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1. L’expressio dels gens DCC i Smad4 es troba disminuida en linies
cel-lulars derivades de cancer de colon, en tumors de colon, i en linies
celllulars derivades de cancer de pancrees, respecte I'expressid
d’aquests gens en teixit normal. Les alteracions en ambddés gens sén

esdeveniments independents

Els gens DCC i Smad4 sén forts candidats a gens supressors de tumor
dintre de la regié cromosdmica 1821 (veure secci6é 5 de la introduccid). A fi
d’estudiar més en detall la seva implicacié6 en el cancer colorectal i de
pancrees, s’ha analitzat la seva expressio, per RT-PCR semiquantitativa, en:
(1) un panell de 12 linies cel-lulars derivades de cancer de colon que
presenten diferents capacitats de diferenciacié in vitro, (2) 10 pacients amb
cancer de colon dels quals disposavem de mostres de teixit normal i de
tumor, i (3) 16 linies derivades de cancer de pancrees. Per I'analisi del DCC
s’han emprat dos parells d’encebadors, EX1/EX2 i IN3/IN2, corresponents a
sequéencies codificants dels dominis extracel-lular i intracel-lular de la
proteina, respectivament, capacos ambdos de detectar els fenomens de
processament alternatiu del mRNA descrits en Reale et al. (1994) (veure
seccio 5.2 dels materials i metodes). Els nivells d’expressio dels transcrits
de DCC i Smad4 s’han determinat per densitometria i s’han comparat als

d’'un gen “housekeeping” com és lab actina.

Entre les linies derivades de cancer de colon analitzades, HT-29, SW480 i
SW620 son exemples de linies indiferenciades (Drewinko et al., 1984; Fogh
and Trempe, 1975; Leibovitz et al., 1976; Zweibaum et al., 1991), HT-29 M6 i
LS174T son cel-lules mucosecretores (Lessuffleur et al., 1990; Rutzky et al.,
1980; Tom et al., 1976) i Caco-2 representa el millor model en cultiu de
cél-lules absortives (Fogh et al., 1977; Pinto et al., 1983). Les altres linies
cel-lulars son representatives de diferents graus de diferenciacio definits en
base als marcadors moleculars que expressen i al grau de polaritzacié de la

capa cel-lular (Chantret et al., 1988). A mode d’exemple, les cél-lules HT-29
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M3 creixen en monocapa de cél-lules polaritzades amb vora en raspall que
expressen DPPIV i vilina perdo no expressen CEA (“Carcinoembryonic

Antigen”), mucines o sucrasa-isomaltasa (Lesuffleur et al., 1991).

En una de les linies analitzades (SW1417), no s’han detectat els transcrits
de DCC i en la resta de linies el mMRNA d’aquest gen es detecta a nivells més
baixos que el teixit normal (Fig. 1). Per altra banda, s’observa una
discrepancia de resultats en I'amplificaci6 del mRNA del DCC segons el
parell d’encebadors utilitzat. Aixi, no hi ha correlacié entre els nivells
d’amplificacié dels dominis intracel-lular i extracel-lular dintre d’'una mateixa
linia cellular i no es pot establir cap correlacié entre aquest patrd
d’amplificacio i el fenotip d’aquestes linies cel-lulars. A mode d’exemple les
linies SW480, LS174T i Caco-2, les quals expressen diferents fenotips,
presenten un patré similar on els nivells d’expressié de DCC detectats amb
el parell d’encebadors IN3/IN2 s6n majors que els detectats amb el parell
EX1/EX2. De la mateixa manrera, les cel-lules HT-29 M6 i les LS174T,

ambdues mucosecretores, presenten patrons d’amplificacio diferents.

Respecte a les formes de processament del mMRNA alternatiu, en aquestes
linies predomina I'expressié de la forma llarga (341 pb) versus la forma curta
(281 pb) a l'amplificar amb els encebadors EX1/EX2. Utilitzant el parell
IN3/IN2 es detecta en nivells més alts la forma curta (fragment de 159 pb
versus 164). No hi ha correlacié entre el patré d’expressio de les formes de

processament del mMRNA alternatiu i el fenotip de les linies estudiades.

L'expressi6 de Smad4 es detecta en les 12 linies cel-lulars examinades i
també esta disminuida en les linies respecte al teixit de colon normal. Les
cél-lules SK-CO-20 donen lloc a un producte d’amplificacié de pes molecular
lleugerament més elevat que la resta de céllules i amplifiguen una
sequencia addicional que també es troba en altres linies: HT-29 M3, SK-CO-
1iSW1417. Aquest producte d’amplificacio addicional no s’ha considerat en

els estudis de quantificacio.
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En tots els casos de mostres de tumor de colon, I'expressio del DCC és més
baixa en el tumor que en el teixit normal del mateix pacient (Fig. 2). En el
80% dels tumors, aquesta disminucié de I'expressi6 segons ambdds
encebadors, és d’almenys un 44%. Les diferents formes de processament
alternatiu del mRNA que es detecten, varien segons els pacients perdo no
canvien entre la mostra de tumor i teixit normal del mateix malalt. Només en
la mostra 64, el tumor perd el fragment de 341 pb amplificat amb el parell
EX1/EX2, perd donats els baixos nivells d’expressié del gen DCC que
s’observen en aquest cas, pot ser simplement un problema de nivells de

deteccio.
L’expressio de Smad4 també esta reduida en els tumors respecte al teixit

normal. Aixi, en un 70% dels casos s’observa una reduccio de I'expressio
del 40%.
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Figura 2: Analisi, per RT-PCR, de I'expressié dels gens DCC i Smad4 en tumors
primaris colorrectals

(A): Analisi per electroforesi dels productes de PCR amplificats en fase lineal, a partir dels
cDNA's sintetitzats per cadascuna de les mostres.

A cada mostra de tumor (T) li correspon una mostra de teixit normal (N) del mateix pacient.
Els productes d’amplificacié generats en el domini extracel-lular i en el domini intracel-lular
del gen DCC sé6n fragments de 341 o 281 pb, i de 164 o 159 pb, respectivament. Les
diferents talles en cadascun dels casos, corresponen a fendomens de processament
alternatiu del mRNA descrits previament. EIl fragment amplificat per I'analisi d’expressio de
Smad4 és de 285 pb. (B): Grafics que representen els nivells d’expressio relativa de DCC i
Smad4, els quals han estat determinats per densitomentria semiquantitativa (unitats de

densitometria de DCC o Smad4 / unitats de densitometria d’Actina).
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Totes les linies derivades de cancer de pancrees analitzades (n=16)
presenten un fenotip ductal (Vila et al., 1994). En 7 de les linies (44%) no es
detecta expressio del DCC amb cap dels parells d’encebadors utilitzats i en 4
linies I'expressio del domini extracel-lular és indetectable mentres qu(e la del

domini intracel-lular €5 molt baixa (Fig. 3AIC).

S’observa una manca d’expressié de Smad4 en 5 de les 16 linies (31%), on
en una delles (MZPC-1) s’amplifica una geqijéncia més llarga que no ha
estat analitzada i que no s’ha considerat en aquest estudi g‘em'\i‘quantitatiuz
En 3 de les linies on s’expressa Smad4, també s’observa el producte
d’amplificacio addicignal descrit anteriorment per les linies deriv&des de
cancer de colon. N -

En teixit pancreatic normal, després de 5 dies de cultiu, es detecta

I'expressio6 de tots dos gens (Fig. 3 B).
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Figura 3: Analisi, per RT-PCR, dels gens DCC i Smad4 en linies derivades de cancer
de pancrees <

(A): Analisi per electroforesi dels productes de PCR amplificats Zn fase linear, a partir dels
cDNA's sintetitzats per cadascuna de les mostres. Els produc#es)d’amplificacié generats en
el domini extracel-lular i en el domini intracel-lular del gen DCC sgn fragments de 341 o 281
pb, i de 163pb o 159 pb, respectivament. Les diferents talles en cadascun dels casos,
corresponen a fenomens de processament alt%rnatiu del mRNA descrits préviament. El
fragment amplificat per I'andlisi d’expressié de Smad4 és de 285 pb. La fletxa indica una
banda addicional amplificada en alguns dels casos. El cap de fletxa senyala una banda de
mida no esperada, amplificada en la linia MZPC-1. (B): Grafics que representen els nivells
d’expressio relativa de DCC i Smad4, determinats per densitometria semiquantitativa
(unitats de densitometria de DCC o Smad4 / unitats de densitometria d’Actina). (C): Analisi
per electroforesi dels productes de PCR amplificats en fase linear, a partir dels cDNA’s
sintetitzats per una mostra de pancrees normal després de 5 dies de cultiu in vitro, i la linia

cel-lular Capan-2.
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Tant en I'analisi dels tumors com de les linies derivades de cancer de colon i
de pancrees, I'expressi6 de DCC i de Smad4 es troba doncs disminuida
respecte els teixits normals. Per altra banda, aquests resultats demostren
gue les alteracions en DCC i Smad4 tenen lloc de forma independent. Aixi,
s’observa que no existeix correlacio entre els nivells de DCC i els de Smad4
en l'analisi d’expressio tant en tumors com en linies cel-lulars. A mode
d’exemple, en les 3 linies derivades de cancer de colon on els nivells de
Smad4 sén més elevats (HT-29, SK-CO-1 i SW1417), HT-29 presenta
expressio de DCC amb ambdds parells d’encebadors, SK-CO-1 només
presenta producte d’amplificaci6 amb els encebadors del domini
intracel-lular, i en SW1417 s’observa manca total de I'expressié d’aquest gen
(Fig. 1). Els resultats obtinguts amb les linies derivades de cancer de
pancrees encara sOn meés reveladors, de manera que nivells alts de Smad4
en 5 de les linies s’associen a la manca de deteccio de transcrits del DCC
amb ambdoés parells d’encebadors. De la mateixa manera, en la linia
CFPAC1 la manca d’expressié de Smad4 correlaciona amb I'expressié del
DCC (Fig. 3).

2. DCC no estaimplicat en diferenciaci6 epitelial intestinal

2.1. Analisi de la correlacio entre el fenotip de les linies cel-lulars

derivades de cancer de colon i I'expressié del DCC

Donats els resultats de Hedrick et al. (1994) on es proposava un paper del
DCC en la diferenciacido mucosecretora de les cél-lules de I'epiteli intestinal,
s’ha estudiat la possible correlacié entre I'expressiéo del DCC i el fenotip
mucosecretor de les linies derivades de cancer de colon.

Primerament, amb la fi de determinar la capacitat mucosecretora de les 12
linies, es va analitzar la produccié de moc en seccions de rollos de cel-lules
cultivades fins a 10 dies post-confluencia, mitjancant dues técniques: 1)
Tincié de les mucines amb Blau Alcia, 2) Immunofluorescéncia utilitzant

I'anticos monoclonal anti-mucines coloniques ZE4. Com s’observa en la
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figura 4, on només es mostren els resultats més representatius, un 70% de
cél-lules HT-29 M6 son reactives amb Blau Alcia, aixi com un 25% i 10% de
les LS174T i HT-29 M3 respectivament. Cap de les altres linies estudiades
va donar positiu per la sintesi de moc. Els resultats obtinguts amb totes
dues técniques son semblants, excepte en el cas de les HT-29 M6 donat que

expressen predominantment mucines de tipus gastric.
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Figura 4: Analisi de la diferenciacié mucosecretora de les linies de cancer de colon

La capacitat mucosecretora de les cél-lules s’ha analitzat sobre talls de criostat de rotllos de
cél-lules cultivades préviament fins a 10 dies post-confluéncia. Esquerra: Tinci6 de les
mucines amb Blau Alcia i contratinci6 dels nuclis amb vermell nuclear. Dreta:
Immunofluorescéncia utilitzant I'anticds monoclonal anti-mucines coloniques ZE4. Barra de

escala: 135 mm.
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Daltra banda, s’analitza la preséncia de transcrits corresponents tant a
mucines coloniques (MUC2, MUC3, MUC5B) com gastriques (MUC5AC,
MUC5B, MUCG6) per Northern blot (Fig. 5). En el RNA total del colon
normal, utilitzat com a control, es detecten els transcrits de MUC2, MUC3 i
MUC5B.
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Figura 5: Analisi per Northern blot, de I'expressié de mucines en colon normal i linies
cel-lulars humanes derivades de carcinoma de colon

15 ng de RNA total de cadascuna de les linies i d’'una mostra de colon normal, s’han
analitzat per Northern blot utilitzant sondes que reconeixen el mMRNA de les mucines
coloniques (MUC2, MUC3, MUCS5B) i gastriques (MUC5AC, MUC5B, MUCB6). A l'esquerra

estan indicada la mobilitat de les subunitats de RNA ribosomal 18S i 28S.
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Cap de les linies cel-lulars presenta un patré d’expressio de mucines similar
al del teixit de colon normal i tampoc s’observen patrons comuns entre elles
(Fig. 5). Aixi mentres que MUC3 i MUC5AC sén més abundants en la linia
HT-29 M6, MUCS5B i MUCG6 predominen en les LS174T. Els resultats del
Northern blot confirmen I'absencia de correlacio entre la expressio de DCC |
la sintesi de mucines. En la taula | estan resumits els resultats d’expressio
del DCC per RT-PCR, la sintesi de moc i la presencia dels transcrits de les

diferents mucines, per les diferents linies derivades de colon estudiades.

Tipus Cd-lular | Expressié del DCC | Tincio Expressio de Mucines
0 Teixit per RT-PCR amb Blau per Northern blot
Alcia
EX IN MUC2 MUC3 MUC5AC MUCS5B MUC6

COLON Normal + + + + + - + -
HT-29 + + - - - - - -
HT-29 M3 +/- +- +(10%) - - +/- -
HT-29 M6 + +/- + - + + + -
LS174T + + + + + - + +
Caco-2 + + - - + - - -
HRT-18 - + - - +- - - -
SK-CO-1 - + - - - - - -
SK-CO-20 + + ND - - - - -
SK-CO-17 + - - - +/- - - -
SW 480 + + - - + - - -
SW 620 +- + - - + - - -
SW 1116 - + - - + - - -
SW 1417 - - - - - - - -
Taula I: Estudi comparatiu de I'expressié del mRNA del DCC, tincié del moc, i

I'expressié dels gens de mucines en colon normal huma i en linies cel-lulars

derivades de cancer de colon amb potencial de diferenciacio variable in vitro.

2.2. Analisi immunohistoquimic de I’expressio del DCC en I'epiteli de

colon normal

Malgrat s6n un bon model d’estudi, les linies cel-lulars derivades de tumors,
presenten limitacions degut a la seva natura transformada i no sén totalment
representatives del corresponent teixit normal. Per aquest motiu, es va

analitzar I'expressié del DCC, paral-lelament amb la sintesi de moc, en la
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mucosa normal del colon. Aixi, s’han analitzat per immunohistoquimica
seccions seriades del teixit inclos en parafina, utilitzant un anticos policlonal
generat contra el domini intracel-lular del DCC (anti-DCC.I) i purificat per
afinitat (veure seccio 7.1 dels Materials i Metodes). La proteina DCC es
detecta en totes les céllules epitelials (Fig 6 B). No s’observa
immunoreacci6 si s'utilitza un anticos irrelevant (Fig. 6 A). El moc, detectat
per tinci6 amb Blau Alcia, s'observa en les cél-lules mucosecretores i, en
menys quantitat, en I'epiteli de superficie (Fig. 6 C). Per tal d’aprofundir més
en la caracteritzacié de les cel-lules que expressen DCC, s’han fet dobles
marcatges utilitzant els anticossos anti-DCC.I i anti-MUC2, mucina
majoritaria expressada per les cel-lules mucosecretores de I'epiteli colonic
(revisat a Buisine et al., 1998). DCC s’expressa tant en ceél-lules que
presenten aquesta mucina colonica com en cél-lules on aquesta hi és absent
(Fig. 6 D, D.1). De la mateixa manera s’han fet dobles marcatges utilitzant
els anticossos anti-DCC.I i anti-CEA, un marcador de cel-lules absortives
amb localitzacio apical, demostrant la co-expressié de totes dues proteines
en la mucosa normal del colon (Fig. 6 E, E.1). Aquests resultats demostren
gue I'expressié del DCC no és especifica de cél-lules mucosecretores sino
gue DCC també s’expressa en les cel-lules absortives de la mucosa normal

del colon.

2.3. Analisi de I'efecte de I'expressié ectopica del DCC sobre el

fenotip de les cel-lules HT-29

Per aprofondir en I'estudi de la possible implicacié del DCC en el procés de
diferenciacié epitelial, es van generar transfectants estables de cel-lules HT-
29 que expressaven la proteina DCC de forma ectopica. Les cel-lules HT-29
creixen formant una multicapa de cel-lules indiferenciades (Zweibaum et al.,
1991) i presenten nivells molt baixos de DCC, de manera que malgrat es
detecta el mRNA per RT-PCR, la proteina no es detecta per Western blot.
Tal com es detalla en la seccio 2.1 dels Materials i Métodes es van

transfectar cel-lules HT-29 amb el cDNA sencer del DCC clonat en el vector
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pCMVneo (HT-29/DCC), aixi com amb el vector pCMVneo sense insert, a

mode de control (HT-29 control).

A e LB

Figura 6: Localitzacié de I'expressio del DCC i analisi de la sintesi de moc en mucosa
de colon normal

S’han utilitzat seccions seriades de teixit de colon normal inclos en parafina. (A)
Immunohistoquimica utilitzant un anticos irrelevant (anti-dextra B12) a mode de control
negatiu. (B) Immunohistoquimica utilitzant I'anticés anti-DCC.| purificat per afinitat (veure
secci6 7.1.1 de Materials i Métodes). (C) Tincié amb Blau Alcia de les mucines coloniques.
Dobles marcatges: (D) Anti-DCC.l en marré i anti-MUC2 en vermell. (D.1) Detall de la regi6

emmarcada en (D): el cap de fletxa i la fletxa senyalen respectivament, una cél-lula

mucosecretora i una cél-lula no mucosecretora amb expressié de DCC. (E) Anti-DCC.I en
marrd i anti-CEA en vermell. (E.1) Detall de la regi6 enmarcada en (E): el cap de fletxa
senyala una cél-lula amb doble marcatge DCC i CEA. Barra d’escala: 180 nm (A-E); 60 mm

(D.1, E.1).
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En els clons aillats, resistents a la geneticina, s’analitza I'expressié de la
proteina DCC per Western blot. Paral-lelament, s’analitza la seva distribuci6
subcel-lular ja que, per ésser funcional, DCC ha d'estar situat en la
membrana plasmatica. Es van obtenir cinc clons independents que
expressaven nivells variables de proteina DCC en la fraccié que conté les
proteines de membrana (Fig. 7C). L’analisi per immunofluorescéncia mostra
gue el DCC es distribueix en la membrana plasmatica i en el citosol de les
cel-lules transfectades (Fig. 7B). Per a confirmar la localitzacié del DCC a la
membrana citoplasmatica dels transfectants, les proteines de membrana es
van biotinilar i, seguit d’'una extracci6 amb Trit6 X-114, es van purificar
utilitzant streptavidin-agarosa. Seguint aquest protocol (veure seccio 9.3
dels Materials i Metodes), DCC es detecta majoritariament en la fraccié que
conté les proteines de membrana (Fig. 7D). Com a control de la biotinilacio
exclusiva de les proteines de membrana s’analitzaren I'E-cadherina, proteina
de membrana que forma part de les unions adherents, i la proteina citosolica
PKCa. Tal com s’observa en la figura 7D, ambdues proteines estan
presents en els lisats totals (carril T), perd només es detecta I'E-cadherina en
la fraccié biotinilada (carril D). El conjunt d’aquests resultats confirma que
DCC es localitza en la membrana plasmatica de les cel-lules HT-29
transfectades, indicant que aquestes expressen una proteina potencialment

funcional.

Les cél-lules HT-29/DCC creixen formant una multicapa de ceél-lules no
polaritzades, suggerint que I'expressié del DCC no activa cap programa de
diferenciacié. Per a confirmar aquests resultats es va estudiar per Western
blot I'expressié de marcadors de diferenciacid6 mucosecretora (mucines) o
absortiva (sucrasa isomaltasa). Independentment dels nivells d’expressio
del DCC, cap dels clons HT-29/DCC presenta expressié d’aquests
marcadors. En la figura 8 es mostra el resultat per a I'analisi de les mucines,
les quals només es detecten en les cel-lules HT-29 M6 utilitzades com a

control positiu (Lesuffleur et al., 1993).
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El conjunt d’aquests resultats indica que no existeix correlacié entre

I'expressié del DCC i el fenotip cel-lular, tant en linies derivades de cancer

colorectal com en el teixit normal, i que I'expressio ectopica d’aquest gen en

les cel-lules HT-29 no activa cap programa de diferenciacioé cel-lular.
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Figura 7: Analisi de la localitzacié del DCC en els transfectants HT-29/DCC

Analisi per immunofluorescencia en (A) cel-lules HT-29 control (clon —7) i (B) un clon positiu

per I'expressié del DCC (clon 31).

Barra d'escala: 40 mm. (C) Analisi de I'expressio per

Western blot del DCC, en fraccions de proteines citosoliques (c) o de membrana (m), en un
clon control (-7) i en els diferents clons HT-29/DCC (Clons: 3, 5, 31, 16, 25, 44). Els nivells

d’expressié en els diferents clons sén distints, perd0 DCC sempre es detecta en la fraccié

proteica que conté les proteines de membrana.

M6(-7) 3 5 16 31 44

206 —

Figura 8: Analisi de I'expressié de mucines
per Western blot en els transfectants HT-29
control i DCC

S’han utilitzat extrets de proteina total d'un
control (-7), dels clons que expressen DCC (3, 5,
16, 31, 44) i de cél-lules M6 com a control positiu.
Els extrets protéics han estat separats per SDS-
PAGE(6% d’acrilamida/bis), transferits a un filtre
de nitrocel-lulosa i incubats amb l'anticos anti-
mucines gastriques L56. El cap de fletxa indica
la separacié entre el gel concentrador i el de

migracio. 95
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3. EIDCCregulal’adhesio cel-lularin vitro i té un efecte antitumoral in

Vivo

Per a extendre els estudis de I'efecte del DCC sobre el fenotip cel-lular vem
analitzar les HT-29/DCC a nivell de morfologia, proliferacio in vitro i capacitat
tumorigénica in vivo, adhesié cél-lula-cél-lula i cél-lula-matriu, mobilitat i
capacitat de disseminacio in vivo. Aquests parametres es van estudiar en
paral-lel tractant les cél-lules amb medi condicionat de cel-lules 293/EBNA-
Net-1. D’altre banda, considerant la possibilitat de que el DCC pogués tenir
un lligand especific del sistema gastrointestinal i la importancia de les
interaccions epiteli-mesenquima en el desenvolupament de I'epiteli intestinal
(Gordon and Hemirston, 1994; Simon-Assmann et al., 1995; Kedinger et al.,
1996; Simon-Assmann et al., 1998; revisat a Montgomery et al.,, 1999),
s’estudia també l'efecte de cél-lules mesenquimals derivades de biopsies
d’intesti (clons C9 i C20) sobre les HT-29/DCC, com a possibles fonts

d’altres lligands. Els resultats obtinguts venen descrits a continuacio.

3.1. Morfologia

Com s’observa per microscopia en contrast de fases (Fig. 9 A i B), els espais
intercel-lulars en les cellules HT-29/DCC en cultiu, sén menors en
comparacio als de les HT-29 control. A més, la densitat de confluencia és el
doble per a les cel-lules HT-29/DCC respecte a les control, sense que varii el
tamany cel-lular tal com s’observa en els talls semifins (Fig. 9 C i D).
Aquests resultats s’han confirmat a postconfluéncia (Fig. 9 C i D), on per
altra banda s’observa que les cél-lules HT-29/DCC, a I'igual que les control,

creixen en multicapa de cél-lules no polaritzades.
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El medi condicionat de les cel-lules que secreten Netrina-1 (293/EBNA-Net-
1), aixi com les 293/EBNA control, no produeix cap canvi en la morfologia de
les ceél-lules HT-29/DCC (Fig 10. G i H) o control (Fig. 10 B iC). EIl medi
condicionat dels clons C9 i C20 indueix les cél-lules a individualitzar-se i a
adoptar una morfologia arrodonida indicant una pérdua de contactes
intercel-lulars (Fig. 10 D, E, 1i J). No obstant aquest efecte no és especific

de I'expressio del DCC, ja que també té lloc en els clons control.

Figura 9: Efecte del DCC sobre la morfologia de les HT-29

A i B: Morfologia de les cél-lules en cultiu a preconfluencia analitzada per microscopia de
contrast de fases. Ci D: Seccions semifines de cultius a 21 dies de cultiu, tenyides amb
blau de toloudina i analitzades per microscopia de contrast de fases. A i C son un clon HT-
29 control; B i D s6n un clon HT-29/DCC. Les barres d’escala corresponen a 240 mm (A i
B)i60 nm (Ci D).
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Figura 10: Efecte del medi condicionat de les cél-lules 293/EBNA-Net-1 i control i els clons C9 i C20 sobre les cél-lules HT-29
control i DCC

Morfologia, analitzada per microsopia de contrast de fases, de les cél-lules HT-29 control (A-E) i HT-29/DCC (F-J) cultivades en preséncia
dels segients medis: A i F: DMEM suplementat amb 10% de FCS; B i G: medi condicionat de cél-lules 293/EBNA control; C i H: medi

condicionat de céel-lules 293/EBNA-Net-1; D i I: medi condicionat del clon C9; E i J: medi condicionat del clon C20.
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3.2. Proliferacio

Les taxes de proliferacio in vitro dels clons HT-29/DCC i control no presenten
diferéncies significatives (Fig. 11 A). Igualment, la preséncia dels medis
condicionats de les cél-lules C9 i C20 no indueix diferencies significatives en
la taxa proliferativa de les cél-lules HT-29, independentment de I'expressio
del DCC (Fig. 11 B, C). Aixi doncs es pot concloure que I'expressio del

DCC no afecta a les propietats proliferatives de les cél-lules HT-29 in vitro.
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Figura 11: Efecte del DCC sobre la proliferacié de les cel-lules HT-29

A: Corbes de proliferacié del clon control —7 i dels clons HT-29/DCC (16 i 31), en condicions
normals de cultiu (DMEM, 10% de FCS). B i C: Comparacio del creixement dels clons HT-
29/DCC (16 i 31) amb el clon control (-7) en medi condicionat de cél-lules C9 i C20,

respectivament.
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Per a determinar I'efecte del DCC sobre la capacitat tumorigénica, les
cél-lules HT-29 es van injectar en ratolins nude. Els resultats demostren que
els tumors generats per les cel-lules HT-29/DCC creixen meés lentament que
els tumors desenvolupats a partir de les cel-lules HT-29 control. A dia 50
post-injeccid, la inhibicié del creixement tumoral induida per I'expressio del
DCC en les cel-lules HT-29 varia, depenent de I'experiment del 40 al 86% en
el clon 16 i del 48 al 60% en el clon 31 (Fig.12 A).
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Figura 12: Corbes de creixement dels tumors desenvolupats en ratolins nude

El desenvolupament dels tumors generats per la injeccié subcutania de les cel-lules HT-
29/DCC (clons 16 i 31) i control (clon —7) en ratolins nude s’ha mesurat al llarg del temps. El
volum dels tumors, en mm?®, s’ha calculat segons la formula 4/3 p r. (A): El grafic mostra les
mitjanes dels resultats de dos experiments independents. (B): Les linies discontinues
corresponen als tumors desenvolupats pels transfectants HT-29/DCC i control co-injectats

amb les cél-lules C9 en relacié numérica 1:1.
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Aquests experiments demostren que el DCC té un efecte anti-tumorigénic in
vivo. Amb la fi d’estudiar si els clons C9 o C20 podien afectar a aquesta
capacitat supressora de tumor del DCC, es van co-injectar aquestes cel-lules
amb les HT-29/DCC i control en relacid6 numérica 1:1. La co-injeccio dels
clons C9 i C20 indueix una disminucio del creixement tumoral generat per les
cél-lules HT-29 independent de I'expressié del DCC (Fig. 12 B). A dia 50
post-injeccio, aquesta disminucié del creixement tumoral és del 45%, 65% i

26% pels clons -7, 16 i 31 respectivament.

3.3. Adhesi6 cel-lula-cél-lula

En els epitelis, les interaccions intercel-lulars proporcionen la cohesio, la
permeabilitat selectiva i la resistencia caracteristiques del teixit. Numerosos
estudis han revelat que la funcionalitat de les unions adherents es perd en la
majoria dels cancers humans epitelials (revisat en Christofori and Semb,
1999). Els mecanismes responsables inclouen alteracions en I'expressio i
funci6 de I'E-cadherina aixi com alteracions en les altres proteines
components de la unié adherent funcional. En general, aquestes alteracions
correlacionen amb tumors invasius i metastatics (revisat a Birchmeier and
Behrens, 1994; Bracke et al., 1996; Nollet et al., 1999; Beavon, 2000). No
obstant, si la perdua de la funcionalitat de 'E-cadherina és un pre-requisit
per a la progressié tumoral o bé és una consequéncia d’aquesta és encara
una questio oberta a discusio (revisat a Christofori and Semb, 1999).

Per una altra banda, s’ha demostrat que diversos tipus de tumors, i
particularment les metastasis derivades d’aquests, presenten uns nivells
reduits i en molts casos indetectables de components dels desmosomes tals
gue la desmoplakina, la plakoglobina i la desmogleina | (Buchner et al.,
1998; Depont et al., 1999; Tada et al., 2000).

L'observacio al microscopi de contrast de fases de les cel-lules HT-29/DCC
indicava que els espais intercel-lulars eren menors que els de les cel-lules

control (veure seccio 3.1 d’aquest capitol), suggerint un major nombre de
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contactes intercel-lulars i/o unes unions més fortes. Per aguesta rad es van
estudiar les unions adherents en els transfectants control i DCC, analitzant
per Western blot la proporcié d’E-cadherina insoluble en Trit6 X-100 6
associada al citosquelet i per tant funcional. Com s’observa en la figura 13,
no hi ha diferencies en els nivells d’E-cadherina associada al citosquelet ni
els d’E-cadherina total entre les cél-lules HT-29 control i DCC. Aquests
resultats demostren que la preséncia del DCC no afecta de manera directa a

les unions adherents de les céel-lules HT-29.
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Figura 13: Analisi per Western blot de I'E-cadherina.

Les fraccions proteiques solubles (s) i insolubles (i) en Trité X-100 dels transfectants s’han

analitzat per la preséncia d’E-cadherina.

En canvi, I'estudi dels desmosomes per microscopia electronica revela que
les HT-29/DCC contenen quasi bé el doble de desmosomes que les HT-29
control (10+£2.38 versus 6+2.34, respectivament). A més, els desmosomes
de les HT-29/DCC presenten un nivell més alt de complexitat estructural que
els de les HT-29 control (Fig. 14 A). D’acord amb aquests resultats, per
immunofluorescencia s’observa una disposicio més extensa i regular de les
desmoplakines | i Il en la membrana de les cél-lules HT-29/DCC respecte les

cel-lules control (Fig. 14 B).

El conjunt d’aquests resultats demostra que DCC incrementa les unions
intercel-lulars induint un augment del namero i de la complexitat dels

desmosomes sense afectar directament a les unions adherents. Aquest fet
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suggereix que el DCC podria tenir un efecte com a inhibidor de la mobilitat

cel-lular.

A

Figura 14: Estudi dels desmosomes

(A): Analisi per microscopia electronica de I'estructura dels desmosomes. (a) HT-29 control,
(b) HT-29/DCC. (a.1) i (b.1) son un detall de les regions enquadrades en (a) i (b)
respectivament. Els caps de fletxa senyalen desmosomes. Barra d’escala: 10 mm. (B):

Analisi per immunofluorescéncia de les desmoplakines Ii Il en les cél-lules HT-29 control (a)

i HT-29/DCC (b). Barra d’escala: 50 mm.

103



