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1. IMPLICACIÓN DE LA CD-E EN LA METÁSTASIS. RELACIÓN CON

LA MMP-9.

1.1. CD-E y propiedades tumorales: Papel en la metástasis.

Es un hecho demostradoque la moléculade adhesióncelular CD-E está implicada en

el procesotumoralenel sentidoen que previeneun comportamientoinvasivo de las células

tumorales, y que su ausencia induce un aumento en la invasividad celular (Behrens el al..

1989;Frixenelal., 1991;Vleminckxel al., 1991).Estehechoestácorroboradopordiversos

estudios sobre la expresión de CD-E en muestras clínicas de carcinomas de distinto origen y

en lineascelularesderivadasde tumoresdonde la ausencia de CD-E se correlaciona con un

menor grado de diferenciacióny una mayor capacidad invasiva (Frixen el al., 1991;

Bussemakers elal., 1992; Oamallo el al., 1993;Takeichi, 1993;Umbasetal., 1994; Oka el

al., 1996). En este sentido, los resultados obtenidos en este trabajo están en concordancia

con lamayoríade estudiossobreel tema: la falta de CD-E (inducida mediante el bloqueo de

su expresión por transfección con un cDNA antisentido de CD-E) induce en la línea celular

E24 una mayor capacidad invasiva iii vitro (Fig. 13).

La relaciónde la CD-E con el comportamientometastásico,en cambio, no estátan

bien establecida. Algunos estudios sobre expresión de CD-E en lineas celulares tumoi-ales

indican que la presencia o ausencia de CD-E es independiente de la capacidad metastásica

(Bussemakerselal., 1992; Caulín elal., 1996). Por otro lado, numerososestudiosclínicos

indican que aquellos tumores con capacidad de metastatizar muestran menor expresión de

CD-E (Schipperel aL, 1991; Umbasel al., 1992; Mayer el al., 1993; Oka el al., 1993;

Katagiri el al., 1995;), mientrasque tambiénexistenestudiosclínicos en los que no se

observadichacorrelación(Okaelal., 1992; Oamallo el al., 1996; Zschiesche cí al., 1997).

Sin embargo,en nuestroconocimiento,tansolo existíaun trabajoenel queserelacionabade

formadirectala ausencia de CD-E con el comportamiento metastásico en líneas de cáncer de

mama(Mbalavieleelal., 1996).En estetrabajosemuestracómola transfección de CD-E en

la línea celular de cáncerde mama MDA-MB-231, que provoca metástasisen hueso,

disminuyede formaconsiderablesu agresividady su capacidadmetastásica.

Nuestros resultados muestran claramente que la pérdida de CD-E en la línea celular

E24, tumorogénicapero no metastásica,es capaz de provocar en la misma un

comportamientometastásico(Tabla IV). En estesentido,es uno de los primerostrabajos.

junto con el del grupode Mbalavile, en dondese muestrauna correlacióndirectay causal

entre la presencia o ausencia de CD-E y la capacidad metastásica.

Debido a la naturalezamulticausal del cáncer y de la metástasis, esta correlación no

tiene porquésucedersiempre,ni en todos los tipos de carcinomas.El hecho inmoral y

metastásico depende de numerosos factores y de la combinación de los mismos, por lo que

uno sólo aisladamente (como puede ser la preseneta o ausencia de CD-E) no es suficiente

para poder predecir el comportamiento metastásico de un determinado tipo de tumor o línea
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celular. En cualquier caso, la presencia o ausencia de CD-E, si puede ser capaz, en algunas

circunstancias,de desviarlabalanzaen un sentidoo en otro.

Así, ni siquiera en el sistema de la carcinogénesis de piel de ratón la presencia de CD-

E essiempresuficienteparaevitarun comportamientometastásico.De hecho,la líneacelular

E62 expresa CD-E y es, en cambio, metastasica (Caulín et al., 1996). El comportamiento

metastásico de esta línea celular podría explicarse por los niveles elevados de y-Ha-ras que

presenta, a diferencia de E24 donde los niveles de y-Ha-ras son mucho menores (Caulín e>’

al., 1996). De hecho, se ha demostrado que células transformadas con ras se vuelven

tumorogénicasy en algunoscasosmetastásicas(Mareele>’ al., 1991) y que los niveles de

Ha-ras corresponden muchas veces con el comportamiento maligno (Brissette e>’ al., 1993;

Chambers y Tuck, 1993).

Otra posible explicación para el hecho de que E62 sea metastásica es la posibilidad de

que exista una “downregulación” transitoria de la función o expresión de CD-E durante el

proceso metastásico, que permita a las células liberarse del tumor primario y poder migrar

porel torrentecirculatorio.De hecho,el fenómenode la inestabilidadde la expresiónde CD-

E in vivo se ha evidenciadoya en otros sistemas.Así, Mareel e>’ al. (1991) obtuvieron

evidencias de que factores del huésped iii vivo pueden inducir pérdida de CD-E: la línea

célular MDCK-ras-e (MDCKtransformada con ras) que en cultivo expresaba CD-E de forma

homogénea y no era invasiva, cuando se inyectaba en ratones, se volvía invasiva y

metastásica, y tanto los tumores primarios como las metástasis eran heterogéneos, con zonas

donde se expresaba CD-E y zonas CD-E negativas. Cuando se cultivaban in vitro explantes

de estos tumores, después de varios pases las células expresaban CD-E homogéneamente.

Estos experimentos sugieren que en el huésped existen factores que pueden ‘downregular”

la expresión de CD-E. Esta heterogeneidad en la expresión en CD-E en relación con el

comportamiento invasivo y metastásico no es un hecho aislado y ocurre asimismo en líneas

de carcinomade ovario en cultivo (Hashimotoe>’ al., 1989) y en carcinomasde diverso

origen (Shimoyama y Hirohashi, 1991a y 1991b; Bussemakers e>’ al., 1992). Otro posible

mecanismo es una disminución de la función de CD-E sin pérdida de expresión, por ejemplo

por mecanismos moleculares como fosforilación o defosforilación de las cateninas, que

puedenmodularlas interaccionescelulares(Kerffler, 1993), o tambiénpor modulacionesen
los niveles de 13-catenina o plakoglobina, que pueden afectar a las rutas de señalización

mediada por ellas. Estos fenómenos podrían jugar un papel clave en la invasión y metastasís.

Si este es el caso, es lógico que al eliminar la CD-E, como ocurre en los

transfectantes antisentido de CD-E, las células puedan metastatizar mucho más fácilmente.

puesto que se favorecen las condiciones para escapar del tumor primario. Si a este hecho se

une ademásque con la pérdida de CD-E las células adquieren una mayor capacidad

degradativa de la matriz extracelular (como se discutirá más adelante), las posibilidades de

metastatizarsonaúnmayores.
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Para nosotros era importante, a la hora de otorgar a la ausencia de CD-E el papel

causal en la metástasis, analizar los niveles de y-Ha-ras, puesto que es posible que hubiera

una heterogeneidad poblacional en las células E24, y que por el proceso de la transfección y

selección con puromicina se hubieran seleccionado aquellas células con altas dosis de y-Ha-

ras. En este caso, no podríamos diferenciar entre los efectos producidos por altas dosis de y-

Ha-rasy los producidospor la ausenciade CD-E. Los análisisde Northern-blot(Tabla½

demostraron que los niveles de y-Ha-ras no se habían alterado tras la transfección, y los

transfectantes mantenían niveles bajos de y-Ha-ras, similares a los mostrados por la línea

parentalE24.

Por otro lado, tampoco creemos que los efectos observados puedan deberse a un

efecto inespecífico de bloqueo de la expresión de cualquier otro gen por el cDNA

antisentido, ya que la molécula de mayor homología presente en estas líneas de

queratinocitos, la CD-P, no veía alterada su expresión (Fig. 11 y Fig. 12B).

1.2. Mecanismos implicados en la mayor capacidad metastásica e invasiva

por la pérdida de CD-E: Papel de MMP9.
Puesto que los transfectantesantisentidoeran más invasivos y metastásicos,nos

preguntamos si la simple pérdida de adhesión intercelular era suficiente para provocar el

comportamiento más agresivo de las células o si, por el contrario, la pérdida de CD-E

provocabaen las mismasalgúncambioadicionalquecontribuyeraa la malignidad. Como se

indicó en la Introducción,en el fenómenometastásicojueganun papelesenciallos procesos

de degradaciónde la matrizextracelular,en los que intervíenenprincipalmenteproteasasdel

grupo de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el activador de plasminógeno tipo

urokinasa (uPA). Por ello, decidimos investigar la actividad de estas proteasas en nuestio

sistema celular.

Un estudio previo de Frixen y Nagarnine (1993) había puesto de manifiesto que el

tratamiento de células de carcinoma de mamacon DECMA(un anticuerpo bloqueante de la

función de CD-E) inducía un aumento en los niveles de uPA secretado al medio extracelular,

que era el responsable de la mayor capacidad invasiva que presentaban las células tras el

tratamiento con DECMA. En este sentido nos pareció lógico pensar que un mecanismo

similar funcionara también en las células E24 transfectadas con el vector antisentido de CD-

E, y que un bloqueo de la función de CD-E indujera aumento en la secreción de uPA. Sin

embargo,la medida de actividaduPA en el medio condicionadoy en el extractocelular

indicó que el uPA no parecía ser el responsable del aumento de invasividad en los

transfectantes antisentido de CD-E (Fig. 14). Las diferencias entre ambos estudios pueden

deberse a los diferentes sistemas experimentales: distintas proteasas pueden ser responsables

de la invasividad en tumores de distinto origen.

Por el contrario, el estudiode la actividad gelatinolíticade las líneas celularesde

queratinocitos sí reveló una interesante relación entre la presencia de CD-E y la actividad
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gelatinolitica MIVLP-9: aquellas lineas que expresaban CD-E apenas mostraban actividad

MMP-9 y las que no expresabanCD-E poseíanuna alta capacidaddegradativapor MMP-9

(Fig. 15A y Fig. 16A). Por los sistemas experimentales empleados: transfección de CD-E en

una línea que no la expresa (HaCa4) y transfección de un cDNAantisentido de CD-E en una

línea que sí la expresa (E24) y análisis de los clones generados, ésto no parece una simple

correlación, sino una relación causal. Queda por determinar con exactitud si la regulación

ejercida por CD-E sobre la expresión de MMP-9 es a nivel transcripcional o post-

transcripcional,ya que, mientrasen los clonesoriginadospor la transfecciónde HaCa4 la

expresión de CD-E induce una disminución notable en los niveles de mRNAde MMP-9

(Fig. 16B), el bloqueode laexpresiónde CD-Een E24(clonesantisentido)sólo es capazen

algunos casos (clon P1-5) de inducir un incremento considerable en los niveles de mensajero

de MMP-9 (Fig. 15B). Deben existir, por tanto, mecanismos postranscripcionales (por ej.,

estabilidad del mensajero o de la proteína, control de traducción o control de secreción)

responsables del aumento de actividad MMP-9en los clonesPl-lO y PL-13. Esto sugiere

que el control que ejerce CD-E sobre MMP-9 se realiza a varios niveles, aunque el

mecanismo exacto lo desconocemos actualmente, y debe ser objeto de posteriores estudios.

En cualquier caso, parece que el aumento de la actividad MMP-9 en los transfectantes

antisentido se debe a un efecto especifico originado por la pérdida de adhesión mediada por

CD-E, y no a la simple pérdida de contactos celulares, ya que estas células siguen

manteniendo contactos entre sí, por la presencia de CD-P.

Nuestros resultados comparten cierta analogía con los obtenidos por el grupo de

Takeichi (Miyaki et al., 1995), que transfectó el cDNAde CD-E en una línea celular de

carcinoma de colon altamente invasiva. Algunas de las líneas generadas, además de presentar

menor capacidad invasiva mostraron un descenso significativo en la secreción de una

gelatinasa de 62 KDa, correspondiente con la MMP-2. Estos estudios, junto con los

resultados mostrados en esta Tesis, están de acuerdo con una regulación de MMPspor parte

de la CD-E. La diferencia en el tipo de MM?está de acuerdo con la idea de que diferentes

proteasas juegan un papel prioritario en diferentes tipos tumorales. De hecho, la línea

parental empleada en el trabajo de Miyaki no mostraba actividad gelatinolítica detectable

MMP-9. En nuestras líneas celulares de queratinocitos de ratón, el examen de otras MMPs

mostró que la principal gelatinasa expresada era MMP-9, mientras que los niveles de MIVIP-

2, MMP-3 y MMP-7 eran prácticamente indetectables, por lo que no creemos que jueguen

un papelesencialenestesistemadecarcinogénesisquímicade piel de ratón.

Por otro lado, ya se había sugerido, en otros sistemas experimentales, que la

presencia de CD-E podía alterar la expresión de algunos genes, como es el caso de la

inducción de la expresión de proteínas desmosomales en una línea celular de epitelio de

retina tras la transfección con CD-E (Marrs e>’ al., 1995). Recientemente Larue e>’ al. (1996)

emplearonun sistemaexperimental,basadoen la manipulaciónde células embrionariassenl

(ES), para demostrar que distintos tipos de cadherinas podían dirigir la formación (le
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distintas estructuras tisulares (epitelio por CD-E). Además observaron que la CD-E inducia

represiónen la expresióndel factorde transcripciónmesenquimalT-brachiury, sugiriendo

que la presencia o ausencia de CD-E influye en una actividad génica específica.

Teniendo en cuenta estos datos, junto con los obtenidos en esta Tesis, es tentador

especularsobreun posiblemecanismopor el que la CD-E participaríaen la transmisiónde

una señal que en último término tendría una consecuenciatranscripcional,paraponer en

marcha un determinado programa. Las recientes evidencias sobre la participación de la I~-
catenina en señalización celular (Gumbiner e>’ aL, 1995) permiten hipotetizar que la CD-E

actúa controlando los niveles de ~-cateninao plakoglobina libre que es encargada de

transmitir la señal al núcleo. En este sentido, seria de gran utilidad examinar en los

transfectantes antisentido de CD-E la distribución de ¡3-catenina y plakoglobina: nuclear,

citosólica o anclada a complejos de CD-? en contactos celulares.

2. MECANISMOS QUE CONTROLAN LA EXPRESIÓN DE CD-E EN LA

CARCINOGÉNESIS DE PIEL DE RATÓN.

El hecho de que en muchos carcinomas indiferenciados se pierda la expresión de CD-
E, y el posible papel causal que ésta tiene en la malignidad, hace que seade gran interés el

estudio de los mecanismos que controlan la expresión de esta molécula. Además, el

conocimientode tales mecanismospuede servir para comprendermejor las basesde la

expresión específica de tejido epitelial, ya que la CD-E se expresa exclusivamente en tejidos

epiteliales en el organismo adulto.

Estudios previos sobre el promotor de CD-E, empleando principalmente líneas de

carcinoma de mamay de glándula mamaria normal (Behrens e>’ al., 1991) habían mostrado

que un fragmento del gen de CD-E de ratón que comprendía las posiciones - 178/+92,

respecto del sitio de inicio de la transcripción, mostraba actividad transcripcional específica.

La especificidad epitelial vendría dada por el elemento palindrómico E-pal, que se proponía

que estimulabala transcripciónen lineasepitelialesy la inhibía en lineas que no expresan

CD-E. Sin embargo, no se observaron diferencias en los factores nucleares expresados por

líneas CD-E positivas y negativas por experimentos de unión a DNAin viti-o (footprinting iii

viti-o y retardo en gel) (Behrens e>’ al., 1991). Resultadossimilaresseobservaroncon una

región homólogadel gende CD-Ehumana(Bussemakers e>’ al., 1994a).

Nosotros pensamos que el modelo de la carcinogénesis de piel de ratón podía ser un

sistema útil para profundizar en el conocimiento de los mecanismos de control de la

expresión de CD-E, ya que proporciona una serie de lineas celulares que representan

distintos estadios de la progresión tumoral y donde la expresión de cadherinas se asemeja a

lo que sucede itt vivo durante la carcinogénesisde piel. Además, en concieto. el

conocimiento de los eventos transcripcionales que llevan a la línea celular E24 a reexpresar

CD-E podía ser de gran utilidad para comprender los mecanismos que inducen las
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característicaspeculiaresde menor agresividadque muestraesta línea celulai- respectoa la

líneaparentalHaCa4.

Hay dos mecanismos principales que, a grandes rasgos, pueden hacer que un gen se

transcriba o se mantenga reprimido, que no tienen porqué ser excluyentes entre sí, y que, de

hecho, puede afectarse mutuamente: a) la presencia de una serie de factores trans (factores de

transcripción o cofactores) que pueden influir estimulando o reprimiendo la transcripción,

generalmentepor interaccióncon la maquinariabasalde transcripción;y, b) la estructura

mismadelDNA y lacromatinaen la regiónquerodeaal gen(factoresque actúanen cis). En

este último caso, mecanismos como el empaquetamiento de la cromatina en nucleosomas o la

metilaciónendógenadel DNA en islasCpO puedenreprimir la actividadtranscripcionalde

un gen(Cedar,1988;Countsy Ooodman,1995).

En el estudio de la regulación transcripcional del gen de CD-E de ratón abordado en

la presentememorianos hemoscentradoprincipalmenteen los mecanismosque actúanen

trans, y en concretoa través de la región comprendidaentre las posiciones-178/+92 del

promotor de CD-E, que había mostrado actividad específica en otros sistemas celulares

(Behrenseral., 1991).

2.1 - Región -178/+92. Elementos reguladores.

Los estudios de transfección transitoria en los queratinocitos de ratón mostraron que

la región - 178/+92 del promotor de CD-E posee actividad transcripcional específica celular:

es activa en líneas que expresan CD-E e inactiva en lineas de fenotipo fibroblastoide que no

expresan CD-E (Fig. 18). La línea epiteloide HaCa4, CD-E negativa, mantiene un cierto

nivel, aunque reducido, de actividad promotora. Este dato quizás puede tener relación con el

hecho de que, bajo ciertas circunstancias, esta línea celular puede reactivar la expresión de

CD-E, como ocurre esporádicamente en células aisladas en cultivo a confluencia o tras su

inyección en ratones desnudos (Navarro eral., 1991), indicandoque la pérdida de CD-E no

esun hechoirreversibleen estalíneacelular.

Asimismo, hemos encontrado en esta región elementos reguladores positivos: región

rica en OCy caja CCAAT, así como secuencias reguladoras negativas, como el elemento E-

pal, queactúaen todaslaslíneasde queratinocitosexaminadas.Estasobservacionesestánde

acuerdoconotrosestudiossobreel promotorde CD-Een otros sistemas,si bienpareceque

el elemento E-pal en células de carcinoma de mamaque expresan CD-E juega un moderado

papel regulador positivo (Behrens e>’ al., 1991; Hennig e>’ al., 1996). Además, hemos

encontrado otra región reguladora, que a través de un sitio de unión a factores de la familia

Ets, actúacomo moduladornegativo de la transcripciónen células de queratinocitosque

expresan CD-E.
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2.1.1. Elemento represor E-pal.

El efectorepresordelelementoE-palesmayoren las líneasque no expresanCD-E y

es particularmente intenso en la línea fusiforme CarB (Fig. 19), representantedel último

estadio de la progresión inmoral. Por otra parte, este elemento se encuentraprotegido en

experimentosde footprinting itt vitro con extractos celulares de todaslas líneas analizadas,

pero de forma diferenteen lineas que expresany que no expresanCD-E (Fig. 21). Los

experimentosde retardoen gel, sin embargo,muestranque en todas las líneasexiste un

factor/esque forma un complejosimilar quepuedeunirsea esteelemento.Estas aparentes

discrepanciaspuedenexplicarsepor la existenciade factoressimilares pero con distintas

propiedadestranscripcionales en lineas que expresan y no expresan CD-E, por

modificacionesdiferencialesen el factoro por la interaccióncon diferentescofactores.En

cualquiercaso,los experimentosde footprinting ¡ti vivo (Fig. 34 y 35) indican que en las

líneasqueno expresanCD-E, unade las pocasposicionesprotegidases la posicióncentral

del elementoE-pal,lo queapoyala ideade un predominantepapel represordel elementoE-

pal en célulasCD-E negativas.

La existenciade doscajasE en el elementoE-pal sugierenque el potencialelemento

represorque seune a esteelementopodríaperteneceral grupode factoresde transcripción

bHLH, que seunenacajasE (secuenciaconsensoCANNTO). De estaforma, diferenciasen

los tipos de factores,enlos heterodímerosformadoso en posiblescofactoreso proteínasde

interacción darían cuenta del efecto diferencial entre lineas positivas y negativas.

Alternativamente,el posible factor de transcripciónbHLH podría ser desplazadode su

interacciónconel elementoE-pal,en mayoro menormedidaporun inhibidor, ejerciendoasí

el efectorepresor.Los nivelesy propiedadesde estefactorinhibidor serianlos responsables

en estecaso del efectodiferencial.Otra posible opción es que el factor/esque se unen al

elementoE-palno estérelacionadocon los factoresde transcripcióndel tipo bHLH. Con los

datos que disponemosactualmenteno podemosdiscernir cual de las posibilidadeses la

correcta,aunquesí podemoshipotetizarsobreposiblesmecanismos.

La hipótesisde un factor tipo bHLH cobra más fuerza si tenemosen cuenta los

efectosquelaproteínade adenovirusElaproduceen algunaslíneascelulares.Ela escapaz

de inducir una conversión hacia un fenotipo epiteloide en una variedad de líneas

fibroblastoidesde diversoorigen, y en concreto,inducela expresiónde CD-E en una línea

celular de rabdomiosarcomaque no la expresaba(Frisch, 1994). En nuestro laboratorio

tambiénhemosobservadoque Etapuedeinducir la expresiónde CD-E en la línea celular

MSCI lAS (Sánchez-Prietoe>’ al., 1996 y resultadosno mostrados).Por otra pa¡-te, se ha

descritoqueElaescapazde interaccionarcon el dominiobHLH de algunosfactoresde este

tipo, como miogeninay E12, reprimiendoasí la expresiónpromovidapor estos factorese

inhibiendola diferenciaciónmiogénica(Taylor e>’ al., 1993).Portanto, es tentadorespecular

que el mecanismopor el que Ela induce la expresiónde CD-E en algunos sistemases
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mediante la liberación del bloqueo en su expresión ejercido a travésdel elementoE-pal por

factoresdel tipobHLH.

Porotro lado,lacajaE situadaen lamitad 5’ del elementoE-palcontienela secuencia

CACCT. Se ha descritoque el represorSEFí se une específicamentea estas secuencias

contenidas en algunascajasE, compitiendocon los factoresactivadoresbHLH por la unión
a la cajaE y ejerciendoasí un efectorepresor(Sekido el al., 1994). El represor~EFl se

expresadurante el desarrollo embrionario principalmente en derivados mesodérmicos

(miotomo)y tejido neural(notocorda)(SeUdoelal., 1994).La ideade un elementorepresor

quecompitecon los factoresactivadoresbHLH podríaexplicar el efecto reguladorpositivo

del elementoE-pal observadopor el grupo de Birchmeieren líneas que expresanCD-E

(Behrensel al., 1991; Hennige>’ al., 1996). Sin embargo,en nuestrosistemaexperimental

seobservaun incrementoen la actividadtras la mutación del elementoE-pal, tambiénen

célulasCD-E positivas(Fig. 19). Estosdatos sugierenmásbien que el inhibidor tiene un

efecto represorper se y no por desplazamientode un activador que actúe a través del

elementoE-pal.

La compartimentalizacióndelos factoresde la familia Myc/Max en las distintascapas

de la epidermis(Hurlin e>’ al., 1995a; Hurlin el al., 1995b; Gandarillasy Watt, 1995) junto

con su papelenprocesosde diferenciación,proliferacióny apoptosis(Amati y Land, 1994)

noshizopensarque estosfactores,de la familia bHLH, pudieranintervenir en la represión

mediadapor E-pal. Además, la posibilidad de formar heterodímeroscon diferentes

miembros,que activano reprimenla transcripciónpodríaayudara crearel efecto diferencial

encélulasCD-E positivasy CD-E negativas.Sin embargonuestrosresultadospreliminares

medianteestudiosde cotransfeccióncon miembros de estafamilia (Tabla VIII) no nos

permitenconfirmarestahipótesis.

Porotraparte,en el elementoE-pal tambiénexistensitios consensode unión de los

factorestipo dedosde zinc Snail (Mauhin e>’ al., 1993) y Escargot(Fuse e>’ al., 1994)

descritos por primera vez en Drosophila, pero con funciones también en organismos

superiores.Los factoresSnail y Slug son muy similaresy tienen un patrónde expresiónen

desarrollomuy peculiar, en zonas de migración de la cresta neural y en zonas de

invaginacióndel ectodermoparaformarderivadosmesodérmicos(Nieto e>’ al., 1994). Estos

datos nos inclinaron a pensarque factoresdel tipo Snail/Slug podrían participar en la

disminuciónde la expresiónde la CD-E durantela progresióntumoral, que en cierto modo

es una transición epitelio-mesénquima. Los resultadosobtenidosmediantecotransfecciónde

estosfactoresindicaronque quizásen la línea celular HaCa4 factoresde este tipo pueden

jugar un papelen el bloqueode la expresiónde CD-E, pero no en lineasde queratinocitos

que expresanCD-E, como la líneacelular MCA3D (Tabla VIII). De hecho,la transfección

establede Snail, y en mayor medidade Slug, induceen la líneacelular HaCa4 un cambio

haciaun fenotipo fibroblastoide, con pérdida de contactosy emisión de prolongaciones

citoplásmicas(resultadosno mostrados),aunqueno hemos estudiadocon más detalle los
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cambiosproducidos.Estasobservacionesestaríande acuerdocon resultadosrecientesen

células de vejiga de rata,NBT-II, que muestranque Slug puedejugar un papel en las

transicionesepitelio-mesénquima(Savagneret al., 1997). Sin embargo,en las líneas

MCA3D y PDV la transfecciónde Slug de forma estableprovoca un incrementode los

niveles de CD-E y de CD-?, detectadospor RT-PCR (resultadosno mostrados,en

colaboracióncon A. Nieto, Instituto Cajal), hechoque estáde acuerdocon los resultados

obtenidosen los experimentosde transfeccióntransitoriaen la líneaMCA3D (Tabla VII). En

concordanciaconel papelpositivoquepuedentenerfactoresde estetipo sobrela regulación

de CD-E en algunostipos celulares,por ejemploMCA3D, recientementeseha demostrado

que el factor Escargotcontrola de forma positiva la expresiónde CD-E en Drosophila

(Tanaka-Matakatsue>’ al., 1996).La secuenciade unión aEscargot(0/ACAGOTO) contiene

unacajaE y encélulasde DrosophilaEscargotbloqueala activacióntranscripcionalinducida

por un heterodimerode proteínasbHLH (Fuseet al., 1994), sugiriendoque Escargotpuede

regularprocesosdependientesde proteínasbHLH.

Todos estosdatosdanuna ideade la complejanaturalezade las interaccionesentre

factoresde transcripcióny susinhibidores.La diferenciade comportamientoentre diferentes

líneascelularespuededebersea la diferentecombinaciónde factoresendógenosque estaría

en relacióncon el estadiode diferenciaciónen que se encuentren,y podría promover la

conversiónhaciaun fenotipomesenquimalo epitelial en cadacaso.

2.1.2. La región GC y la caja CCAAT regulan positivamente la

transcripción.

Los ensayosde transfeccióntransitoriadel promotorde CD-E (Fig. 18 y Fig. 20)

indicaronque tantola regiónricaen OC como lacaja CCAAT del promotorde CD-E actúan

comoreguladorespositivosde la transcripciónde CD-E en las lineas analizadas.Aunque

todaslineasde queratinocitosposeíanfactorescapacesde unirse a estasregiones,tal como

indicanlos ensayosde retardoen gel con las sondasCCAAT-E y OC-E(Fig. 24 y Fig. 25).

sin embargodebenexistir diferenciasen la naturalezade los factores o cofactoresque

interaccionancon estas regionesentre lineas CD-E positivasy CD-E negativas,como lo

evidenciael menorpatrónde protecciónobservadoen los experimentosde footprinting ¡u

vi>’ro con extractosde líneasCD-E negativas(Fig. 21). Además,¡ti vivo, estasregionesse

encuentranocupadaspor factoressólamenteen aquellaslíneasque expresanCD-E, tal como

lo evidencianlos ensayosde footprinting ¡ti vivo (Fig. 34 y 35), lo que sugiere que estas

regionessólo ejercen su efectoestimulador en estaslíneas.

Los resultadosde super-retardoen gel (Fig. 26) muestrancon claridad que los

factoresde transcripciónSPl y AP2 soncapacesde unirsea la región rica en OC de CD-E.

y por tanto es muy probableque jueguenun papel importante en la regulación de la

transcripciónde CD-E.
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La aparentediscrepanciaen los resultadossobreunión de factoresen los ensayosde

retardoen gel y de footprinting iii viti-o, puedenexplicarsepor la existenciaen unaslíneasy

otrasde diferentescofactoreso factoresde transcripciónque modulensu interaccióncon el

DNA, y posiblementetambiénsu actividad funcional, y que sólo en el contexto de una

región amplia de DNA puedaevidenciarsesu efecto, originandoun patrón de protección

diferente.

En cualquiercaso,los factoresdeuniónno parecenser idénticos,como lo evidencia

el diferente patrón de competiciónde los complejos generadospor la región OC con

extractosnuclearesde PDV (CD-Epositiva) y de CarB y HaCa4(CD-E negativas)(ver Fig.

25). En estesentido,se ha descritola existenciade diferentesisoformas del factor AP2,

reguladasduranteel desarrollo(Meier e>’ al., 1995; Chazaude>’ al., 1996; Moser et al.,

1997). De igual maneratambiénse han encontradodiversasisoformas de SPL duranteel

desarrolloembrionariode ratón(Saffere>’ al., 1991), que sugierenque SPl podríatenerun

papelen procesosde diferenciación,ademásde su papelgeneralen la transcripciónde genes

“housekeeping”.

Chenetal. (1997)proponenquela relaciónentrelasconcentracionesde SP1 y AP2

puede modular la transcripciónde la citoqueratina K3, que se expresaen las capas

diferenciadasdel epitelio de la cornea.El promotorde la K3 contienesitios solapantesSP1

y AP2,dondeSPíactivay AP2 reprime la transcripción.Cuandoseinducena diferenciar

células basalesepitelialesindiferenciadasde córneade conejo la relación de actividades

SPL/AP2de unión a DNA aumenta,coincidiendocon la activación del gen de K3 y la

represióndel gen de K14, citoqueratinasde capasdiferenciadasy basalesdel epitelio de

córnea,respectivamente.Un mecanismosimilarpodríatenerlugaren la epidermis.En este

sentido, el análisis por inmunoblot de los niveles de SP1 en las distintas líneas de

queratinocitosno reveló diferenciasen las cantidadesde SPL, apareciendoen todos los

casosdosbandas,resultantesprobablementede diferentegradode fosforilación(Jacksone>’

al., 1990) (resultadosno mostrados).Los intentosde deteccióndel factor AP2 con el

anticuerpode que disponíamosfueron fallidos. La idea de que AP2 pueda modular

negativamentela transcripción, compitiendo con Sp1 por la unión al DNA, no es

contradictoriaconnuestrosresultados.Así, las mutacionesde las construccionesmut OC1

y mut 0C2(que sonmenosactivasque la constmcciónsilvestre,Fig. 20) puedenafectara

la unióna SPl,y no exclusivamentea la unión aAP2. Porotro lado,y porel hechode que

los sitios de uniónaSPI y AP2 de la región rica en OC son prácticamentesolapantes(ver

Fig. 27),el efectoinhibidorde la cotransfeccióncon el dominantenegativode AP2 (Tabla

IX), podría deberse también al desplazamientode factores SP1, y no sólo al

desplazamientode AP2. En apoyo de estahipótesisestáel hecho de que el factor AP2

transmite los efectosde promotorestumorales tipo ésteresde forbol (lmagawa e>’ <¡1.,

1987), y estopodría representaruno de los mecanismosde represiónde la CD-E en la

carcinogénesis.
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Otro posiblemecanismode regulaciónde la actividad transcripcionalde CD-E a

travésde la región OC, eslaposibleinteracciónentreSPL y AP2 con miembrosde la familia

Ets.Estemecanismosedisctutirácon másdetalleen el siguienteApartado.

2. 1 .3. Papel reguladornegativo del sitio Ets.

Tantolos experimentosde footprinting itt vi>’ro y retardoen gel (Fig. 21 y 28) como

los experimentosde footprinting iii vivo (Fig. 34 y 35) sugierenla existenciade factores

que seunenal promotorde CD-E, en la que hemosdenominadoregión ECE, de forma

diferencialen célulasqueexpresany no expresanCD-E y queactuaríanpredominantemente

en célulasCD-E positivas.La identificacióndel factor/factoresque interaccionancon esta

regióncomomiembrosde la familia Ets vienedadaporquela mutaciónen el sitio EtsA que

existeen estaregión impide la unión de los factoresal DNA (Fig. 29), y ademástieneun

efectotranscripcionalen células CD-E positivas, induciendoun aumentoen la actividad

promotora(Fig. 30). Esteúltimo dato permite suponerque el papel del elementoEts en

estaslíneascelularesescomomoduladornegativode la transcripción.

El diferente patrón que muestran células CD-E positivas y negativas en

experimentosde footprinting itt vi>’ro y de retardoen gel, sugiereque esteelementopueda

teneralgunaimplicación en la expresiónespecíficacelular, y posiblementetambiénen la

expresiónespecíficaepitelial. Dehecho,sehan caracterizadomuy recientementemiembros

de estafamiliaexclusivosde célulasepiteliales,como los factoresESE-1 y jen (Oettgene>’

al., 1997; Andreolie>’ al.,1997).

Se sabeque la mayoríade los factorestipo Ets estableceninteraccionescon otros

factoresde transcripción,en muchoscasoscon API, paraejercersu efecto transcripcional

(ver Introducción , Aptdo. 6.3). Recientementetambiénsehan encontradopromotoresen

los queEts actúainteraccionandocon el factorde transcripciónSPL (Gégonneci’ al., 1993;

Dittmer ¿u’ al., 1994; Lee a al., 1996; Ansieau ci’ al., 1997). Los experimentosde

competiciónde la unión al oligonucleótido ECE mostradosen la Fig. 28C, junto con

resultadosno mostradosnos inclinan a pensarqueen el promotorde CD-E factorestipo Ets

están también actuando mediante interacción con otros factores de transcripción,

posiblementeSPí o AP2. Así, el complejo de retardo mayoritario formado con el

oligonucleótidoECE secompetíaespecíficamentecon los oligonucleótidosconsensopara

SPL (SPl-SV4O) y para AP2 (AP2-SV4O) y tambiénen parte con el oligonucleótido

consensode uniónal factorCPl, pero no con otros oligonucleótidosprobadosirrelevantes

o de unión a otros factoresde transcripción(resultadosno mostrados).Estos resultados,

junto con los datos existentesen la literatura, sugierenque factoresEts están formando

parte de grandescomplejos transcripcionales,implicados en la regulación fina de la

transcripción.

Porotro lado, sehadescritoque algunosfactoresde estafamilia poseenun dominio

inhibidor de la unión al DNA (Wasylyk ci’ al., 1992). Este hecho podría explicar la
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competiciónporel oligonucleótidoPEA 3 de la bandade mayor movilidad que apareceen

la Fig. 28C, así como el hechode que estabandano se definacon claridaden todos los

experimentos.Estabandapodríatratarsede un productode degradaciónde Ets, quizássin

el dominio inhibidor, y tendríapropiedadesde unión al DNA diferentesrespectoal factor

completoque, además,estaríaformandointeraccionescon otros factoresnucleares.Por

tanto, estabandapodría sercompetidamás fácilmentepor un oligonucícótidoconsenso

parafactoresEts, aunqueno porel oligonuclótido mutado.

Los intentosde identificaciónde factoresEts en experimentosde super-retardo,con

un anticuerpoanti-Etsí,fueronfallidos. Sin embargo,seha descritoque en otros sistemas

celularesanticuerposanti-Ets no interfieren siemprecon la formaciónde complejos Ets

transcripcionalmenteactivos(Leee>’ al., 1996;Wu et al., 1994).

Si el elementoEts ejerce,como hemosindicado,un papelmoduladornegativoen

líneasqueexpresanCD-E (Fig. 30),cabríaesperar,por tanto, que la transfecciónde ERM

indujeraun descensoenla actividadtranscripcional.Sin embargo,estono ocurreasí (Fig.

31). Una posibleexplicaciónparaestehechoes que el factor ERM, exógeno,no es el

inhibidorendógenoque estáactuando,sino que tiene propiedadesdiferentes,y ERM está

desplazandoal inhibidor endógeno,liberandoportanto el efectorepresor.

En estesentido,seriade gran utilidad conocerqué miembrosde la familia Ets se

expresanen los queratinocitosde ratónanalizados.Los estudiosde inmunoblot realizados

(Fig. 32) no permitendistinguir entre los diferentesmiembrosde la familia y, además,el

anticuerpoempleadono escapazde detectara todos los miembrosde esta amplia familia.

Por tanto,seríaútil realizarensayosde Northern-bloto de RT-PCRcon sondasespecíficas

para cadamiembro de la familia. Es interesantedestacarque Baert ci’ al. (1997) han

encontradoalta expresiónde los miembrosde la familia Ets, ERM y ER81 en lineas de

carcinomade mamaque son CD-E negativas,mientrasque otras lineasde carcinomade

mamaquesonCD-E positivasno muestranexpresiónde ninguno de estosdos factores.Si

la presencia o ausencia de estos factores puede tener alguna consecuenciaen la

transcripciónde CD-E aúnestápordeterminar.

Porotraparte,los resultadosmostradosen la figura 31 parala línea celular HaCa4,

parecen indicar que factores de esta familia también pueden regular la actividad

transcripcionalen líneasCD-E negativascomo HaCa4,pero a travésde sitios diferentesal

sitio EtsA. ERM tambiénfué capazde aumentarla actividadpromotorade la construccion-

58 en HaCa4 (resultadosno mostrados).El análisis de secuenciascontenidasen esta

construcciónindicó la presenciade otros sitios posiblesde unión a Ets entre las postctones

+80 y ±30,que unían proteínasnuclearesen experimentosde retardo en gel (datos no

mostrados)que quizáspudieranser los responsablesdel efecto transcripcionalejercidopor

ERM en la líneaHaCa4.
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2.2. Promotor endógeno de CD-E. Mecanismos reguladores de su
transcripción en queratinocitos de raton.

El estudio de la metilación endógenadel DNA en diferentes lineas celularesde

queratinocitosde ratónindicó queelDNA estámetiladoen la región 5’ del gen de CD-E en

todaslas líneascelularesanalizadas(Fig. 33), independientementede su nivel de expresión

de CD-E. Estos resultadoscontrastancon los obtenidospor los grupos de Hirohashi y

Baylin (Yoshiuraei’ al., 1995;Oraff e>’ al., 1995)que observaronmetilación endógenaen la

región 5’ del gen de CD-E en lineas humanasde carcinomasdesdiferenciadosde distinto

origen que no expresabanCD-E, pero no en líneas de carcinomasdiferenciados,CD-E

positivas,ni en tejido normalde mama.Además,estos autoresobservaronque algunas

lineaserancapacesde expresarCD-E tras el tratamientocon el agentedemetilante5 -aza-

citidina, por lo que sugierenque la metilaciónendógenadel DNA alrededorde la región

promotorade CD-E esuno de los mecanismosprincipalesquereprimensu expresiónen la

carcinogénesis.Asimismo,el grupode Birchmeiertambiénobservómetilaciónendógenaen

algunaslineashumanasde carcinomaCD-E negativasy en fibroblastosde ratón NIH3T3,

perono en líneashumanasde carcinomaCD-E positivasni en una líneaepitelial de glándula

salivarde ratón,CSO (Hennig ei’ al., 1995). Sin embargo,tambiénse habíaindicado que

líneasde carcinomade mamadesdiferenciadasCD-E negativasmostrabanmenor grado de

metilaciónquelas diferenciadas(Frixen ei’ al., 1991).Esta,en general,aparentediscordancia

con nuestrosresultadospuededebersea los diferentessistemasexperimentalesempleados:

nuestrosestudiossecentranen lacarcinogénesisde piel, mientrasque ningunode los otros

gruposestudióqueratinocitoso pielesnormaleso tumorales.Por otraparte,Ji etal. (1997)

aportadatos sobre la regulación del gen de CD-E humano que sugieren que el estado

endógenode metilaciónno estanesencialparala expresióno no de la CD-E: en sus manos

el tratamientocon5-aza-citidinade lineasde carcinomade mamaCD-E negativasno induce

la expresiónde CD-E. En cambio,estosautoresobservaronque la región 5’ proximal del

gende CD-E humanomuestraactividadespecíficaen ensayosde transfeccióntransitoriaen

lineas de carcinoma de mama, indicando que durante la progresión tumoral existen

alteracionesde los factoresqueactúanen trans,queconducena la inhibición de la expresión

de CD-E.

En cualquiercasola metilacióndel DNA, no tiene porquéestarsiemprerelacionada

con represióntranscripcional,y puedejugarvariadospapelesen la carcinogénesis(Countsy

Goodman,1995). Así, en algunoscasosla metilaciónpuedefavorecerla expresióngénica

por un mecanismode “imprinting”, comoocurreen el gen de lgf2r (Stóger e>’ al.. 1993).

Otras veces,la metilaciónde algunosresiduosCpO previenela metilación de islas CpG

próximas,comoocurreen un sitio de uniónaSPi del promotordel gen ‘housekeeping’ap¡t

(Macleodei’ al., 1994). Porotro lado, se ha demostradoque algunosfactores,como SP 1

(Hóller e>’ al., 1988) o YYl (Gastony Fried, 1995), puedenunirse al DNA y activar la

transcripcióna pesarde que estémetilado. En estesentido, la metilaciónde la posición-56
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delpromotordeCD-E observadaen el presentetrabajo,quecorrespondecon la región rica

en OCdeuniónaSN y AP2, en las líneasde queratinocitosanalizadas(Fig. 33), no tiene

porqué impedir la unión de dichos factores nucleares y de hecho esta posición se

correspondecon un sitio de hipersensibilidaden los experimentosde footprinting ¡o Vivo

(Fig. 34 y 35).

Porotro lado,los experimentosde footprinting itt vivo (Fig. 34 y 35) muestranque

los sitios de regulaciónpostuladosmedianteensayositt vii’ro o con un promotorexógeno

están,en efecto,ocupados¡ti vivo por factores,y esencialmenteen células que expresan

CD-E.El papelrepresordel elementoE-palen célulasCD-Enegativasseveríareflejadopor

la protecciónen estaslíneasde la posicióncentralde estasecuencia.Por otraparte,estos

experimentossugierenla existenciade otros posibles sitios reguladores.Destacanlas

posiciones-1691-167,-1231-126y -117/-liS, donde la existenciade sitios consensode

unión a factoresEts y SN hacepensaren la posibilidadde que esténactuandocomplejos

mecanismosreguladores.Por otra parte, es sugerentela similitud de las secuencias

protegidas- 167/-169y - 117k118 (OGAAGT).

Todos los resultadossobre el promotor de CD-E mostradosen estaTesis, en

conjunto, permitenhipotetizar sobre un modelo de regulación transcripcionalde dicha

molécula(Fig. 41). En células epiteliales,que expresanCD-E (Fig. 4 lA), factores de

unión a la regiónOC (SPíy AP2) y a la cajaCCAAT, ejerceríanun efecto transcripcional

positivo,queestadamoduladoporla interaccióncon factorestipo Ets.El factorde unión al

elementoE-pal no seria capazde bloquearla transcripción, probablementedebido a la

naturalezadelcomplejomultitranscripcionalformadopor los otros factores.

Por otra parte,en células epiteloideso fusiformes,que representanestadiosmas

avanzadosde la progresión,y sonCD-E negativas,el papeldel elementorepresorE-palsería

el predominante.En estaslíneastambiénexistenfactorestipo SPL y AP2,pero no seunena

la región rica en OC de forma endógena,quizás por la existenciade factores Ets con

diferentespropiedadesa los de las lineasCD-E positivas.

2.3. Mecanismosde regulación comunes y diferenciales de los promotores

de CD-E y CD-P.

Los promotoresde CD-E y CD-? son muy similares en sus secuencias(ambos

carecende cajaTATA y poseenuna región rica en OC y una caja CCAAT) y comparten

mecanismosde regulación.Sin embargo,los resultadosobtenidosen esteestudiosugieren

que seregulanademáspormecanismosdiferentes.En concretopodrían intervenir factores

comunestipo SPI y CPl, a travésde la región rica en GC y la caja CCAAT de ambos

promotores,respectivamente.Específicamenteen la regulación del promotor de CD-E

participaríael factordetranscripciónAP2 y factorestipo CP2 y C/EBP, tambiéna travésde

la regiónricaen GC y cajaCCAAT, respectivamente.
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La diferenteregulaciónde ambos promotorespuede relacionarsecon el diferente

patrónde expresiónquetienen ambosgenesen la epidermis:CD-? restringidaen la capa

basalproliferativay CD-E expresadaen capasbasalesy suprabasales(Nose ei’ al., 1986;
Fujitaet al., 1992).

La mayorcomplejidadde la regulacióntranscripcionalde CD-E, con la existencia,

porejemplo,delelementopalindrómicoE-pal, que tieneun papelrepresorpredominanteen

células que no expresanCD-E, sugiere que estegen requiere una regulación muy fina,

controladapor varios mecanismos.Además,los datos aportadosen estaTesis sugierenla

participación de miembros de la familia Ets que formarían complejos transcripcionales

capacesde modularlaexpresiónde CD-E en los queratinocitosde ratón. En conjunto, todos

estos resultadossugieren que no son los factores de transcripción aislados los que

determinanel efecto transcripcional,sino la interacción de los factores entre si y las

interrelacionesquepuedenestablecer.

El conocimentode estosmecanismospuede serde utilidad para intervenir en los

procesostumoralesdonde existe pérdida de CD-E que, como se ha indicado, puede

contribuir a la adquisición de un fenotipo tumoral más agresivo. Por otra paí-te, los

mecanismosde pérdidade expresiónde CD-Een la carcinogénesispodríansercomunescon

los queocurrenduranteel desarrolloembrionario,en las transicionesepitelio-mesénquimay

su conocimientopuedeaportarnuevosdatos sobreel control de la expresiónduranteel

desarrollo,asícomosobremecanismosde expresiónepitelio específica.
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1. El bloqueode laexpresiónde CD-E en la línea celularde queratinocitosde ratón E24,

que es tumorogénicapero no metastásica,induce en la misma un fenotipo invasivo y

metastásicosin alterarlos nivelesde y-Ha-ras.

2. La CD-E controla negativamentela actividad de la gelatinasaMMP-9 en líneas de

queratinocitosde piel de ratón. Este aumento en la actividad MMP-9 puede ser el

responsablede la mayorcapacidadinvasivay metastásicaque poseenlas células cuando

pierdenla CD-E.

3. La región-1781+92,respectodel sitio de inicio de la transcripción,del gen de CD-E de

ratónpresentaactividadtranscripcionalespecíficaen líneasde queratinocitosde ratón.

4. La región rica en OC del promotorde CD-E (-58/-32), que une los factoresnucleares

SPl y AP2, y la caja CCAAT (-65), que une factores relacionadoscon CPI, CP2 o

CIEBP,jueganun papelreguladorpositivoen la transcripciónde CD-E, y estánocupadas

¡ti vivo por factoresnuclearessolamenteen las lineas de queratinocitosque expresan

CD-E.

5. El elementopalindrómicoE-pal(posiciones-86/-75) controla la transcripciónde forma

negativa,siendoel efectorepresormuchomásfuerteen las lineasque no expresanCD-E.

¡u vivo la posición central de este elemento está ocupadaen todas las lineas de

queratinocitosestudiadas.

6. El elementode unión a Ets de la posición -95 regulanegativamentela transcripciónen

aquellaslíneasanalizadasque expresanCD-E, posiblementemediantela interaccióncon

otros factoreso cofactoresnucleares.Endógenamenteestaregión estáocupadade forma

diferentepor líneasqueexpresany no expresanCD-E.

7. La represióno disminución de la expresiónde CD-E en líneasde queratinocitosde

ratónno esdebidaa metilaciónendógenade la región5’ proximaldel gende CD-E.

8. La regulacióntranscripcionalde los genesde CD-E y CD-? en queratinocitosde ratón

compartemecanismossimilares:regulaciónporSPl y CPL, a travésde las regionesrica en

OC y caja CCAAT de ambos promotores,respectivamente.Sin embargo,mecanismos

adicionalesactúansobreel promotorde CD-E, sugiriendoque la regulacióntranscripcional

de estamoléculaesmáscompleja.
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Analysis of the E-Cadherin and P-Cadherin Promoters in
Murine Keratinocyte Ceil Lines From Different Stages of
Mouse Skin Carcinogenesis
María Luisa M. Faraldo’, Isabel Rodrigo,1 Jurgen Behrens/ Walter Birchme¡er/ and Amparo Canoí*
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We previously isolated tites’ upstream sequences of tite mause P-cadherin gene, in which putative binding
sites for several transcription factors were identified between nt —101 and +30. In the study reported itere, tite
promoter activity of the postulated 5’ cis-acting sequences of tite P-caditerin promoter, and tite activity of tite
proximal E-cadherin promoter were investigated in several murine keratinocyte ceil unes showing different
leveis of P- and E-cadherin expression as weIl as different morpitology and turnorigenic behavior. Cell-type
specificity and optimal activit>’ of P-cadherin expression in murine keratinocyteswas conferred by 5 sequences
located between nt —200 and +30, and the GC-rich region (nt —101 to +80) and a CCAAT box element (nt —65)
had a major requlatory role. The cell-type specificity of tite E-cadherin promoter, on tite otiter itand, was
mediated by a combination of positive regulatory elements, a GC-ricit region (nt —58 to —24), and a CCAAT box
(nt —65) and repressor elements inside tite E-pal sequence. lnterestingly, the maximum repressor effect of tite
E-pal element was observed in non-expressing undifferentiated spindle celís. In vitro binding studies indicated
that tite GC-rich region of the P-cadherin promoter was mainly recognized by Spl-related nuclear factors,
whereas both AP2- and Spl-related factors were involved in the interaction of tite GC-rich region of tite E-
caditerin promoter. Common factors (probably related to tite CP1 family> seemed also to be involved in tite
recognition of the CCAAT-box element of botit tite E- and P-cadherin promoters, but additional specif¡c factors
participated in tite interaction with tite CCAAT box of tite E-cadher¡n promoter. Our studies also support tite
hypothesis that loss or modification of sorne of the regulatory factors occurs during mouse skin tumor progres-
sion. Mo!. Carcinog 20:33—47, 1997. © lS9YWiiey-Liss. inc

Key words: caditerin expression; tumor progression; nuclear factors; regulator>’ elements

INTRODUCTION

Cadherinsare major calciurn-dependentceil-celí
adhesionmoleculeswhoseinvolvementin morpho-
genet¡cami pathologicalprocesseshasbeenexten-
sivel>’ studied in tite lastdecade[reviewed in 1,2]. It
is present¡yassurnedthatcadherinsconstituteagene
superfamilyin whicit four of tite bestcharacterized
members,presentlycalled“classical” cadherins[3],
werefirst ¡dentifiedby their specific tissuedistribu-
tion: E-cadherin(epithelial) [4—6],P-cadherin(pía-
cental) [71, N-cadherin (neural) rsi, and liver ceil
aditesionmolecule(L-CAM) (chicken ¡¡ver) [9]. Al-
thoughP-cadherinhastite highesthornologyto E-
caditerin(58%aminoacid identity), bothmolecules
exhibita specif¡etissuedistribution,with P-cadherin
beinghighly expressedin sorneepititelial as well as
non-epititelial tissues110]. Tite diflerential expres-
sion of E-andl’-cadherinis maintainedevenin sorne
epitheliain whiclm tite two cadherinscoexist:for in-
stance,fi tite epidermis,E-caditerin is expressedin
alí living celís, inclucling basal, spinous,andgranu-
larcelís,witereasP-cadherinis restrictedto tite basal
celí la>’er of tite epidermis17,111.

During embryonicdevelopment,cadherinexpres-
sion occursvery early,and a specific spatio-tempo-
ral program for tite different membersrnust be
completedfor correctmorpitogenesisof tite embryo
[1,10]. in tite adultorganism,thespecificexpression
of cadherinsplaysalsoanimportantrole in tite main-
tenanceof tissue architecture. lnterestingly,
missexpressionof cadherinsoccursduringtite tum-
origenieprocessesandmay in part explain tite dis-
ruption of ceil-celí associationtbat frequentlytakes
placein tumorcelis.Specifically, downregulationof
E-caditerinhasbeen reportedin a high variety of

The current address of Maria Luisa M. Faraldo is Unité Mixte de
Recherche 144 CNRS-lnstitute Curie (Section Recherche>, 26 rue
d’U[m, 75231 Paris, Cedex 05 France.

Maria Luisa M Faraldo and Isabel Rodrigo contributed equaliy to
this work.

~Correspondenceto: instituto de investigaciones Biomédicas
consejo Superior de Investigaciones cientiticas Arturo Duperier, 4
28029 Madrid, Spain.

Received 2 December 1996: Revised 28 April 1997; Accepted 14
May 1997

Abbreviations: (Al, chiorampheriicol acetyltransferase: [-(AM
iver celí adhesion rnolecule; 5V40, simian virus 40.

© 1997 WILEY-LISS, INC



34 FARALDO ETAL.

humanepititelial tumorsandin animalmodels[re-
viewedin 2,12], andanant¡-invasiverole has been
proposedfor thismolecule.In general,expressiOflof
E-caditerinin carcinomasis stronglycorrelatedwith
tite differentiation gradeof tite tumors[2]. ln con-
trast,P-cadlierinexpression,altitougit initialí>’ asso-
ciatedwith tite maintenanceof the proliferative
compartmentin sornetumorsandnormal epititelia
[13,14], hasalso beenrelated to tite segregationof
basalcelí layersandtite arrangementof epidermal
celís in sorneskin appendagesduring ernbryonic
development[11]. Our prev¡ousstudiesandtitose
of otiter groupson E- andP-caditerinexpressionin
mouseskirt carcinogenesisindicateddifferential al-
terationsin bothmoleculeswitit tumorprogression:
downregulat¡onof E-cadherinoccurs in squamous
celí carcinomasand in progressingpapillomas,
whereasincreasedexpressionof P-cadherinis observed
in papillomasandsquamousceilcarcinomas,andboth
moleculesare completelysuppressedin fully undif-
ferentiatedspind¡ecelí carcinomas[15—17].

To understandtite regulationof cadherinexpres-
sion during normaldevelopmentand neoplasia,it
is importantto studytite regulatoryelementstitat
control caditeringeneexpression.lite genomieor-
ganizationsof E- [18], P- [19],and N.caditerin [20]
andof L-CAM [21]werepreviouslyreported.Analy-
ses of tite E-caditerinpromoterand regulatoryele-
mentsitave attractedgreatinterest in recentyears
and itave led to tite iclentification of positive (GC-
ricit region asid CCAAT box) and negative(E-pal)
elementsin tite 5’ proximal sequences(nt —94to+1>
[22—25]and an epititelial enhancerin tite first in-
tron 125]. With tite exceptionof L-CAM [26,27],
much less is known about tite regulation of tite
caditeringenesandin particularabouttite P-caditerin
promoter.A previousstudyanalyzedthe roleof dis-
tal 5’ sequencesasid of two large regionsof tite
secondintron of tite P-caditeringenein tite tran-
scriptionalactivity, wititout sitowingany apparent
cell-typespecificity[28].Wepreviouslyclonedabout
1 kb of tite 5’ sequenceof titemouseP-cadher¡sigene
andcharacterizedtitetrasiscriptionstart siteandtite
first, smallintron[29].Sequenceasialysisshowedthat
tite 5 proximalP-caditerinpromoterregionhassorne
similaritiesto tite monseE-cadherinpromoter,such
as tite absenceof a TATA box asid tite presenceof a
CCAAT box (sit —65) anda GC-ricit region(nt —101
to —80) containingpotentialbisidingsitesfor Sp1and
AP2transcriptionfactors,btít titey dilfer in tite ab-
senceof a palindromic element(E-pal) in tite P~
caditerinpromoter129].

In tite study reported itere, we analyzedtite in-
volvementof tite previouslypostulated5’ proxima¡
cis elementson titeact¡vityof tite mouseP-caditerin
promoterandtite activ¡ty of tite proximalE-caditerin
prornoterin severa¡monsesitin carcinogenesiskera-
tisiocy,te ccli lines that exitibit different P- and E-
cadherinexpressionlevels,pitenotypicbeitavior,ami

degreesof tumorigenicity[15]. The resultsindicated
titat tite 5’ GC-ricit sequences(witich arerecognized
by Spl-relatedfactors)andtite CCAATregionsof tite
P-cadherinpromoterwereinvolved in cell-typespeci-
ficity andoptimalactivity. A morecomplexpattern
of regulationexisted in tite E-caditerinpromoter,
involving positive regulatoryelements(5’ GC-rich
andCCAAT regiosis)asid repressorelements(E-pal),
the lattermainí>’ acting in non-expressionundiffer-
entiatedspindlecarcinomacelís.Comparisonof tite
GC-richasidCCAAT regionsof titeE- andP-caditerin
promotersin murine keratisiocytesalsorevealedtite
existenceof commonregulatoryfactors(Spl andCP1
related)in botit promoters,of additionalspecificfac-
tors for tite recognitionof tite E-caditerinpromoter,
andof involvementof AP2-relatedfactorsin titeGC-
ricit region. Modification of sorneof tite factorsor
alterationsin titeir isiteraction witit coactivaters
seemedto be involved in tite downregulationof E-
asid P-caditerinexpressiosiin carcisioma-derivedke-
ratinocyteccli lisies.

MATERIALS ANO METHODS

Celí Culture

Tite originsof tite mouseepidermalkeratinocyte
lisies used itere (MCA3D, PDV, HaCa4,and CarB)
werepreviouslydescribed[15,30](fable 1). Tite celís
wereroutisielygrownin Ham’sF-12mediurnsupple-
mentedwitit amino acidsand 10% (v:v) fetal calf
serum(GII3CO Ltd., Paisley,Scotland)at 37’C in a
itumidified 5% CO2 atmosphere.For tite transient
trasisfectionassays,titis mediumwas replacedwitit
Dulbecco’smodifiedEagle’smedium(DMEM, GIBCO
Ltd.) alsosupplemesitedwitit 10% fetal calf serum.

Plasmid Constructions

To obtain tite differesit P-caditerinpromotercon-
structs,appropriatefragmentsto beinsertedinto re-
porterplasmidswereobtainedfromtite plasmidpPS,
a genom¡cdonecontaisiisigP-caditerinnt —1060 to
+3300[29], aftersubclonirigof tite—10601+285Sací-
Sphl fragmentasid digestionwitit exosiuclease111,
witich gayea common 3’ end to most of tite frag-
mesits(nt ±47),exceptfor tite AAP2 construct(see
below). Digestionwitit suitable restriction en-
zymesmadetites’ esidsof tite differentfragments
at nt —200, —75, and—25. Tite fragmentswere in-
sertedinto tite promoterlessreporterplasmidpXP1
[31]upstreamtiteluciferasegene.Tite AAP2 construct
wasobta¡nedfrom tite —200 cosistructby digestion
witit exosiucleaseIII of nt+14 to+47of tite promoter.
Titesedifferentconstructsare sitown scitematically
in Figure lA. Tite differentE-cadherinpromotercon-
structs,witicit containedseveraldeletionfragments,
tite mutated E-pa¡ sequence,or two independent
subregiosisof tite GC-ricit region (CCI andCCII) of
tite E-cadherinpromoter,werederivedfrom titedc-
letion construct—1781±92cloned into tite vector
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Table 1. Citaracteristics of Epiderrual Keratinocyte Cdl [mes Used

Ccli inc Origin Morphoiogy*
Expressiont

TumorigenicitytE-caditerin P-cadherin

MGA3D Primary epidermal culture
treated with DMBA

E ++

PDV Primar>’ epidermal culture
treated with DMBA

E ++ ±±± +

HaCa4 Derived (ram a squamous
ceE carcinoma

Ed — ++ ++

CarB Derived from a spindie
ccii carcinoma

F — — ++

‘E, episheilal; Ed, epithelioid; F, fibroblastoid
tRelative leveis estimated by northern biot anaiysis liS].

‘Tumorigenic hehavior was ana[yzed by injection into nu/nu mico and

pCAT basicandwerepreviouslydescribedin detall
[22,25]. The E-pal sequencewas mutated to
CACC1TI’AGCTCasidtite GCI asidGCII subregiosis
weremutatedto GCCG’ITITC asid TI’CTGCGGG,
respectively[25].Tite constructcontainingadeleted
E-pa¡sequence(A-Epal) wasobtainedfrom titedele-
tion construct—178/+92by removalof the nt —99 to
—79 Pstl fragment,bluntendedwitit T4 DNA poly-
merase,asid religated.Tite various E-caditerinpro-
moterconstructsusedareschematicallyrepresented
in Figure 2A andTable2. lite itybrid GC.EI—75pro-
moter was obtainedit>’ introduction of a dosible-
strandedoligotiucleotidecontainingtite complete
GC-richregionfrom titeE-cadherisipromoter(nt —60
to —23) into the—75 constructof the P-caditerinpro-
moterby usingtite 5’ BamHI restrictiosisite. lite hy-
brid E-pal/—200constructwas obtainedby insertion
of a double-strandedoligonucleotidecontainingtite
E-palsequencefrom theE-cadherinpromoter(nt —92
to —69) in tite Xitol restriction site locatedupstream
of tite —200 constructof tite P-cadberinpromoter.

Transient Trasisfection Assays

Tite Ham’sF-12medium,inwhicit celísweregrow-
ing at about 25% confluence,was replacedwith
Dulbecco’smodified Eagle’s medium 4—6 it before
trasisfection.Celís in 6-cm celí-culturedisheswerc
transfectedby tite calciumphospitateprecipitation
metitod with 5 gg of tite different luciferaseor
citlorampitenicol acctyltrasisferase(CAT) reporter
constructs.In tite P-cadherinpromoteranalysis,
trasisfectionefficiesicy wasmonitoredby cotrans-
fectiori witit 4 ¡¡g of tite plasmid pCH11O (Promega
Corp., Madison,WI), witicit containstite Escherichia
coIl lacZ geneundertite controlof tite simianvirus
40 (SV4O) promoteror tite plasmid RSV-CAY 1321,
whicit cositaisistite reportergenefor CAY undertite
control of tite Roussarcomavirus promoter.For tite
E-cadherinpromoteranalysis,trasisfectionefficiency
was monitoredby cotransíectionwith 2.5kgof CMV-
Luc plasmid which contaisistite reporterluciferase
geneundertite control of tite cytomegaloviruspro-
moter ¡331 Sixteen itours after tite additionof tite

estimated from the number of tumors and iatency periods 115301.

precipitate,tite celís were washedwitit pitospitate-
bufferedsalme,asid tite mediurnwas replacedwitit
freshHam’s F-12. After anadditional24 it, tite celís
wereitarvestedasid resuspendedin 0.25MTris HCl,
pH 7.5, asidccli extractswereobtainedby threecon-
secutivefreeze-and-titawcycles.For P-caditerinpro-
moter trasisfectiosis, 3-galactosidaseactivity (in 50
pi of celí extracts)or CAY activity (in aliquotscon-
taisiing 20 pg of protein) were first determinedas
describedpreviously[34,35],asidcell-extractaliquots
witit equivalcnt3-galactosidaseor CAT activitieswere
titen assayedfor luciferaseactivity with a kit
(PrornegaCorp.).Tite activities driven it>’ tite differ-
ent P-caditerinpromoterconstructswerecompared
witit that producedby tite CMV-Luc reporterpías-
mid in tite different cdl lisies asid expressedas tite
percentageof CMV-Luc activity. Tite basalactivity
of tite promoterlesspXPI plasmid was also deter-
mmcd. For E-caditerinpromotertrasisfectiosis,tite
luciferaseactivity of celí extractswerefirst analyzed
asclescribedaboye,andaliquotscontainisigequiva-
¡cnt luciferaseactivity were titen analyzedfor CAT
activity as describedpreviously [35]. Tite activities
driven it>’ tite different E-caditerin promotercon-
structs were comparedwitit titat producedby tite
pCA’F-control vector,witicit contaisistite CATgene
undertite control of tite SV4O promoter, in tite dif-
ferentcdl lisies asid expressedas the percentageof
SV4O-CAT activity. The basal activity of tite
promoterlesspCAT-basicvector(PromegaCorp.>was
also determinedasid subtracted.

Gel Retardation and In Vitro Footprintin9 Assays

Nuclearextractswerepreparedfrom tite different
keratinocytecdl lisiesas previouslyreportedfor HeLa
cells [361.Cel retardationassa>’swereperformedba-
sicalí>’ as previouslydescribed[371,witit somemodi-
ficatiosis in tite DNA-proteisi isicubation buffer
(witicit was20 mM HEPES,pH 7.9; 60 mM KO; 10%
glycerol; 0.1 mM EDTA; 2 mM MgCI

2; and 1 mM
dititiotitreitol). As a nonspecificcompetitor,1 ¡zg of
poly(dl-ÉC) (BocitringerManniteimSA., Barcelona,
Spain)wasused.Porsupersitiftanalysis,anti-Splasid

35
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Figure 1. (A) Schematic representation of the different con-
structsobrained with deletion fragmentsof tite P-cadherin5
upstream region (—1060, —200, —75, —25, and áAP2) fused to a
uciferase reporter gene in tite pXP1 promoteriess vector os
described in Materjais and Methods. Shown are potential bind-
ng sites for the transcription factors Spl (~). and AP2 (~)
and the CCAAT box ~lfl>The arrow shows the transcription
initiation site. (B) Promoter activity of ihe different constructs
of ihe P-cadherirt promoter in the indicated keratinocyte cotí
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unes. The uciferaseactivity of tite different deletion constructs
was normalized to ~-galadosidase or dAT activity in the sarne
extract and is represented os the percentage of tite activity
drivenby the cytomegalovirus promoter <dMV-Luc) o each ceil
une. The various P-cadherin deletion constructs are indicated
beiowthe bars; luciferase activity driven by piasmid pXP1 <0 is
also represented The results shown are average values from
threeto 10 independent experiments performed in duplicate.
The error bars indicate standard deviations
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Table 2. Effects of Mutations in tite CG-Rich Region
on E-cadherin Promoter Activity

Relative
activity (±SD)’

MCA3D HaCa4
(n=3> <n=4)

-1 1

Promoterconstructst

Wiid type (—178)
GCGCGGGGCGGTGCGTGCGCGG

Mutant GGu
GCGG1TTTCGCTGCCTGCGGGC

Mutant GGii
GCGGGGGGCGG1TFCTGCGGGC

tlhe activity of the E-cadherin promoter, estimated as described in
Figure 2 is expressed relative to the —178 construct o each celí une.
o nuniber of independent experiments perfornied o dupiicate.
tconstructs containirtg nt —178 to +92 of the E-cadherin promoter
were analyzed. The sequence of the GC-rich region (nt —53 te —32)
of the wild-type art GCi and GCuI mutarits is indicated.

RESULTS
Promoter Activity of tite 5 Flanking Regions
of tite Mouse P-cadherin and E-caditerin Genes
in Mouse Keratinocyte

Our previousstudyof 5’ sequencesof tite mouse
P-caditeringenerevealedseveralputative binding
sitesfor trasiscriptionfactorsin tite proximal region:
a CC-ricit region(nt—lot to —80> containingpoten-

0.4 044 tial bindingsitesfor Spl (nt —85> andAP2(nt —95), a
CCANI box (nt —65), asidanadditionalAP2bindisig(014) <0.07> sitedownstreamof tite initiation site (nt +30) [29].

052 063 Comparisonwitit tite 5’ sequenceof tite mouseE-
<004) <011) caditeringenesitowed titat similar regulatoryse-

quenceswere presentin tite mouse E-caditerisi
promoterregion: a CCAAY box (sit —65) asid a CC-
ricit region(nt—SS to—25) witit bindingsitesfor AP2
andSpl factors.However, tite 5’ sequencesdiffered
in titat tite E-caditeringeneitasa palindromicE-pal
element(nt —86to—75) [22].

To investigatetite involvementof tite postulated
5’ regulatory elemesitsin tite activity of botit
caditerinpromotersin normal andmaligsiantkera-
tinocytes,transient trasisfectionassayswere per-
formedwitit feur selectedmurine keratinocytecelí
linespreviouslycitaracterizedfor titeir expressionof
E- and p-cadherin[15). As summarizedin Table 1,
titeccli lisiesalsevariedin titeir tumorigenicbeitav-
ior asidmorpitological pitesiotypes.Tite P-caditerin
levelsrangedfrom sil in undifferentiatedCarEcelís
to tite itighest level in epititelial PDV celis (PDV >

HaCa4 =MCA3D; CarB, negative).RegardingE-
caditerinexpression,two of tite cel¡ lineswereposi-
tive (MCA3D > PDV), andtite otiter two (HaCa4asid
CarB> werenegative.Yo anal>’zetite activity of tite
P-caditerinpromoter,deletion fragmesitsof tite 5’
regioncontainingtite different putativeregulatory
elementswere fusedto aluciferasereportergene(Fig-
ure lA) asid testedin transfectionassayswitit tite
selectedcdl lines. As canbe observedin Figure IB,
tite longestconstruct,—1060, exitibited similar ac-
tivity in tite titree P.caditerisi—expressingccli lines
(PDV MCA3D, anóHaCa4)andverylow activity in
nesi-expressingCarB celis (about10%of thatof PDV
celís). The —200 construct,whicit containedtitepu-
tative bindingsitesfor Sp’ asidAP2(GC-ricit region),
AP2 (nt +30), anóCCAAT bindisig preteisis,sitowed
tite itigitest activity inalí ccli unestesteé.Tite activ-
ity of tite —200 constructdosel>’ resembledtite level
of P-caditerinmRNA expressionin tite four keratino-
cyte ceIl lisies, being strongerin PDV celís titan in
HaCa4asidMCA3D celís andver>’ weakin CarB celis
(about 12-bIdIower titan in PDV).

Deletionof nt —200 to —76 whicit contaisistite S’
AP2asid Spl putative binding sites (censtruct—75)
led to a strong decreasein tite prometeractiVity in
alí theccli lines (to 11—22%of thatof tite —200 con-
struct). Tite promoteractivity furtiter droppedte
nearí>’ tite level of tite pXPI promoterlesscontrol

anti-AP2antibodies(SantaCruzBiotechnolegy,Santa
Cruz,CA> or controlrabbit lgG (1 ~tg)wereaddedto
tite reactionmixturesasid incubatedfor 25 mm at
room teniperature.lite fellowing oligonucleotides,
witicit cerresposidte differentelementsof titeE- asid
P-caditerinpromoters[22,29)asidtiteircomplements
wereused: CCAAT.P (GflGGACCAATCAGCAGC)
CCAAT.E (CCTCCCCAGCCAATCAGC) CC.P
(TCCACCCCACCTGCCAGG CCCCGGCACC)1

CC.E (CACCGGCCCCGGCGGCCCTCCCTCCGC-
GCTCACCTCCC), E-pal (CGCTCCCACCTGCA-
GGTCCCTCCC), SPl.P (CGACGGGGCGCGAC-
CTTC), asid AP2.U’ (CCCTCCACCCCACCTGCG).

The olígenucleotidescontaining tite consensus
binding sequencesof different trasiscriptiOnfactors
used as competitorswereSpl.SV4O[38], AP2.5V40
[39], CP1 asidCP2[40),CIEBP [41],asidMd [42].AII
oligesiucleotidessiseécentainedBamití overitangs
at titeir5’ andY cnds(GATCC asidCi, respectively).
Complementar>’oligenucleotideswere itybridyzed,
asid tite double-strandedproductswereendlabeled
with tite Klenow fragmentof DNA polymerase[34].

ForDNAse 1 feotprintinganalysisof tite P-cadherin
prometer,tite nt —200 te +120 Kpsil-KpsiI fragment
was labeledat tite 3’ esid of tite sioncodingor ced-
ing strandwitit Klenew fragment. For DNAse 1
footprintinganalysisof tite E-cadherinpremoter,an
Xbai-Kspl fragmentcesitainingnt —178 te ±17was
labeledat tite 3’ esidof tite nencedisigstrandwith
Klesiow fragment.Footprinting reactiosiswere per-
formed as describedprevieusly[37) by using10—SO
pg of nuclearextracts,1 ~‘gof pely(dl-dC), and 1—2
ng (aboutiS 000 cpm)of labeledprebeperreactien.
SpI feotprintingassayswereperformedwitit recorn-
binantpurified itumantranscriptienfactors(Promega
Corp.) (1 feot printing unit (fpu)), and no pely(dl-
dC) was
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vector witen tite regiencentaininga CCAAT-bex
sequencewasdeleted(—25 cosistruct).Witen tite sec-
endputativeAP2bindingsite, lecatedat nt 4-30,asid
its flanking sequenceswere removedfrem tite —200
fragmesit(AAI’2 construct),a decreaseof variable in-
tensity(te 4O—8O0/oof titat of tite —200 censtruct)was
ebservedin tite different ceil lisies(Figure iB).

Tite activities of tite —1060 and —200 cesistructs
werealsetestedin titreeadditiosialP-caditerin—nega-
tive celí lisies: NII-13T3 fibreblasts,witicit are siega-
tive fer P-caditerin expressien[28], asid twe
independesitspisidlecarcinomacelí lines,MSC1 lAS
asid MSC11D3[43], witicit expressveryIew levelsof
P-caditerisimRNA (abeut5% of titat of PDV celís>.
Tite —200 censtructexitibited a low prometeractiv-
it>’ (0.3~0.8O/oof thatof CMV-luc activity>in titetitree
celí lisies, andtite relativeactivity of tite —1060con-
structwassimilarte titat observedin CarB celís (data
not sitown).

Theseresults indicatedtitat elementscenferrisig
cell-type specificity and optimal activity for P-
caditerin expressiosiin cultured keratisiocytesap-
pearedte be wititisi sit —200 te +30 of tite meuse
P-caditeringeneasid suggestedtitat tite GC-ricit re-
gion andtite CCAAT box canplay a regulator>’role.

Tite activity of tite E-caditerisiprometerin tite ke-
ratinocytecelí systemwasalso analyzedby transient
transfectiesiassaysusingseveralcenstructscontain-
ing differentelementsof nt —178te±92of tite meuse
E-caditerisigeneceupledte aCATreportergene(Fig-
ure 2A) [22,25]. As shown in Figure 213, tite 5’ cis
elementspresesitin tite —178 cesistructof tite E-
caditerinprometerexitibitedcell-typespecificity,as
titis censtructwasactivein expressisigcelís,with tite
higitestactivity detectedin MCA3D, less activity in
PDV, andalmostno activity in sien-expressingCarB
celis. In contrast,tite —178 prometercenstructhad
mederateactivity ¡si sion-express¡ng HaCa4celís.
Similar resultswereobtaisiedwiten a longerfragment
upte sit —1400of tite E-cacliteringenewasused(data
notsitown). Deletienof clistal5’ sequesicescontain-
ing tite E-pal element(—78 censtruct)gayerise te a
significant increasein tite prometeractivity in alí
tested keratinocytecdl lisies, witereasadditional
deletion of tite CCAAT bex (—58 cosistruct) partly
(MCA3D and1>0V) or completel>’initibited (HaCa4)
tite prometeractivity. Te analyzetite roleof tite E-
pal elesiient,two additionalcenstructsin witicit tite
central two nucleotidesof tite E-pal sequencewere
eithermutated(m-E-pal)erdeleted(AE-pal) from tite
—-178 constructwereused (Figure ZA). Tite mutated
E-palelemesitisiduceda mederatetestrengincrease
in tite activity of tite E-caditerisiprometerin tite feur
celí lisies, with a itigher effectobservedin tite non-
expressingHaCa4celís(abeuta titreefeldisicrease)
asid meresignificantí>’ in spisidleCarB celís (six-
foid te sevesifoid increase)(Figure 2C). Tite role
ef tite GC-ricit region wasalso analyzedby usisig
two additiosialcesistructs¡si wliich twe subregions

(CCI andCCII) cesitainingpotential bisidisigsites
for AP2 asid Spl factors were mutated [25]. As
sitown in Table 2, mutation of botit regiosisde-
creasedtite E-cadherinprometeractivity 6004,and
40—50% for CCI asid CCII mutasits,respectivel>’,
botit in MCA3D asid HaCa4 celís, as previeusly
reportedin etitercelí types[2225]. On tite otiter
hasid, tite prometeractivity of a cosistruct(—21/
+92) in witicit tite GC-ricit regionwasalsodeleted
wasevenless titan titat of tite —58 constructin ah
testedcdl lisies (datanet sitown).

Takentogetiter,tite analysisof titeE-caditerinpro-
meterisidicatedtitat tite cell-typespecificityin cuí-
tured keratisiocyteswas contrelledby positive
elements(tite CC-ricit andCCAAT regiosis) andre-
presserelements(tite E-palsequesice).lsiterestingly,
tite represseractivity wasstrongin undifferesitiated
spindleCarE celís.

Binding of NuciearFactorste tite E- aná
P-Cadherin Promoters

Te begin te studytite specific sequencesasid
nuclear factors involved in tite recognitionof tite
preximalP-asidE-cadherinpromoters,we performed
DNAsc 1 footprinting assays.Asialysis witit sit —200
te +120 of tite P-caditerinprometer sitowed that
nuclearextractsfrom CarB, HaCa4, asid PDV celís
pretectedesilya wide regionfrom nt —98 te—60 (Fig-
ure 3A). Similar resultswereebtaisiedwitesi tite cod-
¡ng strandwas used as a labeledprobeasid witit
MCA3D nuclearextracts(datasietsitown). Tite pro-
tectedareaclearí>’ coveredtite CCAAT box (nt —64
te—60) asidpartof tite CC-ricit regien,isicludingtite
completeSpl bisidisigsite (nt —88 te —80) andtite 3’
italf of tite AP2 binding site (sit —98 te —98). On tite
etiteritasid, no pretectienwas ebservedat anyotiter
region in nt -—200 te ±120,isicludisig tite distal 8
upstreamsequences,tite trasiscriptionstart region,
asidtite 3’ AP2 siteat sit ±30.Incubatienof tite probe
with purified 5p1 factorgayerisete a narrowerpro-
tectionpattern(nt —98 te —74) (Figure3A, laneSpl),
indicating tite participationof a Spl-relatedfactor
in tite recognitionof titat regienandtite presencein
titenuclearextractsof additiosialfactorsablete biné
te tite nt —73 te —60 pretectedregion. Evidesicefor
involvement of a SpI-relatedfactor in tite recogni-
tion of tite nt—94 te—74 regienwas obtainedby cern-
petitien Cxperimentswitit an oligesiucleotide
contaisiinga censensusSpl binding site frem tite
5V40 prometer.Titis oligosiucleotidewasablete te-
talí>’ competetite protectionof tite sit —98 te —74
region generatedby purified Spl factor er PDV
nuclearextractitut only partialí>’ competetite nt —

73 te —60 region protectedby PDV nuclear factors
(Figure 3B, + lanes). In centrast,no pretectionof nt
—98 te —60 was ebservedwitit purified AP2 factor;
nor wcre censensusAP2 oligosiucleetidesable te
competetite protected regien(datasiot sitowsi).
Titese results strengly suggestedthat a Spl-related
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detectedwith tite CCAAIÁE probe)wasobtainedwitit
tite 1>-caditerinCCAA’F prebe(CCAAT.P). An excess
of colé CCAAT.P oligosiucleotidecompetedexcín-
sivel>’ tite slowcr-migratisigcomplex of CCAAT.E,
wititout affectisig tite otiter two complexes.Con-
versely,an excessof cold CCAAT.E oligosiucleotide
partially competedtite specific retardedcemplex
detectedwitit tite CCAAT.Pprobe. Oligosiucleotides
cositainingcesisesisusbisiding sitesfor tite CCAAT-
binéingfactorCP1 [40]partially competedtite cern-
plex ebtainedwitit tite CCAAY.P probeasidcompeted
effectively tite titree complexesgeneratedby tite
CCAAT.Eprobe,witicit werealsopartially competed
by oligosiucleotidescontainingconsensusbisiding
sitesfer theCCAAT-bindisigfactorCP2.On tite otiter
itasid, oligonucleotidescontainingcosisesisusbisid-
ing sitesfor C/EBP factor [41] effectively competed
tite two faster-migratisigcemplexesgesieratedby tite
CCAAT.E prebewititout affectingtite slowereneor
tite cemp¡exobtainedwitit the CCAAT.Pprobe. No
competitienof tite cemplexesobtaisieéwitit eititer
prebewas detectedwiten oligonucleetidescentain-
ing consensusbindingsitesterNF1 factor[42] were
used.léentical resultswereobtainedwiten nuclear
extractsfrom HaCa4asid CarB celíswere analyzed
(datasiot sitown). Titese resultsindicatetitat cern-
monnuclearfacters,probabí>’relateétetite CP1fam-
ily, participatedin tite recognitionof tite CCAATbex
of beth E- asid P-caditerisipromotersasid thataddi-
tiesial specific factersrelated te tite CP2 anéCAAT/
EnitancerBisiéingProtein(CIEBP) familieswerealse
invelved in tite CCAAT-box isiteractienof tite E-
caditerinprometerin murinekeratinocytes.

Wc alsoanalyzedtite proximal GC-ricit regionsof
botit prometersby band-sitift assaysusingtite corre-
spendingGC-ricit oligonucleotidesaslabeleéprobes.
Tite results ebtainedwitit PDV nuclearextractsare
sitowsi in Figure 4B. Tite proximal CC-ricit region
from tite E-caditerisi prometer(CC.E) gaye rise te
titreespecific retardedcomplexes:two (complexes1
asid 2) with tite sameapparentmebility of titose
obtaisiedwitit tite CC-ricit regionof tite P-caditerisi
prometer(GC.P)andan adéitiosial complexof in-
termeéiatemobility (complex3). Tite two complexes
ebtaisiedwith tite GC.P probe, witicit exitibited a
strongerintesisitytitantitoseebtaisiedwitit titeCCE
probe, werecffectively competedwitit anexcessof
colé CC.P anéCC.Eoligonucleotides.In contrast,
an excessof colé CC.Poligenucleetide,altitougit
competingefficiently tite ceniplexes1 asid 2, was
usiable te competetite specific mobility complex 3
generatedby tite GC.Eprobe.Tite twecomplexesof
CCI> probewere also competeéwitit oligonucle-
etidescentainingtite SpI bisiding site from tite 1’-
caditerin premoter (SPI.P) asid cosisesisusSpl
oligenucleotidesfrom tite5V40 prometer(S1’1.5V40)
butwcreuní>’ weaklycompetedby oligonucleotides
cositainingAP2 bindisig sites from the P-cadherin
(AP2.P)er5V40 (A[’2.5V40> premoters.On tite otlIer

itané,tite titreecomplexesgeneratedwitli theCC.E
probewerecompetedby eligonucleotidescontain-
ing consesisusAP2 bisiéingsitesfrem tite SV40 pro-
meter(AI’2.5V40), butonly weakcompetitiosiof tite
GCEcomplexeswaséetectedwith oligonucícotides
cositainingtite AP2 bisidisig site from tite GC-ricit
region of tite P-caditerisiprometer(AP2.P). In addi-
tion, tite complexes1 asid 2 obtaisiedwitit tite CC.E
prebe werecompetedwith oligonucleotidescontain-
ing cosisensusSpl bisidisigsites from tite SV4O pro-
meter(SRI .5V40) anéfromtite GC-ricit regionof tite
P-caditerisiprometer(SP1.P),but botit types of Spl
oligonucleotideswereunablete competecomplex3.

Band-sitift asialysisof tite GC-ricit regionof botit
promoterswasalsoperformedwitit nuclearextracts
freml—faCa4celís(E-caditerisi—/P-caditerisi+)asidCarB
(E-cadherisi—/P.caditerin—),witit tite samecempeti-
tors as for [‘DV extracts.Tite results, presesitedin
Figure5, sitowedtitat tite retardationpatternsof tite
E- asid [‘-caditerin CC-ricit regionsobtaisiedwitit
betit nuclearextractsweretite sameaster[‘DV celís.
Tite fu¡l set of competitiosisperformedwitit l-IaCa4
extractsis presentedin Figure SA. As canbeobserved,
competitiosiof tite two retardedcemplexesof tite P-
caditerinregionwasthe sameastitat obtaisiedwitit
PDV extracts:competitienby 5P1.Pasid SP1.SV4O
oligonucleotidesasid nocompetitionwitit AP2.Pasid
consesisusAI’2.SV4O eligosiucleotides.However,
cempetitionof tite titree retardedcomplexesof tite
E-caditerisiregienwassomewitatdifferent titan tite
resultsobtainedwitit PDV extracts,as no cempeti-
tiers of ceniplexes1 asid 2 of tite CC.Eregion was
detectedwitli AI’2.P or censensusAP2.SV4Oeligo-
nucleotides(compareFigure SA witit 4B), altitougit
titesetwo complexeswere effectively competedby
CC.P, SP1.P,asid SP1.5V40oligosiucleotides.Tite
competitionpatternsobtaisiedwitit CarE extracts
with botit E- asid P-caditerisiregiosisweresimilarte
titoseobtaineéwitit HaCa4extracts(Figure SB asid
datasiot sitowsi).

Tite involvemesitof Spl factor in tite complexesof
tite CC-ricit regiosisof botitpromoterswasconfirmed
by supersitiftanalysis.As canbeebservedin Figure6,
anti-Splasitibediessupersitiftedtite cemplexesgen-
eratedby tite GC-ricb regiosisof betit promotersin
nuclearextractsfrem 1>0V, HaCa4,asidCarB celís. In
ah cases,tite supersitifteébasidwasassociatedwitit
a decreasein tite faster-mebilitycomplexof tite
CC-ricit regionsof botit promoters.Anti-AP2 an-
tibeéy did not supersitift an>’ of tite complexes
ebtaisied witit tite CG-ricit region of tite P-
caditerinprometer;however,it isiduceda decrease
in tite specific E-caéiterincomp¡ex3 (in [‘DV asid
CarB extracts) asid tite appearanceof a super-
shifted bané(in HaCa4extracts).

Titeseresultsisidicatedtitat tite CC-ricit regionof
tite [‘-caditerinprometerwas maisil>’ recognizedby
Sp¡-relatednuclearfactors,whercastite cerresponé-
ing reglenof tite E-cadherínprometerexitibiteé a
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cantly less activity titan in the expressingkeratisio-
cyte cdl lisies. Titis low activity of tite exogeneus
prometerceulé siot be explaisied,itowever, by tite
results of binding studiesof nuclear factersin tite
CCAAT box asid CC-ricit region, becausesimilar re-
sults were obtaineéwitit [‘DV, HaCa4,asid CarB
nuclearextracts.Specifically, Sp1 factors seemte
participatein tite recegnitionof tite GC-ricit regien
in expressingandsiosi-expressingcelís.Osiepossible
explasiatienfor tite lack of activity of tite exog-
eneus[‘-caditerin prometer in CarB celís is the
existenceof differesit isofermsor differesitial
medificatienof SpI factorsor lack of interaction
with specificcoactivatorsresideringtitem inactive
in CarB celís.Titis observationis alsein lisie witit
a report en tite regulationof keratin 1<18 gene
expressiosiin coloncarcinomacelís,in witich tite
bisiding of Sp1 factordifferentially modulatestite
activity of tite 5’ preximal prometerin twe celí
clonesdiffering in tite level of 1<18expressionby
fivefold te sixfolé [47].

Tite asialysisof tite E-caditerisiprometershowed
that thesit —178 te±92cosistructexitibitedcell-type
specificity in tite keratinocyteceil system(Figure2
asid Table 2), witit positive involvement of tite
CCAAT bexasid GC-ricit proximal regionasid a re-
pressorrole for tite E-palelement,in agreementwitit
previousobservatiosisin otiter celí systems[22,25].
The strosigestrepressoreffectof tite E-palelement,
observedin spindleCarB celís devoidof prometer
activity, stronglysuppertsadominantrolefor titis
negativeregulatorin usidifferentiatedcelis. ínter-
estingly, tite feetprinting analysis of tite E-
caditerinprometerdetecteddistisict pretectionof
tite E-pal elemesitasid adjacesit5’ sequesicesin
expressingasid non-expressingkeratisiecytes(Fig-
ure3C), supportisigtite existesiceof modificatiosis
in tite factoror facterstitat recognizetitosesequences
er in their isiteractienwitit ceactivatorsbetweesi
botit ceil types.

Comparisonof tite nuclearfactorsinteractingwith
tite CCAATbex asidCC-ricEregion of tite E- ané1>-
caditerinpremoterssitowedtitat altiteughcommon
nuclearfactorsappearedte participatein bothpro-
moters(CPL- asid Spl-relatedfactorsfor tite CCAAT
bexasidCC regions,respectivel>’),additienalfactors
were invelved in tite recognitionof botit elemesits
of tite E-caditerin—premoter,givisig risc te E-
caditerin—specificnuclearcemplexes.C[’2- asid C/
EBP-relatednuclear factors seemte be resposisible
for tite specific CCAAT complexesof tite E-caditerin
prometer,whereasAP2-relatedfactors are mainí>’
isivelvedin tite specificCC complexesof E-caditerisi,
as‘si otiter ccli types r25]. Isiterestingí>’,tite weaker
protectionof tite preximalCC-rich regionasid tite
resultsof tite band-sitift assayssupportsornekisiéof
modificatien in tite Spl er A[’2 factors or titeir
coactívatersinE-caditermn-éeficiesitHaCa4asidCarB
celís.Titesealteratiosis,togetiterwitit tite repressor

effect of tite E-pal element,ceulé accountfer tite
low level or lack of activity of tite E-caditerinpro-
meterin titosecelí lisies.

Takentegetiter,tite resultsobtainedin titis study
suggesttitat tite two promotersareregulatedby dif-
ferentmecitanismswitit regardte tite invelvedtran-
scriptiesi factors,altitougit tite promotersappear
verysimilar in titeir sequesicecompesition(i.e., botE
lack TATA boxesasid containCC-ricit regiesisasid
CCAAT bexes).As seenwitit otiter epititelial pro-
moters,a significantdegreeof specificity seemste
be derivedfrom different combisiatiensof general
trasiscriptionfactorsratitertitan from tite actionof
epititelium-specificfactors[48—Sl].Titis differential
regulationof the two prometersin culturedkera-
tinocytescasi be relatedte tite differential pattern
of expressionof botit genesin tite epidermis,P-
caditerinbeisigrestrictedte tite basalpreliferative
layerasid E-caditerinexpressedin basalasid supra-
basallayers~7i1]. Our resultsalse supporttite in-
volvement of tite E-pal elemesit of E-cadherin
prometer as an important repressorin sien-ex-
pressingundifferesitiatedkeratinecytes.On tite
otiter itasid, medification or loss of semeof tite
factorsisiteractisigwitit tite regulatoryregiosis of
botE promoters(sucit as in tite Spl- andAI>2-re-
lateéasid E-pal—recogsiizisigfactors) seemedte
occur in nesi-expressisigmalignantkeratisiocytes,
witicit ma>’ titerefere pía>’ a role in tite éowsi-
regulatienof E- asid P-caditerinin mouseskincar-
cinegenesis.Furtiter studieswill be neededte
clarify tite interactiesisamongtite different fac-
tors asid te definitivel>’ citaracterizetite complex
patternof niedulatienof E- and [‘-caditerin gene
exprcssion.Nevertiteless,eurresultscontributete
tite limited knowledgeen tite regulation of
caditeringeneexpressiosiin normalepidermisané
in skin carcinegenesis.
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