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INTRODUCCION

1. DIFERENCIACION COLONICA Y CARCINOGENESIS

1.1. El epitelio colbnico

La regién inferior del tracto gastrointestinal (colon y recto) tiene como principal funcién la
reabsorcion de iones y agua, posteriormente a la absorcidon de la mayor parte de los nutrientes
en el intestino delgado. En este proceso, las células del epitelio coldnico juegan un papel

fundamental.

La pared del colon, representada en la figura ITA, estd compuesta por diferentes capas:

mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa.

El epitelio de la mucosa del colon, ampliado en la figura 1B, es un epitelio columnar simple
gue forma un gran numero de profundas invaginaciones hacia el interior de la Idmina propia
(formada por tejido conectivo laxo) denominadas criptas de Lieberkiihn. Este epitelio es

renovado cada 3-4 dias aproximadamente, lo que supone un proceso constante de

regeneracion de las células que constituyen las criptas.

Figura I1: Histologia del colon (tomado de Wheater PR, 1987) A: Representacion de las diferentes capas presentes en la
pared del colon (fincién hematoxilina-eosina): mucosa (M), integrada por el revestimiento epitelial superficial, y que
contiene las criptas de Lieberkiihn; submucosa (SM) caracterizada por la presencia de vasos sanguineos y linfaticos; la
muscular, formada por una capa circular interna (CM) y una capa longitudinal externa (LM) y por Ultimo, la serosa (S).
B: Ampliacién de la mucosa del colon, donde destacan las criptas de Lieberkiihn. Entre la mucosa y la submucosa hay
una fina capa de fibras musculares denominada muscular de la mucosa (MM), que puede observarse con claridad en

esta ampliacioén.
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Las células absortivas o enterociticas son, junto con las células caliciformes (ver mds adelante),
las mds abundantes en el epitelio coldnico. Estdn polarizadas y se caracterizan por la
presencia en la membrana apical de microvellosidades que forman un borde en cepillo, y
donde se localizan hidrolasas como la sucrasa-isomaltasa (Sl), la lactasa, la aminopeptidasa N
(APN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV) y la fosfatasa alcalina (AP), las cuales se utilizan como

marcadores moleculares propios de este tipo celular.

Las células mucosecretoras o células caliciformes, al igual que las absortivas, son células
polarizadas con un ndcleo basal. Sin embargo, se caracterizan por la secreciéon del moco
lubrificante y protector del epitelio. Este moco estd compuesto fundamentalmente por
mucinas (de las cuales hablaremos mds adelante), siendo MUC2 la mucina predominante del

moco secretado por estas células en el colon.

Se postula que en el fondo de la cripta se encuentran las células pluripotentes o células stem,
células indiferenciadas capaces de dividirse y responsables de la constante renovacion del

epitelio del colon.

Células
absortivas

Stem cells

Figura 12: Corte fransversal de la mucosa colénica humana donde se observan con mds detalle las criptas de
Lieberktihn (tincion hematoxilina-PAS), destacando con flechas los tipos celulares predominantes en el epitelio,
mucosecretor y absortivo, asi como el presunto compartimento de células stem en el fondo de la cripta, las cuales no
son distinguibles a nivel histoldgico. La técnica histoquimica de PAS permite distinguir en rojo la presencia de

acumulaciones de moco en las células goblet.
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Una de las caracteristicas que diferencia el epitelio colénico del de intestino delgado es la
ausencia de células de Paneth (a excepciéon del colon ascendente), la poca representacion
de células enteroendocrinas, y su abundancia en células mucosecretoras. Existen referencias
donde se describen con mds detalle estos tipos celulares y su funcién en el epitelio intestinal y
colénico (Wright NA, et al., 2000).

1.2. Diferenciacion terminal: un complejo camino hacia la muerte celular

A lo largo del eje basal-apical de las criptas (referido a la posicidon apical de la luz intestinal),
existen dos compartimentos celulares principales: un compartimiento proliferativo que
contiene, a su vez, (1) las células madre (stem) del epitelio en el fondo de la cripta, y (2) las
células proliferantes precursoras de los tipos celulares diferenciados, y un compartimiento no
proliferativo terminalmente diferenciado conteniendo las células absortivas y mucosecretoras

maduras en la mitad apical de la cripta (figura 13).

DIFFERENTIATION

Fully differentiated
terminal cells

(=)
=) Proliferating/differentiating
S cells
L=
= |:| Stem cells
S
L=
=
o
F
=)
=
{=3
=
ey
=3
REPLICATION
STAGES

PRRRRIDY

PROLIFERATION

Figura 13: Representacion esquemdtica de la direccionalidad del proceso de diferenciacién a través de la cripta.

La homeostasis celular del epitelio es mantenida por un balance dindmico entre la division
celular continua vy el desprendimiento de células en la superficie de las criptas colénicas: las
células precursoras proliferan en la parte baja de la cripta y van migrando de manera
continua hacia las zonas mds apicales. Durante esta migracion tiene lugar una salida del ciclo

celular, en paralelo a la activacidon de programas de expresidon génica propios de cada tipo
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celular diferenciado. El final de este trayecto culmina con la muerte celular por apoptosis y/o
desprendimiento de las células hacia el lumen (revisado de Kyoung-Mee K, et al.,, 2002;
Lamprecht SA, et al., 2002)

1.3 Wnt: Reguladores de la homeostasis del colon, que controlan la transicion de proliferacion

a diferenciacion en la cripta.

El desarrollo de tejidos y érganos en embriones estd controlado por varias vias de sefalizacion
que interactUan para ofrecer informacion e inducir la especificacién del destino celular. Uno
de los sistema principales de senalizacién es la via Wnt (Huelsken J, et al., 2001). Las proteinas
Wnt (del inglés “wingless”) constituyen una familia de moléculas de seializacién altamente
conservadas que regulan las senalizaciones intercelulares durante la embriogénesis, estando
descrito que los genes Wnt también estdn implicados en la progresidon tumoral (Giles RH, et al.,
20083).

La senalizacién de esta via, detallada en la figura 14, se inicia por la activacion de Frizzled (serie
de receptores de siete fragmentos transmembranas) por parte de proteinas Wnt secretadas
(figura I13b). Una vez activado el receptor otra proteina, Dishevelled (Dsh), es fosforilada e
interacciona con la axina previniendo la actividad de la proteina GSK-3p. La GSK-3p es una
proteina con actividad serina/treonina quinasa, y tiene como sustratos dentro de la via a la

axina, APC y a la B-catenina.

En células epiteliales de mamifero, la transduccién de seiales de Wnt tiene lugar, al menos en
parte, mediante la inactivacién del complejo multiproteico formado por APC, GSK3-B,
axina/conductina. En células diferenciadas del epitelio intestinal, no existe senalizacidén por
Wnt, y este complejo participa en la degradacién de B-catenina via proteosoma al facilitar su
fosforilacion por GSK3-p, fosforilacion que actia como senal de reconocimiento por ubiquitina
ligasas (revisado en Barth Al, et al., 1997; Eastman Q yGrosschedl R, 1999; Polakis P, 1999a). En
estas condiciones, una fraccién importante de B-catenina celular se encuentra formando
parte del complejo de adhesién célula-célula mediado por E-cadherina (ver apartado 4 de la

Introduccidn).

En presencia de senales Wnt, la inactivacion de este complejo impide la degradacién de B-
catenina, y por tanto se acumula en el citoplasma, facilitdndose su franslocacién al nucleo. Alli
se une a proteinas de la familia TCF/LEF y actia como coactivador transcripcional de la

expresion de genes implicados en mantener el fenotipo indiferenciado de las células madre.
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Figura 14: Via candnica de sefalizacién de Wnt (fomado de Clements WK, et al., 2003). En ausencia de sehales de Wnt
(a), GSK3 fosforila B-catenina en el complejo de destruccién, causando su degradaciéon. Por el contrario, cuando las
senales de Wnt activan Dsh (b), este impide la fosforilacion de la p-catenina por GSK3, teniendo como resultado la
acumulacion de esta proteina en el citoplasma. De esta forma, B-catenina puede ir al ndcleo y activar la transcripcion

de genes dianas de Wnt, como son c-myc o ciclina D1.

¢Como actua la via de Wnt en el control de la homeostasis del epitelio colénico?

La correcta sendlizacion de Wnt, mediada por p-catenina-TCF, es esencial para el
mantenimiento del estado proliferativo/no diferenciado de las células del epitelio colénico.
Esto fue demostrado por Korinek y colaboradores, en estudios con ratones deficientes para
TCF-4, los cuales mostraban ausencia total de compartimentos proliferativos en las criptas
(Korinek V, et al., 1998). Las investigaciones posteriores derivadas de estos hallazgos han
permitido definir mejor el papel de Wnt en la homeostasis del epitelio del colon (revisado de
Van de Wetering M, et al., 2002; Batlle E, et al., 2002; Peifer M, 2002; Sancho E, et al., 2003)
(figura 15). Clevers y colaboradores sugieren que las proteinas de Wnt, provenientes
probablemente de células mesenquimales o epiteliales de la parte inferior de la mucosa
(debajo de la cripta) son las encargadas de mantener el potencial proliferativo de la cripta:

garantizando por una parte la supervivencia y/o mantenimiento del nicho de stem cells, vy
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frenando por otfra la transicién de proliferacion a diferenciacion. Asi pues, los genes activados
por la via de Wnt se expresan en el compartimento proliferativo de la cripta (y en la mayoria
de los casos se encuentran sobre-expresados en tumores colorrectales; ver mds adelante),
mientras que los genes reprimidos por esta via estdn restringidos al compartimento

terminalmente diferenciado.

C-myc, diana directa de la actividad R-catenina-TCF, es uno de los mediadores del efecto
proliferativo de la via de Wnt ya que, al menos en parte, reprime la expresién de la molécula
reguladora del ciclo celular p21¢P! (de la cual hablaremos con mds detenimiento en el
apartado 3) al evitar la activacién de su promotor génico por el factor de transcripcién MIZ-1
(Wu S, et al., 2003). De forma similar, c-myc también puede reprimir la transcripcién del
inhibidor del ciclo p27XP1 por unidn directa del complejo Myc/Max al sitio Inr (elemento
iniciador de la transcripcién) presente en el promotor (revisado de Gartel AL, 2003), aungue se
desconoce si este mecanismo ocurre en el epitelio coldnico como efecto de la regulacién por
Wnt. Ademds de c-myc, existen otras proteinas reguladoras del ciclo celular cuya transcripcion
estd regulada por p-catenina-TCF: ciclina D1 (Tetsu O & McCormick F, 1999), c-jun vy fra-1 que
son componentes del factor de transcripcion AP-1 (Mann B, et al., 1999) y Id-2 (Rockman SP, et
al., 2001).

El transito celular durante la migracién a lo largo del eje basal-apical de la cripta puede ser
explicado, al menos en parte, por la expresidon de otro grupo de genes regulados también por
B-catenina-TCF. La familia de receptores de Ephrina EphB2 y EphB3, estdn situados en las
regiones mds bajas de la cripta, y sus ligandos, las ephrinas, estdn localizadas en el
compartimento diferenciado no proliferante. Los receptores EphB2 y EphB3 son inducidos por
senales de Wnt, a diferencia de las Ephrinas, cuya expresion es reprimida por estas senales. Las
interacciones repulsivas receptor-ligando, impuestas por Wnt a lo largo del eje de la cripta
mediante el control de su expresidon, determinan pues la migracién celular hacia la zona apical
de la cripta (Batlle E, et al., 2002).

A medida que las células migran hacia las zonas mds apicales de la cripta, la actividad p-
catenina-TCF es inhibida con lo que se favorece una salida del ciclo celular. El principal
mecanismo que suprime la actividad p-catenina-TCF es la degradacion de p-catenina v,
quizds también, la traslocacion ndcleo-citoplasma de B-catenina por parte de APC. Por un
lado, APC recluta en un mismo complejo a la quinasa GSK-38 y a p-catenina, cuya
fosforilacion por parte de GSK-3B dispara su reconocimiento por el proteasoma y su
consecuente degradaciéon (Peifer M, et al., 1994; Liu C, et al., 2002). Por ofro lado ciertos
dominios de la proteina APC favorecen la translocacion de p-catenina al citoplasma,

sugiriendo que la degradacién citoplasmdtica de ésta podria estar modulada por el propio
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APC dirigiendo o no su localizacion subcelular (Neufeld et al., 2000). Finalmente, también se ha
sugerido que la modulacion de los complejos de adhesidén a nivel de membrana puede
favorecer o impedir la actividad de PB-catenina en el nicleo. Asi, contactos de adhesion
célula-célula mediados por E-cadherina podrian actuar secuestrando a B-catenina en la
membrana (Barth Al, et al., 1997; Nelson WJ y Nusse R, 2004), y la accién de tirosina-quinasas
moduladoras del complejo de adhesidon podrian desestabilizar estos complejos con lo que se
facilitaria la acumulacion de p-catenina en el citosol (Gémez S, et al., 1999; Roura S, et al.,
1999; Piedra J, et al., 2003). En conjunto, es probable que la accién combinada de éstos y ofros
mecanismos contribuyan a la regulacién de los niveles de B-catenina en sus distintos
compartimentos y a la consecuente supresion de la actividad B-catenina-TCF durante la

diferenciacién celular en la cripta.
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Figura 15: Contribucién de la via de Wnt en la transicidon de proliferacién a diferenciacion durante la diferenciaciéon
terminal en el epitelio intestinal. (Tomado de Peifer, 2002). La actividad B-catenina-TCF impone el fenotipo proliferante

y marca la compartimentalizacién de la expresién génica en la zona proliferante versus la terminalmente diferenciada.

Ademds de las dianas mencionadas u ofras que se mencionan mds delante, diversas
aproximaciones experimentales han permitido describir un extenso programa genético bajo el
conftrol transcripcional de B-catenina-TCF (He TC, et al., 1998; Tetsu O & McCormick F, 1999;
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Mann B, et al., 1999; He TC, et al., 1999; Takahashi M, et al., 2002; van de Wetering M, et al.,
2002). Este programa de expresidn génica ha revelado un control coordinado de genes
implicados en el ciclo celular, en la expresidn de proteinas propias del fenotipo diferenciado,
en la adhesion al sustrato, en la movilidad e invasividad celulares, y en la apoptosis, de tal
manera que la actividad p-catenina-TCF estd encargada de mantener silenciado el programa
de expresion génica asociado a la diferenciacion celular. Por lo tanto, la proliferacion vy la
diferenciacién celular son procesos estrechamente relacionados en el epitelio coldnico, y es la

actividad de pB-catenina-TCF uno de sus principales reguladores.

1.4 Especifidad de linaje celular y diferenciacién en las criptas colénicas. Implicacién de la

via de Delta/Notch en su regulacion.

Aungue la via reguladora de P-catenina-TCF controla el switch de proliferacion a
diferenciacioén en las criptas normales, esta sefal no es suficiente para inducir la diferenciacion
de las células epiteliales progenitoras hacia los diferentes tipos celulares predominantes en las
criptas maduras (mayoritariamente del tipo absortivo y mucosecretor en el epitelio colénico,
ademds del enteroendocrino y las células de Paneth presentes en el epitelio intestinal). Sin
embargo, ambos procesos — proliferacion y diferenciacién — se superponen en tiempo vy

espacio.

La hipdtesis que se maneja en la actualidad es que los cuatro tipos celulares presentes en el
epitelio intestinal adulto (absortivo, mucosecretor, enteroendocrino y células de Paneth)
vienen determinados por, al menos, cuatro decisiones binarias consecutivas, que tienen lugar
a partir de un mismo precursor: las células stem progenitoras (figura 18) (revisado de Sancho E,
et al., 2003). Dos de los genes implicados en la toma de estas decisiones son los factores de
franscripcion del tipo b-HLH Math-1 y Neurogenina-3 (ngn-3), descritos recientemente. Math-1
interviene en la determinacion de linagje celular en SNC (Birmingham NA, et al., 2001), y
recientemente Yang y colaboradores observaron también que en intestino delgado de
ratones deficientes para este factor de transcripcion habia una pérdida del lingje secretor
(mucosecretor, enteroendocrino y de Paneth) sin afectarse el fenotipo absortivo. Por otra
parte, la colocalizacién de Math-1 y Ki-67 en algunas células proliferantes indicaba que el
linaje secretor provenia de un progenitor comin que expresaba Math-1, mientras que las
células absortivas lo hacian de un progenitor Math-1 independiente (Yang Q, et al., 2001).
Ngn-3, por su parte, estd implicada en el compromiso de las células hacia un fenotipo
enteroendocrino. Evidencias de esto fueron descritas por Gradwolh y colaboradores en

estudios con ratones deficientes para Ngn-3. El andlisis de las criptas intestinales de estos
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ratones reveld la ausencia de células enteroendocrinas, aunque el resto de tipos celulares

(mucosecretoras, Paneth y absortivas) no presentaba alteraciones (Jenny M, et al., 2002).

La determinacién de linagjes en el epitelio parece estar funcionalmente asociada a la
regulacion por p-catenina-TCF ya que la inhibicién de la via de Wnt por Dickkopf-1 (Dkk-1)
implica la represion de Math-1, con la consecuente pérdida del linaje secretor (Pinto D, et al,,
2003). Estos resultados apuntan a favor de la cooperacidon de ambas vias de sefalizacion
durante el proceso de diferenciacién, aunque se desconoce si los efectos producidos por este
inhibidor de la via de Wnt sobre Math-1 son directos o consecuencia de la pérdida del
compartimento proliferativo (efecto observado al expresar Dkk-1 en embriones de ratones)
(Glinka A, et al., 1998).

Recientemente, se ha descrito una inhibicidén de la expresidn del ortélogo humano de Math-1,
HATH-1, en tumores de colon indicando su relacién con las vias oncogénicas y reforzando su
importancia en la homeostasis del epitelio (Leow CC, et al., 2004). En este mismo frabagjo, la
inhibicion de la via de Wnt por APC o por un mutante dominante negativo de TCF también

induce la expresion de HATH-1 en lineas celulares de cdncer de colon.

Investigaciones recientes sugieren que, al igual que ocurre durante el desarrollo de ofros
sistemas, la via de senalizacion de Notch estaria jugando un papel muy importante en la
especificacién de tipo celular en el epitelio intestinal (Sander GR, et al., 2004). El nexo conector
entre la via de Notch y la diferenciacion celular es el represor transcripcional HES-1 (Hairy and
Enhancer of Split 1) (Thomas PQ y Rathjen PD, 1992; Jarriault S, et al., 1995). Hasta el momento
se desconoce qué mecanismos estarian activando la via de sefalizacién mediada por Notch
durante la diferenciacion epitelial intestinal. De lo que si hay evidencias experimentales es de
que HES-1 reprime la expresion del factor de transcripcidn Math-1 en el intestino, estableciendo
de esta forma, la primera decisién binaria entre el compromiso hacia el linaje absortivo versus

el linaje secretor (revisado de Sancho E, et al., 2003) (ver figura 18).

Tampoco estd claro si Notch estaria regulando de alguna manera la segunda decisidén binaria
que tiene lugar en estadios mds avanzados de la migracién celular hacia la zona apical de las
criptas y que implicaria la decisién de las células comprometidas en el linaje secretor para
diferenciarse hacia un fenotipo enteroendocrino o hacia un fenotipo mucosecretor, proceso

mediado por el factor de transcripcién ngn-3.
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Figura 18: Papel de la sefalizacién mediada por Notch en la regulaciéon de genes implicados en la determinaciéon del

linaje celular durante la diferenciacion intestinal. (Sancho E, et al., 2003).

Uno de los aspectos de la sefalizacién mediada por Notch que ayudarian a entender este
modelo y que poco se conoce en estos momentos, es como puede estar teniendo lugar la
inhibicion lateral en las criptas (caracteristica del mecanismo de accién de Notch), vy si la
localizacion de estos precursores indiferenciados a lo largo del eje de la cripta se correlaciona

con la expresion de estos genes implicados en la diferenciaciéon terminal.

1.4.1 Otros factores de transcripciéon

Oftros factores de transcripcién implicados en la diferenciacién terminal del epitelio intestinal
han sido descritos recientemente: entre ellos se encuentran el factor de transcripcion con
dedos de zinc KLF4 (Kruppel-like factor 4) y el factor de transcripcion ELF-3 (E74-like factor 3).
Ambos fueron descritos como factores inducidos tempranamente durante la diferenciacién
epitelial y que estarian implicados en la maduracion de las células mucosecretoras en colon y

epitelio intestinal (Katz JP, et al., 2002; Ng AY, et al., 2002). KLF-4 se expresa en intestino delgado
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y colon adulto y su sobreexpresidn provoca una salida del ciclo celular mediada por p21¢iP1,
encontrdndose disminuida su expresidn en tumores colorrectales (Zhao W, et al., 2004).
Ademds, Hinnebusch y colaboradores demostraron que la fosfatasa alcalina intestinal, enzima
utilizada como marcador de la diferenciacién enterocitica, es un gen diana del factor de
transcripcién KLF-4 (Hinnebusch BF, et al., 2003). ELF-3 se identificé como un miembro de la
familia de factores de transcripcién EST, abundantemente expresado en intestino delgado, y
cuya expresion, ademds, también se ha asociado a la maduracién de células absortivas en el
epitelio intestinal (Ng AY, et al., 2002).Asimismo, KLF4 y ELF-3 son inducidos en células de
cdancer colorrectal deficientes para TCFs (Van de Wetering M, et al., 2002), indicando su
posible implicacion en la regulacion de la transicidon proliferacion/diferenciacién mediada por

B-catenina-TCF.

Cdx1 y Cdx2 forman parte de otra familia de factores de transcripcidn del tipo homeobox, que
promueven la diferenciacion intestinal (Suh E, et al., 1996; Mallo GV, et al., 1997). Cdx2 se ha
descrito que actUa como supresor tumoral al inhibir la proliferacion en células epiteliales
intestinales (Suh E, et al., 1996) y promover la activacién de genes implicados en el fenotipo
diferenciado, como es el caso de la lactasa durante la diferenciacién absortiva (Fang R, et al.,
2000) o MUC2 en las células mucosecretoras (Yamamoto H, et al., 2003). Cdx1, por su parte, se
expresa en las criptas intestinales y su expresion requiere de la seializacién por Wnt (Lickert H,
et al., 2000; Subramanian V, et al., 1998), lo que hizo pensar en un principio que participaba en
la regulacion de la proliferacién. Sin embargo, la expresién de ambos factores se silenciaba
preferencialmente durante la progresion de tumores colorrectales humanos (Silberg D, et al.,
1997; Qualtrough D, et al., 2002) asi como en modelos animales (Chawengsaksophak K, et al.,
1997). Investigaciones recientes han permitido esclarecer el papel de estos factores de
transcripcion durante la diferenciacién celular en las criptas coldnicas. Primeramente, Lynch y
colaboradores encontraron que Cdxl1 inhibe la proliferacion celular en células epiteliales
intestinales mediante un bloqueo del ciclo celular en G1, implicando una disminucion de la
expresion de ciclina D1, la inhibicién de la actividad CDK asi como una acumulacion de
formas hipofosforiladas de las proteinas pockets pRB y p130 (Lynch J, et al., 2000). Trabajos
posteriores han demostrado que tanto Cdxl como Cdx2 inhiben la actividad transcripcional
del complejo B-catenina-TCF en células de cdncer colorrectal y que este podria ser el
mecanismo por el cual Cdx1 estaria modulando la expresion de ciclina D1 (Guo R-J, et al.,
2004).

SOX9 forma parte de una familia de factores de transcripcidn que contienen la secuencia
consenso HMG, y que estdn implicados en desarrollo y diferenciacion (revisado de Wilson M,
2002). Se ha descrito que SOX9 juega un papel importante en la condrogénesis asi como en el

desarrollo de las gdnadas masculinas. También estd implicado en el desarrollo de la cresta
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neural asi como de las células gliales de la médula espinal (revisado de Blache P, et al., 2004).
Recientemente, Clevers y colaboradores muestran que SOX9 también se expresa en la parte
baja de las criptas tanto de intestino como colon adulto, correspondiente al compartimento
proliferativo. Este factor de transcripcidn se encuentra fuertemente sobre-expresado en
adenocarcinomas humanos, y su expresion es controlada por la actividad transcripcional de B-
catenina-TCF4 en células de cdncer colorrectal, puesto que células deficientes para TCF4
muestran una reduccién significativa de los niveles de RNA vy proteina. (Blache P, et al., 2004).
Aungue normalmente actlian como activadores transcripcionales, Clevers y colaboradores
demuestran en su trabajo que SOX9 media la represidon transcripcional de CDX2 y MUC2, dos
genes implicados en diferenciacion intestinal. Por lo tanto, la funcidon de SOX9 en el epitelio
intestinal contribuiria a mantener el potencial proliferativo de la cripta (conjuntamente con la

via de Wnt) mediante la represidon de genes implicados en diferenciacion celular.

1.5 El cancer colorrectal

La carcinogénesis colorrectal (CCR) es un proceso multifactorial influenciado por factores
ambientales, genéticos y epigenéticos. Aunque todavia se conoce poco sobre los
mecanismos de control de la diferenciacién celular y la homeostasis a lo largo de las criptas
colonicas, se cree que las alteraciones que tienen lugar durante la transformacién neopldsica
ocurren en estadios del proceso de diferenciacidén donde las células deben decidir su destino
en el tejido: continuar en el compartimiento proliferativo versus transitar hacia el

compartimiento terminalmente diferenciado.

Atendiendo a su presentacién, se conocen dos formas fundamentales de cdncer colorrectal:
esporddico y hereditario. La mayoria de tumores colorrectales estdn considerados como
tumores esporddicos, lo cual demuestra que existe un riesgo ambiental muy elevado que
incide directamente sobre el desarrollo de este tipo de cdncer (revisado de Potter, 1999). Las
formas hereditarias de CCR mds conocidas son la FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar) y el
cdncer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC), y son debidas a alteraciones genéticas

fransmitidas por la linea germinal que aumentan el riesgo a CCR.

La transformacion tumoral se inicia en la mucosa coldnica a nivel de las criptas. Durante la
progresion tumoral, las células neopldsicas atraviesan la membrana basal e infiliran la capa
muscular propia y la serosa (ver figura I1). EIl CCR fiene escasa tendencia al crecimiento
longitudinal, excepto si existe infiltracion perineural que permite la diseminacion a través de la
pared intestinal, en algunas ocasiones, mdas alld de 10 cm del tumor primario. En el colon, el
crecimiento se produce hacia el mesocolon y la capa serosa peritoneal, pudiendo invadir

érganos y tejidos adyacentes al espacio retroperitoneal.
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Los CCR se desarrollan a través de etapas bien definidas a nivel histolégico que van desde
lesiones en la cripta del colon a tfravés de la formaciéon de pdlipos o adenomas hasta

manifestar el cdncer (figura 16).

NORMAL
COLONIC “"'PEQJ:?SEESGATWE ADENOMA CARCINOMA METASTASIS
MUCOSA

Figura 16: Representacion de la carcinogénesis colorrectal, con la secuencia de alteraciones que tienen lugar en la

mucosa del colon y que conllevan a la formacién del tumor (adaptado de Kinzler kw & Vogelstein B, 1996).

El adenoma es una neoplasia benigna que tiene lugar en las criptas coldnicas, caracterizada
por una actividad mitdtica continua, donde las células no se diferencian, de manera que el
compartimiento proliferativo puede llegar a ocupar la cripta completa. Por su parte, dentro de
los tipos histoldégicos de CCR, los adenocarcinomas son los mds frecuentes, y se pueden
clasificar en tfres grados: bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente
diferenciados. Los fumores diferenciados mantienen la estructura glandular con la polaridad
del nucleo conservada semejando el epitelio adenomatoso displdsico. Los pobremente
diferenciados, por el contrario, son estructuras sélidas con pérdida de la polaridad y gran
pleomorfismo del ndcleo. La divisidn en grados histoldégicos tiene como principal limitacion la
subjetividad, ya que dicha clasificacion depende, en gran medida, del criterio especifico del
patdlogo. Los adenocarcinomas mucinosos representan el 17% de los tipos de CCR y estdn
caracterizados por la acumulaciéon de mucinas en el espacio extracelular. Normalmente este
tipo de tumores tienen un peor prondstico que los no mucinosos. Un subtipo especialmente
agresivo, aunque poco frecuente, es el adenocarcinoma de células en “anillo de sello”,
caracterizado por la tipica acumulacion de mucinas intracitoplasmdaticas que desplazan el
nucleo a un extremo de la célula. Ofros tipos de CCR mds infrecuentes son el carcinoma de
célula pequena (mucho mds agresivo que el adenocarcinoma y con tendencia a generar

metdstasis linfaticas y hepdticas) y el carcinoma adenoescamoso.
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La secuencia adenoma-carcinoma se caracteriza por la acumulacion de multiples
mutaciones que afectan a tres tipos diferentes de genes: a) los proto-oncogenes, cuya funcion
es regular positivamente la proliferacién celular y cuya activacién constitutiva promueve la
transformacién tumoral; b) los genes supresores tumorales, que regulan negativamente la
proliferacién celular y cuya pérdida de funcién también promueve la carcinogénesis; y c) los
genes reparadores del DNA, responsables de corregir los errores producidos durante la
replicacién del DNA vy reparar las alteraciones inducidas en esta molécula por agentes
mutagénicos externos (radiaciones UV, agentes quimicos, etc...). Las alteraciones en este tipo
de genes conducen a la aparicién de multiples mutaciones en el genoma (lo que se conoce
como fenotipo mutador) (Loeb LA, 2001; Duval A y Hamelin R, 2002), y acaba afectando a los
oncogenes y genes supresores tumorales, contribuyendo a la carcinogénesis. A esta Ultima
categoria de genes, podria anadirse los genes implicados en puntos de control del ciclo
celular (checkpoints), cuyo estudio en los Ultimos afos ha revelado que desempeian un papel
fundamental en el mantenimiento de la estabilidad gendmica (Nigg EA, 2001). Cada uno de
estos eventos mutacionales confiere a las células del tumor una ventaja de crecimiento de
forma consecutiva, que trae como resultado la expansidon clonal en multiples etapas y al final,

la progresion del tumor (figura 16).

Evidentemente la via de carcinogénesis colorrectal no es una sola y probablemente existan
varios caminos para el inicio, desarrollo y progresidén de un tumor colorrectal. Los avances de la
biologia molecular y en concreto, el estudio de las neoplasias hereditarias ha permitido
establecer actualmente, dos vias moleculares bastante bien establecidas por las que se

produce la oncogénesis colorrectal (revisado de Grife R, 1998):

1) La via supresora de tumores o via clasica, estd caracterizada por las alteraciones en el
balance cromosdmico (inestabilidad cromosémica), que se manifiesta en el desarrollo de
tumores con alto grado de aneuploidia. Estos tumores presentan pérdidas de heterozigosidad
frecuentes en multiples loci, asi como mutaciones que activan a oncogenes e inactivan o
bloguean a genes supresores tumorales, encontrdndose mutados con mayor frecuencia los
oncogenes K-Ras asi como los genes supresores tumorales APC y p53. El 85% de los tumores
colorrectales esporddicos, al igual que la poliposis adenomatosa familiar, surgen como
consecuencia de la acumulacidon de alteraciones en las células de la mucosa cdlica,

afectando principalmente genes clave del ciclo celular (p.e., APC, K-RAS y TP53) (figura 16).

2) la via mutadora, caracterizada por la alteracién de uno o mds genes reparadores del DNA
(MMR), y ofras mutaciones secundarias que afectan a genes involucrados en las vias de
senalizacién del crecimiento (p.e., TGFRRIl y IGFRIl), y de la apoptosis (p.e., BAX). Las células
con deficiencias en los genes MMR pierden la capacidad de reparar debidamente los errores

gue ocurren espontdneamente durante el proceso de replicacion del DNA, y por ello
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acumulan mutaciones que afectan sobretodo a las secuencias microsatélites. De ahi que los
tumores que pertenecen a este denominado fenotipo “mutador” presenten un patrén
molecular caracteristico que se conoce como de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H)
(revisado de Fearon ER, 2004). Estos tumores (aproximadamente corresponden a un 15% del
total de CCR) son en su mayoria diploides o pseudodiploides, observdndose en ellos, ademds,
la ausencia de mutaciones tumorales habituales de la via supresora. Los tumores de esta via
comparten los mecanismos moleculares del cdncer colorrectal hereditario no asociado a
poliposis (HNPCC).

Estas dos vias de carcinogénesis se diferencian porque los tumores correspondientes
manifiestan divergencias claras en su fenotfipo no solo a nivel celular (como es el grado de
diferenciacién, pobremente diferenciado en el caso de la via mutadora) sino también en sus
manifestaciones clinicas (como es el caso de la escasa capacidad invasiva de la via
mutadora). Las diferencias en el fenotipo son debidas en Ultimo término a diferencias en los
genotipos correspondientes (oncogenes y genes supresores tumorales) implicados en el
desarrollo del CCR.

¢ Cbémo esta afectada la via de Wnt durante la formacién de un tumor ?

El descubrimiento de las bases genéticas de la FAP, asi como la presencia de alteraciones de
APC en tumores colorrectales esporddicos permitieron establecer la mutacion de APC como el
paso critico iniciador de la neoplasia colorrectal (Vogelstein B, et al., 1988; revisado de Jass JR,
et al., 2002). El descubrimiento de un modelo murino que presenta mutaciones germinales en
uno de los alelos del locus Apc (homdlogo del humano) ha contribuido al estudio de los
tumores colorrectales humanos y del papel de APC en la transformacién neopldsica. Estos
ratones APCMin/+ desarrollan espontdneamente numerosos adenomas a lo largo del intestino
delgado y colon (Moser AR, ef al., 1990). De hecho, muchos autores muestran a APC como
“vigilante o guardidn” de la homeostasis en las criptas coldnicas y que en su ausencia, células
gue han empezado el proceso de diferenciacion dejan de migrar longitudinalmente a través
de la cripta y contindan proliferando, siendo de esta manera susceptibles a la formacion de
tfumores (Kinzler KW & Vogelstein B, et al., 1996; Polakis P, et al., 1999b).

Aunque en mds del 60% de los casos de cdncer colorrectales esporddicos existen mutaciones
inactivadoras del gen de APC, también se han descrito con una frecuencia menor (12.5% en
adenomas esporddicos pequenos, por ejemplo) mutaciones en la B-catenina que impiden
que la proteina pueda ser fosforilada en los residuos Ser/Thr y por tanto, degradada (revisado
de Bright-Thomas and Hargest, 2002), asi como también se han descrito mutaciones en la axina

U otros componentes de la via de senalizacidon de Wnt (revisado de Wong & Pignatelli, 2002).
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Todas estas alteraciones contribuyen a la activacién constitutiva del complejo p-catenina-TCF
en las criptas, con las consecuencias que esto implica en la homeostasis del colon: bloqueo de
la migracion/diferenciacion asi como la proliferacion descontrolada que contribuyen a la
formacion de pdlipos, que son una de las primeras alteraciones neopldsicas durante la

carcinogénesis del colon (revisado de Fodde R, et al., 2001), y que se resume en la figura 17.
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Figura I7: Modelo propuesto por Van de Wetering y colaboradores (Van de Wetering M, et al., 2002) del papel de la
via de Wnt, mediada por B-catenina-TCF, en los primeros estadios de la fumorogénesis colorrectal. A) representacién
esquemdtica de la cripta y el modelo que proponen para la formacién de pdlipos. B) Expresion de CD44, uno de los

genes diana de la actividad p-catenina-TCF en criptas coldnicas normales y tumorales.

Como ya es conocido, la expresion de algunos de los genes diana de p-catenina-TCF se

encuentra alterada en tumores colorrectales. Por ejemplo tenemos:

- C-myc, cuya activacion estd mediada por TCF-4/LEF1 (He TC, et al., 1998). En muchos tumores
colorrectales se ha descrito una sobre-expresidén de sus niveles de mRNA y proteina (Smith DR,
et al., 1993), y en algunas lineas celulares derivadas de tumores colorrectales incluyendo HT-29
se ha detectado una amplificacién del nUmero de copias del gen (Corzo C, et al., 2003). C-
myc contribuye a la supresion de la salida del ciclo celular al reprimir la expresidon de p21¢YP1

(ver figura 14).
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- Ciclina D1, cuya activacién estd mediada también por TCF-4/LEF1 (Shtutman M, et al., 1999).
Tanto en adenocarcinomas humanos como en pdlipos adenomatosos se han descrito niveles
elevados de esta proteina (revisado de Wong & Pignatelli, 2002), refiiendose en muchos casos
su localizacién en el frente de invasién (Jung A, et al., 2001). Estudios recientes han descrito
que la deficiencia de ciclina D1 reduce el nUmero de pdlipos intestinales inducidos por la
inactivacién del gen APC en ratones APCmin/+, correlacionado con una menor proliferacion

celular y un incremento de la diferenciaciéon (Hulit J, et al., 2004).

- CD44, mediador importante de la interaccién célula-matriz extracelular y cuya sobre-
expresidon conduce a un incremento en la movilidad celular, progresion tumoral y metdstasis
(revisado en Bright-Thomas & Hargest, 2002). Se ha descrito un incremento de los niveles de
RNA y proteina tanto en ratones APCmin/+ como en un gran nUmero de tumores colorrectales,
asociado, en estos Ultimos, el grado de expresidon con un peor prondstico (revisado de Wong &
Pignatelli, 2002). Estos datos, unidos a las evidencias de que ratones deficientes para TCF-4 no
expresan CD44 en el fracto gastrointestinal, sugieren que la regulacién de su expresidn estd

mediada por la actividad del complejo B-catenina-TCF (Wielenga VJ, et al., 1999).

- Receptor de Ephrina (EphB2), junto con EphB3 se ha descrito que estd implicado en la
segregacion y posicionalidad celular a lo largo del eje de las criptas intestinales y que es diana
de la actividad mediada por B-catenina-TCF (Batlle E, et al., 2002). Su expresidn se encuentra
inducida de manera considerable en tumores colorrectales (Batlle E, et al; 2002; Mao W, et al.,
2004).

-Matrilisina (MMP-7), metaloprofeinasa sobre-expresada en mdas del 90% de fumores
colorrectales. Aunque se ha asociado su expresion a la invasidén estromal y metdstasis (Adachi
Y, et al., 1999), también se piensa que pueda tener un papel importante en estadios
tempranos de la carcinogénesis, puesto que la pérdida de expresion de esta proteina reduce
el nUmero de adenomas intestinales en ratones APCmin/+ (Wilson CL, et al., 1997). La
sobreactivacién de su expresidon en tumores colorrectales humanos estd mediada por B-
catenina-TCF, a través de sitios de unidn a este factor presentes en el promotor (Brabletz T, et
al., 1999; Crawford HC, et al., 1999).
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2. LINEAS DERIVADAS DE CANCER COLORRECTAL COMO MODELOS DE DIFERENCIACION IN
VITRO

Las lineas celulares derivadas de cdncer colorrectal han proporcionado una herramienta muy
Util para el estudio de genes reguladores de la diferenciacion intestinal y su implicacion en el
cdncer, en gran parte debido a la dificultad de obtener cultivos primarios a partir de células
epiteliales normales de intestino. En particular, algunas lineas celulares colorrectales tienen
conservadas partes del programa de diferenciacion epitelial del intestino, expresando muchos
de los genes caracteristicos de las células del epitelio coldnico diferenciado (por ejemplo de
células absortivas o mucosecretoras), y mantienen la capacidad de formar monocapas de
células polarizadas una vez que han alcanzado la confluencia en cultivos in vitro. Por otra
parte, muchas de estas lineas celulares presentan mutaciones genéticas, asi como
inestabilidad cromosémica y de microsatélites similares a lo que ocurre en tumores
colorrectales, lo cual es muy interesante a la hora de estudiar la conservacion o pérdida de
mecanismos de diferenciacion celular durante la progresidon tumoral. En consecuencia, estas

lineas celulares son muy Utiles como modelos de diferenciacién celular, normal y tumoral.

2.1. La linea celular HT-29

La linea celular HT-29 fue establecida en 1975, derivada de células de adenocarcinoma de
colon humano (Fogh J, 1975). A nivel morfoldgico, los cultivos de esta linea celular son
hetereogéneos y contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad de
diferenciacién. Asi pues, en condiciones esténdar de cultivo, la poblacion HT-29 contiene mas
de un 95% de células morfolégicamente indiferenciadas: durante el crecimiento hacia
postconfluencia, las células se van apilando y no se polarizan, formando multicapas, y no
expresan marcadores de diferenciacion caracteristicos de células del epitelio intestinal
adultas. Sin embargo, el 5-10% restante de la poblacién total desarrolla caracteristicas
diferenciadas: expresan enzimas como la aminopeptidasa N (APN), dipeptidilpeptidasa IV
(DPPIV), antigeno carcinoembrionario (CEA), la glicoproteina membranal MUCT asi como ofras

mucinas (Lesuffleur T et al., 1990).

A nivel genético, las células HT-29 presentan alteraciones tipicas de tumores colorrectales,
como son mutaciones en APC y Tp53 con la consiguiente pérdida de sus funciones, la
amplificacién de c-myc, descrita recientemente en colaboracidn con investigadores de
nuestro laboratorio (Corzo C, et al., 2003), asi como un fenotipo de inestabilidad cromosdémica

y aneuplodia.

Bajo diferentes condiciones de estrés celular, como por ejemplo la deprivacion de glucosa o

de suero fetal en el medio de cultivo, o el fratamiento con antimetabolitos como el
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metotrexato (MTX) o el 5-fluorouracilo (5-FU), fueron aisladas diversas poblaciones HT-29 que
desarrollaban fenotipos mds homogéneamente diferenciados, siendo el grupo del doctor A.

Iweibaum pionero en esta linea de investigacién (Lesuffleur T, et al., 1990, 1991a, 1991b).

El tfratamiento prolongado de HT-29 con 107 M de MTX mds el tratamiento con 106 M de la
poblacién resistente obtenida permitid la seleccidn de una poblacidn con capacidad de
diferenciacién hacia un fenotipo mucosecretor, a la cual se le llamd HT-29 M6 (figura 19). A
nivel cinético, estas células activan espontdneamente, durante el crecimiento a
postconfluencia, un programa de diferenciacion caracterizado por el establecimiento de
contactos de adhesion, la formacién de una monocapa de células mucosecretoras
polarizadas, con un nUcleo basal, numerosas vacuolas de moco acumuladas en el citoplasma
de la regién apical de las células y algunas microvellosidades apicales que no llegan a formar

un borde en cepillo maduro.

A diferencia de lo que ocurre en el colon normal, la principal mucina secretada que se
expresa en estas células es la mucina gdstrica MUC5AC, aunque también es posible detectar
MUCS5B y MUC2 (Lesuffleur T, et al., 1993, 1995). Este cambio en el patrdn de expresidon de las
mucinas secretadas ha llevado a sugerir que la diferenciacién de las HT-29 Mé podria
considerarse como un modelo de metaplasia gdstrica incompleta. A nivel de las
microvellosidades, las HT-29 Mé presentan, ademds, hidrolasas tipicas del borde en cepillo de
epitelio adulto como la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), la aminopeptidasa N, asi como otras
glicoproteinas de membrana apical expresadas en el epitelio fetal, como MUC1 y CEA. El
patréon de expresidon génica de estas células recuerda al de las células de colon fetal
(Lesuffleur T, et al., 1990)

Por otra parte, el fratamiento secuencial con concentraciones mayores de MTX, a partir del
orden de 10° M, permitid la seleccidn de poblaciones y clones con capacidad de
diferenciacién in vitro hacia un fenotipo columnar o absortivo (Lesuffleur T, et al., 1991; 1998),
destacando las aisladas hasta la concentraciéon 102 M y denominadas HT-29 M3 (figura 19).
Estas células, de forma similar a las HT-29 Mé, forman en postconfluencia monocapas de
células con caracteristicas diferenciadas con estructuras de borde en cepillo poco maduras, y
expresan las glicoproteinas apicales APN, DPPIV y MUCT, aunque otras como CEA y sacarasa—
isomaltasa prdcticamente no se detectan. Los niveles de expresion de mucinas, como MUC2 y
MUC5AC son mucho mds bajos que en HT-29 Mé, y no se producen vesiculas de moco
(Lesuffleur T, et al, 1991; 1998).
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Figura 19: Figura 19: Representacién de las poblaciones HT-29 Mé y HT-29 M3, seleccionadas establemente por
tratamientos secuenciales con dosis incrementadas de MTX a partir de las células parentales indiferenciadas HT-29. En
las figuras estdn representados cortes semifinos de cultivos postconfluyentes perpendiculares al plano de adhesién all
sustrato y tefnidos con azul de metileno. En la mayoria de células HT-29 Mé destaca el citoplasma apical

hipercromdtico conteniendo acumulaciéon de vesiculas de moco.

2.2 Otros modelos celulares: Caco-2

La linea celular Caco-2 también fue establecida por Fogh y Trempe (Fogh J, 1975), derivada
de un carcinoma de colon humano. A nivel morfoldgico, las células Caco-2 presentan unas
propiedades de diferenciacidén in vitro similares a las poblaciones derivadas de las HT-29: con el
crecimiento hacia confluencia dejan de proliferar, desarrollando monocapas de células
polarizadas con un fenotipo absortivo, en el cual destaca la presencia de un borde en cepillo
mejor definido que en poblaciones diferenciadas de HT-29, con altos niveles de expresién de
hidrolasas como sucrasa-isomaltasa, APN, DPPIV, fosfatasa alcalina, y bajos niveles de lactasa
(Zweibaum A, et al., 1983). A nivel genético, también presenta mutaciones en APC, p53, e

inestabilidad cromosdémica.
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2.3. Expresion de marcadores de diferenciacion en colon normal y tumoral. Correlacion con

las lineas derivadas de CCR.

Como habiamos descrito anteriomente, las células del epitelio coldnico maduro son
mayoritariamente del tipo mucosecretor y absortivo. Ambos tipos celulares se caracterizan por
la expresibn de proteinas que son utilizadas frecuentemente como marcadores de
diferenciacién. Las células mucosecretoras, por excelencia, expresan diferentes tipos de
mucinas, mientras que las absortivas se caracterizan por la expresidon de diferentes enzimas
hidrolasas y peptidasas ubicadas en el borde en cepillo. En este apartado haremos un breve
repaso de estos marcadores, de cémo estd afectada su expresidon durante la progresion

tumoral y qué se conoce sobre la regulaciéon de su expresion.

Mucinas: Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular; mds del 50% de su masa son
carbohidratos unidos a la parte proteica, llamada también apomucina, por enlaces O-
glucosidicos. Tienen en comun la presencia de secuencias ricas en residuos serina, treonina y
prolina repetidas en tdndem de forma variable a lo largo de la secuencia primaria, lo que
origina polimorfismos genéticos caracteristicos de estas proteinas. Es en estos dominios
repetidos en tdndem, que ademds son especificos para cada mucina, donde tiene lugar el
proceso de O-glucosilacién. Existen dos clases de mucinas estructural y funcionalmente
distintas: las mucinas secretadas, componentes del moco lubrificante del epitelio (MUC2,
MUCSAC, MUCS5B y MUCé) y las mucinas fransmembrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4,
MUC12, MUC17). Ademds, se han descrito ofras mucinas (MUC7, MUC8, MUC9, MUC13, MUC15
y MUC16) cuya clasificacion no estd del todo definida (revisado de Byrd JC & Bresalier RS,
2004). Cada uno de los genes de mucinas tiene un patrén de expresion tisular caracteristico, el

cual se encuentra alterado, en muchas ocasiones, en procesos neopldsicos.

MUC2 es la mucina expresada mayoritariamente en las células mucosecretoras de colon e
intestino delgado (Allen A, et al.,, 1998). Su peso molecular oscila enfre los 600-5000 KDa,
feniendo grandes subdominios repetitivos potencialmente susceptibles a ser regulados
postraduccionalmente. Otras mucinas presentes, ademds, en el epitelio coldnico normal son
MUC4, MUC3 (su expresion es mayoritaria en las células absortivas) y MUCT, aunqgue
recientemente se han descrito MUC11 y MUC12 como mucinas coldnicas cuya expresidon estd
disminuida en tumores colorectales (Williams SJ, et al., 1999). Las mucinas transmembranas
MUC3 y MUC4 presentan en su region citoplasmdtica dominios del tipo EGF, que podrian estar
implicados en la modulacién del crecimiento epitelial (revisado de Byrd JC & Bresalier RS,
2004).
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MUCT, por su parte, presenta varios residuos tirosina susceptibles de ser fosforilados in vitro
(Zrihan-Licht S, et al., 1994) que podrian estar involucrados en la transduccién de senales. De
hecho, Kufe y colaboradores han mostrado que MUCT puede unirse a B-catenina y con ello
inhibir la interaccién B-catenina/E-cadherina a la vez que co-activar la actividad
franscripcional B-catenina/TCF (Yamamoto M, et al., 1997; Li Y, et al., 1998; Huang L, et al.,
2003). Esta interaccion con B-catenina estd regulada negativamente mediante fosforilacion
por GSK-3B (Li Y, et al., 1998) y positivamente mediante fosforilacién por el receptor de EGF, c-
Src y PKC3 (Li Y, et al.,, 2001a y 2001b; Ren J, et al., 2002). Esta mucina se encuentra expresada
en la superficie apical de la gran mayoria de epitelios glandulares, y se encuentra sobre-
expresado en diversos tipos tumorales incluido el cdncer colorrectal durante la progresion
adenoma-carcinoma (Ho SB, et al., 1993; Limburg PJ, et al., 2000). Mientras que en algunos de
estos tumores MUC1 puede funcionar como oncogen, por ejemplo en cdncer de mama
(Spicer AP, et al., 1995; Li Y, et al., 2003), en cdncer colorrectal su expresién estd asociada a
criptas colénicas proliferantes durante el desarrollo y a diferenciacion celular en algunas lineas
celulares tumorales (Chambers JA, et al., 1994; ver mds adelante). También se ha descrito la
existencia de una isoforma soluble, carente de dominios transmembrana y citoplasmdtico
(MUCT1/SEC), la cual es generada por splicing alternativo y que se ha encontrado presente en
tumores de mama y ovarios, aungue no existen evidencias de su expresidn en tumores

colorrectales (Smorodinsky N, et al., 1996; revisado de Byrd JC & Bresalier RS, 2004).

Enzimas asociadas al borde en cepillo o (BBAE): Constituyen un grupo de enzimas,
principalmente pepftidasas y disacaridasas, abundantemente representadas en el borde en
cepillo apical de células enterociticas diferenciadas de intestino y colon normal, y que estdn
implicadas en la absorcion de nutrientes. Dentro de este grupo podemos destacar la sucrasa-
isomaltasa, la lactasa, la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV), la fosfatasa alcalina intestinal asi como
la aminopeptidasa N. Aungue la expresidon de estas enzimas, utilizadas normalmente como
marcadores del fenotipo absortivo diferenciado, estd restringida al epitelio intestinal y colon
adultos, podemos encontrar ademds presencia en otros tejidos y tipos celulares. El ejemplo
mdas claro lo tenemos en DPPIV, dglicoproteina multifuncional presente también en células
epiteliales del higado, rindn, y que estd implicada ademds en la regulaciéon del sistema
immune (como molécula activadora de células T). Su expresidn se encuentra alterada tanto
en procesos de autoimmunidad como en la carcinogénesis de diversos tejidos (lwata &
Morimoto, 1999; Boonacker E, 2003). El cardcter multifuncional de DPPIV, en parte dependiente
del tipo celular, asi como los procesos que regulan su expresion y su funcién en procesos de

transformacién neopldsica son objeto de intenso estudio (Iwata & Morimoto, 1999).
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2.4. Expresion de marcadores durante el desarrollo fetal

Estudios realizados en embriones y fetos humanos obtenidos por aborcidén espontdnea o
terapéutica (Buisine MP, et al., 1998) muestran que todas las mucinas expresadas en el intestino

y colon adulto normal, se expresan también durante el desarrollo fetal.

MUC2, es la mucina predominante también en el intestino y colon fetal, siendo su expresion
dependiente de linaje celular: mientras que durante los primeros estadios del desarrollo
intestinal hay expresidon en las criptas epiteliales indiferenciadas, su expresion estd restringida
solamente a las células mucosecretoras maduras del intestino y colon adulto (Buisine MP, et al.,
1998).

MUC3 y MUC4 se expresan en estadios muy tempranos de la edad gestacional en el intestino
primitivo endodérmico (estratificado e indiferenciado), anterior a la citodiferenciacién epitelial.
En adultos, a diferencia de MUC2, MUC3 y MUC4 estdn presentes tanto en células
mucosecretoras como en células no mucosecretoras, por ejemplo células absortivas o células
ciliadas del epitelio bronquial. Por lo tanto, ademds brindar proteccién epitelial en el
organismo adulto, ambas mucinas podrian estar implicadas en el proceso de

citodiferenciacion epitelial (Buisine MP, et al., 1998).

MUCT se expresa en el colon de embriones de aproximadamente 18 semanas de gestacion
(Chambers JA, et al., 1994), y se encuentra pobremente expresado en fejido adulto

comparado con la sobre-expresién observada en algunos tumores.

De forma interesante, MUCSAC se expresa de forma temprana (entre las primeras 8-12
semanas de gestacidén) en el intestino fetal, mientras que su expresion es silenciada
posteriormente en la regidn intestinal de embriones a partir de la semana 13, asi como en
intestino y colon adulto. Sin embargo, estd ampliamente descrito en la literatura que MUC5AC
se expresa en diferentes tipos de adenocarcinomas de intestino y colon (Sylvester PA, et al.,
2001; Byrd JC & Bresalier RS, 2004).

Por ofra parte, la expresidn de diferentes enzimas asociadas al borde en cepillo estd regulada
de forma fransitoria durante el desarrollo del epitelio intestinal: DPPIV, APN vy SI se expresan en
colon fetal, y su expresién disminuye en estadios mds avanzados de la gestacién (Real FX, et
al., 1992; Tung J, et al., 1997). La expresidn transitoria de estos marcadores durante el desarrollo
fetal se recupera durante la carcinogénesis colorrectal, con la sobre-expresion de estas

enzimas en la mayoria de pdlipos adenomatosos y adenocarcinomas.
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Las células HT-29 Mé forman una multicapa de células mucosecretoras polarizadas, que en
algunas ocasiones adopta el aspecto de una monocapa pseudoestratificada con nicleos
basales o apicales despolarizados, muestran un discreto borde en cepillo apical muy
inmaduro, expresan MUCT y secretan mayoritariamente la mucina gdstrica MUC5AC. Estas
caracteristicas son reminiscencias de ciertos estadios de la diferenciacion del epitelio colénico
fetal humano mencionados, los cuales preceden a la diferenciacion de las criptas adultas.
Esta similitud sugiere pues que los mecanismos de transformaciéon neopldsica en HT-29 Mé
implican la activacion de un programa de diferenciacion fetal que pudiera ser responsable, al

menos en parte, de su fenotipo diferenciado.

¢,CoOmo se ve afectada la expresidn de estos marcadores durante la formacién del tumor

colorrectal?

Numerosos estudios muestran cambios en los niveles de transcritos asi como la
inmunoreactividad de las mucinas durante la progresién tumoral en comparacion con la
mucosa normal. Sin embargo, con frecuencia se observan discrepancias en los resultados
obtenidos, especialmente en cuanto a la immunoreactividad de la proteina, teniendo en
cuenta el anticuerpo utilizado para su deteccién. Asi pues, se ha descrito un incremento o
disminucion de MUCI1, MUC3 asi como MUC4 en dependencia del método empleado
(revisado de Sylvester PA, et al., 2001). Existe una asociacién directa entre la sobre-expresion
de MUCT vy la presencia de metdstasis en tumores de colon (revisado de Byrd JC & Bresalier RS,
2004). Ademds del incremento de la expresion de MUCT1, también se ha descrito alteraciones
importantes en el grado de dlicosilaciéon de esta mucina. Por ejemplo, en adenocarcinomas
colorrectales y en menor extension, en pdlipos adenomatosos, se han descrito estructuras
glucidas mas cortas comparadas con el patrén de glucosilacion presente en células normales
(Cao Y, et al., 1997).

Sin embargo, las alteraciones mds destacadas se encuentran en la expresion de las mucinas
secretadas. Numerosos estudios han descrito una bajada significativa de los niveles de mRNA
de MUC2 en adenocarcinomas colorrectales no mucinosos (Chang S-K, et al., 1994; Sylvester
PA, et al., 2001; Gambus G, et al., 1993). Estudios realizados en ratones deficientes para esta
mucina, muestran que la inactivacién de MUC2 propicia la formacién de tumores tanto en
intestino delgado como en colon, acompanado de un incremento en la proliferacion y una
disminucidén de la apoptosis (Velcich A, et al., 2002). Estos datos sugieren pues que, ademds de
su valor informador de la diferenciacién celular, las mucinas podrian desempenar un
importante papel regulador de la homeostasis intestinal, y que alteraciones en su expresion

podrian contribuir a la fransformacién celular.
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La disminucién de los niveles de expresion de MUC?2 estd correlacionada, en la gran mayoria
de adenocarcinomas colorrectales no mucinosos, con la sintesis “de novo” de MUCS5AC,
mucina gdstrica que no se expresa hormalmente en el colon normal (Sylvester PA, et al., 2001;
Byrd JC & Bresalier RS, 2004). En estudios realizados en pacientes con cdncer colorrectal,
Corfield y colaboradores observaron, ademds, que estos cambios en la expresidon génica estdn
correlacionados con el grado de diferenciacion tumoral, refiriendo una sobre-expresion de
MUC2 y MUC5AC en tumores moderadamente/bien diferenciados asi como una disminucion
de su expresidn en tumores poco diferenciados comparados con la expresidn en colon hormal
(Sylvestre PA, et al., 2001).

El significado de la alteracion en el patrén de expresion de las enzimas del borde en cepillo
durante la carcinogénesis es, sin embargo, mds confuso que en el caso de las mucinas (Real
FX, et al., 1992). Algunos pocos estudios han descrito una expresién alterada de estas enzimas
en tumores colorrectales. Por ejemplo, existe un incremento de la expresidon de sucrosa-
isomaltasa asociado con una mortalidad incrementada en pacientes con carcinomas

colorrectales (Jessup JM, et al., 1995).

¢,Qué mecanismos pueden estar implicados en la regulacion de la expresion de estos

marcadores durante la progresién tumoral?

Todavia se desconocen muchos aspectos de la regulacién de la expresidon génica en el colon
adulto. La caracterizacién molecular de los marcadores de diferenciacién, el estudio de sus
promotores génicos y el uso de lineas celulares que conservan parte del programa de
diferenciacién celular han contribuido particularmente a nuestro conocimiento sobre su
regulacion. Tal como se describe a confinuacion, existen diversos mecanismos de regulacion
de la expresibn génica durante la diferenciacién en las criptas coldnicas. Durante la
transformacién neopldsica, muchos de estos mecanismos estdn alterados contribuyendo de

esta forma, a la formacion del tumor.

Por ejemplo, se ha descrito que en la expresidon disminuida de MUC2 durante la progresion
tumoral pueden estar implicados mecanismos de metilacién del promotor (Hanski C, et al.,
1997; Gratchev A, et al., 2001): Estudios realizados utilizando lineas celulares de carcinomas
colorrectales que expresan o no altos niveles de MUC2 (LS174T y Colo 205, respectivamente) y
el posterior andlisis con endonucleasas especificas mostrd que en las secuencias del promotor
estudiadas el incremento de la metilacién se correspondid con la disminucidn de los niveles de
RNA de MUC2. Ademds, la inhibicidn de la metilacién por 5-aza-2'-deoxycitidina incrementd la

expresion de MUC2 en estas células (Hanski C, et al., 1997).
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Otro de los factores de transcripcion que se ha relacionado mds con la regulacion génica de
marcadores de diferenciacion es el factor de transcripcidon con dedos de zinc Sp1. Este factor
de tfranscripcidon se une a secuencias consenso “"CG" presentes en muchas de las regiones 5'
flangueante de los promotores génicos. Se ha descrito, por ejemplo, que la sobre-expresién de
Sp1 y también Sp3, induce la expresidn de MUC2 en células HT-29 indiferenciadas (Aslam F, et
al., 2001). Adicionalmente, Sp1 puede prevenir la metilacion del promotor de MUC2 al
competir por la unién a las secuencias CG presentes en el promotor. Esto podria constituir ofro
nivel de regulacion durante la diferenciacién en las criptas colénicas y que puede tener

especial relevancia durante el proceso de transformacién neopldsica.

Otro de los mecanismos por los cuales la expresion de MUC2 podria ser silenciada en muchos
tumores colorrectales es por una pérdida de funcionalidad del gen supresor tumoral p53. Se ha
descrito que la expresion de MUC2 en varias lineas celulares es regulada transcripcionalmente
por la proteina p53 (Ookawa K, et al., 2002) y esta posible regulaciéon se ha confirmado en
estudios clinicos que muestran una correlacién inversa entre la immunoreactividad a MUC2 y |a
alteracién de p53 (revisado de Byrd JC & Bresalier RS, 2004).

Por otra parte, también se ha descrito que la regidon 5' flanqueante de varios promotores
génicos implicados en la diferenciacién intestinal y colorrectal presentan una o varias
secuencias consenso de unién al factor de transcripcion CDX2 (TTTAC/T), y que son requeridas
para la induccidn de su expresidon. Recientemente Yamamoto y colaboradores mostraron que
la expresion de CDX2 activa el promotor de MUC2 e incrementa sus niveles de RNA mensajero
enddgenos (Yamamoto H, et al., 2003). Resultados similares fueron comunicados también en
referencia al gen de la lactasa (Fang R, et al., 2000) y sucrasa-isomaltasa (Suh E, et al., 1994),
ambos marcadores del fenotipo absortivo. Puesto que la expresion de CDX2 se encuentra
significativamente disminuida en adenocarcinomas colorrectales (Kaimaktchiev V, et al.,
2004), la desregulacion de la expresidn de este factor de transcripcién se ha asociado con la
génesis de un gran numero de tumores gastrointestinales. Recientemente, se ha descrito SOX-9
como un factor de transcripcién que reprime la expresion de CDX2 (Blache P, et al., 2004) (ver
apartado 1.4). La expresidon elevada de SOX-9 en tumores colorrectales en los cuales hay una
activacion constitutiva de la via de Wnt podria estar contribuyendo a la progresion tumoral
mediando de forma indirecta, la represidon de algunos de los marcadores de diferenciacion asi

como también la determinacién del grado de diferenciacién tumoral.

Curiosamente, estudios recientes muestran evidencias de la correlacién inversa entre la
expresion de SOX-2 y la expresion de CDX2 durante la metaplasia intestinal. La metaplasia
intestinal es un tipo de transicidn tumoral que tiene lugar durante la progresidon de tumores

gdstricos. Estd caracterizada por la expresion de un fenotipo intestinal (entre ellos incluido la
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expresion de MUC2) en el epitelio del estbmago, a detrimento de la expresidn del programa
de expresidn génica caracteristico de este epitelio (entre ellos la expresion de MUCSAC vy
MUCé) (Tsukamoto T, et al., 2003; Li XL, et al., 2004). Pues bien, un mecanismo reciproco podria
estar conftribuyendo al “switch” de MUC2 a MUCS5AC observado en muchos ftumores
colorrectales, de manera que podria implicar a SOX-2 y/o SOX-9, aunque no existen evidencias

experimentales al respecto.

Para finalizar, también estd descrito que los promotores génicos de diversas enzimas asociadas
al borde en cepillo, como por ejemplo sucrosa-isomaltasa (Wu G, et al., 1994), lactasa
(Spodsberg N, et al., 1999), DPPIV (Erickson R, et al., 1999) asi como APN (Olsen J, et al., 1994)
contienen elementos que interaccionan con el factor nuclear de hepatocitos (HNF-1),
promoviendo la activacién génica de estos marcadores durante la diferenciacién
enterocitica. Estudios recientes realizados en células Caco-2 como modelo de diferenciacion
enterocitica, muestran evidencias de que durante la diferenciacion in vitro de esta linea tiene
lugar un rdpido incremento de los niveles de HNF-1a. (no asi los de HNF-1B), estimulando la
franscripcién de DPPIV (Erickson R, et al., 2000). Se sabe que la proporcion de HFN-Ta/ HNF-18
varia en intestino delgado y colon y que, en el epitelio colénico normal, predomina la variante
B. lo cual sugiere que alteraciones en el ratio de expresidn de estas proteinas nucleares puede
afectar a la expresion de las enzimas del borde en cepillo en tumores colorrectales y sus lineas

celulares derivadas .

3. UN BREVE RECORRIDO A TRAVES DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular es el conjunto ordenado de procesos que tienen lugar en la célula con la
finalidad de dividirse. A pesar de que es un proceso continuo, se puede considerar que hay
diversas fases, siendo las principales la fase S o de replicacién del DNA vy la mitosis o fase M.

Entre estas fases hay unos agujeros (“gaps”, en inglés) que se denominan G1 y G2.

La transicidn de una fase a otra del ciclo celular es el resultado de la integracion de diferentes
senales. Por una parte, senales externas que llegan desde el entorno celular como son los
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, los contactos intercelulares y la adhesiéon a la
matriz extracelular, y por otra parte, las senales intracelulares, que constituyen los mecanismos
de control o vigilancia (checkpoints) de que dispone la célula para evitar el iniciar una fase si
la anterior estd incompleta o mal realizada. Estas senales externas son en general, las que
activan las diversas rutas de transduccion que, ya sea por cambios en la expresion de ciertos
genes o por modificacion de moléculas, determinan la entrada/permanencia o salida del

ciclo celular.
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La fase G1 es un periodo de duracién variable que sigue a una division celular y es previo a la
sintesis o replicacién del DNA. Esta es la Unica fase del ciclo celular que estd influenciada por
senales externas. Durante esta fase, hay una intensa actividad de sintesis de proteinas y RNA, lo
que permite a la célula producir toda la “maquinaria” necesaria para la sintesis del DNA. Antes
de la fransicién hacia la fase S existe un punto de control llamado el punto de restriccion (R),
considerado por muchos como el mds importante del ciclo celular. En el punto R, la célula
valora el entorno celular vy, si éste es adecuado, reconoce a R como un punto "de no retorno"
a partir del cual la progresiéon del ciclo ocurrird independientemente de la estimulacion por
factores de crecimiento extracelulares. En la mayoria de los organismos pluricelulares, las
células que estdn en G1, antes de comprometerse hacia la replicacién del DNA (o sea, antes
de pasar el punto de restriccion) entran en un estado de reposo llamado quiescencia o GO, en
el cual no proliferan; GO coincide normalmente con el estado de diferenciacion celular en los
tejidos. Existen determinados tipos celulares como las neuronas o las células del muUsculo
estriado, que siempre se encuentran en GO de manera irreversible, lo que se ha dado en
llamar diferenciacion terminal. Otfros como los hepatocitos, de recambio lento, son
mayoritariamente quiescentes, pero pueden re-entrar en el ciclo celular en respuesta a
determinados estimulos (por ejemplo, durante la regeneracion hepdtica). Finalmente, existen
tejidos con poblaciones mixtas, por ejemplo el epitelio intestinal (ver Introduccidn, apartado 1),
donde un compartimento proliferante contiene células progrenitoras que se diferencian vy
salen del ciclo hacia ofro compartimento terminalmente diferenciado; la homeostasis celular

es mantenida mediante un proceso de pérdida celular en el compartimento diferenciado.

La fase S (de Sintesis del DNA) corresponde al tiempo durante el cual tiene lugar la replicacién
del DNA. Cada cromosoma pasa a tener dos cromdtidas, es decir, dos moléculas de DNA de
cadena doble, que son copia una de la otra. El periodo comprendido entre la finalizacion de
la replicacién del DNA vy el inicio de la mitosis es la fase G2. Durante esta fase, las células se
preparan para la escision en dos células hijas. En esta fase ademds, existe un punto de control
(control G2-M), donde la célula debe comprobar, como minimo, dos condiciones antes de
dividirse: que ha completado la replicacién del DNA vy solo lo ha hecho una vez, y que en el

DNA no se han producido errores estructurales.

Finalmente, las células entran en la fase de mitosis: los cromosomas se condensan
enormemente, haciendose visibles al microscopio éptico como entidades individuales, y los
microtUbulos se organizan a partir de dos cuerpos polares que se sitian en ambos extremos de
la célula y forman el huso acromdtico que va a servir de guia a los cromosomas. En primer
lugar, desaparece la membrana nuclear (profase). A continuacién, los cromosomas se unen
por los cinetocoros a los microtUbulos en la zona media celular formando la placa ecuatorial

(metafase). En este momento ofro punto de control (checkpoint del huso mitético), permite
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que se siga adelante solo si todos los cromosomas estdn alineados sobre el huso. Si es asi, las
cromdtidas hermanas se separan yendo cada una hacia un polo de la célula (anafase).
Cuando llegan a los extremos (telofase), la célula comienza a escindirse por la zona media,
dando lugar a dos células hijas, proceso conocido como citocinesis. La membrana nuclear
vuelve a formarse y los cromosomas a descondensarse, origindndose dos células hijas idénticas

en principio a la progenitora.

r— el el ]

Cromosomas alineados
comectamente

Final de divisién celular

Tarnagio celidar
aderuado

Condiciones arobi erdales
favorables

Replicacién corpleta

y correcta del DNA

GO IRGIR
Entrada en mitesis

Tatregio celula

aderuado

Condicones ambientales
favorables

Inicio sinfests de DNA

Figura 110: Esquema de las diferentes fases del ciclo celular. En recuadro, los diferentes puntos de control del ciclo

celular. (Tomado de Munoz A, et al., 1997)

Los puntos de control del ciclo celular aseguran la fidelidad e integridad de la replicacion y
segregacién gendmica. Si estos puntos de control estdn danados (alteracion frecuente en
células tumorales), las células prosiguen el ciclo celular ain cuando existan errores en Ia
progresién del ciclo (daio en el DNA, por ejemplo), pudiendo originar de esta forma
mutaciones que favorecen la evolucidn del proceso neopldsico. A este fendmeno se le
denomina inestabilidad gendmica. El gen supresor tumoral Tp53, regulador negativo del ciclo
celular, ha sido considerado por muchos investigadores como el “guardian del genoma”
(Lane DP, 1992), por su importante papel en la reparacién del DNA. En respuesta a un dano en
el DNA hay una activacion de Tp53, que induce el bloqueo del ciclo celular en la fase G1 vy

posiblemente en la fase G2, permitiendo que la reparacion del material genético tenga lugar
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antes del comienzo de la sintesis de DNA y de la mitosis, promoviendo también apoptosis, si el
dano ocasionado es muy severo. Se han descrito alteraciones en este gen en diversos tipos de
neoplasias, entre ellos en tumores colorrectales, donde mds del 50% de estos tumores

presentan Tp53 mutado (Vogelstein B, et al., 1989; lacopetta B, 2003).

3.1. Los grandes protagonistas de la regulacion del ciclo celular

Complejos CDKs-ciclinas: Son considerados “relojes moleculares”, pues controlan la sucesiéon
temporal y la progresion de las diferentes fases del ciclo celular (McDonald ER vy El-Deiry WS,
2000). Son complejos holoenzimdticos formados por dos subunidades: la subunidad catalitica o
quinasa dependiente de ciclinas (CDK) y la subunidad reguladora, o ciclina. Las CDKs forman
parte de una familia de serina/treonina quinasas de unos 300 aminodcidos, que presentan una
alta homologia estructural y de secuencia. Se caracterizan por presentar varios dominios
alfamente conservados que le confieren especificidad funcional y de sustrato. Uno de estos
dominios (T-loop), formado por 18 aminodcidos, contiene un sitio de fosforilacion en la treonina
161 en el caso de CDKI1, necesario para bloquear el dominio catalitico de la quinasa en
ausencia de la unidn a ciclinas y haciendolo inaccesible a otros sustratos potenciales. El otro
dominio caracteristico de las CDKs lo forma una regiéon de 16 aminodcidos homdlogo a la
secuencia EGVPSTAIRSLLKE, llamada region PSTAIRE, que confiere la especificidad de unién a

las ciclinas.

Las ciclinas constituyen la subunidad reguladora del complejo, formando parte de una familia
de proteinas estructuralmente mds diversa con un peso aproximado de 35-90 KDa, que
recibieron este nombre debido a que sus niveles oscilaban durante las diferentes fases del
ciclo celular (Evans T, et al., 1983). Se caracterizan por presentar un dominio estructural
conservado de aproximadamente 100 aminodcidos (cyclin box) localizado en la parte central
de la proteina y que es necesario y suficiente para la union a CDK y su consecuente
activacion. Ofro dominio conservado en estas proteinas estd formado por una secuencia
proteica en la regidbn amino terminal (destruction box) que como su nombre indica, es
necesaria para la protedlisis mediada por ubiguitinacién una vez hayan cumplido su funciéon
dentro del ciclo celular. Sin embargo, este dominio de destruccién sélo estd presente en
algunas de las ciclinas, como por ejemplo la A y la B. Las ciclinas tipo D y E, a diferencia,
presentan secuencias PEST (secuencias ricas en prolina (P), dcido glutdmico (E), serina (S), vy
freonina (T)) en sus extremos carboxi-terminal que les confieren inestabilidad, y cuya
degradacién involucra mecanismos alternativos de protedlisis mediada por ubiquitinacion
(revisado de McDonald ER & El-Deiry WS, 2000).
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Tanto la familia de las CDKs como de las ciclinas constan de diversos miembros. La asociaciéon
CDK-ciclina se da por parejas concretas que forman un complejo proteico activo con
caracteristicas y funciones diferentes que van desde la entrada y progresién del ciclo celular

hasta la diferenciacién de algunos tipos celulares (figura 111).

CDK CICLINA FASES DEL CICLO
CDK1 Ciclina B M
CDK2 Ciclina E G1/S

Ciclina A S/G2
CDK4 Ciclina D G1
CDKS5 p35 Diferenciacién neuronal
CDK6 Ciclina D Gl
CDK?7 Ciclina H CAK, Transcripcion
CDK8 Ciclina C Transcripcion
CDK9 Ciclina T Transcripcion, diferenciacion

Figura 111: Complejos CDKs-Ciclinas presentes en humanos, y su funcién dentro del ciclo celular.

La formacién del complejo proteico funcional depende de cada CDK vy ciclina implicada y es
uno de los puntos criticos de la regulaciéon del ciclo, por lo que estd finamente controlado. La
regulacion de la actividad de las CDKs tiene lugar a varios niveles, con tal de asegurar un
estricto control de su actividad quinasa. Como se muestra en el esquema de la figura 112, los
puntos mds importantes de esta regulacién son : 1) disponibilidad de la ciclina para formar el
complejo funcional, 2) fosforilacién y desfosforilacién de la subunidad CDK, 3) unidon de

proteinas inhibidoras de las CDKs (CKils) y 4) localizacion subcelular del complejo.

Uno de los puntos mds importantes de control de la actividad CDK es la regulaciéon de los
niveles de ciclina, para garantizar la disponibilidad y la formacion del complejo activo. El
balance de la sintesis y la degradacidén de las ciclinas garantiza los niveles de estas proteinas a
lo largo del ciclo celular. Por ejemplo, ciclina D1 es un sensor de la presencia de factores de
crecimiento, siendo su sintesis inducida por estos. Una vez finalizado el estimulo mitogénico, la
sintesis disminuye e incrementa su degradacion, produciendo una reduccidén muy rdpida de
sus niveles de expresion. La sintesis de ciclina E, por el contrario, depende de la actividad de la
familia de factores de franscripcion E2F, que se activan como consecuencia de la actividad
de los complejos CDK4/é-ciclina D1 durante la fase Gl1. Sin embargo, en su degradacion
intervienen mecanismos de autofosforilacion, que garantizan una rdpida disminucién de sus

niveles al final de la fase S.
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Figura 112: Mecanismos de regulacién de los complejos CDK-Ciclinas a lo largo del ciclo celular.

Otro nivel de regulacion es la fosforilacion y defosforilacion de la subunidad CDK, lo cual
implica la activacién o inactivacion el complejo. La activacidon es consecuencia de la
fosforilacion en el residuo Thr-161 de la regidn T-loop de la quinasa, siendo la CAK (guinasa
activadora de CDKs) la enzima responsable de esta activaciéon y que en eucariotas superiores
estd formada por el complejo CDK7- ciclina H -Mat1 (Fisher RP & Morgan DO, 1994). Por otra
parte, las principales CDKs implicadas en la regulacion del ciclo celular pueden ser inhibidas
por fosforilacion de la subunidad CDK en los residuos conservados Thr14 y Tyr15, siendo las
responsables de esta fosforilacidon las quinasas Weel y Mytl. La defosforilacion de estos
residuos es catalizada por miembros de la familia de fosfatasas CDC25: CDC25A, CDC258B vy
CDC25C. Estas fosfatasas participan secuencialmente durante las fases S, G2 y M para
desfosforilar y activar los diversos complejos CDK-Ciclinas que participan en la regulacién del

ciclo (revisado de Vermeulen K, et al., 2003).

La localizacién celular de los complejos CDKs-Ciclinas y de sus elementos reguladores en los
diferentes compartimentos subcelulares responde a un nivel adicional de control de toda la
magquinaria del ciclo celular. Por ejemplo, es importante que los complejos CDK4/é6-ciclina D1
estén en el nicleo durante la fase G1, en un proceso que requiere la actividad de las ERKs,
mientras que cuando comienza la fase S, son exportados al citoplasma, donde tiene lugar la
degradacién de ciclina D1. La localizaciéon intracelular de las diferentes proteinas reguladoras

del ciclo también contribuye a la correcta progresién de la fase M. Este es el caso de ciclina B,
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gue contiene una senal de exclusion nuclear y es exportada activamente del nidcleo al
principio de la profase. Por ofra parte, las quinasas inhibidoras de CDKs Weel y Mytl estdn
localizadas, respectivamente, en el nicleo y Golgi, y protegen a la célula de una mitosis
prematura. De la misma manera, en respuesta a danos en el DNA tiene lugar un secuestro del
complejo CDKI-ciclina B en el citoplasma mediado por las proteinas del complejo 14-3-3

(revisado de Vermeulen K, et al., 2003).

Inhibidores de CDKs: La actividad CDK también es regulada por proteinas inhibidoras del ciclo

celular, llamadas inhibidores de CDKs (CKls), las cuales son inducidas en respuesta a senales
antiproliferativas, y que también oscilan durante la progresidén del ciclo. Estas proteinas se han
agrupado en dos familias distintas, en base a su estructura y a las CDKs que son capaces de
inhibir: Ia familia INK4 y la familia CIP/KIP (Sherr C & Roberts J, 1999).

La familia INK4 incluye las proteinas p15NK4p, p]4INK4a, p18INK4e v p]9INK4d, |gs cuales inactivan
Unica y exclusivamente las quinasas de la fase G1, CDK4/CDKé, compitiendo con la ciclina D
por la unién a CDK. Debido a la especificidad de sustrato, la accién inhibitoria de estas
proteinas es dependiente de la presencia de pRb en la célula. Por ejemplo, en ausencia de
pRb, hay una mayor expresion de ciclina E, y la inhibicién del complejo CDK4-ciclina D1 no es
suficiente para impedir la enfrada en la fase S (revisado de Vidal A & Koff A, 2000). La
expresidon de los miembros de esta familia es dependiente de tipo celular, aungue se conoce
muy poco acerca de las vias que pueden regular su expresidn, a excepcion de pl15NK4p, gl
cual es inducido por TGF-beta (Hannon GJ & Beach D, 1994).

La familia CIP/KIP incluye a p21CiP1, p27KP1, y p57KP2 . Estas proteinas contienen un dominio
inhibidor N-terminal, el cual es necesario y suficiente para unir e inactivar los complejos
formados por CDK4 y CDk2 con sus respectivas ciclinas, actuando como inhibidores
estequiométricos. Aungue in vitro pueden inhibir todos los complejos de la fase G1, y en menor
extension, el complejo CDK1-ciclina B, estudios in vivo muestran la unién preferencial al
complejo CDK2-ciclina E (revisado de Vidal A & Koff A, 2000).

Tanto en respuesta a sefnales anti-mitogénicas como a dano en el DNA, p21CPT y p27KPT se
unen a los complejos CDKs-ciclinas inhibiendo su actividad catalitica e induciendo un arresto
del ciclo celular. p21¢P fue el primer CKI identificado, y se describid como una proteina
asociada a CDK2 en un sistema de doble hibrido (Harper JW, et al., 1993), unida al complejo
CDK2-ciclina (Xiong Y, et al.,, 1993), como inhibidor del crecimiento en células senescentes
(Noda A, et al., 1994), o como inhibidor en células donde estd activada la via de p53 (El-Deiry
WS, et al., 1993). La regulacidn de su expresidn es bdsicamente a nivel transcripcional aunque

pueden estar implicados también mecanismos de estabilidad del RNA mensajero (revisado de
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Vidal A & Koff A, 2003). p21¢P! estd implicada en el arresto del ciclo celular mediado por p53
en respuesta a dano en el DNA, conteniendo su promotor sitios de unidn a p53 implicados en
la induccidn transcripcional de este inhibidor (El-Deiry WS, et al., 1993). Ademds, es capaz de
asociarse con PCNA, la subunidad delta de la DNA polimerasa, en un mecanismo adicional

por el cual puede inhibir la sintesis de DNA (Zhang, et al., 1993).

Tanto por su implicacién en el checkpoint de dano al DNA como en su posible papel en la
inactivacién de PCNA, se plantea como posible papel de p21¢P! el control de la replicacién
del DNA, siendo este hecho consistente con la observacidon de que la expresidn de este
inhibidor se induce con la entrada en el ciclo celular en numerosos tipos celulares (revisado de
Vidal A & Koff A, 2003). Entre otras funciones de p21C¢P! como regulador positivo del ciclo
celular, y que en este caso son compartidas por p27kP1, estdn las de facilitar el ensamblaje y la
localizacién nuclear de complejos CDK4-ciclina D, asi como incrementar la estabilidad de las
ciclinas D (Sherr C & Roberts J, 1999).

pP27KP1, por su parte, fue descrita como un inhibidor de la actividad de CDK2 en células
inhibidas por contacto o tratadas con TGF-beta (Polyak K, et al., 1994 ay b; Koff A, et al., 1993).
Al mismo tiempo, fue clonada en un sistema tri-hibrido como una proteina que interaccionaba
con el complejo CDK4-ciclina D (Toyoshima and Hunter, 1994). La regulacién de la expresion
de este inhibidor es algo compleja y puede variar en dependencia del estimulo, el tipo celular
o incluso, la fase del ciclo celular. A modo de ejemplo, Koff y colaboradores describieron que
en células HL-60 los niveles de mRNA de p27KP1 se mantenian constantes a lo largo del ciclo
celular, mientras que los niveles de proteina eran mdaximos en células diferenciadas
(acumuladas en GO) y disminuian al re-enfrar nuevamente en el ciclo celular hasta
desaparecer durante el transito G1-S, demostrando que en estas células, p27KP! es regulada
durante el ciclo celular bdsicamente por mecanismos post-transcripcionales. Durante la fase S,
el mecanismo de regulacion predominante en p27KP1 es la degradacion via proteasoma,
mientras que la acumulacién de proteina observada en células paradas en GO es una
consecuencia del incremento de los niveles de mRNA en los poliribosomas (Millard S, et al.,
1997). Otros trabajos han descrito ademds una regulacion transcripcional (Zhang Y et al., 1997),
fraduccional (Hengst L & Reed SI, 1996), y mds recientemente una regulacion de la
localizaciéon subcelular de p27 (Sgambato A, et al., 2000; Kim TY, et al, 2001) como
mecanismos implicados en la expresion de los niveles de este inhibidor a lo largo del ciclo

celular.
Los estudios realizados en los Ultimos anos han permitido dilucidar la importancia de la

localizacion subcelular en la regulacidn de la actividoad de p27. Puesto que sdélo el

componente nuclear de p27 es capaz de unir e inhibir la actividad de los complejos CDKs-
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ciclinas presentes en el nicleo, el secuestro de esta proteina al citosol podria inactivar la
funcion de este inhibidor. Este mecanismo es importante para el mantenimiento de la
actividad de los complejos CDKs-ciclinas en células transformadas (revisado de Sgambato A,
et al., 2000). Estudios recientes realizados en células endoteliales de la cérnea de conejo
(CEC), muestran que TGF-beta2 inhibe la expresién de CDK4 impidiendo de esta forma la
fosforilacion de p27, lo cual es un pre-requisito indispensable para el exporte nuclear de este
inhibidor y su consiguiente degradacion, bloqueando de esta forma la progresion del ciclo

celular al mantener p27 de forma activa en el ndcleo (Kim TY, et al., 2001).

Complejo proteinas pockets-EsxFs: La familia de proteinas pockets constituyen uno de los

sustratos mds importantes de las CDKs durante la fase G1 del ciclo celular y son reguladores
negativos del ciclo celular (revisado en Grana X, et al., 1998; Vidal A & Koff A, 2000). La forman
el producto del gen supresor tumoral de retfinoblastoma (pRb), p107 y p130. Todas estas
proteinas comparten homologia de secuencia en el dominio C-terminal (0 dominio pocket), el
cual es necesario para la interaccién con oncoproteinas virales asi como para la asociacion
con miembros de la familia de factores de transcripcion E2Fs, conteniendo, ademds, multiples
sitios para la fosforilacion por CDKs. Sin embargo, tanto p107 como p130 difieren de Rb en
algunos aspectos como son, por ejemplo, la existencia de secuencias de unién a los complejos
ciclina E/ciclina A-CDK2 (de alta afinidad), los cuales no estdn presentes en Rb, y que se ha
demostrado que estarian implicados en el blogueo del ciclo celular mediado por p107 (Zhu L,
et al., 1995), asi como la presencia en p130 y p107 de una secuencia proxima a la regidon N-
terminal y que podria estar implicada en la funcidn asociada a estas proteinas como
inhibidoras de CDKs (Woo M, et al., 1997; Castano E, et al., 1998). Otra de las caracteristicas
que diferencian a los miembros de esta familia es su patron de expresiéon a lo largo del ciclo
celular asi como la especificidad de unidn a los diferentes miembros de la familia de E2F (ver

mds adelante).

Los factores de trancripcidn E2Fs, por su parte, constituyen una familia formada por al menos 8
miembros, divididos en dos grupos: E2F1, E2F2, E2F3, E2F4, E2F5 y E2F6 por una parte, mientras
que DP1 y DP2 constituye el otro grupo. El producto proteico de estos grupos heterodimeriza
para dar lugar al complejo funcionalmente activo E2F-DP, existiendo in vivo, todas las
combinaciones posibles de estos complejos (revisado de Trimarchi JM, et al., 2002).
Recientemente se ha descrito a E2F7 como un nuevo miembro de esta familia que se une al
DNA de forma DP-independiente (Logan N, et al., 2004).

Los diferentes miembros de la familia de E2Fs se subdividen en dos grupos de acuerdo a sus

propiedades franscripcionales: E2F1, E2F2 y E2F3 son potentes activadores transcripcionales
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considerados actualmente como los E2Fs “activadores”. En las células normales, la actividad
de este subgrupo estd regulada especificamente por su asociacion con pRb, pero no con
p107 o p130 (Lees J, et al., 1993) y su funcién "activadora” viene dada por la fosforilacién de
pRb en la fase G1 tardia que propicia la disociacién del complejo pRb-E2F y la activacion de

la transcripcidén de genes dianas.

Por el contrario, E2F4 y E2F5 estdn implicados en la “represién activa” de genes con respuesta
a E2F reclutando a proteinas pockets y asocidndose a histonas deacetilasas. Ambos E2Fs se
expresan abundantemente en células quiescentes, a diferencia de los E2Fs activadores, cuya
expresion es caracteristica de células proliferando. Por otra parte, E2F5 es bdsicamente
regulada por p130, mientras que E2F4, cuyos niveles de expresidn son mayores que los de otfros
miembros de la familia, puede unirse tanto a p130, p107 y pRb en los diferentes puntos del
ciclo celular (revisado de Trimarchi JM, et al., 2002). Finalmente, E2F6 actua también como un
represor transcripcional, aunque su actividad represora es independiente de la regulacion por

las proteinas pockets (Trimarchi JM, et al., 1998) (figura 113).
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Figura 113: A) Especificidad de unién de las proteinas pockets a los diferentes miembros de la familia de E2Fs.
B) Papel de los complejos proteinas pockets-E2Fs como represores o activadores transcripcionales

durante la progresion del ciclo celular. (Cam H & Dynlacht BD, 2003)

Estd ampliamente aceptado que el estado de fosforilacidn de las proteinas pockets es
responsable de la regulacién de su interaccidon con los factores de transcripcién E2Fs y esta
fosforilacion es mediada por la actividad de los complejos CDKs-ciclinas a lo largo del ciclo

celular. Asi pues la hiperfosforilacion de las proteinas pockets hacia la mitad de la fase G1 es
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funcionalmente importante pues estd asociada con la pérdida de la actividad inhibidora del
crecimiento de estas proteinas, la cual es mediada a través de su asociacidon especifica con
los diferentes miembros de la familia de E2Fs. Por el confrario, el estado hipofosforilado de las
proteinas pockets mantiene secuestrado los factores E2Fs, bloqueando de esta manera la
progresién del ciclo celular. En células quiescentes y/o diferenciadas p130 se expresa
abundantemente en dos formas fosforiladas (1 y 2), coincidiendo con la acumulaciéon del
complejo p130-E2Fs (Mayol X, et al., 1995; Garriga J, et al., 1998); a diferencia de p107 cuyos
niveles son prdcticamente indetectables y de pRb, que permanece hipofosforilado (Grana X,
et al., 1998). Por el contrario, cuando las células progresan en el ciclo celular, las tres proteinas
pockets son hiperfosforiladas por los complejos CDKs-ciclinas durante la transicién de GO-G1 y
hacia la mitad de la fase G1, produciéndose cambios, ademds, en sus niveles de proteina:
mientras la hiperfosforilacion de p130 hacia la forma 3 viene acompanada de una bajada
dramdtica de sus niveles de expresidn durante la progresion hacia la fase S (Mayol X, et al.,
1995, 1996), pl107 se induce rdpidamente en un proceso regulado transcripcionalmente
(Hurford RK, et al., 1997) mientras que los niveles de pRb permanecen mds o menos constantes

durante todo el ciclo celular (figura 114).
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Figura 114: Esquema simplificado de la modulacién del grado de fosforilacion de las proteinas pockets (A) asi como del

patrén de expresion de estas proteinas durante la progresién del ciclo celular (B). (adaptado de Grana X, et al., 1998).
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3.2. Una vision molecular del ciclo paso a paso.

Cuando las células son inducidas a proliferar en respuesta a seiales procedentes de factores
de crecimiento, hay una activacién del oncogén Ras, y de las diferentes vias de transduccién
de sefnales derivadas de su activaciéon, produciéndose un cambio en el patrdén de expresion
génica que implica la induccidn de los llamados genes tempranos (“early genes”), como por
ejemplo los factores de transcripcion CREB, c-Jun y c-Fos. De esta manera se activa la
expresion de los genes que codifican para las ciclinas D (D1, D2 y D3). El acumento y estabilidad
de los niveles de estas ciclinas permite su acoplamiento con las subunidades cataliticas
especificas CDK4 y CDKé, cuyo complejo es esencial para la entrada en la fase G1(Sherr CJ,
1994).

Hacia la mitad de la fase G1, el complejo CDK4/é-ciclina D1 activo fosforila el producto del
gen supresor tumoral del retinoblastoma (pRb), asi como también el de otros miembros de la
familia génica de “proteinas pockets” p107 y p130. Esta fosforilacidén, aunque es parcial,
suprime la actividad transcripcional represora de la proteina histona deacetilasa (HDAC)
asociada al complejo pRB-E2F lo cual es suficiente para inducir la transcripcion temprana de
algunos genes necesarios para la progresién hacia la fase S como es el caso de ciclina E. Asi
pues, la induccién transcripcional de ciclina E favorecerd la formacién del complejo CDK2-
ciclina E. La actividad quinasa de este complejo es capaz de hiperfosforilar completamente
PRB, disociando el complejo pPRB-E2F vy liberando los factores de transcripcion EoF1 y DP-1, los
cuales regulan positivamente la transcripcion de genes cuyos productos son elementos
reguladores del ciclo entre los que estdn ciclina A, CDC2, Cdc25, o enzimas implicadas en la
sintesis de nucledtidos y la replicacién del DNA como por ejemplo la dihidrofolato reductasa
(DHFR), tfimidina quinasa (TK) o la DNA polimerasa a. asi como del propio E2F1 (Johnson DG, et
al., 1998; Vidal A & Koff A, et al., 2000). Otfro de los sustratos del complejo CDK2-ciclina E es su
inhibidor p27KP1, cuya fosforilacion en la Thr-187 induce su degradacion via proteasoma
(Montagnoli A, et al., 1999) incrementando de esta forma la actividad de estos complejos.
Ademds, los complejos CDK4/6-ciclina D secuestran p27KP! haciendo menor la inhibicién que
este ejerce sobre los complejos CDK2-ciclina E que se estdn formando. Por otra parte, NPAT,
una proteina nuclear mapeada en el locus ATM y que estd asociada con p27 también es
fosforilada por el complejo CDK2-ciclina E. NPAT, cuyos niveles de expresidn incrementan
hacia el final de la fase G1, se ha descrito que puede jugar un papel importante en la entrada
en la fase S (revisado de Vermeulen K, et al., 2003). Asi pues, la actividad del complejo CDK2-
ciclina E es importante para iniciar la fase S. Durante la fase S, el complejo CDK2-ciclina E es
también importante para la replicaciéon del centrosoma (revisado en Hinchcliffe EH vy Sluder G,
2000).
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Una vez iniciada la fase S, tiene lugar un bloqueo de la actividad del complejo CDK2-ciclina E
pues sino podria haber problemas de re-replicacion por un inicio repetitivo de la sintesis del
DNA. Para ello, hay un mecanismo de retroalimentacién negativa, donde la propia actividad
del complejo fosforila la ciclina E en la treonina Thr380 y que conduce a su degradaciéon por
protedlisis mediada por ubiquitinacién (Reed S, 2003) provocando una bajada de los niveles
de esta ciclina asi como una significativa disminuciéon de la actividad quinasa del complejo en
el principio de la fase S. La hiperfosforilacién sostenida de las proteinas pockets favorece la
acumulacién de ciclina A hacia el final de la fase G1 asi como la formaciéon del complejo
CDK2-ciclina A al inicio de la fase S. La actividad del complejo CDK2-ciclina A regula la
iniciacion de la replicacién del DNA por fosforilacién de la DNA polimerasa alfa (revisado de
Vermeulen K, et al., 2003). Ademds, este complejo es capaz de fosforilar DP1 e impedir la
asociacién del factor de transcripcion E2F1 al DNA, de forma tal que se inactivan todos los

genes que han estado activos durante el final de la fase G1 (Sherr CJ, 1996).

Una vez concluida la replicacion del DNA, se inicia la fase G2 del ciclo celular, donde la célula
comprueba que la sintesis de DNA se ha producido correctamente. Hacia el final de la fase
G2, la ciclina A2 puede unirse a CDKI1, promoviendo la enfrada en mitosis, para ser
posteriormente degradada durante la metafase via protedlisis mediada por ubiquitinacion.
Durante esta fase se va acumulando ciclina B. Esta ciclina también forma complejos con la
CDK1, y aunque su sintesis se inicia durante la fase S tardia, el complejo se mantiene inactivo
por fosforilacién inhibitoria de los residuos Y15, T14 y T160 de la CDK1 llevada a cabo por la
quinasa Weel (McDonald ER, 2000). La activacién del complejo tiene lugar al iniciarse la

mitosis, y en esta regulacién estd implicada la fosfatasa Cdc25C.

Esta activacion del complejo CDKl1-ciclina B actia también como un mecanismo de
retroalimentacion positiva pues su propia actividad quinasa es capaz de activar la Cdc25C e
inhibir Weel de manera que durante el inicio de la fase M hay una acumulacién importante
del complejo activo, esencial para la progresidon de la mitosis. Otfros sustratos del complejo
CDK1-ciclina B son proteinas del citoesqueleto, como son las que forman la I[dmina nuclear, los
microtUbulos y la vimentina, que también son requeridas para una correcta mitosis. Un
mecanismo de retroalimentacién negativa provoca la degradacién de la ciclina B antes de
finalizar la mitosis, de manera similar a lo que ocurre con ciclina E antes de finalizar la fase S.
Una vez es completada la mitosis, pRB es defosforilado y las células comienzan a sintetizar
nuevamente ciclina E, mientras que las senales mitogénicas se encargan de inducir las ciclinas

D. De esta manera, comienza ofra tanda de divisién celular.
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Figura 115: Esquema representativo de los punfos mads relevantes de

Vermeulen K, et al., 2003).

4. ADHESION CELULAR
Las uniones intercelulares proporcionan la cohesidén, la permeabilidad selectiva vy la resistencia

caracteristicas del tejido epitelial. Las interacciones célula—célula y célula-matriz extracelular
intervienen en la formacién de los dominios membranales apical y basolateral. Estos dominios

estructural y funcionalmente distintos, estdn caracterizados por la expresion diferencial de
proteinas, lipidos y estructuras de anclaje célula-célula que se disponen de manera asimétrica

en el eje basal-apical y que determinan tanto el destino celular como su fenotipo

4.1. Tipos de uniones célula-célula
La adhesidn entre células epiteliales estd mediada, de forma general en mamiferos, por tres
tipos de uniones: las uniones estrechas, las uniones adherentes y los desmosomas, las cuales

constituyen el complejo de unidén intercelular (figura 116)
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Figura 116. Composicion del complejo de unidén intercelular en el epitelio polarizado. A: diagrama representativo de los
fres tipos de uniones presentes en las células epiteliales: comenzando por la zona mds apical encontramos
primeramente las uniones estrechas, después las uniones adherentes y por Ultimo los desmosomas. B: foto de
microscopia electrénica que permite mostrar detalles de la ultraestructura de estas uniones entre dos células

epiteliales intestinales de ratdn (fomada de Perez-Moreno M, et al., Cell 2003).

Las uniones estrechas (TJ) forman una especie de cinturén continuo situado en la zona mds

luminal del espacio intercelular, el cual sirve como barrera de difusion entre las células que
regula el paso de iones, agua y algunas macromoléculas a través del espacio paracelular,
restringiendo de esta forma también la difusidon lateral de lipidos y proteinas entre los distintos
dominios de la membrana y contribuyendo de forma importante al mantenimiento de la
asimetria basal-apical. Adicionalmente, se ha descrito que las TJs juegan un papel importante
en la organizacién de procesos como la morfogénesis, polaridad celular, proliferacién vy

diferenciacién celular (revisado de Schneeberger EE & Lynch RD, 2004).

Estas uniones estdn formadas por proteinas integrales de membrana como las ocludinas y
claudinas (Furuse M, et al., 1993, 1998) o por miembros de la superfamilia de immunoglobulinas
JAM1-4 (Martin-Padura |, et al., 1998), que enlazan el espacio apical entre dos células vecinas
formando una barrera de difusién intercelular. También existen las proteinas de la placa TJ,
(ZO-1, ZO-2, ZONAB, PAR-3 y PAR-6 entre

otras) y que sirven de puente entre las proteinas fransmembranas y el citoesqueleto de actina,

muchas de las cuales expresan los dominios PDZ
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y también como adaptadores para el reclutamiento molecular implicado en senalizacién

celular (revisado de Schneeberger EE & Lynch RD, 2004).
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Figura 117: Representaciéon de las diferentes proteinas que forman parte de las uniones estrechas.

El inicio del ensamblaje de las uniones estrechas requiere de los contactos adherentes
mediados por la E-cadherina (Siliciano JD, et al., 1988). Mds recientemente, Zahraoui y
colaboradores han mostrado que diferentes proteinas implicadas en el trédfico de membranas,
como son la familia de Rab-GTPasas (especificamente Rab13) también juegan un papel
activo en la dindmica del ensamblaje de estas uniones (Marzesco AM, et al., 2002; Kohler K, et
al., 2004).

Existen evidencias experimentales que muestran que las interacciones homofilicas y/o
heterofilicas que se establecen entre las proteinas tfransmembrana de las TJ no requieren de
calcio extracelular (Kubota K, et al., 1999; Hirabayashi S, et al., 2003). No obstante, frabajos
recientes sugieren que este catidbn juega un papel importante en el mantenimiento y
funcionalidad de estas uniones intercelulares, tanto en el epitelio intestinal (Ma TY, et al., 2000),
como en células endoteliales de la barrera hematoencefdlica (BBB), presumiblemente de

manera indirecta, a través de senalizacién mediada por PKCs (Brown RC, 2002).

Las uniones adherentes se establecen entre células adyacentes en forma de contactos

puntuales o asociadas en cintas alrededor de las células (adhesion belts). A través de estas
uniones se ponen en contacto los citoesqueletos de las células vecinas confiriendo, de esta
forma, resistencia mecdnica al tejido y proporcionando puntos de anclaje para los propios

movimientos del citoesqueleto.
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Las proteinas que forman los contactos homotipicos en las uniones adherentes son las
cadherinas. Las cadherinas constituyen una superfamilia de proteinas transmembranas
(descritas alrededor de 80 miembros), entre las que destaca la E-cadherina, expresada
principalmente en células epiteliales maduras (revisado de Tepass U, et al., 2000; Gooding JM,
et al., 2004).

En las células epiteliales, la adhesidn entre células vecinas tiene lugar a tfravés de

homodimeros de E-cadherina expresados en la membrana de células adyacentes, los cuales
interaccionan entre si formando una especie de cremallera, siendo los iones de calcio del
medio extracelular esenciales para la correcta conformaciéon y estabilidad entre moléculas de

E-cadherina.

Para la correcta funcionalidad de las uniones adherentes, la E-cadherina interacciona,
ademdas, con el citoesqueleto de actina. Esta interaccion tiene lugar a fravés del extremo
citosélico de la E-cadherina, que forma complejos con las cateninas a, B, y (Cowin P & Burke B,
1996), tal y como se ilustra en la figura [18. A su vez, la a-catenina se une a través del extremo
carboxilo terminal a los filamentos de actina del citoesqueleto (figura 118). La E-cadherina
también interacciona a través de su dominio citosdlico con otra catenina, p120¢t, la cudal
recientemente se ha descrito como un regulador positivo de la funcién de esta molécula en

células tumorales intestinales (Roura S, et al., 2004; Gout S, et al., 2004).
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Figura 118: Contactos adherentes mediados por la E-cadherina. (Tomado de Christofori G & Semb H, 1999). La E-
cadherina se asocia lateralmente en la superficie de la membrana formando homodimeros (cis dimeros), los cuales
interaccionan con los homodimeros de células adyacentes (trans-dimeros)formando una especie de cremallera. El
calcio es esencial para la formacién de los cis y frans-dimeros. Por ofra parte, el complejo de adhesién intracelular sirve

de conexién a la E-cadherina con el citoesqueleto de actina.
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Las cadherinas y las uniones adherentes no solo mantienen la integridad de células y fejidos. El
hecho de que algunos de sus elementos estén implicados en la fransduccion de sefales
amplia sus posibilidades funcionales, desde la adhesidn celular y morfogénesis hasta la

senalizacién y diferenciacion celular (ver apartado 4.2).

Los desmosomas son regiones engrosadas de la membrana plasmatica donde las células
estdn estrechamente unidas con sus vecinas. Aumentan la rigidez de los tejidos manteniendo
las células firmemente unidas y actian como sitios de anclaje de los filamentos intermedios,
necesarios para el mantenimiento de la arquitectura celular. Son heterogéneos en
composicion, aunque muestran el modelo cldsico de adhesidn célula-célula mediado por
glicoproteinas de la superfamilia de las cadherinas, siendo la desmogleina y desmocolina las
principales cadherinas desmosomales presentes en estas uniones. Estas proteinas, que
muestran multiples isoformas y presentan gran heterogeneidad dependiendo del tipo de tejido
(kljuic A, et al., 2003), conectan con los filamentos infermedios principalmente a fravés de las

desmoplakinas, plakoglobinas y plakofilinas (Kowalczyk AP, et al., 1999).

Intermediate

C‘Jg“‘““r Desmoplakin  [_] Desmoglein [ Desmocollin O Plakophilin @ Plakoglobin

Figura 119: Representacion esquematica de los desmosomas. Las regiones extracelulares de las desmogleinas y
desmocolinas de células adyacentes forman interacciones homotipicas y/o heterotipicas, las cuales también son
dependientes de calcio extracelular. Los dominios citoplasmdaticos de estas proteinas interaccionan con las proteinas

de la placa desmosomal sirviendo de anclaje a los filamentos intermedios.

Las interacciones homotipicas y/o heterotipicas entre los dominios extracelulares de las
cadherinas desmosomales de células adyacentes depende directamente de calcio
extracelular (Chitaev NA, et al., 1997; Syed S, et al., 2002). Aunque existen evidencias
experimentales a favor de que la formacién de las uniones adherentes es un requisito para el

ensamblaje de los desmosomas (Keiffer-Combeau S, et al., 2001), cada vez hay mds trabajos
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que sugieren una interdependencia reciproca entre ambos tipos de uniones celulares. Asi
pues, por ejemplo, Huen y colaboradores mostraron el desensamblaje de los dos fipos de
uniones celulares, desmosomas y uniones adherentes, al sobre-expresar una forma mutada de
desmoplakina a la que le faltaba el dominio de interaccién con los filamentos intermedios
(Huen AC, et al., 2002). De forma similar, experimentos realizados en embriones de ratén
carentes de desmoplakina mostraban la imposibilidad de formar desmosomas en la epidermis
y en consecuencia, la pérdida de adhesién, incluida la mediada por uniones adherentes
(Vasioukhin V, et al., 2001).

4.2. E-cadherina: mas alla de las uniones adherentes

Mdas alld de su funcién en el establecimiento y estabilidad de las uniones adherentes, la E-
cadherina es considerada como un gen supresor tumoral, por su capacidad de interaccionar
con la B-catenina y limitar asi su concenfraciéon en el citosol. Numerosos estudios han mostrado
la pérdida de la funcionalidad de la E-cadherina durante el desarrollo de la mayoria de los
carcinomas epiteliales, incluyendo los carcinomas de mama, intestino, colon, higado, préstata,

estémago, eséfago, piel, rindn asi como pulmdn (revisado de Christofori G & Semb H,1999).

Aungue el mecanismo responsable de su pérdida de funcionalidad parece ser epigenético,
en algunos tumores se han encontrado deleciones o mutaciones inactivadoras en el gen de la
E-cadherina. De forma destacada, se han descrito la presencia de mutaciones germinales en
casos de cdncer gdstrico familiar que indican que la presencia de mutaciones en el gen de la
E-cadherina es suficiente para predisponer a los individuos al desarrollo de tumores malignos
(Guilford P, et al., 1998; Oliveira C, et al., 2002; Suriano G, et al., 2003). Otros mecanismos
pueden estar afectando directamente la expresion y funcidon de la E-cadherina. Por ejemplo,
se han descrito reordenamientos de la cromatina e hipermetilacion del promotor en varios
tumores epiteliales con la consecuente inactivacion transcripcional de la expresidn de este
gen (Yoshiura K, et al., 1995; Hirohashi and Kanai, 2003). Por ofra parte, estudios recientes han
descrito la implicacion del factor de transcripcion Snail como represor transcripcional de la E-
cadherina tanto in vitro como in vivo al unirse a una secuencia especifica del promotor (Cano
A, et al., 2000; Batlle E, et al., 2000).

Todos estos mecanismos afectan negativamente la expresion de la E-cadherina vy
comprometen el mantenimiento de las uniones adherentes (Hirohashi S, 1998), contribuyendo
a la pérdida de la polaridad epitelial y la adquisicién de propiedades invasivas por parte de
las células tumorales. Por ejemplo, la invasidn y la diseminacién de carcinomas bien
diferenciados estd asociado frecuentemente con la pérdida de la diferenciacién epitelial y la

ganancia de capacidades mesenquimales de las células tumorales en el frente invasivo.

45



INTRODUCCION

Estudios realizados en tumores colorrectales bien diferenciados han mostrado que aunque la
zona cenftral del tumor expresa niveles elevados de E-cadherina unida a la B-catenina, el
frente invasivo presenta mayoritariamente B-catenina nuclear asi como una expresion
inapreciable de E-cadherina (Brabletz T, et al.,, 2001). Por otra parte, Garcia de Herreros y
colaboradores, en estudios realizados en células HT-29 derivadas de tumores colorrectales que
expresan establemente el factor de transcripcidén Snail, mostraron cambios en el fenotipo de
estas células acompanado de alteraciones en la expresion génica propias del fenotipo
epitelial: la pérdida del fenotipo epitelial se correspondié con la inhibicidon de la expresidon de
marcadores de diferenciacion epitelial como MUC1 o citokeratina 18, a cambio de la
induccién de genes mesenquimales como fibronectina o el factor de transcripcion LEFI
(Guaita S, et al., 2002).
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El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar los mecanismos celulares y moleculares que
controlan el proceso de diferenciacion celular de las células de cdncer de colon HT-29 Mé in

vitro, como modelo experimental de diferenciacion celular conservada en el cdncer.

Antecedentes

La linea celular HT-29 Mé activa espontdneamente un programa de diferenciacién epitelial
in vitro de fenotipo mucosecretor, reminiscente de células caliciformes, durante el cultivo en
postconfluencia. Este programa de diferenciacién estd caracterizado por una inhibicion de
la proliferacion celular, aparentemente mediante el fendmeno de inhibicidén por contacto,
que es concomitante con la adquisicion de caracteristicas diferenciadas ya descritas
anteriormente, entre otros, en trabajos nuestros de laboratorio y el del Dr. Alain Zweibaum:
complejos de unidn célula-célula, polarizacién membranal en dominios apical y basolateral,
expresion de proteinas asociadas a estos dominios — particularmente al borde en cepillo
apical — y expresion variable de diversas proteinas propias del epitelio intestinal normal (por

ejemplo mucinas).

Nuestra hipdtesis de trabajo incial parte de la importancia funcional de los contactos de
adhesion, y particularmente de la E-cadherina como molécula de adhesidn homotipica, en
la diferenciacion epitelial. Por un lado, estos contactos son necesarios para la formacién del
complejo de unidn intercelular en los epitelios y para la polarizacion celular epitelial. Por otro
lado, durante la desdiferenciacion de células tumorales hacia fenotipos mesenquimales e
invasivos, existe una pérdida de los contactos de adhesidn, en particular los mediados por E-
cadherina; la re-introduccién ectépica de E-cadherina en estas células puede por si misma
ser suficiente para revertir el fenotipo invasivo hacia el fenotipo epitelial. Por Ultimo, la E-
cadherina interacciona con otras moléculas reguladoras de la proliferacién y diferenciaciéon
celulares (receptores de membrana como el EGF, quinasas transductoras de senales

extracelulares, complejos reguladores de la transcripcidon como B-catenina/TCF-4).

Al confrario de la linea parental HT-29 que presenta mayoritariomente muy pocas
caracteristicas diferenciadas, el proceso de diferenciacién en HT-29 Mé incluye la formacién
de uniones intercelulares homotipicas de E-cadherina, que son dependientes de calcio
extracelular. Estudios previos del grupo del Dr. Antonio Garcia de Herreros en nuestra Unidad
han mostrado que métodos con los que se suprime este proceso de diferenciacion
conllevan bien la disociacién de complejos E-cadherina con el citoesqueleto de actina y la
consecuente pérdida de funcionalidad de estos contactos, por ejemplo durante la
induccién de scattering por el éster de forbol PMA (Llosas MD, et al., 1996), o bien la no

expresion de E-cadherina durante la induccidén de un fenotipo mesenquimal por expresién
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ectopica del factor de transcripcion Snail (Batlle E, et al., 2000). Por tanto, el modelo de HT-29
Mé constituye un buen sistema donde estudiar la implicacidon de tales contactos en la

diferenciaciéon celular.

Finalmente, el hecho de que la linea celular HT-29 Mé presente mutaciones en APC y p53, asi
como un fenotipo de inestabilidad cromosdémica y aneuploidia, de forma similar a lo que
ocurre en la mayoria de tumores colorrectales, hace que constituya un modelo
representativo del cdncer colorrectal donde estudiar la conservacidn o pérdida de

mecanismos de diferenciacion celular durante la progresién tumoral.

Hipotesis de trabajo

En nuestra hipdtesis de trabajo inicial proponemos la posibilidad de que los contactos de
adhesién actien como senales inductoras y/o permisivas de todo o parte del programa de
diferenciacién celular in vitro de HT-29 Mé. Debido a que la diferenciacién in vitro incluye
diversos procesos (inhibicién por contacto, polarizacidén celular y expresidn génica), nos
preguntamos como se coordinan estos procesos durante la diferenciacion y si, manipulando
la formacion de los contactos de adhesidon, podemos diseccionar algunas de sus vias de

regulacion.

Sobre la base de esta hipdtesis, nuestro propdsito inicial ha sido estudiar qué consecuencias
tiene sobre la diferenciacién in vitro de HT-29 Mé el disminuir la concentraciéon extracelular de
calcio hasta niveles (<100 uM) que no permiten la formacién de contactos adherentes. Esta
supresidon de la adhesién intercelular ha sido puesta a punto anteriormente por otros
laboratorios (Hennings H, et al., 1980) y es el método comUnmente usado para estudiar la
cinética de reformacién de contactos al restablecer la concentracion estdndar de calcio
extracelular (2 mM). A partir de los efectos observados mediante esta primera aproximacion,
hemos desarrollado un proyecto con la intencién de revelar algunas de las vias de

regulacion implicadas en el proceso de diferenciacion in vitro.
Objetivos
Asi pues, los objetivos planteados en este frabajo son los siguientes:
1. Estudiar las consecuencias de deplecionar parcialmente el calcio extracelular sobre
el proceso de diferenciacién in vitro de HT-29 Mé:

1.1- En la epitelializacion (formacién del fenotipo epitelial polarizado).

1.2- Enla inhibicidn por contacto.

48



HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
1.3- Enlaregulaciéon de la expresion génica de marcadores de diferenciacion.
1.4- Enla capacidad de migracién celular como pardmetro de desdiferenciacion

hacia un fenofipo invasivo.

Estudiar si el proceso de diferenciacién in vitro es reversible y su relacidén con el

estado de diferenciacion terminal.

Estudiar la posible implicacion de moléculas controladoras del ciclo celular en la

regulacion de la expresidn génica durante la diferenciacién in vitro de las HT-29 Mé.

49



RESULTADOS

1. CONSECUENCIAS DE DEPLECIONAR PARCIALMENTE EL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE EL
PROCESO DE DIFERENCIACION IN VITRO DE CELULAS HT-29 M6:

Para inhibir la formacién de contactos intercelulares dependientes de calcio durante la
diferenciacién in vitro de HT-29 Mé utilizamos unas condiciones de cultivo limitantes en calcio
extracelular. El método utilizado consistié en someter el FBS a una columna de intercambio
de cationes divalentes (ver Materiales y Métodos), la cual depleciona parcialmente los iones
de calcio, y usar este FBS como Unica fuente de calcio extracelular en el medio de cultivo,
segun ya se ha descrito anteriormente (Hennings H et al., 1980). Las medidas realizadas sobre
el medio de cullivo suplementado con un 10% de FBS asi procesado dieron una
concentraciéon de calcio aproximada de 20-100 uM en los diferentes lotes de deplecion,
mientras que el mismo medio conteniendo FBS sin fratar dio una concentraciéon de 2 mM,
aproximadamente. Al estar la concentracion intracelular de calcio en un rango 100-200 nM
(Bou-Hanna et al., 1994), estos datos indican que el gradiente extracelular-intracelular de
calcio se encuentra conservado en proporcién 1/200 como minimo. Lliamaremos CEN a las
condiciones de calcio extracelular normales (2 mM) y CEB a las condiciones de calcio

extracelular bajo (<100 uM).

1.1- EN LA EPITELIALIZACION (FORMACION DEL FENOTIPO EPITELIAL POLARIZADO)

Puesto que al limitar la concentracién de calcio extracelular pretendemos evitar la
formaciéon de contactos célula-célula dependientes de esta molécula, nuestro primer
objetivo fue andlizar cdmo este tratamiento afecta a la adhesidn intercelular vy a la
polarizacion epitelial durante el crecimiento hacia confluencia de células HT-29 Mé, previa

caracterizacién morfoldgica del proceso de diferenciacién.

RESULTADOS

Las células HT-29 M6 muestran un fenotipo de diferenciacion epitelial mucosecretora en

cultivos postconfluyentes

El cultivo en condiciones estdndar (CEN) de células HT-29 Mé conduce a un 100% de
confluencia a los 3-4 dias después de una siembra realizada a 2 x 105 células/cm? (50% de
confluencia, aproximadamente), segin descrito anteriormente (Navarro E, et al., 1999). Al
estudiar la cinética de crecimiento en los dias siguientes, comprobamos que la poblacién
todavia pudo duplicarse una vez (ver figura R7B), de manera que a los 9 dias de la siembra
se habia formado una multicapa de 2 & 3 células de grosor aparentemente poco

organizada, que también podria corresponder a una monocapa pseudoestratificada, tal
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como puede observarse en cortes semifinos transversales a la superficie de cultivo (figura R1,
ver también figura R2A). Definimos esta etapa como el estadio temprano del proceso de
diferenciacién in vitro. Durante los dias siguientes y sin producirse ningun cambio en el
niumero de células del cultivo, esta multicapa/monocapa pseudoestratificada  se
reorganizaba gradualmente para formar una monocapa de células columnares mds
compactada, la cual llegaba a abarcar el 80-90% de la superficie del cultivo después de las
2-3 semanas de la siembra (Figura R1, ver también figura R2C). A esta etapa del proceso de

diferenciacién in vitro la hemos denominado estadio tardio de |la diferenciacion.

HT-29 M6 cultivos CEN

e & *“
9d ?jig.. "-52'? ‘ﬁ‘k't;i? -".‘.’Qf‘-

e
21d

Figura R1: Cortes semifinos transversales al plano de adhesion al sustrato (tefidos con azul de metileno) de células
HT-29 Mé alos 9 y 21 dias de cultivo, donde se aprecia la reorganizacion morfoldgica que tiene lugar de 9 a 21 dias,

con la consecuente formacién de una monocapa de células mds compactada y organizada.

Para analizar en detalle los cambios morfoldgicos que ocurren durante este proceso
realizamos un estudio ultraestructural mediante microscopia electronica de transmisidon a

partir de cortes transversales al plano de adhesién celular al sustrato de cultivo.

A los 9 dias de cultivo CEN, una vez alcanzado el estadio temprano de la diferenciacion, la
multicapa formada presentaba una capa apical de células que habian formado complejos
de unién, incluyendo uniones estrechas, uniones adherentes y desmosomas (figura R2A, B),
gue son una estructura esencial para la polarizacidn membranal en dominios apical y
basolateral. La membrana apical presentaba numerosas microvillosidades en su totalidad,
sin llegar al nivel de organizacién de un borde en cepillo maduro. Estas células apicales se
mantenian unidas a las capas celulares mds basales, y éstas entre si, mediante desmosomas.
Las zonas de membrana basolateral entre desmosomas adyacentes presentaban espacios
intercelulares abiertos con presencia de microvillosidades, indicando inmadurez de la

conexion lateral célula-célula (figura R2B).
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Por otro lado, las células de la capa apical presentaban también vesiculas de moco en el
citoplasma apical, con figuras frecuentes de exocitosis y liberacidon del contenido al espacio
extracelular (figura R2B), que son caracteristicas de la diferenciacién de HT-29 Mé (Lesuffleur
T, et al, 1993).

El andlisis ultraestructural de cultivos a los 21 dias de la siembra mostré que, ademds de la
presencia de las mismas caracteristicas de diferenciacion epitelial, el estadio tardio de la
diferenciacion implicaba la formacidén de una monocapa mayoritaria de células polarizadas
y una mayor madurez de las uniones laterales célula-célula, desapareciendo los espacios
infermembranales basolaterales (figura R2C, D). De acuerdo con la uliraestructura, el
seguimiento visual de las placas de cultivo mostrd la presencia de la capa de moco

caracteristica de los cultivos postconfluyentes de HT-29 Mé a partir de los 4-5 dias de cultivo.

Por tanto, después de 9 dias de una siembra a 2 x 105 células/cm? (estadio temprano de la
diferenciacién) las uniones intercelulares ya han sido formadas (particularmente los
contactos de adhesion), las células ya estdn polarizadas en dominios membranales, y la

diferenciacién mucosecretora ha sido ya inducida.

Bajas concentraciones de calcio extracelular en el medio de cultivo evitan la formacion de
uniones intercelulares e impiden la diferenciacién morfolégica caracteristica de cultivos HT-

29 M6 postconfluyentes.

Con la intencion de determinar si la deplecién parcial del calcio extracelular afecta a la
formacion de contactos de adhesién, analizamos la localizacién subcelular de E-cadherina
y B-catenina en células cultivadas sobre cubreobjetos durante 9 dias en condiciones CEN o

CEB. Las muestras fueron analizadas mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal.

El andlisis de E-cadherina mostrd una tincién especifica a lo largo de la membrana lateral en
condiciones de cultivo CEN, patrén caracteristico de células epiteliales polarizadas (figura
R3A). En cambio, cultivos CEB no mostraron una localizacién de E-cadherina membranal sino
citoplasmdatica. Algo parecido se observé al analizar B-catenina: en condiciones CEN esta se
localizd en el extremo mds apical de la membrana basolateral, coincidiendo con la zona
donde normalmente se encuentran las uniones adherentes, mientras que en condiciones

CEB se localizé dispersa por todo el citoplasma (figura R3B).

Estos resultfados muestran que el cultivo en condiciones limitantes de calcio impide la

localizaciéon de E-cadherina y B-catenina en las zonas de membrana lateral donde
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normalmente se encuentran los contactos de adhesién indicando la supresion de la

formacién de estos contactos.

A CEN CEB

E-cadherina

E-cadherina
+IP

?-catenina

?-catenina
+IP

Figura R3: Alteracion de la localizacién de la E-cadherina y la pB-catenina en cultivos CEB. Cortes verticales de
inmunofluorescencias a los 9 dias de cultivo en condiciones CEN y CEB analizadas mediante microscopia confocal.
En rojo destacan los nUcleos tehidos con yoduro de propidio (IP). En verde, tincion especifica contra E-cadherina o

B-catenina utilizando anticuerpos secundarios acoplados a fluoresteina. Objetivo 63X.

El andlisis ultraestructural de cultivos en condiciones CEB confimd que a los 9 dias de la
siembra no sélo no existian contactos de adhesion sino que la formacién del complejo de
uniones intercelulares (uniones estrechas y desmosomas) habia sido también suprimida
(figura R4A, B). Ademds, las células presentaban una morfologia redondeada sin aparente
polarizacion, estando adheridas individualmente al sustrato de cultivo. Dicho aspecto se
mantuvo invariable hasta los 21 dias de cultivo (figura R4C, D), destacando con los dias de
confluencia la presencia y acumulacién de vesiculas de moco en el citoplasma celular (este

ultimo dato se describird en su contexto en el apartado de resultados 1.3).
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Por otro lado, el seguimiento de los cultivos CEB por microscopia éptica de contraste de
fases mostré una monocapa celular con los limites intercelulares muy bien definidos que se
mantuvo a lo largo del cultivo, contrariamente a la apariencia compactada de cultivos CEN
en los que los limites celulares se hacian indetectables poco después de llegar a confluencia
(figura R5). La falta de compactacién celular de los cultivos CEB es la causa de que
alcancen la confluencia con una densidad celular semejante a la densidad de siembra (ver

apartado 1.2).

Figura R5: Apariencia de los cultivos CEN y CEB visto por microscopia de contraste de fases a los 5 dias de cultivo.
Presencia de una monocapa celular confluyente en los cultivos CEB, donde se definen los limites entre células, a

diferencia de la apariencia compactada delos cultivos CEN en los que cuesta distinguir los limites celulares.

Por tanto, la disminucion del contenido de calcio extracelular impide la epitelializacion de
HT-29 Mé (formacién de complejos de unidn y de dominios membranales) y sugiere que una
parte importante del programa de diferenciacién in vitro es dependiente de calcio

extracelular.

Los efectos de la limitacibn de calcio extracelular son reversibles por adicién de cloruro

calcico al medio de cultivo.
A continuacién, nos propusimos averiguar si los efectos observados eran reversibles y, a la

vez, si eran especificos de la falta de iones de calcio requeridos para las uniones

intercelulares y no debidos a ofras causas derivadas del fratamiento del FBS.
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Las células HT-29 Mé fueron cultivadas sobre cubreobjetos durante 5 dias a una densidad de
100 células/pozo, en condiciones CEB. Transcurrido este tiempo se habian formado colonias,
y se anadié 2 mM de cloruro de calcio al medio de cultivo, tomdndose muestras a las 0, 24,

72 horas y a los 5 dias de re-establecida la concentracién de calcio del medio de cultivo.

El andlisis por microscopia de contraste de fases de las colonias mostrd un cambio
significativo en la morfologia de las células al restablecer la concentracidon normal de calcio,
de manera que la apariencia individualizada de las células en cultivos CEB se perdid vy la
separacion entre células dejé de ser aparente a las 24 horas (figura RéA). Asimismo, E-
cadherina y B-catenina volvieron a localizarse en la membrana lateral de forma ya
apreciable a las 24 horas, indicando pues que se estaban volviendo a formar los contactos

de adhesién (figura RéB).

horas de reafidido calcio

w.rv—Qrw-——v 2
A —2
Vi K},- Q L]
NIRRT . =
EINDY »
- &
B
E_
cadherina
B_
catenina

Figura Ré: Restablecimiento de la morfologia epitelial polarizada al afadir cloruro cdicico al medio de cultivo CEB.
A: Cambios en la morfologia de las células, vista por microscopia de contraste de fases. B: Redistribucion de la E-
cadherina y la B-catenina citoplasmdtica hacia la membrana lateral de cultivos CEB suplementados con 2 mM de
cloruro cdlcico. En verde, inmunofluorescencia contra E-cadherina o p-catenina utilizando anticuerpos secundarios

acoplados a fluoresteina. Objetivo 63X.
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Resultados similares se observaron en cultivos confluyentes en condiciones CEB tratados con
2mM de cloruro cdicico (datos no mostrados) aunque el alto grado de compactaciéon
provocado por el restablecimiento del calcio extracelular dificultaba la apreciacion de la

localizacidn membrano-lateral de estos marcadores.

Estos resultados demuestran que los efectos sobre la adhesién intercelular derivados del
tratamiento del FBS son especificos del calcio, y no de otros cationes divalentes u otros
componentes del suero modificados por el tratamiento. Ademds, estos resultados muestran
que los efectos provocados por la limitacién de calcio extracelular no tienen consecuencias
ireversibles para la célula en tanto que puede recuperarse el fenotipo de adhesiéon
intercelular y de polarizacion caracteristica de HT-29 Mé a las pocas horas de restablecer las

condiciones CEN.

1.2- EN LA INHIBICION POR CONTACTO

En el apartado anterior habiamos visto que una concentracion limitante de calcio
extracelular impide de manera reversible la formacién de contactos célula-célula. Por otra
parte, la inhibicidn por contacto es un fendmeno por el cual ciertas lineas celulares inhiben
la proliferacion celular a medida que los cultivos aumentan en densidad y, en particular, es
bien conocido que los contactos de adhesion mediados por E-cadherina inducen inhibicion
por contacto en células epiteliales (St Croix B, et al., 1998; Stockinger A, et al., 2001). En este
sentido, la inhibicidon por contacto es una de las caracteristicas de la diferenciacion in vitro
de las células HT-29 Mé. Por tanto, hipotetizamos que si la inhibicidén por contacto durante la
diferenciacién in vitro de HT-29 Mé es dependiente de la formacién de contactos de

adhesiéon, entonces también deberia ser dependiente del calcio extracelular.

RESULTADOS

Durante la diferenciacion in vitro de las HT-29 M6 hay una salida del ciclo celular en GO

En primer lugar, caracterizamos la inhibicién por contacto como un fendmeno que tiene
lugar primero en algunas células y a medida que avanza la edad del cultivo acaba
teniendo lugar en toda la poblacion celular. El andlisis de la curva de crecimiento de la
figura R7A nos indica que la tasa de divisidn celular disminuye progresivamente a medida
gue avanza la edad del cultivo, mostrando que el nUmero de células se estabiliza a partir de

los 9-10 dias, aproximadamente a una densidad de 0,9 x 10¢ células/cm?2.
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Figura R7: Salida del ciclo celular durante la diferenciacién in vitro de cultivos HT-29 Mé CEN. Las células fueron
cultivadas hasta 15 dias, durante los cuales se tomaron muestras para analizar: A) el incremento en el nUmero de
células mediante contaje celular para realizar la curva de crecimiento, B) el porcentaje de células en GO/G1
mediante el andlisis del contenido de DNA por citometria de flujo, C) la proporcién de células que se encuentran en
fase S, medido por la incorporacién de BrdU; para ello, se realizaron pulsos de Thora con 10 uM de BrdU, para ser
posteriormente analizadas por citometria de flujo (para mds detalles ver materiales y metodologia); D) los niveles de
proteina de p27%P1, pRb, p130 mediante andlisis por western blot, para los cuales se realizaron extractos totales a
partir de muestras lisadas con tampodn SDS. En cada caso, 10 ug de lisados proteicos totales fueron separados por
SDS-PAGE (12% de acrilamida/bis respectivamente en el caso de p27 y é% para las proteinas pockets pRb y p130),
transferidos a un filiro de nitrocelulosa e incubados con anticuerpos especificos contra cada uno. Como control se

usaron anticuerpos contra la actina.
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Este blogqueo de la proliferacién celular coincide con el estadio temprano de la
diferenciaciéon (ver apartado de Resultados 1.1) e implica la acumulacion de las células en
la fase GO del ciclo celular (figura R7B, pdgina anterior), resultfado concordante con la
disminucién del porcentaje de células capaces de incorporar bromodesoxiuridina (BrdU)

(figura R7C, pdgina anterior).

Para averiguar que tipos de vias de regulacion estdn implicadas en la salida del ciclo celular
durante la diferenciacién, se analizé el patrén de expresion de ciertas proteinas reguladoras
del ciclo celular asociadas a la diferenciacién celular en otros modelos. El andilisis del patrén
de expresidn de estas proteinas nos muestra que con el crecimiento hacia confluencia tiene
lugar una induccién del inhibidor de CDKs p27KP1, tal y como se muestra en la figura R7D
(pdgina anterior). De manera similar, el andlisis de algunos miembros de la familia de
proteinas “pocket” nos muestra la hipofosforilacién de la proteina de retinoblastoma (pRB)
asi como la acumulacidén de las formas fosforiladas 1y 2 de p130, en correspondencia con el
patrén de fosforilacion caracteristico de la salida del ciclo celular en GO (Grana et al., 1998).
Por tanto, la diferenciacion espontdnea de HT-29 Mé in vitro implica una salida del ciclo

celular en GO durante el estadio temprano de la diferenciacion.

La ausencia de contactos mediados por calcio suprime la inhibicién por contacto asi como

la salida del ciclo celular en G0/G1

Con la intencién de determinar si la ausencia de contactos de adhesidon suprime la
inhibicion por contacto, analizamos el porcentaje de células capaces de incorporar BrdU en
cultivos CEN o CEB.

A diferencia de lo que ocurre en cultivos CEN (figura R7C), el porcentaje de células BrdU
positivas en condiciones CEB se mantuvo elevado y a niveles aproximadamente constantes
durante los dias de cultivo postconfluyente, indicando que no existen cambios en la
actividad proliferativa de las células durante el cultivo (figura R8A). De hecho, el marcaje de
culfivos CEB confluyentes con pulsos progresivamente prolongados de BrdU condujo a casi
un 100% de células marcadas después de 24-36 horas de marcaje (figura R8B); debido a que
el ciclo celular de HT-29 Mé tiene una duracién aproximada entre 30 y 36 horas, este
experimento demuestra que prdacticamente el 100% de células en los cultivos CEB se

encuentra dentro del ciclo celular y, por tanto, proliferando.
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Figura R8: Supresién de la inhibicidon por contacto en cultivos CEB postconfluyentes. A) Las células HT-29 Mé fueron
cultivadas en paralelo en condiciones CEN y CEB durante 21 dias, durante los cuales se realizaron pulsos con 10 pM
de BrdU, para determinar el porcentaje de células en fase S, analizado por citometria de flujo. B) La capacidad
proliferativa de los cultivos CEB fue analizada mediante marcajes acumulativos con BrdU (mds de 36 horas). En este
experimento, se reanadié 10 uM de BrdU cada 12 horas para garantizar la presencia continua de BrdU en el medio

de cultivo.

En conclusion, estos resultados correlacionan la ausencia de contactos de adhesion con la
supresidon de la inhibicidn por contacto, sugiriendo que estos contactos constituyen una
senal de salida del ciclo celular en cultivos confluyentes de HT-29 Mé. Ademds, agrupan los
procesos de epitelializacién y salida del ciclo celular dentro del programa de diferenciacion

dependiente de calcio.

Debido a que los efectos del medio CEB sobre la adhesidén intercelular son revertidos cuando
se restablece la concentraciéon normal de calcio extracelular, comprobamos si la supresion
de la inhibicién por contacto observada también es reversible por calcio. Para ello, cultivos
postconfluyentes mantenidos en condiciones CEB (5 dias después de la siembra) fueron
suplementados o no con 2 mM de CaCl: (figura R?A). Durante los dias siguientes, tal como se
muestra en la figura RYB, el porcentaje de incorporacién de BrdU se mantuvo estable si se
mantuvieron las condiciones CEB, mientras que la adicion de calcio provocd una
disminucion gradual en la fraccidén de células BrdU positivas hasta llegar a niveles basales

después de 7-9 dias.

Analizamos por Western blot los niveles de expresion de ciclina A, cuya actividad asociada

a la quinasa CDK2 controla la adecuada progresion de la replicacion del DNA, jugando un
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papel importante, pues, en la progresion de la fase S a G2 del ciclo celular. La desaparicion
de la banda correspondiente a ciclina A al restablecer los contactos de adhesién, es
consistente con la reduccion significativa de los niveles de BrdU de 1 a 5 dias, lo cual nos
confirma que efectivamente, las células dejan de proliferar, mientras que en ausencia de
contactos se mantienen en ciclo, lo cual se corresponde con niveles detectables de esta

proteina (figura R9C).
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Figura R9A: Esquema del disefo experimental empleado. A) A los 5 dias de cultivo CEB (azul) las células son
suplementadas (rojo) o no (azul) con 2 mM de cloruro cdlcico. B) Cinética de incorporacion de BrdU de cultivos
postconfluyentes CEB con los dias de reanadido calcio o o no al medio de cultivo. Se siguié el mismo procedimiento
que en experimentos anteriores, con pulsos de 1 hora con 10 uM de BrdU, y posterior andlisis mediante citometria de
flujo. C) Western Blot de ciclina A durante los dias que siguen a la readicién de calcio: 10 ug de lisados proteicos
totales fueron separados por SDS-PAGE (12% de acrilamida/bis, tfransferidos a un filiro de nitrocelulosa e incubada la
membrana con anticuerpo contra ciclina A. Como control se usaron anticuerpos contfra actina. D) Curva de
crecimiento de cultivos postconfluyentes CEB con los dias de reafadido calcio al medio de cultivo (solo se

consideraron las células adheridas al sustrato; ver en el texto)
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En paralelo, la readicién de calcio fue analizada en base al contenido de DNA por célula
mediante citometria de flujo, confimando que la re-epitelializacién inducida se

correlacionaba con la salida del ciclo en GO (figura R10).

Por tanto, la supresién de la salida del ciclo celular por cultivo CEB es reversible y especifica

de la deplecién parcial de calcio en correlacién con la capacidad de adhesién intercelular.
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Figura R10: Reinduccién de la salida del ciclo celular al reanadir cloruro cdicico a cultivos CEB. Indicado por letras A,
B o C se muestra el patrén de distribuciéon del contenido de DNA asi como las células BrdU positivas en cada una de
las situaciones experimentales: A) a los 5 dias de cultivo CEB, B) a los 14 dias de cultivo CEB, y C después de 9 dias
de reanadir calcio. La acumulacién en G0/G1 observada al restituir los niveles de calcio extracelular (C), es
consistente con una disminucién de células BrdU positivas. El procedimiento experimental es similar al descrito en la

figura R9.
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El contaje directo del nimero de células durante las condiciones de cultivo CEB del
experimento anterior se muestra en la figura R9D. El nUmero de células que se mantienen
adheridas al sustrato de cultivo permanece constante a lo largo del tiempo, y se
corresponde con la densidad de saturacion del cultivo confluyente en ausencia de
contactos (2 x 105 células/cm?). Sin embargo, el nUmero de células adheridas aumenta en
los dias siguientes de restituir las condiciones CEN, a pesar de la induccidn de inhibicién por
contacto. Estos datos, aparentemente contradictorios con el estado proliferativo de los
cultivos inferido a partir de las medidas de incorporacién de BrdU, pueden ser explicados a

partir de dos fendmenos observables al microscopio:

1) en cultivos postconfluyentes bajo condiciones CEB, las células resultantes de la
divisién no disponen de espacio fisico para adherirse al sustrato ni capacidad de
permanecer adheridas a células vecinas, por lo que se despegan y son liberadas al
medio de cultivo (esquema R11). Esta liberacion de células se observa de manera
constante alo largo del cultivo postconfluyente, e interpretamos que es indicativo de

una proliferacién celular continua.

2) al reanadir calcio a estos cultivos, por un lado se facilita que las células se adhieran
entre ellas después de la division y, por otfro lado, los cultivos se compactan con lo
gue la densidad de células que pueden adherirse al sustrato pasa a ser mayor.
Proponemos que esta es la razdn por la que los cultivos no detienen su crecimiento al
llegar a confluencia en condiciones CEN (3-4 dias después de la siembra) sino que
siguen dividiéndose para formar la multicapa/monocapa pseudoestratificada hasta

el dia 9 (esquema R11).

Para comprobar que la liberacion de células al medio de cultivo en condiciones CEB no es
debida a defectos en la adhesidon al sustrato ni a un efecto citotdxico del tratamiento
recogimos las células liberadas al sobrenadante de cultivos postconfluyentes en condiciones
CEB durante un periodo de 24 horas y, mediante resiembra en placas nuevas, comparamaos
su capacidad de adhesidn y de proliferacién con la de suspensiones celulares obtenidas por
tripsinizacién de cultivos adherentes crecidos en condiciones CEN. A las 24 horas de la
siembra, no existieron diferencias en el niUmero de células adheridas al sustrato entre los dos
tipos de cultivo (figura R12), lo cual demuestra que la liberacion de células al medio de
cultivo CEB no es debido a una incapacidad de adhesién al sustrato. Por otro lado, los
contajes a las 48 horas muestran como en las dos condiciones experimentales el nUmero de
células aumenta hasta casi duplicarse, aproximadamente, indicando que las células

despegadas durante el cultivo CEB conservan su viabilidad.
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Figura R11: Esquema ilustrativo de lo que postulamos que ocurre en cultivos CEN o CEB durante el crecimiento hacia
confluencia. CEN: Como consecuencia de las divisiones celulares las células se van compactando, gracias a que
mantienen los contactos intercelulares después de la division, hasta formar una multicapa/monocapa
pseudoestratificada donde las células ya no se dividen mds. CEB: Una vez alcanzada la confluencia, las células
“hijas” obtenidas de la divisién celular son incapaces de adherirse entre ellas y, por falta de espacio en el sustrato

de adhesién, se despegan al medio de cultivo. En un circulo rojo estd destacado este fendmeno en ambos casos.

250 +

200 ~

150 ~

100 -

células iniciales

50 -

% de células referido al nimero de

24 horas 48 horas

horas de resembradas

Figura R12: Capacidad de adhesidon y proliferacion de las células que se despegan en un cultivo CEB. Contaje a las
24 y 48 horas de células no adheridas provenientes de cultivos confluyentes CEB (en blanco) versus células controles
provenientes de cultivos confluyentes CEN (negro). Los cultivos CEN confluyentes (10 dias) fueron tripsinizados de
forma controlada hasta la obtencidn de suspensiones unicelulares, contados, y resembrados a una densidad de 5 x
104 células/cm?2 . Los cultivos CEB confluyentes se lavaron bien con PBS 1x para eliminar células flotando en el medio
de cultivo, y se anadié medio fresco CEB durante 24 horas. Pasado este tiempo, se recogid el sobrenadante, se

contd y se resembrd a una densidad de 5 x 104 células/cmz.
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1.3- EN LA REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE MARCADORES DE DIFERENCIACION

Después de comprobar la implicacion del calcio extracelular en la diferenciacion
morfolégica y en la salida del ciclo celular, estudiamos si su deplecion parcial fambién
afecta la expresidn génica caracteristica de la diferenciacién in vitro de HT-29 Mé vy, en tal

caso, a que nivel tiene lugar su regulacién.

Una de las caracteristicas de la diferenciacién in vitro en HT-29 Mé es la induccién de un
programa de expresidn génica que incluye la expresion de mucinas y proteinas asociadas al
borde en cepillo. Tomando como referencia trabajos anteriores en nuestro laboratorio
(Fabre M et al., 1999), estudiamos la expresidn de 3 genes que se inducen especificamente
durante la diferenciacion: MUC1, MUC5AC y DPPIV (para mds detalles ver Introduccién,

apartado 2.3)

RESULTADOS:

Durante la diferenciacion in vitro, hay una induccién del programa de expresidon génica

dependiente de calcio extracelular

En experimentos preliminares, determinamos que las condiciones de cultivo estandar
utilizadas en este frabajo (CEN y siembra al 50% de confluencia) daban lugar a una
induccién de los diversos marcadores de diferenciacion —especifica de HT-29 Mé, pero no de
la linea parental HT-29 mayoritariamente incapaz de diferenciarse en monocapas
epiteliales— con un pico de expresion de MRNA medido por northern blot en muestras
tomadas después de una semana de cultivo, aproximadamente (figura R13). Por tanto, al
igual que la epitelializacion y que la salida del ciclo celular, el programa de expresién
génica es inducido durante el estadio temprano de la diferenciacién in vitro. El hecho de
que cultivos HT-29 parentales inducen ligeramente los niveles de mRNA de DDPIV durante
postconfluencia —aunque en mucho menor grado que los de HT-29 Mé— nos sugiere que una
parte de la expresion de DPPIV no es especifica del programa de diferenciacion celular de
HT-29 Mé.

A continuacion, averiguamos si la induccidon de estos genes pertenece también al programa
de diferenciacién dependiente de calcio extracelular. Comparamos mediante northern blot
los niveles de mRNA de los tres marcadores de diferenciacion a los 2 y 9 dias de la siembra

en condiciones de cultivo CEN o CEB. Tanto en el caso de MUCI1, como de MUCS5AC vy
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DPPIV, los niveles de mRNA para los fres marcadores analizados aumentaron en condiciones
CEN, mientras que en condiciones CEB los bajos niveles de expresion a los 2 dias

permanecieron invariables hasta los 9 dias (figura R14A).

A partir de los resultados anteriores, estudiamos si la induccidon de estos marcadores podia
recuperarse por la restitucién de calcio extracelular sobre cultivos en condiciones CEB, al
igual que ocurria con la diferenciacion morfoldgica vy la salida del ciclo celular. Asi pues, el
andlisis mediante northern blot de los niveles de mRNA de MUC1, MUC5AC y DPPIV mostrd
que los bajos niveles observados en cultivos CEB postconfluyentes aumentaban en paralelo

con los dias de haber restablecido las condiciones CEN (figura R14B).

HT-29 HT-29 M6
1 2 3 5 7 dias 1 2 3 5 7 dias
MUC1
- —
- DPPIV Ll
rRNA 288
MUCSAC
rRNA 288

Figura R13: Comparacién de los niveles de mRNA de los marcadores de diferenciacion MUCT, MUC5AC y DPPIV con
los dias de cultivo, de la linea parental HT-29 indiferenciada vs. la linea HT-29 Mé con capacidad de diferenciacién
in vitro. Ambas lineas celulares fueron cultivadas de forma paralela en condiciones CEN durante 7 dias, durante los
cuales se fueron tomando muestras para analizar por northern blot la expresién del RNA mensajero. El northern blot
fue realizado con 10 ug de RNA total (para detalles ver anexo de materiales y metodologia). Como normalizador se
usé la subunidad 28S del RNA ribosomal.
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Figura R14: Niveles de RNA mensajero de MUCT, MUCS5AC y DPPIV a diferentes dias de cultivo en presencia o no de
contactos mediados por calcio. A) Células HT-29 Mé a los 2 y 9 dias de sembradas en medio CEN o CEB. B) Re-
induccién de los niveles de RNA mensajero de MUC1, MUC5AC y DPPIV en cultivos CEB postconfluyentes a los que
se reanadié 2 mM de cloruro cdicico al medio de cultivo. En todos los casos se partid de 10 ug de RNA fotal. Como

normalizador se usé el rRNA 28S.

Estos experimentos permiten asignar la induccion de la expresidn génica al programa de
diferenciacién dependiente de calcio extracelular, correlacionando la expresion de estos
marcadores con la formacién de contactos de adhesiéon, con el proceso de epitelializacidon

y con la salida del ciclo celular.

La regulacioén de la expresion génica tiene lugar a nivel transcripcional

Con la intencién de estudiar tanto si la induccién de los mRNAs de MUC1, MUC5AC y DPPIV
observada durante la diferenciacién in vitro como si su regulacion por calcio extracelular
tienen lugar a nivel transcripcional, realizamos ensayos de la actividad in vivo de sus
promotores génicos, mediante transfecciones transitorias utilizando la luciferasa como gen
reporter. En estos ensayos, analizamos la actividad de fragmentos génicos 5-UTR de los que
previamente se habia mostrado su implicacién en la expresidn en células diferenciadas

epiteliales (ver detalles en materiales y metodologia).
Por ofro lado, los experimentos de restitucidn de calcio extracelular en cultivos

postconfluyentes CEB muestran que podemos inducir de manera sincrénica los procesos de

epitelializacién, de salida del ciclo celular y de expresion génica dependientes de contactos
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de adhesion. Al ser la capacidad de incorporar DNA durante la transfeccion dependiente
del estado proliferativo de las células y al ser la poblacién en cultivo CEB homogénea en
cuanto a que todas las células carecen de inhibicidon por contacto y estdn progresando a
través del ciclo celular (figura R8B), utlizamos el procedimiento de transfeccién en cultivos
postconfluyentes CEB y el andlisis de actividades de los promotores en los dias posteriores al
restituir o no el calcio extracelular. De esta manera nos aseguramos de que las células fueran
aleatoriamente transfectadas y, por tanto, representativas de la poblacion total en cultivo,
asi como de gue no existieran diferencias en la eficiencia de transfeccidén entre muestras a
fratar como CEN y CEB.

Asi pues, los promotores génicos de MUCT, MUCS5AC y DPPIV, clonados en el vector reporter
pGL3, fueron transfectados en células HT-29 Mé a los 5 dias de cultivo en condiciones CEB
(cultivos confluyentes). Inmediatamente después de la transfeccidon, o bien se restablecié la
concentracién normal de calcio o bien se prosiguid el cultivo bajo condiciones CEB, y
durante los siguientes dias se analizé la cinética de actividad luciferasa en lisados celulares
de estos cultivos como medida de la actividad transcripcional ejercida por los promotores

correspondientes.

Tal como se muestra en la figura R15, durante los dias siguientes al restablecimiento de
contactos adherentes, se produce un incremento progresivo de la actividad de los
promotores en los tres casos analizados. En cambio, la actividad de estos mismos promotores
cuando se contintan las condiciones de cultivo CEB permanece invariable o, a lo sumo,
aumenta ligeramente. La actividad de los promotores en presencia de contactos de
adhesién alcanza su mayor valor a los 9 dias de haber restituido los niveles normales de
calcio y se observan incrementos del orden de 6,5 veces en el caso de MUCI, de 4 veces
para MUCS5AC y de 7,5 veces para DPPIV, comparado con su actividad en condiciones CEB.
Existe pues una correlacién entre la induccién de los niveles de mRNA enddgeno de los
marcadores durante la diferenciacion, asi como su supresién en condiciones CEB, y la

actividad de sus promotores génicos.

Para comprobar que el incremento de actividad luciferasa después de restituir los niveles de
calcio extracelular no es debido a una acumulacién de RNA o de proteina luciferasa
durante los dias de cultivo, sino que en realidad estd reflejando una actividad incrementada
de los promotores, realizamos tratamientos con el inhibidor de sintesis proteica cicloheximida
y también con el antibidtico actinomicina D, que actlUa intercaldndose en el DNA,
suprimiendo la transcripcién génica. En ambos casos, los tratamientos se realizaron 48 horas
antes de recoger las muestras con las que se medirian las actividades luciferasa (figura
R16).
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Figura R15: Cinética de actividad de los promotores de MUC1, MUC5AC y DPPIV con los dias de transfeccién. A la
izquierda, esquema de cémo se realizd el experimento. En negro, células a las que se les reanadié 2 mM de cloruro
cdlcico inmediatamente después de la transfeccion. En rayado, células mantenidas en condiciones CEB. El valor de
luciferasa (LUC) representa valores relativos de la actividad de cada promotor génico referido a los 3 dias de

transfeccién en condiciones CEN.
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Figura R16: Efecto del fratamiento con cicloheximida (CHX) y actinomicina D (ActD) sobre la actividad de los
promotores de MUC1, MUC5AC y DPPIV. Tras 7 dias de transfeccién, las células fueron tratadas durante 48 horas con
10 ng/ul de cicloheximida o Tug/ml de actinomicina D, tal y como se indica en el esquema de la izquierda. En
negro, células a las que se les reanadié 2 mM de cloruro cdlicico inmediatamente después de la transfeccién. En
rayado, células mantenidas en condiciones CEB. El valor de luciferasa (LUC) representa valores relativos de la

actividad de cada promotor génico referido a los 7 dias de transfeccién en condiciones CEN.
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Como se muestra en la figura R16, tanto el fratamiento con cicloheximida como con
actinomicina D provocan una bajada significativa de los valores de actividad luciferasa,
parecidos o menores a los obtenidos en cultivos CEB, indicando que el incremento relativo
de luciferasa es debido a proteina sintetizada durante las 48 horas previas a la recogida de

la muestra.

La no induccién de la actividad tfranscripcional de los promotores en condiciones CEB
sugiere que en ausencia de contactos de adhesidn estos promotores estdn reprimidos o que
falta una actividad celular que los active. Para valorar estas posibilidades, realizamos
experimentos tratando con tricostatina A (TSA) los cultivos de 9 dias que estaban en
condiciones CEB 12 horas antes de tomar las muestras. El TSA es un inhibidor de deacetilasas

de histonas, enzimas cuya actividad estd asociada al siienciamiento de promotores génicos.

El fratamiento con TSA durante las 12 horas previas a la recogida de muestras, dié lugar a un
incremento en las actividades de los promotores de MUCS5AC y de DPPIV hasta valores
parecidos a los que se observaban después de 9 dias de la induccidn por restitucion del
calcio extracelular; en el caso del promotor de MUCT, este incremento constituyd el 70% de
la actividad inducida por calcio (figura R17). Por tanto, la baja actividad de los promotores
génicos en ausencia de contactos de adhesion es atribuible — en el caso de MUCT, al menos

casi totalmente— a un mecanismo de represion mediado por deacetilasas de histonas.

En conjunto, estos resultados demuestran que existe un programa de expresion génica
durante la diferenciacion in vitro de HT-29 Mé, que es dependiente de calcio extracelular y
que es inducido a nivel tfranscripcional a partir de los promotores génicos estudiados. En
condiciones de calcio extracelular limitantes para la formacién de contactos de adhesién,
este programa permanece inactivo mediante un mecanismo de represidon sensible al

inhibidor de deacetilasas de histonas TSA.

1.3.1 UNA PARTE DEL PROCESO DE DIFERENCIACION NO SE ENCUENTRA AFECTADA POR LA
DEPLECION DEL CALCIO EXTRACELULAR

Para estudiar si el programa de expresidn génica inducido por calcio extracelular se
traducia en un incremento de los niveles totales de proteina MUC1, MUC5AC y DPPIV
durante la diferenciaciéon in vitro, realizamos un estudio del patrén de expresion de estos
marcadores de diferenciacion mediante ensayos de western blot y por inmunofluorescencia
y posterior andlisis al microscopio. No nos fue posible analizar los niveles de proteina DPPIV
por western blot (aunque si por inmunofluorescencia) por no contar con anticuerpos

especificos Utiles para esta técnica.
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Figura R17: Efecto del tratamiento de las células con TSA sobre la actividad de los promotores de MUCT, MUC5AC y
DPPIV en condiciones CEB. A los 7 dias de transfectadas las células, estas fueron tratadas con 5 uM de TSA durante
12 horas, como se representa en el esquema de la figura. En negro, células a las que se les reafadié 2 mM de
cloruro cdlcico inmediatamente después de la fransfeccidn. El valor de luciferasa (LUC) representa valores relativos

de la actividad de cada promotor génico referido a los 7 dias de transfeccién en condiciones CEN.
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RESULTADOS

La deplecion de calcio extracelular inhibe la induccion, pero no inhibe totalmente la

expresion, de las mucinas caracteristicas del fenotipo diferenciado

Efectivamente, la induccidén génica de MUCIT y MUC5AC se correspondid con un
incremento de los niveles totales de ambas mucinas en condiciones de cultivo CEN. En
cambio, cultivos mantenidos bajo condiciones CEB no mostraron tal incremento en el caso
de MUCI, y solamente un ligero incremento en el caso de MUC5AC a dias muy tardios
(figura R18).

Por otro lado, la limitacion del calcio extracelular, y particularmente la supresion de la
epitelializacién, no resulté en una inhibicién total de la expresidon de estas mucinas, sino que
bajos niveles de proteina observados en los primeros dias de cultivo se mantuvieron durante
el crecimiento en postconfluencia. En el caso de MUCT, destaca la presencia a dias tardios
de cultivo de formas de menor movilidad elctroforética en condiciones de cultivo CEN, que
podrian corresponderse con formas mds glicosiladas de la proteina. Estas formas no se
detectan en ausencia de contactos, sugiriendo que el programa de diferenciacion celular

también afecta el procesamiento post-traduccional de MUCT.

CEN CEB
2 9 15 21 30 9 15 21 30

R

e e

MUC1
RN

'y “ b U -
,' _ . MUC5AC

Figura R18: Niveles totales de proteina MUC1 y MUC5AC de cultivos HT-29 Mé postconfluyentes mantenidos en
condiciones CEB o CEN: 50 pg de lisados proteicos totales fueron separados por SDS-PAGE (3% de acrilamida/bis,
transferidos a un filtro de nitrocelulosa e incubada la membrana con anticuerpos especificos contra MUCT o
MUCSAC.
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En su conjunto, estos resultados sugieren que, a pesar de la supresidn de su induccidn
transcripcional, una parte de la expresidon génica de tales marcadores es independiente del
calcio extracelular y/o de los contactos de adhesidn dependientes de esta molécula, bien
sea por una actividad transcripcional basal en sus genes y/o por mecanismos de regulaciéon

postranscripcionales compensadores.

La produccion de vesiculas de moco es independiente de la epitelializacién

Aungue no se profundizdé en el apartado correspondiente, es de destacar la presencia de
vesiculas de moco en el citoplasma de células mantenidas bajo condiciones CEB, las cuales
incrementan su densidad por célula durante el crecimiento en postconfluencia (ver figuras
R4B, D). Por tanto, la produccién de vesiculas citoplasmdticas de moco vy, presumiblemente,
la sintesis de las mucinas que lo componen es independiente de la epitelializacién. Puesto
que MUCS5AC es el componente mayoritario del moco secretado por las HT-29 Mé, estos
resultados podrian justificar el ligero incremento que vemos en los niveles de esta proteina a
dias postconfluyentes en condiciones CEB (figura R18). Sin embargo, la gran cantidad de
vesiculas de moco que se acumulan a dias tardios de la diferenciacién sugiere que otras
mucinas diferentes pudieran estar sobreexpresdndose en estas condiciones y fueran, al

menos en parte, responsables de la formacion de estas vesiculas.

En relacion también al andlisis ultraestructural mencionado, nos llamé la atencidén que en
condiciones de cultivo CEB no se observaban figuras de exocitosis de las vesiculas de moco,
las cuales son tipicas de las células HT-29 Mé con fenotipo mucosecretor (comparar figuras
R2B, D con R4B, D). Este hecho, junto con la gradual acumulacién de estas vesiculas en el
citoplasma, sugiere que la maqguinaria de secrecién se encuentra parcial o totalmente

impedida en ausencia de epitelializacidon (ver mds adelante).

La falta de epitelializacién altera la correcta localizacion de las proteinas marcadoras de

diferenciacioén

Defectos en el trdfico intracelular de vesiculas, incluyendo la exocitosis, podrian estar
afectando el transporte de proteinas hacia la membrana. Debido a que las mucinas siguen
sintetizindose y a que los dominios membranales desaparecen en condiciones CEB,
decidimos estudiar la localizacion subcelular de MUC1, MUC5AC y DPPIV mediante
deteccidén por inmunofluorescencia y andlisis por microscopia confocal en células HT-29 Mé

cultivadas sobre cubreobjetos bajo condiciones CEN o CEB (figuras R19, R20, R21).
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Figura R19: Localizacién subcelular de MUCT en cultivos CEN y CEB, analizada por microscopia confocal. A: cortes
horizontales seriados a lo largo de todo el eje basal-apical, donde se distingue la localizacién apical de MUC1 en
cultivos CEN, a diferencia de los cultivos CEB, donde observamos marcaje en todos los planos del eje. B: Cortes
verticales en ambas condiciones, que muestran también las diferencias en la localizacién de este marcador. En

verde, tincién especifica contra MUCT. En rojo contfrastados los ndcleos con yoduro de propidio. Objetivo 63X.
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Figura R20: Localizacion subcelular de MUCSAC en cultivos CEN y CEB, analizada por microscopia confocal. A:
cortes horizontales seriados a lo largo de todo el eje basal-apical, donde se distingue la localizacién de MUC5AC en
las vesiculas del citoplasma apical en cultivos CEN, a diferencia de los cultivos CEB, donde observamos marcaje en
todos los planos del eje. B: Cortes verticales en ambas condiciones, que muestran también las diferencias en la
localizacién de este marcador. En verde, tincién especifica contra MUC5AC. En rojo confrastados los nicleos con

yoduro de propidio. Objetivo 63X.

7



RESULTADOS

APICAL

Figura R21: Localizacién subcelular de DPPIV en cultivos CEN y CEB, analizada por microscopia confocal. A: cortes
horizontales seriados a lo largo de todo el eje basal-apical, donde se distingue la localizacién apical de DPPIV en
cultivos CEN, a diferencia de los cultivos CEB, donde observamos marcaje en todos los planos del eje. B: Corfes
verticales en ambas condiciones, que muestran también las diferencias en la localizacién de este marcador. En

verde, tincién especifica contra DPPIV. En rojo contrastados los ndcleos con yoduro de propidio. Objetivo 63X.
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A los 9 dias de cultivo en condiciones CEN, los tres marcadores presentan el patron de
localizacion esperado: MUC1T y DPPIV son proteinas especificas de membrana apical y
MUCS5AC se encuentra acumulado en las vesiculas del citoplasma apical. En cambio, este
patrén estd completamente alterado en ausencia de contactos de adhesion. Primero, no
todas las células presentan marcaje con los antficuerpos anti-MUC1 y anti-MUC5AC
sugiriendo que la expresion basal observada por western blot tiene lugar sélo en algunas
células; por el contrario, la inmunoreactividad contra DPPIV se encuentra en todas las
células. Segundo, la localizacion subcelular de estas proteinas estd alterada, de tal manera
que MUCIT se observa difusa por el citoplasma, DPPIV se acumula en un compartimento
subcelular que no hemos definido (figura R21, ver discusién) y MUC5AC se localiza en un
punteado grueso (probablemente las vesiculas de moco) repartido por todo el citoplasma
celular. Estos resultados sugieren que la ausencia de epitelializacion impide el trafico normal
de proteinas de membrana y proteinas secretadas, las cuales serian dirigidas a la membrana

apical en condiciones normales.

1.4- EN LA CAPACIDAD DE MIGRACION CELULAR COMO PARAMETRO DE DESDIFERENCIACION
HACIA UN FENOTIPO MAS INVASIVO

Los resultados obtenidos hasta el momento nos mostraban que la deplecién del calcio
extracelular silenciaba la activacién del programa de diferenciaciéon in vitro de las HT-29 Mé
durante el crecimiento hacia confluencia. Quisimos estudiar si la falta de diferenciacién que
presentan estas células en condiciones de cultivo CEB se correspondia con un incremento
de la capacidad invasiva de las células, tomando como pardmetro la migracion celular, de
forma similar a lo que ocurre en un porcentaje alto de tumores y lineas celulares epiteliales

durante la tfransicion epitelio-mesénguima (ver Intfroduccidn).

RESULTADOS

La ausencia de contactos de adhesion mediados por calcio no afecta la arquitectura del

citoesqueleto de actina en las HT-29 M6

En primer lugar, analizamos los efectos de inhibir la epitelializacion por deplecion de calcio
extracelular sobre la arquitectura del citoesqueleto de actina en las HT-29 Mé. Para ello,
detectamos el citoesqueleto de actina mediante faloidina conjugada a un fluorocromo
sobre cultivos CEB de HT-29 Mé, a los cuales se les anadid 2 mM de cloruro cdlcico para

restituir los contactos de adhesion, tomdndose muestras a diferentes horas. Como se puede
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apreciar en la figura R22, en ausencia de contactos de adhesidon se mantiene la distribucién
sub-membranal de la actina caracteristica de estas células epiteliales, y no se observa la
formacién de fibras de estrés caracteristica de células mesenquimales o células epiteliales

gue han sufrido una transicidn epitelio-mesénquima.

Este resultado nos estd sugiriendo que el programa de diferenciacidon dependiente de
calcio, y en particular los contactos de adhesidon por si mismos, son prescindibles para el
mantenimiento de la organizacién del citoesqueleto de actina presente en las células

epiteliales.

Figura R22: Localizacion cortical de la actina en células HT-29 Mé, analizada mediante microscopia confocal. A, B:
En condiciones CEB (cortes horizontales y verticales respectivamente). C, D: A las 24 horas de reanadido 2 mM de
cloruro cdicico al medio de culltivo (cortes horizontales y verticales respectivamente). E, F: A los 5 dias de de
reanadido 2 mM de cloruro cdicico al medio de culltivo (células confluentes) (cortes horizontales y verticales
respectivamente). La deteccion de la actina se realizd mediante faloidina conjugada a un fluorocromo. En azul, los

nucleos estdn cotrastados con TOPRO. Objetivo 63x.
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La inhibicién de la diferenciacion in vitro, debido a la deplecion del calcio extracelular, no

conduce a un fenotipo mas invasivo, medido como cambios en la movilidad celular

Trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio por el grupo de Garcia de Herreros
mostraban que la incubacién con 100 nM de PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) en células
HT-29 Mé inducia scattering celular, pérdida de contactos de adhesién y disociacién de la E-
cadherina con el citoesqueleto de actina (Fabré M, et al., 1993; Llosas MD, et al., 1996). El
ester de forbol PMA se utiliza frecuentemente para activar la proteina quinasa C (PKC), que
comprende una familia de isoenzimas implicadas en la transduccién de senales implicadas
en procesos como secrecién, control del ciclo celular, diferenciacién, proliferacion,

tumorogénesis, metdstasis y apoptosis (revisado de Hofmann, 2004).

Puesto que una de las consecuencias del cultivo de las células HT-29 Mé en condiciones
limitantes de calcio extracelular es la pérdida de los contactos celulares asi como una
deslocalizacién de la E-cadherina en el citoplasma celular, nuestra intencién era determinar
si en estas condiciones de cultivo las células quedaban liberadas del efecto supresor de la
movilidad celular mediado por E-cadherina (ver Intfroduccidn). Para ello, realizamos heridas
artificiales en monocapas de células HT-29 Mé confluyentes cultivadas en condiciones CEB, a
las cuales se les reanadié o no 2 mM de CaClz inmediatamente después de realizadas las
heridas. Una vez hechas, se fomaron muestras a las 24, 48 y 72 horas siguientes para evaluar
la capacidad de las células en estas condiciones para migrar, medida como la reduccidén
de la distancia entre los limites de las heridas respecto al dia inicial. En paralelo, las células
fueron tratadas con 100 nM de PMA.

Los cultivos HT-29 Mé CEN no migran prdcticamente en respuesta a la realizacion de heridas
artificiales, tal y como se muestra en la figura R23A, C, y en presencia de PMA se induce un
fenotipo de scattering caracterizado por la emision de filopodios, cerrdndose prdcticamente
las heridas a las 72 horas (figura R23A, D). Curiosamente, en condiciones de no adherencia
Intercelular, las células no fueron capaces de migrar con los dias de realizadas las heridas, y
al tfratar las células con PMA, estas se aplanan, emitiendo “seudo-filopodios”, pero no son
capaces de migrar (figura R23D). Esta reorganizacion morfoldgica que sufren las células en
presencia de PMA |justificaria la ligera reduccién de la distancia entre los limites de las
heridas observada a las 24 horas de realizadas las heridas (figura R23B, C). En ningUn caso
fuimos capaces de observar cambios apreciables en el citoesqueleto de actina (datos no

mostrados).
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Figura R23: Capacidad de migracién celular en respuesta a heridas en células HT-29 Mé cultivadas en condiciones
CEN y CEB. Heridas artificiales de aproximadamente 6 mm de didmetro fueron realizadas con un peine esteril; el
seguimiento se realizé6 mediante microscopia de contraste de fases durante las 72 horas posteriores. A) Los cultivos
fueron mantenidos en condiciones CEB posterior a la realizaciéon de las heridas y una de las placas fue tratada en
paralelo con 100 nM de PMA. B) Inmediatamente después de hechas las heridas, se afadié 2 mM de cloruro
cdlcico al medio de cultivo para inducir la formacién de contactos celulares mediados por calcio. En paralelo, una
de las placas fue tratada con 100 nM de PMA. C) Representacién grdfica del experimento. La capacidad de
migracion celular fue medida como la distancia entre los limites de las heridas respecto al dia inicial. D) Detalles

ampliados del fenotipo de las células en cada condicién experimental.
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Para asegurarnos de que al realizar las heridas no estdbamos danando la superficie del
pldstico tratado para los cultivos celulares, de tal manera que esto pudiese estar interfiriendo
en la adhesién y migracién celular, a las heridas realizadas en las monocapas de cultivos
CEB confluyentes se les anadié 2 x105 células/cm?2 en suspension. A las 24 y 48 horas
posteriores, las nuevas células sembradas habian sido capaces de adherirse completamente

al pléstico, descartando, pues, un impedimento en la adhesién al sustrato (figura R24).

0 24 48 < horas

\

Figura R24: Evaluaciéon de la afectacién de la adhesidon al sustrato en respuesta a heridas en cultivos CEB
confluyentes. A la izquierda, representacién esquematizada de coémo se realizd el experimento. A la derecha, fotos
realizadas con el microscopio de contraste de fases a diferentes tiempos posterior a la realizacién de las heridas. El

tiempo 0 muestra el aspecto de las células antes de la resiembra celular.

Los datos obtenidos nos indican que la simple pérdida de contactos de adhesidon no es
suficiente para inducir migracién celular en las HT-29 Mé. Este resultado puede interpretarse
de dos maneras: por una parte, que presumiblemente existen vias supresoras de la movilidad
celular que serian independientes del programa de diferenciacién in vitro inducido por
calcio extracelular, 6, por ofra parte, que se requiere de un gradiente intracelular de calcio
minimo (suprimido en condiciones CEB) que es necesario para el proceso de migracion

celular.
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2.- ESTUDIAR S| EL PROCESO DE DIFERENCIACION IN VITRO ES REVERSIBLE Y SU RELACION CON
EL ESTADO DE DIFERENCIACION

A diferencia de lo que ocurre en el tejido adulto normal, donde el proceso de diferenciacién
culmina con la muerte celular, las células HT-29 Mé pueden mantenerse vivas durante meses
en cullivos postconfluyentes diferenciados, lo que nos sugiere que el programa de
diferenciacién in vitro que estd teniendo lugar en estas células es incompleto. Una de las
posibles causas pudiera ser una salida anormal del ciclo celular, que éste fuera suficiente
para sostener la diferenciacién in vitro, pero que no condujera al estado de quiescencia
ireversible o de apoptosis caracteristico de células intestinales diferenciadas terminalmente.
Por otro lado, sabemos que células inhibidas por contacto pueden resembrarse a baja
densidad, induciendose una re-entrada en el ciclo celular. Por tanto, en este bloque de
experimentos estudiaremos si el proceso de diferenciacién in vitro es reversible,
considerando como pardmetros la salida del ciclo celular y la expresidn génica de

marcadores de diferenciacion.

RESULTADOS

2.1. Al resembrar a baja densidad cultivos postconfluyentes de HT-29 M6, hay una re-
entrada en el ciclo celular asociada al silenciamiento transcripcional del programa de

expresién génica.

Se tomaron muestras de cultivos postconfluyentes diferenciados resembrados a baja
densidad, para analizar tanto por citometria de flujo, northern blot y western blot, diferentes

marcadores indicativos tanto de proliferacién como de diferenciacion celular.

Como se observa en la figura R25B, el andlisis por citometria de flujo del patrén de contenido
de DNA de cultivos postconfluyentes resembrados a baja densidad muestra que en las
primeras 12 horas el porcentaje de células en fase S era muy bajo (< 10%) y entre las 12y 18
horas se observd un notable incremento hasta un pico a las 24 horas. Estos datos son
indicativos de que las células vuelven a entrar y progresar en el ciclo celular, de manera
sincrénica, cuando cultivos diferenciados son resembrados a baja densidad. Esta
capacidad de re-entrar nuevamente en el ciclo celular, vino aparejada de una inhibicién
de los niveles de mRNA de MUCT, como marcador de diferenciacion y de una induccién de

los niveles de ciclina D1, como marcador de progresion a través de la fase G1 (figura R25C).
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Figura R25: Re-entrada en el ciclo celular con las horas de reiniciadas las células. A: esquema de cdmo se realizd
este bloque de experimentos. Las células fueron cultivadas durante 9 dias, tripsinizadas y resembradas en placas
nuevas a una densidad de 5x104 células/cm?2. B: Porcentaje de células en fase S en las horas siguientes a la
resiembra, analizando el contenido de DNA por citometria de flujo. C: niveles de mRNA, analizados por northern
blot, de MUCT1 vy ciclina D1 con las horas de reiniciadas las células, utilizados como marcadores de diferenciacion y
proliferacién celular respectivamente. D: Niveles totales de proteina de pRB, p130 y p27¢P1 a diferentes tiempos de

reiniciacion.
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Esta re-entrada en el ciclo celular implica, ademds, una disminucién significativa de los
niveles de p27KP1, consistente con el rol que juega este inhibidor de CDKs en la
diferenciacién asociada a salida del ciclo celular (St. Croix B, et al, 1998; Sgambato A, et al,
2000), asi como la hiperfosforilacion en G1 de proteinas pockets pRB y p130 (figura R25D)
como sustratos de CDK-ciclinas (Vidal A, 2000). Por tanto, la resiembra a baja densidad de
cultivos diferenciados induce una re-entrada en el ciclo celular desde el estado quiescente
GO.

Para determinar si el programa de activacién transcripcional de los marcadores de
diferenciacion estaba siendo afectado por la re-entrada en el ciclo celular, analizamos la
actividad de los promotores mencionados en el apartado 1.3, después de la resiembra a
baja densidad de cultivos diferenciados. Para ello, se fransfectaron cultivos CEB HT-29 Mé
postconfluyentes con los promotores de MUCT, MUCSAC y DPPIV siguiendo el protocolo de
transfeccién descrito en materiales y metodologia. A los 9 dias de transfectadas las células
(cultivos CEN), se tripsinizaron de forma controlada para la obtencidn de suspensiones
unicelulares y se resembraron en placas nuevas a baja densidad, recogiéndose muestras a

las 12 y 24 horas posteriores, como se indica en el esquema R26.

La disminucidon de los niveles de mRNA de MUCI1 se correspondid con una notable
disminucién de la actividad de su promotor a las 12 horas de reiniciadas las células, tal y
como se muestra en la figura R26. Un comportamiento similar presentd el promotor de DPPIV.
En cambio, al analizar el promotor de MUCSAC vimos que los valores de actividad luciferasa
se mantenian invariables al reiniciar las células, incluso a tiempos mds tardios (superiores a
48h, datos no mostrados). Teniendo en cuenta que la actividad de este promotor se induce
con los dias de cultivo CEN (ver figura R14), el hecho de que no exista un efecto inhibidor
sobre su actividad en respuesta a re-entrada en ciclo celular nos sugiere que MUC5AC estd

siendo regulado de manera diferente a MUC1 y DPPIV durante la reiniciacién del ciclo.

En el apartado 1.3 mostramos que la baja actividad de estos promotores génicos en
condiciones CEB, era reversible por tratamiento con el inhibidor de deacetilasas de histonas
TSA. Para comprobar si el mismo mecanismo de silenciamento transcripcional estd teniendo
lugar durante la resiembra a baja densidad celular, realizamos los experimentos de re-
siembra en presencia de TSA. Como se muestra en la figura R26, la presencia de TSA no
indujo una desrepresiéon de la actividad de los promotores génicos de MUCT ni DPPIV, ni
tampoco tuvo ningun efecto inductor sobre la actividad invariable del promotor de
MUCS5AC.
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Figura R26: Actividad de los promotores de diferenciacién MUC1, MUC5AC y DPPIV al reiniciar las células y efecto
del TSA . A la izquierda y arriba, representaciéon esquematizada de cémo se realizé el experimento. En los grdficos,
en negro, células mantenidas en condiciones CEN; en rayado, células mantenidas en condiciones CEB. El valor de
luciferasa (LUC) representa valores relativos de la actividad de cada promotor génico referido a los 9 dias de

transfectadas las células en condiciones CEN.
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Para controlar la accidén del TSA durante el protocolo de reiniciacion, transfectamos en
paralelo con el promotor de p21€F!, cuya actividad se encuentra fuertemente reprimida en
estas células, y que es desreprimible por TSA (ver apartado 2.2). Al resembrar, pues, el
promotor de p21 en presencia de TSA observamos una significativa desrepresién de su
actividad franscripcional. Por tanto, estos resultados sugieren que los mecanismos de
silenciamiento franscripcional sobre el programa de diferenciacién que operan en

condiciones CEB o por resiembra a baja densidad son diferentes.

En conjunto, estos resultados nos permiten concluir que el proceso de diferenciacién in vitro
de las HT-29 Mé es un proceso reversible caracterizado por una capacidad celular de re-
entrar y progresar nuevamente en el ciclo celular, aparejado a una induccién de la
expresion de genes implicados en la proliferacién celular y de un silenciamiento de algunos

marcadores de diferenciacion.

2.2. p21C¢PL NO ES INDUCIDO DURANTE LA DIFERENCIACION IN VITRO DE HT-29 M6

Es conocido que p21C¢P! se encuentra expresado especificamente en el compartimento
terminalmente diferenciado del epitelio intestinal (EL Deiry WS, et al., 1995; van de Wetering
M, et al., 2002). Resultados obtenidos mediante transfecciones transitorias nos mostraron que
la actividad del promotor de p21¢P! era muy baja durante el cultivo hacia confluencia,
aunqgue en ocasiones se inducia ligeramente a los 9 dias de transfectadas las células (figura
R27A). En cambio, este promotor era sobre-inducido varias veces al ser tratadas las células
con butirato sédico o con TSA, sugiriendo que este promotor se encuentra reprimido en HT-29

Mé mediante un mecanismo dependiente de deacetilasas de histona (figura R27A).

Al analizar por western blot los niveles totales de proteina, vimos que la represion
transcripcional observada se fraducia en la falta de induccién de la proteina de p21¢P
durante el crecimiento de las células a post-confluencia, observéndose una expresidon basal
poco relevante, si se compara con la induccidn en respuesta a butirato sdédico, compuesto
qgue también actia desreprimiendo genes silenciados por actividades deacetilasas de
histonas (figura R27B).

Estos datos, unidos a los resulfados obtenidos al resembrar a baja densidad cultivos
confluyentes de HT-29 Mé nos sugerian que la falta de induccién de p21¢P! durante la
diferenciacién in vitro podria ser uno de los defectos en la salida del ciclo celular que no

permiten la transicion a un estado de diferenciacion terminal.

88



RESULTADOS

La restitucién de APC salvaje en HT-29 M6 induce la desrepresion del promotor de p21¢Pt

Por otra parte, APC desempena un papel esencial en el control de la diferenciacion celular
del epitelio intestinal y se conoce que estd mutado en la mayoria de tumores colorrectales
esporddicos, asi como en las HT-29 Mé (Polankis P, et al., 1999). Su sobrexpresién en varios
modelos celulares, incluyendo las lineas celulares de cdncer colorrectal, inhibe la
proliferacién celular, por lo que la carencia funcional de APC podria explicar, al menos en
parte, la falta de diferenciacién terminal en HT-29 Mé (Heinen CD, et al., 2002). Nos parecid
interesante, pues, valorar los posibles efectos de la restitucion funcional de APC sobre el ciclo
celular en estas células y, especificamente, si tenia algun efecto sobre la actividad del

promotor de p21CiP1,

En primer lugar, tfransfectamos APC, en paralelo al vector de expresidon vacio, en cultivos HT-
29 Mé preconfluyentes y los sometimos a tratamiento con G418 durante varios dias para
seleccionar las células que habian incorporado el vector de expresidn conteniendo el gen
de resistencia a neomicina. El resultado fue una inhibicién significativa de la clonogenicidad
después de la transfeccidn en los cultivos fransfectados con APC respecto a los
transfectados con el vector vacio (figura R28). En paralelo, se realizé el mismo experimento
en cultivos de células HCT116, las cuales conservan APC salvaje, no observéndose efectos a
causa de la transfecciéon indicando que la sobre-expresion de APC no provoca toxicidad
Este resultado confima que la restitucion funcional de APC en HT-29 Mé (cuyo APC

enddgeno estd mutado) produce una inhibicidon del crecimiento celular.

Para evaluar la posibilidad que la falta de APC fuera responsable de la no induccion de
P21CP1, realizamos experimentos de cotransfecciéon utilizando la construccion luciferasa-
reporter conteniendo el promotor de p21¢P! sobre cultivos HT-29 Mé vy el vector de expresion
de APC salvaje.

De manera interesante, la cotransfeccidn con un vector de expresion conteniendo APC
salvaje condujo también a una desrepresion del promotor de p21 hasta valores
comparables a los conseguidos por tratamientos con TSA o butirato sédico, a los 9 dias de

transfectadas las células (figura R27A).

Estos resultados constituyen una evidencia que relaciona los mecanismos de control del
ciclo celular en HT-29 Mé (expresidon de p21CP1) con las alteraciones oncogénicas mds
frecuentes en cdncer colorrectal (mutacién de APC) y por tanto, constituyen un modelo

muy interesante para estudiar las vias de regulacién implicadas en este proceso.
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Figura R27: Expresién de p21¢P! durante la diferenciacion in vitro. A) Desrepresién del promotor de p21¢Pt al restituir
APC wt. Células HT-29 Mé fueron cotransfectadas con el promotor de p21¢Py con el vector conteniendo el cDNA
de APC wt o el vector CMV vacio (control). Las muestras cotransfectadas con el vector CMV fueron incubadas con
5uM de TSA 24 horas previo a la recogida de muestras. El valor de luciferasa (LUC) representa valores relativos de la
actividad del promotor referido al control cofransfectado con CMV (no tratado con TSA). B) 10 ug de exiracto
proteico fueron analizados por western blot con anticuerpos contra p21¢P1, en muestras procedentes de diferentes
dias de cultivo CEN.
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Figura R28: Ensayo de formacién de colonias. Cultivos preconfluyentes HT-29 Mé (A, B) y HCT-116 (C, D) fueron
fransfectados con APC o con el vector de expresién vacio y sometidos a tratamiento con neomicina (G418)

durante 15-30 dias y posteriormente fueron fijadas con PBS+PFA 0,5% y tefidas con Comassie Blue.
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3.- ESTUDIAR LA POSIBLE IMPLICACION DE MOLECULAS CONTROLADORAS DEL CICLO CELULAR
EN LA REGULACION DE MARCADORES DE DIFERENCIACION DURANTE LA DIFERENCIACION IN
VITRO DE LAS HT-29 M6.

Tanto la salida del ciclo celular como la induccidn de la expresion de marcadores de
diferenciacién estdn regulados por el programa dependiente de calcio extracelular. Sin
embargo, no sabemos si ambos procesos ocurren de manera paralela o si, por el contrario,
la salida del ciclo desempena un papel inductor de la expresidn génica (ver esquema
R29A). Esta pregunta tiene su razdn en la implicaciéon que ciertas moléculas de control del
ciclo celular tienen sobre el proceso de diferenciacion celular en otros modelos (Hauser PJ,
et al., 1997; Skapek SX, et al., 1995; 1996).

Por tanto, el siguiente bloque de experimentos que nos planteamos consistieron en
manipular moléculas de control del ciclo celular durante la diferenciacion in vitro vy
determinar si existia un efecto sobre la expresidon génica de los marcadores estudiados, para
lo cual utilizamos como estrategia la sobreexpresién, de manera ectdpica, de ciclina D1 y
p27KP1

RESULTADOS

Patrones de expresidon de ciclina D1 y p27XP1 durante la diferenciacion in vitro

Ambas proteinas tienen un comportamiento diferencial durante el proceso de
diferenciacién in vitro en nuestro modelo celular. Por una parte, se sabe que ciclina D1 estd
involucrada en la transiciéon G1/S (Resnitzky D, et al, 1994; Resnitzky D y Reed SI, 1995). Hemos
comprobado que las HT-29 Mé presentan unos niveles de esta proteina muy bajos durante la
diferenciacién y que sélo es inducida durante la re-entrada en el ciclo celular de manera
paralela al silenciamiento transcripcional de promotores génicos, siendo la falta de

expresion independiente de contactos de adhesion (figura R29B).

En el caso del inhibidor de CDKs p27KP1, se describi® como un factor inducido por la
formacion de contactos homotipicos de E-cadherina (St. Croix B, et al., 1998) y nosotros
hemos comprobado que presenta un patrén de expresidn parecido al de los marcadores de
diferenciacién en HT-29 Mé, siendo su induccidn uno de los posibles mecanismos de salida

del ciclo celular durante la diferenciacién in vitro (figura R29C).
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Figura R29: A: Posible coordinacién de ambos procesos (salida del ciclo celular y expresion génica) durante la
diferenciacién in vitro de las células HT-29 Mé. B: Niveles de expresidén de la proteina ciclina D1 durante el
crecimiento de las HT-29 Mé: western blot de extractos totales de proteina provenientes de cultivos CEN y CEB a los 2
y 9 dias de siembra, asi como al inducir re-entrada en el ciclo por resiembra de cultivos diferenciados de 9 dias (Oh)
hasta la entrada en fase S (18h). C: Niveles de la proteina p27xP1 durante el crecimiento hacia confluencia en

condiciones CEN.

Asi pues, realizamos cotransfecciones transitorias de los vectores de expresién conteniendo
los cDNAs humanos de ciclina D1 (ver materiales y métodos) y p27KP1, con los promotores
reporters de MUC1, MUCS5AC y DPPIV, siguiendo el mismo protocolo de transfeccién utilizado
hasta ahora (descrito en apartado 1.3). De forma paralela, también generamos el cDNA de
pP27KP1, al cual llamamos p27-3M, que codifica para una proteina mutada en el residuo
treonina-198, el cual corresponde a un sitio de fosforilacidon descrito recientemente como
critico para la localizacion citoplasmdtica de este inhibidor, por lo cual la proteina generada
estd constitutivamente en el ndcleo (Fujita N, et al., 2002). Puesto que uno de los mecanismos
de control de la actividad de p27KP! es precisamente la localizacion subcelular de esta
proteina, pensamos que el mutante generado nos podria aportar informacién interesante
respecto al posible papel de esta molécula en la regulacién de la expresidn génica en

nuestro modelo celular.
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La sobre-expresion de ciclina D1 y p27XiP1 modifica la actividad de los promotores de MUC1,
MUCS5AC y DPPIV

Los resultados de las transfecciones se muestran en la figura R30 y R31 respectivamente y
estdn referidas a los 9 dias posteriores a la transfeccidén en muestras suplementadas o no con

2 mM de cloruro cdlcico.

Al sobre-expresar ciclina D1 en cultivos CEN observamos una disminucidon muy significativa
de la actividad de los promotores de MUC1, MUCS5AC y DPPIV, hasta valores similares a los
obtenidos en cultivos CEB cofransfectados con vector control (figura R30). Este efecto
inhibidor también tuvo lugar en condiciones CEB, pero las diferencias son menos aparentes
debido a la baja actividad que presentan los promotores en estas condiciones de cultivo.
Puesto que anteriormente habiamos visto que la baja actividad de los promotores génicos
en ausencia de contactos de adhesidn era atribuible, al menos en parte, a mecanismos de
represion mediados por deacetilasas de histonas (ver apartado 1.3), quisimos ver si esta
reduccién de la actividad de los promotores de diferenciacién mediada por ciclina D1
podia ser suprimida por tratamiento con TSA. Observamos que la TSA es incapaz de revertir el
efecto de ciclina D1 sobre los promotores en condiciones CEN, pero si que es capaz de

hacerlo en condiciones CEB al cotransfectar con el vector control (figura R30).

Estos resultados nos estdn sugiriendo que el mecanismo por el cual ciclina D1 estd
modulando la expresion génica durante la diferenciacion in vitro es independiente de
deacetilasas de histonas y del programa de diferenciacion inducido por calcio; en todo
caso, se trata de un mecanismo distinguible de la represion sensible a TSA en condiciones
CEB. Esta conclusibén es compatible con el hecho de que ciclina D1 sélo se induce por
resiembra a baja densidad, condicién en la que el silenciamiento génico es insensible a TSA
(ver figura R26). Finalmente, la existencia de dos mecanismos de represion franscripcional en
dependencia de las condiciones de re-entrada en ciclo (resiembra y expresién de ciclina
D1, cultivo CEB y p27KF! presumiblemente inactivo) sugiere que el mero hecho de inducir
una re-enfrada en ciclo celular por parte de ciclina D1 (no lo hemos analizado en este

frabajo) no es suficiente por si mismo para explicar su efecto sobre la transcripcion.

Por ofra parte, la sobre-expresién de los cDNAs correspondientes a p27KP! salvaje y p27KPI1-
3M es capaz de revertir, al menos casi totalmente en los casos de MUC1 y MUCS5AC, los
niveles basales de actividad luciferasa observados en cultivos CEB, hasta niveles

comparables a los obtenidos en cultivos CEN (figura R31).
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Figura R30: Efectos de la sobreexpresién ectdpica de ciclina D1 a los 9 dias de cotransfectadas células HT-29 Mé en

condiciones CEB (rayado) o CEN (negro). A la izquierda, esquema de cdmo se realizd el experimento. Una vez

cotransfectadas con el cDNA de ciclina D1, 24 horas antes de la recogida de muestras se trataron las células con 5

UM de TSA. El valor de luciferasa (LUC) representa valores relativos de la actividad de los promotores génicos

referido al control CEN cotransfectado con CMV.

94



RESULTADOS

Promotor MUC1

800

600 -

1,9 mM CaCl, i
\ EN B 400 |

CEB
CEB O 200 |

prom-LUC
CMV-p27 wt/3M |
0
cMV

p27-3M p27 wt

LUC

-5d 0d 9d

Promotor DPPIV
2500

2000 -

1500 4

LUC

1000

500 -

CMV p27-3M p27 wt

Promotor MUC5AC
800

600

LUC

400

200

CcMv p27-3M p27 wt

Figura R31: Efectos de la sobreexpresion ectdpica de p27xP! (wt y mutado) a los 9 dias de cotransfectadas células
HT-29 Mé en condiciones CEB (rayado) o CEN (negro). A la izquierda, esquema de cémo se realizd el experimento. El
valor de luciferasa (LUC) representa valores relativos de la actividad de los promotores génicos referido al control
CEN cotransfectado con CMV.
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Asi pues, p27KPl tiene la capacidad de inducir la transcripcidon génica en ausencia de
diferenciaciéon dependiente de calcio extracelular, sugiriendo que p27XP!  podria ser un
mediador importante del proceso de diferenciacioén in vitro en estas células. La ausencia de
diferencias significativas entre el efecto de p27KP! salvaje y el de p27KP1-3M sugiere que su
sobre-expresidn es suficiente para modular la franscripcién, aunque no descarta que la
localizacién subcelular pueda participar en la regulacion de la proteina enddgena

dependiendo de condiciones CEN o CEB (ver discusién).

De forma general, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la relacién existente entre la
salida del ciclo celular y la expresion génica durante la diferenciacién in vitro de estas
células, y nos aportan evidencian experimentales de la implicacidon de estas moléculas
reguladoras del ciclo celular en la regulacion de la transcripcidn de genes asociados al

fenoftipo diferenciado en las HT-29 Mé.
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La activacion de programas de diferenciacién celular es un proceso inducido y/o modulado
por diversos tipos de senales extracelulares, las cuales normalmente implican una salida del
ciclo celular. En el caso de las células epiteliales, incluyendo células del epitelio coldnico, se
sabe que una de las senales de parada de la proliferacién celular durante la diferenciacion
es el establecimiento de contactos y uniones intercelulares. Estas uniones intercelulares son
imprescindibles para la diferenciacion epitelial (o epitelializacion), ya que posibilitan la
integridad estructural del epitelio (o de monocapas impermeables de células diferenciadas
en cultivo) y la polarizacién de los dominios membranales apical y basolateral. Tal como ha
sido estudiado en nuestra Unidad durante los Ultimos anos, la desestabilizacion de tales
uniones en células tumorales estd asociada a la desdiferenciacion celular y la adquisicion de

mayor capacidad invasiva (Baftlle E, et al., 2000; Guaita S, et al., 2002).

En este trabajo hemos estudiado el proceso de diferenciaciéon in vitro que ocurre de manera
espontdnea en las células HT-29 Mé durante el crecimiento hacia confluencia. Nuestra
hipdtesis de trabajo ha considerado que la manipulacién de la adhesidon intercelular
dependiente de calcio extracelular podria ayudarnos a discernir diferentes partes del
programa de diferenciacién in vitro, en particular como estdn coordinados los procesos de

epitelializacion, salida del ciclo celular y expresion génica asociada al fenotipo diferenciado.

Los resultados que presentamos en este trabajo aportan evidencias sélidas acerca del papel
del calcio extracelular como modulador no sélo de la epitelializacién, sind también del ciclo
celular y de la expresidn génica durante la diferenciacion in vitro. Aungue puede existir mds
de un mecanismo por el que el calcio extracelular sea responsable de los efectos
observados, los resultados obtenidos son consistentes con el requerimiento de contactos de

adhesién para la diferenciacién epitelial.

Ademds, los resultados sugieren que reguladores del ciclo celular, concretamente ciclina D1
y p27, desempenan un papel determinante en el control del programa de expresion génica
durante la diferenciacién. Este resultado es muy relevante ya que: (1) su funcién parece
tener lugar de manera general sobre el programa de expresion génica, y (2) al estar estas
proteinas implicadas en la progresién tumoral, su mecanismo de accidn emerge como una

diana para manipular el fenotipo de diferenciacion celular y con ello la tumorigenicidad.

Por ofro lado, hemos descubierto que parte del proceso de diferenciacion in vitro es
independiente de la formacidn de contactos de adhesion y de la epitelializacion,
concretamente niveles basales de expresion génica asociada a diferenciacion y la
produccién de vesiculas de moco. Asimismo, en condiciones de no adherencia celular, las

células no adqguieren capacidad invasiva, lo cual nos estd indicando que la
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desdiferenciacion celular observada en tumores y la adquisicion de capacidad invasiva
podria tener lugar por vias separadas. En cualquier caso, estos resultados sugieren que la
pérdida de contactos de adhesidn no es de por si suficiente para una desdiferenciaciéon
celular completa ni para la adquisicion de propiedades invasivas, a pesar de ser una de las

caracteristicas de la transicién epitelio-mesénquima en tumores.

Finalmente, hemos obtenido evidencias preliminares acerca de la existencia de una via de
regulacion de APC sobre p21¢P! cuya inactivacion podria estar relacionada con la
reversibilidad del programa de diferenciacién in vitro y con su incapacidad para llevar a

término un programa de diferenciacion terminal.

En la figura D1 mostramos un esquema que integra los principales resulfados obtenidos en

este trabajo, siguiendo a continuacién la discusién de aquellos aspectos de mayor interés.

1. El programa de diferenciacién in vitro dependiente de calcio extracelular

Para diseccionar diferentes aspectos del proceso de diferenciacién in vitro hemos usado la
deplecién parcial del calcio presente en el medio de cultivo, una metodologia
comUnmente utilizada para suprimir los contactos de adhesién intercelular (originalmente
empleada por Hennings H, et al, 1980a y 1980b). De esta forma, los contactos de adhesién
célula-célula y otros procesos dependientes de adhesion celular pueden ser inducidos, de
manera sincrénica, al re-establecer la concentracién extracelular normal de calcio. Esta
estrategia nos ha permitido suprimir parte del proceso de diferenciacién in vitro, incluida la
polarizacidén en dominios membranales, la salida del ciclo celular hacia GO vy la induccidon
transcripcional de marcadores de diferenciacion. La deplecidén del calcio extracelular es
parcial (entre 20 y 100 uM seglUn mediciones realizadas de manera rutinaria en los diversos
lotes de tratamiento del suero fetal usado en el medio de cultivo; ver Materiales y Métodos),
de tal manera que se mantiene un gradiente de concentracién entre el exterior y el interior
celular que hemos estimado en un minimo de 200:1. Sin embargo, no podemos descartar
que otras vias celulares ademds de los contactos de adhesion - por ejemplo vias en las que
el calcio actua como regulador intracelular (Berridge MJ, et al.,, 2003) - puedan verse
afectadas en estas condiciones experimentales y sean responsables de parte del programa

de diferenciacion.
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Figura DI1: Control del proceso de diferenciacién in vitro de las HT-29 Mé durante el crecimiento hacia

postconfluencia, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo.
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Aparte de su utilidad experimental, el calcio es un agente con propiedades preventivas
demostradas en cdncer de colon que puede actuar a través de mdultiples vias de
regulacion, incluyendo las de diferenciacion celular (revisado en Lamprecht SA y Lipkin M,
2003). En este sentido, varios trabajos han mostrado la influencia de la concentracién
extracelular de calcio en la citodiferenciacion de diferentes tipos de células epiteliales en
cultivo. Uno de los modelos celulares mds estudiados es el de queratinocitos humanos,
donde es conocido que el gradiente de calcio es un factor critico en el proceso de
diferenciacién (Hennings H, et al., 1983). En un estudio publicado recientemente, se
muestran evidencias del papel del calcio extracelular como regulador de la diferenciacion
in vitro de células de queratinocitos HaCaT a través de la modulacién de los niveles de
expresion de IGFBP-3 (IGF binding protein-3) asi como de la induccién de profilagrina, un
marcador de diferenciacion terminal en este tipo celular (Edmondson S, et al., 2001). De
forma similar, estudios realizados en cultivos primarios de células epiteliales de gldndulas
salivares humanas mostraron que cambios en la concentracion extracelular de calcio de 0,2
mM a 1 mM inducen la formacion de contactos célula-célula (mayoritariamente
desmosomas) asi como la diferenciacién morfolégica de las células acinares, con la
consecuente induccidn de la expresidn de a-amilasa, uno de los marcadores distintivos de
estas células glandulares (Hiraki A, et al., 2002). La implicacién del calcio en la diferenciacién
epitelial intestinal se ha evidenciado también en estudios realizados en lineas derivadas de
tumores colorrectales, donde concenifraciones exiracelulares de calcio de TmM
aproximadamente pueden promover la diferenciacién in vitro de células Caco-2, por
ejemplo (Hulla W, et al., 1995; Kallay E, et al., 1997). Mds alld de estos datos, los mecanismos
por los cuales el calcio extracelular estd mediando estos efectos es una de las cuestiones

todavia sin respuesta.

Durante los Ultimos anos, ademds, se han obtenido evidencias acerca de la existencia de
moléculas de membrana sensibles a cambios en la concentracion extracelular de calcio,
llevando a la identificacién del CaSR (calcium sensing receptor) que puede modular vias de
regulacion intracelulares (Hofer AM y Brown EM, 2003). Desafortunadamente, existen muy
pocos datos sobre la implicacion de tales "receptores de calcio" en la diferenciacién
epitelial. En particular, se sabe que estos receptores pueden modular la secrecidén en células
gdstricas (Caroppo R, et al., 2004). Ademds, el CaSR se detecta en el compartimento
terminalmente diferenciado del epitelio intestinal y coldnico y su expresidn se encuentra
disminuida en fumores de colon diferenciados y casi ausente en tumores indiferenciados, lo
cual se correlaciona con su capacidad para regular positivamente la expresion de E-
cadherina e inhibir la actividad transcripcional de B-catenina-TCF (Chakrabarty S, et al.,

2003). Sin embargo, nuestros cultivos CEB no muestran cambios significativos ni en la
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expresion de E-cadherina ni en la actividad B-catenina-TCF (ver mds adelante), lo cual

sugiere que los efectos de la deplecién parcial del calcio no tienen lugar a través del CaSR.

¢Podrian ser los contactos adherentes y la E-cadherina los mediadores moleculares de la

activacion del programa de diferenciacion in vitro dependiente de calcio extracelular?

Nuestros resultados nos muestran que una de las consecuencias del cultivo en condiciones
de bajo calcio extracelular (CEB) es la inhibicidon de la adhesiéon vy la polarizacién celular: se
suprime la formacién del complejo de uniones intercelulares (contactos adherentes, uniones
estrechas y desmosomas), también el establecimiento de dominios membranales apical y
basolateral caracteristicos del epitelio polarizado, y E-cadherina y B-catenina se detectan
dispersas en el citoplasma celular. Los contactos de adhesidn requieren de la unidn
homofilica dependiente de calcio de moléculas de E-cadherina entre células vecinas. El
hecho de que la E-cadherina sea la principal molécula de adhesidon en HT-29 Mé y de que
sea una de las dianas durante procesos de desdiferenciacion en HT-29 Mé apunta a que sea
también el mediador, al menos en parte, de la dependencia de calcio extracelular por

parte de la diferenciacién in vitro.

Para determinar el grado de implicacién de los contactos mediados por E-cadherina en la
activacion del programa de diferenciacion in vitro seria interesante comprobar si
inactivando la E-cadherina se reproducen los mismos efectos que con el cullivo en
condiciones CEB. Nosotros realizamos construcciones de E-cadherina donde delecionamos
el dominio extracelular o intracelular de la proteina para que actuasen como dominantes
negativos de la proteina enddégena, pero no conseguimos aislar poblaciones que
expresaran el cDNA exdgeno. Métodos alternativos para contestar esta cuestién podrian
consistir en usar anticuerpos anti-E-cadherina que inhiben el contacto homofilico célula-

célula.

Los posibles mecanismos por los que E-cadherina podria estar mediando la diferenciacién in
vitro son multiples. En primer lugar, E-cadherina secuestra B-catenina en el compartimento
de uniones laterales asociadas al citoesqueleto de actina con lo que impide su actividad
franscripcional como co-activador de TCF-4 (Nelson & Nusse, 2004). En concordancia,
detectamos B-catenina exclusivamente en la zona de contactos laterales en células HT-29
Mé diferenciadas y la deplecion parcial de calcio implica su deslocalizacién al citoplasma
(ver figura R3). Sin embargo, esta deslocalizacién no se traduce en una acumulaciéon
nuclear de B-catenina ni en un incremento de la actividad transcripcional del elemento de

DNA TOP de respuesta a TCF-4 (datos no mostrados) con lo que concluimos que la
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desdiferenciacién provocada por el cultivo CEB no es debido a la activacién de la via B-

catenina-TCF-4.

Un posible segundo mecanismo podria inferirse de la interaccién funcional entre E-cadherina
y receptores de membrana, como por ejemplo el receptor de EGF. El resultado de esta
interaccién parece depender del tipo celular. Gutkind y colaboradores mostraron en
queratinocitos transformados HaCat que la E-cadherina, a través del establecimiento de los
contactos adherentes dependientes de calcio extracelular, estd implicada en la
transducciéon de senales al interior celular reclutando el receptor de EGF y activando la via
MAPK (Pece S, et al., 1999; 2000). En cambio, en células MDCK y células epiteliales de mama,
los contactos mediados por E-cadherina impiden la activacidén del receptor de EGF en
respuesta al ligando (Takahashi K & Suzuki K, 1996; Qian X, et al., 2004). Estudios recientes
realizados en células Caco-2 han mostrado, también, que el empaquetamiento de la E-
cadherina en los confactos adherentes conduce a la inhibicion de MEK/ERK de manera
dependiente de la via PI3K/Akt (Laprise P, et al., 2004). Es de destacar que el grado de
diferenciacién en sublineas HT-29 con fenotipo mucosecretor es determinante en el tipo de
senalizacién mediado por EGFR, proliferacidon en células menos diferenciadas o inhibicién
del crecimiento en células mas diferenciadas (Huang F, et al., 1995; Sauma S, et al., 1995).
Por tanto, la accién moduladora de E-cadherina sobre la senalizacién de EGFR puede ser un

mecanismo importante durante el proceso de diferenciacion dependiente de calcio.

En relacién a la posible asociacion entre E-cadherina/EGFR v la diferenciacion celular, cabe
destacar también que las vias de sefalizacion intracelular mediadas por MAPK y PI3K estdn
sobre-activadas en tumores de colon (Hoshino R, et al., 1999; Khaleghpour K, et al., 2004), y
que la fosforilacion de PI3K sobre componentes de esta via (AKT, FKHR y p70SéK) estd
directamente correlacionada con la tumorigenicidad de diferentes lineas celulares de
adenocarcinoma de colon (Khaleghpour K, et al., 2004). Ademds, la inhibicién in vitro de la
via PIBK (mediante inhibicién quimica o sobre-expresidn del gen supresor tumoral PTEN)
contribuye de manera significativa a la diferenciacién enterocitica de células HT-29 y Caco?2
(Wang Q, et al., 2001), lo cual nos indica que esta via de senalizacion juega un papel
importante en la diferenciacién celular intestinal. En este mismo sentido, St. Croix vy
colaboradores mostraron que la supresion de contactos adherentes mediante anticuerpos
dirigidos contra el dominio extracelular de E-cadherina impide la induccién de p27KP1, y que
los niveles de p27KP1 en estas condiciones se restituyen por tratamiento con un inhibidor
guimico de PI3K (St. Croix B, et al., 1998). Sabemos que la fosforilaciéon de p27€P1 por PI3K/AKT
impide su transporte al nucleo facilitando asi su degradacidon en el citoplasma (Liang J, et
al., 2002; Shin I, et al., 2002; Viglietto G, et al., 2002) y el factor de transcripcién FKHR, sustrato

regulado negativamente por PI3K/AKT, activa la transcripcion de p27xPt (Dijkers PF, et al.,
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2000; Nakamura N, et al., 2000). Nosotros sugerimos que la capacidad de p27KP1 enddgena
para actuar sobre la transcripcién es activada por calcio extracelular (efecto posiblemente
mediado por E-cadherina). Por tanto, nuestros resultados concuerdan con los datos
mencionados, y proponemos que un posible mecanismo de senalizaciéon por E-cadherina
durante la diferenciacién in vitro podria consistir en una inhibicién de las vias MAPK y PI3K por
la formacién de contactos adherentes, la consecuente induccidn/activacién de p27KP1, vy la
acciéon de este Ultimo sobre la salida del ciclo celular y sobre la activacion transcripcional de
marcadores de diferenciacion por p27<P1 (la accidén particular de p27KP1 sobre la
diferenciacién in vitro se discute mds adelante). Es plausible también que otras vias de

senalizacién en paralelo interaccionen con la via propuesta.

Por otro lado, la incapacidad de epitelializacion que observamos en condiciones limitantes
de calcio implica no sélo la pérdida de los contactos adherentes sino también de

desmosomas y de uniones estrechas. En este sentido, podemos considerar dos posibilidades:

1) La funcionalidad de la E-cadherina y los contactos adherentes son imprescindibles

para la formacion y estabilizacion de otras uniones intercelulares.

2) La deplecidn de calcio extracelular estd afectando también la formacién de

desmosomas y/o uniones estrechas de manera directa.

Es conocida la importancia de las uniones adherentes mediadas por E-cadherina como
senales iniciadoras en el establecimiento de la polaridad celular y en la posterior estabilidad
de ofras uniones célula-célula del tipo desmosomas y uniones estrechas (Grindstaff K, et al.,
1998; Suzyki A, et al., 2001). Jacquier-Sarlin y colaboradores han mostrado recientemente
que, en las células HT-29, la madurez y funcionalidad de las uniones adherentes (dada por la
interaccién cooperativa entre E-cadherina y p120<h ) es esencial para la polarizacion vy
diferenciacién celular, aportando nuevas evidencias de la relevancia de p120<t como
regulador positivo de la funcidn de la E-cadherina durante la diferenciacién epitelial (Gout S,
et al., 2004). Por otra parte, existen evidencias en la literatura acerca de la importancia del
calcio extracelular en la estabilidad de las uniones estrechas (Ma TY, et al., 2000) asi como
de su implicacion directa en la formacién de los desmosomas (Chitaev NA & Troyanovsky
SM, 1997). Por tanto, podria ser que la limitacién de calcio en los cultivos CEB esté afectando
de forma directa la formacién de los desmosomas. Sobre este respecto, por trabajos
redlizados en nuestro laboratorio, sabemos que a pesar de que las células HT-29 parentales
expresen E-cadherina no forman contactos adherentes funcionales (Skoudy A, et al., 1996;
Gout S., et al., 2004), aungue si forman otras uniones celulares del tipo desmosomas (Mercé

Martin, tesis doctoral 2001). Estos desmosomas parecen ser responsables de mantener la
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cohesion intercelular en la multicapa HT-29 postconfluyente. Esto sugiere que la formacién
de desmosomas puede ocurrir en independencia de la formacién de contactos de
adhesién en este tipo celular. Ademds, el cultivo de HT-29 en condiciones CEB conduce a un
fenotipo de células aisladas semejante al observado en HT-29 Mé (datos no mostrados) que,
ante la incapacidad para formar contactos de adhesion, seria compatible con que los

desmosomas mediaran la adhesividad intercelular de una manera dependiente de calcio.

No obstante, el hecho de que las HT-29 presenten un fenofipo indiferenciado durante el
crecimiento hacia confluencia indica que los desmosomas no constifuyen una senal

suficiente para la activacién del programa de diferenciacion in vitro en su conjunto.

El calcio extracelular y su implicacion en la epitelializacion y la activacion del programa de

expresidn génica durante la diferenciacion in vitro de las HT-29 M6

El estudio detallado de los cambios morfoldgicos que tienen lugar en cultivos HT-29 Mé
durante el crecimiento a postconfluencia nos permitié diferenciar dos estadios principales
del proceso de diferenciacion: (1) un estadio temprano, que tiene lugar durante los primeros
7-9 dias aproximadamente de cultivo donde la multicapa celular formada presenta una
capa apical de células con caracteristicas diferenciadas, y (2) un estadio tardio, que se
extiende hasta las 2-3 semanas de cultivo, en el que se observa la formacidén de una

monocapa de células polarizadas mds compactada.

El proceso de epitelializacién de los cultivos HT-29 Mé tiene pues ya lugar durante los primeros
dias de la etapa temprana mencionada y es suprimido en condiciones limitantes de calcio.
Respecto a la expresidon génica, nuestros resultados nos muestran que la expresidén de genes
codificantes para MUCI1, MUCS5AC vy DPPIV, los cuales son caracteristicos de la
diferenciacién en el modelo celular HT-29 Mé (Lesuffleur T, et al., 1993; Howell S, et al., 1992)
tiene lugar mediante la activacion transcripcional de sus promotores durante también el
estadio temprano de la diferenciacién in vitro. Esta activacién del programa de expresion
génica es dependiente de calcio extracelular. Por tanto, nuestro estudio sobre la expresion

génica durante la diferenciacion se ha centrado en este estadio temprano.

Para estudiar qué posibles mecanismos estdn mediando el programa de expresion génica,
hemos utilizado diversas aproximaciones. En cultivos CEB, la induccién de la actividad de
estos promotores estd suprimida por un mecanismo sensible a TSA, inhibidor de deacetilasas
de histona (ver figura R16). Existe pues un mecanismo represor de la expresion génica - el
cual requiere de actividad deacetilasa de histona — que mantiene estos genes silenciados

en ausencia de epitelializacion.
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A su vez, el tratamiento con TSA no tiene efectos sobre la actividad de los promotores
génicos estudiados cuando éstos son inactivados después de re-siembra a baja densidad
(con la excepcidon de MUCS5AC, cuyo promotor todavia conserva una actividad elevada en
estas condiciones; ver figura R26), ni a los 3 dias de cultivo en condiciones CEN, es decir,
cuando aun no ha tenido lugar la activacion génica (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren gque la induccién espontdnea del programa de expresion génica en condiciones
CEN estdndar implica mecanismos adicionales al de superar la represibn mediada por
deacetilasas de histona. Sobre este respecto, cabe destacar que el TSA tampoco tiene
efectos sobre la transcripcién si es adiministrado a los 3 dias de la transfeccién en cultivos
CEB (datos no mostrados). Una posible explicacién de estos resultados es que, durante el
cultivo en postconfluencia, las células adquieren una competencia para la activacién del
programa de expresidon génica de manera independiente del calcio extracelular. Una vez
competentes, la presencia de calcio (y la activacién de vias de senalizacién dependientes,
como por ejemplo los contactos de adhesién) posibilita la activacién transcripcional, pero su
ausencia (condiciones CEB) induce el mecanismo de represidon transcripcional sensible a
TSA.

Esta Ultima hipdtesis encaja con la capacidad de p27KP! para inducir por si solo la actividad
franscripcional en condiciones CEB, solamente a los 9 dias de la transfeccidén pero no a los 3
dias. Tal como se discute en el apartado correspondiente (apartado 2) la accién de p27KP!
es dependiente de la funcionalidad de los contactos mediados por E-cadherina (St. Croix B,
et al., 1998) y por tanto es candidato a ser el mediador de la activacion transcripcional en
células en estado competente: (1) por induccién enddgena en condiciones CEN, y (2) por

sobre-expresidn ectdpica en condiciones CEB.

Finalmente, es de destacar que los inhibidores de deacetilasas de histonas han mostrado
propiedades anticarcinogénicas en diversos tipos de tumores, y actualmente varios de ellos
se encuentran en fase de ensayos clinicos (revisado en Villar-Garea A & Esteller M, 2004). Sus
posibles mecanismos de accidén son mdultiples, y no necesariamente restringidos a la
franscripcion génica, e incluyen efectos sobre la proliferacién y diferenciacion celulares y la
apoptosis (revisado en Johnstone RW & Licht JD, 2003; Marks PA, et al., 2004). Nuestros
resultados aportan pues un modelo de estudio donde el mecanismo de accién de
inhibidores como el TSA sobre la expresidn génica asociada a la diferenciacion celular

puede ser estudiada en detalle.

No hemos profundizado nuestro estudio para identificar los factores de transcripcion

implicados en la activacion del programa de expresidon génica. Sin embargo, los fragmentos
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de DNA gendmico utilizados como promotores de la transcripcion en nuestros experimentos
han sido descritos previamente como suficientes para sostener la transcripcion en células
epiteliales. En el caso de MUC1, elementos de unién al factor Sp1 (Kovarick A, et al., 1993 y
1996) y a factores de la familia STAT (Gaemers IC, et al., 2001) en la regién génica 5-UTR
estdn implicados en su sobre-expresion en células de carcinoma de mama. El factor Sp1
también estd implicado en la activacién del promotor de MUC5AC murino en respuesta a
TGF-B (Jonckheere N, et al., 2004) y del promotor humano en respuesta a EGF en células de
carcinoma de pulmdn (Perrais M, et al., 2002). Asimismo, el factor de transcripcién CREB a
través del elemento de respuesta a AMPc en el promotor de MUC5AC es el mediador de su
activaciéon transcripcional en respuesta a interleuquina-1p y a TNF-a. en células de cdncer
pulmonar también (Song K.S., et al., 2003). La regulacion transcripcional de estos genes en
células de cdncer de colon ha sido poco estudiada, aunque trabajos recientes de nuestro
laboratorio han mostrado que el factor de transcripcidn Snail, inductor de transicién epitelio-
mesénquima en HT-29 Mé, inhibe la expresion de MUC1 durante la desdiferenciacién a
través de dos elementos E situados en su promotor (Guaita S, et al., 2002). Respecto a DPPIV,
HNF-1a es necesario para su expresion en células Caco-2 (Erickson RH, et al., 1999) tal como
ocurre con otras hidrolasas del borde en cepillo de células intestinales (ver Introduccién).
Aunque su promotor también contiene multiples cajas GC consensus con el sitio de unién de
factores de la familia de Spl, su regulacién por este factor no ha sido descrita hasta el

momento.

Es interesante pues considerar el posible mecanismo por el que los 3 marcadores de
diferenciacién se encuentran regulados de manera coordinada durante la diferenciacion in
vitro. Mds aun, el mecanismo por el que se suprime su induccidn en ausencia de contactos
de adhesidn (condiciones CEB). Factores de transcripcion como Spl podrian ser
responsables de la regulacidn comuUn de algunos de los genes marcadores de
diferenciacion. Spl es un buen candidato ya que puede interaccionar con multitud de
factores de transcripcidén o actuar como co-factor para regular positiva o negativamente
gran cantidad de genes dentro de una misma red de regulaciéon transcripcional (revisado
en Black AR, ef al., 2001). Asimismo, Sp1 puede interactuar con HDAC-1 y participar en la
represion de genes como el de p21¢P! (Sowa Y, et al., 1997) vy el del receptor de TGF-B (Zhao
S, et al., 2003), ambos genes implicados en la diferenciacién celular en céncer intestinal (van
de Wetering M, et al., 2002; Deng X, et al., 1999; Engle SJ, et al., 1999). Finalmente, Sp1 es el
factor de transcripcion responsable de la expresion de MBP inducida por p27kPT durante la
diferenciacién in vitro de oligodendrocitos CG4 (Wei Q, et al., 2003), dato que relaciona
directamente esta hipdtesis con el papel de p27KPT como activador de la expresidn génica
en nuestro modelo. Por tanto, estudiar la implicacién de factores de transcripcion como Sp1

en nuestro modelo de diferenciaciéon in vitro — en especial, su posible implicacién en la
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represion transcripcional en condiciones CEB — es una de las lineas de investigaciéon posibles

gue continden este proyecto.

Una parte del proceso de diferenciacion in vitro, sin embargo, es independiente de calcio

extracelular

Los resultados mostrados en este frabajo nos indican que parte de la activacion del
programa de diferenciacion in vitro estd teniendo lugar por mecanismos no dependientes
de la sefdlizacién mediada por calcio. En estas condiciones, las células se mantienen
ciclando, y hay una actividad transcripcional basal que posiblemente a través de
mecanismos postranscripcionales compensadores, daria lugar a la expresién basal de los
diferentes marcadores, especialmente del tipo mucinas, observados durante el cultivo CEB.
Esta sintesis basal de mucinas es coherente con el hecho de que la sintesis de vesiculas de
moco no se ve afectada por la deplecion parcial del calcio extracelular. Sin embargo, la
magquinaria de secrecidon si parece encontrarse afectada de forma importante en estos
cultivos. Esto lo hemos evidenciado a través de las imdgenes de microscopia electrénica a
dias postconfluyentes, en los que se observa una gran acumulacién de las vesiculas de
moco en el citoplasma celular acompanado de la ausencia de figuras de exocitosis (tipicas
del fenotipo mucosecretor de estas células) en cultivos CEB. El hecho de que el fratamiento
agudo (30 minutos) en condiciones CEB no impida la secrecién basal de moco en
poblaciones HT-29 mucosecretoras (Hanna-Bou C, et al., 1994), unido a la deslocalizacion
observada en los marcadores de diferenciacion, sugiere que la acumulaciéon de vesiculas
citoplasmdticas no es debida a un efecto directo del calcio sino a un defecto en el trafico

de membranas

Por otro lado, esta parte de la diferenciacidén in vitro no dependiente de calcio extracelular
parece que estd teniendo lugar solo en algunas células. A favor de esto tenemos los datos
de inmunofluorescencia, donde observamos que en cultivos CEB, no todas las células
presentan marcaje con los anticuerpos anti-MUC1 y anti-MUCS5AC. En estos casos, ademds,
fanto MUC1 como MUCSAC se encuentran deslocalizados en el citoplasma celular. En el
caso concreto de MUCS5AC, esta mucina se localiza en un punteado grueso repartido por
todo el citoplasma celular, que se corresponde probablemente con las vesiculas de moco, y
que es coherente con lo observado a través de microscopia electronica. Puesto que esta
mucina es el principal componente del moco secretado en estas células, su
inmunorreactividad restringida solamente a algunas células en cultivos CEB, comparado con
la gran acumulacion de vesiculas de moco, sugiere que en ausencia de epitelializacion

podria activarse la sintesis de mucinas adicionales.
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or ofra parte, el hecho de que la inmunoreactividad contra DPPIV fuese positiva en el 100%
de las células cultivadas en condiciones CEB, unido al hecho de que observamos una ligera
expresion de los niveles de MmRNA de este marcador en células HT-29 parentales
indiferenciadas nos podria sugerir que la expresidn de este marcador no es especifica del
programa de diferenciacion que tiene lugar en las células HT-29 Mé. Sin embargo, los
defectos en el tréfico de proteinas hacia la membrana producidos por la ausencia de
polarizacion se ven reflejados también en la acumulacidon de DPPIV en un compartimento

subcelular no definido (figura D2).

Desconocemos que vias podrian estar regulando esta parte del fenotipo diferenciado que
es independiente de calcio exiracelular. Una posibilidad es que en HT-29 Mé existiera, por
defecto, un programa enddgeno de diferenciacién que ponemos en evidencia mediante el
cultivo CEB, y que durante el proceso de epitelializaciéon fuera potenciado, por ejemplo, por
la formacidén de contactos de adhesidbn o por ofras vias dependientes de calcio.
Alternativamente, podrian existir dos vias paralelas de diferenciacion: una dependiente y

ofra independiente de calcio, esta Ultima quizds bajo control de otras senales extracelulares.

BASAL APICAL
Ll

Figura D2: Cortes seriados a lo largo del eje basal-apical de inmunofluorescencias de células HT-29 Mé, tefidas

contra DPPIV y analizadas por microscopia confocal. Las muestras fueron analizadas a los 9 dias de cultivos CEB,
donde puede observarse la acumulacion subcelular de DPPIV en compartimentos subcelulares en ausencia de

polarizacion celular. Objetivo 63X.

El calcio extracelular estda mediando la inhibicién por contacto y la salida del ciclo celular
en las HT-29 M6

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la linea tumoral HT-29 Mé mantiene

conservados, al menos en parte, los mecanismos de salida del ciclo celular durante la
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diferenciacién in vitro en respuesta a la inhibicidén por contacto, de manera similar a lo que
ocurre en células epiteliales intestinales normales. La dependencia de calcio extracelular de
este fendmeno y de la formacion de contactos de adhesion célula-célula sugiere que éstos

podrian participar como senal de salida del ciclo celular.

Varios trabajos han mostrado el papel de la E-cadherina como supresor del crecimiento
celular (Takahashi K and Suzuki K, et al 1996; Kandikonda S, et al, 1996, Stockinger A, et al.,
2001). Por ejemplo, St. Croix y colaboradores, en estudios realizados en células tumorales de
mama y colon, confirmaron el papel de la E-cadherina como supresor de la proliferacion
celular en respuesta a inhibicién por contacto. El mecanismo por el cual E-cadherina estaria
suprimiendo la proliferacién celular consiste en la inhibicién de la actividad mitogénica de
vias como la de EGFR, las cuales regulan los niveles de expresion de p27€P1 en la célula (St
Croix B, ef al., 1998). Otros trabajos, sin embargo, plantean que los efectos de la E-cadherina
como supresor del crecimiento en células epiteliales y fibroblastoides de ratdn asi como en
células tumorales de colon SW480 viene dado por su capacidad de regular negativamente
la actividad franscripcional del complejo pB-catenina/LEF1 de manera independiente de
adhesién celular (Stockinger A, et al., 2001; Gottardi CJ, et al., 2001).

En HT-29 Mé, la salida del ciclo celular estd caracterizada por la hipofosforilacidén de pRB vy la
acumulaciéon de formas fosforiladas 1y 2 de p130 con el crecimiento hacia confluencia, lo
cual concuerda con el patrén de fosforilacion de las proteinas pockets caracteristico de
células diferenciadas (Garriga J, et al., 1998; Grana X, et al., 1998). También existe una
induccidn significativa de los niveles de expresidn de p27KP1 con los dias de cultivo, de forma

similar a lo descrito en la literatura (St Croix B, et al., 1998).

Clevers y colaboradores sugieren que APC induce diferenciacion celular activando, al
menos en parte, la transcripcidn de p21°P1 a fravés de la via de B-catenina/TCF-4. La
actividad incrementada de B-catenina/TCF-4 en células tumorales derivadas de cdncer
colorrectal mantiene el gen de p21¢P! silenciado y consecuentemente inhibe la salida del
ciclo celular (Van de Wetering M, et al, 2002; ver introduccién). Se ha descrito con
posterioridad un mecanismo similar para p27KP! pero se desconoce si también ocurre en el
intestino (revisado de Gartel AL, 2003) (ver infroduccién). Nuestros resultados indican por el
contrario que p21¢P! no se induce durante la diferenciacién de HT-29 Mé. Sobre este
respecto, nosotros hemos visto que en las células HT-29 Mé la B-catenina se encuentra
mayoritariamente asociada a la E-cadherina en la zona de las uniones adherentes, y la
actividad transcripcional del complejo B-catenina/TCF-4 es muy baja, segun trabajos previos

realizados en nuestra Unidad de Investigacion (Baulida J, et al, 1999; resultados nuestros
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preliminares). El hecho de que en ausencia de contactos mediados por calcio no se
roduzca un incremento de la actividad franscripcional de este complejo (resultados
preliminares no mostrados), a pesar del incremento en la tasa de proliferacién celular, y de
que la pB-catenina se encuentre dispersa por el citoplasma celular, nos sugiere que en estas
células la via B-catenina-TCF-4 estd inactivada de manera independiente del estado

proliferativo.

Consistente con esta hipdtesis, hemos visto afectada la expresién de genes dianas de la
actividad B-catenina/TCF-4 durante el crecimiento hacia confluencia. Este es el caso de
ciclina D1, cuyos niveles de expresion son muy bajos y practicamente sostenidos durante el
cultivo a postconfluencia, no encontrdndose un aumento de los niveles de expresion de esta
proteina en condiciones proliferantes (cultivos CEB). Quizds por este mismo motivo también,
pP21CP1 no se induce durante el crecimiento hacia post-confluencia en HT-29 Mé, aunque
sabemos que el gen de p2I1CP! es funcionalmente activo ya que puede inducirse por
tratamiento con butirato sédico o por sobre-expresion de APC. No obstante, tal como se
discute mds adelante, disponemos de evidencias que indican que APC regula
positivamente la expresién de p21¢P1 y de que la pérdida de funcién de APC en HT-29 Mé es

la responsable del sienciamiento del gen de p21¢iP1,

Estudios realizados por Hannon y colaboradores en ratones mostraron que la delecion de
pP21C¢PT no tiene consecuencias detectables en la migracién celular a lo largo de las criptas
intestinales, aunque fibroblastos embrionarios de ratones p21-/- tienen afectada la
capacidad de bloqueo del ciclo en G1 en respuesta a dano en el DNA (Brugarolas J, et al.,,
1995). La falta de efectos en el infestino observada en estos ratones puede ser explicada por
la redundancia de los mecanismos de control del ciclo celular, pudiendo estar
compensadas las funciones de p21C€P1, al menos en parte, por otros miembros de la familia
de inhibidores CIP/KIP como p27KP1 o p57KP2, En concordancia, parece que p27KPl, v no

p21¢P1, es quien participa en la salida del ciclo celular durante la diferenciacién in vitro.

Por otra parte, cabe notar que los mecanismos de salida del ciclo celular en cdncer de
colon varian segun la linea celular. Asi pues, por ejemplo, existen trabajos que muestran que
la salida del ciclo celular que precede a la diferenciacién en células Caco-2 (las cuales
también contienen APC mutado) estd asociada con la induccién de p21€P! (Evers BM, et al.,
1996; Gartel AL, et al., 1996).
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2. Papel de p27XPP1 en el control de la diferenciacion de las HT-29 M6

En cultivos postconfluyentes deprivados de calcio extracelular, los promotores génicos de
MUCT1T, MUCS5AC y DPPIV estdn silenciados por mecanismos represores mediados por

deacetilasas de histonas y el re-establecimiento de los niveles extracelulares de calcio
conduce a la desrepresion de la actividad de dichos promotores génicos. La implicacion de
pP27KP1 en la regulacion de la expresidn génica durante la diferenciacién in vitro de las HT-29
Mé se hizo evidente en los cultivos CEB, donde la sobre-expresion de este inhibidor de CDK
fue suficiente para inducir la actividad de los promotores génicos implicados en

diferenciacion.

Varios estudios sugieren un posible papel de p27KP1 como gen supresor tumoral con valor
prondstico en diversos tipos tumorales (revisado de Lloyd RV, et al., 1999), habiendo sido
descrito en carcinomas colorrectales bajos niveles de esta proteina y/o cambios en su
localizaciéon subcelular asociados con una mayor agresividad y menor supervivencia de los
pacientes(Liu DF, et al., 1999; Paimqvist R, et al., 1999; Sgambato A, et al., 1999; Hirano K y
Minamoto T, 2000; Zhang H Y Sun XF, 2001; Hoos A, et al., 2002; Li J-Q, et al.,, 2002). La
implicacién de p27KP1 en la progresion del tumor se ha evidenciado también en estudios
realizados en ratones: Kemp y colaboradores demostraron que aunque la pérdida
homocigdtica del gen de p27fP! no conduce a la formacién espontdnea de tumores
intestinales, si incrementa la frecuencia de adenocarcinomas en el intestino delgado y colon
en respuesta a agentes carcindgenos y en animales Min/+ (Philipp-Staheli J, et al., 2002). Por
otro lado, Augenlicht y colaboradores describen que el knockout de p27XP! en otra cepa de
ratones es suficiente para la induccidon de adenomas en colon y duodeno, cuyo niUmero y
tamano se ven a su vez aumentados por una dieta de estilo occidental (Yang W, et al.,
2003). Es de destacar que p27KxP! muestra haploinsuficiencia en su funcidn supresora tumoral,
tal como mostrd la frecuencia incrementada de fumores de diversos origenes, incluyendo el
intestino, en ratones heterozigdticos p27KP1/- iradiados o tratados con etilnitrosourea (Fero
ML, et al., 1996).

Teniendo como base nuestros resultados, nosotros proponemos que pP27XPT desempena un
papel importante en la regulacién de la diferenciacién celular en tumores colorrectales
activando la transcripcion de genes implicados en el fenotipo diferenciado. De esta
manera, la pérdida de p27XP! podria facilitar la desdiferenciacién de las células cancerosas
y la progresiéon tumoral. Consistente con esta hipdtesis, la expresidon de algunos marcadores
de diferenciacion en células de cdncer de colon Caco-2, las cuales se diferencian in vitro
hacia un fenotipo enterocitico, se ve disminuida por la expresidn estable de construcciones

antisentido del cDNA de p27KP1, y su sobre-expresidn activa el promotor de la sucrosa
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isomaltasa (Deschénes C, et al., 2001). Previamente, se habia demostrado que la expresién
de otro marcador enterocitico, DPPIV, podia ser inducida por p27KP! en células epiteliales
intestinales (Quaroni A, et al., 2000). Los resultados de la presente tesis extienden esta funcidn

de p27KP1 a genes del fenotipo mucosecretor y tumoral, tales como son MUCT y MUCS5AC.

A partir de estos datos seria interesante dilucidar si p27XP! estd actuando directamente sobre
la transcripcidén génica de marcadores de diferenciacion o si a través de su papel mediador
de la salida del ciclo celular permite la activacion de otras vias reguladoras de la
diferenciacién celular. Sobre este tema, és interesante mencionar que la pérdida de
expresion de p27KP1 en tumores colorrectales no se correlaciona con un incremento de la
proliferacion celular (Palmavist R, et al., 1999), sugiriendo que su papel en el ciclo celulary en
la progresién tumoral tiene lugar por mecanismos distintos. Consistentemente, estudios
realizados en otros modelos celulares muestran la implicacién de p27XP! en la diferenciacion
celular de manera independiente a sus efectos sobre el ciclo. Por ejemplo, Quaroni y
colaboradores mostraron que la expresion forzada de p27KP1 o de p21CP1, pero no de p14INKT,
promueve la diferenciacion en células epiteliales intestinales no transformadas HIECS,
aungue cualquiera de ellos inhibe la proliferacién celular (Quaroni A, et al., 2000); en estas
células, ademds, existe una disociacidon temporal entre la inhibicién del crecimiento y la

expresion génica de marcadores de diferenciacion (Tian J.Q. & Quaroni A., 1999).

No ha sido descrita hasta el momento una accién directa de p27KP! sobre promotores
génicos. Sin embargo, p27KP! puede regular algunos factores de transcripcion. Miskimins y
colaboradores, recientemente, propusieron un mecanismo no descrito hasta el momento
por el cual p27KP! estaria induciendo la transcripcion génica durante la diferenciacion
celular. Utilizando como modelo de estudio la diferenciacidon de oligodendrocitos en el
sistema nervioso central, mostraron que la sobre-expresién de p27KP1 conlleva el incremento
de los niveles de expresion del factor de transcripcion Spl (por disminucién de su
degradacién), y mediaria directamente la activacién transcripcional del promotor MBP (Wei
Q. et al., 2003). Por otro lado, la forma fosforilada en Ser10 de p27KP! tiene una estabilidad
incrementada y promueve la exportacion nuclear de JAB1, co-activador de c-JUN, con lo
que se inhibe la actividad transcripcional mediada por c-JUN (Chopra S, et al., 2002). Por
tanto, en nuestro modelo p27KP! podria regular algun factor de transcripcion implicado en la

diferenciacion in vitro.

Tal como se ha apuntado antes, los promotores génicos de MUC1 y MUC5AC presentan
varias secuencias consenso CG en las regiones 5 UTR. Estas secuencias pueden
interaccionar con el factor de transcripcion Spl y estdn implicadas en la regulacién

franscricional de estos genes (Kovarik A, et al., 1996; Morris JR, et al., 2001; Perrais M, et al.,

112



DISCUSION

2002; Jonckheere N, et al., 2004; ver introduccidn). Es pues plausible que un mecanismo
similar al descrito por Miskimins y colaboradores podria estar teniendo lugar durante la
diferenciaciéon in vitro de HT-29 Mé y nos ayudaria a explicar, al menos en parte, la des-

represion de la expresion génica al sobre-expresar p27KP1 en cultivos CEB.

La accidén de p27KP1 sobre la diferenciacién celular no estd restringida al modelo intestinal.
Hauser y colaboradores mostraron la implicacion de p27XP! en la diferenciacion in vitro de
queratinocitos murinos (Hauser PJ, et al., 1997) y, mds recientemente, estudios realizados en
Xenopus muestran que la delecion de p27Xc! (homdlogo funcional y estructural de la familia
de inhibidores CIP/KIP humana) impide la diferenciacion de neuronas primarias asi como la
diferenciacién muscular in vivo, mientras que la sobre-expresion de este inhibidor promueve
los procesos de neurogénesis y miogénesis de manera independiente a la capacidad de
regular el ciclo celular (Vernon AE, et al., 2003a y b). Sin embargo, en ninguno de estos
frabajos proponen vias por las cuales p27kP! pudiera estar mediando la activaciéon de la

transcripciéon de genes implicados en diferenciacién celular.

Por Ultimo, los niveles totales de expresion de p27€P1 durante el crecimiento hacia post-
confluencia en cultivos CEB y CEN nos reveld, curiosamente, que el patrén de induccién de
esta proteina es similar en ambas condiciones experimentales (resultados preliminares no
mostrados). Este resultado contrasta con la supresidon de la expresidn de p27KPl en HT-29
observada previaomente al inhibir la formacién de contactos adherentes mediante
anticuerpos anti-E-cadherina (St. Croix B, et al., 1998). Al tener un efecto la sobre-expresidon
de p27KP1 en condiciones CEB, pero no en condiciones CEN, sin haber cambios aparentes
en los niveles enddgenos de proteina entre ambas condiciones, pensamos que p27KP1 estd
siendo regulado a nivel post-traduccional, y que los efectos sobre la transcripcion

observados al sobre-expresar p27KP1 sobrepasan esta regulacion postraduccional.

Un mecanismo posible, aungue no el Unico, podria implicar una regulacién de la
exportacion o importacion nuclear de p27KP1. Estudios recientes han demostrado la
importancia de la localizaciéon nuclear de p27KP1 en la regulacién de su actividad inhibidora
del ciclo celular (revisado de Sgambato A, et al., 2000; ver intfroduccién), y alteraciones en su
localizacidon subcelular ocurren en diferentes tipos de tumores (Viglietto G, et al., 2002).
Recientemente, Viglietto y colaboradores demostraron que en lineas celulares derivadas de
tumores de mama, p27KP! es fosforilada en el residuo T198 de manera dependiente de
PI3K/Akt contrinuyendo asi a la translocaciéon citoplasmdtica observada en tumores (Motti
ML, et al., 2004). Por tanto, estudiar este tipo de cambios en la modificacién postraduccional

de p27KPT ayudaria a entender su regulacién dependiente del programa de diferenciacion.
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3. Posible existencia de una via de regulacion de APC sobre p21WAfL cuya inactivacion es

responsable de la reversibilidad del programa de diferenciacion in vitro de HT-29 M6.

La salida del ciclo celular durante la diferenciacion in vitro de HT-29 Mé no es indicativa de
diferenciacién terminal, pues no conduce a un estado de quiescencia irreversible. La
acumulaciéon en G0/G1 que tiene lugar durante la diferenciacién in vitro es reversible al
reiniciar cultivos postconfluyentes a baja densidad, lo cual conduce a una re-entrada
sincronica en el ciclo celular asociada a la induccidn de ciclina D1, la hiperfosforilacién de
PRB y p130 asi como la rdpida disminucién de la expresidon de p27XP1 hacia el final de la fase
G1, de forma concomitante con el slenciamiento franscripcional de algunos marcadores de
diferenciacién. Puesto que p2I1C¢Pl es un inhibidor del ciclo celular diferencialmente
expresado en los compartimentos proliferantes y no proliferantes del intestino y colon (Gartel
AL, et al.,, 1996), su falta de induccién durante la diferenciacion in vitro podria ser, por tanto,

uno de los defectos que no permiten la transicion a un estado de diferenciacién terminal.

Nuestros resultados nos muestran que al restituir APC salvaje en células HT-29 Mé, las cuales
presentan este oncogén mutado, tiene lugar una desrepresidon importante del promotor de
p21€Pl no descrita hasta el momento en la literatura, constituyendo una evidencia que
relaciona los mecanismos de conftrol del ciclo celular en HT-29 Mé con las alteraciones
oncogénicas mds frecuentes en cdncer colorrectal. Por tanto, este hallazgo constituye un
modelo interesante para estudiar las vias de regulacion implicadas en la transformacion

neopldsica.

En paralelo a la realizacién de estos experimentos, Clevers y colaboradores (Van de
Wetering M, et al., 2002) describieron que la via de regulacién franscripcional mediada por
B-catenina/TCF-4 reprime la expresion de p21<P! indirectamente a través de c-MYC. De este
modo, el gen de p21¢P1 se adscribe como miembro del programa de diferenciacién epitelial
reprimido por la via de Wnt, y que posiblemente APC induciria la expresion de p21¢P
mediante la induccién de la degradacién de B-catenina. Sin embargo, la actividad TOP en
respuesta a la actividad de B-catenina/TCF-4 es muy baja en diferentes condiciones de
proliferacién celular (ver mds arriba), por lo que nuestros resultados sugieren que APC regula
la expresion de p21¢P! mediante una via diferente. En concordancia con esta hipdtesis,
Heinen CD, et al. (2002) mostraron que la sobre-expresién de APC en células de cdncer de
colon HCT116 induce un blogueo en la fase G1 del ciclo celular; debido a que las células
HCT116 poseen una forma mutada no fosforilable de B-catenina que la hace insensible a la
regulacién por APC, debe de existir una via alternativa a la de B-catenina/TCF-4 por la que

APC regula el ciclo celular.
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La cotransfeccion con una forma estabilizada de B-catenina — semejante a la presente en
células HCT116 — no revierte el efecto inductor de APC sobre el promotor de p21¢P! en HT-29
Mé, lo cual nos confirma nuestra hipdtesis de trabajo. Sin embargo, y de forma interesante, la
cotransfeccidén con un dominante negativo de TCF4 es capaz de inducir actividad del
promotor de p21CP! hasta niveles semejantes a los conseguidos con la expresidon de APC
salvaje, sugiriendo que TCF4 unido a algin elemento regulador negativo podria estar
actuando como represor transcripcional en HT-29 Mé, pero desconocemos si APC inhibe TCF-
4 en HT-29 Mé de manera independiente de B-catenina, para asi inducir la expresion de
p21CIP1,

Finaimente, la desrepresion del promotor de p21¢P! mediada por APC o por el dominante
negativo de TCF4 se suprime parcialmente al delecionar ciertos fragmentos del promotor de
pP21CP1 que no incluyen el elemento MIZ-1 mediante el que c-MYC reprime la transcripcion

(figura D3) (Macias S, Ampurdanés C, Mayol X; resultados no publicados).

Estos datos, en conjunto, sugieren una regulacién compleja del gen de p21CP! en células HT-
29 Mé y sugieren que existe una via de regulacion del ciclo celular por APC independiente
de B-catenina/TCF-4, de tal manera que su estudio mds detallado podria aportar
informacion importante sobre los mecanismos de supresion de la diferenciacion terminal

durante la transformacién neopldsica en el colon.
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Figura D3: Regulacion de p21¢Pl, Células HT-29 Mé (A) y HCT-116 (B) fueron cotransfectadas con el promotor de p21,
APC wt, B-catenina estabilizada y/o ATCFA4. El valor de luciferasa (LUC) representa valores relatfivos de la actividad

del promotor referido al control cotransfectado con el vector vacio (cedido por Sara Macias).

En paralelo también a la hipdtesis de trabajo planteada a partir de los resultados obtenidos,

recientemente fue descrito que las HT-29 presentan una amplificacion constitutiva del gen
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de c-myc (Corzo C, et al., 2003). Puesto que c-myc es capaz de reprimir la expresiéon de
p21¢PT mediante la interaccién con MIZ-1 (Wu S, et al., 2003), la amplificacién de c-MYC
podria contribuir a la represion constitutiva de p21¢P1 observada durante la diferenciacion in

vitro.

Por Ultimo, vale la pena destacar otra linea de investigacién de nuestro grupo, en la que
mostramos que la expresidn de E2F-1, factor de transcripcidn implicado en la progresion del
ciclo celular y en la apoptosis (Trimarchi JM, et al., 2002), estd fuertemente reprimida en HT-29
Mé, de manera independiente del ciclo celular (datos no mostrados). Al igual que en ofras
lineas celulares de cdncer colorrectal (Elliott MJ, et al., 2001), la sobre-expresién de E2F-1 en
HT-29 Mé induce apoptosis, lo cual confirma que E2F-1 no desempena un papel en el ciclo
celular de estas células. Puesto que estd descrito que E2F1 es un activador transcripcional de
p21CPt (Gartel AL, et al., 1998; Hiyama H, et al., 1998), y nosotros reproducimos este efecto
en HT-29 Mé (datos no mostrados), su falta de expresidn en esta linea celular podria estar
también contribuyendo al silenciamiento transcripcional de p21CP!, En cualquier caso, la

funcion de E2F-1 en el epitelio intestinal es todavia incierta.

4. Papel de ciclina D1 en el control de la diferenciacion in vitro de las HT-29 M6.

Como hemos discutido anteriormente, el programa de diferenciacion in vitro de las HT-29 Mé
no es terminal, pudiéndose inducir re-entrada en el ciclo celular y silenciamiento de la
expresion génica por resiembra a baja densidad de los cultivos post-confluyentes. Ademds
de las vias discutidas en el apartado anterior, este proceso podria también estar siendo
mediado, al menos en parte, por ciclina D1, cuyos niveles de expresidn son muy bajos vy
prdcticamente invariables durante el crecimiento hacia post-confluencia, induciéndose
puntualmente su expresion durante las primeras horas de re-iniciacién de cultivos

diferenciados.

Es conocido que ciclina D1 juega un papel importante durante la transformacion
neopldsica, habiendo sido descrita una expresidn aberrante en numerosos tipos de tumores
humanos (Hosokawa & Arnold, 1998), incluyendo su sobre-expresion en adenocarcinomas y
pdlipos adenomatosos en colon (Bartkova J, et al., 1994; Arber N, et al., 1997). En este
senfido, la deficiencia de ciclina D1 inhibe el crecimiento de células tumorales de colon
SW480 en ratones nude (Arber N, et al., 1997) y reduce el nUmero de pdlipos intestinales en
ratones APCmin (Hulit J, et al., 2004). Puesto que el gen que codifica para ciclina D1 no estd
amplificado en tumores de colon humano, pero la proteina estd sobre-expresada, se piensa
gue senales oncogénicas inducen y/o modulan su abundancia en tumores. Entre las senales

responsables de la sobre-expresidon de ciclina D1 en tumores colorrectales se encuentra la
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via de Wnt ya que B-catenina/TCF-4 activa su transcripcion a nivel del promotor génico
(Tetsu O y McCormick F, 1999). Este no parece ser el caso de las células HT-29 Mé, donde no
se detecta una actividad significativa en comparacién con otras lineas celulares donde si es

relevante.

Nuestros resultados muestran que la sobre-expresidn ectdpica de ciclina D1 suprime la
activacion de los promotores génicos de marcadores de diferenciacion, de forma similar a
lo que ocurre al reiniciar cultivos diferenciados respecto la transcripcién de MUC1 y DPPIV.
No obstante, el hecho de que el promotor del gen de MUCS5AC sea inhibido por ciclina D1
pero se mantenga activo después de resiembra a baja densidad sugiere que la sobre-
expresion de ciclina D1 no reproduce enteramente el proceso enddgeno de reversidon de la
diferenciaciéon. De forma interesante, ambos procesos de silenciamiento transcripcional
(inducido por resiembra a baja densidad o por sobre-expresion de ciclina D1) son insensibles
a TSA, indicando que los mecanismos que estdn regulando la expresion génica en estas
condiciones son independientes del mecanismo de represion que ocurre en condiciones
CEB. En definitiva, ciclina D1 parece actuar de manera no relacionada con el programa de
diferenciacién dependiente de calcio, de tal manera que el modelo de re-iniciacion del
ciclo celular en HT-29 Mé, inicialmente caracterizado en este trabajo, podria resultar muy Util

para idenfificar su mecanismo de accion en la carcinogénesis colorrectal.

El mecanismo por el que ciclina D1 modula el programa de diferenciacién de HT-29 Mé no
es, en principio, claro. Es conocido desde hace anos que la expresion de ciclina DI
constituye un impedimento para la diferenciacién celular. Asi pues, ciclina D1 impide la
diferenciacién muscular mediante la inactivaciéon del factor de transcripcién miogénico
MyoD (Skapek SX, et al., 1995 y 1996), probablemente inhibiendo senales de salida del ciclo
celular durante la diferenciacion. Recientemente, se ha mostrado que la sobre-expresion de
ciclina D1 encontrada en tumores de diverso origen tiene como consecuencia la inhibicién
de un programa genético dependiente del factor de transcripcion C/EBPB (Lamb J, et al.,
2003); de manera interesante, entre los genes asi regulados se encuentra MUCT. Es de
destacar que miembros de la familia de factores C/EBP se expresan de manera diferencial
durante el desarrollo del colon (Boudreau BS, et al., 1995), que C/EBPa podria desempenar
un papel importante en la regulacion de la expresion génica durante la diferenciacion
celular en el eje de la cripta colénica (Cohn SM, et al., 1992; Chandrasekaran C & Gordon,
1993), y que C/EBPB y C/EBP/8 se encuentran sobre-expresados en tumores colorrectales
invasivos (Rask K, et al., 2000). Por tanto, miembros de la familia C/EBP son candidatos a
mediar los efectos de ciclina D1 sobre la expresion génica en nuestro modelo de

diferenciacion celular.
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Varios estudios, ademds, han descrito la capacidad de ciclina D1 para modular la
transcripcién de manera independiente de su funcidn reguladora de CDK-4 durante el ciclo
celular (revisado en Bernards R, 1999) y a través de la asociacion con diversos factores de
transcripcién, incluyendo el receptor de estrégenos (Neuman E, et al., 1997; Zwijsen RML, et
al., 1997 y 1998), v-Myb vy el factor relacionado con Myb DMP1 (Ganter B, et al., 1998; Inoue K
& Sherr C, 1998), el receptor de andrégenos (Reutens AT, et al., 2001), STAT3 (Bienvenu F, et
al., 2001), y receptores de hormonas tiroideas (Lin H-M, et al., 2002). Seria pues interesante
dilucidar (por ejemplo, mediante el uso del mutante ciclina D1 incapaz de asociarse a CDK-
4) si en células HT-29 Mé ciclina D1 estd actuando de forma directa sobre los promotores
génicos o si la inhibicidn de la expresidn génica es consecuencia de una re-entrada en el

ciclo celular inducida por la sobre-expresion de ciclina D1.

Es de interés destacar que, recientemente, se ha mostrado que la ciclina D1 es capaz de
asociarse al factor de transcripcion del tipo b-HLH Beta2/NeuroD e inhibir su actividad
transcripcional sobre el gen de la secretina (Ratineau C, et al., 2002). Tal como se describid
en el capitulo de Intfroduccién, Beta2/NeuroD es un factor necesario para el desarrollo de las
células enteroendocrinas (Naya FJ, et al., 1997), tanto a nivel de definicién del linaje
activando la transcripcién del gen de la secretina (Mutoh H, et al., 1997) como de salida del
ciclo celuar activando la transcripcién del gen de p21¢P! (Mutoh H, et al., 1998). Por otro
lado, el knockout de ciclina D1 en ratones APCmin, ademds de reducir el nUmero de tumores,
induce diferenciacién de las células coldénicas hacia el fenotipo mucosecretor, y su sobre-
expresion en células 293 reprime la actividad del promotor de MUC2 (Hulit J, 2004),
indicando que ciclina D1 también actia como regulador negativo de la diferenciacién de
células mucosecretoras semejante a lo que ocurre en nuestro modelo. Por tanto, ciclina D1
podria estar restringiendo la diferenciacion de células progenitoras inmaduras a través de la
inhibicion de factores de transcripcidén, como Beta2/NeuroD en el linaje enteroendocrino u
otros en el linaje mucosecretor, para prevenir la salida del ciclo celular y el programa de

expresidn génica asociado a la diferenciacién.

Nuestros resultados, por otfro lado, extienden esta idea a las células tumorales donde,
ademds de activar la proliferacion celular (Arber N, et al., 1997), ciclina D1 actia sobre la
expresion de genes marcadores de diferenciacion. Su sobre-expresidn en células tumorales
(o su expresidn facilitada, como durante la re-iniciacidn de HT-29 Mé) podria estar
contribuyendo a la transformacion celular frenando la transicidn hacia un fenotipo

terminalmente diferenciado.
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5. Las HT-29 M6, modelo de células derivadas de CCR donde la desdiferenciacion celular y

la adquisicidon de capacidad invasiva podria estar teniendo lugar por vias diferentes.

Las células tumorales colorrectales, con frecuencia, mantienen conservadas vias de
diferenciacién que preservan el fenotipo epitelial, pero tienen defectos que impiden que se
complete el programa de diferenciacion celular. Durante la progresion tumoral, la pérdida
de caracteristicas diferenciadas, como por ejemplo la formaciéon de contactos de adhesidn
intercelular, se ha visto asociada con la adquisicion de mayor invasividad y metdstasis
(Guilford P, et al., 1998; Christofori G y Semb H, 1999). Esta transformaciéon morfoldgica es

frecuentemente referida como transicion epitelio-meséngquima (EMT).

Los resultados obtenidos en nuestro tfrabajo, aunque preliminares, muestran que en las HT-29
Mé, la pérdida de caracteristicas diferenciadas no es suficiente para inducir la movilidad
celular, como pardmetro inicial para valorar una posible EMT. Ademds, en estas condiciones
las células no solo son incapaces de migrar sino que ademds no observamos una
reorganizacion del citoesqueleto de actina, como ocurre durante la transicion epitelio-
mesénquima (Liu Y, 2004). Este resultado es consistente con la no activacion del complejo
transcripcional B-catenina-TCF en HT-29 Mé por cultivo CEB. Estos resultados, podrian ser

explicados a partir de dos razonamientos:

1) Existen vias supresoras de la movilidad celular, que quizds participan en el
mantenimiento del citoesqueleto epitelial de actina, independientes del programa

de diferenciacién in vitro mediado por calcio extracelular.

2) Existe un gradiente extracelular/intracelular de calcio minimo por debajo del cual la

magquinaria de migracién celular no es funcional.

Existen evidencias experimentales a favor de ambas hipdtesis. Por una parte, nuestros
resulfados guardan coherencia con observaciones descritas por otros investigadores que
han descrito que la E-cadherina suprime la movilidad celular por un mecanismo distinto al de
adhesién celular y que implica al dominio tfransmembrana de esta proteina (Chen H, et al,,
1997). Puesto que en condiciones de cultivo CEB la E-cadherina se localiza en el citoplasma
celular, no observando un silenciamiento franscripcional del gen en estas condiciones (datos
no mostrados) tal y como se ha descrito que ocurre durante la transicion epitelio-
mesénquima (Batlle E, et al.,, 2000), una posibiidad podria ser que en ausencia de
diferenciacién dependiente de calcio extracelular, vias supresoras de la movilidad celular,
que podrian estar implicando de forma directa o indirecta a la E-cadherina
(independientemente de su localizacion en la membrana plasmdatica) continlan activas, y

podrian estar regulando la capacidad de migraciéon de las células.
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Sin embargo, al tratar con PMA cultivos CEB, las células HT-29 Mé muestran una
reorganizacion morfoldgica similar al fenotipo de "scattering” inducido por PMA en cultivos
CEN, pero no son capaces de migrar. Puesto que el mecanismo por el cual el PMA induce el
fenotipo de scattering celular en células HT-29 Mé es mediante la activacién de la PKC-a
(Fabré M, et al., 1993; Llosas MD, et al., 1996) y es conocido que esta subfamilia de proteinas
quinasas C convencionales requieren calcio para su activacién, podriamos pensar que la
deplecién parcial del calcio en los cultivos CEB podria estar afectando la senalizacion
mediada por PKC-a, cuya activacion se ha descrito que es necesaria para la induccién de
migracién celular (Liao L, et al., 1993). Una forma de validar esta posibilidad seria analizar si la

capacidad de activar PKC por PMA es distinta en cultivos CEN y en culfivos CEB.

Por otro lado, en estudios realizados en queratinocitos humanos donde analizaban el efecto
del calcio en la migracion de estas células, Fang y colaboradores demostraron que cambios
en la concentracién extracelular de calcio del orden de 3 uM a 3,3 mM no afectan de
manera significativa la capacidad de migracion celular (Fang KS, et al., 1998). Sin embargo,
la adicidon al medio de cultivo de un agente quelante en exceso (EGTA) si es capaz de
reducir considerablemente, y en algunos casos abolir, la movilidad de estas células en
presencia de un campo eléctrico, lo que indica que la presencia de una minima
concentracién de calcio extracelular (3uM) es necesaria para la migracidén de
gueratinocitos humanos. Cabe recordar que en nuestro modelo experimental, la
concenfracidon de calcio presente en los cultivos CEB es entre 20 y 100 uM
aproximadamente, una concentracioén superior a las utilizadas por Fang y colaboradores en
este trabajo, lo cual indica que la disminucién del gradiente provocado por el cultivo CEB no

necesariamente debe de afectar a la movilidad celular.
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A partir de los resultados, se obtienen las siguientes conclusiones:

1- Gran parte de la induccion del programa de diferenciacién celular in vitro tiene lugar por

vias de senalizacién dependientes de calcio extracelular, concretamente:

a) La inhibicién por contacto de la proliferacién celular con la consecuente salida del

ciclo celular.

b) La induccién transcripcional de genes involucrados en el fenotipo diferenciado
como son MUCT, MUCSAC y DPPIV.

c) El establecimiento del fenotipo polarizado que presentan estas células durante el
crecimiento hacia confluencia y que estd caracterizado por la formacidén de

monocapas de células impermeables con fenotipo epitelial.

2- Otra parte de la induccidn del programa de diferenciacién in vitro, sin embargo, estd
feniendo lugar por mecanismos no dependientes de calcio extracelular, en los cuales no se
requiere del proceso de epitelializacion ni de que las células salgan del ciclo celular.

Concretamente:

a) Unos niveles minimos de sintesis, al menos en una fraccién de las células, de MUC1 vy
MUCS5AC.

b) La sintesis de DPPIV, posiblemente regulada por mecanismos post-transcripcionales.

c) La produccién de vesiculas citoplasmdticas de moco formadas por MUC5AC, vy

posiblemente, ofras mucinas.

3- El proceso de diferenciacién in vitro es reversible y conlleva al silenciamiento
franscripcional de marcadores de diferenciacion como MUC1 y DPPIV pero no de MUC5AC,

asociado a la re-entrada en el ciclo celular.

4- Ciclina D1 se induce especificamente durante la reiniciacion del ciclo celular y su sobre-
expresion es suficiente para silenciar la expresion génica de marcadores de diferenciacién a
tfravés de un mecanismo insensible a TSA, y pudiendo ser responsable del silenciamiento

transcripcional observado en el proceso de reiniciacion del ciclo.

5- El programa de expresidn génica es silenciado, en condiciones de no diferenciacién por

falta de calcio, por mecanismos de represidn sensibles a TSA.
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6- P27KP1 se induce espontdneamente durante la diferenciacién in vitro y su sobre-expresion
es capaz de desreprimir la transcripcidn de marcadores de diferenciacidn que se encuentra

silenciada en condiciones CEB.

7- p21CP1 no se induce durante la diferenciacién, pudiendo ser inducida su expresion al

sobre-expresar APC.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo celular

1.1 Células y condiciones de cultivo

HT-29 Mé es una linea tumoral humana derivada de adenocarcinoma de colon, con
fenotipo mucosecretor, obtenida por seleccidn con 107 M y 106 M de metotrexato, en
fratamientos sucesivos, de la linea parental indiferenciada HT-29 (Lesuffleur T, et al., 1990) (ver

detalles en la Infroduccidn).

HCT-116 es una linea tumoral humana derivada de adenocarcinoma de colon obtenida de
la ATCC.

Excepto en algunos casos, donde se especificard, las células HT-29 Mé fueron sembradas a
una densidad de 2 x 105 células/cm? y mantenidas a 37°C, en una atmdsfera hUmeda
conteniendo 5% de CO2 y 95% de aire. Durante la expansién de las células, estas fueron
tripsinizadas cada 2-3 dias y el rango en nUmero de pasajes al que correspondieron los
cultivos realizados fue de 18 a 30 respecto al pasaje en que fueron obtenidas (Lesuffleur T, et
al, 1990).

El medio de cultivo estdndar empleado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
conteniendo 4.5 g/L de glucosa (Life Technologies, nUmero de catdlogo 10938),
suplementado con 2 mM de glutamina, 56 U/ml de penicilina, 56 ug/ml de estreptomicina y
10% de FBS (GIBCO). Durante la realizacién de los experimentos de esta tesis, utilizamos dos
lotes de FBS diferentes que fueron escogidos por su capacidad de reproducir las cinéticas de

crecimiento y diferenciacion sobre la linea celular HT-29 Mé.

Para inhibir la formaciéon de contactos dependientes de calcio, el medio de cultivo
empleado fue DMEM sin calcio conteniendo 4.5 g/L de glucosa (Life Technologies, nUmero
de catdlogo 21068), suplementado con 2 mM de glutamina, 56 U/ml de penicilina, 56 ug/ml
de estreptomicina y 10% de FBS con bajo contenido en calcio (FBS CHELEX), éste Ultimo
obtenido por tratamiento con una resina quelante de intercambio idnico (ver apartado

siguiente).

1.2 Preparacion del FBS con bajo contenido en calcio (FBS CHELEX)

El FBS utilizado en el medio de cultivo CEB fue parcialmente deplecionado en cationes

divalentes mediante el tratamiento con una resina quelante de intercambio idbnico CHELEX-
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100 (Bio-Rad; Ref: 143-2832, Biotechnology Grade Chelex 100 Resin, 100-200 mesh, sodium

form).

Se pesd la cantidad de resina que a utilizar, se embebié en NaAc/ 0.5 M /pH 6.3
(autoclavado o filfrado) y se infrodujo en una columna de vidrio (que admita unos 4
volumenes adicionales). Se anadié 500 mL de NaAc/ 0.5 M /pH 6.3, se lavd con 0.5-1L de H20
miliQ (autoclavada o filtrada) y se pasd lentamente por la columna, gota a gota, 0.5-1L de
FBS previamente inactivado (56°C, 30 minutos) vy filtrado (0.2 uM). Inmediatamente después
de pasar por la columna, se filtré en condiciones estériles, se alicuotd y se guardd congelado
a -20°C.

Una vez acabada de utfilizar la columna, ésta se lavd y se regenerd mediante
desplazamiento de los cationes adsorbidos con HCI y conversién de la resina a su forma
sédica con NaOH, segun protocolos del fabricante, para poder ser reutilizada en ofra

ocasion.

Antes de la utilizacién de cada lote de FBS CHELEX, se realizaron mediciones de las
concentraciones de calcio (en los servicios cientifico técnicos de la UB), que dieron en todos

los casos valores entre 20-100 uM en la mezcla al 10% con medio DMEM sin calcio.

1.3 Contaje de células

Para determinar el nUmero de células presente en una suspensidon celular, se visualizaron vy
contaron las células presentes en un determinado volumen en una cdmara de Neubauer. La
adicién de Trypan Blue (Sigma) a la suspensidon celular permitié, a su vez, controlar la

supervivencia e integridad de las células.

1.4 Congelacion y almacenaje de las células

Para conservar durante largo tiempo las lineas celulares, entre 1-3 millones de células se
resuspendieron en 900 uL de DMEM/ 10% FBS y fueron pasadas a un criotubo con 100 ulL de
DMSO (Sigma) a 0°C. Suavemente se homogenizé la mezcla y se congeld lentamente hasta -
80°C en cajas de congelacion especiales (conteniendo isopropanol), para ser almacenadas

finalmente en tanques de nitrégeno liquido.

La descongelacion de células desde los tanques de nitrégeno liquido se llevd a cabo

sometiendo los criotubos a un bano de 37°C hasta la casi completa licuacién de su
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contenido, que rapidamente se diluyd 10-20 veces en DMEM/ 10% FBS para ser centrifugadas

y resuspendidas en el medio de cultivo.

2. Plasmidos, clonajes y subclonajes

2.1 Construcciones de DNA

El constructo reporter con el fragmento -756 pb /+ 49 pb del promotor del gen de MUC]

humano, clonado en pGL3 (Guaita S, et al, 2002) fue cedido por J. Baulida.

El constructo reporter con el fragmento -4,0 kb /+ 68 pb del promotor del gen de MUCS5AC

humano, clonado en pGL3 (Li D, et al, 1998) fue cedido por F. Ulloa.

El promotor de DPPIV (fragmento de -307 a + 14) (Erickson RH, et al, 2000) fue amplificado
mediante PCR (detalles en el apartado 2.2), y clonado en el vector pGL3 por las dianas de

restriccion Xho |y Sac |.

El constructo reporter con el fragmento de 2,4 kb del promotor de p21 humano, clonado en
pGL3 (Prabhu S, et al, 1997) fue cedido por A. Rodolose.

El constructo reporter con el cDNA del gen de ciclina D1 humano, clonado en CMV, fue
cedido por G. Gil.

El constructo reporter con el cDNA del gen de p27KP1 humano, fue amplificado mediante

PCR y clonado en el vector CMYV por las dianas de restriccion Xba |y BamH .

El constructo reporter con el cDNA del gen de p27-3M humano, fue amplificado mediante

PCR y clonado en el vector CMYV por las dianas de restriccion Xba |y BamH .

2.2 Amplificacion de fragmentos de DNA por PCR

Las amplificaciones por PCR del fragmento del promotor de DPPIV asi como los fragmentos
utilizados como sondas para northern blot se hicieron utilizando la PfxR Platinum polimerasa
de Invitfrogen, sistema que muestra una elevada fidelidad de los fragmentos a amplificar y
gue al estar asociado al sistema Platinum permite montar las reacciones a temperatura

ambiente, sin que la polimerasa no sea activa hasta llegar a los 94°C del primer ciclo.
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Las reacciones se hicieron en un termociclador 2400 Perkin-Elmer. Las mezclas de cada
reaccion contenian MgClz 1.5mM, 0.4 uM de cada oligonucledtido, 0.3 mM de nucledtidos
trifosfato y 1-2 unidades de polimerasa en 50 ul finales. En todos los casos se utilizd DNA

gendmico obtenido de células HT-29 Mé para la amplificacién (1,5 ug por muestra).

Dependiendo del fragmento amplificado, los ciclos fueron variables, pero en general se
realizaron programas de este tipo: 94°C 3' (desnaturalizacién inicial), 30-40 ciclos de
96°C/15", 50-57°C/30", 68°C/35-45", y un periodo final de extensidn de 2' a 68°C y 4°C

finales, siendo montadas las reacciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del promotor de DPPIV tenian las
secuencias: tcagagctcggccgggatgccagtg (sense) y ccgctcgagcggcactcaccttcat

(antfisense).

2.3 Digestion de DNA

Los fragmentos de DNA de interés contenidos en un vector y que debian ser subclonados se
digirieron con nucleasas de restriccidon. Los enzimas y tampones fueron suministrados por

Promega, Amersham y New England Biolabs.

La cantidad de DNA a digerir oscilé entre 100 ng y 4 pg en un volumen de 20 a 100 pulL. La
cantidad de enzima, el tampdn utilizado y la temperatura fueron en cada caso los

especificados por el fabricante, en un tiempo de reaccién de 2 a 3 horas.

2.4 Desfosforilacién de vectores

La desfosforilacion se realiza cuando se digiere el vector con un solo enzima de restriccion,
para evitar que el vector linearizado pueda recircularizar durante la ligacién sin haber
incluido el inserto deseado. A los 5 ug de vector digerido, se anadieron 0.1 unidades de
fosfatasa alcalina de intestino de ternera diluida en su correspondiente buffer (Promega) y la
mezcla se incubd por 30 min a 37°C. A continuacién se aislé el DNA utilizando el kit GFX™

DNA and Gel Band Purification Kit (Pharmacia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5 Ligacion

Una vez abierto el vector vy listo el producto a clonar, ambos se encuentran linealizados y con

sus extremos compatibles para ser ligados.
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Se mezcld una relacidon molar vector: inserto de 1:3 (poniendo generalmente unos 50-100 ng
de vector) en un medio que contenia tampdn de ligacién (con T mM ATP) y 1-5 unidades de

T4-DNA ligasa (Pharmacia) incubdndose durante 20 h a 15°C.

2.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Esta técnica ha sido usada rutinariamente para visualizar el DNA obtenido en los distintos
pasos del clonaje de todos los productos: tras las digestiones, aislamiento de DNA plasmidico
de E.coli, etc. En la mayor parte de los casos se utilizd una concentracién de agarosa del 1%
en TAE (50 mM Tris, TmM acetato, 2 mM EDTA, pH 8.5) anadiendo 0.5 ug/mL de bromuro de
etidio para visualizar las bandas. El marcador de peso molecular utilizado fue DNA del fago A

digerido con Hind Il

Para visualizar las bandas, el gel se colocd sobre una fuente de luz UV. La emisidon de luz se

captd con una cdmara fotogrdfica o de video.

2.7 Transformacién de bacterias

Se mezcld, en hielo, 100 yl de bacterias DH5-o. competentes preparadas en el laboratorio
siguiendo el protocolo de transformacién por cloruro de calcio (recién preparadas o
descongeladas lentamente a 4°C) con el producto de ligacién (Sambrook, et al., 1989). A
continuacién, se dejo en hielo durante 30-45 min. Se propicié un choque térmico poniendo
las bacterias 90 segundos a 42°C, anadiendose posteriormente 0.9 ml de medio LB (sin
ampicilina) y se incubd Th a 37°C para permitir que las bacterias transformadas iniciaran la
fase esponencial de crecimiento. Se centrifugd a 4000 rom durante 5 min para descartar
parte del volumen del sobrenadante. Unos 100 ul de bacterias se sembraron en placas de
LB-agar-ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C hasta la apariciéon de colonias

resistentes al antibidtico.

2.8 Secuenciacion del DNA

La secuenciacién de los diferentes constructos para la correspondiente comprobacion fue
hecha mediante PCR, utilizando el kit BigDye v3.0 (Applied Biosystems) y de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los productos de la reaccién, de hasta 700 pb, fueron
analizados en un secuenciador de canales multiples y resolucion en gel y capilar (Applied

Biosystems)
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3. Transfecciones y ensayos reporter de actividad transcripcional

Los ensayos reporter se realizaron sobre células HT-29 Mé sembradas en placas de 24 pozos
por duplicado, a una densidad de 2 x 105 células/cm?2, mantenidas en DMEM sin calcio
suplementado con 10% FBS CHELEX durante 4 - 5 dias aproximadamente (tiempo que
tardan en llegar a confluencia), y tfransfectadas con 1 ug de DNA utilizando el sistema de
liposomas LipofectAMINE PLUS (Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por la casa
comercial. A las 4-6 horas de transfectadas, se les retira el medio de transfeccion y se les
anade medio fresco suplementado o no (CEN y CEB, respectivamente) con 2 mM de

calcio. Se recogieron muestras a los dias indicados en los Resultados, segin el experimento.

Los promotores subclonados en pGL3 Basic dirigen la transcripcién del gen de la luciferasa
Firefly. La actividad luciferasa se considera medida proporcional a la actividad
transcripcional y fue normalizada por cotransfeccién con 10 ng/pozo del pladsmido que
codifica para la luciferasa Renilla Reniformis bajo el promotor SV40. Ambas luciferasas fueron
medidas en un lumindmetro con el kit Dual Luciferase Reporter Assay System (Invitrogen) de

acuerdo también con las especificaciones indicadas por el fabricante.

Para los ensayos de reiniciacion, una vez transcurridos los 9 dias de transfectadas las células,
se tripsizaron y se resembraron a una densidad de 105 células/cm?, recogiéndose muestras a

las 12, 24 y 48 horas de reiniciadas las células o segun se indique en el texto.

4. Ensayos de migracion celular por heridas en cultivos confluyentes

Células HT-29 Mé fueron cultivadas hasta confluencia en DMEM sin calcio suplementado con
10% FBS CHELEX. Las heridas fueron realizadas por rascado con peine (6-8 mm grosor). Una
vez readlizadas, las células se lavaron con PBS 1X y se cultivaron durante 48-72 horas a 37°C en
condiciones de agitacion orbital suave, y en el caso de cultivo CEN se suplementd el medio
con 2 mM de cloruro cdlcico inmediatamente después de hechas las heridas, tomdndose

fotos alas 0, 24, 48 y 72 horas posteriores.

5. Técnicas electroforéticas para el estudio de proteinas

5.1 Obtencion de los extractos celulares

Para obtener los extractos de proteinas totales, las células se solubilizaron en PBS mediante

rascado. Tras dos lavados con PBS las células se lisaron con 300-500 ul de tampdn de lisis SDS
(1%SDS, T mM NasVaOs, 10 mM Tris HCI pH 7.4) y se hirvieron durante 5 minutos.
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Seguidamente se sonicaron varias veces con un émbolo o jeringilla para favorecer la
solubilizacién de las muestras. A continuacién se determind la concentfracién total de
proteinas presentes mediante el método colorimétrico de Lowry (BioRad) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Todas las muestras se guardaron a —-80°C.

5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para garantizar la separacién éptima de MUCT y MUCS5AC, mucinas altamente glicosiladas,
la electroforesis de proteina se realizd en minigeles de poliacrilamida al 3% sin staking, y en
condiciones desnaturalizantes. Para la separaciéon de p27KP1, p21WAFR v ciclina D1 la
electroforesis de proteina se realizd en minigeles de poliacriiamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes y con staking, mientras que la separacidén de pRB y p130 se hizo en
minigeles de poliacriiaomida al 6%. Las muestras proteicas fueron hervidas previamente en
tampdén Laemmli (Tris 10 mM, SDS 1%, beta-mercaptoetanol, 10% de glicerol y azul de
bromofenol como colorante). Las muestras fueron resueltas mediante elkestroforesis en los

geles mencionados en un tampdn balanceado de Tris — Glicina.

5.3 Electrotransferencia de proteinas. Western Blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a un filfro de nitrocelulosa (0.45
uM Protan, Schleicher & Schuell) en una cdmara de transferencia (BioRad) durante toda la
noche a 4°C y 30 mA.

La inmunodeteccién de las proteinas transferidas a una membrana de nitrocelulosa se
realizd siguiendo un protocolo de Western Blot usual: incubacién de 1 hora en solucion de
blogueo (Tampdn Tris-HCI, Tween al 0,5% (TBS-t y leche en polvo al 5%). A continuacién se
incubd la membrana durante 1-2 horas con el anticuerpo primario especifico a temperatura
ambiente y en agitacion suave. Después de 3 lavados de 5 minutos a temperatura
ambiente y en abundante solucién TBS-t , se procedié a realizar la incubacién con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP) especifico contra la
especie originaria del primario, durante 45 - 60 minutos a temperatura ambiente. Después
de nuevos lavados con solucion TBS-t se reveld la reaccion con un sustrato
quimioluminiscente especifico para la HRP (Enhanced ChemiLuminiscence, ECL, Amersham-
Pharmacia) durante 1 minuto, para después exponer a diferentes tiempos la membrana a

peliculas autoradiogrdficas AGFA-Curix.

Una vez revelada, la membrana de nitrocelulosa se sumerge en solucidn de stripping (62.5
MM Tris-HCI, pH 6.7, 100 mM B-mercaptoetanol, 2% SDS) a 55 °C durante 30-45 min en
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agitacion suave, para eliminar la seial. Tras varios lavados en abundante TBS-t, se comprobd
cada vez la ausencia de senal incubando la nitrocelulosa con el anticuerpo secundario

correspondiente y revelando nuevamente con ECL.
6. Anticuerpos utilizados
Los anticuerpos utilizados fueron los mismos para Western blot e Inmunofluorescencia, salvo

en el caso de la deteccidon de DPPIV, pues no contdbamos con ninguno que funcionara

correctamente en Western blot.

Anticuerpo Antigeno Dilucion Procedencia

M8 (1)* MUCI1 IF: 1/2 D. Swallow (University College of London)
WB: 1/2

LUMS-1 (2)* MUCS5AC IF:  1/1000 Dra. Carmen de Bolds (IMIM-UBCM)
WB: 1/1000

DECMA-T (1)* E-cadherina IF: 1/50 Transduction Laboratories

B-catenin (1)* B-catenina IF: 1/20 Transduction Laboratories

DPPIV IF: 1/1000 Dra. Carmen de Bolds (IMIM-UBCM)

Cyclin D1 Ciclina D1 WB: 1/1000  Santa Cruz Biotechnology

(M20) (2)*

p27 KP1(1)* p27 KiP1 WB: 1/1000 Transduction Laboratories

p21 KP1(7)* P21 KPP (1)* WB: 1/1000 Transduction Laboratories

PRB PRB WB: 1/1000 Santa Cruz Biotechnology

p130 p130 WB: 1/1000  Santa Cruz Biotechnology

* (1) monoclonal, de ratén

* (2) policlonal, de conejo

7. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Los estudios de inmuofluorescencia fueron readlizados en cubreobjetos sobre células
previamente fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos a temperatura
ambiente y lavadas 3 veces en PBS. Después de la fijacion de las células, se hizo un bloqueo
corto de 20 minutos con NH4Cl 50 mM para eliminar los radicales generados por el PFA que

pudieran dar lugar a uniones inespecificas con los anticuerpos. Posteriormente, se
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permeabilizaron las células con Tritdn 0.2% en PBS durante 10 minutos. El siguiente paso
realizado fue el bloqueo con TWEEN 0.5% en PBS 1%-BSA 2% durante 30 minutos. A
continuacién, los cubreobjetos se incubaron sobre una gota de la dilucién pertinente del
anticuerpo primario, en una cdmara humeda a temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar tres veces los cubreobjetos con TWEEN 0.5% en PBS 1%-BSA 0.5%, se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con fluoresteina o rodamina segun
fuera necesario, durante 1 hora en cdmara oscura. Para la contratincién de los nUcleos se
incubaron las células con yoduro de propidio (durante 30 minutos disuelto en PBS a 5 pg/ml
y en presencia de RNAsa A 100 U/ml). Finalmente, y después de lavados 3 veces con PBS, los

cubreobjetos fueron montados en Mowiol (DABCO) y visualizados al microscopio.

Las imdgenes de microscopia confocal fueron captadas por un sistema de Microscopia
Confocal Invertida Leica TCS-SP2, y procesadas con el software asociado. Los canales de
emision y excitacion con ldser fueron colimados en cada caso para evitar sefales cruzadas.
En cada imagen se realizaron entre 4-8 cortes para generar después una proyecciéon. La
infensidad de coloreado de la senal fue retocada ocasionalmente mediante programas de

procesamiento de imagen (PaintShopPro).

8. Marcaje del citoesqueleto de actina

Las células, sembradas sobre cubreobjetos y fijadas con PFA al 4%, se lavaron con PBS. A
continuacién se hizo un blogqueo corto de 20 minutos con NH4Cl 50 mM para posteriormente
permeabilizar con Tritdn- 0.2% en PBS durante 10 minutos. El siguiente paso realizado fue el
bloqueo con TWEEN 0.5% en PBS 1%-BSA 2% durante 30 minutos. Entonces las células se
incubaron durante 10-15 minutos con faloidina marcada con rodamina diluida en TWEEN
0.5%, PBS 1%-BSA 0.5% (Molecular Probes). Para contratefir los nicleos se incubaron las
células con TOPRO (Molecular Probes) y en presencia de RNAsa A. Luego de lavar con PBS

se montaron en Mowiol y se visualizan al microscopio.

9. Semifinos y microscopia electrénica

Las células en cultivo se lavaron con PBS 1x vy se fijaron con 2.5% de glutaraldehido diluido en
PBS 1x. Posteriormente fueron post-fjadas con OsO4 al 2% durante 1h a temperatura
ambiente y protegidas de la luz. A continuacion se lavaron con HO destilada y se
deshidrataron incubando las muestras en banos seriados de etanol: una vez en 30% de
etanol, una vez en 50% de etanol, una vez en 70% de etanol, dos veces en 95% de etanol, y
5 veces en 100% de etanol (5 min por incubacién). La deshidratacién se completd con 3

incubaciones de 5 minutos seguidas de 2 incubaciones de 15 min con hidroxipropil
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Metacrilato (HPMA) (MERCK). Posteriormente, las muestras fueron incluidas en una resina
Epon (BioRad) incubdndose a temperatura ambiente en Epon: HPMA (1:2) durante 15 min,
Epon:HPMA (1:1) 15 min, Epon:HPMA (2:1) 30 min y Epon al 100% 3 veces durante 10 min
cada vez. A continuacion, las piezas fueron depositadas en moldes de goma y orientadas
para ser incubadas adicionalmente durante 16-18 h a 37°C y 24 h a 60°C igualmente en
Epon al 100%.

Las preparaciones semifinas fueron cortadas en secciones de 0.5 um con un ultramicrotomo
LKB, tenidas con azul de toluidina y observadas por microscopia éptica de transmisién para

seleccionar la zona de piramidado y posterior obtencién de cortes ultrafinos.

Para microscopia electrénica, se obtuvieron secciones con el ultramicrétomo que fueron
colocadas sobre una rejilla de cobre, tenidas con acetato de uranil (5% en etanol absoluto)
y cifrato de plomo. Las muestras fueron analizadas a 5000-45000 aumenfos en un

microscopio electrénico de transmisién Phillips a 75 kV.

10. Analisis de los niveles de RNA

10.1 Obtencién del RNA total

La extraccidén de RNA se llevd a cabo por el método de extraccion con tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo (Chomczynski P, et al, 1987). Las células fueron lisadas con 4 ml
de solucidon D (4 M tiocianato de guanidinio, 25 mM citrato de sodio pH 7, 0.5% sarcosyl, 0.1%
beta-mercaptoetanol). A continuaciéon se le anadié 0.4 ml de 2 M NaAc pH 4, mezclando
bien por vortex. Seguidamente, se procedié a la extraccién con fenol/cloroformo (4 ml: 0.8
ml), dejando reposar la mezcla en hielo por 15 min a 4°C. Se centrifugd a 8000 rom durante
30 minutos (4°C) y el sobrenadante se recogié en un tubo limpio, al que se le anadidé un
volumen de isopropanol, centrifugdndose nuevamente durante 30 minutos a 8000 rom (4°C).
Antes de esta Ultima centrifugacion se recomienda congelar a —-20°C. Una vez centrifugado
se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendid en 0.4 mL de solucién D, se le anadid
un volumen de isopropanol y se centrifugd a 13000 rpm, lavando el pellet con etanol al 75%.
Finaimente, el RNA obtenido se resuspendi®d en H2O DEPC (el tratamiento con DEPC,
dietilpirocarbonato rompe los enlaces de los grupos aminos de las proteinas y se realiza para

eliminar posibles contaminaciones con RNAsas).
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10.2 Northern Blot

Muestras de RNA total se desnaturalizaron a 70°C durante 10 min en tfampdn MOPS (20 mM
de MOPS, 5 mM de NaAc, 0.1 mM de EDTA) conteniendo 50% de formamida y 6.5% de
paraformaldehido. Los RNAs se fraccionaron en un gel de agarosa al 1%, 6.5% de
formaldehido y MOPS, y se transfirieron por capilaridad en tampdn 10x SSC (3 M de NaCl, 0.3
M de citrato de sodio, pH 7) a una membrana de nylon (Hybond-N; Amersham). Los filtros se
prehibridan y se hibridan a 68°C en la solucion ExpressHyb Hybridization Solution (Clontech)
siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial. Después, los filtros se lavaron a
55°C: dos lavados cada 15 min con 2x SSC/0.5% de SDS y un lavado de 30 min con 0.1x SSC/
0.05% de SDS.

Las sondas utilizadas para la hibridacion fueron obtenidas a partir de la digestion de vectores
gue contenian los cDNAs especificos para MUC1, MUCS5AC, DPPIV y ciclina D1 con
endonucleasas especificas en cada uno de los casos, obteniendo fragmentos de entre 300-
400 pb, las cuales se marcaron con a-32P [dCTP] (3000 Ci/mmol) (ICN) por “random priming”
siguiendo las directrices del kit Rediprime (Amersham) y se purificaron por centrifugacién

mediante una columna MicroSpin S-400 HR (Pharmacia).

11. Citometria de flujo (FACS)

11.1 Determinacién del contenido de DNA

Para el procesamiento de las muestras, partimos de células suspendidas en PBS que fueron
fijadas anadiendo etanol a —-20°C gota a gota en agitacion suave pero constante hasta una
concentracién final de etanol del 70% (en estas condiciones se pueden mantener a 4°C
durante varias semanas). En el momento de hacer el andlisis las células se centrifugaron 3
minufos a 5000 rpom, se lavaron en PBS y centrifugaron para posteriormente resuspender en el
tampodén de tincidon (50 ug/ml de yoduro de propidio, 10 pg/ml de RNAsa A en PBS)

dejandolas durante 1 hora a temperatura ambiente antes del andlisis.

11.2 Determinacion de células en fase S (incorporacién de 5BrdU)

Las células se incuban con 10 uM de BrdU (Sigma) en su propio medio de cultivo durante 1
hora a 37°C. Se fripsinizan, se cuentan y se fijan en etanol —20°C gota a gota en agitacion
suave pero constante. En el momento del andlisis, las células fueron lavadas 2 veces con PBS
1x. Posteriormente se procedid a la desnaturalizacién del DNA por incubacién con una

solucidon desnaturalizante (PBS 1x, 0.5% BSA, 2M HCI). Seguidamente se lavaron nuevamente
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las células con PBS 1x, 0.5% BSA, 0.5% Tween 20 (PBS-BSA-t) y se incubaron con el anticuerpo
anti 5BrdU durante 1 hora a temperatura ambiente (anficuerpo monoclonal Pharmingen,
diluido 1:2000 en PBS-BSA-t . Luego de dos tandas de lavado con PBS-BSA-t se procedid a la
incubacién con el anticuerpo secundario (FITC) y diluido en la misma solucién que el
anticuerpo primario. Para contrastar el DNA se les anadié 100 pl de 10x bromuro de etidio 500

ug/ml en citrato de sodio 38 mM.

Las muestras fueron analizadas por el citdmetro de flujo FACScan (Becton Dickinson).

12. Ensayo de formacion de colonias

Las células HT-29 y HCT-116 fueron sembradas a una concentracion de 1-2 X105 células/cm?
en placas de 57 cmz2. Se Transfectaron con 10 ug de los vectores APC-CMV o pCMV (vector
vacio) y con 1 yg del pldsmido TK-higromicina por placa utilizando el sistema de liposomas
de LipofectaMINE PLUS (Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por la casa
comercial. Las células fueron crecidas en medio DMEM suplementado con 10% de FBS y 250
hg/ml de higromicina (G418) y mantenidas en estas condiciones durante 15-30 dias para
facilitar la seleccién y el crecimiento de las colonias expresando el vector transfectado, las

cuales fueron fijadas con PBS+ PFA 0,5% y tefidas con Comassie Blue.
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