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El sistema digestiu es desenvolupa a partir de I'endoderm, donant lloc a un
tub continu resultat del creixement i migracié d’aquesta capa embrionaria.
Durant el desenvolupament, la interaccié del mesoderm amb I'endoderm és
rellevant per a la correcta formacié de I'epiteli intestinal mantenint-se la
interaccio epiteli/mesénquima durant tota la vida de l'individu (Gordon and
Hemirston, 1994; Simon-Assmann et al., 1995; Kedinger et al., 1996; Simon-
Assmann et al., 1998; revisat a Montgomery et al., 1999). Des de lintesti
anterior s’extenen gemmes que generaran el pancrees i el fetge. Un cop
desenvolupades, el producte d’aguestes glandules es buidara en el tub
digestiu. Les cél-lules epitelials de l'intesti, participen en el procés digestiu i

en l'absorcié dels productes finals de la digestio.

1. El colon

L'intesti gruixut esta format pel cec, l'apéndix vermiforme, el colon
ascendent, transvers, descendent i pelvia, i el recte. La principal funcié de
I'intesti gruixut és I'absorcio de I'aigua i els electrolits. El cami realitzat per la
materia fecal fins al recte és facilitat per la secrecié mucosa que revesteix la
paret de I'epiteli facilitant el moviment i alhora actuant de proteccio de les

parets del colon.

La paret del colon consta de varies capes conectades per teixit conjuntiu i
pels elements neurals i vasculars de la paret. Anant cap a la llum intestinal
trobem la serosa, la muscular propia, la submucosa, i la mucosa que inclou
I'epiteli (Fig.1).
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Figura 1: Esquema de les capes de la paret del colon (Alberts et al., 1994)

L’epiteli de l'intesti gruixut és glandular, format per criptes o glandules de
Lieberkiihn les quals s6n més profundes que en I'epiteli de I'intesti prim. Les
criptes son les unitats funcionals de I'epiteli intestinal. Cada cripta és un
compartiment organitzat on té lloc tant la proliferacié com la diferenciacio
cel-lular de manera que [l'epiteli intestinal és un teixit en regeneracio
constant. Les criptes dels nounats de ratoli sén policlonals mentres que a
partir del dia 14 post-naixement esdevenen monoclonals (Schmidt et al.,
1988). Una cripta esta formada d’'una mitjana de 250 céllules. Totes elles
provenen d’un numero desconegut de cél-lules pluripotents ancorades a la
seva base (Loeffler et al., 1993). L’epiteli de l'intesti prim esta composat de
4 tipus cel-lulars: cél-lules absortives, mucosecretores, neuroendocrines i
cél-lules de Paneth. Les tres primeres es diferencien durant el cami que
transcorren cap a la llum intestinal. Al cap de 2-5 dies, les cel-lules arriben a
I'apex de la vellositat on moren per apoptosi i son exfoliades. En canvi, les
cél-lules de Paneth migren cap a la base de la cripta on al cap d’'uns 20 dies
seran fagocitades. Al colon, on no hi ha cél-lules de Paneth, totes les
cél-lules migren cap a la superficie de la cripta i s'incorporen als
agrupaments hexagonals de superficie que es troben rodejant els orificis de
les criptes, ja que la mucosa colonica no presenta vellositats (Fig. 2). A

diferéncia de l'intesti prim on cada \ellositat reb cél-lules de les diferents
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criptes que l'envolten, aquests agrupaments hexagonals només reben
cél-lules de la cripta que rodejen. (Per a una revisié Gordon and Hermiston,

1994; Stappenbeck et al., 1998).

Figura 2: AiB: Imatges de microscopia d’escaneig (Fawcett, 1995)

S’observen les vellositats de I'intesti prim (A) que contrasten amb els agrupaments de les
desembocadures de les criptes del colon (B). C i D: Microfotografia de la mucosa de I'intesti
prim i del colon respectivament (Tincié d’hematoxilina-eosina) (Burkitt et al., 1996). (C:
criptes; E: Epiteli de superficie; L: Lamina propia; MM: Muscular de la mucosa; P: Cel-lules

de Paneth; V: Vellositats).
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Les caracteristiques fenotipiques de les cél-lules de I'epiteli intestinal venen

descrites a continuacio.

Les cél-lules absortives columnars, també anomenades enterocits, son
cél-lules polaritzades amb un nucli basal. Al colon absorbeixen aigua i
electrolits, mentre que a lintesti prim absorbeixen els nutrients produits
durant la digestio (sucres, aminoacids, lipids). A l'intesti prim, la superficie
de la membrana apical dels enterocits, exposada a la llum del budell, és molt
elevada degut a la preséncia de microvellositats, que constitueixen la vora
en raspall (“brush border”) i on es distribueixen les hidrolases com la sucrasa
isomaltasa, la lactasa, 'aminopeptidasa N, la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV) i
la fosfatasa alcalina. Aquests enzims, implicats en els processos digestius,
s’utilitzen com a marcadors moleculars propis d’aquest tipus cel-lular. Les
microvellositats dels enterocits del colon so6n rudimentaries i no estan
organitzades en forma de vora en raspall. Els enterocits es troben units
entre ells per unions intercel-lulars (unions estretes i adherents; veure seccio
3.1 d'aquest capitol) que aillen la llum del budell del compartiment

subepitelial.

Les cel-lules mucosecretores, també anomenades cel-lules goblet o
caliciformes, son, a I'igual que les absortives, cel-lules polaritzades amb un
nucli basal. Es caracteritzen per la secrecié del moc lubrificant i protector de
I'epiteli. Aquest moc estd composat principalment per mucines,
glicoproteines altament glicosilades que oligomeritzen formant complexes
macromoleculars de 2 000 a 10 000 kDa; el 50-80% de la seva massa
molecular correspon a carbohidrats units per enllagos O-glicosidics. S’han
identificat al menys 9 gens de mucines diferents (MUC1, MUC2, MUC3,
MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7 i MUCS8) cadascun dels quals
presenta un patré de distribucio tissular i cel.lular especific (Carrato et al.
1994; Lesuffleur et al., 1994; Gendler and Spicer, 1995). L’apomucina més
abundant del colon és MUC2, que s'expressa exclusivament en les cél.lules
caliciformes; d'altra banda, MUC1, MUCS3 i MUC4 s'expressen també en les
cél.lules absortives suggerint altres papers fisiologics per aquestes

8
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apomucines addicionals als de lubrificacio i proteccio de I'epiteli (Chambers
et al., 1994; Buisine et al., 1998). Les ceél-lules de Paneth només es troben a

I'intesti prim. Secreten peptids antimicrobians i factors de creixement.

Les cel-lules neuroendocrines sén una poblacié heterogenia que comprén al
menys 15 tipus diferents. Es diferencien entre elles per la morfologia dels
granuls de secrecio i els péptids que aquests contenen. A mode d’exemple,
les de tipus D contenen somatostatina, les de tipus L contenen glucagd, les
de tipus PP contenen polipeptids pancreatics. A diferencia de l'intesti prim,
en l'intesti gruixut les cel-lules neuroendocrines es troben de forma aillada en

lloc de agrupades.

2. El Pancrees

El pancrees és una glandula exocrina i endocrina formada per estructures
lobulars delimitades per teixit conectiu (Bockman et al., 1993) (Fig. 3).
Embriologicament, es desenvolupa a partir de dos gemmes que es formen a
partir de les cares ventral i dorsal de I'epiteli del duodé. Al pancrees exocri
es produeixen els enzims digestius i s’elabora el suc pancreatic el qual és
excretat al duodé i col-labora en la digestié dels aliments. El pancrees
endocri esta format pels illots de Langerhans, constituits per cél-lules
productores d’hormones (i.e. insulina, glucagd, somatostatina i polipéeptid

pancreatic).

Figura 3: Microfotografies de talls histologics de pancrees exocri (A) i endocri (B).
(i: lots de Langerhans; d: Ductes).



INTRODUCCIO

La unitat basica del pancrees exocri és I'acinus (Fig. 4). Les cél-lules acinars
corresponen al 90% del total del pancrees exocri. Sén piramidals i
polaritzades i es caracteritzen per presentar un reticle endoplasmatic rugoés
gque ocupa gran part de la regio perinuclear, un complexe de Golgi prominent
i per la preséncia de granuls de zimogen que contenen els enzims digestius.
La majoria dels enzims son sintetitzats i secretats com a precursors inactius
activant-se després de I'entrada al duode. En la juncié entre els acini i els
ductes, trobem les cél-lules centroacinars. La secrecié del suc pancreatic
esta regulada per estimulaci6 hormonal, principalment per secretina,

colecistoquinina i gastrina, i també per estimuls neurals.

Figura 4: Esquema d’'un acinus pancreatic (Fawcett, 1995)

Els conductes estan formats per cel-lules epitelials columnars, les cel-lules
ductals. Aguestes que no sintetitzen hormones i tampoc contenen granuls
de zimogen, participen en la secrecié de bicarbonat i del moc que protegeix
la superficie dels conductes. A diferéncia de les cél-llules acinars,
caracteritzades per la sintesi dels enzims digestius, que constitueixen
excel.lents marcadors moleculars, no existeixen marcadors moleculars
exclusius de cél-lules ductals i es coneix molt poc sobre I'expressiéo de
marcadors propis durant el desenvolupament. Els marcadors moleculars
gue permeten distingir entre cel-lules ductals i acinars s’especifiquen en la

taula seguent:
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Cél-lules acinars Cél-lules ductals

Amilasa Anhidrasa carbonica Il

Carboxipeptidasa CEA (“carcinogenic Embryonic Antigen”)
Elastasa CFTR (“cystic Fibrosis Transmembrane Regulator”)
Fosfolipasa Citoqueratines 7 19

Lipasa Dipeptidil peptidasa IV

Quimiotripsinogen MUC3

Tripsinogen MUC5B

GP-2

En els conductes de major tamany també hi ha un petit nombre de cel-lules
mucosecretores i amb vora en raspall semblants a les que es troben a

l'intesti.

Les cél-lules endocrines s’originen a partir de I'epiteli ductal i en I'adult estan
agrupades en els illots de Langerhans. Existeixen quatre tipus principals de
cel-lules endocrines. Les cel-lules beta, secretores d’'insulina i amilina, sén la
poblacié majoritaria dels illots. Les cel-lules alfa secreten glucago, les delta
secreten somatostatina i els cél-lules PP secreten el polipéptid pancreatic.
Una proporcié de cél-lules, a més de I'hormona especifica que secreten,
també produeixen el péptid YY. Per altra banda, totes les cél-lules dels illots
també expressen productes caracteristics de céel-lules neuroendocrines tals
gue l'enolasa especifica neural, el receptor de la toxina tetanica, I'antigen
A2B5 i la proteina islet-1 (revisat a Slack,1995).

3. L’estructuradels epitelis

Els epitelis constitueixen el revestiment extern dels organs i teixits i la seva
integritat és el resultat de les interaccions cel-lula-cel-lula i cel-lula-matriu
extracel-lular. La figura 5 mostra un esquema d’aquests tipus de contactes.

Ambdos tipus d’unions participen en vies de senyalitzacido que regulen la
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proliferacié i la diferenciacio cel-lular (revisat per Kikuchi, 2000; Simon-

Assmann et al., 1998) i estan lligats al citosquelet de la cél-lula.

SUPERFICIE Al ICAL

CE LULAS EPITELIALES

i‘i n -.| fl (l rl I| | 1 -i'-l '“ o il
Ik || |I JL _||'\ __! Vi !:_ (| i _:'. I
1 G | T I AL Lt | .
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= =
'ﬂi uniones adherences
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T e T LINIONES
EI P e CELLILA-CELLILA
in e --T._-_‘--. el
hami

emidesmosomas |uniones focales

‘ UMIOMES CELULA-MATRIZ

Figura 5: Esquema de les unions cel-lulars en els epitelis simples (Mufioz, 1997)

3.1. Adhesio cel-lula-cel-lula

Les interaccions intercel-lulars de les cel-lules epitelials proporcionen la
cohesio, la permeabilitat selectiva i la resisténcia caracteristiques del teixit
epitelial. Els tipus de contactes intercel-lulars que es troben en les cél-lules
epitelials soén: les unions estretes (“tight junctions”), les unions adherents
(*adherens junctions”), les unions “gap” i els desmosomes (Fig.5).

Les unions estretes son les responsables de la permeabilitat selectiva dels
epitelis i delimiten els dominis apical i basolateral de la membrana
plasmatica (Gumbiner, 1996). Aquestes envolten, a mode de cinturg, la
superficie apical i formen una barrera que impedeix el pas de molecules per
I'espai paracel-lular i la mobilitat de proteines i lipids de la cara externa de la

membrana plasmatica.
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Les unions adherents es localitzen en la part superior de la membrana
plasmatica lateral. Com es presenta en la figura 6, consten d’'una proteina
transmembrana, I'E-cadherina, la regié extracel-lular de la qual interacciona
amb una altra molecula d’E-cadherina d’'una cél-lula veina formant dimers
(unions homotipiques). La formacié d'aquests complexes és depenent de
calci. El domini intracel-lular de 'E-cadherina uneix la b-catenina i aquesta la
a-catenina, la qual interacciona amb el citosquelet d’actina (Kemler, 1993).
Experimentalment, aquest fet es tradueix en la co-purificaci6 de [I'E-
cadherina amb les proteines associades al citosquelet, les quals sén
insolubles en Trité X-100. Diversos autors han suggerit que la fosforilacio en
tirosines de les catenines té un paper important en la regulacio de les unions

adherents (revisat a Daniel and Reynolds, 1997).

a-catenina

b-catenina

E-cadherina

E-cadherina

\ Membrana cel-lular

Filament d’actina

Figura 6: Esquema de I’estructura molecular de les unions adherents

En la majoria dels models cel-lulars estudiats, la disrupcié de les unions
adherents bé utilitzant EDTA com a quelant d’ions Ca®" 6 bé augmentant els
nivells de fosforilacié en tirosines, afegint VaOsNas 0 expressant pp60v-src,
també provoca la disrupcié de les unions estretes (Volberg T et al., 1992;

Skoudy et al., 1996). Per aquestes raons s’assumeix que la funcionalitat
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d’ambdds tipus d’unions esta co-regulada i que la permeabilitat conferida per
les unions estretes depen de la integritat de les unions adherents. No
obstant, aquesta hipotesi €s encara objecte de controversia ja que en altres
sistemes, com son les cél-lules Caco-2, les unions estretes no s’alteren ni
amb quelants d’ions Ca?* ni augmentant els nivells de fosforilacid en
tirosines (Gémez et al., 1999), suggerint que el desacoplament d’aquests
dos tipus d’unions pot ser el resultat de la diferenciacié de les cel-lules

intestinals.

Les unions “gap” es distribueixen en la membrana lateral de les cél-lules i
permeten l'intercanvi de petites molécules de manera a crear un “pool” comu
de metabolits en totes les cél-lules del teixit, les quals mantindran aixi una

activitat metabolica comuna.

Els desmosomes son punts d'unio entre dues célllules veines que
s’observen al microscopi electronic com a regions de la membrana
plasmatica denses als electrons. Estan compostos per diferents proteines
transmembrana i citosoliques (esquematitzat en la figura 7). Entre les
primeres es troben les cadherines desmosomals (desmogleina i
desmocolina). Els dominis intracel-lulars d’aquestes interaccionen amb les
proteines citosoliques desmosomals: la desmoplakina i la plakoglobina 6 g
catenina, les quals queden ancorades en la cara intracel-lular de la
membrana i estableixen contactes amb els filaments intermediaris. La
desmoplakina és un component exclusiu de desmosomes i ubicu en tots els
models cel-lulars que presenten aquest tipus d'uni6. D’altre banda, la
plakoglobina és I'inic component comud amb les unions adherents (Cowin et
al., 1986). La regié amino terminal de la desmoplakina s’associa amb ella
mateixa i amb altres components dels desmosomes i la cua carboxi terminal
s’'associa a filaments intermediaris. Malgrat s’ha demostrat in vitro que la
plakoglobina també uneix cadherines desmosomals i filaments intermediaris,
no és suficient per a ancorar els filaments als desmosomes en absencia de
desmoplakina (Smith and Fuchs, 1998). Les cadherines desmosomals
(Koch et al., 1997), la plakoglobina (Bierkamp et al., 1996) i la desmoplakina
14
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(Gallicano et al., 1998) s6n necessaries per a la formacio i estabilitat dels

desmosomes.
Membrana
cd-lular
Placa desmosomal
—_‘.
- besmogleina 1
Filaments
intermediaris

Figura 7: Esquema molecular d’'una placa desmosomal

3.2. Adhesié céel-lula-matriu

La interaccio de les cel-lules amb la matriu extracel-lular és de fonamental
importancia en molts processos biologics tals com sén el desenvolupament,
la proliferacio i la diferenciacié cel-lulars (revisat a Simon-Assmann et al.,
1998). La membrana basal esta composada majoritariament per laminines,
col-lagen de tipus IV, perleca, nidogen, fibrinogen, fibronectina i
proteoglicans. Les laminines sén heterotrimers amb estructura de creu
formats per una cadena a, una b iuna g Algunes d’aquestes cadenes son
sintetizades per les cel-lules epitelials i d'altres per les céllules del
meseénquima subjacent. L’'expressio d’aquestes varia al llarg del
desenvolupament i pot variar també en I'eix cripta-villus (revisat a Simon-
Assmann et al., 1998).
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3.2.1. Les integrines

Dintre dels receptors cel-lulars de les laminines identificats fins al moment,
es troben les integrines (revisat a Hynes, 1992), les quals també actuen com
a receptors d’altres components de la matriu. La majoria d’elles uneixen els
respectius lligands mitjancant el domini d’'unié a integrines RGD (arginina,
glicina i aspartic) (Ruoslashti et al., 1987). Les integrines, son heterodimers
de les subunitats a i b transmembrana formant el punt d’ancoratge a la
matriu  extracel-lular tant de les adhesions focals com dels
hemidesmosomes. Fins al moment s’han identificat 18 subunitats ai 8
subunitats b, la combinaci6 de les quals dbéna lloc a, al menys, 24
heterodimers diferents. La composicié ab determina I'especificitat d'uni6 al
ligand (revisat per Hynes, 1992). Tanmateix, darrerament s’ha proposat que
les interaccions de les integrines amb altres proteines intracel-lulars poden
modular aquesta especificitat d'unié als components de la matriu
extracel-lular (revisat per Giancotti, 2000). En les ceél-lules epitelials es
troben majoritariament les integrines albl, a2bl, a3bl, a6bl formant part
de les adhesions focals, i la integrina a6b4 que és especifica
d’hemidesmosomes. La subunitat a6, doncs, és capa¢ d’associar-se tant a
la subunitat b1 com la b4 donant lloc als dos receptors epitelials per a la
laminina-1 (Sonnenberg et al., 1990), la laminina majoritaria en la matriu
extracel-lular de I'epiteli intestinal (revisat a Simon-Assman et al., 1995;
Simon-Assman et al., 1998). La integrina a6b4 també uneix les laminines 2,
415 (Lee et al.,, 1992), sent aquesta ultima a la que s’uneix amb major
afinitat. Diversos estudis han demostrat que les integrines estan també
implicades en la diferenciacié cel-lular i la morfogénesi (DeArcangelis et al.,
1996; Falk et al., 1996; Matter and Laurie., 1994).
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3.2.2. Estructures d’adhesi6 a la matriu: Adhesions focals i

Hemidesmosomes

Les adhesions focals son estructures especialitzades on la subunitat b de
les integrines s’associa a les fibres d'estrés, via altres proteines
citoplasmatiques que inclouen la talina, la vinculina, la paxilina, la tensina i la

a-actinina entre d’altres (Fig. 8).

) Hemidesmosomes
Adhesions Focals Tipusl|

Plectina

Membrana

Figura 8: Esquema molecular de les unions al substrat en cél-lules epitelials
intestinals.
(A: a actinina; Act: Actina F; F: FAK; FI: Filaments Intermediaris; M: Miosina; P: Paxilina;

T: Talina; V: Vinculina.)

Les fibres d’estrés son feixos de filaments d’actina que creuen la cél-lula
interconectant les adhesions focals. Mitjancant la unié a la miosina, que
confereix capacitat contractil, aquests feixos sén capacos de generar les
forces d’'unié (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Els filaments de miosina
s6n molt efectius a entrecreuar (“crosslinking”) els filaments d’actina i
promoure la formacié de les fibres d’estrés, provocant al mateix temps la
contraccié del citosquelet i generant la forca d’adhesi6. En resposta a

aguesta tensio, les integrines s’agrupen (fenomen de“clustering”).
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En la regulacié de la formacié de les adhesions focals participen proteines
tirosina kinases com c-src, FAK (“Focal Adhesion Kinase”), i una familia de
serinal/treonina kinases activades per proteines de la familia de les GTPases
Rho (principalment RhoA) (revisat a Hall, 1998). L’assemblatge de les
integrines promou l'activacié de la FAK (Kornberg et al.,, 1991), que
s’autofosforila i s'uneix als dominis SH2 de c-src (Schaller et al., 1994). Com
a resultat, son activats per fosforilacio altres components de les adhesions
focals com la tensina, la paxilina o la p130cas (revisat a Craig and Johnson,
1996). EI PI(4,5)P, (Fosfatidilinositol-4,5-difosfat) esta també implicat en la
formacié de les adhesions focals mitjancant la seva interacci6 amb la

vinculina (Gilmore and Burrdige, 1996).

Els hemidesmosomes deuen el hom a la seva aparenca, per microscopia
electronica, de mig-desmosomes. Son plaques intracel-lulars electrodenses,
punts d’ancoratge a filaments intermediaris. Els hemidesmosomes tenen un
paper important en I'establiment i el manteniment de l'adhesié del teixit
epitelial a la membrana basal. També se’ls ha atribuit un paper en
transduccié de senyal i en processos com la proliferacié i/o diferenciacio
cel-lular, i regulacié de I'expressié génica (Mainiero et al., 1995; Clarke et al.,
1995).

Els hemidesmosomes son un complex multiproteic format per proteines
transmembrana: integrina a6b4 i BP180 (“Bullous Phemphigoid antigen
180"); i proteines citosoliques: BP230 i HD1/plectina/ARF300 (“Intermediate
Filament Associated Protein”). Hi ha evidencies que suggereixen que
aquestes tres ultimes proteines sén el mateix producte (revisat a Borradori
and Sonnenberg, 1999). En les cél-lules epitelials intestinals es troba un
tipus especial d’hemidesmosomes anomenat de tipus Il (HDIl) que manca de
les proteines BP180 i BP230 (Uematsu et al., 1994) (Fig. 8). La plectina
interacciona amb els filaments intermediaris pero també s’ha descrit un
domini d’'uni6é a I'actina homoleg al de I'espectrina i la distrofina, en el seu
extrem N-terminal (McLean et al., 1996). Aquest domini es solapa amb el

domini d’'unié a la subunitat d’integrina b4 i s’ha demostrat que aquesta
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competeix amb I'actina per la unio a la plectina (Geerts et al., 1999). A més,
resultats recents suggereixen que en ceél-lules epitelials derivades de cancer
intestinal, malgrat els HDIl estan conectats als filaments intermediaris, la
seva organitzacio i el seu agrupament (“clustering”) sembla depenent de

filaments d’actina (Fontao et al., 1999).

3.2.3. El citosquelet

Les unions a les cél-lules veines aixi com I'adhesio al substrat per part d’'una
celllula, venen mediades per complexes protéics que es troben en estreta
conexio amb el citosquelet, el qual esta format per tres components
principals: les fibres d’actina, els filaments intermediaris i els microtubuls. En
un principi, s’havia atorgat al citosquelet un paper exclusivament estructural
perd noves aproximacions moleculars han revelat el constant dinamisme del

citosquelet i la seva participacio en un gran nombre de processos cel-lulars.

Els filaments d'actina formen una xarxa intracel-lular implicada en el
manteniment de la forma i la polaritat de la cel-lula, i el transport intracel-lular
de vesicules, entre d’altres. Com s’ha mencionat anteriorment, les fibres
d’estrés creuen la cel-lula interconectant les adhesions focals, generant
juntament amb la miosina, la tensié de les adhesions a la matriu. Aquests
filaments es troben en constant polimeritzacié i despolimeritzacié en
resposta a les senyals que arriben de I'exterior de la cél-lula, durant la qual
I'actina monomerica (actina G) uneix ATP que sera hidrolitzat a ADP durant
la polimeritzacié. En una cél-lula en repos existeix un equilibri entre 'actina
G-ATP que s’uneix a l'extrem (+), i I'actina G-ADP que es dissocia de
I'extrem (-). Aquest equilibri esta regulat per diversos tipus de proteines, les
guals inclouen proteines que uneixen l'actina G, proteines d’'unié a I'actina F
(“capping proteins”), i proteines que tallen els flaments d’actina (revisat a
Ayscough, 1998; Carlier, 1998). Draltre banda, les proteines de la familia
de Rho GTPases, capaces dintegrar senyals desde diferents tipus de

receptors de membrana, també regulen el citosquelet d’actina de la cél-lula.
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Els microtubuls sén polimers constituits per heterodimers de a i b tubulina.

Un tercer tipus de tubulina (gtubulina) ha estat descrit en el centre
organitzador de microtubuls (MTOC). La majoria de cel-lules eucariotes
presenten diferents isoformes d’aquests tres tipus de tubulina, els quals s6n
productes de diferents gens o de distintes modificacions postranscripcionals i
postraduccionals (revisat a Ku et al., 1999). A ligual que els filaments
d’actina, els microtubuls soén polars i la seva polimeritzacié depen de la
hidrolisi de GTP. L’estabilitat dels microtibuls ve determinada per
I'associacié de determinades proteines, les MAPs (“Microtubule associated
proteins”). Les MAP motores, entre les que es troben la kinesina i la dineina,
son particularment importants pel transport de vesicules a travers de la xarxa
de microtdbuls de la cél-lula i per a la segregacié dels cromosomes en la

mitosi.

Els filaments intermediaris contacten els desmosomes de les cel-lules
epitelials estabilitzant I'epiteli i son les majors proteines estructurals en cabell
i pell. A diferéencia de I'actina i la tubulina, que es troben ampliament
distribuides en tots els tipus cel-lulars, les proteines components dels
filaments intermediaris (proteines Fl) sén especifiques segons el tipus de
cel-lula. Aixi, les citoqueratines sén propies de les cel-lules epitelials.
Diferint de les altres proteines de filaments intermediaris, les quals sén
anigues, existeixen al menys 20 citoqueratines distintes i especifiques per a
cada tipus d’epiteli que es classifiquen en dos grups: (1): CK9 a CK20; (I1):
CK1 a CK8. En I'epiteli de l'intesti s’expressen les CK8, CK18, CK19 i CK20
(revisat a Ku et al., 1999). Les citoqueratines formen heterodimers entre una
citoqueratina del grup | i una del grup Il unint-se per parelles donant lloc a
tetramers, els quals s’associen pels extrems formant els protofilaments. Un

filament intermediari esta compost per vuit protofilaments.
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3.2.4. Laregulacié de I'adhesi6 ala matriu

Durant la migracio6 cel-lular, I'alternancia de la creacid i la destruccio de punts
d’'unié amb el substrat permet el desplacament de la cél-lula. En el tempteig
del substrat i I'extensié cel-lular, abans de formar les adhesions focals, es
creen estructures riques en actina de tipus filopodi i lamel-lipodi. Els filopodis
son digitacions de la membrana de 0.1 - 0.5 mm de gruix i de 5 - 50 nm de
llargada. Quan sén més curtes de 5 nm, s’anomenen microspines
(“microspikes”). Els lamel-lipodis son projeccions en forma de lamina. La
formacié d’aquestes estructures esta regulada per les proteines Rho

GTPases Cdc42 i Rac respectivament.

La familia de Rho GTPases pertany a la superfamilia Ras formada per
proteines citosoliques, relativament petites (ex. ras té un pes molecular de
21 kDa), amb la capacitat d’unir GTP i hidrolitzar-lo. Les proteines G sén
actives quan estan unides a GTP, llavors transmeten la senyal a un efector
alhora que per la seva capacitat GTPasa hidrolitzen el GTP a GDP, quedant
inactives. Aquestes proteines estan implicades en la transduccié de senyal
de receptors de membrana que porten associada activitat tirosina quinasa,
molts dels quals son receptors de factors de creixement. La superfamilia
Ras, amb més de cinquanta membres, regula una extensa varietat de

processos cel-lulars.

Hi ha tres tipus de proteines reguladores de les GTPases de la superfamilia
Ras segons sigui l'efecte que exerceixen sobre el cicle d'activacio i
desactivacio: (1) Els factors GEF (“guanine nucleotide exchange factors”)
que promouen lintercanvi de GDP per GTP; (2) Les proteines GAP
(“GTPase activating protein”) que son activadores de l'activitat GTPasa
accelerant la hidrolisi del GTP; (3) Els factors GDI (“GDP dissociation

inhibitors”) que son inhibidors de la dissociacio del GDP.
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Segons els estudis realitzats en fibroblasts Swiss 3T3 de ratoli, s’ha proposat
gue la formacio de filopodis esta regulada per Cdc42, qui a la vegada activa
Racl, responsable de la formaci6o de lamel-lipodis i activador de RhoA,
I'inductor de la formacié de les fibres d’estrés i les adhesions focals (revisat

per Hall, 1998; Kjf ller and Hall, 1999) (Fig.9).

EGF, PDGF,
... TNFa )
Bradiquinina | -1 Insulina

FAK/c-Src

Fil-lopodia Lamel lipodia Adhesionsfocals

Figura 9: Relaci6 entre els receptors de membrana cel-lular, els membres de la familia

RhoGTPases i I'adhesi6 cel-lular

No obstant, dades recents han demostrat que Rac inhibeix I'activitat de Rho i
gue el balan¢ de I'activitat d’aquestes dues proteines és qui determina la
morfologia i la migracio dels fibroblasts NIH3T3 (Sander et al., 1999b). S’ha
proposat un mecanisme antagonista d’aquestes GTPases petites respecte a
la formacié de les adhesions focals. Aixi, RhoA promou a travers de la Rho
kinasa (RhoK), la contractibilitat actina/miosina la qual juga un rol fonamental
en la formacio de les adhesions focals i en l'ancoratge de les fibres de
estrés, mentres que Racl i Cdc42, a travers de PAK (“p2l-activated
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kinase”), dissocien les adhesions focals i les fibres d'estrés (revisat per
Fukata et al., 1999a). L’activitat d’aquestes Rho GTPases, ve regulada per
diferents receptors de la superficie de la cél-lula com soén els receptors
acoplats a proteines G, receptors amb activitat tirosina kinasa, receptors de
citoquines i molécules d’adhesi6 (revisat per Kjf ller and Hall, 1999). Aixi
doncs les Rho GTPases integren senyals de diferents tipus de receptors a la

vegada que organitzen el citosquelet d’actina de la cél-lula (Fig. 9).

3.2.5. La famila de proteines ERM (Ezrina, Radixina, Moesina): Altres

connexions entre el citosquelet d’actinai la membrana plasmatica

Originalment I'ezrina s’havia descrit com a component estructural de les
microvellositats i altres components del citosquelet d’actina (Bretscher,
1983), la radixina aillada d’'unions adherents, com una proteina “capping” de
'actina-F (Tsukita et al., 1989) i la moesina com una proteina que uneix
heparina (Lankes and Furthmayr, 1991). L’elevada homologia en el domini
N-terminal que presenten entre elles i amb la proteina de la banda 4.1,
proteina d’eritrocits capac¢ d'unir filaments d’actina i proteines de la
membrana plasmatica (Cohen and Foley, 1982), va suggerir una funci6
comuna de connexié entre la membrana i el citosquelet d’actina per les
proteines d’aquesta familia. La merlina, producte del gen NF2
(“Neurofibromatosis 2) (Rouleau et al., 1993; Trofatter et al., 1993), també
pertany a les ERM. L’homologia entre els membres d’aquesta familia de

proteines esta representada en la figura 10 A.

Actualment s’ha demostrat que les ERM’s actuen com a pont entre les
proteines de membrana i el citosquelet a travers del seu domini C-terminal
gue interacciona amb l'actina F (Turunen et al., 1994; Pestonjamasp et al.,
1995), i del domini N-terminal que ho fa amb proteines de membrana tals
que CD43, CD44 i ICAM-1, -2 i -3 (Yonemura et al., 1993; Tsukita et al.,
1994; Helander et al., 1996; Hirao et al., 1996; Serrador et al., 1997; Heiska
etal., 1998).
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A N-terminal a-helix C-terminal

I T T 1

296 468-474 551
e B PEE
Radixina 1 86% 582
Moesina 1 86% 576
Merlina 1 61% 594
Banda4.1 1 32% 587

I Poliprolina . Domini d’unié al'actina F

Figura 10: Analisi de I'estructura de les ERM'’s

(A) Analisi comparatiu de I'homologia dels dominis de les proteines de la familia de
les ERM’s. Els percentatges indiquen I'homologia de cadascun dels dominis respecte
lezrina. (B) Conformacions i possibles interaccions entre les ERM’s (a) forma
monomérica, no fosforilada, plegada i inactiva; (b) forma monomeérica, fosforilada,
desplegada i activa; (c): dimer antiparal-lel, no fosforilat i inactiu; (d): oligomer, no fosforilat,

parcialment actiu. (Mangeat et al., 1999).

S’han descrit altres proteines que interaccionen amb les ERM’s com EBP50
(“Ezrin Binding Protein”), Rho-GDI i Dbl (revisat a Mangeat et al., 1999).

EBP50 és una proteina intracel-lular que conté un domini d’'unié a l'ezrina i
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dos dominis PDZ. L’EBP50 s’associa a totes les ERM’s i actua com a
adaptador entre aquestes i proteines de membrana. Aixi doncs la unié de
les proteines de membrana a les ERM’s pot ser directa o indirecta. La unio
de les ERM’s a Rho-GDI (reguladora de RhoA) i Dbl (reguladora de Cdc42),
indica una connexié entre aquestes proteines i les Rho-GTPases i
consequentment una implicacié de les ERM’s en la mobilitat cel-lular.

El domini N-terminal de les ERM’s també té afinitat pel domini C-terminal de
la propia molécula, de manera que en la seva forma monomeérica les ERM’s
solen estar plegades i inactives i es despleguen com a consequéncia de la
fosforilacié d’'un residu de Thr en la posicié 566, 563 i 557 en I'ezrina,
radixina i moesina, respectivament. Aquesta posici0 és una diana de
fosforilacio per la Rho-kinasa, malgrat alguns resultats questionen que
aquesta kinasa activi les ERM’s in vivo (Matsui et al., 1999), i la PKC theta
(PKC-g) (Matsui et al., 1998; Pietromonaco et al., 1998). In vivo, aguesta
activacié de les ERM’'s també és depenent de RhoA i PI(4,5)P, (Oshiro et al.,
1998; Matsui et al., 1999). EI desplegament de la proteina permet la
formacié d’homodimers de forma antiparal-lela i doligomers de varies

moléecules en serie (Fig. 10 B).

Les ERM'’s tenen un paper pleiotrop. Aixi, estan implicades en adhesié
cel-lular, malgrat no sbn components majors de les unions adherents i les
adhesions focals. L’ezrina i la moesina sén candidates a controlar la
nucleacié i la polimeritzacio de I'actina (Defacque et al., 2000); la radixina i
la moesina estan implicades en el creixement dels axons en cultiu i en
I'establiment de la polaritat neuronal (Paglini et al., 1998); I'ezrina és un
substrat pel receptor del HGF (“Hepatocyte Growth Factor”), quedant
d’aquesta manera implicada en processos de tubulogénesi i migracio
cel-lular induides per aquest factor (Crepaldi et al., 1997). Per altra banda,
proteines com la merlina i la més recentment caracteritzada DAL-1
(“Differentially expressed in Adenocarcinoma of the Lung”) (Tran et al.,

1999), poden actuar també com a supressors tumorals.
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4. El cancer, una malaltia genética

El cancer és consequéncia de I'acumulacio de canvis o mutacions en el DNA
de les cel-lules. Aixi, els tumors s’originen a partir d’'una unica cel-lula
(origen monoclonal del cancer) que ha acumulat les suficients mutacions
com per escapar al control de proliferacié al qual una cél-lula normal esta
sotmesa. La divisiéo cel-lular és un procés altament regulat. Algunes
cel-lules diferenciades no es divideixen mai més durant tota la vida de
I'individu: és el cas de les neurones. No obstant, altres teixits, com [lepiteli
intestinal o la pell, mantenen la capacitat de proliferacié durant tota la vida,
per poder substituir les cel-lules que es perden (veure I'exemple de les

criptes a I'epiteli intestinal, secci6 1).

Les mutacions oncogéniqgues tenen lloc en tres tipus principals de gens: 1)
proto-oncogens, els quals presenten mutacions que activen de forma
constitutiva els seus productes i tenen caracter dominant (guany de funcié);
2) gens supressors de tumor, la inactivacio dels quals, bé per mutacio o per
deleccid, implica una perdua de funcié i generalment € caracter recessiu; i
3) gens implicats en la reparacié del DNA que, en general, es comporten

com els gens supressors de tumors des del punt de vista genétic.

4.1. El cancer colorectal

Al menys el 50% de la poblacioé occidental desenvolupa un tumor colorectal
abans dels 70 anys, i en un de cada 10 d’aquests individus, un d'aquests
tumors progressara cap a una neoplassia maligna. Com a resultat, el cancer

colorectal és la segona causa de mort per cancer al mon occidental.

Els tumors colorectals constitueixen un excel-lent model per a estudiar la
natura sequencial del desenvolupament del cancer ja que les dades
histopatologiques indiqguen que la majoria dels carcinomes, o tumors
malignes, provenen d’adenomes o0 tumors benignes preexistents
(Sugarbaker et al, 1985). A meés, es poden estudiar tumors a diferents
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estadis de desenvolupament, des de petits adenomes fins a carcinomes
metastasics, tots ells ben caracteritzats histologicament, gracies a la facil
accessibilitat del teixit colonic mitjancant el colonoscop flexible, el qual ha
permes correlacionar els diferents estadis de progressié amb I'aparicio i
acumulacié sequencial d’alteracions en gens concrets, els quals inclouen
supressors de tumor, oncogens i gens implicats en la reparacié del DNA.
Aixi, s’ha proposat un model genetic (seqlencial), esquematitzat en la figura
11, per a aquest tipus de cancer (Fearon and Vogelstein, 1990; Kinzler and
Vogelstein, 1996; Chung, 2000).

DCC/Smad4

APC / b-Catenina | | COX2 K-Ras 18q LO_H 053
Epiteli Displasia Adenoma Adenoma L Carcinoma
Normal = Primerenc Tarda

Deficiéenciaen
MMR

Figura 11: Model multietapes del cancer colorectal (Kinzler and Vogelstein, 1996;
Chung, 2000)

APC. El gen APC (‘Adenomatous Polyposis Coli”) va ser identificat com el
responsable de la Poliposi Adenomatosa Familiar (FAP, “Familial
Adenomatous Polyposis”), malaltia hereditaria autosomica dominant que
afecta a 1 de cada 7000 individus. Els pacients amb FAP desenvolupen de
centenars a mil-lers de polips colorectals benignes durant els primers 20-30
anys de vida. Totes les céel.lules somatiques dels invididus amb FAP tenen
un al-lel del gen APC inactivat, en la majoria dels casos com a consequéencia
de mutacions que comporten la sintesi d'una proteina APC truncada. La
progressio de l'epiteli histologicament normal a un adenoma és

conseqguencia de la pérdua de l'alllel normal del gen APC. Els polips
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benignes poden progressar de forma espontania a estadis més avancats
donant lloc a carcinomes malignes i la totalitat dels individus amb APC
desenvolupa un cancer colorrectal si no es fa tractament preventiu. El gen
APC també juga un paper fonamental en els cancers de colon anomenats
esporadics: el 75-85% dels adenomes en individus sense historia de FAP
presenten la pérdua d’'un al-lel del gen APC a la vegada que mutacions del
gen en laltre al-lel, la majoria de les quals donen lloc a una proteina
truncada (Miyoshi et al., 1992; Powell et al., 1992; Miyake et al., 1994).
Existeix un model animal en ratolins que presenta una patologia comparable
a la dels pacients amb FAP. Es tracta dels ratolins Min (“Multiple intestinal
neoplasia”), els quals tenen una mutacié en un dels al-lels del gen Apc que

dona lloc a una proteina APC truncada (Su et al., 1992).

L’APC forma complexes amb varis membres de la via de transduccié de
senyal de Wnt, entre els quals es troba la b-catenina, la Gsk-3b (“Glycogen
synthase kinase”), l'axina i la conductina. Aquests tres ultims, juntament
amb I'APC, estan implicats en la degradaciéo de la b-catenina citosolica
(revisat a Brown and Moon, 1998; Stappenbeck et al., 1998; Chung, 2000).
Mutacions en APC que bloquegen la seva interacci6 amb la b-catenina, o
mutacions en la b-catenina que impedeixen la seva fosforilacié per Gsk-3b,
augmenten l'estabilitat i els nivells de la b-catenina al citosol. Com a
consequéncia, lab-catenina es transloca al nucli (Korinek et al., 1997) on pot
formar complexes amb factors de transcripcio de la familia Tcf/Lef i regular la
transcripcié de gens com c-myc, c-jun, ciclina D1, PPARd, MMP-7 i Cdx-1
(Lickert et al., 2000; revisat a Smalley and Dale, 1999; Chung, 2000; Kikuchi,
2000). La majoria de tumors colorectals esporadics que no presenten
alteracions en APC (un 15%) presenten mutacions estabilitzants de la b-
catenina recolzant el seu paper com a oncogen (Morin et al., 1997; Sparks et
al., 1998; revisat a Polakis, 1999). Aquest fet indica un paper essencial
d'aquest regulador transcripcional en la fisiologia de I'epiteli colorrectal, que

ve substanciat pel fet que en els ratolins en els quals s'ha inactivat el gen

Tcf4 hi ha una depleci6 de cél.lules mare intestinals i una maduracio
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accelerada de I'epiteli (Korinek et al., 1998).

Malgrat la indiscutible importancia de la via de la b-catenina / TCF-4 en el
proces de transformacié mediat per les mutacions en APC, altres possibles
vies de senyalitzacié poden participar en el cancer colorectal riu aball de
'’APC mutat. Aixi la Ciclooxigenasa-2 (COX-2), enzim implicat en la sintesi
de prostaglandines, esta sobreexpressada en el 43% dels adenomes i en el
86% dels carcinomes (Eberhart et al., 1997). Els nivells de COX-2 estan
relacionats amb la regulacié de l'apoptosi i I'angiogénesi (DuBois et al.,
1996; Tsuijii et al., 1998). A més, la inhibicié de COX-2 atura la proliferacio
de cél-lules derivades de cancer de colon en cultiu (Sheng et al., 1997) i
redueix en un 85% el numero de polips intestinals en ratolins Min (Oshima et
al., 1996) (revisat a Chung, 2000; Mayol and Real, 2000). No obstant, i
malgrat que no s’ha trobat cap correlacio entre la perdua de I'activitat d’APC i
I'expressié de COX-2, no shan pogut establir lligams bioquimics entre les

dues vies de senyalitzacié (revisat a Mayol and Real, 2000).

K-ras. Aproximadament un 50% dels carcinomes colorectals (Bos et al.,
1987; Forrester et al., 1987) aixi com dels adenomes més de 1 cm de
tamany, presenten mutacions en I'oncogen K-ras (Vogelstein et al., 1988).
Només un 10% dels adenomes menors de 1 cm presenten mutacions en
aquest gen, suggerint que les mutacions no tenen un efecte iniciador del
proces tumorigenic. El gen K-ras esta implicat en molts altres tipus de
cancer a més del colorrectal, sent en el de pancrees on es presenta una
prevalenca meés alta de mutacions en K-ras. Per altre banda, hi ha altres
tipus de cancer on les mutacions en els gens de la familia ras s6n poc
freqlents (i.e. cancer de mama i estomac). Les proteines Ras son el prototip
de la familia de les proteines petites amb activitat GTPasa, I'activitat de les
guals ve regulada per la unio i hidrolisi de nucleodtids de guanina. Aquestes
proteines estan implicades en la transduccido de senyal de receptors de
membrana que porten associada activitat tirosina quinasa, molts dels quals
son receptors de factors de creixement. La via de transmissio de senyal de

ras implica l'activaci6 de Raf i de la via de MAPK, activant factors de
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transcripcié que regulen I'expressio de gens implicats en la proliferacio
cel-lular. Mutacions en ras que incrementin els nivells de ras-GTP,
augmentaran la senyal mitogénica dels factors de creixement. Les
mutacions més freqiients en cancer de colon son canvis puntuals al codo 12,
originant una forma constitutivament activa de I'enzim (Vogelstein et al.,
1988).

Els gens de laregi6 18g21. El 70% dels carcinomes colorectals, aixi com
un 50% d’adenomes avancats, presenten perdues al-léliques en la regi6
18921 on per clonatge posicional s’han identificat tres gens candidats amb
potencial activitat supressora de tumors: DCC (“Deleted in Colorectal
Cancer”) (Fearon et al., 1990), Smad2 i Smad4 (Eppert et al., 1996; Hahn et
al., 1996; Riggins et al., 1996; revisat a White et al., 1998). Aquests gens

estan ampliament tractats en la seccio 5 d’aquest capitol d’introduccio.

p53. Més del 75% de carcinomes colorectals presenten pérdues al-leliques
de la regié6 cromosomica 17p que conté el gen p53, mentres que la seva
prevalenca és molt menor en estadis menys avancats de la progressio
tumoral (Baker et al., 1990). Diversos estudis correlacionen les perdues
al-leligues en 17p amb la progressio d’adenoma a carcinoma (Fearon et al.,
1987; Vogelstein et al., 1988). Un 50% de tots els cancers presenten el gen
p53 inactivat, de manera que p53 és el gen supressor de tumors meés
freqlentment inactivat en cancer huma. Els cancers de mama (Mackay et
al., 1988; Devilee et al., 1989), pulmo (Yokota et al., 1987; Weston et al.,
1989), bufeta (Tsai et al., 1990) i cervell (James et al., 1989) sén alguns
exemples.

La proteina p53 és un factor de transcripcié que, com a consequéencia de
presentar una vida mitjana molt curta, es troba en nivells molt baixos en la
cél.lula normal. En resposta a danys al DNA, i a través de mecanismes poc
coneguts, els nivells de p53 en la cel-lula augmenten degut a I'estabilitzacié
de la proteina a la vegada que s’activa per fosforilacié. Aquests canvis
indueixen I'expressié d’altres proteines que provoquen un arrest en la divisio
cel-lular i permeten la reparacié del dany al DNA. En cas de que aquest
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dany no pugui ser reparat, p53 iniciara la resposta apoptotica. D’aquesta
manera s’elimina la cél-lula danyada i s’evita que les mutacions passin a les
cel-lules filles. La proteina p53 consta d’un domini N-terminal transactivador,
un domini dunié al DNA, i una regido C-terminal formada per un domini
d’oligomeritzacié i dominis d’interacci6 amb altres proteines. ElI domini
d’'unié al DNA situat en la regié central de la proteina (AA: 90-295) esta
altament conservat entre els vertebrats i és el domini on es concentren el
90% de les mutacions descrites en cancers humans. A més, en aquesta
regié hi ha 5 codons “hotspot” (175, 245, 248, 249 i 273) que representen el
20% de totes les mutacions descrites fins al moment (revisat a Hollstein et
al., 1996; Hainaut et al., 1997; Hupp et al., 2000). S'han descrit mutacions
del gen p53 en la linia germinal d’individus amb la sindrome de cancer
hereditaria de Li-Fraumeni, que s'associa a una alta incidencia de tumors
epitelials i sarcomes (Li et al., 1988; Birch et al., 1994).

Els tumors amb mutacions en la p53 presenten un elevat ndmero
d’alteracions genetiques (revisat a Hansen and Oren, 1997) i s'ha suggerit

gue presenten una pitjor resposta front a la quimiotéerapia o la radioterapia.

Els gens implicats en lareparacié del DNA. L’estudi del cancer colorectal
familiar no poliposic 6 HNPCC (“Hereditary Non-Polyposis Colorectal
Cancer”) va permetre la caracteritzaci6 de mutacions en 3 gens MMR
(“mismatch repair”): hMSH2, hMLH1 i hPMS2. Els dos primers son els
principals responsables del desenvolupament d’aguesta malaltia en la
majoria de families amb HNPCC (revisat a Kinzler and Vogelstein, 1996).
Per a generar la malaltia és necessari que ambdés al-lels del gen es trobin
alterats. La inactivaci6 d’aquests acostuma a ser per LOH (“Loss of
Heterozigosity”) en un dels al-lels acompanyat duna mutacié puntual en
I'altre. Aquestes mutacions puntuals presenten una amplia distribucié a tot
al llarg del gen (Peltomaki and Vasen, 1997). Per altra banda, el gen
hMLH1 també pot inactivar-se per hipermetil-lacié del promotor, malgrat
aquest mecanisme d’inactivacié sembli ser més comu en els casos de

cancer esporadic que en els casos de HNPCC (Herman et al., 1998).
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Els gens hMSH2, hMLH1 i hPMS2, juntament amb hMSH6 i hPMS1,

codifiquen per a proteines que formen els complexes de reparacié del DNA
durant la transcripcié (revisat a Chung, 2000). Agquests complexes
reconeixen i reparen els nucleotids mal aparellats (“mismatch”) i les
insercions o delecions d’'un o més parells de bases en la seqliencia de DNA
novament sintetizada. Les cel-lules amb un sistema de reparacié del DNA
defectués presenten un fenotip mutador associat a l'acumulacié de
mutacions. Aquestes mutacions afecten principalment a sequencies curtes
repetides en regions no codificadores, perd també poden quedar afectats
gens que contenen aquest mateix tipus de seqgiéencies en els seus exons
codificants. Aquest és el cas del receptor del TGFb (Markowitz et al., 1995)
el qual és un potent inhibidor de la proliferacié cel-lular en I'epiteli colonic
(Kurokowa et al., 1987), del regulador de lapoptosi BAX, del receptor de
I'IGF-II (“Insulin-like growth factor 11”), els factors de transcripcié E2F-4 i TCF-
4, la caspasa 5, el factor homeobox Cdx2, i inclis els mateixos gens MMR:
hMSH3 i hMSHG6 (revisat a Chung, 2000).

4.2. El cancer de pancrees

El cancer de pancrees constitueix aproximadament la quarta causa de
mortalitat per cancer en el mon occidental en homes i la cinquena en dones.
Es el cancer amb pitjor pronostic i en el qual s'han produit menys avencos
clinics en els darrers 30 anys. Menys del 5% dels pacients sobreviuen un
any després del diagnostic (generalment sén cancers que es diagnostiquen
guan ja estan en un estadi molt avancat) i la supervivencia mitjana és de 4 a
6 mesos. Aquest fet, junt amb la seva presentacié en pacients d'edat
avancada i les dificultats per a accedir al teixit, fan que, a diferéncia del
cancer de colon, hagi estat més dificil d’estudiar les causes moleculars
responsables del seu desenvolupament. Tanmateix, en els darrers anys
s'han produit importants avencos en els coneixements sobre la seva
genéetica molecular que han permés elaborar el model segient (Fig. 12)
sobre la progressio tumoral en pancrees.
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Figura 12: Model genetic de la progressioé tumoral en pancrees en relaciéo amb les
alteracions geneétiques associades (adaptat de Hruban et al., 2000)

(PanIN: “Pancreatic Intraductal Neoplasia”)

La majoria (90%) de cancers de pancrees exocri sén classificats com a
adenocarcinomes ductals i homés 1-2% dels tumors tenen fenotip acinar.
No obstant, el tipus cel-lular a partir del qual s’originen no esta totalment
establert. Diverses evidéencies recolzen que aquests adenocarcinomes
s'originen a partir de cel.lules ductals perd no es pot descartar la possibilitat
de que les cel-lules acinars, com a resultat de la transformacié neoplasica,
perdin les seves caracteristiques per transdiferenciar cap a un fenotip ductal
(Scarpelli et al., 1991; Real, 1995). D’acord amb aquesta ultima hipotesi, el
cultiu in vitro de pancrees exocri de donants (Hall and Lemoine, 1992; Vila et
al 1994) ha permés observar que les cél-llules acinars, en aquestes
condicions, transdiferencien a fenotip ductal demostrant la plasticitat
fenotipica d’aquestes cel-lules. Per altra banda, les displasies severes (un
factor de risc important pel desenvolupament posterior de neoplasia),
s’observen rarament en cél-lules acinars, inclis en pacients que ja han
desenvolupat cancer de pancrees, mentres que s’identifiquen comunment en
cél-lules ductals de pacients amb aquest tipus de cancer. A més, resultats
recents han demostrat que es detecten les mateixes alteracions genetiques
en lesions preneoplasiques i en hiperplasies de cel-lules ductals suggerint
gue, en la majoria dels casos, s6n aquestes i no les acinars, les cel-lules
diana del procés carcinogénic (Caldas et al., 1994b; Wilentz et al., 1998;
Luttges et al., 1999).
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Entre els gens implicats en el desenvolupament del cancer de pancrees

destaquen:

K-ras. K-ras es troba mutat entre el 75 i el 95% dels cancers pancreatics
estudiats. Com en el colon, la mutacié més frequent recau en el codd 12
(Grunewald, 1989; Smit, 1988; Capella et al.,, 1991; Malats et al., 1997)
encara que també s’han detectat mutacions en els codons 13 i 61 (Motojima
et al., 1993). El fet que mutacions en el codon 12 de K-ras s'hagin identificat
en hiperplassies ductals i en algunes lesions preneoplasiques, com és el cas
de la pancreatitis cronica, suggereix que les alteracions en aquest gen son
un esdeveniment preco¢c en el desenvolupament del cancer de pancrees
perdo també indiqguen que el potencial de malignitzaci6 de lesions que
presenten mutacions amb K-ras és relativament limitat (Almoguera et al.,
1988; Lemoine et al., 1992; Cerny et al., 1992; Malats et al., 1993; Caldas et
al., 1994b; Caldas and Kern, 1995; Luttges et al., 1999).

p53. Similarment a altres tipus de cancer, hi ha mutacions en la sequéncia
del gen p53 en un 40-70% dels cancers de pancrees. L'espectre mutacional
és relativament similar al descrit en altres tumors epitelials i les dades
actuals suggereixen que les mutacions en p53 so6n un esdeveniment
relativament tarda en el desenvolupament del tumor. En alguns dels estudis
realitzats (Weyrer et al., 1996), encara que no en tots, les mutacions en p53
correlacionen amb una pitjor supervivéncia. Per altra banda mutacions en
ras i p53 semblen tenir un efecte cooperatiu que mena cap a un fenotip
maligne (Scarpa et al., 1993; Hinds et al., 1990).

Laregid 9p21. Estudis de pérdues d'heterozigositat van posar en evidencia
una frequent alteracio de la regié 9p21 en els tumors pancreatics, regié on
s’hi ha identificat el gen INK4A. En el 38% dels cancers de pancrees hi ha
mutacions en aquest gen juntament amb una pérdua d’heterozigositat. Si a
aquests casos hi afegim els de delecions homozigotiques, el percentatge de
tumors de pancrees que presenta inactivacio funcional del gen INK4A és
d'aproximadament 80% (Caldas et al., 1994a). Malgrat les delecions
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homozigotiques no son gaire frequents i sdbn un mecanisme d'inactivacio
genica dificil de demostrar en mostres de tumors primaris, sembla que sén
un mecanisme d’inactivacié forca usual pel gen INK4A en cancer de
pancrees. Per altra banda, estudis recents demostren la inactivacio del gen
INK4A per metilacié del promotor en els tumors pancreatics en els quals no
hi ha delecions homozigotiques o mutacions (Song et al., 2000), recolzant un
paper essencial d'aquest en la majoria dels tumors. EIl gen INK4A codifica

per dues proteines: p16 i p19/p14ARF. pl6 pertany a la familia INK i regula
negativament la progressio G1-S cel cicle cel-lular per la seva capacitat
d'inhibir les quinases cdk4 i cdk6. pl9/pl4ARF esta implicada en la via de
p53 modulant la seva estabilitat. En la mateixa regié génica es localitza el
gen p15, que pertany a la familia de la p16 i també té com a funcio I'arrest
de la cel-lula en G1. No obstant, p15, per si sol, sembla no tenir un efecte

important en la carcinogenesi del pancrees.

Laregio 18g21. A ligual que en el cancer colorectal, aquesta regi6é també

juga un paper important en el cancer de pancrees (Veure seccio 5).

5. Laregi6 1821

El 70% dels cancers colorectals presenten perdues d’heterozigositat en la
regi6 18qg (Vogelstein et al., 1989) i en més del 90% d’aquests casos,
aquesta pérdua inclou el locus 189g21. De forma similar, la pérdua del
cromosoma 18q s’ha observat en el 80% dels cancers de pancrees (Hahn et
al., 1995). A més, el cromosoma 18q ha estat també relacionat amb altres
tipus de cancer com el de prostata (Gao, X., et al., 1993), esofag (Miyake S
et al., 1994) i bufeta (Brewster et al., 1994).

La proporcié de cancers colorectals amb pérdues al-leliques de la regi6
18921, augmenta en relaci6 amb la progressié d’aquests cancers, de
manera que les peérdues en 1821 s’associen a tumors invasius i

metastasics (Kern et al., 1989; Miyaki et al., 1990; lino et al., 1994). Diversos
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treballs demostren una correlacié entre la pérdua del 18921 i un pitjor
pronostic dels pacients amb cancer colorectal (Jen et al., 1994; Martinez-
Lopez et al., 1998; revisat a Chung et al., 1998; De Angelis et al., 2001).

Aquestes dades, juntament amb experiments que demostren que la
introduccié del cromosoma 18 en cél-lules de cancer de colon suprimeix,
encara que parcialment, la seva capacitat tumorigenica (Tanaka et al., 1991;
Goyette et al.,, 1992), suggereixen l'existéncia de com a minin un gen
supressor de tumor en la regié 18g21. Per clonatge posicional s’hi han
identificat fins al moment, tres gens candidats: Smad2 (Eppert et al., 1996;
Riggins et al., 1996), Smad4 (Hahn et al., 1996) i DCC (“Deleted in colorectal

cancer”) (Fearon et al., 1990).

5.1. Smad2 i Smad4

Smad2 (Eppert et al., 1996; Riggins et al., 1996) i Smad4 (també anomenat
DPC4 de I'anglés “Deleted in Pancreatic Cancer”) (Hahn et al., 1996) s6n
membres de la familia de proteines transductores de senyal del TGF-b. El
TGF-b (“Transforming Growth Factor”) és el protototip d’una amplia familia
de citoquines que inclouen també les activines, inhibines i BMP’s (“Bone
Morphogenretic Proteins”). Els membres d’aquesta familia actuen sobre
diferents processos tals que proliferacio i diferenciacié cel-lulars, apoptosi,

reparacio de teixits i modulacio del sistema immunologic.

La via de transduccié de senyal del TGFb (revisat a Heldin et al., 1997;

Massagué et al., 1997; Massagué i Chen, 2000; Massagué i Wotton, 2000)

(Fig. 13) s’inicia a la membrana on la presencia de lligand permet la
interaccio de dos tipus de receptors de membrana: els de tipus | (TbR-I) i els
de tipus Il (TbR-II), donant lloc a un tetramer contenint dos TbR-I i dos TbR-II
(Yamashita et al., 1994). EI domini citosolic dels TbR-ll té activitat
serin/treonin quinasa i, a l'activar-se per la unio del lligand, s’autofosforila i

fosforila els receptors de tipus I, els quals donen I'especificitat de les senyals
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intracel-lulars. Els Smads interaccionen amb els TbR-l fent de mediadors

citoplasmatics d’aquesta senyal generada a la membrana.
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Figura 13: Esquema de la via de transduccié de senyal del TGF-b (Massagué &
Wotton, 2000). R-Smad: Receptor-regulated Smads

S’han descrit 9 proteines Smad a vertebrats. Estructuralment presenten uns
dominis altament conservats als extrems N- i C-terminal (dominis MH1 i MH2
respectivament), conectats per una regio rica en prolines que esta menys
conservada. A la regi6 MH2 hi ha una sequencia SSXS que és fosforilada
pels ToR-l. Hi ha Smads especifics de determinades vies de transduccio.
Aixi els Smadl i Smad5 son un transductors de senyal de BMP (Liu et al.,
1996), i els Smad2 i Smad3 ho son de la via TGFb/activina (Chen et al.,
1996). En canvi Smad4, que manca del motiu SSXS a MH2, és comu a
totes les vies: Smad4 forma complexes amb Smadl (Lagna et al., 1996;
Kretzschmar et al.,, 1997) i possiblement amb Smad5 i 9, després de
I'activacio dels receptors BMP o amb Smad2 i 3 després de I'activacio dels

receptors TGFb/activina (Lagna, G., et al., 1996; Nakao et al., 1997).
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En la cellula, els Smads son citosolics i la seva activacié provoca
I'heterotrimeritzacid i la translocacid al nucli on actuen com a activadors

transcripcionals.

El domini MH2 és un domini efector, activador de la transcripcid, que sembla
estar reprimit pel domini MH1. La fosforilaci6 a MH2 en el domini SSXS
inhibeix aquesta repressio. L'exemple més clar de que els Smads estan
implicats en l'activacié de la transcripcié és l'activacié del gen homeobox
Mix.2 a Xenopus (Chen et al., 1996). Aquest gen s’indueix per la via TGFb
durant les primeres etapes del desenvolupament a Xenopus. EIl factor ARF
(“Activin responsive factor”), que interacciona amb el promotor de Mix.2, esta
composat per Smad2, Smad4 i FAST-1 (Chen et al., 1997). Aquest ultim és
el principal responsable de la uni6é al DNA. La fosforilacié de Smad2 favoreix
la interaccié amb FAST-1 i Smad4 no interacciona amb aquest en abséncia
de Smad2. Smad4 pot estabilitzar la uni6 Smad2-FAST-1 donant un
complexe actiu d’'unié al DNA.

Els Smads 6 i 7 divergeixen estructuralment dels altres Smads sobretot en la
regio N-terminal. Aquests actuen com a inhibidors de la senyalitzacio per
BMP i TGFb/activina unint-se als TbR-I i interferint amb la fosforilacio dels

altres Smads.

El gen Smad4 esta estructuralment alterat en una elevada proporcié de
carcinomes pancreatics (Hahn et al., 1996; Villanueva et al., 1998) i en
carcinomes colorectals (Takagi et al.,, 1996; Thiagalingam et al., 1996;
MacGrogan et al., 1997; Hoque et al., 1997) on s’ha associat al potencial
metastasic del tumor (Miyaki et al., 1999). S’han generat ratolins
heterozigots en els quals s'hi ha inactivat els gens Smad4 i APC en un dels
dos cromosomes (en aquesta especie ambddés gens es localitzen en el
cromosoma 18). Aguests ratolins presenten una taxa major de progressio
tumoral dels polips colorectals que els ratolins que homés manquen d’APC,
confirmant el paper de Smad4 en la progressid del cancer (Takaku et al.,

1998). En el 50% dels cancers de pancrees es troben perdues
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d’heterozigositat en la regié que conté aquest gen (18g21.1) (Nagatake et
al., 1996; Schutte et al., 1996) i Sha descrit una regié (entre I'exd 8 i I'exo
11) on es concentren el 80% de les mutacions descrites en aquest gen
(Hahn et al., 1996; Kim et al., 1996; Nagatake et al., 1996; Schutte et al.,
1996; Takagi et al., 1996). En canvi, les mutacions en Smad2 només s’han
trobat en un baix nombre de cancers de colon (Eppert et al., 1996) i sén
aparentment absents en els cancers de pancrees (Villanueva et al., 1998).

En cancer, no son frequents les mutacions en Smadl, Smad3 i Smad5.

5.2. EIDCC

El primer candidat a supressor de tumor descrit en la regié 18921 fou el gen
DCC (“Deleted in Colorectal Cancer”) (Fearon et al., 1990). L’expressio del
gen DCC esta disminuida o absent en tumors de colon (Itoh, 1993),
pancrees (Hohne et al., 1992; Hahn et al., 1995) i també en altres tipus de
cancer com el de estomac (Uchino et al., 1992), esofag (Huang et al. 1992),
mama (Thompson et al.,, 1993), endometri (Gima et al. 1994), ovari
(Chenevix-Trench et al., 1992) , prostata (Gao et al., 1993), gliomes (Scheck
& Coons, 1993) i leucemies (Miyake et al., 1993). No obstant diversos
estudis el situen com a bon candidat a supressor de tumor (revisat a Fearon
et al., 1996), la seva implicacié en cancer colorectal ha estat questionada
(Gotley, 1996; Fazeli et al., 1997; Takaku et al., 1998).

La frequéncia de les alteracions en DCC augmenta en els tumors meés
avancats suggerint que les alteracions en aquest gen tenen lloc en les fases
tardanes del procés tumorigénic. Aixi, s’ha trobat una correlacié entre la
pérdua del DCC i les etapes tardanes de la progressio tumoral, no només en
cancer colorectal (revisat a Fearon and Vogelstein, 1990; Kinzler and
Vogelstein, 1996) sino també en gliomes (Reyes-Mugica et al.,, 1997), i
neuroblastomes, on la péerdua d'expressid del DCC s’ha associat a la

capacitat de disseminacié del tumor (Reale et al., 1996).
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El gen DCC conté 29 exons que s’extenen sobre 1.4 megabases (Cho et al,
1994; Reale et al., 1994) (Fig. 14). Segons Reale et al. (1944) els exons 17 i
26 presenten processament (“splicing”) alternatiu especific de teixit, perd no
es coneix la consequéncia funcional d’aquest processament diferencial. El
gen DCC s’expressa en la majoria de teixits adults malgrat els nivells
d’expressi6 son tan baixos que, en general, es requereix de RT-PCR per a la
seva deteccié (Reale et al., 1994). No obstant, determinades zones del
sistema nervids com ara el cortex del cerebel i particularment les cél-lules de

Purkinje, presenten nivells més elevats (Hedrick et al. 1994).

El RNA missatger del DCC, d’aproximadament 12 Kb, conté una pauta de
lectura oberta de 4341 pb (Hedrick, 1994) que codifica per una proteina
trasmembrana de 1447 aminoacids, de 180 kDa de pes molecular, prototip
d’'una nova subfamilia dintre de la superfamilia de les Immunoglobulines
(Fig. 14). S’han clonat homolegs del DCC huma en ratoli (Cooper et al.,
1995), pollastre (Chuong et al., 1994), Xenopus (Pierceall et al., 1994b), D.
melanogaster (Kolodziej et al., 1996) i C. elegans (Chan et al., 1996).
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Figura 14: Esquema de diverses proteines de la superfamilia de les

immunoblobulines on s’hi inclou el DCC dintre de la subfamilia dels receptors de
netrines.4

(IgC: Immunoglobulina C; FNIII: Fibronectina tipus Ill; TSI: "Thrombospondin type | domain”;
PTP: Proteina Tirosina Fosfatasa; PTK: Proteina Tirosina Kinasa; CR: Regi6é rica en

Cisteines).
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Figura 15: Alineament de la regié N-terminal del DCC

Dominis transmembrana (TM) i intracel-lular del DCC huma (Hs DCC), dels homolegs
clonats a diferents especies (Mm: Mus musculus; XI:
melanogaster; Ce: Caenorhabditis elegans) i de la Neogenina humana. Els residus idéntics
al menys en 3 proteines estan marcats en negre. Els residus conservats estan marcats en

gris. Hi ha 3 dominis altament conservats entre els diferents homolegs del DCC: P1, P2 i P3,

dels quals P2 és un domini ric en prolines.
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La regio extracel-lular del DCC, altament glicosilada, consta de 4 subdominis
de tipus 1gC; i 6 subdominis de tipus Ill de fbronectina. En canvi, la regi6
intracel-lular de la proteina no presenta homologies amb cap altre proteina
coneguda fora de la Neogenina (Vielmetter et al., 1994), membre de la
subfamilia de DCC, el domini intracel-lular de la qual, presenta un 39%
d’'identitat amb el del DCC. En aquest domini, destaquen alguns llocs
potencials de fosforilaci6 (4 tirosines, 4 serines susceptibles a fosforilacié per
proteina quinasa C i 10 serines susceptibles a fosforilacié per Caseina
quinasa Il) (Reale et al.,, 1994), i tres regions (P1, P2, P3) altament
homologues entre totes les proteines de les diferents espécies (Fig. 15). Una
d’aquestes regions (P2), és rica en prolines. Fins la data d’aquest treball no

s’hi ha trobat dominis consensus d’altres tipus.

S’ha demostrat que el domini intracel-lular de DCC pot unir, in vitro, un
homoleg huma de la proteina Sina (“Seven in Absentia”) (Hu et al., 1997). A
Drosophila, Sina esta implicada en la degradacio de proteines ubiquitinades
per la via del proteasoma. Es per aix0 que s’ha proposat que la degradacio

del DCC té lloc via ubiquitinacio i proteasoma.

6. Funci6 del DCC

En el moment d’iniciar aquest treball, diversos assajos funcionals publicats
suggerien que DCC podia actuar com supressor de tumors. Aixi, fibroblasts
de rata que expressen un RNA antisentit del DCC adquireixen propietats
tumorigéniques, sent llavors capacos de formar colonies en agar tou i
d’induir tumors subcutanis en ratolins nude (Narayanan et al. 1992). Per
altra banda, cel-lules tumorigéniques derivades de queratinocits humans
transformats en les quals no s'expressa DCC (Klingelhutz et al., 1995),
perden la capacitat tumorigénica en ratolins nude quan son transfectades
amb el cDNA complert d’aquest gen. La transfeccié d’'una forma truncada

sense la regié citoplasmatica no té cap efecte sobre la tumorigenicitat
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(Klingelhutz et al., 1995), indicant que aquest domini és imprescindible per

la funcié com a supressor tumoral del DCC.

Per a determinar els mecanismes a traves dels quals DCC podria exercir
aquests efectes de supressor tumoral, es van realitzar numerosos estudis
gue han proposat la implicaci6 del DCC en diversos processos cel-lulars
entre els quals es troben la diferenciacié6 (Lawlor and Narayanan, 1992;
Hedrick et al., 1994; Pirceall et al., 1994a) i 'adhesi6 cel-lulars (Narayanan et
al., 1992; Chuong et al., 1994). Més recentment, DCC ha estat descrit com
a un receptor de la netrina-1 (Keino-Masu et al., 1996), molécula implicada
en la guia axonal, éssent en el sistema nervids, on I'estudi de la funcié del
DCC ha avancat més rapidament. Altres observacions han suggerit, un
paper en apoptosi (Mehlen et al., 1998; Velcich et al., 1999). Tots aquests
aspectes sobre la funcionalitat d’aquesta proteina venen descrits amb més

detall a continuacio.

6.1. DCC en la diferenciaci6 cel-lular

Malgrat DCC fou descrit inicialment com a supressor tumoral en tumors
colorectals, els nivells d’expressié més alts del DCC en teixit normal es
troben en el teixit nervids. A més, el seu domini extracel-lular és altament
homoleg a les proteines de la familia de les N-CAM (Fig. 14). Aixi, els
primers treballs realitzats in vitro sobre la funcionalitat del DCC, foren
realitzats en les cel-lules de feocromocitoma PC-12, les quals s6n capaces
de diferenciar cap a un fenotip neuronal quan es cultiven en preséncia de
NGF (“Neuronal Growth Factor”), bFGF (“basic Fibroblast Growth Factor”) o
Interleucina-6 (Greenberg et al., 1985; Sukhatme et al., 1987). El tractament
de les cel-lules PC-12 amb NGF indueix un augment d’adhesio al substrat,
una aturada de la proliferacid i I'adquisici6 d’'una morfologia neuronal
caracteritzada pel creixement de neurites. Els treballs de Lawlor i
Narayanan (1992) i de Pierceall et al. (1994a) demostraren que el DCC

indueix la formacié de neurites en les cellules PC-12, tant si aquestes
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cél-lules sén transfectades amb el cDNA complert del DCC o es mantenen
en cocultiu amb cél-lules NIH 3T3 que expressen DCC. En aquest Ultim cas,
és necessaria la interaccioé cel-lula-cél-lula, no aconseguint-se el mateix
efecte amb el medi condicionat de les cél-lules NIH 3T3/DCC sobre les PC-
12. No s’obté cap efecte si el cDNA del DCC manca de la part
citoplasmatica de la proteina, demostrant que aquesta és imprescindible per
la seva funcionalitat. A més, cél-lules PC-12 que expressen un mRNA
antisentit del DCC, no es diferencien en resposta a NGF, suggerint que el

DCC és necessari per la induccio de la diferenciacio per NGF.

Els treballs que fan referencia al paper del DCC en la diferenciacié de les
cel-lules epitelials intestinals han donat lloc a resultats més controvertits. A
partir d’estudis d’expressio per immunohistoquimica en teixit de colon huma,
Hedrick et al. (1994) varen suggerir una correlacio entre I'expressié del DCC
i la diferenciacié mucosecretora. D’altra banda, estudis en pollastre han
demostrat que DCC s'expressa en tots els tipus cel-lulars durant el
desenvolupament embrionari mentres que només és detectat en les zones
proliferatives de I'epiteli intestinal adult (Chuong et al. 1994). Aixi, mentres
que el treball de Hedrick i col. (1994) suggeria un paper del DCC en la
diferenciacié terminal de les cel-lules mucosecretores, el treball de Chuong
col. (1994) proposava un paper del DCC en les etapes primerenques de la

diferenciacio.

6.2. DCC en I’adhesi6 cel-lular

L'estructura del domini extracel-lular del DCC suggereix un paper en
'adhesié cel-lular que s’ha confirmat en diferents treballs realitzats en
cel-lules PC-12 i fibroblasts NIH 3T3 (Narayanan et al., 1992; Chuong et al.,
1994). Aixi, quan s'inhibeix I'expressié de DCC utilitzant una estratégia
antisentit, aquestes cel.lules presenten una reduccié de I'adhesio al plastic;
I'efecte es reverteix si les plaques han estat préviament recobertes amb
laminina. D’altra banda, els fibroblasts transfectats amb el cDNA complert

del DCC presenten un augment de I'adhesio cél-lula-cél-lula i aquest efecte
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s’accentua si les cel-lules son cultivades en gels tridimensionals de matrigel,
suggerint que, en aquest tipus cel-lular, el DCC augmenta I'adhesié cél-lula-
cél-lula en detriment de I'adhesié a la matriu. A partir d'aquests resultats es
proposa que DCC exercia un efecte sobre l'adhesié mitjancant una

interaccid heterotipica amb un lligand desconegut (Chuong et al., 1994).

6.3. DCC en I'apoptosi i cicle cel-lular

Els resultats recents de Mehlen et al. (1998) realitzats en cél-lules
embrionaries de rony6 293T i en les cél.lules derivades de cancer de colon
Caco-2 suggereixen que DCC pot actuar com a supressor de tumor induint
apoptosi en cel-lules que no estan exposades a la Netrina-1 (lligand del DCC
en el sistema nervios; veure la seccid a continuacid). La presencia de lligand
bloqueja I'apoptosi induida per DCC. Aixi, la netrina-1 actuaria com a factor
de supervivencia cel-lular en els teixits en els quals s’expressa. En canvi, les
cél-lules invasives o0 metastasiques en un ambient diferent del propi,
deprivades de netrina-1, activarien aquest procés de mort cel-lular. DCC
també ha estat relacionat amb processos d’apoptosi en cel-lules derivades
de cancer de colon HT-29, transfectades amb el cDNA complert del DCC i
gue expressen nivells alts d’aquesta proteina (Velcich et al., 1999). No
obstant, I'expressié ectopica del DCC, induida per adenovirus, en un total de
22 linies cel-lulars derivades de diferents tipus de cancer, no promou
I'apoptosi en cap d’aquestes cel-lules induint pero, en algunes d‘elles, una
aturada transitoria del cicle cel-lular (Chen et al., 1999). Aquests autors no
van observar cap efecte de la netrina-1 sobre la induccié d'apoptosi o
aturada del cicle cel-lular per part del DCC en aquestes linies cel-lulars.
Donada la contradiccié d’aquestes dades aquest aspecte del DCC haura de
ser objecte de més estudi. A més, el mecanisme pel qual DCC actuaria com
a inductor apoptotic o en l'aturada del cicle celllular encara esta per

caracteritzar.
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6.4. DCC en la guia axonal

En el periode durant el qual s’ha dut a terme aquest treball, s’ha demostrat la
implicacio del DCC en la guia axonal en el desenvolupament, com a receptor
0 com a component d’'un complexe-receptor per a la netrina-1 (Keino-Masu
et al., 1996; Chan et al., 1996; Kolodziej et al., 1996).

Durant 'embriogenesi, els axons migren fins a conectar amb els teixits diana
seguint llargs recorreguts i formant una complexe i precisa xarxa nerviosa,
essencial pel correcte funcionament del sistema nerviés. Els cons de
creixement de les neurones son guiats per molecules que els atrauen o els
repel-len, i que poden actuar a curta o llarga distancia de manera que podem
parlar d’atraccié i repulsio per contacte i de quimioatraccio i quimiorrepulsio
(revisat a Tessier-Lavigne and Goodman, 1996; Drescher, 1996; Varela-
Echevarria and Guthrie, 1997; Mueller, 1999).

Les netrines son una familia de molécules difusibles, relacionades amb les
laminines, implicades en la guia axonal que poden actuar com a
guimioatractants o com a quimiorrepel-lents. S’ha demostrat que la netrina-1
s’'uneix a la membrana de cel-lules 293-EBNA transfectades que expressen
ectopicament DCC i que un anticés que reconeix el domini extracel-lular del
DCC bloqueja el creixement axonal depenent de la netrina-1 en explants de
meédul-la espinal en cultiu de forma dosi depenent (Keino-Massu et al.,
1996). A C. elegans, el fenotip dels mutants deficients en unc-40 (homoleg
de DCC) i unc-6 (homoleg de netrina-1) és semblant (Hedgecock et al.,
1990). A vertebrats, els ratolins deficients per DCC (Fazeli et al., 1997) o per
netrina-1 (Serafini et al.,, 1996) tenen unes alteracions a nivell de sistema
nervios similars: el nombre d’axons comissurals €s reduit i no presenten una
trajectoria dorso-ventral normal, la comissura de I'hipocamp és absent, aixi
com la comissura anterior (en alguns casos hi és, pero reduida) i el nucli
ponti és absent a la base del cervell anterior. Totes aquestes dades
recolzen que DCC i netrina es troben en la mateixa ruta molecular i que DCC

€s un receptor, o forma part del complexe-receptor, per a la netrina-1.
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La netrina-1 pot donar lloc a un efecte d’atraccio 6 de repulsio en funcié del
receptor present en I'axd en creixement. A més del DCC s han escrit altres
receptors per a la netrina-1 a vertebrats: UNC-5 H1 i UNC-5 H2, homolegs al
gen Unc-5 de C. elegans (Leonardo et al., 1997), estan implicats en la
qguimiorrepulsié induida per la netrina-1 en certs tipus d’axons (Colamarino
and Tessier-Lavigne, 1995a; 1995b). La regi6 intracel-lular d’UNC-5
interacciona amb la regié intracel-lular de DCC de forma depenent de la
preséncia de netrina-1. S’han identificat les sequéncies implicades en la
unié d’ambdues proteines. A UNC-5 es tracta d’'una seqiencia de 18
aminoacids anomenada domini DB (de l'anglés: “DCC Binding”). La
sequencia d’'unio del DCC a UNC-5 son els 18 aminoacids que composen el
domini P1 (veure figura 15). La interaccidé dels dominis citosolics aillats té
lloc independentment de netrina-1, suggerint que la interacci6 de les
molecules senceres es troba d’alguna manera reprimida en abseéencia del
lligand extracel-lular (Hong et al., 1999). L’expressio del domini intracel-lular
d’UNC-5, converteix la resposta front la Netrina-1 d’atraccié a repulsio,
essent aquesta Ultima també depenent de I'expressié de DCC (Hong et al.,
1999; Bashaw et al., 1999). S’ha proposat, doncs, un model de receptor
multimeric on UNC-5 actuaria com un "interruptor” convertint una resposta
atractant a repel-lent degut la seva associaci6 amb DCC la qual només és

possible en presencia de netrina-1.

Recentment també s’ha descrit com a receptor de la netrina-1 el receptor
A2b de I'adenosina (Corset et al., 2000). Aquest activa I'adenilat ciclasa en
resposta a la unié del lligand. Se sap que el creixement dels cons axonals
esta modulat per la concentracio intracel-lular del cAMP (Ming et al., 1997) i
que la netrina-1 indueix un augment de cAMP intracel-lular en els cons de
creixement (Hopker et al., 1999). El treball de Corset i col. (2000) proposa el
receptor A2b de I'adenosina com a bon candidat per a la modulacié del
CcAMP en els cons de creixement en resposta a la Netrina-1. Per altra
banda, a ligual que UNC-5 aquest receptor també interacciona amb el

domini intracel-lular del DCC de forma depenent de netrina-1.
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Les netrines clonades en diferents especies: a vertebrats (Netrina-1 i
Netrina-2) (Kennedy et al., 1994; Serafini et al.,1994), a D. melanogaster
(Netrina A'i Netrina B) (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996) i a C. elegans
(unc-6) (Ishii et al., 1992), presenten homologies entre elles i amb les
cadenes bl i b2 de les laminines, components essencials de la matriu
extracel-lular (veure seccio 3.2 d’aquest capitol). La relacié entre netrina-1 i
les laminines no només és estructural. Interessantment, el treball de Hopker
i col. (1999) demostra que la resposta d’atraccio vers la netrina-1 que
presenten els axons de retina en cultiu, passa a ésser de repulsido en
presencia de laminina-1. Aquests experiments demostren que les molécules
de la matriu extracel-lular no només promouen el creixement axonal sino que
poden també estar implicades en la guia dels cons de creixement en

resposta a les molecules d’atraccio i repulsié com és el cas de la netrina-1.
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Objectius

1. Estudi de la implicacié dels gens DCC i Smad4 en els cancers de colon i
de pancrees: Analisi de I'expressié génica en linies cel-lulars derivades de
cancer de colon i de pancrees, en tumors de colon i en teixits normals de

colon i pancrees.

2. Caracteritzacio de la funcié del DCC en el cel-lules epitelials intestinals

2.a Generacio d'un model de céllules de cancer de colon HT-29
transfectades establement amb el cDNA complert del DCC, per
I'analisi dels aspectes cel-lulars en que aquest gen podia estar

implicat.

2.b Analisi de les propietats tumorigeniques i disseminatives in vivo

d’aquests transfectants utilitzant el model de ratoli nude.

2.c Estudi dels possibles mecanismes de transduccié de senyal en
gque DCC podria participar. Caracteritzaci6 de molécules que

interactuen amb el domin intracel-lular del DCC.
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1. Cultiu cel-lular

Excepte alguns casos, on s’especificara, les cél-lules sembrades a una
densitat de 2 x 10* cél-lules/cm?, es fan créixer en Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (4.5 g/l de glucosa) suplementat amb 2 mM de
glutamina, 56 U/ml de penicil-lina i 56 ng/ml d’estreptomicina respectivament
i 10% (20% en el cas de les cél-lules Caco-2) de serum fetal bovi (FBS de
I'anglés “Fetal Bovine Serum”) (GIBCO) a 37°C, en una atmosfera humida
contenint 5% de CO; i 95% d’aire.

1.1. Linies cel-lulars

1.1.1. Linies cel-lulars derivades de cancer de colon

Caco-2, HT-29 i linies derivades d’aquesta, seleccionades amb 10° M (M6)
6 102 M (M3) de metotrexat, han estat donades pels Drs. A. Zweibaum i T.
Lesuffleur (INSERM U505, Paris, Franga); SK-CO-1, -17 i —20 pel Dr. L.J.
Old (Ludwig Institute for Cancer Research, New York Branch, New York,
NY); SW480, SW620, SW1116, SW1417, HRT-18 i LS174T han estat
comprades a ATCC (Manassas, VA).

1.1.2. Linies cel-lulars derivades de cancer de pancrees

IMIM-PC-1, IMIM-PC-2, SK-PC-1 i SK-PC-3 han estat obtingudes en el
nostre laboratori (Vila et al., 1994); MZPC-1, MZPC-2 i MZPC-4 han estat
donades pel Dr. A. Knuth (Nordwestern Krankenhaus, Frankfurt, Alemanya);
CFPAC-1 pel Dr. R. Frizzel (University of Alabama, Birmingham, AL)
(Schoumacher et al., 1990); Capan-1, Capan-2, Hs766T, RWP-1, RWP-2,
MIA PaCa-2, AsPc-1 i HPAF han estat comprades a ATCC (Manassas, VA).
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1.1.3. Altres linies cel-lulars: 293/EBNA, C9i C20,C0OS 1

Les 293/EBNA sén cellules humanes de rony6é transformades per
I'expressié de forma constitutiva de la proteina EBNA del virus d’Epstein
Barr. El gen de 'EBNA es manté de forma extracromosomica per selecci6
amb 250 ng/ml de geneticina (Sigma). Les cel-lules de la linia 293/EBNA
parental o transfectades amb el vector pCEP4 (Invitrogen) contenint el gen
de resistéencia a la higromicina i el cDNA sencer de la Netrina-1 de ratoli
(293/EBNA-Net-1), aixi com les cél-lules transfectades amb el vector pCEP4
sense l'insert (293/EBNA control), han estat donades pel Dr. Tessier-Lavigne
(Howard Hughes Medical Institute, University of California San Francisco,
USA) (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995b). Els transfectants
293/EBNA-Net-1 i control es cultiven en preséncia de 200 nmg/ml higromicina

B (GIBCO).

Les linies C9 i C20 corresponen a clons de miofibroblasts subepitelials
provinents de biopsies d’intesti proximal huma. Aquestes linies han estat
donades per la Dra. Kedinger (INSERM U381, Strasbourg, France) (Fritsch
etal., 1997). Creixen en medi RPMI 1640 suplementat amb 10% de FBS.

COS 1 és una linea cel-lular estable de fibroblasts de rony6é de simi verd
africa. Les cel-lules COS 1 utilitzades en aquest treball provenen del
laboratori del Dr. Vilaré (Universitat de Barcelona). Creixen en medi DMEM,
10% FBS.

1.2. Obtenci6 de medis condicionats

Els medis condicionats de les cél-lules 293/EBNA control, 293/EBNA-Net-1,
C9 i C20, recollits durant una setmana de cultiu es concentren 20 vegades
amb els filtres Centricon 10 (Amicon, INC) de limit de porus de 10 kDa. Els
medis concentrats es guarden congelats fins a ser utilitzats, moment en que

es reconstitueixen amb DMEM-10% FBS fresc.
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1.3. Co-cultius

Els transfectants HT-29/Control i /[DCC (veure secci6 2.1) es sembren sobre
una capa confluent de cél-lules C9 o C20 @ dia 5 de cultiu) i creixen en
DMEM suplementat amb 10% de FBS.

1.4. Cultius tridimensionals d’agregats cel-lulars en matriu de

col-lagen. Técnica de “Hanging drops”

Per formar els agregats cel-lulars, 20 m d’'una suspensié cel-lular contenint
10° ceél-lules, es col-loquen a la cara interior de la tapa d’una placa de petri
contenint PBS o medi de cultiu, de manera a crear una atmosfera humida.
En les gotes que penjen de la tapa (Fig.1l), les cél-lules s’agreguen per
gravitacio formant agregats després de 12-16 hores. Aquests es recullen
aspirant amb una micropipeta automatica i es sembren en una matriu de
col-lagen de cua de rata tipus | (Becton Dickinson) (0.2 mg de col-lagen/ml
de DMEM-10% FBS). Per tal de que aquests agregats quedin completament
envoltats d’aquesta matriu, 200 m de matriu es fan gelificar a 37°C durant 1 h
abans de depositar-hi 'agregat. Un cop depositat, s’afegeixen 250 m de

col-lagen.

Figura 1: Esquema de la tecnica de “hanging drops” (Redfield et al., 1997). El cap de

fletxa indica la posicié de I'agregat en la gota que penja de la tapa de la placa de petri.
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2. Transfeccio

2.1. Transfecci6 estable en HT-29: Obtenci6 de clons HT-29/DCC

Un milio de cél-lules HT-29 es sembren en una placa de 100 mm (Nunclon), i

es transfecten 24 hores després amb 5 ng de DNA (pCMVneo sense insert o

pCMVneo-cDNA complert de DCC (Fig. 2)) utilitzant 60m de lipofectamina

(GIBCO-BRL), seguint el protocol recomanat per la casa comercial. Al cap

de 48 h, les cel-lules transfectades son seleccionades amb 500 ng/ml de

geneticina (GIBCO-BRL). Els clons resistents s’aillen mitjangant cilindres de

clonatge i s’amplifiquen individualment.

L’expressio del DCC en els clons

seleccionats s’analitza per Western blot, tal com s’explica més endavant

(veure secci6 9.4 d’aquest capitol).

Xhol Xhol
L
L\ EXTRA TMB INTRA /I
~ -
~o - - ~
~ -
~ o _
~ -
CMVp //
Intron
PolyA +
PCMVneo 4 1BR322 ori
Ned 6.6kb
AmpR

Figura 2 Esquema de la construccié pCMVneo-DCC. EXTRA, TM i INTRA: Regions

del cDNA del DCC que codifiquen pels dominis extracel-lular, transmembrana i intracel-lular

respectivament. CMVp: promotor del citomegalovirus.

neomicina i a I'ampicil-lina respectivament. pBR322ori:

PolyA+: codifica per la cua de poliA.
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2.2. Transfeccio transitoria en cel-lules COS 1

Les céllules COS 1, sembrades a una densitat de 10> cél-lules/cm?, es
transfecten 24 hores després, utilitzant 5 ng de DNA i LipofectAMINE PLUS
Reagent (GIBCO-BRL) seguint el protocol recomanat per la casa comercial.
L’eficiencia de la transfeccié s’ha determinat per fluorescencia utilitzant el
plasmid pEGFP el qual codifica per la proteina EGFP (“Enhanced Green

Fluorescent Protein) (Clontech) obtenint un 40% de cel-lules positives.

A part del pEGFP, utilitzat com a control de la transfeccid, les COS 1 s’han
transfectat amb les seguents construccions: pCMVneo-DCC (Fig. 2),
pPEGFP-N-erz (AA: 1-310), i pEGFP-Ezr-i (Fig. 3). Per alguns experiments
s’han fet co-transfeccions amb les parelles pCMVneo-DCC / pEGFP-N-ezr i
pCMVneo-DCC / pEGFP-Ezr-i. Per aquests assajos s’ha transfectat 2.5 ny
de cadascuna de les construccions. EIl protocol de transfeccio és el mateix

gue per la transfeccié d’un sol plasmid.

Ezrina EGFP Ezrina
AAL1-234) (AA 235°586)

Hinc/Ncol Bglll /Hincll

f1 ori

SV40ori

Figura 3: Esquema de la construccié pEGFP-Ezr-i. La sequéncia de 'EGFP (“Enhanced
green fluorescent protein”) es troba interna en el cDNA de lezrina dividint-la en dues parts
(AA: 1-234; AA: 235-585). EIl producte proteic resultant és incapag¢ de plegar-se sobre si
mateix esdevenint, per tant, una forma d’ezrina constitutivament activa (veure secci6é 3.2.5
de la introduccio). CMVp: promotor del citomegalovirus . Kan® i AmpR: Resisténcia a la
kanamicina i a 'ampicil-lina respectivament. SV40 ori i f1 ori: origen de replicacié del SV40
i f1 respectivament. PolyA+: codifica per la cua de poliA.
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3. Semifins i microscopia electronica

Les cellules en cultiu es renten amb PBS i es fixen amb 2.5% de
glutaraldehid en PBS. Després es post-fixen amb OsO4 al 2% durant 1 h a
temperatura ambient i resguardat de la llum. Es renten amb ddH;O i es
deshidraten incubant-les en banys seriats d’etanol: una vegada en 30%
d’etanol, una vegada en 50% d’etanol, una vegada en 70% d’etanol, dues
vegades en 95% d’etanol i 5 vegades en 100% d’etanol (5 min per
incubacid). La deshidratacié es completa amb 3 incubacions de 5 min
seguides de 2 incubacions de 15 min amb Hidroxipropil Metacrilat (HPMA)
(MERCK). Llavors, les mostres s’inclouen en resina Epon (Bio-Rad)
incubant-les a temperatura ambient, en Epon:HPMA (1:2) 15 min,
Epon:HPMA (1:1) 15 min, Epon:HPMA (2:1) 30 min, i Epon al 100% 3
vegades de 10 minuts cadascuna, seguit d'una incubaci6 de 16-18 h a 37 °C
I una darrera de 24 h a 60°C.

Els semifins son tallats en seccions de 0.5 mm amb un ultramicrotom LKB,
tenyits amb blau de toluidina i observats per microscopia de contrast de
fases. Per a microscopia electronica, sobtenen seccions de 500 a 800 A
gue son col-locades sobre reixetes de coure, tenyides amb acetat d’uranil
(5% en etanol absolut) i citrat de plom. S’analitzen a 5 000 - 45 000 auments

en un microscopi electronic de transmissio Phillips a 75 kV.

4. Assajos funcionals

4.1. Assaig de proliferacio

Les cel-lules es sembren en plaques de 24 pous (Nunclon) i la proliferacié
s’analitza comptant el nimero de cel-lules per pou cada 2-3 dies durant 20
dies de cultiu. Per a cada temps els comptatges s’han fet per triplicat. Les
corbes de creixement s’estableixen utilitzant la mitjana del niamero de
cél-lules per pou, per cadascun dels temps. Els resultats presentats

corresponen a dos experiments independents.
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4.2. Assaig de resisténcia alatripsina

Les cél-lules es sembren en plagues de 24 pous bé sobre plastic bé sobre
diferents substrats (BSA, laminina, col-lagen tipus | i tipus IV, fibronectina i
matriu extracel-lular de cél-lules HT-29 M6 i de fibroblasts humans). Pel
recobriment dels pous amb BSA, laminina, col-lagen tipus | i IV, i
fibronectina, es segueix el protocol descrit a continuacio: 24 h abans de
sembrar les ceél-lules s’afegeix 0.5 ml d’una solucio de 10 ng/ml de cadascun
d’aquests substrats a excepci6 de la fibronectina que es prepara a 5 ng/ml.
Llavors, la placa de 24 pous es seca deixant-la oberta durant 16-18 h dintre
de la campana de fluxe laminar. La matriu extracel-lular d’'HT-29 M6 i
fibroblasts es prepara de la segiient manera: les HT-29 M6 i els fibroblasts
es sembren i als 3-4 dies després d’haver arribat a confluéncia sincuben
durant 10 minuts amb ddH,O a 37 °C.

En tots els casos, els pous es renten dues vegades amb PBS abans e
sembrar-hi les cel-lules. En el moment en que aquestes presenten un 50%
de confluéncia (3-4 dies de cultiu), es marquen durant 16-18 h amb 3H
Timidina (1 uCi/ml). A continuacio es renten varis cops amb PBS, es tracten
amb 1 ml de 0.125% de tripsina en DMEM sense FBS i es recullen aliquotes
de 100 m cada 5 minuts durant 30 minuts, de manera a establir una cinetica
de desadhesio. Les cel-lules despreses es quantifiquen per escintil-lacid,

utilitzant un comptador de cpm’s (comptes per minut).

4.3. Assaig d’adhesio de novo ala matriu

Quan ks céllules estan 70% confluents, es marquen amb H® Timidina
(LuCi/ml) durant 16-18 h. Després es renten exhaustivament amb PBS per
eliminar la radioactivitat no incorporada, les cél-lules es tripsinitzen, es
resuspenen en DMEM suplementat amb 0.5% de FBS i es calcula I'eficiencia
del marcatge (cpm’s / cél-lula) per escintil-laci6. Llavors, es sembren a una
densitat de 3x10* cél-lules / cm? en plaques de 24 pous sobre diferents
substrats: plastic, BSA o una capa de cél-lules C9 o C20 a dia 5 de cultiu, i

en abséncia o preséncia de medi condicionat de les cél-lules 293/EBNA-Net-
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10 C9. S’incuben durant1 h a37°C, 5% de CO,i 90% d’humitat i es renten

amb PBS a fi d’eliminar les que no s’han adherit. Les cél-lules adherides es

lisen amb 1% SDS en HO, durant 30 min a 37°C i es quantifiquen per
escintil-laci6. Cada condicié analitzada (substrat i/0 medi condicionat)
s’'analitza en triplicats. Els resultats dels assajos presentats corresponen a

dos experiments independents.

4.4. Assaig de migracio en Transwells

S’han utilitzat filtres Transwell® de policarbonat de 6.5 mm de diametre i 5

mm de porus (Costar). En la cambra superior es sembren 75. 000 cel-lules
en medi carent de FBS pero suplementant amb 1% de BSA. L’agent
inductor de la migracié: TPA (12-O-tetradecanoylphorbo-13-acetate), 100
mM en DMEM suplementat amb 10% de FCS o el medi condicionat de les
cél-lules C9 o C20, es col-loca a la cambra inferior. Al cap de 72 hores, les
cel-lules es fixen a la membrana amb 1% de glutaraldéhid durant 10 minuts i
es renten amb PBS. La cara superior del filtre es rasca suaument per
eliminar les cel-lules adherides que no han migrat. Les cel-lules que si que
ho han fet queden fixades a la cara inferior de la membrana i es tenyeixen
amb 0.1% de cristall violeta durant 30 minuts. Es renten amb aigua
destil-lada i les cel-lules tenyides s’observen al microscopi de contrast de
fases i/o es quantifica la migracio lisant les cél-lules en 10% d’acid acétic i

mesurant la D.O. a 595 nm.

5. Analisis dels nivells de RNA

5.1. Obtenci6 de les mostres de teixit

S’han recollit mostres de tumor i de teixit normal de 10 pacients que han
sofert una resseccio d’intesti gruixut a I'Hospital del Mar, Barcelona, com a
tractament d’'un tumor de colon. Els pacients, 8 homes i 2 dones, soOn
d’edats compreses entre les 46 i els 98 anys. Set dels casos corresponen a
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cancer de colon i 3 a cancer de recte. La distribucié dels casos segons
I'estadi del cancer és: estadi Il (n=4), estadi Ill (n=4) i estadi IV (n=2). Les
mostres de mucosa normal distant del tumor (>8 cm) i de tumor han estat
rapidament congelades en nitrogen liquid per a la posterior extraccidé del
RNA.

5.2. RT-PCR (“Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction”)

El RNA total de les linies cel-lulars i dels teixits és aillat utilitzant el métode
de lisotiocianat de guanidini (Chomczynski and Sacchi, 1987) i tractat amb
DNAsa | (Promega) com segueix: 25 ng de RNA total son incubats durant 20
minuts a 37°C en 10 mM de Tris-HCI a pH 8.0, 20 mM de MgCl, 40 U de
RNAsin (Promega) i 4 U de DNAsa | (Promega). EI cDNA es sintetitza a
partir de 5 ng de RNA tractat amb DNAsa |, durant 1 hora a 37°C en una
mescla de reaccié contenint 50 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 75 mM de KCI, 3
mM de MgCl,, 10 mM de DTT, 0.1 mg/ml de BSA, 2 mM de dNTP’s, 100 ng
de hexamers aleatoris (“random hexamers”) (Promega), 500 ng d’oligo (dT)is
(Promega), 40 U de RNAsin i 200 U de MMLV-RT (Promega). EI cDNA
s’amplifica per PCR en una reacci6 contenint 20 mM de Tris-HCI a pH 8.4,
2.5 mM de MgCl,, 0.1 mM de dNTP’s, 0.6 U de polimerasa Taq (Perkin
Elmer) i 0.2 uM de cadascun dels encebadors utilitzats. Per amplificar les
sequencies del domini extracel-lular del DCC s’han utilitzat els encebadors
DCK2834S (EX1) i DCK3151A (EX2) descrits en Reale et al. (1994) (Taula
). Amb aquest parell d’encebadors que corresponen a sequeéencies dels
exons 15 17, respectivament, s’obtenen dos productes d’amplificacio (341 i
281 pb), depenent de la utilitzaci6 d’'un lloc de processament alternatiu
descrit en Reale et al. (1994). Per analitzar I'expressio de les sequéncies del
domini intracel-lular del DCC s’han utilitzat els encebadors DCK4540A (IN2) i
IN3 (Reale et al., 1999; Fabre et al., 1999) Taula ). IN2/IN3, situats als
exons 26 i 27 respectivament, amplifiquen sequéncies de 164 i 159 pb
depenent de la utilitzacié6 d’'un lloc de processament alternatiu descrit en
Reale et al. (1994).
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Domini extracel-lular | EX1 |5 —-CCC AGACTAACT GCATCATCATGAG-3
del DCC EX2 |5 -CACCTACTG GTG GGAGCAT-3
Domini intracel-lular IN2 |5 -TTG GGT AGT TGG TCC TTC ACT CAC-3
del DCC IN3 |5"—-CAA CGC TAG AAAGTC CCCAGTA-3
Smad4 S |5 -ACCTGG AGATGC TGT TCA-3
AS |5 -TGTCTT GGG TAATCCGGTC-3
b-actina ACT1 [-GAC TTAGTT GCG TTACACCC-3
ACT2 |5 -CCT CCCCTGTGT GGACTT GG-3’

Taula I: Sequéncies dels encebadors utilitzats pels assajos de RT-PCR

Pels estudis d’expressié de Smad4, s’han utilitzat encebadors corresponents
a sequeéncies localitzades en I'ex6 8 (S) i I'ex6 11 (AS) descrits en Kong et al.
(1997) (Taula I), donant un producte d’amplificacié de 285 pb.

Les condicions de la reaccié de PCR son de: 30 s a 94°C, 1 min a 58°C i 1
min a 72°C. El nombre de cicles s’ha optimitzat per cadascun dels parells
d’encebadors per assegurar que el producte amplificat es troba en la fase
linear de la reacci6 damplificaci6 permetent aixi realitzar I'analisi
semiquantitatiu. S’han fet 33 cicles per I'analisi d’expressié del DCC i 30

cicles per I'analisi del Smad4.

Per a l'analisi semiquantitatiu de I'expressid6 d’aquests dos gens s’han
realitzat, paral-lelament, reaccions de PCR amb els mateixos cDNA’s,
utilitzant encebadors corresponents a la seqiencia de la b-actina tot seguint
les mateixes condicions de PCR i 16 cicles per tal de mantenir en tot
moment la reaccio en fase lineal. Els encebadors utilitzats per 'amplificacié
del cDNA de la b-actina sén ACT1 i ACT2 (Taula ) els quals generen un
producte de 349 pb (Hanukoglu, 1983).

Per assegurar que els resultats de la RT-PCR reflecteixen la preséncia de

transcrits, s’han realitzat els seguents controls:
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1) Per poder detectar possibles amplificacions de DNA genomic
contaminant, els encebadors utilitzats corresponen a sequencies
localitzades en diferents exons.

2) Per a detectar possibles contaminacions, en cadascun dels experiments
s’ha realitzat paral-lelament una PCR utilitzant com a motllo una reaccié
de sintesi de cDNA sense I'enzim MMTV-RT i en totes les reaccions de
PCR s’ha inclés un tub sense motllo (control amb H,O).

3) Cada PCR s’ha repetit fins a 3 cops utilitzant diferents preparacions de
cDNA.

Els productes de les RT-PCR’s han estat analitzats per electroforesi en gel
de 1.5% d’agarosa i tincio amb bromur d’etidi a excepcio de I'estudi del DCC
gue degut als baixos nivells d’expressid, després de I'electroforesi, el DNA
es transfereix a un filtre de nil6 (Hybond-N; Amersham) per a ser analitzat
seguidament per Southern utilitzant com a sonda el cDNA complert del DCC
I posteriorment visualitzat per autoradiografia. La sonda es marca amb a-
$2P[dCTP] (3000 Ci/mmol) (ICN) per “random priming” seguint les directrius
del kit Rediprime (Amersham) i es purifica per centrifugacié mitjangant una
columna MicroSpin S-400 HR (Pharmacia).

L'expressio relativa dels mRNAs es calcula mitjancant densitometria
semiquantitativa: les fotografies dels gels tenyits amb bromur d'etidi i els
films no saturats s’escanejen utilitzant un ImageMaster DTS (Pharmacia,
LKB) i s’analitzen amb el software Advanced Quantifier I-D Match (Bio
Image). A partir d'aquests resultats es calcula la relacio: nivells de mRNA de
DCC 6 Smad4 / nivells de mRNA de l'actina.

5.3. Northern Blot

Mostres de RNA total es desnaturalitzen a 70°C durant 10 min en tampdé
MOPS (20 mM de MOPS, 5 mM de NaAc, 0.1 mM d’EDTA) contenint 50%
de formamida i 6.5% de formaldehid. Els RNAs es fraccionen en un gel
d’agarosa al 1%, 6.5 % de formaldehid i MOPS, i es transfereixen per
capilaritat, en tamp6 10x SSC (3M de NacCl, 0.3M de citrat de sodi, pH7.0), a
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una membrana de nil6 (Hybond-N; Amersham). Els filtres es prehibriden i
s’hibriden a 68°C en la solucio ExpressHyb Hybridization Solution (Clontech)
seguint el protocol recomanat per la casa comercial. Després, els filtres es
renten a 55°C: dos rentats de 15 min amb 2x SSC/0.5% de SDS i un de 30
min amb 0.1x SSC/0.05% de SDS.

Les sondes es marquen amb a-*P[dCTP] (3000 Ci/mmol) (ICN) per “random
priming” seguint les directrius del kit Rediprime (Amersham) i es purifiquen
per centrifugacio mitjancant una columna MicroSpin S-400 HR (Pharmacia).
Per a detectar les mucines MUC2, MUC3, MUC6, MUC5AC i MUC5B s’han
utilitzat respectivament les sondes seguents: SMUC41 (Gum et al., 1989),
clon44 (Toribara et al., 1993) ambdues donades generosament pel Dr. Y.S.
Kim (Veterans Affairs Medical Center, San Francisco, USA), SIB124 (Gum et
al., 1990), L31 (Lesuffleur et al., 1995) i Sall donada generosament pel Dr.

P.A. Nielsen (School of Dentistry, University of Copenhagen, Dinamarca).

6. Generaci6 de proteines de fusié

ERI BHI ERI
(3063) (3462) (4527)

DCC i v g

(4341bp/1447aa)

GST-DCCIT | = - .y

GST-DCC | | GST X

Figura 3 Esquema de les proteines de fusié GST-DCC.IT (fragment EcoRI-EcoRI del
DCC fusionat a la GST) i GST-DCC.I (fragment BamHI-EcoRI del DCC fusionat a la
GST) en comparacio a la sequéncia del DCC sencera. Els caps de fletxa marquen la
posicio de les dianes de restricci6 EcoRI (ERI) i BamHI (BHI) utilitzades per a generar

aguestes construccions.
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6.1. GST-DCC.I

La sequéncia del domini intracel-lular del DCC (AA: 1156-1447; nt: 3462-
4527) (fragment BamHI-EcoRI de 1.14 Kb) (Fig. 4) es clona en el vector
d’expressié procariota pGEX-3X (Pharmacia) de manera a poder sintetitzar
seguidament la proteina de fusi6 GST-DCC.I de 61 kDa de pes molecular
(GST: *“Glutathione S-transferase”). Amb aquesta construccié es
transformen bacteries E. coli XL1-Blue, es verifica la sequéencia i la pauta de
lectura. Llavors, a partir d’'una colonia, es prepara un precultiu de 20 ml de
LB/ampicil-lina que es fa creixer 16-18 h a 37°C i agitacid (250 rpm).
Després, aquest precultiu es sembra en 1 1de LB i s'incuba a 37°C i 250 rpm
fins que assoleix una D.O. a 600 nm de 0.4 (aproximadament unes 3 hores
d’'incubacid). Llavors, s’indueix I'expressié de la proteina de fusié afegint
IPTG (Isopropyl b-D-Thiogalactopyranoside) a una concentracio final de 0.1
mM i incubant durant 4 h més a 37°C i agitaciéo a 250 rpm. Llavors, els
bacteris es centrifuguen a 3000 rmp durant 30 min i 4°C, es resuspenen en
20 ml de PBS/1% de Trité X-100, 5mM de DTT, 1 mM de Pefabloc, 10 ng/ml
de leupeptina i 10 ng/ml de pepstatina, i es soniquen durant 30 segons en
aliquotes de 1 ml mantingudes en gel durant la sonicaci6é. Seguidament, el
lisat es centrifuga 10 min a 4 °C a 10 K i la fracci6 soluble s’incuba 16-18 h a
4°C amb 2 ml de resina Glutationa-Sefarosa 4B. Després de rentar amb
PBS i 50 mM de Tris-HCI pH 8.0, es du a terme l'elucié6 amb 10 mM de
Glutationa reduida en 50 mM de Tris-HCI pH 8.0. Les fraccions eluides
s’analitzen per SDS-PAGE, es visualitzen per tincio amb blau de Coomassie
i les que contenen la proteina de fusi6 GST-DCC.| s’agrupen. La
concentracio de proteina es determina utilitzant el metode de Bradford (Bio-
Rad).
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6.2. GST-DCC.IT

La sequencia del domini intracel-lular i transmembrana del DCC (AA: 1021-
1447; nt: 3063-4527) (fragment EcoRI-EcoRI de 1.4 Kb) (Fig. 4) es clona en
el vector d’'expressié procariota pGEX-6P (Pharmacia) de manera a poder
sintetitzar la proteina de fusi6 GST-DCC.IT de 76 kDa de pes molecular
predit. Donat que la proteina GST-DCC.IT no queda en la fase soluble
utilitzant el protocol descrit per la construccio GST-DCC.I, es segueix un
protocol diferent per la induccié de la proteina i la posterior extraccio. Aixi el
cultiu de bacteris transformats (1 1) es fa creixer fins assolir una D.O. a 600
nm de 0.7. L’expressio de la proteina s’'indueix amb 0.1 mM d’IPTG durant 3
hores a 30°C i amb agitacio a 250 rpm. L’extraccié protéica es realitza en
2.5 ml de tamp6 A (2.3 M de sucrosa, 50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 10 mM
dEDTA, 1 mM de Pefabloc, 10 ng/ml de leupeptina i 10 nmg/ml de
pepstatina), incubant 30 minuts en gel i agitant regularment amb el vortex.
Després s’hi afegeixen 4 volums de tamp6 B (50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 10
mM de KCIl, 1 mM d’'EDTA, 1 mM de DTT i 1.25 g/l de lisozima) i s’incuba
durant 1 h en gel, agitant regularment amb el vortex. Seguidament s’afegeix
0.1% de Na-deoxicolat, 10 mM de MgClL i 1500 U de DNAsa, i s’'incuba
durant 15 minuts en gel agitant regularment amb el vortex. Després es
centrifuga durant 30 minuts a 60 000 g i a 4°C. La proteina GST-DCC.IT es
purifica amb la resina Glutationa-Sefarosa 4B seguint el mateix protocol
descrit per a la GST-DCC.I.
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7. Immunodeteccio

7.1. Anticossos

7.1.1. Obtencié d’'un anticés policlonal de conill contra el domini
intracel-lular del DCC (anti-DCC.I)

La produccié de l'anticés es realitza inoculant un conill amb 200 ng de
proteina de fusio GST-DCC.I més Adjuvant de Freund complert en una
relacio de volum 1:1. Es realitzen 4 inoculacions seguides a 2 setmanes
d’interval, aquestes amb Adjuvant de Freund incomplert. 5 dies després de
la quarta inoculacio, es procedeix a extraure 20 ml de sang. Aguesta es
centrifuga 10 min a 2500 rpm a temperatura ambient i el sobrenadant
s’aliquota i es congela.

Un cop al mes, es fa una inoculacio de “record” amb 200 ng de proteina de
fusié, seqguida, 5 dies després, de I'extraccio de 20 ml de sang.

Per a la purificacio de I'anticés anti-DCC.I, s'utilitza la proteina de fusio GST-
DCC.I lligada covalentment a una resina d’Affigel P10 (Bio-Rad) equilibrada
en PBS. Es lliguen 3 mg de GST-DCC.| a 500 m de resina mitjangant una
incubacio de 2-3 hores en PBS, a temperatura ambient. Després d’eliminar
les proteines no lligades a la resina, aquesta es bloqueja incubant o/n amb
1M de Tris-HCI pH 8.0 a 4°C i es carrega en una columna. Llavors
s’equilibra amb PBS, s’hi aplica el sérum (2 ml de serum/500 m de resina),
es renta amb PBS i s’elueix amb 0.1 M de glicina-HCI pH 2.8, tot a
temperatura ambient. Les fraccions (d’'uns 200 m) es recullen directament
en tubs que contenen 6 mM de 1M de Tris base (pH 10). El contingut de les
fraccions s’analitza per SDS-PAGE i tinci6 amb blau de Coomassie. Les
fraccions més concentrades s’agrupen i es determina la concentracié de

proteines pel métode de Bradford (Bio-Rad).
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7.1.2. Anticossos monoclonals

De ratoli:
Anticos |Generat contra: Procedencia
AF5 Domini extracel-lular DCC | Oncogene Science Inc.
G97-449 | Domini intracel-lular DCC | Pharmingen
HECD1 |E-cadherina humana Zymed
P16520 |PKCa Transduction Laboratories
LDQ10 MUC2 Carrato et al.,, 1994 (IMIM,
Barcelona)
B12 Dextra Rosa Castro (IMIM, Barcelona)
258 CEA (“carcionembryonic antigen”) | Dr. J. Sakamoto (Nagoya, Jap0)
ZE4 Mucines coloniques Dra. Swallow (London, UK)
Clon 1&2-2.5 | Desmoplakines | i Il Boehringer Mannheim Biochemica
P1E6 Subunitat d’integrina a2 Gibco-BRL
P1B5 Subunitat d’integrina a3 Gibco-BRL
8d4 Talina Sigma Immunochemicals
Tubulina Amersham
LP2K Citokeratina CK 19 Becton Dickinson
E2A E47 (AAs 195-208) Santa Cruz Biotechnology
De rata: L’'antic6s GoH3, contra la subunitat d’integrines a6, és

d’Immunotech.

7.1.3. Anticossos policlonals de conill

Anticos |Generat contra: Procedencia
L56 Mucines gastriques Dr. Zweibaum (Villejuif, Franca)
1937 Subunitat d’integrines b1 Dra. Kedinger (Strasbourg, Franca)
1025 IV | Subunitat d’integrines b4 Dra. Kedinger (Strasbourg, Franca)

anti-ezrina, -radixina, -moesina

Dr. Mangeat (Montpellier, Franca)
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7.2. Immunohistoquimica

S’analitzen seccions seriades de 4 nm de mostres de colon normal incloses
en parafina. Aguestes es desparafinen 15 min a 60°C i s’hidraten incubant 5
min/bany en la serie seguent: xilol, xilol/alcohol, 100% d’etanol, 96%
d’etanol, 96% d’etanol, 70% d’etanol i H0. Després, les mostres es fixen
com segueix: 7 min en 10% de formol, 2 incubacions de 5 min en tampoé
Tris/NaCl (150 mM de Tris-HCIl pH 7.6 i 50 mM de NaCl), 1 min en acetona
freda (—20°C) i 1 min en metanol fred (4°C). Després de rentar amb tampo
Tris/NaCl, els antigens es desenmascaren per un tractament de 10 min al

microones en tampo citrat (10 mM d’acid citric pH 6.0).

Pels experiments de marcatge simple es bloqueja primerament I'activitat
fosfatasa alcalina endogena 10 min amb 3 mM de Levamisole (Sigma) i
després es bloquejen les interaccions inespecifiques durant 20 min amb 5%
de llet descremada (Molico) i 0.05% de Tween-20 en 20 mM de Tris-HCI pH
7.5. Llavors les mostres s’incuben amb els anticossos anti-DCC.I purificat
per afinitat (dil 1:100) 6 anti-dextra B12 (dil 1:2) en tampd Tris/NaCl i 1% de
BSA, durant 16-18 h a 4°C. Després de rentar 2-3 vegades amb Tris/NaCl,
es revela amb el Kit Stravigen Multilink (Biogenex) seguint el protocol
recomanat per la casa comercial i es visualitza incubant les mostres durant
10 min en la soluci6 de Fast Red (100 mM de Tris-HCI pH 8.2, 0.2 mg/ml de
Naftol AS-MX (Sigma), 0.02 % de dimetilformamida (MERCK) i 1 mg/ml de
Fast Red (Sigma)). Seguidament les mostres es contratenyeixen amb

hematoxilina i es munten amb Aquatex (Merck).

Pels experiments de doble marcatge, les mostres es despafinen, s’hidraten,
es fixen, i es tracten al microones de la mateixa manera que pel marcatge
simple. Llavors es bloquegen les activitats peroxidasa i fosfatasa alcalina
endogenes, incubant-les successivament: 10 min en 4% d’H,O,, 10 min en 3
mM de Levamisole, i finalment es fa el bloqueig d’interaccions inespecifiques

amb 20 min en 5% de llet descremada i 0.05% de Tween-20 en 20 mM de
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Tris-HCI pH 7.5. Entre cada incubacio es fan 2 rentats de 10 minuts amb
tampd Tris/NaCl. Seguidament I'anti-DCC.I purificat per afinitat (dilucié 1:50)
amb l'anti-MUC2 (1:200) o l'anti-CEA (1:2) es co-incuben amb les mostres
durant 16-18 h a 16°C. Aquestes es renten amb el tampo Tris/NaCl durant
10 min (5 vegades) i s’incuben durant 1 hamb els anticossos secundaris
seglients: un anticGs de cabra anti-IgG de conill conjugat amb peroxidasa de
raba (Dakopatts) (dilucié 1:100) per a la deteccio de lanti-DCCL.I, i un
anticos de cabra anti-lgG de ratoli conjugat a fosfatasa alcalina (Dakopatts)
(dilucié 1:100) per a la deteccié dels anticossos monoclonals. Després de 3
rentats de 10 min cadascun amb tampd Tris/NacCl, les mostres s’equilibren
durant 5 min en 0.1 M de Tris-HCI pH 8.2 i es procedeix al revelat: s'incuben
10 min amb la solucié de Fast Red, es renten 10 min en H,O seguits de 10
min en tampo Tris/NaCl i s'incuben 10 min en 20 % de diaminobenzidina
(DAB) en 0.05% de PBS i0.1% d'H,0,. Estornen arentar amb H,O i tampé

Tris/NacCl, es contratenyeixen amb hematoxilina i es munten en Aquatex.

7.3. Immunocitoquimica

Seccions de criostat de 3 nm tallades a partir de rotllos de cél-lules en cultiu
preparats segons Lesuffleur et al. (1991), 6 cél-lules sembrades sobre
cubreobjectes, es renten dos cops amb PBS, es fixen amb 1-4% de
paraformaldehid/PBS, es permeabilitzen amb 0.2 — 0.5% de Trit6/PBS 6 amb
0.1% de saponina/PBS, es bloquejen amb 1% de BSA/PBS i s’incuben 1-2 h
amb l'anticés primari adient diluit en 1% de BSA/PBS. Les dilucions
utilitzades per a cadascun dels anticossos son: anti-DCC.I policlonal 1:200;
anti-E-cadherina (HECD1) 1:200; anti-desmoplakina 1:400; anti-a2
integrina 1:50; anti-a3 integrina 1:50; anti-a6 integrina (GoH3) 1:50; anti-b1
integrina 1:750; anti-b4 integrina 1:200; anti-talina 1:100; anti-ezrina 1:350.
Després de rentar amb PBS, s’incuben amb I'anticés secundari durant 1 hora
en 1% de BSA/PBS. Per a detectar els anticossos policlonals de conill s’ha
utilitzat un anticés de cabra anti-IgG de conill acoplat a fluoresceina (FITC)
(Pierce) o de porc anti-lg G de conill acoplat a rodamina (TRITC) (Dakopatts).
Per a detectar els anticossos monoclonals de ratoli s’ha utilitzat un anticés
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de cabra anti-ratoli acoplat a fluoresceina o rodamina (Dakopatts). Per a la
deteccio del monoclonal de rata anti-a6 integrina (GoH3) s’ha utilitzat un
anticos de cabra anti-rata acoplat a fluoresceina (Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc.). Tots els anticossos secundaris es dilueixen a la
concentracié recomanada pel proveidor. Finalment les preparacions es
munten amb Mowiol i s’analitzen utilitzant un microscopi invertit de
fluorescéncia (Zeiss Axioscop) o per microscopia confocal (Leica TSD 4D)
en els Serveis Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona sota la

supervisio de la Dra. Castel.

8. Altres tecniques de deteccid

8.1. Tinci6é de les mucines amb Blau Alcia

Seccions de 4 mm de mostres de colon normal incloses en parafina, es
desparafinen, hidraten, es fixen i es tracten al microones com es descriu en
la secci6 7.2. Després es tenyeixen durant 30 min amb 0.1 % de Blau Alcia
en 3% d’acid acetic. El Blau Alcia reacciona amb els sucres associats a les
mucines. Es renten amb HO i es contratenyeixen durant 10 min amb
vermell nuclear al 0.1% per visualitzar els nuclis de les cél-lules. Es
deshidraten fent passar les preparacions de forma sequencial durant 5
min/bany en: 50% d’etanol, 75% d’etanol, 100% d’etanol, 100% d’etanal,
xilol/alcohol, xilol. Es munten amb DPX (Merck).

Seccions de criostat de 3 mm tallades a partir de rotllos de cel-lules en cultiu
preparats segons Lesuffleur et al. (1991), es fixen 10 min amb acetona freda
(=20°C) i s’incuben 30 min amb 0.1 % de Blau Alcia en 3% d’acid acetic. A
I'igual que pels talls histologics es renten amb H,O i es contratenyeixen amb
vermell nuclear al 0.1% (10 min). Després es renten amb H»O, es

deshidraten i es munten en DPX (Merck).
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8.2. Marcatge del citosquelet d’actina

Cél-lules senceres: Les cellules, sembrades sobre cubreobjectes, es
renten amb PBS, es fixen amb 4% de paraformaldehid/PBS, es
permabilitzen amb 0.1% de saponina/PBS i es bloquejen amb 1% de
BSA/0.1% de saponina/PBS. Llavors, s'incuben durant 30 min amb 2 ng/ml
de faloidina marcada amb fluoresceina (FITC) (Sigma) en 1% de BSA/0.1%

de saponina/PBS. Després de rentar amb PBS es munten en Mowiol.

Adhesions Focals aillades: Les adhesions focals s’aillen a partir de
cél-lules sembrades sobre cubreobjectes, seguint el protocol descrit a
continuacié (Niederreiter i Gimona, 1994). Les cel-lules, sembrades sobre
cubreobjectes, es renten amb tampé C (6.5 mM de glucosa, 5.3 mM de KClI,
137 mM de NaCl, 0.44 mM de KH;POq4, 4.2 mM de Na;HPO4, 3.4 mM de
NaHCOs3, 5 mM de MES, 2 mM de MgCl,, 0.57 mM de CaCl,) a pH 6.1, i
després s’incuben durant 3 minuts amb 0.2 % de saponina en tampé C.
Seguidament, els cubreobjectes es tornen a rentar amb tampé C, durant
30s, utilitzant aquest cop una bomba peristaltica que doni un fluxe
d’aproximadament 0.5-1 ml/s, de la manera que es mostra en la figura5.

Llavors, els cubreobjectes es renten amb PBS, es bloquegen amb 1% de
BSA/PBS i s’incuben durant 30 minuts amb 2 ng/ml de faloidina marcada
amb fluoresceina (FITC) (Sigma) en 1% de BSA/PBS. Després de rentar

amb PBS, es munten amb Mowiol.

al substrat.

Covarslip, celf side up

Figura 5: Esquema que il-lustra la
manera de fer els rentats sobre els
cubreobjectes, a un fluxe de 0.5-1/ml/s
utilitzant una bomba peristaltica, per a la
eliminacié dels cossos cel-lulars i la

purificacié de les estructures d’adhesié
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9. Extracci6 de proteines i analisi per Western blot.

9.1. Obtenci6 de fraccions protéiques solubles en tampo6 T10/Tritd i en
tampod RIPA.

Les cel-lules es lisen bé en tamp6 T10 (25 mM de Tris-HCI pH 7.6, 1 mM
d’EDTA, 10 mM de NaCl, 25 ng/ml de leupeptina i 10 nmg/ml d’aprotinina)
contenint 1% de Tritd X-100 (tampo6 T10/Tritd), bé en tampd RIPA (10 mM
Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% de SDS, 0.5% de Na-deoxicolat, 1% de
NP-40, 1 mM de Pefabloc, 10 ng/ml de leupeptina i 10 ng/ml de pepstatina).
Després de 30 min d’incubaci6 amb agitaci6 suau a 4°C, els lisats es

clarifiqguen centrifugant a 13 000 rpm durant 30 min a 4°C.

9.2. Fraccionament cel-lular

Es fa una extraccié sequencial de les proteines per solubilitat diferencial en
detergents ionics i no ionics. Aixi, en tampé T10 només sbén solubles les
proteines citosoliques. Les proteines de membrana queden al “pellet”, del
gual poden extraure’s les proteines no associades al citosquelet amb tampo
T10/Trité. Finalment, les proteines associades al citosquelet es solubilitzen
incubant 10 min a 100°C en un tampo contenint 25 mM de Tris-HCI pH 7.5, 1
mM d’EDTA, 1% de SDS, 25 ng/ml de leupeptina i 10 ng/ml d’aprotinina,

seguit de clarificacio centrifugant 30 min, a 13 000 rpm i a 4°C.

9.3. Biotinilacid i extraccio de proteines de membrana

Les cél-lules en cultiu, a 80% de confluéncia, son marcades amb 0.5 mg/ml
de Sulfobiotina (NHS-Biotin, Sigma) en D-PBS (PBS, 1 mM de MgCl, i 0.1
mM de CaCl) durant 20 minuts a 4°C. Després de rentar amb DMEM,
s’incuben 10 minuts amb DMEM a 4°C, es renten amb D-PBS i es lisen en
10 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1% de Tritd6 X-114, 25 ng/ml de
leupeptina i 10 ng/ml d’aprotinina. EIs lisats s'incuben 15 minuts en gel i a
continuacio es clarifiquen per centrifugacié a 13 000 rpm durant 20 min i a
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4°C. Per a separar les proteines citosoliques i les de membrana, ambdues
solubles en aquest tampd, els lisats es barregen a 4°C amb la seguent
solucié: 6% de sucrosa, 10 mM de Tris-HCI pH 7.4, 150 mM de NacCl i
0.06% de Tritdo X-114, i després s’'incuben 3 minuts a temperatura ambient
per induir la formacié de micel-les. Aquestes queden en la fase del
detergent després de centrifugar a 1 000 rpm durant 5 min a temperatura
ambient, mentres que les proteines citosoliques queden en la fase aquosa
superior (Bordier, 1981). La fraccid detergent s’equilibra fins a 1% de Trit
X-114 amb 10 mM de Tris-HCI pH 7.4 / 150 mM de NaCl. Totes dues
fraccions (aquosa i detergent) s'incuben durant 2 h a 4°C amb 100 ni de
streptavidin-agarosa (Sigma) i es renten successivament amb tampd RIPA
(20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% de SDS, 1% de Na-deoxicolat,
1% de NP-40), TNEN (10 mM de Tris-HCI pH 7.2, 500 mM de NaCl, 1mM
d’'EDTA, 0.5% de NP-40i 0.1% de SDS), i PBS. Aquestes s’elueixen bullint

durant 5 minuts en tamp6 Laemmli i s’analitzen per Western blot.

9.4. Western blot

La concentracio de proteina en els lisats es mesura pel metode de Bradford
(BioRad). Les proteines es separen per SDS-PAGE i es transfereixen a una
membrana de nitrocel-lulosa (Schleicher and Schuell). Després de bloquejar
la membrana durant 1 hora amb 1% de llet descremada i 0.1% de Tween-20
en PBS, s’'incuba amb els anticossos primaris durant 2 hores a les dilucions
segients: anti-GST-DCC.I a 1:1000, anti-mucines gastriques (L56) a 1:100,
anti-E-cadherina humana (HECD1) a 2 ng/ml, anti-PKCa (P16520) a 0.5
ng/ml, anti-ezrina, anti-radixina, anti-moesina a 1:5000, anti-b1 a 1:25 000,
anti-b4 (1025) a 1:5000, anti a6 (4E9G8) a 5 ng/ml. Després de rentar una
vegada amb el tamp6 de bloqueig, i tres vegades més amb 0.1% de Tween-
20 en PBS, els filtres s’incuben 1 h amb l'anticGs secundari corresponent
acoplat a peroxidasa (HRP) (Dakopatts), es renten successivament amb
0.1% de Tween-20 en PBS i PBS. Es revela mitjancant el sistema de

deteccio Luminol ECL detection system (Amersham).
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10. Assaig d’interacci6 in vitro. (Assaig de “pull-down”)

10.1. Producci6 de I’Ezrina sencera i dels dominis N- i C-terminals de

I'ezrina en cél-lules Sf9

Les cél-lules Sf9 es sembren a la densitat de 3.0 x10° cél-lules/cm? en
flascons T150 i 18 h després s’infecten amb els baculovirus contenint les
construccions d’ezrina a analitzar (2 flascons T150 per a cadascuna de les
construccions). Al cap de 37-38 hores, les cél-lules es lisen en 30 mM
d’'Hepes pH 7.5, 1 mM d’EGTA, 5 mM de MgCl,, 40 6 130 mM de KClI, 1% de
NP-40, 1 mM de DTT, 1 mM d'ortovanadat, 5 mM de NaF, 1 mM de PMSF,
10 nmg/ml de leupeptina i 10 ng/ml de pepstatina, mesclant varies vegades
amb un vortex durant 10-15 minuts d’incubacié a 4°C. A continuacio, els

lisats es centrifuguen durant 15 mina 14 000 rpm i a 4°C.

10.2. Assaig de “pull down”

Aproximadament una cinquena part (de 100 a 200 m) de cada lisat (obtingut
segons es descriu en la seccio anterior) s’'incuba durant 1 hora a 4°C i amb
agitacio suau amb cadascuna de les construccions de GST inmobilitzades
en 10-20 m de Glutationa-Sefarosa 4B. Després es realitzen 5 rentats amb
tampd de lisi (1 ml/rentat). Les proteines acomplexades a les construccions
immobilitzades en la columna de glutatié agarosa s’elueixen bullint durant 5

minuts en tampd Laemmli i s’analitzen per Western blot.

11. Immunoprecipitacié

La preparacio de proteines a analitzar (1 mg) es dilueix fins a 500 nl amb el
mateix tampd de la lisi. Amb la fi d’evitar unions inespecifiques durant la
immunoprecipitacio, es realitzen dos preaclarats de 30 min cadascun, amb
10 m de Proteina G sefarosa (Pharmacia). A continuacio, el sobrenadant
s’incuba 16-18 h amb 5 ng d’anticés préviament conjugat a 10 i de proteina
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G sefarosa tal com es descriu més endavant. Per immunoprecipitar el DCC
s'utilitza l'anticos AF-5 (Oncogene Science) dirigit contra el domini
extracel-lular de la proteina. Com a control negatiu, s’ha utilitzat I'anticos
E2A (Santa Cruz). Després, la resina es renta 5 vegades amb tampd de lisi.
Totes les incubacions i rentats es realitzen a 4°C i amb agitacié suau. Les
proteines acomplexades a l'anticés s’elueixen bullint durant 5 minuts en

tampd Laemmli i s’analitzen per SDS-PAGE seguit de Western blot.

Conjugacio covalent dels anticossos a la Proteina G-sepharosa: Els
anticossos s’'incuben en PBS, durant 2 h a temperatura ambient amb
agitacio suau amb la Proteina G Sefarosa (Pharmacia) en una relacio 1 ny
d’anticés/2 m de resina. Els complexes es renten amb tampo borat (0.2 M
de NayB40O7 pH 9.0) i s'incuben durant 30 min en agitacié suau, amb 20 mM
de dimetilpimelimidat/tampo borat. La reaccié de conjugacié s’atura rentant
dos vegades amb 0.05 M de glicina pH 8.0. Els complexes anticés-proteina
G es renten amb PBS i es guarden en 0.01% d’azida sodica/PBS a 4°C.
Una petita aliquota de I'anticos incubat amb la Proteina-G Sefarosa abans i
després de I'addicio del dimetilpimelimidat/tampé borat, s’analitzen per SDS-

PAGE amb la fi d’examinar I'eficiéncia de la conjugacié covalent.

12. Assajosin vivo en ratolins nude
12.1. Assaig de tumorigenicitat

Després de tripsinitzar les cél-lules, es resuspenen en PBS esteril a una
concentracié de 2 x 10° cél-lules/ml. 50 m d’aquesta suspensié cel-lular (10°
cél-lules) s’injecten subcutaniament, als costats dret i esquerre del quadrant
dorsal posterior de ratolins atimics Swiss nu/nu femelles (3 animals per clon)
de 4 a 6 setmanes d’'edat. Els tumors es mesuren 3 cops per setmana
durant un periode de 2 mesos amb un peu de rei. El volum del tumor
s'estima mitjancant la formula 4/3 p r® on “r" és la mitja entre el radi
corresponent a la llargada i el corresponent a 'amplada del tumor. Cada
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punt del grafic correspon a la mitjana dels volums estimats dels tumors
desenvolupats a partir de cada tipus cel-lular analitzat. Quan un tumor no es
desenvolupa, el seu volum es considera 0. Per l'analisi estadistic s’ha
utilitzat el test de la t de Student. Els ratolins es sacrifiquen per dislocacio
cervical abans que el diametre dels tumors superi els 15 mm. Una part dels
tumors extirpats és congelada immediatament en nitrogen liquid per a
posterior extraccié de RNA i proteina, una altra part és criopreservada en
OCT per assajos dimmunohistoquimica i una darrera part és fixada en
formol per posterior inclusi6 en parafina i analisi histologic i/o

immunohistoquimic.

12.2. Assaig de disseminacio

Fragments solids de tumor, desenvolupats a partir de la inoculacié
subcutania de cel-lules en ratolins atimics Swiss nu/nu femelles (veure
I'apartat anterior), es trocejen fins a un tamany aproximat de 2x2x2 mm?® i
s’implanten en el cec d’altres ratolins atimics (un fragment per ratoli) Swiss
nu/nu mascles de 4 a 6 setmanes d’edat segons es descriu a continuacio:
Els ratolins s’anestessien per inhalacio d’isofluora (Abbott Laboratories) i una
vegada adormits es col-loquen en posicié de decubit prono per tal de facilitar
la incisi6. Després de pintar la pell del ratoli amb povidona iodada, es fa una
incisié mitjana subxifoidea. Un cop oberta la cavitat peritoneal es localitza el
cec del ratoli que es mobil i s’exterioritza. Els fragments de tumor es renten
amb medi de cultiu RPMI 1460 amb 20 % de FBS, gentamicina i fungizona
per tal de garantir que sén lliures de contaminacions. Els fragments es
suturen a la serosa i la subserosa de la cara anterior dels cecs amb fil de
sutura atraumatica de prolene de 6/0 i un porta. Abans de tancar la cavitat
peritoneal es col-loquen, dintre de la mateixa, 0.5-1 ml de serum fisiologic
per tal de facilitar la hidratacié de I'animal en el postoperatori immediat. La
paret es tanca amb una sola capa amb grapes. Després de l'anestésia,
I'animal es recupera bé en 2-3 hores.

L’aparicio i creixement dels tumors es determinen per palpacié, 3 cops per

setmana durant un periode aproximat de 2 mesos. Els ratolins es
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sacrifiquen quan presenten caquéxia (pérdua de pes, disminucié d'activitat,
perdua del color habitual). Mostres del tumor primari, del tumor
desenvolupat en la zona de la ferida, ganglis preaortics, rony0, adeniopaties
mediastiniques, epiplon, diafragma, pulmo i fetge, es fixen en formol per a

posterior inclusié en parafina i analisi histologic.
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