina (F), laminina (), y los fragmentos de laminina Ei-4 (H) y E8
(D.(x10).
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3.1.3. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

El estudio del efecto de los componentes de la ECM sobre la proliferacion de las
células BCS-TC2 se ha abordado bajo dos perspectivas diferentes: a) determinacion de los
pardmetros cinéticos a partir de las correspondientes curvas de proliferacién obtenidas tras
la siembra de las células sobre las distintas proteinas de la matriz y, b) evaluacién del
posible efecto mitogénico inducido por los componentes de la matriz tras su adicion al
medio de cultivo como factor soluble.

Los resultados relativos a la determinacién de los pardmetros caracteristicos de [as
curvas de proliferacion se recogen en la tabla VII, y muestran que no todos los sustratos
que promueven la adhesion y la extension incrementan la proliferacion celular. La fase de
latencia se acorta y se observa una disminucion en el tiempo de duplicacién medio cuando
las células crecen tanto sobre las matrices creadas por ellas mismas como por las
preformadas por fibroblastos, respecto al resto de sustratos. La reduccién del tiempo de
latencia se podria relacionar con el incremento de la adhesion y extension celular observado
sobre estas matrices. La disminucion en el tiempo de duplicacion medio se podria deber a
la presencia en las matrices de factores de crecimiento.

Tabla VII. Parametros de proliferacién de las células BCS-TC2 creciendo sobre diferentes sustratos.

Sustrato Fase latencia Tiempo duplicacion Densidad de saturacion celular
(Dias) medio (Horas) (Células/cm*)x10°*
Plastico/BSA 2 39 6,0
f-ECM 1 28 7.2
tc-ECM 1 27 7.4
Gel colageno I 2 33 7.3
Extracto placenta 2 37 6,9
Colagenos® 2 38 6,1
Laminina 2 32 7,2
Fibronectina 1 29 7,4

Los pardmetros cinéticos se obtienen de la fase logaritmica y estacionaria de ias curvas de proiiferacion como
se indica en Materiales y Métodos. *No se observan diferencias significativas entre colagenos de tipo 1, IV,
V y gelatina. Los datos proceden de tres experimentos independientes con determinaciones por triplicado para
cada dato. El error experimental es inferior al 7% en todos los casos.

Sin embargo, los geles de colageno y los extractos de placenta no influyen en los
parametros de proliferacion de las células BCS-TC2, a pesar de que estos sustratos

incrementan la adhesion. Un resultado similar se ha descrito para las células HT-29
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creciendo en geles de colageno de tipo 1 (East et al., 1992). Este comportamiento podria
deberse a la falta de rigidez mecanica de los geles, necesaria para soportar la extension
celular. Sin embargo, cuando las células se siembran sobre una pelicula de colageno
tampoco se observa ninguna variacion en los parametros de proliferacion respecto de los

obtenidos sobre plastico.

En las células sembradas sobre fibronectina se produce una disminucion en la fase
de latencia, probablemente debida a la capacidad de esta proteina para inducir la extension
de las células BCS-TC2 de una manera mas rdpida que los otros sustratos. Ademas tanto
la fibronectina como la laminina originan una disminucién en el tiempo de duplicacién
medio. La interaccion célula-laminina y célula-fibronectina, mediada por integrinas, origina
sefiales al interior celular que contribuyen al control de la expresion génica, la regulacion
de la diferenciacion y el crecimiento celular (Lafrenie y Yamada, 1996). Ademas, se ha
descrito que la fibronectina estimula la proliferacion celular (Akiyama et af., 1995a,b) y
que la unién de la integrina o, a la fibronectina promueve a la proliferacion de las células
transformadas (Varner et al., 1995).

Dado que la interaccion de las células con componentes de la matriz a través de
receptores de tipo integrina origina la activacidn de rutas mitogenicas en el interior celular
{Yamada y Miyamoto, 1995), en un segundo tipo de estudio se ha analizado si los
componentes de la ECM ejercen efectos mitogénicos sobre las células BCS-TC2. La
incorporacion de metil-’H-timidina al DNA, medida de la sintesis de DNA, se utiliza para
evaluar ¢l crecimiento celular y la respuesta mitogénica a diferentes factores. Por ello, se
valoré la incorporacion de metil-"H-timidina en presencia de las proteinas de la matriz en
forma soluble, una vez que las células estdn totalmente adheridas y extendidas a la
superficie de cultivo. Los resultados obtenidos indican que laminina, fibronectina y
coldgenos de tipo 1 y IV incrementan la capacidad mitégenica de las células. Como se
observa en la figura 20, la incorporacion de metil-’H-timidina se activa por laminina y
fibronectina respecto del control. En células de melanoma humano la fibronectina, o
fragmentos de ésta conteniendo la secuencia -RGD-, estimulan la sintesis de DNA pero solo
en lineas celulares que expresan la integrina o;f,. Los dos tipos de coldgeno estudiados
producen un mayor efecto mitogénico sobre las células BCS-TC2 que el ejercido por
laminina y fibronectina, siendo similar al producido por suero fetal bovino (FCS) al 5%.
La fibronectina soluble interacciona con su receptor, la integrina o3, pero requiere altas
concentraciones, no fisiologicas (5-10 mg/mL) (Yamada y Kennedy, 1984). Por tanto, es
probable que la concentracién fisiologica utilizada en el ensayo (20 pg/mL), no sea lo
suficientemente alta como para observar un efecto mitogénico muy acusado. Un hecho
similar puede tener lugar en el caso de la laminina. La mayor incorporacién de metil-*H-
timidina tiene lugar cuando las células se cultivan con FCS al 10%, efecto que se debe a
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que se aportan factores necesarios para inducir la sintesis de DNA, como por ejemplo,
factores de crecimiento.
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Figura 20.- Efecto mitogénico de proteinas de la matriz extracelular sobre las células BCS-TC2.

Las células se siembran y cultivan durante 24 horas en DMEM que contiene FCS al 5%.
Transcurrido este tiempo, se cambia el medio de cultivo ¥ se mantienen durante 24 horas con DMEM
suplementado con FCS al 0,5%. Posteriormente las células se incuban en medio, libre de suero fetal bovino,
suplementado con el correspondiente factor a una concentracion de 20).g/mL o con diferentes concentraciones
de FCS, en presencia de metil-’H-timidina. Transcurridas 24 horas, se determina la incorporacién de metil-
*H-timidina por las células, como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados son la media de tres
experimentos en los que se realizan determinaciones por cuadruplicado.

3.2. RECEPTORES CELULARES IMPLICADOS EN LA INTERACCION
CELULAS BCS-TC2-MATRIZ EXTRACELULAR

3.2.1. EXPRESION DE INTEGRINAS

Los principales receptores celulares que reconocen a ligandos de la matriz
extracelular son los de tipo integrina. Por tanto, inicialmente se realizaron estudios de

citometria de flujo para determinar si estos receptores se expresan en las células BCS-TC2.

Utilizando anticuerpos especificos frente a diversas cadenas de integrinas, se ha
comprobado que las células BCS-TC2 expresan las subunidades de integrinas a,, o,, o,

O, O, B, ¥ B, La subunidad a4 no se expresa en esta linea celular (Figura 21).
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Figura 21.- Expresion de diferentes subunidades de integrinas determinada por citometria de flujo.

Las células, mantenidas en condiciones estandar de cultivo se tripsinizan y se procesan para
citometria de flujo como se detalla en Materiales y Métodos. Como primer anticuerpo se utilizan anti-o,
(TS2/7), anti-a, (P1E6), anti-a; (P1B5), anti-a; (BIIG2) y anti-B, (ALEX1/4) (dilucion 1:100), anti-o,
(HP2/1) y anti-os (GoH3) (dilucion 1:50) y anti-B, (3E1) (dilucién 1:1000). Como segundo anticuerpo se
emplea anti-IgG de rata o de ratén marcado con FITC a una dilucién 1:100. En la figura se representa la
intensidad de fluorescencia obtenida para el control (en negro), o para las células tratadas con los diferentes
anticuerpos (en rojo).

Teniendo en cuenta que en estos experimentos de citometria de flujo se han
empleado concentraciones saturantes de anticuerpos, se observa que el 100% de las células
expresan las subunidades de las integrinas f3;, o, 03 ¥ Q, asi como que los niveles de
expresién de a,, y s son considerablemente inferiores. Ademads, en estas células también
se ha detectado la subunidad B, aunque los niveles de expresion son inferiores a los de la

subunidad f,. Estas subunidades de integrinas también se expresan en otras lineas celulares
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de carcinoma de colon (HT-29, SW480, SW620 y COLO 205), con la excepcién de las
células HT-29 y SW620 que no expresan las cadenas o, y o,, respectivamente. Los
carcinomas in sifu no expresan la subunidad o, lo que puede estar indicando que esta
subunidad solo se expresa en células de carcinoma de colon cuando éstas se ven expuestas
a fibronectina. Sin embargo, como ya se ha mencionado, las células HT-29 in vitro no
expresan dicha subunidad. La expresion de integrinas que reconocen a laminina y coldgeno
se observa en las células de carcinomas colorrectales, tanto in vivo como en lineas celulares

en cultivo. En ninguna de estas c¢lulas se ha detectado la subunmidad o, (Koretz ef al.,
1994).

Una vez conocidas las subunidades de integrinas expresadas por las células, se
procedid a determinar de qué manera estas subunidades se asocian para constituir los
heterodimeros «f. Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de extractos

celulares marcados con *H-glucosamina o con biotina.
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Figura 22.- Inmuneoprecipitacion de las integrinas expresadas en las células BCS-TC2.

Las células se marcan con *H-glucosamina y los extractos celulares obtenidos se inmunoprecipitan
con anti-a, (GoH3) y anti-B, (LIA1/2) como se indica en Materiales y Métodos. Andlisis por PAGE-SDS
al 5% en condiciones no reductoras (A), y por PAGE-SDS al 7% en condiciones reductoras (B).

El andlisis de los inmunoprecipitados, tras la electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, muestra que el anticuerpo GoH3, que reconoce a la

subunidad o, inmunoprecipita tres proteinas de 200, 150 y 125 kDa (Figura 22A).
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Considerando que la inmunoprecipitacion se ha realizado con un anticuerpo frente a la
subunidad a,, asi como las movilidades electroforéticas de las bandas de proteina obtenidas,
éstas podrian corresponder a las subunidades B,, og y B, respectivamente (Hemler er al.,
1989; Sonnenberg et al., 1990b; Nista et al., 1996). Si se analiza el inmunoprecipitado en
condiciones reductoras (Figura 22B) se aprecian dos bandas proteicas de 200 y 150 kDa que
se podrian asignar a la subunidad B, y a un fragmento proteolitico de ésta. El dominio
citoplasmatico de B, es susceptible de degradacion proteolitica, origindndose fragmentos de
1989: Lee er al., 1992; Giancotti et al., 1992). Se observan ademads otras bandas de 130
y 120 kDa debidas a las subunidades 8, y o, respectivamente. Por tanto, los resultados
sugieren que en las células BCS-TC2 la subunidad a4 probablemente se asocia con ambas
subunidades P formando los heterodimeros a3, y aB,. En la figura 22 A se puede observar
que la banda de proteina correspondiente a la subunidad B, presenta una intensidad mas
débil que la B,, lo que puede ser un reflejo de que las células expresan menor cantidad de
ogBs que de ogfy.

La integrina o, se expresa en una gran variedad de células, entre ellas células
epiteliales y endoteliales, donde muestra una distribucion polarizada en la superficie
basolateral (Sonnenberg, 1990b; Hogervorst et al., 1993; Terpe et al., 1994). Las células
de carcinoma de colon difieren en la expresion de las integrinas o3, v a.p,. Por ejemplo,
las células ClonA expresan ia integrina a3, y las células RKO expresan o3, (Lee et af.,
1992), mientras que las células LoVo expresan ambas (Daémi et al., 1995). Se cree que
la diferente expresion de los heterodimeros puede estar relacionada con la disponibilidad
de la subunidad B,, de modo que cuando B, estd en exceso se forma tnicamente o.f3,,
mientras que si (B, esta limitada se expresan tanto o3, como a,p,. Este comportamiento
también se ha atribuido a diferencias estructurales, presencia de isoformas, en las

subunidades B, y o, lo que origina diferentes patrones de asociacion (Lee et al., 1992).

Tras la inmunoprecipitaciéon con el anticuerpo anti-f3, (LIA1/2) y el andlisis por
PAGE-SDS en condiciones no reductoras, aparecen tres bandas de proteinas de masas
moleculares 210, 150 y 120 kDa. Estas podrian corresponder a las subunidades de
integrinas o, Gyys .06 Y P, respectivamente (Figura 22A) (Giancotti et al., 1992;
Bartolazzi et al., 1993; Nista et al., 1996). Si la electroforesis se realiza en condiciones
reductoras, se detecta una banda proxima a los 200 kDa, posiblemente debida a la
subunidad o,. Ademas, se produce un desdoblamiento de la banda de proteina de 150 kDa
detectada en condiciones no reductoras. en dos bandas diferentes, que por su masa
molecular (150 y 130 kDa) podrian ser a las integrinas o, y s respectivamente, y una
banda muy ancha de mayor movilidad electroforética (125-130 kDa) que corresponderia a
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las subunidades a.;, o y B, (Figura 22B) (Staquet et al., 1990; Lee et al., 1992; Bartolazzi
et al., 1993).

En la figura 22 se observa que o, aparece como una banda tenue, probablemente
debida a bajos niveles de expresidon. Sin embargo, se visualiza una banda muy intensa
correspondiente a la subunidad 3, (Figura 22A). En este caso, la intensidad de la banda se
puede atribuir a un alto nivel de dicha subunidad (Figura 21). Ademas, hay que considerar
que, en tejidos procedentes de cancer colorrectal humano, el precursor pre-f§, (sin
glicosilar) podria asociarse con su correspondienie subunidad a. De esta manera, por
inmunoprecipitacién se podria detectar tanto la forma 3, madura (N-glicosilacién), como
la forma precursora, de menor masa molecular (Fujita ef al., 1995; Kim et al., 1995). En
la figura 22B, también aparece una banda ancha e intensa de 125-130 kDa, correspondiente

a la subunidad B, aunque en este caso también contribuyen las subunidades o; y .

Estos resultados sugieren que, en las células BCS-TC2, la subunidad 3, se asocia
con o, o, O3, Os Y O Para confirmar este aspecto, se realizaron inmunoprecipitaciones
de extractos celulares con anticuerpos especificos frente a las subunidades o de las
integrinas seguidos de andlisis por PAGE-SDS en condiciones no reductoras. En la
inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-a, (TS2/7) se observan dos bandas de proteinas
de 200 vy 110-120 kDa correspondientes a la subunidades o, v [, (Figura 23A). La
inmunoprecipitacion de los lisados con anti-a,, anti-a, y anti-cs da lugar a un patrén
idéntico que consiste en la subunidad comin 3, de masa molecular 110-120 kDa, asociada
con las bandas especificas de 150-160 kDa correspondientes a a,,a, y o5, respectivamente
{Figura 23B). De todos estos datos se puede conchuir que los heterodimeros de integrinas
presentes en la superficie de las células BCS-TC2 son o3, ., o3, asP,, o ¥ 0eBs-

La integrina o[}, se ha descrito practicamente en todas las lineas celulares que
crecen en cultivo adheridas al sustrato (Hemler, 1990). Se ha postulado que su expresion
se debe a una adaptacién de las células a las condiciones de cultivo, ya que se¢ expresan
integrinas que reconocen a factores séricos. Esta molécula es capaz de actuar como receptor
para fibronectina, vitronectina, laminina y colagenos, y también participa en procesos de
adhesion célula-célula (Larjava et al., 1990; Elices et al., 1991). El heterodimero a,f,
actiia habitualmente como receptor de coldgenos (Santoro et al., 1991; Cardarelli et al.,
1992), aunque algunas lineas celulares, entre ellas las células ClonA, utilizan o,f, como
receptor de laminina (Lotz ef al., 1990). La integrina o, es receptor para coldgeno y
laminina (Hynes, 1992). La integrina asf, es un receptor de fibronectina cuya expresion
frecuentemente se reduce en células tumorales, habiéndose descrito una correlacién entre
esta baja expresion y la transformacién maligna (Varner et al., 1992; Witkowski et al.,
1993).
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Figura 23.- Inmuneprecipitacion de las integrinas expresadas en las células BCS-TC2.

Las células se marcan con biotina {A) o con *H-glucosamina (B) y los extractos se inmunoprecipitan
con anti-o, (TS2/7), anti-ce, (AB1936), anti-ct; (AB1920) y anti-or; (Mab1986), como se indica en Materiales
y Métodos, y se analizan mediante PAGE-SDS al 7% (A) o al 5% (B) en condiciones no reductoras.

La expresion de receptores de tipo integrina no siempre se correlaciona con su
actividad funcional (Mercurio, 1995). Ademas, como se ha comentado previamente, las
integrinas pueden reconocer como ligando a mds de un componente de la matriz
extracelular. La especificidad de ligando parece estar determinada en gran parte por la
combinacién particular de las subunidades o y 3, aunque otros factores tales como el
procesamiento alternativo y el grado de activacion de la integrina también pueden
contribuir. Por tanto, una vez conocidos los heterodimeros presentes en las células BCS-
TC2 se plantea el estudio de la especificidad de dichos receptores por los ligandos de la
matriz extracelular. Con este fin se realizan ensayos de inhibicion de la adhesion a los
distintos componentes de la matriz extracelular por anticuerpos especificos anti-integrinas
asi como cromatografias de afinidad.

3.2.2. RECEPTORES CELULARES IMPLICADOS EN LA ADHESION DE LAS
CELULAS BCS-TC2 A COMPONENTES DE LA ECM

Inhibicién de la adhesion celular por anticuerpos anti-integrina

En los ensayos de inhibicion de la adhesion se puede determinar la especificidad de
unién de las integrinas usando anticuerpos que inhiban la funcion de integrinas individuales.
Inicialmente se estudio el efecto de diferentes anticuerpos anti-integrinas sobre la adhesion
a laminina, fibronectina, colageno tipo 1y colageno tipo IV.



Resultados v Discusion 100

oy (TEAY41) R o, P18 [ o (Man1986)

7y
2 b mis2y ] s, 3E0)
150 -
*
o
g
2 i
> 100 =2 L
19 K
&) R
=z oA eest
A®) B e
o & 55
o R s
3 =
S0 | B S

5 -

s %

5 i

% &

i 5 L

LN FN coL v
Figura 24.- Efecto de anticuerpos anti-integrinas sobre la adhesién de células BCS-TC2 a proteinas
de la ECM.

Las células se incuban durante 45 minutos a 37°C con anticuerpos anti-a,, anti-o,, anti-¢, ¥ anti-f3,
{(dilucién 1:10), anti-a, y anti-o; (dilucién 1:450), y anti-B, (diluciéon 1:50). Posteriormente las células se
dejan adherir, durante 30 minutos, sobre superficies saturadas con 10 pg/mL de LN, FN, Col 1 0 Col 1V,
El nimero de células adheridas se determinan como se detaila en Materiales y Métodos. Los resultados se
expresan como el porcentaje de células adheridas respecto de la adhesion control a cada sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.

Como se observa en la figura 24 los anticuerpos anti-f, y anti-o inhiben de manera
significativa la adhesidn a fibronectina, mientras que sobre laminina, a la concentracion de
anticuerpo utilizada, solamente se observa un fuerte bloqueo de la adhesion en presencia
de anticuerpos anti-o.,. La adhesion de las células BCS-TC2 sobre ambos tipos de coldgeno
se inhibe por anticuerpos anti-f}; y anti-ct,. Con estos resultados iniciales, se procede a

estudiar en mayor profundidad los receptores celulares implicados en la adhesién a los
diferentes sustratos.

Receptores celulares implicados en la adhesién célula-fibronectina
Efecto de anticuerpos anti-integrinas en la adhesion a fibronectina

Puesto que solamente los anticuerpos anti-o.s y anti-f3, inhiben la adhesion de manera
significativa a fibronectina, se estudio el efecto de diferentes concentraciones de estos
anticuerpos sobre la adhesion a esta glicoproteina.
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Figura 25.- Inhibicién de la adhesién celular a fibronectina por anticuerpos anti-integrina.

Los experimentos de inhibicion de la adhesién por anticuerpos se llevan a cabo como se detalla en
Materiales y Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37°C con diferentes
concentraciones de los anticuerpos. Posteriormente, las células se dejan adherir durante 30 minutos sobre
pocillos saturados con 10ug/mL de fibronectina, tras lo cual se valora el nimero de células adheridas. Los
resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las adheridas al sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), v proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.

Anticuerpos anti-B, producen un fuerte bloqueo de la adhesion celular, ya que para
una dilucidén 1:100 se obtiene una inhibicién del 80%, mientras que el anticuerpo anti-us
origina una total inhibicién a una dilucidon 1:100 (Figura 25). Estos resultados sugieren que
la integrina a;3, es el principal receptor en las células BCS-TC2 responsable de la adhesion
a fibronectina. Parece, por tanto, que la integrina o,f,, descrita como receptor de
fibronectina, no participa como tal en este caso. Las células HT-29, que no expresan o3,
pero si o;P,, no son capaces de interaccionar con fibronectina, lo que indica que este
heterodimero o3, tampoco participa en dicha interaccion (Varner et af., 1995).

Cromatografia de afinidad Sepharose-fibronectina

Para confirmar los resultados obtenidos en los experimentos de inhibicion de la
adhesion, se purificaron las integrinas capaces de interaccionar con fibronectina realizando
cromatografias de afinidad Sepharose-fibronectina en presencia de Mn’*. Este catién
favorece la interaccion integrina-ligando y, por tanto, la retencién de las integrinas en la

Sepharose-fibronectina. Las proteinas unidas de manera especifica al ligando se eluyen con
EDTA.
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Figura 26.- Analisis electroforético de la cromatografia de afinidad en Sepharose-fibronectina.
Extractos celulares marcados con biotina se aplican en columnas de Sepharose-FN y las proteinas retenidas
se eluyen con EDTA como se indica en Materiales y Métodos. (A} Las distintas fracciones eluidas con EDTA
(1 a 4) se analizan por PAGE-SDS al 5% en condiciones no redoctoras. (B) Inmunoprecipitacion de la
fraccion 2 del eluido con EDTA con anti-B, (LIA1/2) o anti-a; (Mab1986) y andlisis de! inmunoprecipitado
por PAGE-SDS al 5% en condiciones no reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de
transferencia e identificacion de las proteinas biotiniladas mediante tincién con avidina-peroxidasa y revelado
por ECL.

En la figura 26 se recoge el patron de proteinas retenidas en la columna de
Sepharose-fibronectina tras someterlas a PAGE-SDS en condiciones no reductoras. Se
detecta la presencia de dos bandas de proteina de 120 y 160 kDa (Figura 26A, carril 2),
ademas de otras proteinas de mayor movilidad electroforética. Para identificar las integrinas
se realiza una inmunoprecipitacion con distintos anticuerpos frente a las distintas cadenas
a y frente a B, y posterior andlisis por PAGE-SDS. Sdlo se obtuvo resultado positivo con
los anticuerpos anti-o.s y anti-f, (Figura 26B). En ambos casos se obtienen dos bandas de
proteina de 120 y 160 kDa, masas moleculares que corresponden a las integrinas B, y o
(Adamsy Watt, 1990). Por tanto, se pone de manifiesto que la principal integrina implicada

en la unién a fibronectina es o, contirmando el resultado obtenido en los experimentos
de inhibicion de la adhesion.

Dicha integrina interacciona con el sitio de unién a células de la fibronectina que
contiene las secuencias RGD/PHSRN (Akiyama et al., 1995b). Como se ha indicado
anteriormente (Figura 16 y 17), la adhesion de las células BCS-TC2 a fibronectina es
inhibida por péptidos que contienen la secuencia -RGD-, lo que confirma la implicacion de

la integrina asB, en la adhesidn a fibronectina en estas células.
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Receptores celulares implicados en la adhesién célula-coligeno

Efecto de anticuerpos anti-integrinas en la adhesion a colageno tipo 1y tipo IV

La adhesién sobre colageno tipo I y IV se inhibe si las células se tratan con
anticuerpos anti-o, y anti-B,, como se recoge en la figura 24. Por tanto se estudio ¢l efecto
de diferentes concentraciones de estos anticuerpos, observandose que la inhibicion es, en

todos los casos, dependiente de la concentracion de anticuerpo utilizada.

El anticuerpo AIIB2 (anti-B,) inhibe fuertemente la adhesion de las células BCS-TC2
a colagenos tipo I y IV, consiguiéndose una inhibicién det 95% a una dilucién 1:100 del
medio de cultivo de hibridomas (Figura 27).
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Figura 27.- Inhibicién de la adhesion celular a coligenos por anticuerpos anti-integrina.

La inhibiciéon de la adhesién por anticuerpos se ha llevado a cabo como se detalla en Materiales y
Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37°C con diferentes concentraciones de
los anticuerpos y se dejan adherir, durante 30 minutos, sobre pocillos saturados con 10ug/mi. de coldgeno
tipo I (A,B) o tipo IV (C,D), tras lo cual se valora el nimero de células adheridas. Los resultados se
expresan en porcentaje de células adheridas respecto del control correspondiente en ansencia de anticnerpo
(100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinaciones por cuadruplicado.
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El anticuerpo anti-a, inhibe, a una dilucién 1:10, un 70% la adhesion a colageno
de tipo 1 y IV. Los resultados sugieren que la integrina o,p,, probablemente, es el principal
receptor celular que media en la interaccion a los dos tipos de colagenos estudiados, como
ocurre en la mayoria de las células epiteliales. Sin embargo, no se consigue el 100% de
inhibicién con anticuerpos anti-o,, lo que podria indicar la presencia de algiin mecanismo
adicional de adhesién, como la participacién de la integrina o3, también descrita como
receptor para el colageno de tipo [ y IV (Gullberg et al., 1992; Pfaff et al., 1993). Sin
embargo, los anticuerpos anti-a, utilizados (TS2/7 y 5E8D9) no bloquean la adhesién a
coldgenos, aunque si que lo hacen en otras lineas celulares (Yamamoto ef al., 1995). El

resto de anticuerpos no ejercen efecto, como se recoge en la figura 24.

Cromatografias de afinidad Sepharose-coldgeno de tipo 1

Una vez determinadas las integrinas implicadas en la interaccién célula-colageno,
se procedid a su identificacion mediante cromatografias de afinidad Sepharose-colageno tipo
1. El andlisis electroforético, en condiciones no reductoras, de las proteinas retenidas pone
de manifiesto la presencia de tres bandas de proteina de 210, 150 y 120 kDa (Figura 28A)
que, por sus masas moleculares, podrian corresponder a las integrinas o, o,y B,
respectivamente. Para identificar estas proteinas se inmunoprecipitan las proteinas eluidas
con EDTA con distintos anticuerpos anti-integrinas, obteniendo sélo inmunoprecipitado
cuando se utilizan anticuerpos anti-o, o anti-B,. El andlisis electroforético en condiciones
no reductoras del inmunoprecipitado con anti-a, indica la presencia de bandas de proteinas
de 150 y 120 kDa (Figura 28B). Cuando se realiza la inmunoprecipitacidon con anticuerpos
anti-3, se observan tres bandas de proteina de 210, 150 y 120 kDa, que probablemente
corresponden a las subunidades de integrinas «,, o, y B,. Por tanto, estos resultados
sugieren que, en las c€lulas BCS-TC2, la integrina «,3, es ¢l principal receptor para los
coldgenos, aunque en esta interaccidén también podria participar la integrina o 3,. Puesto
que el péptido GRGDSP no inhibe la adhesion celular a coldgenos de tipo I y tipo IV
(Figura 16), la interaccion a través de estas dos integrinas parecer ser independiente de
RGD, como han indicado otros autores (Vanderberg et al., 1991; Gullberg et al., 1992;
Pfaff et al., 1993).

En este sentido se ha propuesto que el péptido FYFDLR participa en la unién de
las integrinas o3, y a,p, al coldgeno de tipo IV (Vandenberg et al., 1991; Underwood et
al., 1995), y que el péptido DGEA esta implicado en la union de la integrina a,f, al
colageno de tipo I en células de carcinoma de mama y plaquetas (Staaz et af., 1991). La
integrina of3; reconoce un conjunto de dos residuos, aspartico en la cadena o, (IV) v
arginina en la cadena a{IV) de la superficie de la triple hélice del coldgeno de tipo IV
(Eble et al., 1993; Yamamoto et al., 1994b).
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Figura 28.- Anilisis electroforético de la cromatografia de afinidad en Sepharose-colidgeno tipo I.

Extractos celulares marcados con biotina se aplican a columnas de Sepharose-Col 1 y las proteinas
retenidas se eluyen con EDTA. (A) Las fracciones eluidas con EDTA (1 a 4) se analizan por PAGE-SDS
al 5% en condiciones no reductoras. (B) Inmunoprecipitacion de la fraccion 2 del eluido con EDTA con anti-
B, (LIA1/2) o anti-ct, (Mabl936) y anélisis del inmunoprecipitado por PAGE-SDS al 5% en condiciones no
reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de transferencia e identificacién de las proteinas
biotiniladas mediante reaccién con avidina-peroxidasa y revelado por ECL.

Receptores celulares implicados en la interaccion célula-laminina

Efecto de anticuerpos anti-integrinas en la adhesion a laminina

Las células BCS-TC2 expresan las integrinas o, B, a3, o:f;, 0B, v ogBs, todas
potenciales receptores para la laminina. Por tanto, resulta interesante analizar el efecto de
diferentes anticuerpos anti-integrinas para determinar las que estan implicadas en la
iteraccion con laminina (Figura 24). Solo el anticuepo anti-og (GoH3) inhibe
significativamente la adhesién a laminina, consiguiéndose para una dilucion 1:10 del
anticuerpo una inhibicion algo superior al 60% (Figura 29). Resultados similares a estos
s¢ han obtenido con la misma dilucion de anticuerpo en células B16 de melanoma (Ramos
et al., 1990), un 60% de inhibicion en células ClonA con 5ug/mL de concentracién de
anticuerpo (Lee et al., 1992) y una inhibicion casi total de la adhesion en células HT 1080
y OVCAR-4 (Sonnenberg et al., 1990a; Aumailley ef al., 1990b). Este anticuerpo bloquea
selectivamente la adhesion celular al fragmento E8 de la laminina, pero no a! P1, en
plaquetas, fibroblastos y células tumorales (Sonnenberg et al., 1990a; Aumailley ef al.,

1990a). Estos resultados sugieren que la subunidad o estd implicada en la adhesion de las
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células BCS-TC2 a laminina. Sin embargo, puesto que no se consigue una inhibicion total
de la adhesion con anticuerpos anti-o.,, se debe estudiar la posible implicacion de otras
subunidades o de las integrinas.

Anticuerpos TS2/7 frente a la integrina «, activan la adhesion de las células BCS-
TC2 a laminina, mientras que anticuerpos anti-o,, SEED9 no producen ningin efecto.
Anticuerpos anti-o,, a una concentracion que inhibe fuertemente la adhesion celular sobre
colageno, utilizados a la misma concentracion, solo inhiben ligeramente la adhesion sobre
laminina. Los anticuerpos anti-o, (P1B5) también inhiben ligeramente la adhesion (Figura
24). Este anticuerpo bloquea parcialmente la interaccién de células HT 1080 a la laminina-1
{Wayner y Carter, 1987); sin embargo, otros autores no han encontrado efecto en la
adhesion de células HT1080, OVCAR-4 y de carcinoma de vejiga (Sonnenberg ef al.,
1990a; Aumailley et al., 1990a; Nista et al., 1996).
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Figura 29.- Inhibicién de la adhesién celular a laminina por anticuerpos anti-integrina.

Los experimentos de inhibicién de la adhesidn por anticuerpos se llevan a cabo como se detalla en
Materiales y Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37°C con diferentes
concentraciones de los anticuerpos. Posteriormente las células se dejan adherir, durante 30 minutos, sobre
pocilios saturados con 10pg/mL de laminina, tras lo cual se valora el nimero de células adheridas. Los
resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las adheridas al sustrato en ausencia
de anticuerpo (100%), y proceden de cuatro experimentos realizados con determinacienes por cuadruplicado.

Se ha comprobado el efecto de la combinacién de anticuerpos anti-o, y anti-ot; con
anticuerpos anti-a,, lo que origina una ligera mayor inhibicién que la producida por cada

uno de los anticuerpos individualmente. Estos resultados sugieren que probablemente existe
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una contribucion adicional en la adhesion a laminina proporcionada por otras integrinas
tales como o.f, v «,f,. En concreto, o,f3, actla como receptor para esta proteina en
células ClonA, de carcinoma de colon (Lotz et al., 1990; Lee et al., 1992). Ademas, se
ha descrito que la integrina «,f3, puede estabilizar la adhesion iniciada por el heterodimero
a.p,, v también es posible que la ocupacién de este heterodimero "active™ la unién a
laminina de a,f3, (Lee ez al., 1992). La cooperacion de integrinas en la union a laminina
se ha descrito en otras lineas celulares (Lotz et al., 1990; Carter ef al., 1990; Hall et al.,
1990; Rabinovitz et al., 1995). En células de carcinoma de vejiga, el anticuerpo anti-o,
utilizado en nuestro sistema (P1B5) no produce ningin efecto individualmente pero una
mezcla de anti-o, (GoH3) y anti-a, (P1B5) bloquea completamente la adhesidn a laminina,
lo que sugiere una coparticipacion de los receptores o3, y a8, (Nista ef al., 1996). En
células de carcinoma de prostata la integrina o; esta implicada en la adhesion a laminina
en coparticipacion con o, (Rabinovitz et al., 1995).

Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede concluir que en la adhesion de
las células BCS-TC2 a laminina estdn implicadas integrinas de la familia B,, participando
la integrina o, principalmente, ademas de o,B, ¥y a,B,. La adhesién mediada por las
integrinas o,B, vy a4p, justificaria la adhesién celular al fragmento E8, ya que se ha
postulado que ambas integrinas reconocen este fragmento en la molécula de laminina
(Aumailley et al., 1987; Gehlsen et al., 1992a). Por otro lado, la integrina a3, contribuiria
a la adhesion celular al fragmento E1-4, ya que este receptor reconoce la secuencia -
YGYYGDALR- localizada en la cadena P, de la laminina préxima a la interseccion de la
cruz (Underwood et al., 1995).

Cuando se estudio el efecto de anticuerpos anti-§,, se comprobd que sole a altas
concentraciones, el anticuerpo AIIB2 inhibe la adhesion a laminina (Figura 29). Asi por
ejemplo, a una diluciéon 1:100 del anticuerpo, dilucién a la cual la adhesion a fibronectina
y colagenos se inhibe estd casi completamente, no se observa ningin efecto sobre la
adhesion celular a laminina. Estos resultados, al contrario que los obtenidos con anticuerpos
frente a las subunidades o, podrian indicar que las integrinas de la familia §, no estan
implicadas en la interaccidon con laminina. Sin embargo, hay que considerar que la
interaccion del anticuerpo anti-f,, en el caso de a4f,, puede ser especifica pero de baja
afinidad, o bien que los niveles de o, sean tan altos que en ambos casos se requiera una
concentracion muy superior de anticuerpo para conseguir bloquear la interaccion (Figura
29). Otra posibilidad a considerar seria que la subunidad B, implicada en la interaccion con
laminina presente un diferente grado de glicosilacion que el resto de la subunidades 3,. En
este caso los hidratos de carbono podrian dificultar la unidn del anticuerpo a la integrina.
También podria darse el caso de que la conformacioén que adquiere 8, al interaccionar con

o, sea distinta a la que adquiere al interaccionar con otras subunidades .
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El hecho de que la inhibicion por anticuerpos anti-B; no sea total podria sugerir la
participacion de otros receptores. Puesto que las células BCS-TC2 expresan el receptor
P, se comprobd el efecto de anticuerpos 3E1 frente a la integrina 3, sobre la adhesion
celular a laminina. Sin embargo, estos anticuerpos no modifican la adhesion a esta
glicoproteina (Figura 24). En las células de cdncer de colon ClonA, por el contrario, se
consigue un 30% de inhibicion con los anticuerpos anti-p, (A9), y se implica al
heterodimero o p, en la interaccion con laminina (Lee et al., 1992). La funcién de la
integrina B, como receptor de laminina ha sido objeto de estudio en muchas lineas
celulares, obteniéndose resultados diversos y contradictorios. En células de carcinoma de
prostata y colorrectal se ha postulado que la integrina a4f3, es un receptor para esta proteina
(Niessen et al., 1994; Rabinovitz e al., 1995; Chao et al., 1996), mientras que en células
de adenocarcinoma de mama se pone en duda tal funcién (Sonnenberg et al., 1990a). Otros
autores sugieren que la integrina o.B, puede participar no en la adhesién inicial de las
células a laminina, sino en un estado mas tardio de la adhesidon, como se ha descrito para
queratinocitos (De Luca et al., 1990). Hay que considerar que la ruptura proteolitica de las
moléculas B, origina la pérdida de la parte principal del dominio citoplasmatico, lo que
podria alterar la actividad de union al ligando, asi como las conexiones con el citoesqueleto
(Giancotti et al., 1992; Chao et al., 1996). Dicha ruptura proteolitica podria justificar en
parte el diferente comportamiento de la integrina o3, dependiendo de la linea celular.
Ademas de participar en los procesos de adhesion celular, esta integrina estd implicada en

la formacion de hemidesmosomas y en la diferenciacion y la supervivencia celular (Dowling
et al., 1996).

Las células expresan en su superficie lectinas y galactosiltransferasa que pueden unir
los hidratos de carbono de la molécula de la laminina. Por tanto, se planted estudiar si en
la interaccién de las células BCS-TC2 con la matriz extracelular participan este tipo de
interacciones, lo que justificaria, en parte, que no se consiga una total inhibicidn por
anticuerpos anti-integrina. Para ello, se realizaron experimentos de inhibicion de la adhesion
a laminina preincubando las células con lactosa (Figura 30). En estos experimentos se
produce una inhibicion de la adhesién a laminina, consiguiéndose un 70% de inhibicion
para una concentracion 50 mM de lactosa. Este resultado indicaria que las lectinas
participan en la interaccién con laminina a través del reconocimiento de residuos de
galactosa de la proteina. Sin embargo, en otros casos se ha descrifo que esta unién puede
promover la extension y la salida de neuritas pero que no es esencial para la fase inicial de
adhesion (Dean et al., 1990; Chandrasekaran et al., 1991).

Puesto que las células BCS-TC2 expresan el receptor de alta afinidad para laminina
(Lopez-Conejo et al., 1996; Olmo et al., 1997), se estudid la contribucion de dicho

receptor en la adhesion celular a laminina. Para ello se comprobd el efecto de dos
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anticuerpos monoclonales (MLUCS y MLUCG) que reconocen al receptor de alta afinidad.
Como se observa en la figura 30, a ninguna de las diluciones estudiadas de ambos
anticuerpos se observa inhibicion de la adhesiéon celular a laminina. Este hecho puede
deberse a la ya cuestionada participacion de este receptor en la adhesion (Mechan, 1991)
0 a que estos anticuerpos no presenten actividad inhibitoria. Algunos autores ya han
observado que los anticuerpos MLUCS y MLUCS6 no ¢jercen ningin efecto en la adhesion
celular (Martignone et af., 1992). Actualmente no hay descrito ningun anticuerpo frente a
la proteina de 67 kDa que inhiba la adhesion celular.
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Figura 30.- Efecto de lactosa, anticuerpos anti-67 kDa y anti-5'-nucleotidasa sobre 1a adhesién celular
a laminina.

La inhibicién de la adhesion se lleva a cabo como se detalla en Materiales y Métodos. Las células
tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37°C con 50 mM de lactosa, con anticuerpos anti-67 kDa
(dilucién 1:100), con un anticuerpo policional anti-3'-nucleotidasa (dilucién 1:100) o con un suero control.
Posteriormente, las células se siembran sobre pocillos saturados con LN a 10 ug/mL, y las células se dejan
adherir durante 30 minutos. Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las
células adheridas a laminmina en ausencia de lactosa o anticuerpo, y proceden de tres experimentos
independientes realizados con determinaciones para cada dato por cuadruplicade. El error experimental es
inferior al 10%.

La interaccion de la 5'-nucleotidasa con laminina y fibronectina sugiere una funcion
de la ectoenzima en el reconocimiento de componentes de la matriz extracelular, pudiendo
actuar también como modulador en el proceso de adhesion y en la locomocién celular
(Turnay 1989; Olmo ez al., 1992; Olmo y Lizarbe, 1994). Por lo tanto, se han realizado
ensayos de inhibicidn de la adhesion con anticuerpos policlonales obtenidos frente a la
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enzima de las células BCS-TC2 (Navarro et al., 1997). En dichos experimentos se consigue
una adhesion del 75% para una dilucion 1:100 del anticuerpo (Figura 30). El efecto es
especifico, puesto que con suero control no se produce ningun efecto sobre la adhesion
cetular. Por tanto, es probable que la 5'-nucleotidasa actie como receptor de laminina en
las células BCS-TC2.

Los estudios de inhibicion permiten concluir en la interaccion células BCS-TC2-
laminina tiene lugar a través del reconocimiento de secuencias especificas en la molécula
por receptores de tipo integrina, asi como por el reconocimiento de residuos de galactosa
por las lectinas presentes en la superficie celular. Ademas en dicha interaccién pueden

participar otras moléculas como la ectoenzima 5'-nucleotidasa.
Identificacion de receptores de laminina en células BCS-TC2

Cuando se realiza una cromatografia de extractos celulares en Sepharose-laminina
quedan retenidas dos proteinas de 165 y 120 kDa que se eluyen con EDTA. Ademas, se
observan otras bandas que corresponden a proteinas de menor masa molecular (Figura
31A). La identificacion de las integrinas retenidas se ha realizado inmunoprecipitando las
proteinas eluidas con EDTA con diferentes anticuerpos anti-oo y con anticuerpos anti-f3,
obteniéndose resultado positivo solo cuando se utilizan anticuerpos frente a las subunidades
o ¥ B,. Como se observa en la figura 31B, tras analizar el inmunoprecipitado por PAGE-
SDS en condiciones no reductoras se obtienen dos bandas correspondientes a proteinas de
165 y 120 kDa de masa molecular, que coinciden con las descritas para las integrinas {3,
y o, respectivamente (Kim et al., 1995; Nista et al., 1996). Estos resultados, junto con los
ensayos de inhibicion con anticuerpos anti-a, y anti-3,, sugieren que la integrina o, es
la principal integrina implicada en la unién a laminina, como ya se ha descrito en plaquetas,
células de melanoma y células de cancer de colon (Sonnenberg et al., 1988b; Ramos er al.,
1990; Kim et al., 1995). La inhibicion producida por estos anticuerpos no es total, lo que
implica la participacion de otros receptores. De hecho, de la columna Sepharose-laminina
se eluye una proteina minoritaria de masa molecular 210 kDa. Esta proteina tiene menos
afinidad por la laminina, ya que eluye a fuerza ionica 0,2 M pero no con EDTA. Una
proteina similar (180 kDa), detectada en células de melanoma (Ramos et al., 1990), se ha
propuesto como la integrina o,. Sin embargo, por su masa molecular también podria
corresponder a la integrina 3,, resultado que se deberia confirmar. En muchos casos, el
heterodimero a3, no se retiene en este tipo de columnas. Algunos autores afirman que la
union de a,B, a laminina es dependiente de que la Sepharose-laminina esté recién
preparada, sugiriendo que el estado fisico o la conformacion de la proteina es critica para
esta union (Lee et al., 1992).



Resultados y Discusion 111

A B
% B
kDa 1 2 kDa GoH3 LIA1/2
200,0 —p
2000 =p

== O
116,2 =t
97,4 —p 116,2 —p i | e By

Figura 31.- Andlisis electroforético de la cromatografia de afinidad en Sepharose-laminina.

Extractos celulares marcados con biotina se aplican en columnas de Sepharose-LN y las proteinas
retenidas se eluyen con EDTA. (A) Las distintas fracciones eluidas con EDTA (1 y 2) se analizan por PAGE-
SDS al 5% en condiciones no reductoras. (B) Inmunoprecipitacion de la fraccion 1 del eluido con EDTA con
anti-B, (LIAL1/2) o anti-o, (GolI3) y andlisis del inmunoprecipitado por PAGE-8DS al 5% en condiciones
no reductoras. Tras la electroforesis se lleva a cabo el proceso de transferencia e identificacién de las
proteinas biotiniladas mediante reaccién con avidina-peroxidasa y revelado por ECL.

3.2.3. EFECTO DE CATIONES DIVALENTES EN LA INTERACCION CELULA-
MATRIZ EXTRACELULAR

Las integrinas requieren cationes divalentes no sélo para su dimerizacién, sino
también para su union al ligando (Loftus ef al., 1990; Gulino et al., 1992). Los cationes
pueden modular tanto la afinidad como la especificidad de tas integrinas. Se ha sugerido
que la principal funcion de los cationes divalentes es provocar un cambio conformacional
en la integrina y desplazar el equilibrio entre su estado activo e inactivo (Mould ef al.,
1995a; Humphries, 1996). Puesto que las células BCS-TC2 interaccionan con la matriz
extracelular a través de integrinas, se ha estudiado el efecto de distintos cationes divalentes
en estas interacciones.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 32. Todos los cationes divalentes
empleados incrementan la adhesion a laminina, siendo la efectividad obtenida
Mn?* > Co?* >Mg?* >Ca’" >Zn’*. Las integrinas o,B,, a,B, v a8, requieren Mg?* y/o
Mn’" para su unién al ligando, mientras que el Ca’* inhibe esta union (Grzesiak er al.,
1992; Lallier y Bronner-Fraser, 1992; Hara et al., 1994). Sin embargo, la adhesién de las
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células BCS-TC2 a laminina se incrementa practicamente al doble en presencia de cationes
Ca’* respecto del control. Este resultado estd de acuerdo con estudios que indican que la
laminina contiene dominios reconocidos por integrinas dependientes de calcio (Kramer et
al., 1990). Hay que considerar, ademds, que ¢l heterodimero o,f, requiere Ca’" para
unirse a la laminina (Elices ef al., 1991). Por tanto, es probable que, en estas células, este
cation incremente la afinidad de la integrina o;p, por laminina. Por otro lado, la integrina

a4, se une a laminina en presencia de Mg?* o Mn’* (Lee et al., 1992).
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Figura 32.- Kfecto de cationes divalentes en la adhesion de las células BCS-TC2 a proteinas de la ECM.

Las células se recogen por tripsinizacion, se lavan dos veces con PBS/EDTA 1mM y se resuspenden
en tampén Tris 10mM, pH 7,5, NaCl 0,15M, KCl SmM ,Glutamina 2mM, Glucosa 1,8mM y BSA al 1%,
en presencia o ausencia del cation divalente correspondiente a una concentracién 2mM. Las células se
siembran sobre LN, FN, Col I y Col IV (10ug/mL). Se valora el nimero de células adheridas después de
30 minutos mediante el método colorimétrico descrito en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan
como incremento en la adhesion celular respecto de la obtenida en ausencia de cationes, a la que se asigna
el valor de 1.
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Los cationes Mn** y Co’" incrementan la adhesién a fibronectina, mientras que
Mg?* y Zn** lo hacen muy ligeramente, y el catién Ca’* no ejerce ningin efecto. La
interaccion de las celulas BCS-TC2 con esta proteina tiene lugar a través de la integrina
«.:8,. Estos resultados coinciden con otros que indican que el reconocimiento del ligando
por este heterodimero af, estd favorecido por cationes Mn**, Mg”* pero no por Ca’*
(Mould et al., 1995a,b). Ademas el Mn?" confiere una mayor afinidad de unién por el
ligando que el Mg’* (Mould et al., 1995a,b). Sin embargo, otros estudios indican que esta
integrina se une a fibronectina en presencia de cationes Ca’*, ademas de Mg®* y/o Mn’*
(Gailit y Ruoslahti, 1988; Kirchhofer et al., 1991). En las c¢lulas BCS-TC2 la interaccion

célula-fibronectina es independiente de cationes Ca’*.

La adhesidn de las células BCS-TC2 a los coldgenos se incrementa por Co®", Mn?*,
Mg?* y Zn**. Sin embargo, la adhesion no se afecta por Ca’*. Estos resultados coinciden
con otros, que indican que las integrinas o,B, y o,B; requieren Mn?* y Mg?*, pero no
Ca’" para su interaccion con el ligando (Grzesiak et al., 1992; Lallier y Bronner-Fraser,
1692).

3.3. TRANSMISION DE LA SENAL

Diferentes tipos de células cuando se adhieren sobre componentes de la matriz
extracelular forman ensamblajes transmembrana conocidos como contactos focales. De
forma general, los contactos focales pueden dividirse morfoidgica y bioquimicamente en
4 regiones (extracelular, transmembrana, placa citoplasmética y red de microfilamentos).
La primera zona, o region extracelular, se caracteriza por la presencia de moléculas de la
matriz extracelular, las cuales conducen o inducen la formacion de contactos focales. La
segunda es la regién transmembrana, en la cual estan implicadas directamente las
integrinas. El dominio citoplasmatico de las subunidades o tiene una funcién reguladora y

el de la subunidad B daria cuenta de la asociacion directa con el citoesqueleto.

Para completar los estudios, recientemente se ha planteado también la posibilidad
de realizar ensayos para elucidar las vias de transmision de la seiial tras la interaccion
componentes de la matriz extracelular-integrina. Aunque se trata de datos previos y

actualmente en estudio, se ha considerado oportuno incorporarlos en esta Memoria.

Distribucion de la integrina B,
Los resultados anteriormente presentados indican que la interaccion de las células
BCS-TC2 con la matriz extracelular estd mediada por las integrinas de la familia §3,. Por

ello se ha planteado analizar, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta, la
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distribucién de las integrinas que contienen la subunidad $, y la posible formacion de
contactos focales en células adheridas a laminina, fibronectina, colageno de tipo 1 y
coldgeno de tipo IV.

La matriz extracelular puede modular la distribucion de las integrinas, pero a
tiempos de extension cortos, cuando todavia no se ha sintetizado matriz propia. La proteina
sobre la que se siembran las células determina el receptor que se agrupa en los contactos
focales. Asi, en los primeros momentos de la adhesion, cuando las células BCS-TC2 ain
permanecen redondas, las integrinas [, se distribuyen por toda la superficie celuiar, sin
ningun patrén definido. Transcurridas 4 horas, las células comienzan a extenderse sobre los
sustratos y, a las 20 horas, cuando ia mayor parte de las celulas estan ya extendidas, las
integrinas P, se distribuyen en las placas de adhesion focal que, de forma puntual, aparecen
a lo largo de la periferia de la célula (Figura 33). Un comportamiento similar se ha
observado en diferentes tipos celulares sobre estos sustratos (Ramos er al., 1990; Clyman
et al., 1992; Gullberg ef al., 1992; Enomoto et al., 1993). Esta localizacion en contactos
focales periféricos indicaria que las integrinas 3, son moléculas de anclaje de las células
BCS-TC2 a la matriz. También se aprecia una tincion en regiones de contacto célula-célula,
como se ha descrito para la integrina 3, en queratinocitos (Nicholson y Watt, 1991) y en
células epiteliales de mama (Berdichevsky et al., 1992).

La distribucion de P, en las células BCS-TC2 sembradas sobre colagenos es
diferente del que presentan las células sobre laminina y fibronectina al mismo tiempo de
ensayo. Sobre laminina y fibronectina es mas intensa la tincién en los puntos de contacto
célula-célula (Figura 33), aunque en todos los casos se aprecia tincion en zonas célula-
sustrato y célula-célula. Una vez formadas y estabilizadas las uniones iniciales, disminuye
el nimero de sitios de adhesion célula-sustrato v las integrinas se relocalizan en sitios de
adhesion célula-célula (Dejana et al., 1988; Lampugnani et al., 1991). Es probable, por
tanto, que sobre laminina y fibronectina se produzca la formacion de los contactos focales
de una manera mas rapida, redistribuyéndose las integrinas P, y situandose preferentemente
en contactos célula-célula. En células migratorias se ha descrito que los agregados de
integrinas son altamente dindmicos y sufren un ciclo de formacion y desagregacion (Regen
v Horwitz, 1992). La localizacién principalmente puntual y periférica de la integrina B, en
celulas extendidas sobre laminina y fibronectina sugiere que la integrina B, pueda estar
implicada, ademas de en la adhesion al sustrato, en la extension y migracion celular, donde
se requi€ren unas interacciones transitorias. Sobre ambos tipos de colagenos se observa que
la integrina B, se distribuye, ademas de en los contactos célula-célula y célula-sustrato, en
toda la superficie celular en forma de proyecciones, por lo que estas integrinas P,

principalmente estarian implicadas en el anclaje de la célula a la matriz (Akiyama ef al.,
1990).
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Fosforilacion de proteinas en tirosina como respuesta a la interaccion células BCS-
TC2-ECM

La union del ligando a la integrina se transmite hasta el dominio citoplasmatico, que
interacciona con moléculas intracelulares, iniciandose la transmision de la sefial. Esto
constituye la tercera regidon de los contactos focales, denominada placa citoplasmatica,
formada por proteinas tales como paxilina, talina, vinculina, proteina quinasa C, tirosina
quinasas (ppl12574%, pp60"™*), tensina, zysina, etc. (Lafrenie y Yamada, 1996). Como
resultado de la interaccion entre estas proteinas se produce la fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina y la modificacion de la concentracion intracelular de calcio (Yamada
y Miyamoto, 1995; Lafrenie y Yamada, 1996). Los ensayos de inmunofluorescencia
muestran que la adhesion de las células BCS-TC2 a los diferentes sustratos de la ECM
origina el agrupamiento de integrinas B, en los contactos focales y, por tanto, cabe esperar
que se produzca la interaccion de su dominio citoplasmatico con moléculas mtracelulares.
Ademas, en la figura 331 se observa que la interaccion de las células BCS-TC2 con
sustratos de la ECM origina la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina. Asi,
durante la adhesion de las células se detectan proteinas fosforiladas en residuos de tirosina

localizadas tanto en las zonas de contacto con el sustrato como en los contactos célula-
célula.

Para identificar las proteinas que se fosforilan en tirosina, se analizaron por
inmunodeteccion usando anticuerpos anti-fosfotirosina, extractos de células adheridas a
diferentes tiempos sobre laminina, fibronectina y colageno tipo I. Como control se¢ analiza
la fosforilacidn en células recién tripsinizadas o bien sembradas sobre plastico o polilisina.
Las células sembradas sobre polilisina se adhieren pero no se extienden, ya que la adhesion
tiene lugar por carga y es independiente de integrinas, y muestran unos niveles de
fosforilacion en residuos de tirosina similares o ligeramente superiores a los de las células
recién tripsinizadas. Como se observa en la figura 34, la adhesion de las células a los
diferentes sustratos origina un incremento en la fosforilacion en tirosinas de proteinas
respecto de las células recién tripsinizadas y mantenidas en suspension. Este incremento es
dependiente del tiempo de adhesidn sobre los sustratos. Por todo ello, se puede considerar
que la fosforilacion de todas estas proteinas esta mediada por las integrinas que participan
en la interaccién célula-matriz extracelular.

Se ha demostrado que un grupo de proteinas de masas moleculares comprendidas
entre 105 y 130 kDa se fosforilan en tirosina en respuesta a la adhesion (Juliano y Haskill,
1993; Hamawy et al., 1993). Entre estas proteinas se¢ ha identificado la proteina
denominada p130® (Harte et al., 1996), asi como la pp12574X (Hanks et al., 1992;
Kornberg et al., 1992; Schaller et al., 1993). También se ha demostrado que la paxilina
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(68-70 kDa) y la tensina (200 kDa) se fosforilan en tirosina después de la adhesion y la

extension sobre componentes de la matriz extracelular.
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Figura 34.- Inmunodeteccion de proteinas fosforiladas en tirosina tras la interaccion celular con
componentes de la ECM.

Las células BCS-TC2 se siembran sobre superficies saturadas con 10 pg/ml de LN, FN v Col L.
A diferentes tiempos las células se recogen vy los extractos celulares se someten a electroforesis e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-fosfotirosina (PY2(); dilucién 1:1000). Proteinas fosforiiadas en tirosina
en células adheridas a FN (A) y LN y colageno tipo 1 (B) a diferentes tiempos. (C) Células BCS-TC2 se
siembran sobre pldstico v se incuban en presencia (+) o ausencia (-} de anticuerpos anti-B, (LIA1/2) o anti-
IgG de ratén a los tiempos indicados, como se indica en Materiales y Métodos. En (A) y (B) se considera
come control la fosforilacién de proteinas en tirosinas en células recién tripsinizadas (0) y en (C) la
fosforilacién en ausencia de ambos anticuerpos, 0 en presencia exclusivamente de anti-B, o de anti-Ig(,
durante 30 minutos.

Como se observa en la figura 34A, en células sembradas sobre fibronectina la
fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina tiene lugar a tiempos cortos. Tras 15
minutos de adhesion se observa una banda intensa que corresponde a proteinas fosforiladas
en tirosina de masas moleculares comprendidas entre 130 y 115 kDa. A este tiempo la

mayor parte de las células estdn adheridas pero mantienen una morfologia redondeada, sin
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ningln indicio de extensiéon. Después de 4 horas de adhesion, cuando se alcanzan los
niveles de fosforilacion maximos. aproximadamente un 50% de las células ain presentan
morfologia redondeada. Los niveles de fosforilacion se mantienen después de 20 horas,
cuando todas las células estan extendidas. Probablemente, entre las proteinas fosforiladas
se encuentre la proteina de adhesion focal (pp12574%), de 125 kDa de masa molecular. Esta
proteina, cuando se fosforila, es capaz de activar a otras tirosina quinasas implicadas en la
transmision de la sefial. Ademads, aparece otra banda, de menor movilidad electroforética
(200 kDa), cuya intensidad también se incrementa con €l tiempo. Probablemente, por su
masa molecular se trate de la tensina, ya que se ha descrito que esta proteina se fosforila
en células adheridas sobre fibronectina (Bockholt y Burridge, 1993). Estudios con
anticuerpos anti-a, y anti-as han demostrado que la unién de las integninas a.B, y asp, a
fibronectina estimula la fosforilacién de proteinas de 105 y 120 kDa, entre ellas pp1257%
(Nojima et al., 1995). Ademas, la ocupacién de «;B, y osB, induce la fosforilacion de
pp12574% en células epiteliales y fibroblastos (Komberg ef al., 1992; Vuori y Ruosiahti,
1993).

Cuando las células se siembran sobre laminina se produce una rapida fosforilacion
de la misma proteina de 125 kDa, alcanzandose los niveles maximos a 15 minutos de
adhesion. Estos niveles se mantienen tras 4 horas de adhesion a laminina (Figura 34B).
Estos resultados sugieren que la adhesion de las células BCS-TC2 a laminina y fibronectina
induce la fosforilacion de la proteina pp12574K de manera dependiente del tiempo. Esto se
ha observado también en células KB y en fibroblastos adheridos sobre estos mismos
sustratos (Burridge et al., 1992; Kornberg et al., 1992). Ademas, la fosforilacion en
tirosinas es un proceso relativamente rapido e independiente de la extension celular. Sobre
laminina y fibronectina la fosforilacion precede a la extensién celular, lo que implica una
correlacidon entre la transmision de la sefial y los cambios morfologicos, como se ha
descrito en otros sistemas de estudio (Kornberg ef al., 1992).

En la figura 34B también se recoge el patrén de proteinas fosforiladas cuando las
células se adhieren a coldgeno de tipo 1. La aparicién de la banda de proteina fosforilada
de 125 kDa (pp125¥%) requiere un mayor tiempo que sobre fibronectina o laminina, no
detectiandose a los 15 minutos pero si 30 minutos después de ia siembra. La fosforilacion
de esta proteina se incrementa con el tiempo, alcanzéndose el maximo después de 21 horas
de adhesién cuando la préctica totalidad de las células presentan una morfologia extendida
sobre colageno de tipo I. En la deteccion de integrinas por inmunofluorescencia se ha
comentado que, probablemente, la formacion de contactos focales sobre colageno tenga
lugar mas lentamente, lo que justificaria el retraso observado en la fosforilacion de
ppl12574K. Se ha descrito que la adhesién de fibroblastos a coldgeno de tipo I produce

fosforilacion en tirosinas de proteinas, entre ellas ppl25F4%, sélo cuando las células
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presentan una morfologia extendida, no siendo suficiente la adhesion celular (Roeckel y
Krieg, 1994). Sin embargo, la adhesion de plaquetas a coldgeno a través de la integrina
a,P, produce la rapida fosforilacion de pp125'™** (Polanowska-Grabowska et al., 1993).

En todos los casos el incremento en los niveles de fosfotirosina observado se induce
por la adhesion y extensidn celular, pero no por desunion de las células de la ECM, como
se desprende de los niveles obtenidos con las células control recién tripsinizadas. Este
resultado sugiere que la fosforilacién en tirosina estd implicada en el ensamblaje del

citoesqueleto mas que en el desensambilaje.

Los resultados obtenidos sugieren que la fosforilacion en tirosina de las proteinas
tensina y ppl257% se induce por interaccion con la matriz extracelular (a través de

integrinas) y es responsable de la formacion de contactos focales y de la extension de las
células BCS-TC2.

Fosforilacion de proteinas en tirosina como respuesta al agrupamiento de integrinas

La adhesion celular a laminina, fibronectina y colageno de tipo I esta mediada por
las integrinas ofB;, @B, y o,p,, respectivamente. Sin embargo, en todos los casos se
induce la fosforilacion de pp125F%K, lo que sugiere que la unién del ligando a la
correspondiente integrina puede activar la misma tirosina quinasa, como también han
sugerido otros autores (Bockholt y Burridge, 1993). El estimulo inicial para la fosforilacion
se ha propuesto que es el agrupamiento de integrinas, proceso clave en la formacion de los
contactos focales, que puede ser inducido cuando las células se incuban con anticuerpos
anti-integrinas (Kornberg et al., 1992). Puesto que en todos los casos participa la subunidad
B, de la integrina, se ha estudiado el efecto del agrupamiento de integrinas B, sobre la
fosforilacion de residuos de tirosinas. El agrupamiento se puede inducir por incubacién con
anticuerpos anti-p,, que simula la ocupacién de la integrina, seguido de la incubacion con
el anti-IgG de raton. Como se puede observar en la figura 34C, este tratamiento estimula
la fosforilacion de proteinas de 125 kDa de manera dependiente del tiempo de incubacion
con los anticuerpos. El méximo efecto en la fosforilaciéon ocurre cuando tienen lugar tanto
la ocupacion como el agrupamiento de las integrinas. En otros tipos celulares también se
ha descrito que ¢l agrupamiento de integrinas B, incrementa la fosforilacion de proteinas
de 115-130 kDa, entre ellas la pp12572% (Kornberg et al., 1991,1992).

Modificacién de los niveles de Ca’ intracelular

Otro de los aspectos analizados como resultado de la interaccion de las células BCS-
TC2 con la matriz extracelular es la modificacién de los niveles de calcio intracelular. Para

ello se introduce en las células una sonda fluorescente que incrementa su fluorescencia al
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quelar calcio. De esta manera, la intensidad de fluorescencia es indicativa de los niveles de
calcio intracelular. La interaccion de las células mantenidas en suspension con fibronectina
no origina una modificacion significativa de los niveles de calcio intracelular. Se requieren
tiempos de ocho minutos de interaccidn con esta proteina para apreciar un ligero incremento
en dichos niveles, no observandose una dependencia con la concentracion de fibronectina
utilizada (Figura 35). Sin embargo, la interaccion de las células con laminina origina, tan
solo después de un minuto, un incremento del calcio intracelular que es dependiente de la
concentracion de laminina (Figura 35). En este caso, los niveles decaen con el tiempo una
vez alcanzado el maximo. Al estudiar el efecto de la interaccion con coldgeno de tipo I s6lo
se observa una ligera variacion, existiendo dos poblaciones celulares que responden de
diferente manera a la interaccién con esta proteina.

Las variaciones observadas en los niveles de calcio intracelular no son muy
significativas, incrementindose la sefial de manera muy acusada si se incuba con un
ionoforo. En otros casos, el incremento detectado es mayor, por gjemplo, cuando
hepatocitos en suspension se incuban con anticuerpos anti-integrinas (o,, o, ¥ B,) (Nebe et

I, 1995).
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Figura 35.- Niveles de calcio intracelular en células BCS-TCZ después de la interaccién con
componentes de la matriz,

Las células en suspension se marcan con la sonda Calcium Green y se incuban con distintas
concentraciones de fibronectina o laminina a diferentes tiempos. La medida del incremento en la fluorescencia
debido a cambios en los niveles de calcio con respecto al control (células en ausencia de componente de la
matriz) se realiza por citometria de flujo. En la figura se representa la fluorescencia registrada tras ocho
minutos de incubacién con fibronectina o tras un minuto de incubacién con laminina. U.A., unidades
arbitrarias de fluorescencia.
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[.os ensayos anteriormente comentados se han realizado con células recogidas por
tripsinizacion y mantenidas en suspension. Para determinar si en la monocapa las integrinas
participan en las modificaciones del calcio intracelular, se han realizado estudios por
microscopia confocal, sembrando células sobre los diferentes sustratos y registrandose las
variaciones con la extension celular. En este caso no se detecta una movilizacién rapida del
calcio, por lo que dicha movilizacién parece depender de la extension y no de la adhesion
celular, a semejanza de lo que ocurre con células endoteliales HUVEC extendiéndose sobre
fibronectina y vitronectina (Schwartz, 1993).

Organizacion del citoesqueleto

Todos estos resultados indican que la adhesion de las células a la ECM origina el
agrupamiento de integrinas y la interaccion de su dominio citoplasmatico con moléeculas
intracelulares induciendo la formacién de los contactos focales y la transmision de la sefial.
El cuarto dominio de los contactos focales es la red de microfilamentos. Estos constan de
actina y proteinas asociadas tales como o-actinina y miosina. Por tanto, se ha analizado si
la adhesion de las células BCS-TC2 a distintos componentes de la ECM influye sobre la

organizacion del citoesqueleto.

Cuando las células BCS-TC2 crecen sobre superficies de vidrio no se produce la
organizacion de redes fibrilares de tubulina o actina (Figura 36A,B). Se observa una
condensacion de la tubulina en placas en los contactos célula-célula, mientras que la actina
se localiza principalmente en la periferia celular, exhibiendo una tinciéon punteada y
discontinua. Por tanto, el citoesqueleto de estas células estd poco organizado reflegjo,
probablemente, de la transformacion maligna. Esta falta de organizacion del citoesqueleto
se asocia normalmente con las propiedades invasivas de células tumorales, como su alta
motilidad, adaptabilidad y velocidad de proliferacién incrementada (Decloitre ef al., 1991),

y coincide con lo ya observado en células epiteliales de colon humanas (Olive et al., 1993).

En las células BCS-TC2 solo se detectan los microfilamentos de actina cuando éstas
crecen sobre colageno de tipo 1 o laminina {Figura 36D,J), aunque no se observa una clara
organizacion en fibras de tension. Sin embargo, otros sustratos, que también promueven
la adhesién y extension celular, no inducen la organizacion de la actina. En este sentido se
ha descrito un efecto especifico del coldgeno de tipo I sobre la organizacion de las fibras
de actina en otras células tumorales (Luparello ef al., 1991). Por otro lado, todos los
sustratos inducen la organizacion de microtibulos. El patrén de tincién de la tubulina
muestra una fina red de filamentos distribuida radialmente por todo el citoplasma a partir
del area perinuclear (Figura 36). Asi, los microtibulos podrian estar implicados en la
transmision de sefiales tras la interaccién de las células con los componentes de la ECM.
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3.4. INFLUENCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL FENOTIPO
TUMORIGENICO DE LAS CELULAS BCS-TC2

3.4.1. INDUCCION DE LA CAPACIDAD TUMORIGENICA

La capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2 es practicamente nula, como se
observo tanto por estudios in vitro como in vivo. Estas células presentan una baja capacidad
para formar colonias (eficacia de formacién de colonias del 22% en medio liquido a baja
densidad, y del 2% en agar). Ademas, estudios previos indican que presentan una casi nula
capacidad tumorigénica in vivo, incluso cuando se inyecta un gran nimero de células en

ratones atimicos (Turnay et al., 1990).

Estas células epiteliales y poco diferenciadas, que in vitro responden a componentes
de la matriz extracelular, pueden constituir un buen modelo para el estudio del efecto de
la ECM sobre el comportamiento in vivo de células malignas. Teniendo en cuenta que la
proliferacion y la diferenciacién celular dependen de las interacciones con la matriz
extracelular y, en el caso de las células epiteliales, con los basamentos membranosos, se
propuso inicialmente estudiar la posible influencia del matrigel sobre la capacidad
tumorigénica de las células BCS-TC2. El matrigel es un basamento membranoso
reconstituido obtenido del sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Sus
principales componentes son: laminina, colageno de tipo IV, proteoglicanos de tipo heparédn
sulfato, entactina, fibronectina, plasminogeno, factores de crecimiento propios del tumor
EHS, tales como TGF-B, FGF, EGF, PDGF e interleuquina IL-1 (Kleinman et a/., 1982
y 1986; Vukicevic et al., 1992b; Farina er al., 1996).

El matrigel se ha utilizado para determinar la implicacion de las interacciones ECM-
célula tumoral en la estimulacion del crecimiento, en la diferenciacion celular, invasion y
metastasis, asi como en el proceso angiogénico (Albini ef al., 1992; Vukicevic ef al.,
1992a,b; Noel et al., 1993; Grant ef al., 1994). Se ha descrito que la coinyeccién
subcutanea con matrigel incrementa el crecimiento in vivo de una gran variedad de tipos
celulares, entre ellos células de carcinoma de pulmén y de prostata humana y de
adenocarcinoma de mama y de colon (Fridman et a/., 1990; Passaniti ¢f al., 1992; Topley
et al., 1993).

Efecto del matrigel en la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2

El efecto que el matrigel ejerce sobre la capacidad tumorigénica de las células BCS-

TC2 in vive se ha estudiado inyectando subcutdneamente en ratones atimicos diferente
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niamero de células en presencia o ausencia de matrigel. A la dosis mas baja, 250.000
células/raton, no se observa formacion de tumores en ninguno de los ratones inyectados
unicamente con células. Cuando el nimero se incrementa a 1x10°® células/raton, solo en un
experimento se aprecio la formacion de tumores, siendo la incidencia total del 6% (5 de 82
ratones). Estos resultados verifican que las células BCS-TC2 presentan una capacidad
tumorigénica practicamente nula. Otras lineas celulares, procedentes también de
adenocarcinoma de colon (WiDr, SW480 y HT29) son, por si solas tumorigénicas y los
valores de incidencia son del 90-100% . En determinados casos, como ocurre con las células
SW480, el crecimiento del tumor es muy lento, desapareciendo los tumores a los 50 dias
(Varner et al., 1992; Toppley et al., 1993).

Como se puede apreciar en la figura 37, la coinyeccion de las células con matrigel

incrementa de manera significativa la capacidad tumorigénica de las células.
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Figura 37.- Efecto del matrigel sobre el crecimiento in vive de las células BCS-TC2.

El efecto del matrigel sobre ia tumorigenicidad de las células BCS-TC2 se estudia por inyeccion
subcutdnea en ratones atimicos. La velocidad de crecimiento de Jos tumores se analiza después de la
inyeccion de 1x10° células solas (O), o en presencia de 0,6 mg (@) o 1,2 mg (A) de matrigel por raton. El
tamafio de los tumores se determina a los tiempos indicados. Los valores control corresponden al valor medio
del tamafio de los 5 tumores obtenidos en los 82 ratones inyectados tnicamente con células BCS-TC2. Ei
efecto del matrigel se determina en tres experimentos distintos, en cada uno de los cuales se utilizan de 6 a
3 ratones. Los datos representan los valores medios. El error experimental es inferior al 10%.

El matrigel produce un incremento considerable tanto en la incidencia como en la
velocidad de crecimiento del tumor de células BCS-TC2 cuando se compara con los
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controles. La incidencia es del 100% para cualquiera de las concentraciones de matrigel
estudiadas y se produce una disminucion en el periodo de latencia (Tabla VIII). El efecto
del matrigel es dependiente de la dosis, observandose una disminucion en el periodo de
latencia cuando se incrementa la cantidad de matrigel inyectada (Tabla VIII).

Tabla VIII. Efecto de la dosis de matrigel sobre el crecimiento in vive de las células

BCS-TC2.
Tratamiento Incidencia Tamarfio tumor Tiempo latencia
(cm) {semanas)
Ninguno 5(82) 6% 1,24 £ 0,25 5-6
Matrigel 0,6 mg 18(18) 100% 2,06 £ 0,53 2-3
Matrigel 1,2 mg 18(18) 100% 2,19£0,70 1

Se inyectan 1x10° células subcutaneamente en ratones atimicos en ausencia (ninguno), o en presencia de 0,6
mg o 1,2 mg de matrigel. El tamaiio del tumor se determina 12 semanas después de la inoculacién de las
células, como se describe en Materiales y Métodos.

Estos experimentos ponen de manifiesto la estimulacion del crecimiento que ejerce
el matrigel in vivo sobre las células BCS-TC2 ya que, incluso cuando se inyecta una
concentracion baja de células (2,5x10° células/raton), se produce la formacién de tumores
con una incidencia del 100%. En ninguno de los ratones en los que se desarrollaron
tumores se observaron visualmente metdstasis en Organos internos, lo que sugiere una
limitada capacidad de las células malignas del tumor primario para extravasarse a la
circulacion.

Puesto que el matrigel promueve o incrementa considerablemente la tumorigenicidad
de las células BCS-TC2, se procedié a estudiar el efecto de este extracto de basamentos
membranosos sobre la tumorigenicidad de las células HT-29, también procedentes de un
adenocarcinoma de colon, pero con capacidad tumorigénica intrinseca. La incidencia de
formacién de tumores para las células HT-29 solas es del 100% (Varmer ef al, 1992). A
los ratones se les inyectan subcutdneamente 1x10° células HT-29 en presencia de matrigel.
Después de 4 semanas todos los ratones inyectados con c¢élulas HT-29 (4/4) presentan
tumores, cuyo tamafio es aproximadamente 3 veces superior al de los obtenidos cuando se
inyectan las células BCS-TC2 en presencia de matrigel (Tabla [X).

De los resultados obtenidos se puede concluir que el matrigel induce la capacidad
tumorigénica de las células BCS-TC2. El matrigel produce este mismo efecto en otras

células no tumorigénicas, como fibroblastos, células de retinoblastoma y células SCLC de
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carcinoma de pulmon (Sweeney et al., 1991; Albini et al., 1992; Fridman et al., 1992).
Por otro lado, el matrigel puede acelerar el crecimiento tumoral en células con
tumorigenicidad intrinseca, como ocurre en el caso de las células HT-29. Asi se ha descrito
que el matrigel puede incrementar la tumorigenicidad o la velocidad de crecimiento tumoral
y el tamafio de los tumores en células procedentes de distintos tipos de carcinomas humanos
y células B16F10 de melanoma de ratén (Fridman et al., 1991; Sweeney et al., 1991;
Topley et al., 1993).

Tabla IX. Comparacion de la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2 y HT-29

Linea celular Incidencia Tamafio tumor (cm)
BCS-TC2 + MG 5(5) 100% 0,38 + 0,22
HT-29 + MG 5(5) 100% 1,14 £ 0,68

Se inyectan 1x10° células subcutineamente en ratones atimicos en presencia de 0,6 mg de matrigel (+MG).
El tamatio del tumor se determina 4 semanas después de la inoculacidn de las células, como se describe en
Materiales y Métodos.

Las células coinyectadas con matrigel forman tumores solidos rodeados por una
membrana que los encapsula. La observacidn visual de estos tumores muestra una extensa
vascularizacion externa. En tumores de gran tamafio la parte central, donde no llegan los
vasos sanguineos, presenta una zona de tejido necrético y edema. El andlisis
inmunochistoquimico de los tumores muestra la existencia de dos regiones, una externa,
celular y compacta, y un area interna con menos células y mas diseminadas. En la parte
externa de estos tumores, las células estan asociadas fuertemente y presentan actividad
proliferativa, como se deduce de la tincion positiva obtenida con anticuerpos anti-67-Ki
(frente al antigeno nuclear expresado preferentemente por células en division) (Figura 38).
Estas células también se tifien positivamente con el anticuerpo anti-citoqueratinas AE1, pero
no con el AE3 {que reconoce citoqueratinas expresadas por células epiteliales diferenciadas)
ni con anticuerpo anti-CEA, lo que sugiere un bajo grado de diferenciacion celular. Por el
contrario, las células de la zona interior de los tumores parecen ser menos proliferativas,
ya que no se tifien con anticuerpos anti-67-Ki, pero son aparentemente mas diferenciadas,
ya que dan reaccién positiva con los anticuerpos anti-AE3 y anti-CEA. Los estudios
muestran que los tumores estan formados por células de origen epitelial como se observa
en la tincion con marcadores especificos para células epiteliales (AEl y AE3).

La apariencia histologica, morfologica y los datos inmunohistoquimicos de los
tumores desarrollados en los ratones en presencia de matrigel son indistinguibles de los

obtenidos esporadicamente tras la inyeccion de las células BCS-TC2 solas.
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Efecto de distintos componentes del matrigel sobre 1a proliferacion tumoral

Aunque diferentes estudios han puesto de manifiesto que el matrigel promueve la
formacién de tumores in vivo, aun se desconoce cémo ejerce este efecto. Se ha sugerido
gue puede ser debido a las caracteristicas fisicas del matrigel, ya que éste adquiere
consistencia de gel a 37°C cuando esta lo suficientemente concentrado. El matrigel podria
actuar como barrera protegiendo a las células inoculadas de las células NK (natural killer)
del raton (Albini et al., 1992; Topley et al., 1993). Ademads, se ha postulado que el
matrige! podria mantener a las células agrupadas en pequeiias areas lo que permitiria una
influencia mayor de los factores de crecimiento. De esta manera, las células dispondrian
de un microentorno adecuado para la proliferacion celular, estimulandose el crecimiento
tumoral.

Para determinar si ¢l efecto del matrigel se debe sélo a que las células se inyectan
embebidas en un gel, se han realizado dos aproximaciones distintas. Se ha comparado su
efecto con el de un gel formado por otro componente de la matriz extracelular, el colageno
de tipo 1. Como se recoge en la tabla X, el gel de colageno no induce la formacion de
tumores en ninguno de los ratones inyectados. Por otro lado, se han empleado bajas
concentraciones de matrigel, a las cuales no se produce la formacion de gel, ¢ incluso a
estas concentraciones se favorece el crecimiento tumoral. Estos datos indican que el efecto
mediado por el matrigel no es debido a sus propiedades fisicas, sino que se debe a algin
componente especifico del mismo. En este sentido se ha descrito que un coagulo de fibrina,
que in vitro protegia a las células humanas de la actividad citotoxica de las celulas NK
(Gunji y Gorelik, 1988), no favorece el crecimiento de células ir vivo inyectadas sélo con
medio (Passaniti ef al., 1992; Topley et al., 1993). Por otro lado, células no tumorigénica
de retinoblastoma inyectadas en ratones inmunosuprimidos (deficientes en células NK, T
y B) no son capaces de crecer, y solo forman tumores cuando se coinyectan con matrigel
sin que exista diferencia en la velocidad de crecimiento con respecto a la de tumores
desarrollados en ratones atimicos (Albini et al., 1992).

El matrigel contiene factores de crecimiento (Vukicevic et al., 1992a,b), y éstos
podrian ser los responsables del incremento en la capacidad tumorigénica de las células. Por
lo tanto se analizé la influencia que tiene la reduccion de estos componentes sobre el
crecimiento tumoral coinyectando las células con matrigel, tratado previamente para
eliminar las proteinas de baja masa molecular y los factores de crecimiento (matrigel low)
(Vukicevic et al., 1992b). Como se aprecia en la tabla X, en todos los casos el matrigel
bajo en factores de crecimiento induce la formacion de tumores, siendo estos solo
ligeramente mds pequefios que los obtenidos con matrigel. La diferencia mas significativa
consiste en un aumento del tiempo de latencia respecto del obtenido en presencia de
matrigel. El periodo de latencia es dependiente de la dosis de matrigel fow utilizada, como
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se observa en la figura 39. Estos resultados indican que los factores de crecimiento
presentes en el matrigel no son los responsables del efecto observado. Sin embargo, es
probable que los factores de crecimiento participen de algin modo en las etapas iniciales
de la formacion del tumor, lo que origina que, en ausencia de ellos, se produzca un
incremento de la fase de latencia, lo que se correlaciona con una ligera disminucién del

tamafio de los tumores 12 semanas después de la inyeccion.

Tabla X. Efecto del matrigel y de componentes de la matriz extracelular sobre ¢}
crecimiento in vive de las células BCS-TC2.

Tratamiento Incidencia Tamatio tumor Tiempo de latencia
(cm) (dias)
Ninguno 0 (8) - -
Matrigel 6 (6) 1,98 £ 0,57 10
Matrigel low 6 (6) 1,58 + 0.61 12
Gel de coldgeno tipol 0 (8) - -
Colageno de tipo IV 0(®) -— —
Colageno de tipo V 0 (8) - —
Laminina 8(10) 1,19 + 0,28 10

1x10° células se inyectan en ratones atimicos en ausencia (ninguno) o en presencia de matrigel o diferentes
componentes de la matriz extraceluiar. Las células se inoculan con dosis de (.4 mg de matrigel, matrigel /ow,
laminina, o empleando dos dosis diferentes de coldgenos, 1,25 y 2 mg. El tamafio del tumor se determina
12 semanas después de la inyeccion de las células como se detalla en Materiales v Métodos.

Puesto que los factores de crecimiento presentes en el matrigel no son los
principales responsables del crecimiento tumoral inducido por matrigel, se analizo el efecto
de la coinyeccidn de las células BCS-TC2 con laminina y diversos tipos de coldgeno (tipos
1, IV y V). Los resultados se recogen en la tabla X y ponen de manifiesto que ninguno de
los colagenos analizados, a las dosis estudiadas, promueven la formacion de tumores. El
colageno tampoco incrementa ¢l crecimiento tumoral de células de carcinoma de pulmon
ni de carcinoma de prostata (Sweeney et al., 1991; Fridman et a/., 1991; Passaniti et a/.,
1992). Sin embargo, la coinyeccién de células con laminina pura, incluso a concentraciones
muy bajas, incrementa considerablemente la capacidad de formacion de tumores de las
celulas BCS-TC2. La coinyeccion de células con esta proteina origina tumores en el 80%
de los ratones con un tiempo de latencia inferior a dos semanas. Los tumores desarrollados

en presencia de laminina son de menor tamafio que los originados por matrigel (Tabla X).
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Figura 39.- Crecimiento in vivo de las células BCS-TC2 en presencia de matrigel bajo en factores de
crecimiento (matrigel low) y en presencia de laminina.

Las células (1x10° se mezclan con 0,2 o 0,4 mg de matrigel fow (A) o laminina (B), y se inyectan

subcutineamente en ratones atimicos. E] tamafio de los tumores se mide como se detalla en Materiales y

Métodos. Los experimentos se realizaron 3 veces utilizando en cada uno de ellos de 3 a 4 ratones. Los datos

representan el valor medio de dichos experimentos. El error experimental es inferior al 10%.

Por tanto, los resultados demuestran que la matriz extracelular induce Ia
tumorigenicidad de las células BCS-TC2, y parece que la laminina es la principal molécula
responsable, aunque no se puede excluir la influencia de otros componentes como factores

de crecimiento, proteoglicanos o proteasas, que pueden incrementar el efecto de la
laminina.

La funcion de la laminina intacta como inductora del crecimiento tumoral in vive
ha sido descrita en muy pocos casos: en c€lulas WiDr de adenocarcinoma de colon humano
y en células A253 (carcinoma submandibular) o A549 (carcinoma de pulmén) (Topley er
al., 1993; Grant et al., 1994). En la mayor parte de los estudios en que se han coinyectado
células con laminina no se ha incrementado el crecimiento tumoral (Fridman et al., 1990,
1992; Albini et al., 1992; Vukicevic ef al., 1992b). Este hecho se ha explicado
considerando que sélo la laminina purificada, libre de entactina, origina el desarrollo de
tumores, mientras que el complejo laminina-entactina no tiene ningin efecto sobre el
crecimiento tumoral (Topley ef al., 1993). Sin embargo, en otros sistemas, la coinyeccién
con laminina pura no ha favorecido el crecimiento tumoral. Esto ha intentado explicarse

considerando la naturaleza soluble de la laminina, que presenta una mayor susceptibilidad



Resultados v Discusion 131

a su degradacion in vivo, mientras que el matrigel es insoluble y puede persistir intacto
durante largos periodos de tiempo (Fridman et al., 1990).

El mecanismo a través del cual la laminina o el matrigel ¢jercen su efecto no se
conoce, aunque se¢ han sugerido diferentes posibilidades, como: a) proporciona interacciones
especificas célula-matriz que incrementan el crecimiento y la supervivencia celular en los
estadios iniciales de la progresion tumoral a través de mecanismos como la supresion de
la apoptosis (Fridman et al., 1990; Passaniti ef al., 1992; Fisher, 1994); b) incrementa la
supervivencia celular por seleccion de una subpoblacion mds resistente dentro de la
poblacién heterogénea original (Fridman et al., 1991, 1992); ¢) induce la liberacion de
factores de crecimiento que incrementan la viabilidad de las células tumorales (Fridman et
al., 1992; Vukicevic et al., 1992b; Noel et al., 1993); y d) induce la angiogenesis
(Fridman et al., 1992; Bonfil et al., 1994, Grant et al., 1994; Ito et al., 1995). Estas
distintas posibilidades no son excluyentes y su importancia relativa depende, probablemente,
del tipo de célula tumoral del que se trate y de distintos fctores del organismo u ¢rgano
invadido.

La laminina estimula la proliferacién en lineas celulares establecidas, actividad que
parece deberse a las repeticiones de tipo EGF presentes en la glicoproteina (Figura 3). La
region de la laminina que contiene dichas secuencias es accesible a las células solamente
cuando el basamento membranoso ha sido dafiado o no estd intacto (Panayotou et al.,
1989). Asi se piensa que la coinyeccion de células con laminina purificada puede imitar esta
situacion causando, de este modo, un incremento de la proliferacién celular. La laminina
incrementa la adhesion y la proliferacién in vitro de las células BCS-TC2, como se ha
comentado anteriormente (Figura 13 y 20). Sin embargo, estos mecanismos no deben ser
los unicos implicados en la induccidn de la tumorigenicidad, ya que otras moléculas de la
matriz como colagenos de tipo 1 y IV, también originan un efecto similar in vitro (Figura
13 y 20), pero no inducen la tumorigénesis in vivo. Hay que tener en cuenta que esta
situacion es compleja y que en este comportamiento pueden intervenir otros factores, como

las interacciones con proteinas del huésped.

La observacion visual de los tumores inducidos por matrigel muestra que éstos estan
vascularizados, lo que sugiere que se ha producido un proceso de angiogénesis. Este efecto
puede ser debido a la capacidad que tiene el matrigel para prevenir la degradacion de
factores de crecimiento (FGF y TGF-8), que presentan actividad angiogénica (Folkman y
Klagsbumn, 1987). Por otro lado, las células que rodean al matrigel, o las que se encuentran
en su interior, pueden secretar factores angiogénicos o afectar al matrigel de modo que, en
su procesamiento in vivo, se liberen péptidos angiogénicos. De esta manera los nuevos
capilares favorecerian ¢l crecimiento de las células coinyectadas con matrigel desde el inicio

favoreciendo su supervivencia y promoviendo su proliferacion (Bonfil et al., 1994).
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Efecto de distintos péptidos de reconocimiento celular sobre la capacidad tumorigénica
de las células BCS-TC2

Dentro de la molécula de laminina existen diferentes secuencias, como -YIGSR-¢ -
IKVAV-, que son reconocidos por las células y que influyen en su capacidad tumorigénica.
Péptidos que contienen la secuencia -IKVAV- son angiogénicos e incrementan la
vascularizacion, el crecimiento tumoral y la metastasis (Sweeney et al., 1991; Kibbey et
al., 1992). Se ha postulado que el sitio SIKVAV de la laminina puede quedar expuesto
debido a la proteolisis del matrigel por las células del estroma (Kibbey et al., 1992). Por
otro lado, péptidos que contienen la secuencia -YIGSR- presente en la cadena B de la
laminina, inhiben la angiogénesis y, por tanto, reducen la metastasis y el crecimiento de
tumores subcutdneos {Yamamura et al., 1993; lwamoto et al., 1996).

Con objeto de confirmar si el efecto de la laminina sobre el crecimiento celular esta
relacionado con propiedades angiogénicas, se iniciaron los estudios encaminados a
determinar el efecto que estos péptidos tienen sobre la capacidad tumongénica de las
células. Ademads, se ha comprobado el efecto producido por péptidos que contienen la
secuencia -RGD- que es reconocida por receptores celulares de adhesion a la matriz
extracelular. La coinyeccion subcutanea de células BCS-TC2 con ¢l peéptido GRGDSP no
influye en la capacidad tumorigénica de las células, puesto que no se observa aparicién de
tumor en ninguno de los ratones inyectados.

Para comprobar el efecto del péptido CDPGYIGSR se coinyectaron subcutdneamente
células BCS-TC2 con matrigel en presencia o en ausencia del péptido CDPGYIGSR. Como
se observa en la figura 40A, el péptido estudiado no inhibe el crecimiento tumoral, siendo
la velocidad de crecimiento de los tumores practicamente idéntica en presencia o en
ausencia del péptido. Ademas, se consiguen tumores de igual tamafio y no se modifica la
fase de latencia, siendo en ambos casos la incidencia del 100%. Por tanto, el péptido
CDPGYIGSR no inhibe el crecimiento tumoral estimulado por el matrigel. Unicamente se
observa la formacion de tumores con un alto grado de necrosis, lo que podria ser indicativo
de una menor vascularizacion.

En otros estudios, cuando el péptide YIGSR se coinyecta subcutineamente con
matrigel y con células de carcinoma de pulmoén o de carcinoma de prostata, el crecimiento
tumoral se reduce notablemente (Fridman et al., 1990; Passaniti ef al., 1992).
Eventualmente puede tener lugar crecimiento tumoral debido al recambio metabolico del
peptido, puesto que no se administraron nuevas dosis del péptido (Passaniti et al., 1992).
También hay que considerar que en este péptido, como ya se ha comentado, es importante
la conformacion que presenta. Recientemente, se ha descrito que un péptido multimérico

incrementa ¢l efecto inhibitorio sobre {a angiogénesis respecto del monomérico (Iwamoto
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et al., 1996). Por tanto, es probable que, en este sistema, no se observe inhibicion debido
a una inadecuada conformacion del péptido. En cualquier caso, el hecho de que este péptido
no ejerza ningun efecto sobre el crecimiento tumoral puede correlacionarse con la falta de

bloqueo de la adhesién a laminina por este mismo péptido in vitro (Figura 15).

TAMANO DEL TUMOR (cm)

TIEMPO (semanas)

Figura 4G.- Efecto de péptidos sobre el crecimiento in vive de las células BCS-TC2.

1x10° célutas se mezclan con (4,6 mg de matrigel en ausencia {O) o en presencia (@) de 1 mg del péptido
CDPGYIGSR (A) o de | mg del péptido CIKVAVS en ausencia de matrigel (B), y se inyectan
subcutineamente en ratones atimicos. El tamafio de los tumores se mide como se detalla en Materiales y
Métodos. Los experimentos se realizaron 2 veces utilizando en cada uno de ellos de 3 a 4 ratones. Los datos
representan el valor medio de dichos experimentos. El error experimental es inferior al 10%.

Como se observa en la figura 40B, tras la coinyeccion de las células con el péptido
CIKVAVS, inicialmente se observa la formacion de tumores en el 50% de los ratones. Sin
embargo, a partir de la cuarta semana se produce una remision del crecimiento tumoral;
al tinal del estudio no se observa tumor en ninguno de los ratones. Por tanto, este péptido
podria estar implicado en el crecimiento inicial del tumor, probablemente debido a su
capacidad angiogénica. Sin embargo, la remisién de los tumores podria estar indicando que
se requieren otros factores adicionales para la induccion de la tumorigenicidad aparte de la
posible induccion de la angiogénesis. También se podria postular la necesidad de
administrar nuevas dosis de péptido para observar un mayor efecto en el crecimiento
tumoral. No obstante, en otros tipos celulares se ha observado efecto de este péptido sin
que se requiera la administraciéon de nuevas dosis (Kibbey er al., 1992). Por otro lado,
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también se ha descrito que la coinyeccion de ceélulas de carcinoma de prdstata Gnicamente
con ¢l péptido IKVAV no origina crecimiento tumoral, ¢ incluso en estas células el péptido
IKVAV en presencia de matrigel no altera el crecimiento tumoral estimulado por matrigel
(Passaniti et al., 1992). Por el contrario, en células de melanoma B16F10 este péptido
incrementa el crecimiento y la vascularizacion del tumor, pero siempre en presencia de
matrigel (Kibbey et al., 1992).

3.4.2. OBTENCION DE CELULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR
MATRIGEL Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGENICA

El matrigel estimula el crecimiento de las células BCS-TC2 in vivo. Sin embargo,
no se conoce de qué manera tiene lugar este proceso, ni tampoco cdmo afecta a las células,
para que éstas sean capaces de proliferar y formar tumores in vivo. Una aproximacion para
determinar los mecanismos implicados en la induccion de la formacion de tumores por el
matrigel, es el examen de las caracteristicas de las células que torman el tumor. Por ello
se planteo la obtencion de células de los tumores inducidos por matrigel, utilizando el tejido
tumoral disgregado por tratamiento con colagenasa (Figura 41A), o bien diseccionandolo
en pequeiios fragmentos que se cultivan (Figura 41E). Tras el tratamiento con colagenasa,
las células individuales no sobreviven, obteniéndose células sdlo a partir de fragmentos no
disgregados del tejido (constituidos fundamentalmente por células epiteliales)(Figurad1A).

Después de 5 dias en cultivo, se observa la salida de células esféricas pequeiias que
permanecen unidas al explante v que después de dos semanas comienzan a extenderse
(Figura 41). Ademas, en el cultivo se aprecian células, con apariencia de fibroblastos, que
migran desde el explante y que, posiblemente, proceden de lIa capsula fibrosa que envuelve
al tumor (Figura 41E,F). Estos dos tipos celulares presentan diferente sensibilidad al
tratamiento con tripsina/EDTA. La proporcion de células esféricas, que van adquiriendo
una morfologia poligonal, aumenta a medida que se subcultiva, hasta llegar un momento
en que practicamente han desaparecido todos los fibroblastos (alrededor de la tercera y
cuarta tripsinizacion) (Figura 41G). Las células que, una vez extendidas, presentan una
mortfologia epiteloide, se subcultivan para su posterior estudio, generando la nueva sublinea
celular denominada BCS-TC2.1. Estas células presentan caracteristicas en cuanto a la
organizacion del cultivo semejantes a la de la linea parental. Muestran una morfologia
epiteloide, poligonal, con un alto grado de extensidn celular y con algunas células pequerias
de forma alargada (Figura 41). Las células crecen adheridas a la superficie de cultivo
formando clones, hasta alcanzar la confluencia adoptando una monocapa altamente

organizada (Figura 41). El andlisis del cariotipo de la nueva sublinea confirma su origen
humano.
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Se puede pensar que la formacion de tumores inducidos con matrigel resulta de la
seleccidon de una subpoblacion de células tumorigénicas ya presente en la linea celular
parental, o bien que las células, en contacto con el matrigel, adquineran determinadas
propiedades que les confiera un fenotipo tumorigénico. Para poder determinar cual de los
procesos ha tenido lugar, y si la alteracion es permanente, tras 10-15 pases de tripsinizacidon
se analiza el comportamiento in vive de la sublinea BCS-TC2.1. Al contrario que la linea
celular parental, las células BCS-TC2.1 son capaces de formar tumores in vive en ausencia
de matrigel. Cuando estas células se inyectan solas en ratones atimicos (Figura 42A), la
incidencia es considerablemente superior a la de la linea parental, y el periodo de latencia
menor. Los tumores desarrollados estan rodeados por tejido conectivo, son compactos, bien
delimitados y similares a los obtenidos cuando las células parentales se coinyectan con

matrigel, segun el analisis histologico.
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Figura 42.- Evolucién del tamafio de los tumores inducides por las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.

L.a tumorigenicidad de las sublineas establecidas se estudia inyectando subcutineamente en ratones
atimicos 2,5x10° (O) o 1x10° (@) células BCS-TC2.1 (A} o BCS-TC2.2 (B). El tamafio de los tumores se
mide a distintos tiempos. Los experimentos se realizan tres veces, utilizando en cada experimento una media
de 3-4 ratones. Los datos representan los valores medios, siendo el error inferior al 10%.

De los tumores obtenidos se aislan nuevamente células utilizando los procedimientos
anteriormente descritos (Figura 10). De esta manera, tras este segundo pase in vivo, se
obtiene una nueva subpoblacion celular, que tras su establecimiento en cultivo generd la
linea celular BCS-TC2.2. Estas células presentan caracteristicas morfoldgicas similares a

las de las células BCS-TC2.1. Tras 10-15 pases de tripsinizacion se comprobd su
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comportamiento in vivo inyectdndolas subcutaneamente en ratones atimicos. Al igual que
las células BCS-TC2.1, las células BCS-TC2.2 presentan tumorigenicidad intrinseca, ya que
son capaces de originar tumores en ausencia de matrigel (Figura 42B). La incidencia de los
tumores es superior que la de la sublinea BCS-TC2.1 asi como el tamafio de los tumores
inducidos en los ratones atimicos (Figura 43). La apariencia morfoldgica y caracteristicas
histolégicas de estos tumores son similares a los producidos por la sublinea BCS-TC2.1.
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Figura 43.- Comparacién de la tumorigenicidad de las sublineas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 con las
células parentales.
Se indica la incidencia, el per{odo de latencia y el tamafio de los tumores inducidos tras inyeccion
subcutdnea en ratones atimicos de 2,5x10° o 1x10° células procedentes de la linea parental o de las sublineas
BCS-TC2.1 o BCS-TC2.2. Se representa el tamafio de los tumores 12 semanas después de la inyeccion.

Por tanto, mieniras que las células parentales requieren matrigel para formar
tumores, las nuevas sublineas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 son tumorigénicas por si solas. En
la figura 43 se compara el tamafio de los tumores, 12 semanas tras la inyeccion en ausencia
de matrigel a dos concentraciones diferentes de células. El tamaifio de los tumores obtenidos
¢s significativamente mayor que el de aquellos ocasionalmente formados por las células
parentales (Figura 43). Ademas, el periodo de latencia se reduce considerablemente y la
incidencia se incrementa desde un 6% para las c€lulas parentales hasta un 67% y 100%
para las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2, respectivamente. La capacidad tumorigénica de
las sublineas obtenidas se ha determinado en distintos pases de tripsinizacion sin que se
aprecien diferencias significativas en los resultados obtenidos.
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Algunos autores indican que el efecto del matrigel no estd relacionado con la
seleccion de una subpoblacién mas tumorigénica, sino que es debido a la mejora de las
condiciones de crecimiento. En la mayoria de los estudios, las células obtenidas de rumores
inducidos por matrigel (células A549, células de adenocarcinoma de colon SW480, células
SCLC o células de retinoblastoma) muestran las mismas caracteristicas que las parentales
y son incapaces de inducir tumores en ausencia del matrigel (Albini ef al., 1992; Fridman
et al.,1991; Topley et al., 1993). Sin embargo, en ¢l caso de los tumores inducidos por
células NIH-3T3 con matrigel, las células obtenidas a partir de éstos no requieren matrigel
nuevamente para crecer subcutaneamente v, ademas, son metastaticas cuando se inyectan
por via intravenosa {Fridman et al., 1991, 1992). También se han establecido sublineas de
melanomas humanos en estadio temprano, obtenidas cuando células con poca o nula
capacidad tumorigénica se coinyectan con matrigel, que son tumorigénicas cuando se
inyectan en ausencia de matrigel (Kobayashi et al., 1994).

La tumorigenicidad de la nueva sublinea celular BCS-TC2.1 se mantiene, ¢ incluso
se incrementa, después de su propagacién in vivo de acuerdo al comportamiento de las
células BCS-TC2.2 (Figura 43). Este hecho sugiere que se ha producido un proceso gradual
de seleccion y adaptacion, probablemente requerido para la expresion del fenotipo
tumorigénico. El andlisis del cariotipo de ambas sublineas indican que las dos
anormalidades cromosomicas detectadas en las células parentales, un marcador +der(15)
de origen desconocido y un cromosoma 16 alterado, se mantienen en las metafases
estudiadas de las sublineas. Ademds, las células BCS-TC2.1 presentan un nuevo marcador
cromosomico, una alteracion en el cromosoma 9, que se mantiene en las células BCS-

TC2.2 después de la propagacion in vivo de estas células (Tabla XI).

Tabla XI. Cariotipo de las células parentales y de las sublineas tumorigénicas.

Linea celular Cariotipo

BCS-TC2 46XX, +der(15), +der(16)
BCS-TC2.1 46XX, +der(13), +der(16), +der(9)
BCS-TC2.2 46XX, +der(15), +der(16), +der(9)

El cariotipo se realiza mediante bandeo G de varias metafases de ambos tipos de células, en diferentes pasajes
de tripsinizacion.

Los resuitados obtenidos sugieren que la coinyeccion de las células parentales con
matrigel origina la seleccion de clones tumorigénicos derivados de las células originales.

Este no es un hecho extrafio, ya que la progresion in vivo de un tumor es un proceso
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dinamico en el que continuamente estan teniendo lugar alteraciones genéticas y/o
fenotipicas, asociados con la adquisicién de caracteristicas especificas, lo que permite la
evolucién de poblaciones de células tumorales (Hiddermann ez al., 1986). La interaccién
de las células con los componentes del matrigel puede originar la expansion de un clon de
células tumorigénicas que expresen un fenotipo especifico. Ademas la ECM o los factores
de crecimiento asociados producidos por las células del estroma (como TGF-3), pueden
regular la expresion de proteinas de adhesion de estas células. Esta seleccion no es
solamente un proceso que tiene lugar in vivo, sino que también puede ocurrir in vifro, como

se ha descrito para células de melanoma humano primario (Jacob et al., 1995).

3.5. CARACTERIZACION DE LAS SUBLINEAS TUMORIGENICAS BCS-TC2.1
Y BCS-TC2.2

3.5.1. PROLIFERACION CELULAR

Para determinar si el incremento de la tumorigenicidad en las sublineas BCS-TC2.1
y BCS-TC2.2 se correlaciona con cambios en las caracteristicas del crecimiento de las
células, se analizaron las curvas de proliferacion celular y la incorporacion de metil-"H-
timidina. Las curvas de proliferacion de las células parentales y de las dos sublineas en
presencia de suero fetal bovino al 5% son préacticamente coincidentes, no encontrandose
diferencias en ninguno de los parametros caracteristicos de las curvas de proliferacion. Los
estudios de incorporacion de metil-*H-timidina indican que las células BCS-TC2.1 y BCS-
TC2.2 incorporan 2,8 y 12,9 veces mas metil-’H-timidina que la linea parental (Figura
44B). Este incremento no se correlaciona con variaciones en las curvas de proliferacion
pero, puede ser indicativo de una mayor actividad mitogénica y no siempre proliferativa.
En algunas células transformadas (Virshup et al., 1989; Boyer et al., 1993), se ha descrito
una tendencia a amplificar genes; Asi por ejemplo, existe una diferencia 10.000 veces
superior para amplificar determinados genes entre células NHF1 y células HeLa (Tlsty et
al., 1990).

Como ya se ha comentado, los componentes de la ECM ¢jercen efectos mitogénicos
sobre las células BCS-TC2. Sin embargo, como se aprecia en la figura 44A, el efecto
ejercido sobre las células tumorigénicas es considerablemente inferior, siendo casi nulo para
las células BCS-TC2.2. Estos resultados sugieren que las células tumorigénicas, cuya
capacidad mitotica es considerablemente superior a la de las células no tumorigénicas, son
menos dependientes del suero, o de factores con actividad mitogénica. De este modo, la

seleccion inducida por matrigel y los pases in vivo inducen cambios significativos en la
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velocidad de sintesis de DNA, lo que posiblemente influya en la capacidad tumorigénica
de las células.
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Figura 44.- Efecto de proteinas de la ECM y FCS en la incorporacién de metil’H-timidina por las
células parentales y las sublineas tumorigénicas.

La actividad mitogénica se evalia incubando las células (5x10* por pocillo) en medio libre de suero
suplementado con el correspondiente factor (20pg/mL) o con FCS al 5%, en presencia de metil->H-timidina
(0,9 pCi/pocillo). Transcurridas 24 horas, se determina la incorporacién de metil-*H-timidina por las células
como se indica en Materiales y Métodos. (A) Variacién en la incorporacién de metil-*H-timidina en presencia
de LN, FN, Col I, Col IV o FCS. Cada linea celular se refiere a su correspondiente control de
incorporacién, en ausencia de factor, al que se le asigna de forma arbitraria el valor de 1. (B) Incorporacion
relativa de metil-*H-timidina, en ausencia de FCS, de las sublineas BCS-TC2.1 (2) y BCS-TC2.2 (3) respecto
de la linea parental (1) a la que se le asigna el valor de 1 (3629 cpm). Los resultados proceden de tres

experimentos independientes, con determinaciones para cada dato por cuadruplicade. El error experimental
es inferior al 10% en todos los casos.

Se ha descrito que las células de carcinoma de colon secretan factores de
crecimiento entre los que se incluyen TGF-a, TGF-p, PDGF y EGF (Anzano et al., 1989).
El incremento en la capacidad mitogénica puede deberse a la secrecion de factores de
crecimiento por las propias células tumorigénicas. Para estudiar este aspecto, se ha
evaluado la capacidad del medio condicionado por las sublineas para incrementar la
actividad mitogeénica de la linea celular parental. Sin embargo, la adicion de este medio a
las células BCS-TC2 no estimula la incorporaciéon de metil-*H-timidina, lo que podria
indicar que los posibles factores de crecimiento secretados por estas células no son los

responsables del incremento de la actividad mitogénica de las sublineas. No obstante, hay
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que considerar diferentes aspectos. Es posible que los factores de crecimiento producidos
por las sublineas se mantengan asociados a la monocapa celular después de la secrecion,
no apareciendo por tanto como factores solubles. Ademas, los factores de crecimiento sean
liberados al medio condicionado, es posible que las células parentales no expresen
receptores para estos factores, o lo hagan en menor nitmero, como se ha visto en las células
DLD-2 de carcinoma de colon humano {Gross et al., 1993). También podria ocurrir que
aunque las células parentales expresen estos receptores, €l proceso de transmision de la
sefial pueda encontrarse alterado, por lo que no se observaria la misma incorporacion de

metil-’H-timidina.

3.5.2. GRADO DE DIFERENCIACION

Antigeno carcinoembrionario

La sintesis del antigeno carcinoembrionario (CEA) es una caracteristica que
diferencia a las células que proceden de un adenocarcinoma frente a las del tejido de colon
normal. La presencia de este antigeno en sangre es, ademds, una de las pruebas clinicas
realizadas para detectar la patologia. En general, se ha descrito que existe una mayor
produccion de CEA en la lineas celulares tumorales mas diferenciadas, en contraposicion
a las que proceden de tumores poco diferenciados (Wagner et al., 1992; Prado et al.,
1995). Sin embargo, algunos autores no han encontrado que exista dicha relacion
(Kammerer y von Kleist, 1994). Ademds, se ha descrito una gran variabilidad en el
contenido de CEA por célula, hecho que puede ser debido bien a la naturaleza del tumor
del que proceden las células o bien a la modulacién de su expresion durante el cultivo
prolongado. Las condiciones de cultivo y el método de ensayo pueden modificar los niveles
de CEA detectados. Para analizar el grado de diferenciacidn de las sublineas se valora el
contenido en CEA, tanto en el medio de cultivo condictonado por las células, como en la
capa celular. Como control, se ha evaluado la produccion de CEA por las células HT-29,
que proceden también de un adenocarcinoma de colon pero presentan un fenotipo mas
diferenciado que las células BCS-TC2. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla XII.

Las células BCS-TC2 sintetizan menos CEA que las células HT-29, tanto en el
medio de cultivo como en la monocapa. Los niveles de CEA detectados en el caso de las
sublineas tumorigénicas son ain mas bajos que los de las células parentales, lo que seria
indicativo de un menor grado de diferenciacion. Por otro lado, la baja sintesis de CEA
también se ha relacionado con una mayor velocidad de proliferacion (Semple et al., 1978),
lo que se podria correlacionar con los bajos niveles obtenidos para las sublineas
tumorigénicas.
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Tabla XII. Caracteristicas de las células BCS-TC2 y de las sublineas

tumorigénicas.
CELULAS
BCS-TC2 BCS-TC2.1 BCS-TC2.2 HT-29
CEA medio cultivo 100%' 43% 38% 333%
CEA monocapa 100%* 53% 55% 140%
Fosfatasa alcalina® 25,7 18,1 6.4 nd
5'-Nucleotidasa® 24x10° 15x10° 12x10° nd

Los datos del contenido en CEA se expresan como porcentajes, considerandose como 100% el valor obtenido
para las célutas BCS-TC2. (‘0,89 ng CEA/mg proteina; 33,19 ng CEA/10° células). (*) La actividad de
fosfatasa alcalina de células mantenidas en cultivo durante 20 dias se expresa en mU/mg de proteina. (*) La
actividad de 5'-nucleotidasa se expresa como nmoles de AMP hidrolizados/15 minutos/célula. Los valores
son la media de tres experimentos diferentes, cada uno de los cuales se realiza por triplicado. El error fue
siempre inferior al 10%.

Actividad de Fosfatasa Alcalina

Entre los antigenos descritos como marcadores de diferenciacién presentes en la
membrana apical de células epiteliales de colon se encuentra la fosfatasa alcalina. En la
transformacion maligna se ha descrito una disminucion de la actividad de esta enzima,
aumentando, sin embargo, con el proceso de diferenciacién celular (Schroy et al., 1994;
Buras et al., 1995). Como se recoge en la tabla XII, en las sublineas se reduce la actividad
de esta enzima respecto de la linea parental, lo que indicaria un menor grado de
diferenciacion y se relacionaria inversamente con su capacidad tumorigénica. Algunas lineas
celulares procedentes de carcinomas de colon, como la linea celular Caco-2, son capaces
de alcanzar un mayor grado de diferenciacion durante el cultivo prolongado de las células,
produciéndose un progresivo incremento en la actividad de fosfatasa alcalina (Pinto ef al.,
1983). Sin embargo, en las células BCS-TC2 y en las sublineas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2
no se modifica apreciablemente esta actividad con ¢l tiempo en cultivo, a semejanza con
lo descrito para las células HT-29 (Gamet et al., 1992; Schroy ef al., 1994).

Actividad de 5'-nucleotidasa

La ectoenzima 5'-nucleotidasa se ha relacionado con los procesos de crecimiento,
diferenciacion y envejecimiento celular; asimismo, esta actividad se modifica en ciertos

estados patolégicos y en la transformacién tumoral (Turnay et al., 1989; Heilbronn y
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Zimmerman, 1995; Navarro ef al., 1997).

Como se recoge en la tabla XII, las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 presentan una
menor actividad de 5'-nucleotidasa que la linea celular parental. Estos datos estin de
acuerdo con otros descritos que indican una disminucion de la actividad de la 5'-
nucleotidasa en células malignas cuando se comparan con células normales (Raz et al.,
1978; Turnay ef al., 1989). Los resultados también confirman un menor grado de
diferenciacion de las sublineas frente a las células no tumorigénicas BCS-TC2. En este
sentido se ha observado que los niveles de expresion y la actividad de la enzima se
incrementan con el grado de diferenciacion, sugiriéndose que la 5'-nucleotidasa podria
constituir un nuevo marcador de diferenciacion (Sedlak ef al., 1994; Navarro et al., 1997).
Ademas, se confirman resultados previamente descritos, existiendo una relacidn inversa
entre la actividad de 5'-nucleotidasa y la velocidad de proliferacidn, lo que sugiere que la
5'-nucleotidasa puede ejercer un control negativo sobre la proliferacion celular (Sun ef al.,
1982; Turnay et al., 1989).

Una manera de clasificar los carcinomas es segin su grado de diferenciacion; una
mayor tumorigenicidad normalmente se asocia con un menor grado de diferenciacion. Los
resuitados del contenido en CEA y las actividades de fosfatasa alcalina y 5'-nucleotidasa
en las tres lineas celulares estudiadas estdn de acuerdo con esta hipotesis. Todos los
resultados apuntan a una disminucion en el grado de diferenciacion, ain cuando la linea
celular parental es ya poco diferenciada. Con estos datos, se puede sugerir que la laminina
o el matrigel inducen la seleccion de una subpoblacidén menos diferenciada dentro de la

poblacion heterogénea original.

Estudios morfologicos

Estos estudios se han realizado por microscopia dptica de contraste de fase asi como
por microscopia electronica de barrido y de transmisién. Las células BCS-TC2 presentan
una organizacion del cultivo caracteristica de su origen epitelial (Figura 45A). Por
microscopia de contraste de fase se aprecia heterogeneidad celular, presentando una gran
variacion en tamario. En la figura 45B se recoge la microscopia electrénica de barrido de
un cultivo casi confluente. Se observan células extendidas y adheridas a la superficie, asi
como su morfologia poligonal y alargada. Por microscopia electrénica de transmision no
se detectan células con microvellosidades en borde de cepillo o polarizadas, lo que es
indicativo de la naturaleza poco diferenciada de las células BCS-TC2.

En la figura 46 se recogen las caracteristicas morfologicas de las sublineas BCS-
TC2.1 (Figura 46 A,B,C) y BCS-TC2.2 (Figura 46 D,E,F). Las monocapas celulares
formadas por ambas sublineas presentan caracteristicas similares a las de las células
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Figura 45.- Morfologia de las células BCS-TC2 en cultivo.

{A) Microscopia de contraste de fase. Las células BCS-TC2 forman monocapas de células
poligonales y alargadas (x10). (B) Microscopia electrénica de barrido. Se aprecian células adheridas a la
superficie o a las células subyacentes mediante proyecciones citoplasmaticas (Barra 10 pm). {(C) Microscopia
electrénica de transmision. Se detectan interacciones célula-célula sin que exista polarizacion en la membrana
celular (Barra 2 um).
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parentales (Figura 46). Por microscopia de contraste de fase y de barrido se observa una
mayor homogeneidad en cuanto al tamaiio y la morfologia de ias células. A partir de la
microscopia electronica de barrido se ha determinado el tamafio medio del diametro celufar
de las tres lineas celulares estudiadas (calculado a partir de la media de 50
determinaciones). Las células parentales tienen un diametro medio de 10,25+1,37 um en
comparacion con los 7,9+1,35 y 8,37+1,38 pm de las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2,
respectivamente. Por tanto, las sublineas tumorigénicas presentan un menor tamarfio celular.
Por microscopia electrénica de transmision (Figura 46C,F) se comprueba que las sublineas
tumorigénicas, como ocurre con la linea parental, presentan una baja polarizacion celular.

3.5.3. EXPRESION DE RECEPTORES DE COMPONENTES DE LA ECM

Los resultados anteriores parecen indicar que la laminina es la principal molécula
responsable del efecto del matrigel en la induccion de la tumorigenicidad celular. La
laminina coinyectada con las c¢lulas debe modular la funcion de éstas a través de la
interaccidn con sus receptores celulares. Esto implica que se seleccionaran solamente las
células con un patrén de receptores concreto se seleccionaran por su interacciéon con la
laminina in vivo. Por tanto, es probable que en las sublineas tumorigénicas el patrén de
expresion de receptores celulares sea diferente comparado con el de las células parentales.
Ademas, hay que considerar que se han descrito cambios, asociados con la transformacion
neoplasica, en [a expresion de la proteina de 67 kDa y en la expresion de los receptores de
tipo integrina (Dedhar y Saulnier, 1990; Castronovo, 1993; Kim ef al., 1995; Fujita et al.,
1995). La importancia bioldgica de estos cambios no se conoce todavia, pero se ha sugerido
que pueden desempefiar una funcion potencial en la aparicién del fenotipo maligno o
tumorigénico.

Por ello se procedié a analizar la expresién de receptores de componentes de la
ECM, de tipo integrina y no integrina, en ambas sublineas tumorigénicas, comparandola
con la de las células parentales.

Expresion del receptor de 67kDa

La expresion del mRNA del receptor de 67kDa se analizé por Northern Blot en
tumores originados por células BCS-TC2, solas o en presencia de matrigel, y tumores
obtenidos por inyeccion de células BCS-TC2.1. En la figura 47 se aprecia la presencia de
una unica especie de mRNA 1,2 kb, que coincide con datos descritos para el mRNA de esta
proteina (Rao et al., 1989; Castronovo, 1993). El densitometrado de la sefial del mRNA
normalizado con respecto al control interno (sefial del 188S) indica que no existen diferencias

significativas en la expresion de esta proteina en los tres tipos de tumores. Cuando se
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analiza el RNA extraido de las tres lineas celulares se obtienen unos resultados similares.
Estos datos estan de acuerdo con los obtenidos por citometria de flujo que indican que, en
las tres lineas, casi todas las células (por encima del 90%) expresan este antigeno en la
superficie celular y, ademas, con valores de intensidad media de fluorescencia semejantes
(Tabla XIII).

< 687 kDa

« 188

Figura 47.- Expresion del mRNA del receptor de 67 kDa.

Se analiza el RNA total extraido de los tumores obtenidos de células parentales inyectadas
subcutdneamente en ratones atimicos en medio de cultivo solo (1), en presencia de matrigel (2), v de los
tumores inducidos por las células BCS-TC2.1 (3). 10 ug de RNA total de los tumores se someten a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en presencia de formaldehido, tras lo cual se transfieren a una
membrana de mylon, y se hibrida con una sonda frente al receptor de laminina de 67 kIda marcada con *P.

Asi, la tumorigenicidad de las sublineas no se asocia con un incremento en los
niveles del mRNA de la proteina de unién a laminina de alta afinidad de 67 kDa o con la
proteina localizada en la superficie celular. Sin embargo, se ha descrito que existe una
correlacion entre la malignidad celular y los niveles de mRNA o de expresion de este
receptor (Cioce et al., 1991; Albelda, 1993; Castronovo, 1993, Sobel, 1993). Por otro
lado, se ha sugerido que la expresién del fenotipo tumorigénico puede requerir ciertos
cambios genéticos diferentes de los necesarios para el desarrollo del fenotipo metastatico
(Ess et al., 1995). Por tanto, la expresién de altos niveles de la proteina de unién a
laminina de 67 kDa podria favorecer la metastasis, facilitando la migracion y la degradacion
de los basamentos membranosos, pero no el incremento de la tumorigenicidad. La laminina
incrementa la expresion de esta proteina (Lépez-Conejo, 1992), pudiendo favorecer la
capacidad tumorigénica de las células en las etapas iniciales de la formacion del tumor. Sin
embargo, este incremento no se mantiene de forma constitutiva, ni es un requisito

imprescindible o Unico para que presenten capacidad metastatica.
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Expresion de receptores de tipo integrina

La expresion de las integrinas en las células BCS-TC2 y en las sublineas
tumorigénicas se ha examinado por citometria de flujo. El estudio se ha centrado
principalmente en las integrinas que presentan afinidad por laminina (o3, ¥ of4, y otras
integrinas, como o,f;, ®;B,, o;p, v asB, que ademas tienen afinidad por coldgenos y
fibronectina). En la tabla XITI se compara ¢l porcentaje de células positivas y los valores

de intensidad media de fluorescencia de los diferentes antigenos en las tres lineas celulares.

Tabla XIII. Expresion de subunidades de integrinas y de la proteina de union a
laminina de 67 kDa por citometria de flujo.

Antigeno BCS-TC2 BCS-TC2.1 BCS-TC2.2
(Anticuerpo)

o, (TS2/7) 56 (21) 23 (14) 8 (10)
o, (P1E6) 100 (143) 100 (228) 100 (420)
o, (P1BS) 100 (243) 100 (318) 100 (303)
o, (HP2/1) 2 (0) 2 (0) 0 (0)
as (BIIG2) 100 (28) 100 (26) 100 (32)
o, (GoH3) 98 (60) 99 (98) 98 (139)
B, (ALEX1/4) 100 (275) 100 (366) 100 (485)
Bs 3E!) 74 (247) 56 (90) 37 (98)
67-kDa (MLUCS) 90 (466) 97 (447) 99 (479)

Las células, creciendo en condiciones estandar se tripsinizan y se preparan para su analisis por citometria de
flujo como se indica en Materiales y Métodos. Las dituciones de los primeros anticuerpos utilizados son: anti-
o, anti-o,, anti-o,, anti-otg, anti-B, y anti-67 kDa, dilucion 1:100; anti-c., y anti-a,, dilucién 1:50; anti-J3,,
dilucién 1:1000. Como segundo anticuerpo, se utiliza anti-1gG de ratén o de rata marcados con FITC y a
una dilucion 1:100. En la tabla se recoge el porcentaje de células positivas y, entre paréntesis, el vator de
la intensidad media de fluorescencia (MFI). 67 kDa, proteina de unidn a laminina de 67 kDa.

Las cadenas de integrinas B,, o, 03 ¥ 0 Se expresan practicamente en el 100% de
las células, observandose un incremento en la intensidad media de fluorescencia en las
sublineas. Por el contrario, si se consideran las cadenas B, v «,, se produce una
disminucion en ambos pardmetros en las sublineas tumorigénicas. En ninguna de las tres
lineas celulares se expresa la subunidad o,.
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La integrina of, es un constituyente de los hemidesmosomas de las células
epitetiales diferenciadas, estructuras que contribuyen a las fuertes interacciones céluia
epitelial-basamento membranoso (Nagle et al., 1995; Dowling et al., 1996}. La disminucidn
de los niveles de integrinas se relaciona con la pérdida de interacciones célula-célula y
célula-matriz en las fases iniciales de la invasion (Chammas et al., 1991b; Bosman, 1993),
favoreciéndose la liberacion de las células tumorales y la formacion de metastasis distantes
(Daémi et al., 1995). La integrina B, parece estar implicada en el ciclo endocitico y la
disminucion en su expresion podria relacionarse con una mayor motilidad de las células
tumorigénicas, como ya se ha indicado para células de carcinoma de mama y préstata y en
tumores colorrectales (Bretscher, 1992; Falcioni et al., 1994; Nagle et al., 1995). Sin
embargo, en células de carcinoma escamoso oral se ha indicado que la pérdida de ia
integrina o, no es directamente responsable del crecimiento y la diferenciacion anormal
observada en estas células (Jones et al., 1996). Por otro lado, se ha relacionado a la
integrina P, con la apoptosis y la inhibicion del crecimiento (Clarke et al., 1995), por lo
cual la disminucidn en su expresion podria relacionarse con una mayor capacidad
proliferativa de las células transformadas.

Si se comparan las sublineas con las células parentales se observa un incremento en
la expresion de las subunidades B, o,, o; ¥y o, En células invasivas y tumorigénicas
también se han detectado niveles mas altos de integrinas 3, con respecto a células no
tumorigénicas y poco invasivas {Dedhar y Saulnier, 1990). Ademas, se ha descrito una
elevada expresion de integrinas 3, en fumores colorrectales y en adenocarcinomas gastricos
poco diferenciados (Fujita et al., 1995). Sin embargo, la funcion de las integrinas B, en la
malignidad no esta clara. Asi, se ha descrito, como un proceso general, la disminucién de
las integrinas B, en tumores agresivos poco diferenciados. Una disminucidn de la expresion
de esta integrina, ademds de en las subunidades o, y [,, se ha observado en células de
adenocarcinoma de colon y en tumores de mama y de colon (Koretz et al., 1991;
Stallmarch et al.; 1992; Daémi et al., 1995). Por otro lado, células invasivas de carcinoma
de préstata sintetizan menores cantidades de o,3, que las células parentales (Dedhar et al.,
1993). Este aparente desacuerdo en cuanto a la integrina B, ha sido discutido por Kim et
al. (1995), indicandose que la controversia puede deberse a diferentes causas, tales como
la gran cantidad de actividades biologicas de las integrinas f3, o ¢l empleo de diferentes
anticuerpos. Parece que hay diferentes integrinas implicadas en cada tipo de tumor vy,
quizas, incluso en cada nivel de malignidad dentro de un mismo tipo de tumor. Aunque la
familia de las integrinas P, participa principalmente en el anclaje de las células a los
sustratos, también se le han asignado otras actividades como la transmisién de la sefial, la

organizacién de la matriz y/o la modulacion de la respuesta celular del huésped (Juliano,
1993¢).
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El patron de expresion de las integrinas (B, en céancer de colon no esta claro. Koretz
et al., (1991) examinaron la expresion de esta subunidad en 96 casos de adenocarcinoma
de colon y encontraron que los niveles de expresion son similares a los de la mucosa
normal, no correlaciondndose con el estado clinico ¢ el grado del tumor. También las
metastasis en higado muestran un patron similar de la expresion de B,. Por el contrario.
estudios desarrollados en otros laboratorios indican una disminucion en la expresion de la
integrina 3, en carcinoma de colon comparado con la mucosa normal (Stallmach ef al.,
1992; Nigam et al., 1993)

La expresidn de las subunidades o, y o, se asocia con la transformacion y
progresion tumoral. En el estudio recogido por Bartolazzi er a/. (1994) {a integrina o, se
expresa en el 82% de los tumores metastaticos considerados en el estudio. Otros andlisis
indican una correlacion entre la capacidad invasiva in vitro vy la expresion de o, (Dedhar
y Saulnier, 1990; Rabinovitz et ai., 1995; Shaw et al., 1996). La integrina o, se
sobreexpresa en tumores de cabeza y cuello, en cancer de vejiga, pulmén y carcinoma de
colon. El incremento en los niveles de o, observado en las sublineas BCS-TC2.1 y BCS-
TC2.2 se podria relacionar con un incremento en la proliferacion celular in vivo, como
ocurre en células de carcinoma de prostata, donde se sugiere que este hecho podria estar

relacionado con alguna sefial regulada por la integrina o, (Rabinovitz et af., [995).

También se produce un incremento en la subunidad o, en las sublineas
tumorigénicas que se podria relacionar con una mayor motilidad celular. La transfeccién
de células RD, de rabdomiosarcoma humano, con la subunidad o, confiere una mayor
capacidad metastatica (Chan et al., 1991,1992) aunque, por el contrario, no afecta a la
tumorigenicidad in vivo (Chan et al., 1991). Ademas existe una asociacion entre esta
integrina y la regulacion positiva de la expresion de MMP-1 (Riikonen et al., 1995). Sin
embargo, en células de carcinoma de mama, la pérdida o disminucién en los niveles de
o3, se relaciona con un fenotipo transformado (Zutter et al., 1995; Keely et al., 1995) y
su incremento, con la supresidn del crecimiento e induccidn de la diferenciacion (Zutter et
al,, 1995).

La expresion de la integrina o5 no se modifica de manera sustancial en las sublineas
tumorigénicas. Los datos referentes a la expresion de o y su posible relacidon con la
capacidad tumorigénica y de metastasis son dificiles de interpretar. Asi, se ha
correlacionado un incremento en la expresion de la integrina o, con una baja
tumorigenicidad de células de cancer de colon (Stallmach et al., 1994) y de células
transformadas (Giancotti y Ruoslahti, 1990; Schreiner ef al., 1991). Por el contrario, en
otras lineas celulares, entre ellas también células de cancer de colon, se observa un

incremento de las subunidades as y P, en las lineas mds tumorigénicas y/o invasivas
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(Schiller y Bittner, 1995; Gong et al., 1997). Algunos autores sugieren que la expresion
en la superficie celular de a3, no se correlaciona con tumorigenicidad, aunque indican la
funcidn clave de esta integrina en los procesos tumorigénicos, puesto que anticuerpos frente

a las subunidades o v B, inhiben el crecimiento tumoral en ratones atimicos (Schiller y
Bittner. 1995).

En el caso particular de las células BCS-TC2 y las sublineas tumorigénicas descritas
en esta Memoria, el incremento de las integrinas 3, podria contribuir al establecimiento de
contactos de adhesién moderados, necesarios para la migracion celular y la invasion del
tejido circundante, como se ha descrito para células de carcinoma de prostata (Rabinovitz
et al., 1995). La disminucion de la expresiéon de la integrina o,p,, con la pérdida de un
anclaje estable podria facilitar la migracion celular, lo que, junto con €l paralelo incremento
en las integrinas [3;, esté probablemente asociado a una mayor motilidad e invasividad de
las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2. Ademas parece que el patron de expresion de
integrinas en las sublineas tumorigénicas puede estar implicado en el incremento de la
proliferacion. En este sentido, se ha descubierto una oncoproteina, denominada quinasa-1,
unida a integrina (ILK-1 Integrin-Linked Kinase-1), que interacciona con el dominio
citoplasmatico de 3, (Hanningan ef a/., 1995}, y que, junto con otros mediadores de la

transmision de la sefial, participa en la proliferacion celular regulada por integrinas.

3.5.4. ADHESION DE CELULAS BCS-TC2.1 Y BCS-TC2.2 A COMPONENTES DE
LA MATRIZ EXTRACELULAR

Para verificar si las diferencias observadas en la expresion de integrinas en las
sublineas tumorigénicas influye en la capacidad adhesiva de las células, se realizaron
ensayos de adhesion celular sobre laminina, fibronectina y coldgenos de tipo [ y IV. Los
resultados, recogidos en la figura 48, muestran que no existe ninguna diferencia
significativa en la adhesion de estas células sobre las proteinas estudiadas. Este resultado
podria indicar que se necesitan unos niveles muy bajos de expresion de integrinas para que
tenga lugar la adhesion a componentes de la matriz. Por ¢llo, €l incremento en los niveles
de estos receptores no origina ninguna modificacidn apreciable en dicho comportamiento.
En este sentido distintos autores han indicado que la variacion en los niveles de integrinas
no modifica significativamente las propiedades adhesivas de las células (Daémi, 1995;
Rabinovitz ef al., 1995; Jones et al., 1996).
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Figura 48.- Adhesion de las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 a distintos componentes de
la matriz extracelular.

Los ensayos de adhesidn s¢ han realizado como se detalla en Materiales y Métodos. Las células se
dejan adherir, durante 30 minutos, sobre pocillos recubiertos con distintas concentraciones de los cuatro
sustratos. A continuacion se valora el nimero de células adheridas por tincion con violeta cristal. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias de absorbancia a 570 nm restando la absorbancia debida al
control (células adheridas sobre BSA) y proceden de, al menos, tres experimentos independientes realizados
con determinaciones para cada dato por cuadruplicado.
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3.5.5. EFECTO DE ANTICUERPOS FRENTE A LAS INTEGRINAS 6, EN LA
TUMORIGENICIDAD DE LAS CELULAS BCS-TC2.2

Uno de los cambios mas acusados en las sublineas tumorigénicas es el aumento en
la expresion de la subunidad 3,. Dicha subunidad participa en la formacion de los
heterodimeros o B, o, o, osB, v agPy, todos ellos implicados en la interaccion
celula-ECM. Con objeto de profundizar en el papel de las integrinas 3, en la adquisicion
del fenotipo tumorigénico, se plante6 estudiar el efecto de anticuerpos especificos frente a
esta subunidad en la propagacion in vive de las células. Para ello se seleccionaron las
celulas BCS-TC2.2, que son las que presentan una mayor capacidad tumorigénica y también
un mayor nivel de integrina 3,. Se han utilizado tres tipos de anticuerpos distintos frente
a la subunidad B,: LIA1/2, ALEX1/4 y TS2/16. Dichos anticuerpos reconocen diferentes
sitios funcionales que s¢ encuentran en la misma region de la integrina B, y afectan de
manera distinta a los procesos de adhesion y agregacion celular (Campanero et al., 1992;
Arroyo et al., 1992; van de Wiel-van Kemenade er al., 1992; Takada y Puzon, 1993;
Martin-Padura et af., 1994).

Las células BCS-TC2.2 se preincuban con el anticuerpo correspondiente, tras lo cual
se coinyectan subcutaneamente en ratones atimicos. Como se observa en la figura 49 no se
aprecian grandes diferencias en el desarrollo del tumor en el caso de células solas o
preincubadas con los anticuerpos LIA1/2 o0 TS2/16. Sin embargo, las células tratadas con
el anticuerpo ALEX1/4 presentan una menor capacidad tumorigénica, puesto que se
originan tumores de menor tamaiio, efecto que se pone claramente de manifiesto 25 dias
después de la coinyeccion. Después de 40 dias, el tamafio de estos tumores se ha reducido
a la mitad respecto del control o del resto de anticuerpos estudiados. A este tiempo, los
tumores se extraen y se pesan. En este caso, ¢l efecto de ALEX1/4 es mas acusado, puesto
que ¢l peso de los tumores obtenidos supone un 15% del peso de los tumores desarrollados
por las células control (Figura 49). Ademas, se observa que los tumores desarrollados por
las cétulas preincubadas con L1IA1/2 también son de menor peso (aproximadamente el 78 %)
que los tumores desarrollados en ausencia de anticuerpo.

Estos resultados indican que los anticuerpos anti-p, LIA1/2 y ALEX1/4 inhiben el
crecimiento fumoral de las células BCS-TC2.2 en ratones atimicos, siendo mas acusado el
efecto producido por este altimo. Una de las etapas iniciales en ¢l proceso tumorigénico es
ta adhesion de las células a la ECM. Es probable, por tanto, que la inhibicién observada
en la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2.2 por anticuerpos anti-3, se deba, al
menos en parte, a la inhibicion de la adhesion a componentes de la matriz. Por ello se
realizaron experimentos de inhibicion de la adhesién preincubando las células con los
mismos anticuerpos anti-f3;.
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Figura 49: Efecto de
anticuerpos frente a la
integrina B, sobre la
capacidad tumorigénica de las
células BCS-TC2.2.
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Como se observa en la figura 50 el anticuerpo TS2/16 activa la adhesion celular
sobre todos los sustratos estudiados (LN, FN, COL [y COL 1V), resultado ya descrito para
este anticuerpo activante (Arroyo ef af., 1992; van de Wiel-van Kemenade ef al., 1992).
Los anticuerpos LIA1/2 y ALEX1/4 inhiben la adhesion a fibronectina y coldgenos. Sin
embargo, sobre laminina el anticuerpo LIAL1/2 no gjerce ningin efecto mientras que el
anticuerpo ALEX1/4 activa la adhesidon a este sustrato.
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Figura 50.- Inhibicién de la adhesion de células BCS-TC2.2 por aniicuerpos anti-0,.

La inhibicion de la adhesion por anticuerpos se ha llevado a cabo como se detalla en Materiales y
Métodos. Las células tripsinizadas se incuban durante 45 minutos a 37°C con anticuerpos anti-B, (TS2/16,
LIA1/2 0 ALEX1/4; dilucién 1:10) o en ausencia de anticuerpo (control). Posteriormente, las células se
siembran sobre pocillos saturados con LN, FN, Col [ o Col IV {10ug/mL) y se dejan adherir durante 30
minutos. Los resultados se expresan en porcentaje de células adheridas respecto de las células adheridas al
correspondiente sustrato en ausencia de anticuerpo, y proceden de tres experimentos independientes realizados
con determinaciones para cada dato por cuadruplicado. El error experimental es inferior al 10%.

Los resultados obtenidos permiten sugerir que los anticuerpos que bloquean la
interaccion célula-ECM producen una disminucién en el tamafio de los tumores. Por el
contrarto las células incubadas con el anticuerpo TS2/16, que no bloquea la interaccidn
célula-ECM sino que incluso la favorece, son capaces de desarrollar tumores de la misma
manera que lo hacen las células BCS-TC2.2 solas. Por tanto, la interaccion inicial célula-
ECM parece ser clave para el posterior desarrollo tumoral. En este sentido, estudios
realizados con anticuerpos, péptidos y disintegrinas confirman esta teoria. Distintos

anticuerpos anti-f; bloguean la tumorigenicidad y reducen el nimero de colonias
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metastaticas, probablemente debido al bloqueo de la adhesion celular (Schiller y Bittner,
1995; Newton et al., 1995), o por inhibicion de la proliferacién de células tumorales
metastdticas in vivo (Elliot et af., 1994). Una disintegrina, aislada de veneno de serpiente,
inhibe Ia adhesion mediada por integrinas in vitre y la colonizacién en pulmon in vivo
(Trikha et al., 1994). Ademas, estudios realizados con péptidos que inhiben la adhesion a
componentes de la ECM inhiben la metastasis tumoral por la interferencia de la interaccion
célula-ECM (Saiki et al., 1993; Iwamoto et al., 1996).

La unidn de los diferentes anticuerpos a la integrina §, puede originar cambios en
la conformacién o en la accesibilidad de los dominios de union del ligando, de modo que
se active o inactive la funcion de 3,. Se ha identificado una pequeiia regidn en esta integrina
donde se sugiere que se unen tanto anticuerpos activantes como inhibidores de la adhesion
(Takada y Puzon, 1993). La unién de un anticuerpo u otro induce un cambio
conformacional diferente en la integrina $, que activa o inactiva su functon. La unién de
anticuerpos a esta region podria impedir de algun modo que tuviera lugar la funcion de la
integrina en la transmision de la sefial. Los anticuerpos anti-f, no funcionales (no activan
ni inhiben) reconocen otra regién diferente en la integrina 3, que contiene motivos tipo
EGF (Takada y Puzon, 1993).

La tumorigenicidad bloqueada por anticuerpos anti-f,, en este sistema, confirmaria
la hipotesis que indica que la interaccion de la ECM con células neoplasicas que expresan
altos niveles de proteinas de adhesidn especificas (B3,) favorece la proliferacion in vive de
las células. Asi, el bloqueo inicial o temprano de la funcién de estas integrinas por
anticuerpos originaria una disminucidn real de los niveles de 3, que tenderia a asemejarse
a los presentes en las células BCS-TC2, teniendo como resuitado la disminucion de
formacion de tumores.

3.5.6. EXPRESION DE METALOPROTEINASAS

La degradacién de la ECM es un prerrequisito para la adquisicion del fenotipo
invasivo por las células transformadas. Estudios en lineas celulares y en tumores indican
que la capacidad invasiva de las células se relaciona con las actividades de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (Stetler-Stevenson, 1993; Kleiner v Stetler-
Stevenson, 1993; Birkedal-Hansen, 1995; MacDougall y Matrisian, 1995). Por tanto, se
procedio a estudiar si el diferente comportamiento de las sublineas en cuanto a su capacidad

tumorigénica se podria correlacionar con un diferente patrén de expresion de MMPs.

Estudios previos indicaban que las células BCS-TC2 no presentan actividad

colagenolitica. Al wvalorar la actividad degradativa sobre coldgenos marcados
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radiactivamente tanto en el medio condicionado por las células epiteliales transformadas
como ¢en el del cocultivo de estas células con fibroblastos de colon, en ningin caso se
detectd actividad colagenolitica (Turnay, 1989; Turnay et al., 1990).

La interaccion in vivo de las células con el matrigel, o con uno de sus componentes
podria haber originado la secrecion de MMPs en las células. En este sentido se ha
postulado que la interaccion de células con laminina induce la produccién de colagenasa
(Yudoh et al., 1995). Ademas, el péptido SIKVAV, estimula la produccion de MMP-9 y
de la colagenasa intersticial en monocitos (Corcoran ef al., 1995). Se realizaron
zimogramas del medio condicionado por células BCS-TC2 creciendo sobre plastico,
laminina o matrigel (Figura S1A). Solamente se observan dos bandas en las muestras que
corresponden a las células creciendo sobre matrigel. Sin embargo. cuando se aplica matrigel
en el gelatinograma se observa la aparicién de bandas similares (Figura 51A), por lo que
las actividades detectadas en estas células probablemente provienen de gelatinasas
contaminantes contenidas en el extracto de basamentos membranosos. En las células que
crecen sobre laminina, al igual que en las que lo hacen sobre plastico, no se detecta
actividad gelatinolitica. Teniendo en cuenta estos resultados se podria sugerir que la
interaccion de las células BCS-TC2 con matrigel no induce la secrecion de gelatinasas por
parte de las células BCS-TC2.

Por otro lado, se procedio a estudiar si en el medio condicionado por tumores se
detectaba la presencia de actividad de MMPs. Tanto en los tumores obtenidos en presencia
de matrigel o laminina, como en los tumores que, esporadicamente, crecieron en ausencia
de matrigel, se detecta actividad gelatinolitica (Figura 51B), sin que exista una gran
diferencia entre las distintas muestras. Esto podria deberse a la secrecion de MMPs por
parte de las células del tumor. El mismo patrén de gelatinasas se obtiene en medio
condicionado de tumores originados al inyectar las células BCS-TC2.1 o BCS-TC2.2. En
todos los casos se observan tres bandas mayoritarias de actividad gelatinolitica de 92 kDa
68-72 y 64 kDa, que podrian asignarse a las MMP-9 y MMP-2 (Figura 51B). La MMP-%
aparece como una Unica banda ya que podria estar en forma zimdgena o precursora en el
tumor. Se ha descrito que, en el zimograma, las formas precursoras presentan actividad
porque sufren una autoactivacién por su parcial y reversible desnaturalizacion por el
tratamiento con SDS (Stetler-Stevenson et al., 1989; Springman et al., 1990). Las otras dos
bandas de actividad corresponden probablemente a la forma latente (68-72 kDa) y activada
(64 kDa) de la MMP-2. Esta activacion se debe a la eliminacion total o parcial del
propeptido por alguna actividad proteolitica presente en el medio condicionado, lo que
conllevaria la disminucion de la masa molecular. Por otro lado, es probable que exista en
la superficie de las celulas que forman el tumor la metaloproteinasa de membrana (MT-
MMP-1) que induce la activacion de la MMP-2 (Sato et al., 1996).
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Figura 51.- Deteccion de actividades gelatinoliticas en el medio condicionado por células BCS-TC2 y
por los tumeores obtenidos tras inyeccion subcutanea de los diferentes tipos de células.

El medio condicionado se obtiene como se describe en Materiales y Métodos. Se cargan 40 ug (A)
o 7 pg (B) de proteina por pocillo en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS conteniendo
gelatina al 0,1%. El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma. {A) Gelatinograma de medios
condicionados por las células BCS-TC?2 creciendo sobre plastico (---), sobre laminina (LN), y sobre matrigel
(MG) durante 24 horas. En el ultimo pocillo (MG) se aplica matrigel como control. (B} Gelatinograma del
medio condicionado de tumores producidos tras inyeccidn subcutdnea de las células BCS-TC2 (1), células
BCS-TC2 en presencia de laminina (2), células BCS-TC2 en presencia de matrigel (3), células BCS-TC2.1
(4) y células BCS-TC2.2 (5).

Sin embargo, de estos resultados no se puede concluir, por tanto, si son las células
transformadas humanas del tumor o bien las células del estroma del ratén, las responsables
de la actividad gelatinolitica observada en los analisis de los medios condicionados por
tumores. En adenocarcinomas de colon humano se ha detectado ¢l mRNA de las
metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 (Onisto et al., 1993). La MMP-2 puede ser sintetizada
tanto por las células malignas (Garbisa et al., 1990; Grigioni ef al., 1994) como por las
células del estroma adyacente al tumor (Poulsom et al., 1992; Pyke ef al., 1993), siendo
este ultimo caso mas frecuente. En el caso de la MMP-9, se ha descrito la expresion de su
mRNA en los macrofagos o neutréfilos que rodean al epitelio maligno, pero no se detecta
mRNA en las células epiteliales del colon (Pyke ef al., 1993; Nielsen ef al., 1996).

Por tanto, se procedié a analizar la actividad presente en el medio condicionado de
las células BCS-TC2 y de las sublineas tumorigénicas. Los resultados se recogen en la
figura 52. En los medios condicionados por ambas sublineas se detectan dos bandas en

torno a los 92 kDa, que corresponden a la forma latente y activada de la MMP-9, asi como
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dos bandas de 68-72 kDa y 64-62 kDa, que corresponden a las formas latente y activada,
de la MMP-2. Estos resultados indican que las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 son
capaces de secretar ambas enzimas degradativas. Las células BCS-TC2 no presentan, ©
presentan muy baja, actividad gelatinolitica MMP-2 y MMP-9 (Figura 52A).

A B

|

Figura 52.- Analisis de la actividad gelatinolitica presente en el medio condicionado por las células
parentales y las sublineas creciendo in vifro. Influencia del cocultivo con fibroblastos.
El medio condicionado se obtiene como se describe en Materiales y Métodos. Se aplicaron 40 pg
de proteina por pocillo en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS conteniendo gelatina al 0,1%.
El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma. (A) Medio condicionado por células BCS-TC2
(1), células BCS-TC2.1 (2) o células BCS-TC2.2 (3). (B) Medio condicionado por células BCS-TC2.1 solas
(1), por células BCS-TC2.1 cocultivadas con fibroblastos (2), o por fibroblastos (3).

Cuando las células BCS-TC2.1 se cocultivan con fibroblastos, se observa un gran
incremento de la actividad gelatinolitica, como se observa en la figura 52B, siendo ¢l efecto
gjercido por las células del estroma sobre la produccion de las metaloproteinasas MMP-2
y MMP-9 sinérgico. Esto sugiere que las células mumorales y las del estroma cooperan en
la produccién de colagenasas. Cocultivos de células tumorales y del estroma han mostrado
qgue las MMPs pueden ser inducidas por contactos célula-célula (Himelstein et al., 1994)
y por factores solubles (Ito e al., 1995). De este modo, se ha descrito que las células del
estroma pueden inducir la secrecién de MMPs por las células invasivas (Lengyel et al.,
1995; Kurogi ef al., 1996) o bien, las células tumorales pueden aumentar la secrecién de

estas enzimas por las células del estroma (Poulsom et al., 1992; Nielsen et al., 1996).

Numerosos estudios han descrito una correlacion entre la produccion por células
transformadas de las formas precursoras de las MMP-2 y/o MMP-9 y el potencial invasivo

y metastatico (Stetler-Stevenson et al., 1993; Tryggvason e al., 1993; Naylor et al., 1994;
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Kawamata et al., 1995). Ademas, se ha conseguido prevenir la invasién tumoral y la
metastasis in viiro e in vivo inhibiendo las MMPs, lo que ha demostrado la implicacion de
estas enzimas en dichos procesos (Albini er al., 1991; Melchiori et al., 1992).

Tanto las células BCS-TC2.1 como las BCS-TC2.2 secretan MMP-9 y MMP-2 en
forma latente y activada. La produccion de la MMP-9 en células de cancer de colon es
diversa. Algunos autores indican que las células epiteliales de adenocarcinoma de colon no
producen la MMP-9 o lo hacen en muy baja cantidad como para ser detectada (Nielsen et
al., 1996). Otros, sin embargo, consiguen ver inmunoreactividad con anticuerpos
policlonales frente a la MMP-9 en las células tumorales (Jeziorska et al., 1994). En este
sistema, los niveles del mRNA de esta proteina no se han podido detectar por Northern

Blot, lo que sugiere la existenicia de muy bajos niveles de mRNA en las células BCS-TC2.1
y BCS-TC2.2.

El andlisis mediante Northern Blot de la expresion del mRNA de MMP-2 muestra
un transcrito de 3,1 Kb, con una intensidad similar de la banda en la linea parentai y en las
sublineas (Figura 53). Estos datos indican que las células parentales BCS-TC2 expresan el
mismo nivel de mRNA para MMP-2 que las sublineas tumorigénicas. Sin embargo, la
actividad de MMP-2 s6lo se detecta en el medio condicionado de las sublineas con
capacidad tumorigénica.

MMP-2

B-ACTINA

Figura 53.- Expresién del mRNA de MMP-2 mediante Northern Blot.
7pg de mRNA de las muestras obtenidas de cultivos subconfluentes de (1) células BCS-TC2, (2)
células BCS-TC2.1 y (3) células BCS-TC2.2 se sometieron a andlisis mediante Northern Blot como se indica

en Materiales y Métodos. Cada pocillo contiene cantidades equivalentes de mRNA como se determing por
hibridacion con f-actina.

Puesto que la expresion de MMPs esta sometida a un estricto control, se podrian

considerar distintas posibilidades para explicar el resultado obtenido para la MMP-2 en las
células BCS-TC2:

a) La linea parental podria secretar MMP-2 como forma precursora inactiva; en el
zimograma, se detectaria actividad, ya que ésta se activa por el tratamiento con SDS
(Stetler-Stevenson et al., 1989; Springman et al., 1990).
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b) La MMP-2 se podria encontrar inactiva por unién a su inhibidor especitico
TIMP-2. Pero la MMP-2 s¢ activaria en el zimograma ya que el inhibidor se disocta
de ella en las condiciones en que se realiza la electroforesis (Rice y Banda, [995).
Estas dos posibilidades se podrian descartar, puesto que en el zimograma no se
detecta ninguna banda correspondiente a la MMP-2.

¢) En las células BCS-TC2, el proceso de traduccion del mRNA de MMP-2 podria
estar bloqueado. En este sentido se ha descrito que no se traducen ciertos mRNAs
en algunos tipos celulares, como el mRNA del activador de plasmindgeno tisular en
oocitos primarios (Huarte ef al., 1992). Se trataria de un bloqueo selectivo en las
células BCS-TC2.

d) En las sublineas el mRNA de la MMP-2 podria estar mas estabilizado,
incrementandose su vida media, lo que origina la produccion de MMP-2. Este hecho
se ha observado en células epiteliales bronquiales humanas tratadas con

lipopolisacaridos lo que hace que se incrementen los niveles de proteina activa
MMP-9 (Yao et al., 1996).

e) La secrecion de MMP-2 podria estar bloqueada en la linea parental.

Las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 secretan MMP-9 y MMP-2 al medio de
cultivo tanto en forma de proenzima como parcialmente activa. L.a MMP-2 no se activa por
accion de proteinasas exégenas, como ocurre con otras MMPs. El mecanismo de activacion
in vivo no se conoce, pero se piensa que tiene lugar en la membrana plasmatica tras la
union de la pro-MMP-2 a3 activadores o receptores especificos de la superficie celular
(Young et al., 1995; Ray et al., 1995; Yamamoto et gl., 1996). Entre ellos se encuentran
metaloproteinasas de membrana (MT-MMP-1 y MT-MMP-2) capaces de activar a MMP-2
(Sato et al., 1994; Takino et al., 1995; Sato et al., 1996). La forma activada de MMP-2
se encuentra enriquecida en las membranas de células malignas, en particular en los
"invadopodia”, o sitios de invasion celular (Monsky et al., 1993; Brown et al., 1993;
Azzam et al., 1993). Ademds, en estas localizaciones se ha descrito que MMP-2 puede
interaccionar con la integrina o B, (Brooks et al., 1996).

Por elio, se procedid a analizar, mediante zimograma, fa actividad gelatinolitica
asociada a la membrana celular en las tres lineas estudiadas (Figura 54). En todos los casos
aparece una banda que corresponde a una proteina de 62 kDa, masa molecular que coincide
con la forma activa de la MMP-2. Por tanto, en la superficie de las células existen
receptores/activadores de la MMP-2. La activacidén en la membrana celular podria tener
lugar a través de una cascada de activacién en la que esté implicada una metaloproteinasa
de membrana (Atkinson er af., 1995; Will er al., 1996).

Las células parentales, que no secretaban al medio de cultivo MMP-2, también
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presentan esta forma activa en su membrana, hecho que se puede explicar considerando
que: a) la poca proteina secretada queda en la superficie celular en concentracion local
suficiente como para detectarse, o b) esta proteina no se secreta al medio de cultivo por un
bloqueo del proceso de secreccion, posibilidad que se ha comentado anteriormente, aunque

en este caso probablemente la MMP-2 apareceria como forma latente.

MMP-2

Figura 54.- Analisis mediante zimograma de la actividad gelatinolitica asociada a la membrana celular
de células creciendo in vitro.

La fraccién de membrana de (1) células BCS-TC2, (2) células BCS-TC2.1 y (3) células BCS-TC2.2
se obtiene por extraccién con Triton X-114 como se indica en Materiales y Métodos. Igual cantidad de
proteina de cada muestra se somete a clectroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS,
conteniendo gelatina al 0,1% (p/v). El resultado se muestra como el negativo del gelatinograma.

La matrilisina, metaloproteinasa es especifica de células epiteliales (Wilson ef al.,
1995}, también induce especificamente la activacion de las pro-MMPs (Crabbe ef al.,
1994). Su mRNA se detecta en el 75 % de los canceres de colon humano (McDonnell ef al.,
1991), v es expresado por las propias células transformadas (Pyke et ¢/, 1993), lo que
sugiere que puede participar en la invasion de las células de cancer de colon. La expresion
de su mRNA se correlaciona con la progresion de tumores colorrectales y puede participar
en el desarrollo de metastasis en el higado (Ishikawa et al., 1996). Por ello, se procedié
a estudiar la expresion del mRNA de esta metaloproteinasa en las tres lineas estudiadas. El
analisis por Northern Blot (Figura 55A) indica que las células parentales no expresan el
mRNA de matrilisina, mientras que si lo hacen las lineas tumorigénicas BCS-TC2.1 y BCS-
TC2.2, siendo esta ultima la que presenta la mayor expresion. Aunque no se puede
descartar el hecho de que el mRNA sintetizado no sea traducido a proteina, en estudios

previos en tejidos humanos se ha visto una correlacion entre la expresion del mRNA y la
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proteina matrilisina (McDonnell ef al., 1991; Powel et al., 1993; Rodgers et al., 1993).
Asi, se puede suponer que la relacion que existe en los niveles de mRNA sintetizados se
mantendra en la proteina secretada. Este hecho se ha verificado evaluando, mediante
transferencia electroforética e inmunodeteccién, los niveles de matrilisina presentes en el
medio condicionado por las células (Figura 55B)
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Figura 55.- Expresién de matrilisina (MMP-7) en células BCS-TC2 vy en las sublineas celulares.

(A) Expresion del mRNA de MMP-7 mediante Northern Blot. Tug de mRNA de las muestras
obtenidas de cultivos subconfluentes de fas diferentes lineas (1) BCS-TC2, (2)BCS-TC2.1 y(3) BCS-TC2.2]
se sometieron a andlisis mediante Northern Blot como se indica en Materiales y Métodos. Como control se
utilizd 1a hibridacion con P-actina. (B) Expresion de MMP-7 mediante Western Blot. 20 pg de proteina de
los medios condicionados por las células se analizan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (15%)
en presencia de SDS, se transfieren a membranas de nitrocelulosa y se someten a inmunodeteccion como se
indica en Materiales y Métodos. El anticuerpo antimatrilisina se emplea a una dilucién 1:1000 y el anti-IgG
de congjo marcado con peroxidasa a 1:3000. El revelado se lleva a cabo por ECL.

La expresion de la matrilisina en el sistema de estudio, se correlacionan con el
potencial tumorigénico de las células (Figura 55). La matrilisina, incluso a bajas
concentraciones, influye altamente en el potencial invasivo de las células que la expresan
(Witty et al., 1994; Yamamoto ef al., 1995) debido principalmente al amplio rango de
sustratos que degrada (incluso entactina} (Sires ef al., 1993) ademas de su capacidad para
activar a la uroquinasa. La expresion de matrilisina en las células de adenocarcinoma de
colon SW480 incrementa su capacidad tumorigénica, sugiriéndose que esta enzima puede
estar implicada en el crecimiento y la proliferacion celular (Witty er al., 1994). Puesto que
las células BCS-TC2 no expresan matrilisina, o la expresan en pequefias cantidades como
para poder ser detectada, es probable que la interaccion con matrigel origine la seleccion

de células que expresen la enzima, lo que representaria una ventaja para su crecimiento y
proliferacion frente al resto de las células.
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La participacion de las proteinasas en el desarrollo inicial de un tumor no se conoce.
Sin embargo. una hipdtesis propone la seleccién de clones de células epiteliales que no
sufren apoptosis en respuesta a la proteolisis de su lamina basal, como ocurre con las
células normales (Boudreau et al., 1995). Un segundo modelo sugiere que la proteolisis de
componentes de la ECM genera fragmentos proteicos que son capaces de incrementar la
viabilidad de las células umorales (Montgomery ef al., 1994).

Por lo tanto, la seleccion de una subpoblacidon de células BCS-TC2 por la
interaccion de las células con el matrigel, con un diferente patron de integrinas y con mayor
potencial tumorigénico puede también asociarse con {a induccion de mecanismos que
promueven la sintesis de metaloproteinasas. Estos mecanismos podrian ser inictados por las
integrinas, puesto que ellas son capaces de modular los niveles de MMPs, lo que facilitaria
el proceso tumorigénico (Huhtala et al., 1995; Tremble et al., 1995; Chintala et al., 1996).

3.5.7. ESTUDIOS RELATIVOS AL GEN p33

Uno de los cambios genéticos mds frecuente en los procesos tumorales que afectan
al colon son las mutaciones en el gen p33. Con objeto de verificar si la diferencia en la
capacidad tumorigénica se refleja en alteraciones en ¢l gen p353 se procedid a determinar
la presencia de mutaciones en la linea parental y si se producen diferencias en las sublineas
BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2. La secuenciacion del gen p53 en diversos sistemas ha puesto
de manifiesto la existencia de c¢inco dominios altamente conservados, cuatro de los cuales
se encuentran en los exones 5 al 8. Por este motivo, la mayor parte de los andlisis se han
limitado a esos exones, ya que la existencia de mutaciones fuera de los mismos es poco
frecuente. El andlisis del exon 8 del gen p53 mediante estudios de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP) y secuenciacion pone de manifiesto la existencia
de una mutacion en dicho exon, en las tres lineas celulares objeto de estudio (Figura 56),
afectando esta mutacion a uno de los alelos. La secuenciacion del exon 8 de este gen ha
permitido detectar un cambio CGG (Arg) a TGG (Trp) en el codon 282, respecto de la
secuencia control (Figura 56C). Los resultados obtenidos para estas células estan de acuerdo
con los datos descritos en la bibliografia que indican que el 79% de las mutaciones en el
gen p53 en cancer de colon son sustituciones de las bases G:C por A:T, estando presentes
fa mayoria en dinucledtidos CpG. Esto conduce a la sustitucién de aminodcidos en cuatro
regiones de la proteina conservadas entre diferentes especies (residuos 117-142, 171-181,
234-258 y 270-286). Dado que se¢ obtiene la misma mutacion en las células no
tumorigeénicas que en las sublineas, la mutacidn en este gen no es responsable de la
induccion de la capacidad tumorigénica en estas células. Se ha descrito que las mutaciones

en el gen p53 pueden ocurrir durante el establecimiento de células en cultivo. De esta
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manera, durante la propagacion in vitro de las células, el gen p53 podria adquirir
mutaciones no presentes en la linea celular parental. En estas lineas, la mutacién
probablemente no es ¢l resultado del cultivo continuado de las células, sino que debia existir

en el tumor original del que se obtuvieron las células.

1. Sangre normal

2. Células BCS-TC2

3. Células BCS-TC2.1

4. Células BCS-TC2.2

5. Sangre paciente con
cancer multiple

6. Células de linfoma

I

Figura 56.- Analisis de mutaciones en el gen p53

(A) Analisis por estudios de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP) de mutaciones
en el gen p53 de (1) las células parentales, (2) células BCS-TC2.1 y (3) células BCS-TC2.2 respecto de
células control (1, 5 y 6). (B) Secuencia del exén 8 del gen 153 de las células BCS-TC2.1. La flecha indica
la sustitucién de C por T. La misma sustitucion se detecta en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.2. (C)
Secuencia del exdén 8 del gen p33 no mutado.

La pérdida de la funcién de la proteina p53 por mutacion en el gen o por otras
causas, daria lugar a una alteracton de la reparacion del DNA y, en consecuencia, a una
mutagénesis incrementada después de la entrada en la fase S. No todas las mutaciones son

funcionalmente equivalentes. Las que ocurren en dominios conservados en la evolucion
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muestran un peor prondstico que las que ocurren fuera de estos dominios. Ademas, la
diseminacion linfatica y 1a metdstasis en organos distantes también se asocia con mutaciones
dentro de estas regiones. En particular, las mutaciones en el codon 175 son particularmente
agresivas (Goh et al., 1995).

3.5.8. INESTABILIDAD GENETICA

Una caracteristica comun de las células malignas es la presencia de un genoma
inestable. Esta inestabilidad origina una serie de mutaciones que contribuyen a evitar los
mecanismos de control del crecimiento normal y a la adquisicidn de un fenotipo maligno.
Por este motivo, se planted estudiar si la expresion del fenotipo tumorigeénico en las
sublineas celulares BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 se encontraba asociado con la inestabilidad
genética en microsatélites, alteracidon que se produce en ciertos tipos de adenocarcinomas
de colon.

Inestabilidad de microsatélites en la linea celular parental y en las sublineas

Para determinar posibles diferencias entre las células parentales y las sublineas, se
analizaron las posibles alteraciones genéticas en secuencias de microsatélites localizadas en
diferentes cromosomas. Para ello se utilizaron marcadores de repeticiones de dinucledtidos

(CA), y de trinucledtidos (CAG),, y una region VNTR rica en secuencias A/T.

La inestabilidad genética en microsatélites origina una alteracién en el numero de
repeticiones de la secuencia de microsatélites basica. Esto se traduce en un cambio en el
tamario de los alelos que se identifica por una diferente movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida. Como se observa en la figura 57, las dos sublineas presentan un diferente
patron de bandas al analizar los marcadores de dinucleotidos (CA),, cuando se comparan
con la linea parental BCS-TC2. Se observa una menor movilidad de las bandas cuando se
analizan los marcadores RHO y D6S105, lo que indica la presencia de alelos de mayor
tamano que en las células parentales. Por el contrario, en las localizaciones DMD44,
DMD45 y D45127 se observan alelos de menor tamaifio (Figura 57). En algunos casos,
(marcadores DMD44 y DMD45) las dos sublineas tumorigéncias presentan un patron de
bandas similar que difiere del obtenido para las células BCS-TC2. Sin embargo, cuando se
estudia ¢l marcador D4S127 se aprecian diferencias entre las tres lineas (Figura 57). Las
alteraciones en marcadores localizados en el cromosoma 2 son frecuentes en cancer
colorrectal familiar, y también en canceres colorrectales esporadicos, aunque con una
menor incidencia. Se sugiere que mutaciones en un gen, relacionado con el marcador
D2S123 podria conferir alta susceptibilidad al céancer colorrectal (Aaltonen ef al., 1993).
Por ello se analizo la inestabilidad genética de las sublineas usando los marcadores D2S123
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y D2S119 (ambos localizados en el cromosoma 2). Sélo se detectan diferencias en la
movilidad de los alelos en el caso del marcador D2S123 cuando se comparan las células

parentales con ambas sublineas, no existiendo diferencias entre las altimas (Figura 58).

D6S 105 D4S 127 D4S 95 D4S 111
1 2 3 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

B ity S R

Figura 57.- Anadlisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células parentales y en las
sublineas.
El DNA genémico de las diferentes lineas celulares [(1) células BCS-TC2, (2) células BCS-TC2.1,
(3) células BCS-TC2.2 (pasaje 2-4) y (4} células BCS-TC2.2 (pasaje 19)] se somete a amplificacién por PCR
usando los marcadores de repeticion indicados en la figura. Los productos de amplificacién por PCR se
analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de acuerdo al tamafio del fragmento. Estos
resultados fueron confirmados al menos en 3 amplificaciones por PCR distintas.

Normalmente muchas de las alteraciones en microsatélites suelen ser silenciosas,
pero algunas pueden originar alteraciones en las proteinas codificadas por los genes; las

repeticiones de trinucleotidos, por gjemplo, se encuentran frecuentemente en regiones
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codificadoras (Caskey ef al., 1992; Yoshitaka et al., 1996). Para determinar si las
alteraciones observadas en las sublineas estan relacionadas Unicamente con repeticiones en
dinucleotidos, se estudid el marcador HD, una repeticion de tipo trinucleotido (CAG),. En
este caso, el patrén de bandas observado para la linea parental y para las células BCS-
TC2.1 es similar, aunque existen diferencias en la intensidad de las bandas. Sin embargo,
en las células BCS-TC2.2 se observa la pérdida de un alelo (Figura 57). Estas alteraciones
en repeticiones de trinucleotidos se han descrito en tumores de cancer colorrectal familiar
{Aaltonen et al., 1993) y en lineas celulares de cancer de colon humanas (Shibata et al.,
1994). También se llevaron a cabo estudios con el marcador VNTR (D4895), rico en
secuencias A/T. Como se puede observar en la figura 57, las células BCS-TC2 y la
sublinea BCS-TC2.1 también presentan en este caso un patron de bandas similar (aunque
existe diferencia en la intensidad), mientras que en las células BCS-TC2.2 se observa la
desaparicion de un alelo. Por tanto, es posible que las alteraciones en repeticiones de
dinucleotidos y de trinucleotidos estén reguladas por ¢l mismo mecanismo sin que influya
¢l tamario de la unidad o la secuencia que se repite.

Los resultados indican que las células BCS-TC2.1 muestran diferencias en varias
secuencias de microsatélites con respecto a la linea parental, lo que indica la existencia de
inestabilidad genética. Como ocurre en otros casos (Thibodeau et al., 1993), las
alteraciones son bastante variables, teniendo lugar desde cambios en dos pares de bases a
cambios mayores en la longitud. Esto se traduce en un diferente desplazamiento de bandas
como resultado de alelos de mayor o menor tamaro, € incluso la desaparicion de alelos. La
inestabilidad genética se mantiene a través de pasajes in vivo e in vitro, como se observa
cuando se comprueba la inestabilidad genética en la sublinea BCS-TC2.2. Las diferencias
observadas entre las dos sublineas se podria justificar considerando que, durante la
propagacion in vivo, el nimero de replicaciones de las células tumorales es més elevado,
por io que es probable que tengan lugar errores en la replicacion. Kobayashi ef a/. han
estudiado el mantenimiento de las caracteristicas genéticas de melanomas humanos en
estadio temprano, durante su pasaje in vivo en presencia de matrigel. Utilizando una sonda
de DNA humana especifica para la secuencia de satélites o en el cromosoma 17, han
comprobado que algunas de las variantes tumorigénicas muestran un patréon de bandas
similar, pero no idéntico, al de la linea celular parental. Estos autores sugieren que durante
los pasajes in vivo tienen lugar alteraciones en ¢l DNA (Kobayashi et al., 1994).

Los estudios realizados de inestabilidad genética con lineas celulares establecidas
son, hasta la fecha, escasos. Varias lineas celulares de cancer de colon (DLD-1, HCT1S,
LoVo, LS174-T, LS180 y HCT116) muestran una frecuencia de mutaciéon unas mil veces
superior que las células normales o las células tumorales sin fenotipo mutador (Shibata et
al., 1994). Al contrario, fibroblastos y otras lineas celulares de tumor de colon (SW480 y
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SW620) no presentan inestabilidad genética. Estos estudios proponen que la inestabilidad
es un hecho inicial en la oncogénesis y que puede persistir después de la transformacion
maligna (Shibata et af., 1994).

Inestabilidad de microsatélites durante la propagacién in vitro

Es posible que la inestabilidad de microsatélites surja durante el cultivo de las
células y que no sea el resultado directo de la coinyeccion de las células con matrigel. Por
ello, se estudid la inestabilidad genética de las sublineas durante su propagacion in vitro.
Como se observa en la figura 58, una vez estabilizado el cultivo, no se produce
desplazamiento de bandas a lo largo de los sucesivos pasajes de tripsinizacion, en ninguna
de las sublineas para los 5 marcadores estudiados. Unicamente se observan ligeras
modificaciones durante los estadios iniciales del establecimiento de las lineas celulares. Por
tanto, aunque el pasaje in vivo induce inestabilidad genética, las sublineas tumorigénicas no
la muestran durante su propagacion in vitro. La fidelidad de replicacion de los
microsatélites por las células progenitoras del colon puede ser mantenida en condiciones
normales por al menos 10.000 replicaciones. Pese a ello, la incidencia de las mutaciones
puede estar linealmente relacionada con el nimero de replicaciones de las células tumorales
(Tonov et al., 1993).

Hay que considerar que los nuevos alelos observados en las sublineas tumorigénicas
podrian ser simplemente el reflejo de una inestabilidad inherente en la linea parental. Para
comprobar este aspecto, se realizé un analisis comparativo de las células BCS-TC2
establecidas v mantenidas en cultivo durante varios afios, con respecto a células procedentes
de los pasajes 5 a 8, 30, 60 y 80. Los resultados se recogen en la figura 59.

Como se puede apreciar, el andlisis de 7 marcadores diferentes indica que no se
producen diferencias en el tamafio de los alelos a lo largo del cultivo continuado, incluso
cuando se utilizan marcadores con los que se aprecian diferencias entre la linea parental y
las sublineas obtenidas in vivo. SOlo con algin marcador (DMD45 y D2S123) se pueden
apreciar ligeras diferencias entre los alelos. Sin embargo, a partir del establecimiento de
las células en cultivo (aproximadamente el pasaje 30 de trnipsinizacion) la posible
inestabilidad desaparece. Por tanto, estos experimentos sugieren que no existe inestabilidad
genetica durante el cultivo in vifro de las células BCS-TC2. Este resultado se podria
explicar considerando diferentes posibilidades. Es probable que las células parentales no
presenten inestabilidad genética en secuencias de microsatélites, como se ha indicado que
ocurre en otras lineas celulares de carcinoma de colon, como SW480 o SW620 (Shibata et
al., 1994). Otra posibilidad puede ser que la velocidad de mutacion de las céluias BCS-TC2
sea extremadamente baja, aunque no parece muy probable, puesto que estas células se han
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Figura 58.- Inestabilidad de microsatélites durante la propagacion in vitro.

El DNA genémico de las células [(A) BCS-TC2, (B) BCS-TC2.1 y (C) BCS-TC2.2], en diferente
pasaje de tripsinizacién, se somete a amplificacion por PCR utilizdindose los marcadores indicados en la
figura. Los productos de amplificacién se analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de
acuerdo al tamafio del fragmento. (1) Células del pasaje 20, (2) del pasaje 30, (3) del pasaie 60, (4) del
pasaje 80, o (5) células obtenidas tras mas de 100 pasajes de tripsinizacion. Los resultados fueron
confirmados al menos en 3 amplificaciones por PCR distintas.
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Figura 59.- Anilisis de la inestabilidad genética de microsatélites en las células BCS-TC2.

El DNA genémico correspondiente a c€lulas BCS-TC2 obtenidas en diferentes pasajes de
tripsinizacion se somete a amplificacion por PCR. Se utilizan los marcadores indicados en la figura. Los
productos de amplificacién por PCR se analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6-9% de
acuerdo al tamafio del fragmento. [(1) Células BCS-TC2 del pasaje 5-8, (2) del pasaje 30, (3) del pasaje 60,
(4) del pasaje 80, o (5) células obtenidas tras mds de 100 pasajes de tripsinizacidn]. Los resultados fueron
confirmados en, al menos, 3 amplificaciones por PCR distintas.
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cultivado de manera continua durante afios y el numero de replicaciones ha sido muy
elevado. Una tercera posibilidad consiste en que el fenotipo mutador, original de estas
células, haya revertido por otra mutacién en los primeros estadios después de la
transformacion y, asi, las células obtenidas del tumor muestran un fenotipo aparentemente
estable. En este sentido, en tumores de cancer de colon se ha descrito una aparente
estabilizaciéon de la inestabilidad de microsatélites (Shibata et al., 1994).

Inestabilidad genética en el tejido tumoral

Para comprobar este aspecto, se analizd el comportamiento de secuencias de
microsatélites comparando el tejiido normal (colon) y tumoral (adenocarcinoma de colon)
del paciente a partir del cual se establecio en cultivo la linea celular BCS-TC2. En la figura
60 se observa un desplazamiento de bandas en el DNA del tumor respecto del DNA del
tejido de colon control. Estas alteraciones en las movilidades electroforéticas incluyen alelos
de mayor tamaiio, como ocurre para los marcadores RHO o D6S105, o de menor tamaiio,
como en los marcadores DMD45 y D28123 (Figura 60). Los resultados indican, por tanto,
que las células que forman el tumor presentan inestabilidad genética, puesto que se produce
alteracion en mas de dos marcadores. De acuerdo con otros resultados descritos (Aaltonen
et al., 1993), el tumor seria de tipo RER ™ (replication errors), que indica la existencia de
errores durante [a replicacion. Estas diferencias en dinucieotidos entre el tejido normal y
el tumoral se ha encontrado tanto en HNPCC (Aaltonen et a/., 1993, Cama et al., 1996),
como en canceres relacionados con HNPCC y tumores esporadicos en otros drganos (Han
ef al., 1993; Rusinger et al., 1993). La presencia de inestabilidad se correlaciona
inversamente con mutaciones en los genes pS3 y k-ras y con tumores que presentan
metadstasis en el momento de la diagnosis. Sin embargo, se correlaciona directamente con
tumores poco diferenciados y con los localizados en el colon proximal (Thibodeau et al.,
1993; lonov et al., 1993; Shibata et al., 1994; Watatani et al., 1996). Coincidiendo con
estas observaciones, el tumor original del que provienen las células BCS-TC2 es poco
diferenciado y localizado en el colon proximal. Por el contrario, las células procedentes del
tumor presentan, al menos, uha mutacion en una secuencia conservada del gen p53 (Figura
56). Se ha sugerido que la inestabilidad genética puede deteriorar a las células, lo que
explicaria la evolucion menos maligna de tumores con multiples mutaciones y el relativo
buen prondstico de tumores de HNPCC (Risinger ef al., 1993; Shibata ef a/., 1994). En
nuestro sistema, la inestabilidad de microsatélites detectada en el tumor se podria relacionar
con la baja capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2 obtenidas a partir de él.

También se compard el tejido de adenocarcinoma de colon con las células BCS-
TC2., Como se aprecia en la figura 60 las células BCS-TC2 muestran un diferente patron
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de bandas que el tejido de adenocarcinoma de colon. Por tanto, los resultados indican que
las células BCS-TC2 inicialmente presentan inestabilidad genética, pero sufren un proceso
de adaptacion, lo que origina su estabilidad in vitro (Figura 60).

DMD 45 D2S 123

D45111

I
RHO D65105
1 2 3 1 2 3

1. Tejido de colon no afectado

2. Tejido de adenocarcinoma
de colon

3. Células primarias obtenidas
del tumor

Figura 60.- Inestabilidad genética del tejido tumoral.
El DNA gendmico aislado del tejido de colon normal (1), de tejido de adenocarcinoma de colon (2)
y de células primarias obtenidas del tumor (3), se amplificé por PCR. Para ello se utilizaron los cebadores

propios de los marcadores indicados en la figura. Los resultados se confirman en, al menos, 3 amplificaciones
por PCR distintas.
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Mutaciones en el gen MSH?

Las alteraciones en la longitud de los microsatélites que tiene lugar durante la
carcinogénesis colorrectal se han asociado con mutaciones en los genes de reparacién de
errores hMSH2, hMLHI, hPMS! y hPMS2, que originan proteinas de reparacion
defectuosas incapaces de corregir los errores en la replicacion (Bronner ef af., 1994; Loceb,
1994; Papadopoulos et al., 1994; Peltomiki, 1994; Eshleman y Markowitz, 1995).

De entre todos estos genes se ha comprobado la implicacion de mutaciones puntuales
en el gen MSH2, localizado en el cromosoma 2p (Fishel et al., 1993), sobre 1a inestabilidad
genética observada en las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2. Para ello se ha analizado una
de las regiones conservadas del gen mediante estudios de polimorfismo conformacional de
banda sencilla (SSCP) y secuenciacion. Los resultados obtenidos indican que no hay
mutaciones en la region analizada. Sin embargo, se aprecia un polimorfismo, con
sustitucion de C por T, localizada 6 pares de bases hacia arriba del exén que comienza en
el codon 669 del cDNA (Figura 61). Este polimorfismo se ha detectado tanto en la linea
celular parental BCS-TC2 como en las dos lineas tumorigénicas.

3
'-

il

I

§
ﬁﬂg

Figura 61.- Polimorfismo de MSH2 en las células BCS-TC2, BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2.

La secuencia que codifica para los nucleotidos 2020-2225 del cDNA vy las regiones proximas del
DNA gen6mico que contienen la unién intrén/exon fueron amplificadas por los cebadores 16324 vy 16340
mediante PCR. En la figura se muestra la autorradiografia de los geles de secuencia derivados de los
productos de PCR. Como se puede apreciar (flecha) se observa una sustitucién de C por T, 6 pares de bases
por encima del exdn comenzando en el codon 669,
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En algunos casos se ha detectado esta sustitucién C por T exclusivamente en el
tejido tumoral, y no en el normal, de un mismo individuo (Fishel et af., 1993), por lo que
estos autores consideran el cambio como una mutacion y no como polimorfismo. Sin
embargo, Leach et al. (1993) describen esta misma alteracion en aigunos individuos
normales. Por ello, parece mas correcto considerar la sustitucion como polimorfismo no
relacionado con la aparicién de los tumores. Recientemente, se ha descrito que en cancer
colorrectal, sin diagnostico HNPCC, no no hay mutacion en el gen MSHZ en la linea
germinal (Brassett et al., 1996). Puesto que no se han secuenciado todas las regiones
conservadas, este resultado no permite ni afirmar ni excluir que el gen MSH2, u otro gen
relacionado con los mecanismos de replicacién/reparacion, pueda ser el responsable de la
inestabilidad genética observada.

Para poder explicar la relacion existente entre la tumorigenicidad y la adquisicién
o manifestacion de inestabilidad genética en las sublineas, se pueden postular dos hipotesis.
En primer lugar, es posible que las mutaciones se originen debido a una velocidad elevada
de crecimiento in vivo en presencia de matrigel, como se ha propuesto para células de
melanoma con baja capacidad de metastasis (Kobayaski et al., 1994). Sin embargo, esta
hipdtesis implica la existencia de inestabilidad genética en la linea parental, lo que no
ocurre durante el cultivo continuado de las celulas BCS-TC2.

En segundo lugar, el crecimiento in vivo en presencia de matrigel podria seleccionar
o inducir una subpoblacion de células con inestabilidad genética. La seleccion de una
subpoblacidn celular parece estar de acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento
(cariotipo, etc.). Hay que considerar que los carcinomas de colon primario y las lineas
obtenidas de ellos, incluyendo ias células BCS-TC2, presentan gran heterogeneidad (Fidler,
1985; Turnay et al., 1990; Fidler, 1995), conteniendo subpoblaciones celulares con
diferentes grados de diferenciacion.

Distintos agentes, como el matrigel, pueden inducir alteraciones celulares. Asi,
células de préstata de rata cultivadas en matrigel, originan variantes celulares no
preexistentes dentro de la poblacion parental que se originan como resultado de un proceso
de diferenciacién (Freedman et al., 1994). Agentes, tales como aminas heterociclicas,
originan en ratas tumores de colon con inestabilidad genética (Canzian et al., 1994). Por
otro lado, en diferentes lineas celulares, el tratamiento con drogas, origina la seleccion de
células resistentes que presentan inestabilidad genética (Anthoney et af., 1996). De acuerdo
con estos estudios se podria pensar que el matrigel induce la inestabilidad genética en las
células BCS-TC2. Sin embargo, distintos resultados apuntan a que el matrigel por si
mismo, no es capaz de inducir la formacién de tumores, a menos que la poblacion celular

tenga una predisposicion. En este sentido se ha descrito que células epiteliales normales de
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prostata y genéticamente estables no pueden ser transformadas por el matrigel in vivo
(Marengo y Chung, 1992},

Por tanto, es posibie que en el caso de las células BCS-TC2 la interaccion con el
extracto de basamento membranoso conduzca a la seleccion de una subpoblacion celular que
tenga o adquiera la capacidad de proliferar in vivo y que manifiesta inestabilidad genética
{Lopez-Conejo et al., 1996, 1997).

3.6. OBTENCION DE CELULAS DE LOS TUMORES INDUCIDOS POR
COINYECCION DE CELULAS BCS-TC2 CON LAMININA Y CON
FIBRONECTINA Y ESTUDIO DE SU CAPACIDAD TUMORIGENICA

3.6.1. EFECTO DE LA LAMININA EN LA CAPACIDAD TUMORIGENICA DE
LAS CELULAS BCS-TC2.

La coinyeccidn subcutanea de las células BCS-TC2 con laminina induce la
formacién de tumores en ratones atimicos. Como se comprobdé por estudios
inmunchistoquimicos de los tumores se observan dos zonas bien diferenciadas. La capa
externa, mas compacta, presenta un menor grado de diferenciacion pero una mayor
actividad proliferativa respecto de la zona interna. Por ello, se planted la obtencion de las
celulas de ambas zonas, para proceder a su comparacion y establecer asi las posibles
diferencias existentes entre ellas.

La obtencién de las céiulas se realizé como se ha descrito anteriormente. En ambos
casos, tras 4-5 dias se observa la aparicidon de células con morfologia redondeada a partir
de los explantes del tumor (Figura 62). Transcurridos 5 o 7 dias, las células se han
extendido y comienzan a formar monocapas. En los cultivos de las células procedentes de
la zona externa del tumor se observan fibroblastos, que van desapareciendo del cultivo con
el tiempo (Figura 62 A,B,C). Sin embargo, no se aprecian fibroblastos en el cultivo de las
células procedentes de la zona interna. Cuando las células han alcanzado una densidad
celular adecuada, se lleva a cabo una ligera tripsinizacion, y las células levantadas se
siembran en nuevos frascos. La apariencia morfoldgica de las células provenientes de la
zona externa o interna del tumor (BCS-TC2.L.Ne y BCS-TC2.LNi, respectivamente) ¢s
bastante diferente. Por microscopia dptica se aprecia que las células BCS-TC2.LNe,
presentan una morfologia redondeada con un bajo grado de extensién, mientras que las
¢€lulas BCS-TC2.LNi presentan forma bipolar muy extendida. Ambas lineas celulares se
mantienen en cultivo en condiciones estandar, procediendo a su subcultivo cuando alcanzan
la confluencia. Cuando se observa que las células mantienen las caracteristicas

morfologicas, con los pases de tripsinizacion, se considera que ¢l cultivo es estable y se
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procede a su caracterizacion. En apartados posteriores se recogen algunos de los parametros

caracteristicos valorados para ambas sublineas.

Se comprobo si estas c€lulas eran capaces de desarrollar tumores en ausencia de
laminina. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de tumorigenicidad in vive, cuyos
resultados, recogidos en la figura 63, indican que ambas sublineas presentan capacidad

tumorigénica intrinseca, siendo la incidencia de formacion de tumores del 100% en ambos

casos.
30

3 BCS-TC2

L LNe

o

Q

% 20+ BCS-TC2

= LNi

-

w

0

2 10r

<

=2

I

'_

0,0
{ | | |
2 4 6 8
TIEMPO (semanas)
Linea celular Latencia Incidencia Incidencia Tamaiio tumor
(semanas) (2 semanas) {7 semanas) {cm)y

BCS-TC2.LNe | 8(8) 8(8) 2.47+0.47
BCS-TC2.LNi i 4(8) 8(8) 1,7810,84

Figura 63.- Tumerigenicidad de las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi.

En la parte superior de la figura se representa la variacién con el tiempo del tamafio de los tumores
originados por células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi. El tamafio del tumor, la incidencia, y el periodo de
latencia se determiné a diferentes tiempos después de la inyeccion subcutdnea de 1x10° células en ratones
atimicos. En la parte inferior se recoge el periodo de latencia expresado en semanas y la incidencia de
formacidn de los tumores a las 2 y 7 semanas, respectivamente. (*) Se indica el tamaiio de los tumores 8
semanas después de la inyeccion. Los datos representan los valores medios de dos experimentos, en cada uno
de los cuales se utilizan 4 ratones.
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La fase de latencia del tumor es similar en las dos sublineas, aunque existen
diferencias en cuanto a su capacidad proliferativa. Asi, las células BCS-TC2.LNe presentan
una mayor capacidad tumorigénica puesto que a las dos semanas de la inoculacion la
incidencia de formacién de tumores es del 100%, mientras que en las células BCS-TC2.L.N1
esta incidencia no se alcanza hasta después de 7 semanas. Ademas, los tumores originados
por las células BCS-TC2.LNe son de mayor tamarfio que los originados por la linea BCS-
TC2.LNi (Figura 63). Este resultado se correlaciona con la mayor actividad proliferativa

observada en la capa externa de los tumores, zona de la que proceden las células BCS-
TC2.LNe.

3.6.2. EFECTO DE LA FIBRONECTINA EN LA CAPACIDAD TUMORIGENICA
DE LAS CELULAS BCS-T(C2

Dado que las células BCS-TC2 son capaces de interaccionar con fibronectina, ¢
influir en procesos como la adhesion y la proliferacion celular, se planted estudiar el efecto
de dicha proteina sobre la capacidad tumorigénica de estas células. Para ello se coinyectan
subcutaneamente células BCS-TC2 con fibronectina en ratones atimicos. Los resultados de

dichos experimentos se recogen en la figura 64.
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Figura 64.- Efecto de la fibronectina sobre la capacidad tumorigénica de las células BCS-TC2.

E] efecto de la fibronectina se estudia coinyectando subcutineamente en ratones atimicos 1x10¢
celulas BCS-TC2 en presencia de 125 ug de fibronectina. El tamaiio de los tumores se¢ mide a distintos
tiempos. Los experimentos se reatizaron dos veces, utilizando en cada uno de ellos una media de 4 ratones.
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Estos datos indican que la fibronectina es capaz de inducir la formacion de tumores
por las células BCS-TC2. La fase de latencia es de 6 semanas, tiempo en el cual se han
desarrollado tumores en 6 de los 8 ratones inyectados. Este periodo de latencia es superior
al tiempo requerido para detectar tumores cuando las células se coinyectan con laminina o
matrigel. Sin embargo, el tamafio de los tumores desarrotlados por la induccion de laminina
y fibronectina a las 8 semanas son similares. Después de 14 semanas, la incidencia de

formacion de tumores en presencia de fibronectina es del 100%.

Como se ha comentado anteriormente, la interaccion de las células BCS-TC2 con
fibronectina tiene lugar principalmente a través de la integrina a.f3,. La interaccion de este
receptor con su ligando transmite la sefial al interior de la célula, dando lugar a la
regulacion de la adhesién y migracidon celular, al ensamblaje de la matriz y a la
organizacion del citoesqueleto (Akiyama et a/., 1989; Ruoslahti, 1994). En general, se ha
postulado que un incremento en la expresion de o, se traduce en una menor capacidad
tumorigénica de las células (Giancotti y Ruoslahti, 1990; Schreiner et a/., 1991; Stallmach
et al., 1994), asi como que la incubacién con fibronectina revierte el fenotipo maligno de
ciertos tipos de células. Sin embargo, en otras casos, la adhesion de células epiteliales
inmortalizadas sobre fibronectina se correlaciona con tumorigenicidad, ya que solo células
epiteliales bronquiales cultivadas sobre fibronectina, pero no sobre laminina, colageno de
tipo IV o plastico, forman tumores en ratones atimicos (Schiller y Bittner, 1995). Ademas,
en estos casos la funcion clave de esta integrina en el proceso tumorigenico se ha puesto
de manifiesto al comprobarse que la tumorigenicidad se inhibe por anticuerpos anti-

integrinas o y [3, (Schiller y Bittner, 1995).

La interaccion de a3, con fibronectina puede inducir la proliferacion en células de
carcinoma de colon, mientras que la expresion de a3, en ausencia de adhesion a
fibronectina disminuye la proliferacion (Varner et al., 1995). Probablemente la interaccion
de las célutas BCS-TC2 con la fibronectina coinyectada, a través de la integrina o3,
origine un incremento en la actividad proliferativa de las células que favorece su
crecimiento in vivo, Hay que considerar que los experimentos realizados in vitro indican
que la fibronectina es capaz de incrementar la capacidad proliferativa de las células BCS-
TC2 (Tabla VII, Figura 20). Por tanto, la interaccion de c¢élulas BCS-TC2 con fibronectina
a través del receptor o B, favorecera probablemente la proliferacion celular.

De los tumores obtenidos por coinyeccion de la linea parental con fibronectina se
aislaron células y se establecieron en cultivo. Las nuevas células, denominadas BCS-
TC2.FN, se inyectaron subcutdneamente en ausencia de fibronectina, con objeto de
determinar su capacidad tumorigénica. Estas células son capaces de proliferar in vivo y se
desarrollan tumores con una incidencia del 100% (Figura 65). Esta capacidad tumorigénica

intrinseca se mantiene tanto tras multiples pases in vitro como tras un segundo pase in vivo
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en ratones atimicos. Asi, las células BCS-TC2.FN2, procedentes de tumores desarrollados
por las células BCS-TC2.FN, también presentan capacidad para formar tumores por si solas
(Figura 65).
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Figura 65.- Tumorigenicidad de las células BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2.

En la parte superior de la figura se representa el crecimiento in vive de las células parentales
coinyectadas con 125ug de fibronectina, y de las sublineas BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, después de la
inyeccidn subcutdnea de 1x10° células en ratones atimicos. En la parte inferior se recoge el periodo de
latencia, asi como la incidencia y el tamario de los tumores 8 semanas después de la inyeccion. Los datos
representan los valores medios de dos experimentos. en cada uno de los cuales se utilizan 4 ratones.

La laminina, la tibronectina y los colagenos modifican in vitro, €l comportamiento
de las células BCS-TC2 de una manera similar. Sin embargo, su repercusion in vivo es
diferente, ya que ninguno de los coldgenos ensayados (coldgenos de tipo [, IV y V) inducen

el crecimiento tumoral. Este comportamiento se podria justificar teniendo en cuenta que en
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la interaccion de las células BCS-TC2 con las proteinas estudiadas participan diferentes
tipos de receptores que, una vez que interaccionan con el ligando adecuado, pueden
desencadenar la transmision de la sefial al interior celular originando distintas respuestas
celulares. Ademas, se ha sugerido que la progresion tumoral in vive depende de que se
induzca un incremento en la proliferacion celular asi como de la supervivencia de células
aberrantes que resultan de la supresion de la apoptosis (Fisher, 1994). Es probable que la
interaccion de las células BCS-TC2 con laminina o fibronectina, por interaccion con o3,
y dsP3, respectivamente, induzca la supresion de la apoptosis, lo que favoreceria el
desarrollo tumoral. En este sentido se ha postulado que la expresiéon de ¢ suprime la
apoptosis (Zhang et al., 1995; O'Brien et al., 1996). Por otro lado, 1a interaccion de 4P,
con laminina-5 parece desencadenar una sefial esencial para la supervivencia celular
(Dowling ef al., 1996).

3.6.3. CARACTERIZACION DE LAS SUBLINEAS BCS-TC2.LNe,
BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2

Para caracterizar las nuevas sublineas tumorigénicas establecidas, se analizd el
cariotipo, el grado de diferenciacion y la expresion de integrinas y de metaloproteinasas.
Los resultados quedan recogidos en la tabla XIV.

Cariotipo

El estudio de los cartotipos indica que, en todas las sublineas. se mantienen los dos
marcadores cromosomicos detectados en las células parentales, los derivados del
cromosoma 15 y del 16, junto con una alteracién en el cromosoma 9 que no se encuentra
en la linea parental. Este mismo resultado se obtuvo para las lineas BCS-TC2.1 y BCS-
TC2.2 caracterizadas con anterioridad. Estos resultados sugieren que todas las sublineas
establecidas provienen de una subpoblacion, presente en el cultivo heterogéneo original, que
presenta esta nueva alteracidn genética. Dicha alteracién podria ser la responsable de la
capacidad tumorigénica detectada en todas estas sublineas. Puesto que el derivado del
cromosoma 9 aparece independientemente del factor con el que se coinyectan las células
{matrigel, laminina o fibronectina), podria ser que, en todos los casos, se selecciona la
misma subpoblacién por su mayor capacidad proliferativa/tumorigénica. Para poder
determinar este aspecto se procedié a estudiar otros parametros que permitieran confirmar
o descartar dicha posibilidad.

Grado de diferenciacion
Generalmente, un menor grado de diferenciacion es indicativo de mayor malignidad.

Por este motivo, se realizaron estudios morfolégicos de las diferentes sublineas por
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microscopia electronica de transmision, y se analizaron de los niveles de actividad de
fosfatasa alcalina. Las células epiteliales diferenciadas se encuentran polarizadas.
distinguiéndose dos zonas en la membrana plasmatica. La membrana apical forma el
denominado borde en cepillo, y se orienta hacia el lumen intestinal. L.a membrana
basolateral es la responsable de establecer los contactos célula-célula y célula-sustrato. La
existencia de estas dos regiones se puede mantener gracias a una disposicién especial del

citoesqueleto (Peterson y Mooseker, 1993).

La morfologia se ha analizado mediante microscopia electronica de transmision
(Figuras 66 y 67).

Figura 66.- Microscopia electrénica de transmision de las células BCS-TC2.1.Ne v BCS-TC2.LNi.
Las células creciendo en condiciones estandar se preparan para visualizarse por microscopia
electronica como se indica en Métodos. Células BCS-TC2.LNe (A) y BCS-TC2.LNi (B) (Barra. 2,5 um).



Resultados v Discusion 184

Las sublineas BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.FN vy BCS-TC2.FN2 presentan una
membrana polarizada, lo que es indicativo de su naturaleza diferenciada (Figura 66B y 67).
distinguiéndose la membrana apical, que contiene casi la totalidad de las microvellosidades,
y la membrana basolateral, que aparece mas lisa. Por el contrario, las células BCS-
TC2.LNe presentan la misma morfologia que las células parentales (Figura 45), no

apreciandose polarizacion de la membrana (Figura 66A).




Resultados v Discusion 185

La actividad de fosfatasa alcalina en ias células BCS-TC2.LNe es similara lade la
linea parental (Tabla XIV), sin que exista ademas polarizacion en su membrana (Figura
66A), lo que confirma su naturaleza poco diferenciada. Por el contrario, las células BCS-
TC2.LNi, BCS-TC2.FN y BCS-TC2,FN2 presentan un mayor grado de diferenciacion que
la linea parental, segln los datos de actividad de fosfatasa alcalina (Tabla XIV), y la
polarizacion de sus membranas (Figura 66B y 67). Las células BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2
son menos diferenciadas que las células BCS-TC2 (Tabla XII}. Por tanto, el andlisis de las
sublineas, todas con capacidad tumorigénica pero con diferente grado de diferenciacion,
indican que en este sistema no se pueden correlacionar estos dos parametros. Sin embargo,
hay que considerar que, en cualquiera de los casos, las diferencias de actividad existentes
entre las lineas ceiulares son pequefios ya que las células BCS-TC2 diferenciadas con
butirato sodico presentan una actividad de fosfatasa alcalina de 350 mU/mg tras 9 dias de
cultivo (Navarro et al., 1997). Los resultados también indican que las sublineas establecidas
provienen de diferentes subpoblaciones celulares ya que cada una presenta un diferente
grado de diferenciacion. Incluso las células BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi, procedentes

del mismo tumor, tienen propiedades diferentes.

Expresion de integrinas

En las sublineas BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 hay diferencias en los niveles de
integrinas con respecto a los de la linea parental. Se procedid a estudiar la expresion de
estos receptores en las nuevas sublineas para comprobar si se mantenian estas mismas
alteraciones, lo que podria sugerir una correlaciéon entre ellas y la adquisicién de un
fenotipo tumorigénico. Como queda recogido en la tabla XIV, en todas las sublineas se
produce un incremento en la expresion de las integrinas B, y a, ¥ una disminucioén en la
expresion de la subunidad 3, respecto de la linea parental. Sin embargo, no se producen

modificaciones en los niveles de la integrina .

Los niveles de expresion de la integrina o, se incrementan en las células BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FN2, lo que indicaria un incremento de la integrina agf};. Sin
embargo, en las sublineas BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi se produce una disminucién en
los niveles de esta subunidad, principalmente en las células procedentes del interior del
tumor. Puesto que en estas lineas celulares disminuyen los niveles de B, en mayor medida
que para las otras sublineas, es probable que la disminucion de w4 sea reflejo de la
existencia de menor cantidad del heterodimero o,f3,, aunque los niveles de integrina o,f3,
se¢ mantengan o sean superiores a los de la linea parental. En este caso, la expresion
incrementada de la integrina o}, estaria relacionada con la capacidad tumorigénica de las
células,

Por tanto, el analisis de los niveles de expresion de integrinas en estas sublineas
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Tabla X1V. Caracteristicas de las células BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.LNi, BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FN2

BCS-TC2 BCS-TC2.LNe BCS-TC2.LNi BCS-TC2.FN  BCS-TC2FN2

CARIOQTIPO 46XXder(15) 46XXder(15) 46XXder(l 3) 46X Xder(15) 46XXder(15)
der{16) der(16)der(9) der{16)der(9) der(16)der(9) der(16)der(9)

DIFERENCIACION CELULAR

ALP® 15,60 18,24 46,25 135,51 70,00
Polarizacién® NO NO SI SI Si
INTEGRINAS®
B,(ALEX1/4) 100(224) 100(380) 100(339) 100(425) 100(472)
a, (P1E6) 100(132) 100(222) 100(201) 100(173)  100(208)
o, (BIIG2) 100 (28) 100 (33) 100 (34) 100 (28) 100 (39)
a, (GoH3) 100 (64) 100 (62) 100 (41) 100 (69) 100 (97)
8, (3E1) 100(180) 100 (65) 100 (29) 100 (96)  100(124)
METALOPROTEINASAS
1 2 3 4 5 1
MMP-9 MMP-7
MMP-2 MMP-2
asociada a

1. BCS-TC2 4. BCS-TC2.FN membrana

2. BCS-TC2.LNe 5. BCS.TC2 EN2

3. BCS-TC2 LNi

El cariotipo de las células BCS-TC2 y de las sublineas se ha realizado mediante bandeo G de varias metafases
de las células en diferentes pases de tripsinizacion. *La actividad de fosfatasa alcalina (ALP) se determino
9 dias despucs de la siembra, como se indica en Materiales y Métodos, y se expresa en mU/mg de proteina.
El error experimental es inferior al 10%. "El grado de polarizacién se determiné por microscopia electrénica
de transmision. ‘Las células se procesan para citometria de flujo como se detalla en Materiales y Métodos.
Las diluciones del primer anticuerpo utilizado son 1:100 para ALEX1/4, P1E6 y BIIG2, 1:50 para GoH3 y
1:1000 para 3E1. Se indica el porcentaje de células positivas y, entre paréntesis, el valor de l1a intensidad
media de fluorescencia. “Las actividades gelatinoliticas en el medio condicionado se detectaron por
gelatinograma (MMP-2, MMP-9 y asociada a membrana) o por inmunodeteccion (MMP-7) come se indica
en Materiales y Métodos.
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confirmaria que el incremento en la expresion de la subunidad §3,, o, y probablemente o.
junto con una disminucién de los niveles de B, esté relacionado con el aumento de la

capacidad tumorigénica.

Metaloproteinasas

Para intentar establecer una relacion entre la secrecion de MMPs y la capacidad
tumorigénica se ha procedido a la detecciéon de MMPs en el medio condicionado por las

diferentes lineas celulares.

El gelatinograma de los medios condicionados de las sublineas indica que todas
presentan actividad gelatinolitica MMP-2 y MMP-9 (Tabla X1V). La intensidad de estas
bandas es inferior en las sublineas BCS-TC2.LNe y BCS-TC2.LNi que en las sublineas
BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, siendo en todos los casos superior a la detectada para las
células parentales. Ademas, en todas las lineas celulares, incluida la linea parental, se
detecta actividad gelatinolitica asociada a la membrana celular (Tabla XIV), lo que sugiere

la presencia en la superficie de las células de receptores/activadores de la MMP-2.

En la tabla X1V también se recoge la inmunodeteccion de MMP-7 por Western Blot
en las diferentes lineas. Las células parentales no secretan esta enzima, mientras que si lo
hacen las lincas BCS-TC2.LNi, BCS-TC2.LNe, BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FN2, siendo
estas dos altimas las que expresan niveles mas altos. Este hecho confirma la hipétesis de
la participacion de la matrilisina en la proliferacion celular, ya que se ha encontrado una
correlacion entre la expresion del antigeno Ki67 y dicha metaloproteinasa (Sires et al.,
1993). Las células que proceden de la zona mas proliferativa del tumor (BCS-TC2.LNe)
expresan mayores niveles de MMP-7 y desarrollan tumores de mayor tamano que las

células procedentes de la zona menos proliferativa.

Por tanto, las sublineas tumorigénicas aqui estudiadas presentan unos niveles
incrementados en la expresion de las MMP-2, MMP-7 y MMP-9 respecto de la linea
parental, coincidiendo con los resultados anteriormente obtenidos para las células BCS-
TC2.1 y BCS-TC2.2. Por tanto, estos resultados sugieren la existencia de una relacion
directa entre la expresion de estas metaloproteinasas y el potencial tumorigénico de las
sublineas.

3.7. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD METASTATICA DE LAS SUBLINEAS
CELULARES

Numerosos estudios indican una correlacion entre la produccion de MMPs y el
potencial tumorigénico e invasivo de las células (Stetler-Stevenson et al., 1993; Witty et

al., 1994; Kawamata et al., 1995). Puesto que las sublineas establecidas expresan diferentes
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MMPs, y ya se ha comprobado su capacidad tumorigénica, se procedié a analizar su
posible capacidad metastatica.

La produccion de metastasis en ratones atimicos depende de numerosos factores,
entre ellos, de las propiedades intrinsecas de las células tumorales, de la respuesta del
huésped, de la técnica experimental utilizada y de la salud vy el mantenimiento de los
ratones (Fidler, 1991; 1995). Hay que considerar que la metastasis tiene lugar como
consecuencia de una serie de etapas secuenciales. Cualquier factor que afecte a una de estas
¢tapas puede influir en el comportamiento de las células tumorales y en su capacidad para
establecer metastasis. La mayor parte de los tumores solidos implantados subcutaneamente
en ratones crecen localmente pero muestran un grado de invasividad muy limitado (Fidler,
1991). Este hecho, se asocia frecuentemente con el desarrollo de una densa cépsula fibrosa
alrededor del tumor. Como se ha comentado con anterioridad en la Memoria, dicha cipsula
también se observa en todos los tumores formados tras la inyeccidn subcutdnea de las
distintas sublineas tumorigénicas, asi como en los tumores ocasionales o inducidos por

matrigel en las células parentales.

La eleccion del sitio de inoculacion de las células es fundamental en el desarrolio
de modelos de metastasis. El comportamiento metastatico se incrementa cuando las células
se implantan ortoiropicamente, puesto que la expresion del fenotipo maligno depende del
sitio de crecimiento ¢ implica interacciones especificas con la matriz de tejido conectivo
local (Fidler, 1995). Frecuentemente las células se inyectan directamente en el higado, el
ciego o la vena porta. Sin embargo, estos métodos llevan consigo efectos laterales, tales
como desarrollo de adhesiones perihepdticas, siembra de células en el peritoneo,

obstruccion intestinal, trombosis en la vena porta o desangramiento (Brand ef al., 1996).

Para comprobar la capacidad metastatica de las diferentes lineas celulares se ha
seleccionado la inyeccion de las células en el bazo de ratones atimicos, ya que se ha
descrito este sitio de inoculacion como el mds adecuado para estudios con células de
carcinoma de colon (Giavazzi ef af., 1986; Morikawa ef al., 1988; Fidler, 1995). La red
sinusoidal del bazo proporciona acceso directo al sistema portal, siendo el porcentaje de
células que sobreviven 24 horas después de la inoculacion relativamente alto (Fidier, 1975;
Brand et al., 1996). Este modelo de metastasis "espontanea” reproduce fielmente el proceso
metastatico, ya que permite estudiar todos los pasos de dicho proceso, incluidas las etapas
iniciales (angiogénesis, liberacién de las células de la masa tumoral ¢ invasion de los
vasos). Los experimentos se realizan a tiempos largos dado que, en algunos casos. se

requieren tiempos minimos de seis meses para poder detectar la existencia de metastasis.

Se estudié la capacidad metastatica intrinseca de las células parentales y de las

sublineas tumorigénicas. Los resultados, recogidos en la tabla XV, indican que en ninguno
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de los ratones inyectados con células BCS-TC2 se detectan metdstasis incluso tras largos
periodos de tiempo después de la inyeccion (5-10 meses). Por tanto, las células BCS-TC2
no presentan capacidad metastdtica, lo que se correlaciona con el caracter no tumorigénico
de las células.

Las sublineas tumorigénicas obtenidas por seleccion con matrigel (BCS-TC2.1 y
BCS-TC2.2), son capaces por si solas de originar metastasis hepaticas, con una incidencia
del 20% y 66 % respectivamente. Las sublineas obtenidas por seleccidén con laminina (BCS-
TC2.LNe v BCS-TC2.LNi) o fibronectina (BCS-TC2.FN) desarrollan focos secundarios
en el higado en el 60% y 50% de los ratones inyectados, respectivamente. Ninguna de estas
sublineas origina la formacion de metdstasis pulmonar.

Tabla XV, Capacidad metastatica de las células parentales y sublineas tumorigénicas.

Linea celular Metastasis Metastasis
hepatica pulmonar
BCS-TC2 08 --- 0(8)
BCS-TC2.1 1(5) 20% 0(5)
BCS-TC2.2 46) 66% 0(6)
BCS-TC2.LNe/ LNi 3(5) 60% 0(5)
BCS-TC2.FN 2(4) 50% 0(4)

Se inyectan 5x10° células en el bazo de ratones atimicos v éstos se sacrifican cuando se observan indicios de
posibles metastasis (3 meses para las células BCS-TC2.LNe/LNi, 4 para las BCS-TC2.1 y BCS-TC2.2 v 6
meses para las células BCS-TC2.FN) y se realiza la autopsia. En la tabla se indica la incidencia de formacion
de metastasis (numero de ratones con metastasis respecto del total) y el porcentaje que representa.

La metastasis requiere interacciones de las células tumorales con la ECM en
diferentes etapas del proceso metastatico. Estas interacciones dependen de la expresion de
receptores de la familia de las integrinas, ademas de otras moléculas de adhesion, Las
sublineas celulares establecidas, tumorigénicas y metastaticas, presentan cambios en la
expresion de integrinas respecto de la linea parental (incremento en la expresion de las
subunidades 3, o, y o, y disminucion en los niveles de 3,; tablas XIII y XIV). Puesto que
dichos cambios son cualitativamente semejantes en todas las sublineas, éstos se podrian

correlacionar con su comportamiento invasivo.
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Niveles incrementados de B, se han encontrado en células invasivas y tumorigénicas.
respecto de células no tumorigénicas y poco invasivas (Dedhar y Saulnier, 1990). Los
niveles de expresion incrementados de la subunidad B, sugieren que este incremento puede
ser importante para la formacién de metastasis hepaticas, como se ha descrito en células
de carcinoma gastrico (Yasoshima et al., 1996}. Por otro lado, la expresion incrementada
de la integrina o,3, se ha demostrado que potencia la capacidad metastatica de células de
rabdomiosarcoma humano (Chan et al., 1991; 1992).

Estudios in vitro indican una correlacion entre la invasion y la expresion de la
integrina «, (Dedhar y Saulnier, 1990; Rabinovitz et al., 1995; Shaw et al., 1996). Su
localizacion en los sitios de invasion, donde puede interaccionar y ser regulada por la nueva
matriz disponible, justificaria que su expresion favorezea el proceso invasivo (Rabinovitz
et al., 1995). Asi, en fibroblastos humanos, la transformacién maligna lleva asociada un
incremento en los niveles de la integrina a,B, (Lin er al., 1993). En pacientes con
carcinoma de mama se ha encontrado una relacion entre la expresion de integrinas que
contienen o, la formacion de metastasis y el tiempo de supervivencia (Friedrichs et al.,
1995). La supresion de la expresion de o, o el bloqueo con anticuerpos frente a esta
integrina, inhiben !a metdstasis pulmonar de células de carcinoma de pulmén, de
fibrosarcoma y de melanoma (Ruiz ef af., 1993; Danen et af., 1993; Yamamoto et al.,
1996). Se ha indicado que la integrina o puede desempefiar una doble funcién en el
proceso metastatico, mediando la adhesion de células tumorales al endotelio a traves de la
unién a un ligando desconocido, y a la laminina de la matriz extracelular subendotelial
durante la extravasacion (Yamamoto ef al., 1996).

De esta manera, es probable que los niveles de expresidn incrementados de las
subunidades a,, o ¥ B, en las células metastaticas faciliten la interaccion de éstas con los
ligandos de la matriz subendotelial (laminina y coldgeno de tipo IV) a través de los
receptores o3, ¥ a.f3,. La disminucidn de la expresion de la cadena §, podria relacionarse
con la pérdida de interacciones célula-célula y célula-matriz en las fases iniciales de la
invasion (Chammas et a/., 1991b; Bossman, 1993), lo que favoreceria la formacion de
metastasis distantes (Daémi et al., 1995). La disminucion en la expresion de esta integrina
también se correlaciona con una mayor motilidad (Bretscher, 1992; Falcioni et al., 1994;
Nagle et al., 1995). De cualquier modo, a causa de la complejidad de la cascada
metastatica, la contribucion de las integrinas al mecanismo metastatico es dificil de
interpretar.

Concluyendo, se han obtenido lineas celulares, derivadas de subpoblaciones
presentes en la linea parental, que difieren de estas en su capacidad metastdtica, lo que
confirma la hipétesis de que no todas las células del tumor primario presentan capacidad

para formar focos secundarios. El comportamiento invasivo de estas sublineas
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probablemente sea debido a que presentan una mayor actividad gelatinolitica, un diferente
patron de integrinas y una mayor capacidad de proliferacion in vive que las células

parentajes.

3.7.1. INDUCCION DE LA CAPACIDAD METASTATICA DE LAS CELULAS
BCS-TC2

Las sublineas tumorigénicas, seleccionadas por su interaccion con laminina,
fibronectina o matrigel presentan capacidad metastatica intrinseca. Teniendo en cuenta todos
estos hechos, se analizo si la laminina, la fibronectina o el matrigel eran capaces de inducir
la capacidad metastatica de las células BCS-TC2.

Inicialmente se estudié la capacidad metastdtica de la linea parental BCS-TC2,
compardndola con las células HT-29, en ausencia y en presencia de matrigel. Como va se
ha comentado anteriormente, las células BCS-TC2 no son capaces por si solas de inducir
metastasis. Sin embargo, en todos los ratones inyectados con células HT-29 se aprecia el

inicio de metastasis hepatica tan sélo dos meses después de la inoculacién de las células
(Tabla XVI).

Tabla XVI. Efecto del matrigel en la capacidad metastifica de las células

BCS-TC2 y HT-29

Linea celular Matrigel Metastasis Metastasis Tiempo®
(mg) hepatica pulmonar (meses)
BCS-TC2 --- 0’ - 0(8) --- 5-10
BCS-TC2 0.2 (7Y 43% o - 5-10
BCS-TC2.1 --- I(5) 20% 05) --- 4
BCS-TC2.1 0,2 4(4) 100% 04y --- 2
BCS-TC2.2 --- 4(6) 66% 06y - 4
BCS-TC2.2 0,2 3(3) 100% 03) --- 2
HT-29 --- 2(2) 100% 02y --- 2
HT-29 0,1 2(3) 66% 2(3)66% 2

En [a tabla se recoge la incidencia de formacién de metastasis hepatica y/o pulmonar cuando se inyectan en
el bazo de ratones atimicos células BCS-TC2, BCS-TC2.1, BCS-TC2.2 (5x10° por ratéon) o HT-29 (5x10°
pot ratén) en presencia (+) o en ausencia (---) de matrigel (MG). Los ratones se sacrifican, cuando se
observan indicios de posibles metdstasis y se realiza la autopsia. * Se indica el tiempo minimo requerido para
observar la formacion de metdstasis.
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Por otro lado, cuando las células BCS-TC2 se coinyectan con el matrigel se
incrementa considerablemente la capacidad metastatica de las células. Estos resultados
indican que el matrigel no sélo favorece la capacidad tumorigénica de las células parentales
sino también la capacidad invasiva y metastatica de las mismas. Hasta la fecha se habia
descrito que el matrigel es capaz de inducir el fenotipo metastatico en lineas celulares no
metastaticas a producir metastasis (Bao et al., 1994), contrariamente a lo que ocurre con
las células BCS-TC2. Ademads, los resultados sugieren que la capacidad metastasica de las
celulas depende no solo de las propiedades intrinsecas de las propias células, sino que

también puede ser modulada por factores locales medioambientales.

La inyeccion de las células HT-29 en bazo en presencia de matrigel origina dos
meses después metastasis hepaticas e inicio de metastasis pulmonar en 2 de cada 3 ratones.
En el caso de las células BCS-TC2 se observa metastasis en el 40% de los ratones, pero
no se observa en ningin caso la existencia de metastasis pulmonar. Cuando las células BCS-
TC2.1 y BCS-TC2.2 se coinyectan con matrigel en el bazo de los ratones atimicos (Tabla
XVI), se produce un incremento en la incidencia de formacion de metastasis hepdticas, que
llega a ser del 100% para ambas lineas. Por tanto, el matrigel es capaz de incrementar de
forma muy significativa la incidencia de metastasis en aquellas lineas celulares que va
presentaban una tendencia a la formacion de las mismas, como también se ha descrito en
cclulas de cancer de mama (Bao et al., 1994).

El efecto de laminina y fibronectina sobre la capacidad metastatica de las células
parentales se recoge en la tabla XVII. El 20% de los ratones coinyectados con células BCS-
TC2 en presencia de laminina desarrollan metastasis hepatica o pulmonar, mientras que la
fibronectina coinyectada con las células origina, en el 66% de los ratones, metastasis
hepatica (en ningin caso metastasis pulmonar). Las metastasis se detectan en ambos casos
entre los 3 y los 10 meses.

Tabla XVII.  Efecto de componentes de la ECM sobre la capacidad metastatica de
las células BCS-TC2

Metastasis Control Matrigel Laminina Fibronectina
Hepatica 0(8) (D) 1(5) 2(3)
Pulmonar 0(8) 0(7) 1(5) 0(3)

Se indica la incidencia de formacion de metastasis, tras inyeccién en el bazo de ratones atimicos de 5x10°
celulas solas (control) o en presencia de 0,2 mg de MG, 0,1 mg de LN o 0,15 mg de FN. Los ratones se
sacrifican cuando se observan indicios de posibles metdstasis y se realiza la autopsia.
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Por tanto, la laminina, la fibronectina v el matrigel son capaces de inducir €l
fenotipo maligno en las células BCS-TC2. Estos resultados sugicren que la interaccion de
las células con cada uno de estos tres factores probablemente origine la seleccidn de una
subpoblacion celular con una mayor capacidad metastatica, independientemente del sitio de

inoculacion.

Cuando las células BCS-TC2 se inoculan en el bazo en presencia de laminina,
fibronectina o matrigel, se origina la formacion de tumores en este Organo. Asi, los
componentes de la matriz que favorecen el crecimiento tumoral subcutidneo también
producen el desarrollo de tumores en bazo cuando se inoculan para estudiar su efecto sobre
la capacidad invasiva de las células. Por tanto, la induccion de la capacidad proliferativa
de las células podria influir en las primeras etapas de la metastasis (en el sitio primario) asi
como en ¢l crecimiento de las células en el foco secundario. En este sentido se ha descrito
en células de carcinoma gastrico que la capacidad metastitica se relaciona con las
diferencias existentes en el potencial de crecimiento de estas células (Yashiro et al., 1995;
Yasoshima et af., 1996). Ademas, hay que considerar que el incremento en la capacidad
invasiva de las células se puede deber también en parte a la secrecion, por parte de las

poblaciones celulares seleccionadas, de metaloproteinasas de la matriz.

Los péptidos G, con secuencias que se encuentran en ¢l dominio globular de la
cadena o de la laminina-1, a través de la integrina o p,, activan las sefiales que provocan
la invasion por estimulacion de la formacion de estructuras denominadas invadopodia
(Nakahara et al, 1996). Por otro lado, las células seleccionadas por coinyeccion con
laminina probablemente interaccionen de forma mas facil con la matriz subendotelial (que
contiene laminina). Asi, se ha postulado que la adhesion de c€lulas cancerosas circulantes
a la laminina presente en la matriz subendotelial es una de las etapas clave en el proceso
metastdtico (Taraboletti er a/., 1993). La coinyeccion del péptido IKVAYV, derivado de la
cadena o de la laminina, estimula la colonizacion del higado por células de cancer de colon,
probablemente por favorecer interacciones célula-célula o célula-sustrato en el higado
(Bresalier et af., 1996).

La fibronectina esta presente en la superficie sinusoidal del hepatocito, rodeando los
capilares en el higado. Por tanto, la probable seleccién producida por la interaccion de las
c¢lulas BCS-TC2 con fibronectina podria favorecer mas tarde la adhesion celular en el
higado. Se ha encontrado que la fibronectina asociada a la superficie de los hepatocitos es
la responsable de la adhesion de células TA3/St, de carcinoma de mama murino
(Kemperman et a/., 1994). Se ha indicado que la interaccion con la fibronectina, presente
en esta localizacion, puede tener una importancia crucial para la metastasis hepatica de
ciertos tumores (Kemperman et a/., 1995). Ademas, hay que considerar que la fibronectina

plasmatica del huésped puede interaccionar con las células tumorales, forméandose un
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agregado que incremente la permanencia (alojamiento) de las células en los capilares y/o
preservar la viabilidad de la célula tumoral contra el stress mecanico (o de otro tipo) en los
vasos. También, hay que considerar que, tanto la laminina como la fibronectina, junto con
trombospondina y proteoglicanos, son las principales proteinas de adhesion que participan
en la captacion de células en ¢l lecho vascular (Tuszynski et af., 1997).

En la mayor parte de nuestros estudios se observa la formacion de metastasis
después de largos periodos de tiempo (8-10 meses). Este resultado sugiere que la capacidad
invasiva de las células es considerablemente inferior a la descrita para otras c¢lulas de
adenocarcinoma de colon. Como ejemplo, la linea HT-29, origina metdstasis hepatica en
el 100% de los ratones solo dos meses después de la inoculacion (Tabla XVI). Un
procedimiento general para la obtencion de lineas celulares tumorales con capacidad
metastatica incrementada consiste en seleccionar las células metastaticas in vivo. Para ello,
se obtienen células procedentes de los focos metastaticos y éstas se establecen en cultivo
o bien se coinyectan de nuevo para producir nuevas metastasis. De esta manera se obtienen,
normalmente, células con una capacidad metastatica muy superior a la que presenta la linea
parental de la que proceden (Fidler, 1995). Por este motivo se planted la posibilidad de
establecer nuevas sublineas celulares a partir de los focos secundarios.

- De manera general, en los casos en que se ha desarrollado un foco metastatico en
el higado, se aprecia un numero discreto de colonias que se distribuyen por los distintos
16bulos hepaticos, predominando en la periferia del organo (Figura 68A). El examen
histolégice de todas las metastasis hepaticas obtenidas muestra unos resultados similares,
independientemente del tipo de células inyectadas en bazo o del factor coinyectado con
¢stas. En el tejido hepatico invadido por las células de carcinoma de colon se observa
crecimiento tumoral en forma de nédulos compactos (Figura 68B). Se visualiza una zona
con c¢lulas con mayor capacidad proliferativa y una zona mas acelular, localizada en la
region interna de la masa tumoral (Figura 68C).

Para conseguir células que presenten, al menos a priori, la mayor capacidad
metastatica posible, se seleccionaron las dos metastasis hepaticas que se habian originado
en el menor periodo de tiempo desde la inyeccion de las células (2-3 meses). Estas
metastasis hepaticas corresponden a las formadas por células BCS-TC2 inyectadas en
presencia de fibronectina (denominadas BCS-TC2.FNH)y células BCS-TC2.2 coinyectadas
con matrige! (denominadas BCS-TC2.2. MGH).

En ambos casos, 7 dias después de la siembra de los explantes se observa la saiida
de células a partir de éstos. Las células son tanto de naturaleza epitelial como fibroblastica,
siendo el nimero de estas ultimas muy bajo en comparacion al de las células epiteliales. Las

células con morfologia fibroblastica desaparecen después de 15 dias en cultivo.
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Figura 68.- Formacion de metastasis hepaticas en ratones atimices.

Andlisis histologico de las metastasis hepaticas (A.B) tras tincion de secciones del tumor con
eosina‘hematoxilina. (h) hepatocitos; (p) zona proliferativa de la masa tumoral; (i) region interna del foco
metastatico. (A. x100; B.x200). (C) Metastasis hepatica tras la inoculacion de células BCS-TC2 en presencia
de fibronectina en el bazo de ratones atimicos. Las colonias se localizan en la periferia del érgano (se indican
con flechas).

Las células epiteliales proliferan formando monocapas semejantes a las formadas por
las células BCS-TC2. Sin embargo, se pueden destacar algunas diferencias. Las células
BCS-TC2.FNH presentan un incremento en ¢l grado de extension celular y una mayor

tacitidad para ser liberadas de la superficie de cultivo durante el proceso de tripsinizacion,
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Este hecho no se observa en las células BCS-TC2.2.MGH, pero presentan una morfologia

considerablemente mas bipolar que las células parentales de las que proceden,

3.7.2. CARACTERIZACION DE CELULAS PROCEDENTES DE METASTASIS
HEPATICAS

Estudios morfolégicos

Puesto que, mediante microscopia dptica de contraste de fase, se han observado
diferencias morfoldgicas entre las células parentales y las células BCS-TC2.FNH y BCS-
TC2.2.MGH, se han realizado estudios morfologicos por microscopia Optica de contraste
de fase y microscopia electronica de barrido v de transmision. Los resultados quedan
recogidos en las figuras 69 y 70.

Por microscopia electrénica de barrido se observa que las células BCS-TC2.FNH
presentan un diametro medio de 14,25 £ 1,62 um superior a los aproximadamente 10 pm
de diametro de la linea parental. Ademds, presentan una membrana polarizada,
localizandose la totalidad de las microvellosidades en la zona apical. como se observa en
la figura 69C. Las células BCS-TC2 diferenciadas por tratamiento con butirato sddico se
caracterizan por un tamafo celular incrementado, una morfologia mas extendida y
polarizacion celular (Navarro ef al., 1997). En este caso, por tanto, el mayor grado de
diferenciacion (Figura 69C) también se correlaciona con el incremento del tamario celular

(Figura 69A,B) y la morfologia mas extendida que presentan las células BCS-TC2.FNH.

El andlisis mortolégico de las células BCS-TC2.2.MGH indica un alto porcentaje
de celulas bipolares y un tamario ligeramente menor (9,56 + 1,02 um de diametro) respecto
de las células parentales BCS-TC2 (Figura 70A,B). Por microscopia electronica de
transmision (Figura 70C) no se detecta polarizacién celular, 1o que sugiere que estas células
presentan un bajo grado de diferenciacion, al igual que las células parentales.

Estudios de cariotipo

Los estudios de cariotipo indican, en primer lugar, que las células obtenidas a partir
de las metdstasis hepaticas son de origen humano y no de raton. En estas células se
mantienen las dos alteraciones presentes en las células parentales [der(15), der(16)] v se
aprecia ademas la alteracion en el cromosoma 9, detectado en todas las sublineas obtenidas
en los estudios de tumorigenicidad. Estos resultados confirman que este cambio genético
pueda estar relacionado, al menos en parte, con la capacidad tumorigénica y metastética de
estas c¢lulas.
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Figura 69.- Caracterizacién morfologica de las células BCS-TC2.FNH
La morfologia de las células se analiza por microscopia electrénica de barrido (A; barra 10 umy).
microscopia dptica de contraste de fase (B: x20} y microscopia electrénica de transmision (C: barra 1.7 pmj.
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Figura 70.- Caracterizacién morfologica de las células BCS-TC2.2.MGH.
La morfologia de las células se analiza por microscopia electronica de barrido (A; barra 10 um},
microscopia optica de contraste de fase (B; x20) y microscopia electronica de transmisién (C: barra 1.7 pm).

Estudios de tumorigenicidad

Para comparar estas nuevas sublineas con las ya establecidas, se ha procedido a
determinar su capacidad tumorigénica, inyectandolas subcutdneamente en ratones atimicos.

Los resultados quedan recogidos en la figura 71.

Las células BCS-TC2.FNH desarrollan tumores por si solas, con una incidencia del
100% (Figura 71 A). La capacidad tumorigénica de estas células es bastante similar a la que
presentan la sublinea BCS-TC2.FN obtenida por seleccion tras la inyeccion subcutanea de
las células parentales en presencia de fibronectina. Por tanto, estos resultados sugieren que
la interaccion con esta glicoproteina permite que las células sobrevivan y proliferen tanto

en el sitio primarto como en una localizacion secundaria, originando la metastasis.

Las células BCS-TC2.2. MGH muestran una menor capacidad tumorigénica de las
células que las que proceden, como se aprecia en la figura 71B. La formacion de tumores
por las celulas BCS-TC2.2. MGH tiene lugar en el 60-70% de los ratones, mientras que las
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células BCS-T(2.2 presentan una incidencia del 100%. Ademas. el tamafio de los tumores
desarrollados por las células BCS-TC2.2.MGH, para un mismo tiempo desde la inoculacion
de las células, es considerablemente inferior al de las células BCS-TC2.2.

A B
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115
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Figura 71.- Crecimiento in vivo de las células BCS-TC2.FNH y BCS-TC2.2.MGH.

La tumorigenicidad se estudia inyectando subcutineamente en ratones atimicos 1x10° células BCS-
TC2.FNH (A) y BCS-TC2.2. MGH (B). El tamafio de los tumores se mide a distintos tiempos desde la
inoculacién. La incidencia se determina 8 semanas después de la inyeccidon. Como control se inyectan. en
cada caso, las células de las cuales proceden (BCS-TC2 y BCS-TC2.2). Los experimentos se realizan dos
veces, utilizando en cada experimento 4 ratones, representindose los valores medios.

Con el establecimiento de estas dos nuevas lineas celulares procedentes de metastasis
hepaticas, se ha desarrollado un sistema modelo muy completo, células no invasivas del
sitio primario y las derivadas de ellas con diferente capacidad tumorigénica y metastética.
Asi, se dispone de una base para el estudio de los cambios fenotipicos y genotipicos
asociados a la adquisicidn del caracter maligno de células de adenocarcinoma de colon y

para la identificacion de potenciales biomarcadores de prondstico.

TAMARQ TUMOR (cm)
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Los estudios in vitro de interaccion de las células BCS-TC2 con componentes de la

matriz extracelular permiten concluir que:

- El comportamiento de las células BCS-TC2 se altera tras su interaccion con la ECM
0 con sus componentes individuales (colagenos de tipo I y IV, laminina y
fibronectina). En presencia de estos sustratos se incrementa la capacidad adhesiva
de las células. Las secuencias -RGD- de la fibronectina e -IKVAV- de la laminina
median en este proceso de adhesion. La extension celular se favorece por
fibronectina y coladgenos, mientras que la laminina promueve tanto la extension
como la agregacion, posiblemente a través de sefiales desencadenadas por distintos
receptores celulares. Todos los ligandos de la ECM estudiados incrementan la

capacidad proliferativa y mitotica de las células.

- La interaccién de estas células con la ECM tiene lugar principalmente a través de
receptores de tipo integrina. Se han identificado las integrinas o3, y o3, como los
principales receptores para fibronectina y colagenos, respectivamente. La integrina
o,B, constituye el principal receptor para laminina, aunque no se puede descartar
la participacion de otras proteinas, tales como integrinas (o,f, y of,), galactosil-
lectinas, 5'-nucleotidasa y la proteina de unién a laminina de 67 kDa, en la adhesion

celular mediada por esta glicoproteina.

- La interaccion con la ECM induce la formacion de contactos focales y la
reorganizacion del citoesqueleto en las células BCS-TC2. Con todos los sustratos
se observa la fosforilacion de residuos de tirosina de una proteina de 125 kDa, que
posiblemente corresponda a la tirosina quinasa pp125F2¥, que participaria en la

transmision de la sefial desde la matriz extracelular al interior celular.

Los estudios in vivo relativos a la modificacion del fenotipo tumorigénico/metastatico de

las células BCS-TC2 por su interaccién con la matriz extracelular han permitido concluir
que:

- Las células BCS-TC2 no presentan capacidad tumorigénica intrinseca, aunque ésta
se induce en presencia de matrigel o por componentes de la matriz tales como
fibronectina y laminina. La coinyeccion de las células con distintos colagenos (tipos

I, IV y V) no induce el fenotipo tumorigénico de las células.
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- A partir de los tumores ha sido posible el establecimiento y caracterizacion de
nuevas sublineas celulares. Estos estudios sugieren que la propagacion in vivo de las
células en presencia de componentes especificos de la ECM conduce a la seleccion
de subpoblaciones celulares que presentan las dos alteraciones cromosoOmicas
observadas en las células parentales [der(15), der(16)], ademds de una alteracion
adicional en el cromosoma 9, manifestando todas ellas capacidad tumorigénica

intrinseca.

- Las distintas sublineas celulares, de naturaleza epitelial, presentan distinto grado de
diferenciacion celular, sin que se observe una correlacién entre éste y el fenotipo

tumorigénico de las células.

- La adquisicion del fenotipo tumorigénico se correlaciona con alteraciones en los
niveles de expresion de integrinas. Las sublineas tumorigénicas expresan niveles
mas elevados de las subunidades [3,, o,, o, y o, mientras que no se modifican los
niveles de s y bajan los de B,. Estas diferencias no se reflejan en cambios

significativos en la adhesién celular.

- En el medio condicionado por los tumores obtenidos tras la inyeccion subcutanea
de los distintos tipos de c¢lulas se detecta la presencia tanto de la MMP-2 como la
MMP-9. Estas actividades proteoliticas pueden ser secretadas tanto por las células
del estroma como por las células transformadas. Las células parentales BCS-TC2
no expresan actividades gelatinoliticas, ni se inducen tras interaccion in vitro con
laminina y matrigel. Unicamente se detecta actividlad MMP-2 asociada a la
membrana. A diferencia de las células parentales, en los medios condicionados por
las sublineas tumorigénicas se detectan las actividades de MMP-2, MMP-7 y MMP-
9. Este hecho, junto con el analisis de los niveles de expresion de estas enzimas por
parte de los distintos tipos de células, sugiere la implicacion de éstas en la

progresion maligna.

- El analisis de mutaciones en el gen p53 no refleja diferencias entre las células

parentales y las sublineas tumorigénicas.

- El tumor de donde proceden las células BCS-TC2 es de tipo RER™. Esto se
manifiesta en la inestabilidad genética observada en el tejido tumoral y en los
cultivos primarios de las células. Sin embargo, el establecimiento en cultivo de las
células produce una aparente reversion del fenotipo mutador. La comparacion de

secuencias de microsatélites entre las células parentales y las sublineas tumorigénicas
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indica [a reactivacion de la inestabilidad genética por la propagacion in vivo de las
células. El matrigel puede desempefar un papel importante en la reaparicion del

fenotipo mutador.

- Las células parentales no presentan capacidad para inducir la formacion de focos
secundarios. La matriz extracelular influye en el fenotipo metastdtico de las células
BCS-TC2. Asi, las sublineas celulares, obtenidas por seleccion con componentes de
la ECM, producen metastasis hepaticas. Por otro lado, la coinyeccion de las células
en presencia de laminina, fibronectina o matrigel conduce a la formacion de focos
secundarios en el higado y ocasionalmente en el pulmon. A partir de metatasis
hepaticas se han establecido en cultivo dos nuevas sublineas celulares lo que permite

ampliar el sistema modelo de estudio.
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FE DE ERRATAS:
La figura 24 que aparece en la pagina 100 de la tesis doctoral “Influencia de

componentes de la matriz extracelular en el comportamiento de las células BCS-TC2 de
adenocarcinoma de colon humano. Estudios in vitro e in vivo”, debe sustituirse por la
figura adjunta.
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