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3.4.  Mobilitat

El PMA, un activador de la PKC, indueix migració cel·lular i pèrdua de

contactes (“scattering”) en les cèl·lules HT-29 (Fabre & García de Herreros,

1993) de la mateixa manera que ha esta descrit per altres factors

motogènics com és el cas del HGF (“Hepatocyte growth factor”) (revisat a

Galimi et al., 1993).  Així doncs, després de ser tractades durant 16-18 h

amb 100 nM de TPA i en medi sense sèrum, les cèl·lules HT-29 control

s’individualitzen (Fig. 15 panell A: c) perdent els contactes intercel·lulars, la

qual cosa s’acompanya de la disminució de l’E-cadherina present en la

membrana tal i com s’observa per immunofluorescència (Fig. 15 panell B: a).

No obstant, els transfectants HT-29/DCC tractats amb TPA continuen

creixent en forma de colònies compactes (Fig. 18 panell A: d) i conserven

l’E-cadherina en la membrana cel·lular (Fig. 15 panell B: b; 15 panell C).

Aquest experiment demostra que malgrat el DCC no actua directament sobre

les unions adherents (veure secció 3.2) inhibeix l’efecte d’individualització i

migració cel·lular induïda pel TPA.

Figura 15 (pàgina següent):  Anàlisi de l’efecte del DCC sobre el “scattering” induït

pel TPA en les cèl·lules HT-29

(A): Els transfectants HT-29 control (a, c) i HT-29/DCC (b, d) han estat cultivats durant 16-18

h, en medi sense sèrum i absència (a, b) o presència (c, d) de TPA.  La morfologia de les

cèl·lules ha estat estudiada per microscopia de contrast de fases.  Barra d’escala:  50 µm.

(B):  La distribució de l’E-cadherina ha estat analitzada mitjançant immunofluorescència, en

cèl·lules HT-29 control (a) i HT-29/DCC (b) tractades amb TPA.  Barra d’escala: 160 µm.

(C):  Quantitat d’E-cadherina en la fracció protèica soluble (s) i insoluble (i) en Tritó X-100

dels transfectants HT-29 control i HT-29/DCC sense tractar o tractats amb TPA.  L’E-

cadherina s’ha quantificat per densitometria del senyal obtingut en l’anàlisi per Western blot

de les fraccions protèiques esmentades.  El valor obtingut s’ha normalitzat segons la quatitat

de proteïna total detectada per la mateixa metodologia.
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Amb la fi de quantificar els canvis induïts pel DCC en la  migració cel·lular,

els transfectants HT-29/DCC i els control es van sembrar en Transwells i es

va analitzar la capacitat de migració de les cèl·lules en absència o presència

de 100 nM de TPA.  Segons aquest experiment, l’expressió del DCC inhibeix

la migració de les cèl·lules HT-29 induïda pel TPA, d’un 20 a un 40% (clons

31 i 16 respectivament) (Fig. 16).  L’experiment, utilitzant els medis

condicionats de les cèl·lules C9, C20 o 293/EBNA-Net-1 en lloc del TPA,

revelà que cap d’aquests medis té un efecte significatiu sobre la migració de

les cèl·lules HT-29, independentment de l’expressió del DCC.

Figura 16:  Anàlisi de la mobilitat dels transfectants HT-29/DCC i control mitjançant

l’anàlisi en Transwells 

Les cèl·lules que han migrat cap a la cambra inferior del “Transwell ”, s’han tenyit amb

cristall violeta i s’han quantificat per absorbància a 595 nm.  En aquest diagrama de barres

es compara la migració dels transfectants control (clon –7) i els transfectants/DCC (clons 16,

31) en absència (-) i en presència de 100 nM de TPA.  El DCC inhibeix d’un 20 a un 40% la

migració induïda pel TPA de les cèl·lules HT-29.
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3.5.  Adhesió cèl·lula-matriu

Com s’ha mencionat en la secció 3.2 del capítol d’introducció, la interacció

de les cèl·lules amb la matriu extracel·lular és de fonamental importància en

molts processos biològics, entre els quals s’hi troba la migració cel·lular.  Les

laminines són els principals components de la làmina basal i més

concretament a l’intestí, la laminina majoritària és la laminina 1 (α1β1γ1),

però també s’hi troben les laminines 2 (α2β1γ1), 8 (α4β1γ1), 10 (α5β1γ1) i 5

(α3β3γ2).

Amb la finalitat d’estudiar la capacitat d’adhesió a la matriu de les cèl·lules

HT-29/DCC i control es va realitzar un assaig de resistència a la tripsina

després de sembrar les cèl·lules sobre plàstic o sobre diferents substrats

(BSA, laminina, fibronectina, col·lagen de tipus I i IV i matriu extracel·lular de

cèl·lules HT-29 M6 ó de fibroblasts humans).  Les cèl·lules que expressen

DCC es desprenen més fàcilment que les HT-29 control, ja hagin estat

sembrades sobre plàstic o sobre qualsevol tipus de substrat.  En la figura 17

es mostra els resultat d’un d’aquests assajos en el que les cèl·lules s’han

sembrat sobre plàstic o sobre matriu extracel·lular de fibroblasts. Aquests

experiments demostren que l’expressió del DCC redueix la unió cèl·lula-

substrat, tant sobre plàstic o sobre matriu extracel·lular de fibroblast.  Amb

tots els tipus de substrats estudiats es van obtenir resultats equivalents.

Figura 17:  Assaig de resistència a

la tripsina

Les cèl·lules HT-29 control (cercles) i

DCC (quadrats) sembrades sobre

plàstic (blanc) o matriu extracel·lular

(ECM) de fibroblasts (negre) es

marquen metabòlicament amb 3H-

Thy.  Després s’incuben amb tripsina

i la quantitat de cèl·lules que es

desprenen del substrat a cadascun

dels temps estudiats es determina

per escintil·lació utilitzant un

comptador de partícules beta.
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Per tal d’analitzar in vitro la possible implicació del DCC en les interaccions

epiteli-mesènquima de l’intestí, vem estudiar la capacitat d’adhesió de les

cèl·lules HT-29/DCC i control a les cèl·lules mesenquimals C9 i C20 ó a

fibroblasts de pell humana, mitjançant experiments de co-cultiu (Fig 18).  En

tots els casos les cèl·lules que expressen DCC presenten major dificultat en

extendre’s sobre la monocapa de cèl·lules subjacents. Aquest resultat queda

evidenciat en els talls semifins del co-cultiu sobre fibroblasts (Fig. 18 B), on

s’observa que la superfície de contacte de les cèl·lules HT-29/DCC amb els

fibroblasts és menor respecte les control.  Les HT-29/DCC creixen apilant-se

fins a desadherir-se del substrat.

Figura 18:  Co-cultiu de les cèl·lules HT-29/DCC i control sobre fibroblasts

A:  Anàlisi per microscopia de contrast de fases de les cèl·lules HT-29/DCC (clon 31) (b, d) i

control (clon –7) (a, c) sembrades sobre els clons C9 (a, b) i C20 (c, d).

B:  Anàlisi de talls semifins de cèl·lules HT-29/DCC (b) i control (a) sembrades sobre

fibroblasts de pell humana.
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Finalment es va quantificar la capacitat d’adhesió de novo de les cèl·lules al

plàstic en absència i presència de medis condicionats de les cèl·lules

secretores de Netrina-1, dels clons C9 i C20, BSA, i en co-cultiu sobre una

monocapa de cèl·lules C9 i C20 (Fig. 19).  En tots els casos la capacitat

d’adhesió de les cèl·lules control és major que la de les cèl·lules que

expressen DCC i aquesta diferència s’accentua en els co-cultius sobre els

clons C9 i C20.  No obstant,  aquesta diferència en la capacitat d’adhesió

entre HT-29/DCC i control sembrades sobre plàstic, es redueix en presència

dels medis condicionats de les cèl·lules 293/EBNA-Net-1, C9 i C20.

Figura  19:  Efecte del DCC sobre l’adhesió de novo

Les cèl·lules marcades amb 3H-Thy s’han sembrat sobre plàstic en absència o presència de

medi condicionat de cèl·lules 293/EBNA-Net-1, C9 i C20, sobre BSA i en co-cultiu sobre els

clons C9 i C20 i al cap d’una hora es quantifiquen les cèl·lules adherides per escintil·lació.
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El conjunt d’aquests resultats demostra que el DCC indueix una disminució

de la capacitat d’adhesió a la matriu en les cèl·lules HT-29, disminució que

s’accentua en els co-cultius amb els clons C9 i C20 però que es redueix en

presència de medis condicionats d’aquestes cèl·lules.

Donat que els experiments de migració en sistemes de dues dimensions

(veure secció 3.4 d’aquest capítol) suggerien que el DCC tenia un efecte

inhibidor sobre la migració induïda pel TPA en les cèl·lules HT-29, vàrem

voler comprovar aquests resultats en un sistema de tres dimensions.  Així,

vem estudiar el paper del DCC en la migració cel·lular mitjançant l’anàlisi

d’agregats cel·lulars dels transfectants HT-29 control o HT-29/DCC dins

d’una matriu de col·lagen de tipus I (el col·lagen majoritari en la matriu

extracel·lular de l’intestí).   Després de 2-3 dies d’haver depositat els

agregats en el col·lagen, les cèl·lules de la perifèria d’aquests agregats

comencen a migrar.  En el cas de les HT-29 control, les cèl·lules que migren

ho fan de forma individualitzada (Fig. 20 a i c).  En canvi, en els agregats de

les HT-29/DCC les cèl·lules no migren individualment sino formant unes

digitacions (Fig. 20 b i d).  La presència de 100nM de TPA (Fig. 20 c i d)

potencia aquest efecte.

a

c

b

d

Figura 20:  Anàlisi per microscopia de

contrast de fases d’agregats cel·lulars

en matriu de col·lagen

Agregats de cèl·lules HT-29 control (-7) (a,

c) i HT-29/DCC (clon 16) (b, d), mantinguts

en cultiu 5 dies sense FCS i absència (a, b)

o presència de 100 nM de TPA (c, d).

Barres d’escala: 250 µm (a, b) i 100 µm (c,

d).
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En el sistema nerviós s’ha demostrat que l’efecte atractiu o repel·lent de la

netrina-1 sobre la migració axonal depen de la seva interacció amb el DCC

(Fazeli et al., 1997; Hong et al., 1999).  Per aquesta raó, mitjançant aquesta

tècnica de cultiu en tres dimensions també vem estudiar l’efecte sobre les

HT-29/DCC i control dels medis condicionats i d’agregats co-existents en el

mateix pou, de les cèl·lules 293/EBNA-Net-1 i control i els clons C9 i C20.

Respecte a les 293/EBNA-Net-1 no s’observà cap efecte específic ni de la

netrina-1, ni de l’expressió del DCC.   Pel que fa al medi condicionat dels

clons C9 i C20, s’indueix una inhibició de la migració de les cèl·lules

perifèriques dels agregats HT-29-DCC (Fig. 21 b, d).  La migració en els

agregats HT-29 control també està inhibida encara que en menor grau (Fig.

21 a, c).  El co-cultiu d’agregats de C9 ó C20 en el mateix pou que els

agregats HT-29/DCC i control també inhibeix la migració periférica d’aquests

(Fig. 21 e-h).  En casos concrets en que els dos agregats HT-29 i C9 o C20

es troben molt propers, s’observa que hi ha cèl·lules de l’agregat HT-29 que

migren en direcció a l’agregat C9 o C20.  Aquest efecte però, és inespecífic

de l’expressió del DCC (Fig. 21  f, g).

Figura 21: Anàlisi per microscopia de

contrast de fases de l’efecte del medi

condicionat i del co-cultiu d’agregats dels

clons C9 i C20, en els agregats de cèl·lules

HT-29 control i DCC

Els agregats d’HT-29 control (esquerra) i HT-

29/DCC (dreta) han estat en cultiu durant 15

dies en absència (a, b), presència de medi

condicionat de cel·lules C9 (c, d) o co-cultiu

d’un agregat C9 (e, f) o C20 (g, h).  Barres

d’escala:  250 µm
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3.6.  Disseminació

En la literatura està descrit que les pèrdues d’expressió del DCC en tumors

colorectals s’observen sobretot en etapes avançades del procès tumorigènic

(Kinzler and Vogelstein, 1996) associant les pèrdues de la regió 18q.21 a

tumors invasius i metastàsics (Kern, et al., 1989).  Per aquestes raons i

donats els nostres resultats obtinguts in vitro, vàrem voler estudiar la

capacitat de disseminació in vivo dels tumors desenvolupats per les cèl·lules

HT-29/DCC i control, en xenoempelts.  Per a determinar l’efecte de

l’expressió del DCC sobre la disseminació, fragments (aproximadament 8

mm3) de tumors sòlids subcutanis foren implantats en el cec de ratolins

nude.  Aquests es van sacrificar en el moment de presentar un fenotip

moribund, i es determinà la presència de metàstasis.  Els ratolins control van

haver de ser sacrificats entre els dies 47 i 64 post-implant.  A dia 64, també

es van sacrificar 3 ratolins implantats amb tumors desenvolupats a partir de

cèl·lules HT-29/DCC (clon16) que presentaven un aspecte normal però amb

tumors palpables.  En aquests ratolins no s’observà cap anomalia o

metàstasi a nivell macroscòpic dels teixits mentres que en 4 dels ratolins

control s’observaren metàstasis macroscòpiques en el diafragma (3 ratolins)

o en el fetge (1 ratolí) i en la majoria d’ells alguns ganglis afectats.  La resta

de ratolins implantats amb tumors de cèl·lules HT-29/DCC foren sacrificats a

dies 71, 86 i 105 post-implant.  En aquest últim ratolí, també s’hi observà una

possible metàstasi al diafragma, pendent de confirmar a nivell histològic.

Donades les dades de sacrifici post-implant, s’ha realitzat una corba de

supervivència (Fig. 22) on n=12 pels ratolins control i n=7 pels ratolins/DCC.

S’ha de considerar, si més no, que cap dels 3 ratolins/DCC sacrificats a dia

64 post-implant presentava símptomes de fenotip moribund i es sacrificaren

per comparar-los amb els ratolins control en el mateix moment post-implant.

Aquest experiment demostra que la presència del DCC augmenta la

supervivència dels ratolins en aquest tipus d’assaig.
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Per altra banda els tumors desenvolupats pels ratolins control eren de

tamany superior que els desenvolupats pels ratolins implantats amb

tumors/DCC.  En aquest experiment, un cop el ratolí sacrificat, es quantificà

el pes dels tumors obtenint una mitjana de 2.1 g pels tumors control (n= 12) i

de 1.31 g pels tumors/DCC (n= 7).

Figura 22:  Corba de supervivència dels ratolins nude implantats amb xenoempelts

A mode de conclusió, els efectes observats del DCC sobre les HT-29 venen

resumits en la taula següent:

HT-29/DCC respecte

les control

Diferenciació =

Proliferació =

Mobilitat

Adhesió cèl·lula-cèl·lula

Adhesió cèl·lula-matriu

Migració cèl·lules individualitzades

en cultius 3D

Creixement tumoral in vivo

Disseminació in vivo

Malgrat que els clons C9 i C29, o el seu medi condicionat, afecta les HT-29

en la majoria de paràmetres, només l’efecte sobre l’adhesió cel·lular és

específic dels clons transfectats amb DCC.
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4. DCC interacciona amb les proteïnes de la família ERM

4.1.  DCC indueix la disrupció d’adhesions focals i hemidesmosomes

de tipus II.

Com s’ha descrit al capítol d’introducció, les cèl·lules epitelials s’adhereixen

al substrat mitjançant dos tipus d’unions: les adhesions focals i els

hemidesmosomes de tipus II (HDII).  A l’epiteli intestinal, els HDII es

localitzen majoritàriament en la superfície basal de les cèl·lules diferenciades

que migren cap a la superfície dels villi.  Per aquest motiu s’ha proposat que,

en aquest sistema, més que una estructura d’ancoratge, els HDII serien uns

complexes que permetrien la migració controlada en l’eix cripta-villus durant

el procés de diferenciació i renovament cel·lular constant que té lloc en

aquest tipus d’epiteli (revisat a Simon-Assmann et al., 1995).  D’altra banda,

contrastant amb la seva funció en l’epiteli normal, s’ha demostrat que la

integrina α6β4 estimula la migració i la invasió de cèl·lules canceroses

mitjançant la interacció amb el citosquelet d’actina promovent la formació i

estabilització de lamel·lipodis (Rabinovitz and Mercurio, 1997; Rabinovitz et

al., 1999).  Resultats previs, havien suggerit una implicació de la integrina

α6β4 en la migració i la invasió de les cèl·lules canceroses, donat que

l’expressió de la subunitat β4 es troba incrementada en carcinomes invasius

respecte adenomes benignes i els teixits normals (Kennel et al., 1989).

Segons els nostres estudis de localització del DCC per

immunofluorescència, aquest no col·localitza amb cap d’aquestes

estructures d’adhesió en les cèl·lules HT-29 transfectades (Fig. 7; secció

2.3).  No obstant, vem decidir d’examinar si les proteïnes implicades en

aquests complexes d’adhesió al substrat estaven afectades per l’expressió

del DCC.  L’estudi per immunofluorescència mostra que el patró observat de

les subunitats d’integrina α6 i β4 en les HT-29 control (Fig 23 b, c) es perd

en les HT-29/DCC (Fig 23 f, g).  El mateix efecte s’observa en la localització

de la talina (Fig. 23 d, h), component de les adhesions focals.  En canvi,

altres subunitats d’integrines pròpies d’adhesions focals com són la α2, α3, i
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β1 (les HT-29 no expressen α1), no es troben afectades (Fig. 23 a, e).

L’estudi dels nivells d’expressió de les subunitats d’integrines α6 i β4, per

Western Blot i RT-PCR respectivament, no indica diferències entre les HT-29

control i les HT-29/DCC, suggerint que DCC no actua a nivell d’expressió de

proteïna sino de localització i disrupció dels contactes al substrat.

Figura 23:  Anàlisi de les proteïnes d’adhesió a la matriu

Anàlisi de la localització en la part basal de la cèl·lula de les subunitats d’integrines α2 (a, e),

α6 (b, f) i β4 (c, g), així com de la talina (d, h), en cèl·lules HT-29 control (a-d) i HT-29/DCC

(e-h). Barra d’escala: 50 µm
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4.2.  La disrupcció de les adhesions focals té lloc via fragmentació de

les  fibres d’estrés

Les estructures cel·lulars d’adhesió al substrat afectades per l’expressió del

DCC es troben associades a l’actina i als filaments intermediaris.  Per aquest

motiu es va examinar ambdós tipus de citosquelet en els transfectants HT-29

control i DCC.  El marcatge per immunofluorescència de les citoqueratines

CK8 i CK19 suggereix que els filaments intermediaris no estan alterats per

l’expressió del DCC.  No obstant, el marcatge de l’actina utilitzant faloidina-

rodamina tant en cèl·lules senceres i permeabilitzades (Fig. 24 a, b) com en

adhesions focals aillades (Fig. 24 c, d), revelà que el DCC indueix una

fragmentació de les fibres d’estrés mentres que no hi ha canvis en l’actina

cortical.

Figura 24: Anàlisi del citosquelet d’actina

Col·localització dels filaments d’actina amb faloidina conjugada a rodamina. (a, b): imatge

d’un pla basal de cèl·lules senceres permeabilitzades i analitzades amb microscopia

confocal.  Barra d’escala:   20 µm.   (c, d):  adhesions focals purificades.   Barra d’escala:  10

µm (a, c):  HT-29 control.   (b, d): HT-29/DCC.

b

c d

a
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4.3.  L’efecte del DCC sobre el citosquelet d’actina ve mediat per la seva

interacció amb les proteïnes de la família ERM

Malgrat no s’observa que el DCC es localitzi a nivell de les adhesions focals

(Fig. 7; secció 2.3), els experiments d’extracció diferencial de proteïnes en

presència de diferents detergens iònics i no iònics suggereixen que part del

DCC es troba associat al citosquelet d’actina.  Així, quan les proteïnes

cel·lulars s’extrauen en presència de 1% de Tritó X-100, el DCC es detecta

tant en la fracció soluble com en la insoluble (Fig. 25), sent aquesta última la

que conté les proteïnes associades al citosquelet (Skoudy et al., 1996).   Per

aquesta raó, s’examinà la seqüència del domini citoplasmàtic del DCC a la

recerca de dominis d’unió a l’actina.  Malgrat no s’hi trobà cap consensus per

l’actina, s’hi trobà un domini de 30 aminoàcids juxtamembrana, ric en residus

bàsics (R i K), descrit com a consensus del domini d’unió a proteïnes de la

família ERM (Ezrin-Moesin-Radixin) (Yonemura et al., 1998) (Fig. 26 A).  A

més, el domini citoplasmàtic sencer de DCC presenta un punt isoeléctric

bàsic de 8.16, propietat que comparteixen de forma exclusiva les altres

proteïnes que s’uneixen a les ERM’s (CD44, ICAM-2 i ICAM-3) (Fig. 26 B)

(Yonemura et al., 1998).  Aquestes dades suggereixen que la interacció del

DCC amb el citosquelet podria donar-se via proteïnes de la família ERM.

Figura 25: Anàlisi de l’associació del DCC amb el citosquelet

Fraccions solubles (s) i insolubles (i) en 1% de Tritó X-100 analitzades per Western blot

utilitzant l’anticós anti-DCC.I.  (a): cèl·lules HT-29 control; (b):  cèl·lules HT-29/DCC.

s si i
a b
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Figura 26:  Anàlisi del domini citoplasmàtic del DCC

(A):  Esquema de la proteïna DCC.  EC i IC: dominis extracel·lular i intracel·lular de la

proteïna, respectivament.  TM: domini transmembrana.  EBD: domini consensus d’unió a les

ERM’s (“ERM’s binding domain”).  P1: seqüència d’unió a UNC-5 (veure secció 6.4 de la

introducció).  Els 30 aminoàcids juxtamembrana del domini citoplàsmic que composen el

putatiu domini EBD s’han comparat amb els consensus d’altres proteïnes que s’uneixen a

les ERM’s.  Els grups de residus bàsics estan subratllats.

(B):  Taula amb els punts isoelèctrics de la regió intracel·lular de proteïnes que presenten un

domini juxtamembrana bàsic, i la capacitat d’unió d’aquestes a les ERM’s.  (Taula de

Yonemura et al., 1998).

DCC

CD44 (344-363) RRRCGQKKKLVINGGNGTV

CD43 (271-302) RQRQKRRTGALTLSRGGKRNGTVDAWAGPA
R

ICAM-2 (249-277) HWHRRRTGTYGVLAAWRRLPRAFRARP
V

DCC (1121-1151) CTRRSSAQQRKKRATHSAGKRKGSQKDLR
P

(1447aa)
TM

EC IC
EBD P1

Proteïna Punt isoelèctric Unió a ERM’s

CD 44
CD43
ICAM-2
E-cadherina
Occludina

8.17
9.24
12.98
3.89
5.85

Feble
Forta
Forta
No detectable
No detectable

A

B
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Amb la finalitat de determinar si el DCC interactuava amb les proteïnes ERM,

primerament s’analitzà per immunofluorescència la localització de l’ezrina en

els transfectants HT-29 control i DCC, donat que aquesta és la proteïna ERM

majoritària en les cèl·lules epitelials (Berryman et al., 1993).  En les HT-29

control, l’ezrina està distribuïda en les microvellositats primitives i en la

membrana plasmàtica.  En canvi, en les HT-29/DCC es perd el patró

puntiforme de l’ezrina  a les microvellositats i només es troba associada a la

membrana (Fig. 27 A).  Després es van analitzar per western blot els nivells

d’expressió en els transfectants, de l’ezrina, la radixina i la moesina.  Com

mostra la figura 27 B no hi ha diferències entre les cèl·lules control i les que

expressen DCC, suggerint que aquest indueix una reorganització

intracel·lular de l’ezrina sense afectar els nivells totals de proteïna.

Figura 27:  Anàlisi de l’expressió de l’ezrina en els transfectants HT-29

(A): Localització de l’ezrina per immunocitoquímica en les cèl·lules HT-29 control (a) i HT-

29/DCC (b).  Barra d’escala:  20 µm (B):  Estudi de l’expressió de l’ezrina, la radixina i la

moesina per Western Blot en cèl·lules HT-29 control (1) i HT-29/DCC: (2: pool dels clons

HT-29/DCC, 3: clon 31).

A

B

a b

1 2 3

Ezrina

Radixina

Moesina
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D’altre banda es va estudiar la distribució del DCC i l’ezrina per microscopia

confocal en cèl·lules COS 1 co-transfectades amb les construccions pCMV-

DCC i pEGFP-Ezr-i (veure figura 3 dels Materials i Mètodes).  Aquesta conté

la seqüència que codifica per la proteïna EGFP (“Enhanced Green

Fluorescent Protein”) interna en el cDNA de l’ezrina, dividint la seqüència

d’aquesta en dues parts (AAs 1-234 i AAs 235-585) a banda i banda de la

proteïna EGFP.  El producte proteic d’aquesta fusió resulta en una molècula

d’ezrina incapaç de plegar-se sobre sí mateixa i per tant i esdevé una forma

constitutivament activa (Mangeat et al., 1999).  En la figura 28 s’observen

zones on el DCC i l’ezrina col·localitzen, situades sobretot en la base de les

prolongacions membranals i en algunes de les espícules o estructures

semblants a filopodis (filopodis-like) que les cèl·lules COS 1 formen en

resposta a la sobreexpressió de l’ezrina activa.

Figura 28:  Col·localització del DCC i l’Ezrina en cèl·lules COS 1

Les cèl·lules COS 1 han estat co-transfectades amb les construccions pCMV-DCC i pEGFP-

Ezr-i.  Després de 48 hores, el DCC ha estat detectat per immunofluorescència utilitzant un

anticós secundari acoplat a rodamina (a).  (b): Detecció de la pEGFP-Ezr-i.  La

col·localització de les dues proteïnes es manifesta en les zones de color groc (c).   Barra

d’escala:  20 µm

a b c
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Per posar de manifest la possible associació directa entre el DCC i l’ezrina,

s’han realitzat estudis d’interacció in vitro.  Per aquest experiment, l’ezrina i

la merlina (o NF2) senceres així com els corresponents dominis N-terminal

(AA: 1-310 i 1-341 respectivament) han estat sintetizats en cèl·lules Sf9

infectades amb baculovirus i s’ha analitzat la capacitat d’unir-se a les

proteïnes de fusió DCC: GST-DCC-IT o GST-DCC-I immobilitzades sobre

una matriu de glutationa-sefarosa.  Tal com indica la figura 29 A, la proteïna

de fusió GST-DCC-IT conté el domini intracel·lular complert i el domini

transmembrana, mentres que la GST-DCC-I conté un fragment C-terminal de

la regió citoplasmàtica que manca dels 30 aminoàcids juxtamembrana rics

en residus bàsics, proposats com a possible domini d’unió a les ERM’s.  La

proteïna de fusió GST-EBP50 s’ha utilitzat com a control positiu de la unió

amb les ERM’s i la GST com a control negatiu.  Com s’observa en la figura

29 B, la construcció GST-DCC-IT però no la GST-DCC-I, s’uneix a les parts

N-terminal de l’ezrina i del NF2.  La interacció amb les ERM’s senceres és

molt baixa probablement degut a que aquestes proteïnes, estan en la

conformació inactiva (Mangeat et al,. 1999).  Experiments fets en paral·lel

demostren que DCC no interacciona amb el domini C-terminal de l’ezrina i

del NF2.  Així doncs, aquests anàlisis d’interacció in vitro demostren que el

DCC s’uneix específicament a les ERM’s, i suggereixen que els 30

aminoàcids juxtamembrana del DCC del domini intracel·lular són els

responsables de l’associació amb la regió N-terminal de les ERM’s.
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Figura 29: Estudi de la interacció DCC-Ezrina in vitro

(A):  Esquema de les construccions de fusió GST/DCC utilitzades en aquest assaig.  Els

caps de fletxa indiquen els llocs de restricció EcoRI (ERI) i BamHI (BHI) utilitzats per

generar els constructes a partir del cDNA complert del DCC. GST-DCC-IT:  conté el domini

transmembrana i el domini intracel·lular complert del DCC (AA: 1021-1447);  GST-DCC-I

conté un domini intracel·lular del DCC que manca dels 30 primers residus que composen el

consensus EBD (AA: 1156-1447).

(B):  Assajos d’interacció in vitro: Extrets de cèl·lules Sf9 infectades amb baculovirus i

sobreexpressant ezrina o NF2 senceres, o la part N-terminal de cadascuna d’elles (AA: 1-

310 i 1-341, respectivament) es fraccionen amb matriu d’afinitat: GST-EBP50 (control

positiu), GST (control negatiu) i les GST-DCC-IT i GST-DCC-I descrites en (A).  La

presència d’ezrina, ezrina-N-terminal (1-310), NF2 o NF2-N-terminal (1-341), en les

fraccions protèiques de Sf9 retingudes per la columna, s’ha examinat per Western Blot. Els

dos primers carrils mostren aquest mateix anàlisi de Western Blot per les fraccions solubles

(S) i insolubles (I) en tampó de lisi (veure secció 10 dels materials i mètodes), dels extrets

protèics totals de les cèl·lules Sf9 infectades.  A l’esquerra estan indicats els marcadors de

pes molecular.

A

GST-DCC I GST

GST-DCC IT GST TM EBD

DCC
(4341bp/1447aa)

EC. IC.
TM EBD

ERI BHI ERI

B
s i
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Per a determinar si aquesta interacció in vitro, també tenia lloc in vivo, s’han

realitzat experiments de co-immunoprecipitació utilitzant extrets protèics de

diferents teixits o tipus de cèl·lules, diferents anticossos anti-DCC per

immunoprecipitar i diferents tipus de tampons de lisi cel·lular i co-

immunoprecipitació.

Els experiments realitzats es descriuen a continuació.  La combinació de

paràmetres utilitzada en cadascun dels experiments ve resumida en la taula

II.   Per altra banda, malgrat els efectes de les cèl·lules 293/EBNA-Net-1

sobre els transfectants no s’han revelat mai específics de l’expressió del

DCC, estudis publicats en contextes diferents del sistema nerviós

demostraven la implicació de la netrina-1 en la funció del DCC en altres

processos cel·lulars distints del desenvolupament del sistema nerviós

(Mehlen et al., 1998).  Per aquest motiu i amb la fi d’estudiar si la netrina-1

podía regular la possible interacció in vivo DCC/Ezrina, vem realitzar en

paral·lel, experiments de co-immunoprecipitació a partir de cèl·lules

cultivades en absència o presència de medi condicionat de les cèl·lules

293/EBNA-Net-1.

En un primer lloc vem provar de demostrar l’associació DCC-ezrina en el

model d’HT-29/DCC, cultivant les cèl·lules en absència ó presència del medi

condicionat de les 293/EBNA-Net-1.  Per a l’extracció protèica i per a la

immunoprecipitació es van utilitzar diferents tampons els quals només

diferien en la composició de detergent.  Per altra banda, donada la

possibilitat que un anticós dirigit contra el domini intracel·lular del DCC

competís per la unió d’aquest a l’ezrina, vem utilitzar, a més de l’anticós

policlonal anti-DCC.I, l’anticós dirigit contra el domini extracel·lular AF-5

(Oncogene) (veure llegenda de la taula II). La interacció in vivo DCC/ezrina

no es va poder demostrar en aquest model.
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Transfecció

transitòria

amb:

Tampó Anticós anti-DCC (IP)

TEIXITS

• Cerebel estadi P7

• Cervell anterior

estadi E16

• Cervell de ratolins

+/+ ó -/- pel gen

Net-1, estadi P0

• S

• V

• RIPA

• pAb anti-DCC.I

• AF5 acoplat covalent a

proteïna G.

HT-29/DCC (clon 31) - • A

• B

• C

• pAb anti-DCC.I

HT-29/DCC (clon 31) - • RIPA • AF5 acoplat covalent a

proteïna G.

Neuro2 A pCMV-DCC +

pEGFP-Ezr-i

• S

• V

• RIPA

• pAb anti-DCC.I + AF5

Neuro2 A pCMV-DCC +

pEGFP-Nezr

• S

• V

• RIPA

• pAb anti-DCC.I + AF5

Neuro2 A pCMV-DCC • RIPA • AF5 acoplat covalent a

proteïna G.

COS 1 pCMV-DCC +

pEGFP-Ezr-i

• S

• V

• pAb anti-DCC.I

COS 1 pCMV-DCC +

pEGFP-Nezr

• V • pAb anti-DCC.I + AF5

CÈL·LULES

COS 1 pCMV-DCC • RIPA • AF5 acoplat covalent a

proteïna G.

Taula II:  Resum dels diferents teixits, sistemes cel·lulars i condicions experimentals

utilitzats per posar en evidència l’associació in vivo DCC/ERM

Tampons A, B, C:  50 mM de Tris-HCl pH 7.6, 100 mM de NaCl, 1 mM de MgCl2, 1mM de

CaCl2, 1 mM d’EGTA, 10% de glicerol, 1 mM de DTT i (A): 0.25% de NP-40; (B): 1% de Tritó

X-100; (C): 1% de Tritó X-100 + 1% SDS.

Tampó S: 20 mM de PIPES pH 6.8, 100 mM de NaCl, 300 mM de sucrosa, 3 mM de MgCl2,

1 mM de MgSO4, 1 mM d’EGTA i 0.25% de Tritó X-100.

Tampó V: 50 mM de Tris-HCl pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1% de Tritó X-100 i 2mM d’EGTA.

RIPA: 10 mM de Tris-HCl pH 7.4, 150 mM de Na Cl, 0.1% de SDS, 0.5% de Na-deoxicolat i

1% de NP-40.
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Tots els tampons han estat suplementats amb inhibidors de proteases i fosfatases: 1 mM de

Pefabloc, 10 µg/ml de leupeptina, 10 µg/ml de pepstatina, 1 mM de NaF i 200 nM de

Na3VO4.

La construcció pEGFP-Ezr-i correspon a l’Ezrina sencera, clonada en el vector d’expressió

pEGFP constitutivament activa.  pEGFP-Nezr correspon al domini N-terminal de l’Ezrina

(310 aminoàcids), clonat en el vector d’expressió pEGFP.

L’anticós anti-DCC.I utilitzat, ha estat en tots els casos, purificat per afinitat.  L’AF5 és un

anticós monoclonal contra el domini extracel·lular del DCC (veure secció 7.1.2 dels Materials

i Mètodes).

En els assajos d’interacció in vitro, haviem demostrat la unió específica del

DCC al domini N-terminal de l’ezrina i al domini N-terminal del NF-2.

Aquesta dada suggeria que el DCC no només és capaç d’interaccionar amb

l’ezrina sino que també pot tenir capacitat d’unió a altres molècules ERM

com la moesina i la radixina, les quals estan implicades en l’elongació dels

axons i la migració dels cons de creixement de neurones en cultiu (Paglini et

al., 1998).  D’acord amb la nostra hipòtesi, aquests resultats demostraven la

implicació de les ERM’s en processos de migració axonal depenents del

DCC (Keino-Masu et al., 1996; Fazeli et al., 1997; Serafini et al., 1996).  El

conjunt d’aquestes dades proposaven el sistema nerviós com a un bon

candidat a sistema fisiològic on estudiar la interacció in vivo del DCC amb les

proteïnes de la família ERM.  Per aquest motiu, vem realitzar experiments de

co-immunoprecipitació utilitzant extrets de cerebel a estadi postnatal 7 (P7) i

de cervell anterior a estadi embrionari 16 (E16), el creixement axonal dels

quals, en cultiu, presenta una resposta repel·lent i atractant, respectivament,

front a la netrina-1 (Alcántara et al., 2000).  També s’han utilitzat extrets de

cervell de ratolins wild type o mutants pel gen de la netrina-1, a estadi P0.

En aquestes condicions experimentals tampoc es va poder posar en

evidència, l’associació DCC/ERM in vivo.  Les raons poden ser diverses i es

discutiran en el següent capítol.  Una de les causes podria ésser que

probablement els components del complexe DCC/ERM es troben en baixa

proporció respecte a la proteïna total.  Amb la finalitat de superar aquesta

limitació, vem transfectar de forma transitòria les construccions pCMV-DCC

i/o pEGFP-Ezr-i ó pEGFP-Nezr en dos models cel·lulars distints: les cèl·lules
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COS 1 per presentar una elevada eficiència de transfecció, i les cèl·lules

derivades de neuroblastoma Neuro-2A, per tenir un background neuronal tot

i sent cèl·lules transformades.

Les diferents condicions experimentals utilitzades per posar de manifest la

interacció DCC/ezrina en aquests sistemes es troba resumida en la taula II.

De totes les proves realitzades, només en l’experiment descrit a continuació

vem detectar la interacció in vivo del DCC amb l’ezrina.

Extrets protèics en tampó RIPA de cèl·lules COS 1 transientment

transfectades amb el pCMV-DCC, es van incubar amb l’anticós monoclonal

anti-domini extracel·lular del DCC AF5 així com amb un anticós irrelevant a

mode de control negatiu, amdós acoplats covalentment a la proteïna G

sefarosa. La presència d’ezrina en les fraccions immunoprecipitades es va

analitzar per Western blot.  La figura 30 mostra que el DCC co-

immunoprecipita específicament amb l’ezrina endògena de les cèl·lules COS

1 demostrant la interacció in vivo d’aquestes dues proteïnes.  No obstant, la

quantitat d’ezrina associada amb el DCC és molt baixa respecte a l’ezrina

total.

Figura 30:  Anàlisi de la interacció in vivo entre el DCC i l’ezrina

Experiment de co-immunoprecipitació en cèl·lules COS 1 transfectades amb el pCMV-DCC:

Anàlisi per Western Blot de la presència d’ezrina en:  (1) Extret total de proteïnes.  (2) i (3):

Fraccions no immunoprecipitades.  (4) i (5): Fraccions immunoprecipitades.  (2) i (4):

Immunoprecipitació utilitzant l’anticós contra el factor de transcripció E2A, a mode de control

negatiu.  (3) i (5):  Immunoprecipitació utilitzant l’anticós contra el domini extracel·lular del

DCC, AF5.  Els anticossos han estat prèviament acoplats covalentment a la proteïna G

sefarosa.

1 2 3 4 5
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DISCUSSIÓ

La inactivació funcional dels gens DCC i Smad4 té lloc per mecanismes

independents en tumors de còlon i en línies cel·lulars derivades de

càncer de còlon i de pàncrees

Knudson, al descriure l’existència d’un gen responsable per a l’aparició dels

retinoblastomes, proposà en 1971 que una mutació en la línia germinal d’un

al·lel predisposa al càncer.  Aquesta hipòtesi, continua essent vàlida per a

molts dels gens supressors tumorals (revisat per Haber and Harlow, 1997).

Les pèrdues d’heterozigositat (LOH) en regions cromosòmiques concretes

correlacionen amb càncers humans específics i s’han utilitzat per posar de

manifest la presència de gens supressors de tumor en les zones afectades.

Les pèrdues heterozigòtiques del cromosoma 18q són freqüents en càncers

gastrointestinals (revisat per Cho and Fearon, 1995).  En els càncers de

còlon i pàncrees, les regions delecionades inclouen les zones on es

localitzen els gens DCC, Smad2 i Smad4.  Smad2 només s’ha trobat alterat

en una baixa proporció de càncers de còlon (Eppert et al., 1996) i fins a la

data en cap càncer de pàncrees (Villanueva et al., 1998).  En canvi, DCC i

Smad4 s’han trobat alterats en una elevada proporció de càncers diferents

on la seva manca o reducció de l’expressió ha estat relacionada amb les

darreres etapes del procès tumoral (revisat a Kinzler and Vogelstein, 1996;

Reyes-Mujica et al., 1997; Miyaki et al., 1999; Saegusa et al., 1999).  No

obstant, altres autors han proposat que la pèrdua del 18q és un

esdeveniment primerenc en la tumorigènesi pancreàtica (Fukushige et al.,

1998).  El gen DCC presenta la incidència d’alteració gènica més elevada en

les neoplàsies colorectals, mentres que són els càncers pancreàtics els que

presenten més incidència d’alteracions en Smad4 (Fearon et al., 1990; Hahn

et al., 1996; Thiagalingam et al., 1996).  Ratolins deficients en el gen Smad4,

alhora que mutants per APC, han demostrat el paper de Smad4 com a

supressor en la progressió tumoral colorectal (Takaku et al.,  1998).  Fins a

la data i seguint una estratègia semblant, el paper del DCC en la progressió
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neoplàsica no ha pogut ésser provat (Fazeli et al., 1997).  No obstant,

evidències a favor d’una funció supressora de tumor han estat obtingudes en

altres experiments, on la restauració de la seva expressió revertia el fenotip

tumorigènic de cèl·lules en cultiu (Narayanan et al., 1992; Klingelhutz et al.,

1995).  La controvèrsia generada per aquestes dades ha plantejat la possible

existència d’altres gens, encara per identificar, en aquesta regió

cromosòmica que podrien ser els reponsables dels processos neoplàsics

atribuïts a DCC.

Nosaltres ens vem interessar en l’estudi de la possible implicació i els

mecanismes d’alteració d’ambdós gens en els processos tumorals de còlon i

pàncrees.  Per aquest motiu vàrem examinar per RT-PCR, l’expressió de

DCC i Smad4 en 10 mostres de tumor colorectal, en el teixit normal

corresponent de cadascun dels pacients i en un panell de línies derivades de

càncer de còlon i de pàncrees.  Aquest estudi demostrà, com ja s’havia

observat pel DCC (Fearon et al., 1990; Hedrick et al., 1994; Reale et al.,

1994), que en tots els tumors colorectals i en la majoria de les línies

derivades de carcinomes de còlon es detecten els trànscrits d’ambdós gens,

però els nivells d’expressió són menors respecte els del teixit normal.

Només una de les línies cel·lulars presenta una manca complerta

d’expressió del DCC, mentre que conserva l’expressió de Smad4.  En un

mateix tumor ó en una mateixa línia els nivells d’expressió de DCC són

independents dels de Smad4 i vice versa.

Entre les línies derivades de càncer de pàncrees la manca d’expressió

d’aquests gens és més freqüent.  Així, en el 43% de les línies estudiades no

es detecta expressió del DCC i en d’altres (25%) només s’observa expressió

del domini intracel·lular, suggerint l’existència d’una deleció que comprèn,

almenys, la regió extracel·lular detectada pel parell d’encebadors EX1/EX2.

De forma independent a la pèrdua d’expressió del DCC, un 31% de les línies

presenten pèrdua d’expressió del Smad4.

Aquestes dades suggereixen que les alteracions en ambdós gens en tots

dos tipus de càncer són esdeveniments independents.  Aquests resultats,

que s’han confirmat tant a nivell de tumors de còlon com en les línies
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cel·lulars derivades de còlon i de pàncrees estan d’acord amb els obtinguts

en l’estudi de xenoempelts d’aquests tipus de tumors en ratolí (Tarafa et al.,

2000; Hilgers et al., 2000).

• Possibles mecanismes d’alteració gènica

Respecte als mecanismes d’alteració del DCC, les dades obtingudes per RT-

PCR suggereixen la pèrdua d’un dels al·lels, mentres que l’altre al·lel es

conserva en la majoria dels casos.  Els mecanismes d’alteració d’aquest

l’al·lel remanent queden per elucidar.   No obstant, la freqüència de pèrdues

d’heterozigositat, mitjançant l’anàlisi per microsatèl·lits, és menor de

l’esperada (Barberá et al., 2000).  Altres autors han proposat que la

inactivació del DCC en càncer colorectal té lloc per mecanismes diferents a

la LOH (Carethers et al., 1998; Thiagalingam et al., 1996).

En algunes línies de pàncrees, la manca complerta d’expressió del gen

podria suggerir un mecanisme d’inactivació per pèrdua homozigòtica.  No

obstant, estudis realitzats en el nostre laboratori (Barberá et al., 2000),

utilitzant marcadors de microsatèl·lits, no han detectat pèrdues

homozigòtiques en la regió cromosòmica flanquejant al gen DCC.  De tota

manera, donat que els marcadors analitzats són exogènics, la detecció

d’aquests no assegura la presència del gen.  Tant en les línies derivades de

càncer de còlon com en les de pàncrees, s’ha observat una discrepància

entre els nivells de mRNAs detectats corresponents a seqüències dels

dominis extracel·lular i intracel·lular del DCC.  Aquesta discrepància ha estat

també descrita en altres treballs (Thiagalingam et al., 1996).  Aquests casos

podrien ser la conseqüència de delecions intragèniques que podrien no

donar producte protèic o bé proteïnes truncades, inestables o carents de

certs dominis de manera que no serien proteïnes funcionals.  Donat que els

nivells de proteïna DCC són en general molt baixos, aquesta hipòtesi no ha

pogut ésser verificada per Western blot.



DISCUSSIÓ

132

Degut a la grandària del gen DCC (29 exons que s’extenen sobre 1.4

megabases) s’han realitzat pocs treballs a la recerca de mutacions i anàlisis

delecionals detallats en aquest gen.  No obstant, s’han descrit algunes

insercions i algunes mutacions puntuals de les que es desconeix la

importància fisiològica o funcional en la proteïna (Fearon et al., 1990; Cho et

al., 1994; Cho and Fearon, 1995), alhora que s’ha descrit una mutació en el

codó 201 (Arg/Gly) la qual es postula que pot tenir un paper en el pas

d’adenoma a carcinoma, estant associada a un pitjor pronòstic (Honsako et

al., 1994).

En 1994, Reale i col·laboradors descrigueren dos llocs de processament

alternatiu en el mRNA del DCC de ratolí: un d’ells en la seqüència codificant

pel domini extracel·lular de la proteïna i l’altre en la seqüència corresponent

al domini intracel·lular.  En aquest últim, aquest processament del mRNA

alternatiu implica la pèrdua d’un lloc putatiu de fosforilació per la caseïna

kinasa II.  No obstant, es desconeix si aquesta pot estar implicada en la

regulació de la funció del DCC.  Per analitzar si aquestes formes de

processament alternatiu del mRNA del DCC també tenen lloc en humans, els

encebadors que hem utilitzat pel nostre estudi d’expressió per RT-PCR, han

estat disenyats per poder discriminar entre aquests diferents processaments

del mRNA del DCC.  Els nostres resultats han revelat que en humans també

existeixen aquestes diferents formes de processament alternatiu del mRNA,

tant a nivell de domini extra com intracel·lular, i que no estan associades ni al

fenotip de les línies cel·lulars, ni al tipus ni al estadi del tumor.

A l’igual que pel DCC, en general es conserva al menys un al·lel de Smad 4,

el mecanisme d’inactivació del qual també resta per elucidar, en totes les

mostres de tumor colorectal i en la majoria de les línies derivades de càncer

de còlon analitzades.  Per altra banda, l’estudi de la presència del gen

Smad4 per PCR sobre DNA genòmic revelà la pèrdua homozigòtica del gen

Smad4 en 5 de les 16 línies derivades de càncer de pàncrees estudiades

(Barberá et al., 2000).  No obstant, aquesta pèrdua no s’havia detectat

utilitzant marcadors de microsatèl·lits (Barberá et al., 2000), qüestionant la
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fiabilitat dels resultats obtinguts en anàlisis basats exclusivament en

marcadors de microsatèl·lits exogènics.  Aquest estudi també ha demostrat

l’existència d’altres mecanismes d’inactivació del gen Smad4: dos casos de

mutació puntual no conservadora als exons 8 i 9 respectivament i una

inserció de 117 pb entre els exons 10 i 11 que dóna lloc a un producte

d’amplificació d’un tamany major.  No obstant, en aquests tres casos es

detecta un producte protèic de pes molecular aparentment normal per

Western blot i, en canvi, en altres dos línies on el producte d’amplificació per

RT-PCR és del tamany esperat, no es detecta proteïna.  En aquests casos

podria haver mutacions en altres exons no examinats com per exemple les

mutacions en els exons 2 i 4 descrites per Schutte i col (1996) les quals

donen lloc a proteïnes inestables.  Una altra possibilitat seria que el producte

protèic d’aquestes dues línies fossin proteïnes truncades o variants

conformacionals que no són detectades per l’anticós utilitzat.

EL DCC no afecta a la proliferació de les cèl·lules HT-29, però inhibeix

el creixement tumoral

La capacitat supressora de tumor del DCC havia estat demostrada en

keratinòcits humans inmortalitzats, on la restauració de l’expressió d’aquest

gen inhibia la progressió dels tumors desenvolupats en ratolins nude

(Klingelhutz et al., 1995).  Per altra banda, en fibroblasts de rata, el mRNA

antisentit del DCC promovia el creixement tumoral (Narayanan et al., 1992).

Al mateix temps, el paper de supressor tumoral del DCC ha estat qüestionat

en el model murí, on els ratolins deficients per aquest gen, així com els

heterozigots (+/-), no presentaven major predisposició a generar tumors

respecte als ratolins normals (+/+).  Tampoc augmentà la predisposició a

desenvolupar tumors dels ratolins Min a l’introduir-los l’al·lel nul per DCC

(Fazeli et al., 1997).

Els nostres experiments, portats a terme en cèl·lules HT-29 transfectades

amb el cDNA complert del DCC, confirmen els resultats publicats per

Klingelhutz i col. (1995), tant in vivo com in vitro:  l’expressió del DCC
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redueix el creixement tumoral en ratolins nude però la taxa de proliferació de

les cèl·lules en cultiu no varia, suggerint que el DCC pot exercir un paper

com a supressor del creixement tumoral mitjançant un mecanisme que no

afecta directament a la proliferació de les cèl·lules.

Chuong i col. (1994) ja havien suggerit que el DCC exercia un paper en

adhesió cel·lular mitjançant una interacció heterotípica independent de Ca2+.

Aquests treballs eren els primers a proposar que el DCC podia actuar com

un receptor que s’associava a un lligand presentat per la cèl·lula veïna.  Més

recentment, DCC ha estat descrit com a receptor de la netrina-1, molècula

relacionada amb la laminina (Keino-Masu et al., 1996), component de la

matriu extracel·lular.  Per tant, la manca d’un lligand putatiu del DCC, absent

en les cèl·lules en cultiu i present en l’entorn in vivo del ratolí, podria ser el

responsable dels efectes observats del DCC sobre la proliferació in vitro i el

creixement tumoral in vivo.

Resultats recents de Velcich i col. (1999) indiquen que nivells alts

d’expressió del DCC en cèl·lules HT-29 redueixen també la taxa de

proliferació in vitro.  A més, aquest treball ha demostrat un modest, però

estadísticament significatiu, increment de l’apoptosi en les cèl·lules HT-

29/DCC, suggerint que aquest efecte és el responsable de la reducció de la

taxa proliferativa observada.  L’acció pro-apoptòtica del DCC s’ha detectat

únicament en cèl·lules, on els nivells d’aquesta proteïna són alts (només el

clon HT-29/DCC on es detecten els nivells més alts de DCC per Western blot

presenta un increment en l’apoptosi estadísticament significatiu alhora que

modest).   És possible, però, que l’apoptosi induïda per DCC en les cèl·lules

HT-29 sigui el resultat de la sobreexpressió no fisiològica del gen en

aquestes cèl·lules.  Recentment s’ha proposat que el DCC pot induir

l’apoptosi en cèl·lules de ronyó embrionari humà 293T i que la netrina-1

inhibeix aquest efecte (Mehlen et al., 1998).  No obstant, aquestes

observacions han estat objecte de controvèrsia en altres estudis (Chen et al.,

1999).
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El DCC no està implicat de forma directa en la diferenciació o no és

suficient per promoure aquest procés

Treballs previs a l’inici d’aquesta tesi havien descrit l’expressió exclusiva del

DCC en les zones proliferatives de l’epiteli intestinal adult de pollastre

(Chuong et al., 1994) o en les cèl·lules mucosecretores de l’epiteli colònic

humà (Hedrick et al., 1994), suggerint que aquesta proteïna tenia un paper

en la diferenciació cel·lular intestinal cap al fenotip mucosecretor de l’epiteli

intestinal.  Els nostres estudis immunohistoquímics de la localització de la

proteïna DCC en l’epiteli colònic normal no han confirmat aquests resultats,

doncs el DCC es detectà tant en cèl·lules mucosecretores com en cèl·lules

absortives  i en cèl·lules no diferenciades.  En el treball de Chuong i col.

(1994) varen utilitzar un anticós dirigit contra un pèptid localitzat en el domini

extracel·lular, mentres que el nostre anticós està dirigit contra el domini

intracel·lular de la proteïna.  En canvi, i d’acord amb els nostres resultats, els

treballs de Shibata i col. (1996) i de Goi i col. (1998), detecten expressió del

DCC tant en la cripta com en l’epiteli de superfície del còlon normal,

indistintament del fenotip cel·lular, utilitzant anticossos contra el domini

citoplasmàtic i un anticós contra la proteïna DCC sencera, respectivament.

D’acord amb els nostres resultats d’immunohistoquímica en teixit de còlon

normal, no s’establí cap correlació entre l’expressió del DCC, analitzada per

RT-PCR, i el fenotip de les línies derivades de càncer de còlon estudiades.

Les diferents formes de processament alternatiu detectades en les línies

cel·lulars humanes, també s’han revelat independents del fenotip de les

línies.  No obstant, treballs previs havien associat la forma que correspon al

fragment de 281 pb amplificat amb els encebadors EX1/EX2 a una forma

embrionària en el desenvolupament del ratolí (Cooper et al., 1995).  Per

últim, el patró d’expressió del DCC tampoc correlaciona amb el patró

d’expressió dels gens de mucines.

Per a aprofundir en l’estudi del paper del DCC en la diferenciació intestinal

vàrem escollir les cèl·lules HT-29 pel fenotip indiferenciat que expressen i
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per contenir subpoblacions cel·lulars amb capacitat de diferenciar-se cap a

un fenotip mucosecretor o parcialment absortiu (Lesuffleur et al., 1990;

Dahiya et al., 1992; Lessuffleur et al., 1993).  En aquest model cel·lular, el

DCC no indueix l’expressió de marcadors específics de diferenciació

mucosecretora o absortiva.  D’acord amb els nostres resultats, Velcich i col.

(1999) tampoc observen l’activació del programa de diferenciació en cèl·lules

HT-29 com a conseqüència de l’expressió del DCC.

El conjunt de les nostres dades indica que el DCC no està directament

implicat o no és suficient per a la diferenciació intestinal.

L’expressió del DCC en les HT-29 afecta a l'adhesió i a la migració

cel·lular

Els nostres resultats demostren, d’acord amb observacions en altres models

cel·lulars (Chuong et al., 1994), que el DCC regula l’adhesió cèl·lula-cèl·lula

així com l’adhesió cèl·lula-matriu per mecanismes independents de Ca2+.

Referent a l’adhesió cèl·lula-cèl·lula hem confirmat que els transfectants HT-

29/DCC contenen quasi el doble de desmosomes que els transfectants HT-

29 control i que aquests presenten una major complexitat estructural en les

cèl·lules que expressen DCC.  Per altra banda, l’expressió del DCC redueix

l’efecte “scattering” induït pel TPA suggerint que el DCC no només

incrementa l’adhesió intercel·lular, sino que també disminueix la capacitat de

migració d’aquestes cèl·lules.  Els experiments fets en transwells confirmen

aquesta hipòtesi.  Els assajos d’agregats cel·lulars en gels tridimensionals

(3D) de col·lagen de tipus I han estat de gran importància al revelar que el

DCC afecta a la migració cel·lular mitjançant la inhibició de la

individualització de les cèl·lules.  D’acord amb aquests resultats obtinguts in

vitro, les dades in vivo de l’estudi de disseminació en ratolins nude,

suggereixen que efectivament DCC pot actuar com a supressor de tumor

mitjançant un paper antidisseminatiu.
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En quant a l’adhesió cel·lular a la matriu, el DCC indueix una disminució de

la capacitat d’adhesió a diferents tipus de substrat incloent el plàstic i

diferents components de la matriu extracel·lular.   Aquests efectes s’associen

a la redistribució de les subunitats d’integrines α6 i β4, i la desmoplakina,

principals components dels HDII, així com de la talina i la vinculina,

components de les adhesions focals.  No obstant, no tots els components de

les adhesions focals tenen afectada la seva localització. És el cas de les

subunitats d’integrines α2, α3 i β1, la FAK o la paxilina.

Les cèl·lules mesenquimals C9 i C20 només tenen un efecte específic

del DCC sobre l’adhesió de les HT-29 a la matriu

Les cèl·lules mesenquimals C9 i C20 no afecten a la diferenciació, la

proliferació, la migració  i la capacitat tumorigènica de les cèl·lules HT-29 a

travers de mecanismes depenents de l’expressió del DCC.  No obstant, les

diferències entre la capacitat d’adhesió de les HT-29/DCC respecte a la de

les HT-29 control s’incrementen si les cèl·lules són sembrades sobre una

capa de fibroblasts o de cèl·lules C9 ó C20, però disminueixen en presència

dels medis condicionats d’aquestes cèl·lules mesenquimals.

Segons aquests resultats podriem especular que la interacció del DCC amb

un lligand sintetitzat per aquestes cèl·lules mesenquimals inicia un

mecanisme d’acció que provoca la desadhesió cel·lular de la matriu.   El fet

que el medi condicionat de les cèl·lules C9 i C20 redueixi les diferències

sobre la capacitat d’adhesió a la matriu entre els transfectants HT-29 control

i DCC es podria explicar per l’existència d’un lligand del DCC en forma

soluble, només secretat pels clons C9 i C20, capaç de competir amb la

forma lligada a la membrana per la unió al DCC, però no d’iniciar el

mecanisme d’acció que provoca la desadhesió cel·lular a la matriu (Fig. 1).

L’homologia de la Netrina-1 amb la cadena β1 de la laminina i donat que

aquesta cadena pot estar sintetitzada tant per les cèl·lules mesenquimals
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com per les cèl·lules epitelials (Simon-Assmann et al., 1998),  suggereix que

la laminina podria ésser un candidat a lligand del DCC en aquest sistema.

Figura 1:  Esquema de l’hipotètic mecanisme responsable dels efectes sobre

l’adhesió de les HT-29 observats en co-cultiu (A) o en presència del medi condicionat

de les cèl·lules C9 o C20 (B).   (1: DCC; 2: lligand hipotètic del DCC lligat a la membrana;

3: forma soluble del lligand hipotètic del DCC).

El DCC interacciona amb proteïnes de la família de les ERM.

La disrupció de les fibres d’estrès induïda pel DCC així com els experiments

d’extracció seqüencial de proteïnes, suggerien una interacció del DCC amb

el citosquelet d’actina.  En els 30 primers residus intracel·lulars (1121-1151)

juxtamembrana del DCC, hem identificat una seqüència consensus semblant

a la que presenten les proteïnes que interaccionen amb els membres de la

família ERM (“Ezrin Radixin Moesin”) (Yonemura et al., 1998; Legg and

Isacke, 1998).  Aquests han estat identificats com a molècules  que conecten

proteïnes de la membrana amb el citosquelet d’actina, de manera que

interactuen amb aquesta última pel domini C-terminal i amb les proteïnes de

membrana pel domini N-terminal (revisat per Mangeat et al., 1999).  Els

nivells de les proteïnes ERM analitzades en els nostres transfectants no
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varien entre les HT-29/DCC i control.  En canvi, la distribució de l’ezrina en

les HT-29 es troba alterada per la presència del DCC, localitzant-se en el

compartiment basolateral de la membrana amb un patró similar al del DCC, i

en cèl·lules COS 1 co-transfectades amb els cDNA’s complerts de totes dues

proteïnes, existeixen zones de col·localització.  In vitro, el DCC interacciona

específicament amb el domini N-terminal de l’ezrina i del NF-2, molt

probablement a travers d’aquest consensus identificat en la regió

juxtamembrana que nosaltres hem anomenat domini EBD (“ERM binding

domain”).

Amb la finalitat de demostrar l’associació DCC/ezrina in vivo, hem realitzat

experiments de co-immunoprecipitació. Malgrat la diversitat de condicions

experimentals provades (veure taula II del capítol dels resultats), només hem

detectat una interacció del DCC amb l’ezrina endògena en les cèl·lules COS

1 transfectades amb el pCMV-DCC.  Com s’ha discutit en la literatura, la

dificultat de posar en evidència la interacció entre proteïnes de membrana

amb les ERM és deguda, al menys en part, a l’associació amb el citosquelet

creant-se un complexe tripartit entre la proteïna de membrana, les ERM i el

citosquelet d’actina, que només sota determinades condicions d’extracció

protèica pot ésser posat de manifest (Crepaldi et al., 1997; Yonemura et al.,

1998; revisat per Mangeat et al., 1999).  Així, quan s’utilitzen detergents

suaus, les interaccions es mantenen però els complexes no es poden posar

en evidència degut a la seva insolubilitat donada per la seva associació amb

el citosquelet.  Contràriament, quan s’utilitzen detergents més agressius que

permeten solubilitzar les proteïnes associades al citosquelet, probablement

també es produeix la dissociació de les interaccions entre les proteïnes de

membrana i les ERMs.  Es, doncs, difícil de trobar unes condicions que

permetin la dissociació del citosquelet tot conservant la interacció entre les

ERM i les proteïnes de membrana a les que s’uneixen.  D’acord amb

aquesta hipòtesi, la proporció d’ezrina que hem detectat associada al DCC

és molt baixa.  Troballes similars han estat descrites per altres autors:  així,

Granés i col. (2000) han demostrat que només el 0.02% de l’ezrina total de

les cèl·lules COS 1 es detecta associada al Sindecà-2, proteoglicà de
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membrana probablement implicat en la transducció de senyal des de la

matriu extracel·lular (revisat per Zimmerman and David, 1999).

DCC està actualment considerat com a un component d’un receptor

multiprotèic de netrina-1.  Per tant, la seva interacció amb les ERM pot estar

regulada per altres proteïnes, entre les quals UNC-5 podria jugar un paper

important donat que s’uneix al DCC en un domini immediatament adjacent al

domini EBD.  Com s’ha mencionat anteriorment, s’ha proposat que la unió

dels dominis citoplasmátics d’UNC-5 i DCC és responsable del canvi de

comportament, d’atracció versus repulsió, front a la netrina-1 (Bashaw et al.,

1999; Hong et al., 1999; revisat per Seeger and Beattie, 1999).  La resposta

atractant o repel·lent front a la netrina-1 que presenten, respectivament, els

explants de cerebel (P7) o de cervell anterior (E16) en cultiu (Alcántara et al.,

2000), indica que aquest pot ser un bon sistema fisiològic per estudiar si

UNC-5 regula d’alguna manera l’associació DCC/ERM.  No obstant, la

interacció d’aquestes dues proteïnes no s’ha pogut posar de manifest a partir

dels extrets protèics d’aquests teixits.  Una possible raó és la baixa proporció

de DCC i ERM relatius al total de proteïna d’aquests extrets protèics.  S’ha

demostrat que els cons de creixement dels axons en desenvolupament

presenten un enriquiment en radixina i moesina respecte als homogenats

totals de cervell fetal de ratolí (Paglini et al., 1998).  Una estratègia a seguir

podria ser utilitzar extrets protèics de cons de creixement aillats per fer les

co-immunoprecipitacions, determinant alhora si DCC interacciona també

amb la radixina i/o la moesina.

Una altra molècula que podria estar regulant l’associació DCC/ERM podria

ser la netrina-1, actuant des del domini extracel·lular del DCC.  No obstant,

no hem pogut detectar el complexe DCC/ezrina ni en cèl·lules ni en teixits

tractats amb netrina-1.

Durant els experiments de transfecció transitòria, les cèl·lules COS 1

presenten una elevada eficiència de transfecció alhora que permeten nivells

alts d’expressió de les proteïnes ectòpiques. Les cèl·lules Neuro-2A no

presenten una eficiència de transfecció comparable a la de les cèl·lules
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COS1.  Per altra banda els transfectants HT-29/DCC pel fet de ser estables,

malgrat que detectables per Western blot i capaços d’influir en el fenotip

d’aquestes cèl·lules, tampoc presenten uns nivells d’expressió tan elevats

com les COS 1 transientment transfectades.  Tenint en compte aquests

paràmetres, no és difícil de comprendre de que si en les COS 1, on les

condicions de transfecció i expressió ectòpica són les més favorables, es

detecta una proporció molt baixa d’ezrina associada al DCC, no poguem

observar aquesta unió en altres tipus cel·lulars on les condicions de

transfecció i/ó expressió ectòpica de proteïnes són pitjors.

La regulació de l’adhesió i migració cel·lular pel DCC, el consensus d’unió a

proteïnes ERM en la regió juxtamembrana del seu domini intracel·lular, i els

experiments d’associació in vitro suggereixen, malgrat els experiments in

vivo no siguin concluents, que al menys un mecanisme d’acció del DCC

podria funcionar a travers de la seva interacció amb les proteïnes de la

família ERM.  Per altra banda, i d’acord amb les nostres dades, Hiscox i col.

(1999) han demostrat que la inhibició de l’expressió de l’ezrina utilitzant

oligonucleòtids antisens, en les línies derivades de càncer colorectal HT115 i

HRT18, indueix una disminució de l’adhesió cèl·lula-cèl·lula a la vegada que

un augment de l’adhesió cèl·lula-matriu així com de la capacitat de migració i

invasivitat.  No obstant, el mecanisme que ells proposen, vindria mediat per

la interacció de l’ezrina amb molècules de les unions adherents, com és el

cas de l’E-cadherina i/ó la β-catenina.  De tota manera, aquest mecanisme

només seria vàlid per les HRT18, ja que les HT115, malgrat tenen una

resposta similar front a la pèrdua d’ezrina, no expressen E-cadherina

indicant que en aquesta línia cel·lular, l’ezrina ha d’actuar via altres

molècules que també afecten a les unions intercel·lulars existents en la

cèl·lula, així com a  les estructures d’adhesió a la matriu.

Els nostres resultats, suggereixen que, en última instància, l’ezrina

participaria en l’efecte de supressor tumoral del DCC reduïnt la capacitat de

migració i la invasivitat.  Altres treballs han proposat proteïnes de la família

ERM com a molècules implicades en la supressió de neoplàsies i alguns
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membres d’aquesta família han estat descrits com a supressors tumorals.

NF-2 (“Neurofibromatosis factor-2”) en fou el primer exemple (Rouleau et al.,

1993; Trofatter et al., 1993).  La inactivació d’aquest gen dóna lloc a una

malatia hereditària associada a schwanomes, meningiomes i ependimomes

(Thomas et al., 1994).  Recentment s’ha demostrat que la sobrexpressió del

NF-2 en línies cel·lulars derivades de schwanoma afecta a la organització del

citosquelet d’actina alhora que indueix una disminució de la proliferació

cel·lular, de la mobilitat i de la capacitat d’adhesió a la matriu, suggerint que

el seu paper de supressor tumoral ve mediat pel seu efecte sobre el

citosquelet d’actina (Gutmann et al., 2000).  Recentment, s’ha descrit un nou

membre de la família ERM, anomenat DAL-1 (“Differentially expressed in

adenocarcinoma of the lung”), com a supressor tumoral en càncer de pulmó

(Tran et al., 1999) i en meningiomes esporàdics (Gutmann et al., 2000),

alhora que s’ha demostrat una disminució de l’expressió de radixina i

moesina en adenocarcinomes pulmonars (Tokunou et al., 2000).  Per altra

banda s’ha proposat que l’ezrina està implicada en la transformació de

fibroblasts 3T3 mediada pels oncogens Net i Dbl (Quang et al., 2000).

Possibles vies de senyalització cel·lular del DCC a travers de la seva

associació amb proteïnes ERM

• La unió DCC/Ezrina podria modificar l’acció de RhoGDI i/o PKA

sobre RhoA

Diversos treballs han suggerit un control de l’adhesió a la matriu i de la

migració cel·lular per part de les ERM’s en cèl·lules epitelials.  Per una altra

banda, s’ha demostrat que proteïnes ERM interaccionen directament amb

proteïnes reguladores de les Rho GTPases que controlen la formació de les

estructures d’adhesió cel·lular a la matriu.  Així, les ERM s’associen a

RhoGDI, inhibint la seva activitat repressora sobre els membres de la

subfamília de Rho i facilitant la seva activació (Takahashi et al., 1997).  A

travers de la seva associació amb les proteïnes ERM, el DCC podria

inactivar la funció inhibidora d’aquestes sobre les Rho-GDI, permetent la
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repressió de les Rho GTPases i regulant negativament la formació de les

adhesions focals (Fig. 2).

Figura 2:  Model del mecanisme d’acció del DCC en les HT-29, via associació amb

l’ezrina i a travers de Rho-GDI o PKA

A l’igual que el procès de migració cel·lular, el creixement axonal implica la

formació d’estructures de tipus filopodi i lamel·lipodi, les quals també estan

regulades per les proteïnes Cdc42 i Rac respectivament (Kozma et al.,

1997).  Recentment s’ha demostrat els rols oposats de Rac i Rho de manera

que mentres Cdc42 i Rac indueixen la formació de filopodis i lamel·lipodis en

resposta a senyals d’atracció, Rho indueix la retracció d’aquestes estructures

en resposta a senyals de repulsió (revisat per Mueller, 1999).  Per altra

banda, tant la radixina com la moesina estan implicades en l’estabilització

dels cons de creixement i de les noves neurites en desenvolupament (Paglini

et al., 1998).

D’acord amb aquestes dades, Pierceall i col. (1994a) havien demostrat que

l’estimulació del creixement de neurites en les cèl·lules PC12 en cultiu, per

part del DCC, era depenent d’una via de senyalització sensible a la toxina

pertussis, la qual inhibeix la funció d’una gran varietat de proteïnes G petites

(Sumi et Ui, 1975).

DCC/Ezrina

↓↓ Adhesions 
Focals

Rho A

↓↓  Adhesió cèl · lula-matriu /Migració

Rho-GDI/PKA
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Les proteïnes ERM tenen un domini de reclutament de la PKA (“Proteïna

kinasa cAMP dependent”) i se sap que una elevada concentració d’AMPc en

el con de creixement axonal inactiva RhoA provocant una resposta d’atracció

front a la netrina-1.  En canvi, una concentració baixa d’AMPc activa aquesta

mateixa Rho GTPasa donant lloc a una resposta repulsiva (revisat a Mueller,

1999).  Donat que l’AMPc activa PKA, es probable que aquesta resposta via

RhoA estigui mediada per aquesta kinasa.  En aquest cas, l’associació

PKA/ERM podria inhibir la repressió de RhoA mediada per AMPc.

Mitjançant la capacitat d’unió a reguladors de les RhoGTPases, les ERM

jugarien un paper important en el control d’aquestes proteïnes.

A partir d’aquestes dades, i assumint l’associació DCC/ezrina en el nostre

model cel·lular, la disminució de l’adhesió cèl·lula-matriu induïda per

l’expressió del DCC en les HT-29, podria tenir lloc segons una via que

actuaria sobre RhoGDI i/o la PKA.  Així, l’associació del DCC amb les ERM’s

impediria que aquestes afavorissin la formació d’adhesions cel·lulars a la

matriu, inhibint l’acció repressora de les RhoGDI i de PKA sobre la

RhoGTPasa reguladora de la formació de les adhesions focals, RhoA (Fig.

2).

• L’associació DCC/Ezrina podria regular negativament la

polimerització dels filaments d’actina

S’ha proposat que molècules riu aball de Cdc42 i Rac (PIP5K, p65PAK,

WASP) estan implicades en la regulació de la polimerització dels filaments

d’actina (revisat per Hall, 1998).  D’altra banda, dades recents suggereixen

que les ERM regulen la nucleació i la polimerització de l’actina en fagosomes

de macròfags (Defacque et al., 2000).  D’acord amb aquestes dades, els

nostres experiments han demostrat que el citosquelet d’actina està alterat en

els transfectants que expressen DCC.  No obstant, les HT-29/DCC

presenten alteracions no només en les adhesions focals sino també en els

HDII, els quals es troben associats als filaments intermediaris.



DISCUSSIÓ

145

Malgrat que la majoria de treballs publicats en la literatura sobre

l’entrecreuament de la senyalització (“crosstalk”) entre els diferents

citosquelets de la cèl·lula (revisat per Kjφller and Hall, 1999) fan referència

als citosquelets d’actina i de microtúbuls, treballs recents suggereixen també

un “crosstalk” entre els citosquelets d’actina i el de filaments intermediaris.

Així, s’ha suggerit que malgrat la conexió dels HDII als filaments

intermediaris, la seva organització i agrupament (“clustering”) en cèl·lules

epitelials derivades de càncer intestinal, sembla ser depenent de filaments

d’actina (Fontao et al., 1999).  A més, se sap que la subunitat d’integrines β4

i l’actina-F competeixen per la unió a la plectina, proteïna dels HDII (Geerts

et al., 1999).  Per altra banda s’ha demostrat que la integrina α6β4 estimula

la migració i la invasió de cèl·lules canceroses com a conseqüència de la

seva interacció amb el citosquelet d’actina (Rabinovitz and Mercurio, 1997;

Rabinovitz et al., 1999).

El conjunt d’aquestes dades suggereix que el DCC, a travers de la seva

interacció amb l’ezrina i conseqüentment per la via de les RhoGTPases,

podria regular negativament la polimerització de l’actina, actuant així sobre

l’estructura de les adhesions focals alhora que en l’estabilització dels HDII.

La desestabilització d’aquests últims alliberaria components comuns als

desmosomes donant lloc a la major quantitat i la major complexitat

extructural d’aquests complexes d’adhesió intercel·lular observada en els

transfectants HT-29/DCC (Fig. 3).

• La possible associació DCC/Talina com a mecanisme d’acció

paral·lel i/ó alternatiu al descrit via Ezrina

Dintre dels components de les adhesions focals, la localització dels quals

està afectada específicament per l’expressió del DCC, es troba la talina.  El

domini N-terminal d’aquesta proteïna presenta un 23% d’identitat amb el

domini N-terminal de l’ezrina (Algrain et al., 1993), regió a la que el DCC

s’associa in vitro.  Per altra part s’ha demostrat que la talina té activitat

promotora de la formació de filaments d’actina a partir de l’actina
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monomèrica i que és essencial per a l’adhesió i la migració de fibroblasts

sobre fibronectina (revisat per Hemmings et al., 1995).  El conjunt d’aquestes

dades suggereix una possible associació entre el DCC i el domini N-terminal

de la talina, que tindria un efecte directe negatiu en l’estructura de les

adhesions focals i en la polimerització de les fibres d’actina, actuant doncs

també de forma indirecta sobre els HDII.  La possible interacció DCC/talina

no exclou l’associació DCC/ERM, de manera que, en les cèl·lules epitelials,

DCC podria actuar via ezrina o talina indistintament (Fig. 3).

Figura 3: Mecanismes d’acció del DCC proposats, via la seva interacció amb l’ezrina

i/o talina

DCC

PKC

DCC/Talina

↓↓  Estabilització
 HDII

↓↓  Adhesió cèl · lula -matriu /Migració

DCC/Ezrina

Rho-GDI/PKA

↓↓  Adhesions 
Focals

Rho A

↑↑ Nº i  complexitat
Desmosomes

↑↑ Adhesió cèl· lula -cèl· lula

Polimerització actina
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El DCC podria inhibir els efectes de la PKC actuant directament sobre

l’assemblatge dels desmosomes

Segons el model que hem proposat, la disrupció dels HDII, conseqüència de

l’efecte del DCC sobre la polimerització d’actina, allibera components

comuns als desmosomes permetent la formació d’un major nombre

d’aquests i de major complexitat estructural.

Per una altra banda, experiments en keratinòcits utilitzant inhibidors

específics de la PKC, o activant-la utilitzant TPA, han suggerit que per

l’assemblatge dels desmososomes és necessària la inhibició d’aquesta

kinasa, mentres que la seva activació indueix el desassemblatge (Amar et

al., 1998).  Aquest treball suggereix una altra possibilitat en quant als

mecanismes de senyalització del DCC, proposant que aquest podria inhibir

els efectes de la PKC, actuant així directament sobre els desmosomes.

D’acord amb aquestes dades, hem demostrat que el DCC inhibeix el

“scattering” induït pel TPA en les cèl·lules HT-29 i es coneix un domini d’unió

de la PKC en els membres de la família de les ERM.   Resultats recents han

demostrat que la plakofilina 1, membre de la família armadillo, facilita el

reclutament de les proteïnes desmosomals en la membrana plasmàtica dels

keratinòcits i també juga un paper en la regulació del citosquelet d’actina

(Hatzfeld et al., 2000).  A partir d’aquesta molècula, o de components

comuns entre desmosomes i unions adherents com és el cas de la

plakoglobina, l’efecte del DCC sobre els desmosomes podria repercutir en el

citosquelet d’actina i l’adhesió a la matriu, donant lloc als efectes que hem

observat en els nostres transfectants.  Tanmateix, no podem descartar que

el DCC actui sobre el citosquelet d’actina, inhibint l’acció repressora de les

ERM sobre RhoGDI ó PKA, alhora que sobre els desmosomes inhibint la

PKC, per un mecanisme encara per elucidar (Fig. 3).
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DCC: Partner d’ezrina i supressor tumoral

Segons la nostra hipòtesi, a travers de la seva interacció amb l’ezrina, el

DCC reduiria la individualització cel·lular afectant d’aquesta manera a la

capacitat de migració i de disseminació d’aquestes cèl·lules, esdevenint així

un agent antidisseminatiu.  Aquest model que proposem està d’acord amb el

paper com a supressor tumoral implicat sobretot en les últimes etapes del

procès neoplàsic que se li ha atorgat al DCC repetidament en la literatura

(revisat per Kinzler and Vogelstein, 1996), així com la seva implicació en

adhesió cel·lular (Chuong et al., 1994) i potser fins i tot, malgrat que de forma

indirecte, en diferenciació (Hedrick et al., 1994) si tenim en compte que en

l’epiteli intestinal la diferenciació cel·lular és un procès íntimament lligat a la

migració des de la base de les criptes cap a l’epiteli de superfície (Gordon

and Hemirston, 1994).  No obstant, el ratolí deficient pel gen DCC, malgrat

presenta alteracions en el sistema nerviós, no presenta cap afectació a nivell

de l’epiteli intestinal (Fazeli et al., 1997), la qual cosa qüestiona la seva

implicació en tots aquests processos mencionats.  La depleció d’altres

molècules implicades en processos cel·lulars imprescindibles, ha donat lloc

en altres casos a ratolins knock out sense afectacions.  Les ERM en són un

exemple degut a la seva funcionalitat redundant.  Així, és necessària la

inactivació d’almenys dues d’aquestes proteïnes per observar un fenotip

mutant (Paglini et al., 1998).  La neogenina és l’única molècula coneguda

fins aquest moment, que presenta homologia amb el domini intracel·lular del

DCC (39% d’identitat) (Vielmetter et al., 1994) suggerint que aquestes dues

molècules podrien exercir papers redundants en l’epiteli intestinal encara que

no ho facin a nivell del sistema nerviós.  Si més no, segons els nostres

resultats, DCC seria un bon candidat com a regulador de la migració

controlada, de la qual depen la regeneració constant de l’epiteli intestinal.



CONCLUSIONS
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