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INTRODUCCIÓ

  
1.- La transició epiteli-mesènquima en embriogènesi i càncer 

La t ransició epiteli-m esènquima (TEM) es defineix com el conjunt 

d’esdeveniments cel·lulars i moleculars que donen lloc a la reorganització de 

l’epiteli i la seva conversió, reversible o irreversible, en cèl· lules de t ipus 

mesenquim als (Thiery and Chopin, 1999) . Aquest procés dona lloc a l’inici 

de la gast rulació, procés durant el qual les cèl· lules del m esoderm es 

t ransformen en cèl· lules mesenquimals primerenques i m igren cap a 

l’interior del blastocel com a cèl· lules individuals.

 

Des del punt de vista de 

l’evolució, aquest fenomen va ser molt im portant ja que va permet re 

l’aparició d’una tercera capa embrionària (Nieto, 2002) . A més a m és, el 

fenom en de TEM també està implicat en un alt re important esdeveniment 

que ocorre al llarg del desenvolupament , la formació de la cresta neural. 

Les cèl· lules de la cresta neural perden la seva morfologia neuroepitelial per 

adquir ir un fenot ip m igratori com a cèl· lules fibroblàst iques individuals. 

Aquesta ver itable TEM va acompanyada d’un ràpid canvi en el seu estadi 

d’adhesió (Thiery and Chopin, 1999). 

Avui en dia, existeixen fortes evidències que suggereixen que la TEM és 

un important esdeveniment durant la progressió de varis carcinom es, i 

potser una característ ica permanent en tumors amb aparença m ixta ent re 

carcinoma i sarcoma. El fenomen de TEM permet r ia a la cèl· lula tumoral 

adquir ir característ iques invasives facilitant , d’aquesta manera, l’inici d’un 

procés metastàt ic. Com podem veure en la figura I 1, aquest procés 

s’iniciaria en l’epiteli normal, el qual està proveït d’una membrana basal que 

podria com ençar a proliferar localment donant lloc a la formació d’un 

adenoma. Més tard, aquestes cèl· lules, degut a diverses alteracions 

genèt iques, podrien pat ir una TEM perdent les seves característ iques 

epitelials i t ransform ant -se en cèl· lules d’un carcinoma invasiu. A 

cont inuació, la membrana basal podria ser degradada i les cèl· lules del 

carcinoma es podrien t ransportar, a t ravés dels vasos lim fàt ics o sanguinis, 

a òrgans distants.   
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Figura I 1 : La TEM en l’aparició i progressió del carcinom a. Les cèl· lules tumorals 

perden gran quant itat de marcadors epitelials al llarg de la formació del carcinoma adoptant , 

així, gran diversitat de fenotips i un important potencial maligna (Thiery, 2002).  

Un cop allí, les cèl· lules del carcinoma prim ari que hagin aconseguit 

arr ibar i ext ravasar-se podrien pat ir un procés cont rar i a l’inicial, fenomen 

anomenat t ransició m esènquima-epiteli (TME) , donant lloc, d’aquesta 

manera,  a un nou carcinoma secundari en l’organisme. En conclusió, 

podem dir que el fenomen de TEM està involucrat en un programa de 

desdiferenciació cel· lular donant lloc a la form ació d’un carcinoma m aligne 

(Thiery, 2002).   

2.-  Alteracions de les cèl·lules al llarg del procés de TEM

 

La pèrdua de l’adhesió cel· lular i la reorganització del citoesquelet són 

els principals marcadors de la TEM i són ut ilit zats per valorar la progressió 

d’aquest procés. L’habilitat de les cèl· lules per

 

dissociar-se de l’ent itat 

epitelial provoca la ruptura de l’adhesió intercel· lular. Als estadis inicials de 

la TEM, els complexes proteics d’adhesió que inclouen les unions est retes, 

les unions adherents, els desm osomes i les unions de t ipus gap són 

reorganitzades i funcionalment desintegrades (Boyer et al. , 2000; 

Savagner, 2001).   
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Figura I 2 : Canvi fenot ípic cel·lular durant la TEM. Durant la TEM, la cèl· lula epitelial 

desorganitza els seus com plexes d’adhesió, perdent així, el seu dom ini apical. Com a 

conseqüència, la cèl· lula es t ransforma adoptant tota una sèr ie de caracter íst iques 

mesenquimals (Boyer et al., 2000).  

Com podeu veure en la figura I 2, la desintegració de les unions est retes 

provoca la pèrdua de la polaritat epitelial dest ruint , així, la funció que té la 

capa de cèl· lules epitelials com a barrera, i la pèrdua de les est ructures de 

t ipus desm osoma t renca la cont inuïtat de la xarxa de filaments intermedis 

de les est ructures epitelials, provocant l’alliberam ent de cèl· lules a part ir 

d’una capa epitelial est r ictam ent ordenada (Gotzmann et al. , 2004) . Un cop 

les cèl· lules epitelials adopten un fenot ip mesenquimal es caracteritzen per 

ser un grup de cèl· lules individualment mòbils sense polaritat baso-apical i 

amb la capacitat de reorganitzar-se lliurement i moure’s en tres dimensions. 

A més a m és, aquestes cèl· lules pateixen una aturada del cicle cel· lular 

facilitant així a la cèl· lula la plena disponibilitat del citoesquelet per tal de 

dirigir els canvis morfològics i portar a terme la migració cel·lular necessària 

durant TEM (Shook and Keller, 2003) . Aquestes alteracions que 

caracter itzen el procés de TEM es van analitzar a nivell m olecular a t ravés 

de l’estudi dels processos d’histogènesi i organogènesi de ratolins knockout. 

Això va permet re ident ificar tota una sèr ie de gens que, tan regulats de 

forma positiva com negativa, estaven implicats en el fenomen de TEM.    
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3.-  Gens que modifiquen la seva expressió durant l’embriogènesi  

3.1.-  L’E-cadherina 

L’E-cadherina és el protot ipus de cadherina de t ipus I . Aquests t ipus de 

cadherines, formen ponts adhesius ent re les cèl· lules a t ravés d’interact ions 

homofíliques ent re un o varis dom inis de t ipus imm unoglobulines ( I g) 

presents en la seva regió ext racel· lular i es conecten, de forma indirecta en 

el citoplasma, amb els m icrofilaments d’act ina a t ravés d’alt res dues 

proteïnes anomenades α- i β-catenines (Kem ler, 1993) . La sobreexpressió 

d’E-cadherina en cèl·lules mesenquimals normals o transformades pot induir 

la formació de contactes estables cèl· lula-cèl· lula i donar lloc al 

desenvolupament de les unions adherents. En les cèl· lules epitelials, els 

contactes primerencs ent re cèl· lules són m it jançats per molècules d’E-

cadherina que s’agrupen formant pet its complexes d’adhesió, els quals 

acaben establint les unions adherents i promouen la formació de 

desmosom es (Adams and Nelson, 1998) . Al llarg de la TEM, la 

reorganització de les unions adherents inclou el t rencament de l’estabilitat 

del complex seguit de la disminució o pèrdua total de la proteïna supressora 

de tumors E-cadherina, la qual juga un paper molt important en la integritat 

epitelial (Birchmeier et al., 1995 ; Christofori and Semb, 1999).  

L’E-cadherina és el component cent ral de l’adhesió cel· lular i és 

necessària per a la formació de l’epiteli en l’embrió i per mantenir 

l’homeostasi epitelial en l’adult . La pèrdua de l’E-cadherina s’ha observat de 

manera consistent en els llocs on es produeix la TEM al llarg del 

desenvolupament i del càncer. Aquesta pèrdua provoca un augment de la 

capacitat invasiva de les cèl· lules tumorals in vit ro i cont r ibueix a la 

t ransició d’adenoma a carcinoma en els models animals (Thiery, 2002; Perl 

et al., 1998). 

La presència de mutacions que inact iven la funció de l’E-cadherina s’ha 

observat en, aproximadament, el 50% dels carcinomes lobulars de mama. A 

més a més, hi han individus que presenten una mutació inherent d’un al· lel 

de l’E-cadherina de m anera que tenen un alt r isc de desenvolupar un 

carcinoma gàst r ic difús. És per això, que es va catalogar l’E-cadherina com 

a gen supressor de tumors. El fet de que el segon al· lel de l’E-cadherina 

s’hagi t robat sempre intacte, ens fa pensar en l’existència d’alt res 
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mecanismes responsables de la pèrdua de funció d’aquesta proteïna. Una 

teoria que s’ha vist reforçada en aquests últ ims anys explicaria aquest 

fenom en a t ravés d’un mecanisme de repressió de l’expressió de la proteïna 

(Hennig et al. , 1996) . Tot i això, existeixen també alguns casos en que l’E-

cadherina s’expressa però s’obté un producte no- funcional (Rashid et al., 

2001) . La ident ificació de varis repressors t ranscripcionals específics ens ha 

permès am pliar el nost re coneixement de com pot ser regulada l’expressió 

de l’E-cadherina. A continuació exposo els principals repressors identificats.     

3.2.- La superfamília de repressors Snail 

El prim er membre de la família d’Snail, el propiament dit Snail, es va 

descriure en D. Melanogaster , on es va veure que era essencial per a la 

formació del mesoderm . A part ir d’aquí, es van t robar homòlegs d’Snail in 

diverses espècies incloent humans, alt res vertebrats, no-vertebrats cordats, 

insectes, nemàtodes, anèl· lids i m oluscs (Nieto, 2002) . Els membres de la 

família d’Snail codifiquen per a un factor de t ranscripció de t ipus dits de 

zenc. Tots ells tenen una organització sim ilar, es composen d’una regió 

carboxi- terminal altament conservada que conté de quatre a sis dits de zenc 

i d’una regió am ino- term inal molt més divergent . Els dit s corresponen al 

t ipus C2H2 i funcionen com a mot ius d’unió a l’ADN específics de seqüència 

(vegeu figura I3) (Knight and Shimeld, 2001).  

 

Figura I3: Diagrama de la proteïna Snail. S’han descrit dues regions diferents en aquesta 

proteïna: el dom ini C- term inal d’unió l’ADN (aa 152 a 264; color blau fosc) i el dom ini N-

term inal regulador (aa 1 a 151; colors gr is i blau clar) . La part C- term inal conté quat re dits 

de zenc. El dom ini N- term inal difereix m olt m és ent re els diferents homòlegs d’Snail. En 

mam ífers, el dom ini SNAG (gr is) és essencial per a la repressió. La regió més conservada de 

l’ext rem N-term inal, excloent el dom ini SNAG, correspon a un dubdom ini situat ent re els 

residus 82 i 151 de la seqüència d’Snail de ratolí. Aquest subdom ini conté una seqüència 

d’export nuclear (NES) i una regió adjacent sensible a fosforilació (Domínguez et al., 2003).   
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Gràcies a diversos experiments de t ransfecció, realitzats amb diferents 

promotors, es va demost rar que el lloc d’unió consens per als factors de la 

família Snail està format per un core de sis parells de bases, 5’-CAGGTG-3’ 

(Mauhin et al. , 1993) . Aquesta seqüència és idènt ica a l’anomenada caixa-E 

que està descrita com a lloc d’unió consens dels factors de t ranscripció 

bHLH, indicant així que les proteïnes Snail podrien com pet ir amb aquests 

factors per a la seva unió a la seqüència específica de l’ADN (H. Kataoka et 

al., 2000).  

Unint-se a les caixes-E, els m embres de la família Snail poden actuar 

com a repressors t ranscripcionals (Hemavathy et al. , 2000) . L’act iv itat 

repressora d’aquests factors no només depèn de la seva regió d’unió a 

l’ADN sinó també a un dom ini present en la seva regió am ino- terminal 

anomenat SNAG (Snail/ Gfi) . Aquest mot iu és molt im portant perquè el 

factor t ranscripcional pugui realit zar la seva funció repressora en les 

cèl· lules de mamífer (Nakayama et al. , 1998) i nom és està conservat en els 

vertebrats. Tot i que aquest dom ini està perdut en els no vertebrats, com 

són Drosophila, el nemàtode Caenorhabditis elegans i els ascidis, la proteïna 

Snail d’aquests organismes presenta un dom ini d’unió a CtBP que l’Snail de 

vertebrats no té (Nibu et al., 1998). 

Per tal de classificar els diferents membres de la família Snail, es van 

realitzar uns estudis filogenèt ics comparant les seqüències de les regions de 

dits de zenc presents en els diferents membres de la família. Gràcies a això, 

van subdividir els membres de la família d’Snail de vertebrats, en dues 

subfamílies anomenades: Snail i Slug. Curiosament, en estudis posteriors es 

va observar un pat ró d’expressió diferencial dels gens Snail i Slug segons 

l’espècie, és a dir, es va veure un intercanvi de pat ró d’expressió ent re el 

pollast re i el ratolí. Així com en ratolins Snail s’expressava en els precursors 

del mesoderm i en la formació de la cresta neural, en pollast re 

s’intercanviava l’expressió d’Snail per la d’Slug (Sefton et al. , 1998) . Això 

indicar ia que, en ratolins, l’expressió d’Snail seria el pr incipal responsable 

d’induir la TEM necessària per a la formació del mesoderm i la cresta neural 

ment re que, en pollast re, aquesta funció seria rellevada pel seu homòleg 

slug. En Drosophila, Snail s’expressa específicament en les cèl· lules 

mesodèrm iques durant la invaginació, just abans que pateixin la TEM. 

Durant aquest procés, s’ha demost rat que la regulació a la baixa de l’E-
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cadherina és un procés essencial perquè les cèl· lules mesodèrm iques iniciïn 

la gast rulació en els embrions de ratolí (Burdsal et al. , 1993) . Tenint en 

compte que el pat ró d’expressió d’Snail durant la gast rulació coincideix en 

temps i espai amb l’inici de la davallada de l’E-cadherina, i que hi havia uns 

estudis realitzats amb embrions de Drosophila mutants per Snail que 

fallaven alhora de gast rular i que presentaven una reducció de la regulació 

a la baixa de l’expressió de l’E-cadherina (Oda et al. , 1998) , es va plantejar 

la teor ia de que el gen de l’E-cadherina podria ser un bon candidat com a 

gen diana d’Snail.  

Efect ivament , la caracterització del promotor humà de l’E-cadherina va 

revelar l’existència de t res caixes-E en el fragment proximal del promotor i 

que a la vegada eren importants per a la repressió d’aquest gen en línies 

cel· lulars tumorals i en fibroblasts. Diferents assat jos amb aquest promotor 

van demost rar que Snail era capaç d’unir-se a aquestes caixes-E i reprim ir 

l’expressió d’aquest gen (Bat lle et al. , 2000) . Però, s’han descrit també 

altres gens, apart de l’E-cadherina, que durant la TEM són regulats per Snail 

de forma negat iva o fins i tot posit iva, directe o indirectament , com són la 

repressió del marcador epitelial desmoplaquina i l’augm ent de l’expressió 

dels marcadors mesenquimals vimentina i fibronectina (Cano et al., 2000).  

Així, sembla ser que l’expressió d’Snail j uga un paper m olt important 

alhora d’induir els canvis moleculars necessaris per donar lloc a la TEM. De 

totes maneres, tornant als embrions mutants per Snail de Drosophila 

(abans esm entats) , cal tenir en compte que en el mesoderm d’aquests 

embrions l’expressió de l’E-cadherina seguia sent m és baixa que l’expressió 

d’aquesta mateixa proteïna en l’ectoderm dels mateixos embrions. Això 

indicar ia que els nivells d’E-cadherina no es recuperaven del tot i que, per 

tant , hi deuen haver alt res repressors de l’E-cadherina que actuarien 

simultàniam ent amb Snail durant la gast rulació. S’han ident if icat alguns 

factors t ranscripcionals de t ipus bHLH que estan implicats en la pèrdua de 

l’expressió de l’E-cadherina i que també s’expressen en el mesoderm 

embrionari, són els anomenats Zeb-1 (δEF1) (Grooteclaes and Frisch, 

2000) , Zeb-2 (o SI P1) (Com ijn et al. , 2001) , E47 (Pérez-Moreno et al., 

2001) i Twist (Yang et al., 2004).    
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3.3.- Zeb-1 i Zeb- 2 

El gen Zfh-1 de D. Melanogaster codifica per a dues proteïnes 

homòlogues, anomenades Zeb-1 i Zeb-2, que contenen un homeodomini 

flanquejat per dues regions d’unió a ADN de t ipus dits de zenc altament 

conservades: una situada a l’ext rem N- term inal i l’alt re a l’ext rem C-

term inal. El gen Zfh-1 s’expressa en el mesoderm d’embrions primerencs i 

en vàries est ructures derivades del mesoderm d’em brions tardans. Es 

necessària l’expressió d’Snail i de Twist en el mesoderm perquè s’expressi 

Zfh-1; en mutants d’Snail, l’expressió de Zfh-1 està severament reduïda 

(Lai et al., 1991). 

Una de les proteïnes codificades pel gen Zfh-1 és la proteïna Zeb-1, o 

també anomenada δEF1 o AREB6, que va ser caracter itzada per primera 

vegada com a una proteïna amb dits de zenc amb la capacitat d’unir-se a 

seqüències de t ipus caixa-E donant lloc a una repressió t ranscr ipcional que 

regula la diferenciació dels lim fòcits (Geneta et al. , 1994) . Zeb-1 s’expressa 

en teixits com el sistem a nerviós cent ral (SNC) , el cor, el múscul esquelèt ic 

i les cèl· lules hematopoièt iques. Tot i tenir aquest ampli pat ró d’expressió, 

ratolins Zeb-1-/ - sobreviuen fins al naixement i només presenten deformitats 

esquelètiques i una deficiència severa de limfòcits T.  

Això va suggerir que, segurament , exist ia algun alt re gen relat iu a Zeb-

1 que compensava la pèrdua d’expressió d’aquest factor de t ranscripció en 

el SNC i el múscul. Va ser llavors quan es va clonar un alt re gen 

d’est ructura i seqüència molt sim ilars a Zfh-1. Aquest gen codificava per 

una alt ra proteïna anomenada Zeb-2, o SI P1 (Post igo and Dean, 2000) . 

Aquesta proteïna s’expressa amb alts nivells en les cèl· lules pre-migratòries 

de la cresta neural, cèl· lules que pateixen un procés de TEM, donant lloc 

d’aquesta manera a l’inici de la formació del tub neural; i és en aquest 

precís moment en que aquestes cèl· lules presenten una pèrdua de 

l’expressió de l’E-cadherina (Eisaki et al. , 2000; Takeichi, 1988) . 

Concordant amb tot això, es va demost rar que, de la m ateixa manera que 

Zeb-1, Zeb-2 també té la capacitat d’unir-se a caixes-E i reclutar el co-

repressor CtBP per reprim ir d’aquesta manera l’expressió de l’E-cadherina 

(Comijn et al., 2001).    
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3.4.-  E47 

Com ja he dit anteriorment , un alt re factor que podria estar implicat en 

la repressió de l’expressió de l’E-cadherina durant el desenvolupament 

embrionari és la proteïna E47. Mit jançant un anàlisi d’screening ( cr ibatge) 

amb l’assaig de one-hybrid ( simple-híbrid) amb llevats, es va ident ificar un 

alt re repressor t ranscripcional capaç d’interaccionar amb les caixes-E del 

promotor de l’E-cadherina, el factor anomenat E47. La proteïna E47, de 

t ipus bHLH, es t radueix juntam ent amb una alt ra proteïna anomenada E12, 

també de t ipus bHLH, a part ir de dos t ranscrits produïts pel gen E2A i 

obt inguts per splicing ( tall i empalmament ) alternat iu. L’act iv itat 

t ranscr ipcional de les proteïnes resultants de la t ranscripció del gen E2A pot 

ser regulada negat ivament per la seva interacció amb una alt ra subclasse 

de factors de tipus bHLH anomenats Id.  

Per tal de correlacionar l’expressió del factor E47 amb la pèrdua 

d’expressió de l’E-cadherina durant el desenvolupam ent , pr im er cal saber 

quin és el pat ró d’expressió de dita proteïna durant aquest procés. 

Mit jançant un anàlisi d’hibridació in situ sobre embrions de ratolí, es va 

observar que no hi havia expressió del gen E2A en els epitelis embrionaris 

però sí que s’expressava amb alts nivells en el mesoderm d’embrions 

primerencs. Per tant , la relació inversa que existeix ent re l’expressió d’E2A i 

l’expressió de l’E-cadherina en el desenvolupament em brionari pr imerenc, 

resulta ser un argum ent a favor pel que fa a l’act iv itat  repressora que 

tenen els productes del gen E2A en la regulació a la baixa de l’expressió de 

l’E-cadherina i en la generació i/ o mantenim ent del fenot ip mesenquimal. 

Aquesta teoria es va demost rar a t ravés d’uns estudis realitzats sobre una 

línia cel· lular epitelial que expressava de form a estable i ectòpica E47.  La 

sobreexpressió d’aquest factor t ranscripcional donava lloc a un fenom en de 

TEM, amb una dism inució de l’expressió de l’E-cadherina i un augment de 

l’expressió i de la reorganització d’alguns marcadors mesenquimals (Pérez-

Moreno et al., 2001).  

3.5.-  Twist 

Un alt re possible regulador negat iu de l’expressió de l’E-cadherina és el 

factor t ranscripcional anomenat Twist . En els organismes mult icel· lulars que 

ocupen un rang que va des de la Drosophila fins als vertebrats, Twist actua 
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com un factor t ranscripcional de t ipus bHLH en la cascada de senyalització 

que inicia el desenvolupament del mesoderm durant la gast rulació 

(Castanon and Baylies, 2002) . Per tant , es va pensar en Twist com a factor 

candidat inductor de la TEM.  

Per demost rar això, es van fer experiments d’expressió ectòpica 

d’aquest regulador transcripcional en cèl·lules epitelials de ronyó de gos i en 

cèl· lules epitelials de mama hum anes immortalitzades en cult iu, i es va 

veure que la sobreexpressió de Twist induïa, de forma força potent , una 

TEM de les dues línies cel· lulars. La t ransició morfològica d’aquestes 

cèl· lules epitelials cap a una aparença fibroblàst ica anava acompanyada per 

un efecte d’scattering (dispersió) , per l’adquisició de característ iques 

m igratòries, per un guany de marcadors mesenquimals cel· lulars (com són 

la fibronect ina, la viment ina, un “est irament ” dels filam ents d’act ina, i N-

cadherina) i per una pèrdua de m arcadors epitelials (E-cadherina, α- i γ-

catenina) . Sembla ser que Twist podria estar implicat en la regulació a la 

baixa de l’E-cadherina a t ravés de les caixes-E, però encara queda per 

determ inar si la interacció de Twist amb aquestes caixes és directa o 

indirecta (Yang et al., 2004).  

3.6.-  WT1 

Fins aquí hem parlat de la regulació negat iva de l’expressió de l’E-

cadherina durant el desenvolupam ent embrionari. Però, també cal donar- li 

importància als possibles reguladors posit ius de l’expressió d’aquesta 

proteïna d’adhesió, ja que, serà l’adequat balanç entre una regulació a l’alça 

i una regulació a la baixa de la t ranscr ipció d’aquesta proteïna la que 

determ inarà el pat ró d’expressió correcte de l’E-cadherina durant el 

desenvolupament . Un factor t ranscripcional que s’ha vist molt important en 

la regulació positiva de l’E-cadherina és la proteïna Wilms’ Tumor 1 (WT1). 

Durant l’embriogènesi, WT1 presenta una alta expressió al llarg del 

desenvolupament del ronyó, les gònades, la melsa i en la línia mesotelial 

dels òrgans abdom inals (Pritchard-Jones et al. , 1990; Pellet ier et al. , 1991; 

Park et al. , 1993; Armst rong et al. , 1993; Buckler et al. , 1991) . Una 

característica comú d’aquests teixits és la seva transició mesènquima-epiteli 

(TME) durant el desenvolupam ent embrionari augmentant , així, la 

possibilitat de que WT1 pugui cont r ibuir tant a la inducció com a la resposta 
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de senyals de desenvolupament (Lee and Haber, 2001) . L’expressió de l’E-

cadherina j uga un paper molt im portant alhora d’induir el procés de TME 

durant el desenvolupament norm al. L’E-cadherina apareix en el 

mesènquim a metanèfr ic induït , un cop la condensació per donar lloc a la 

formació de l’epiteli ha començat , és a dir, en el mateix mom ent en que 

comença a augmentar l’expressió de WT1 en el desenvolupament del ronyó 

(Vestweber et al., 1985; Pritchard-Jones et al., 1990). Això va fer pensar en 

la possibilitat de que WT1 podria estar regulant l’expressió de l’E-cadherina. 

Fins al moment , se sabia que el gen de WT1 codifica per un factor de 

t ranscr ipció de t ipus dits de zenc. Aquesta proteïna pot unir-se a diferents 

seqüències, entre les quals trobem les seqüències riques en –GC- , les quals 

són típicament reconegudes pels factors EGR.   

  

Figura I 4 : Est ructura de la proteïna W T1 . Les proteïnes codificades per WT1 tenen un 

dom ini t ransregulador r ic en prolines i glutam ines en l’ext rem am ino- term inal i quat re dit s 

de zenc en el dom ini d’unió a ADN/ ARN en l’ext rem carboxi- term inal. Té dos modificacions 

de l’ARN ( t r iangles púrpura) : un insert de 17 am inoàcids en el dom ini t ransregulador i un 

insert de 3 aminoàcids entre el tercer i el quart dit de zenc (Brown and Malik, 2001).  

Mit jançant un splicing alternat iu, el gen de WT1 pot codificar per a 

quat re isoformes de  la proteïna segons si incorporen o no una inserció de 

disset am inoàcids ent re la regió r ica en prolines i glutam ines i/ o una 

inserció de tres aminoàcids situada entre el tercer i quart dit de zenc (vegeu 

figura I 4) . Aquesta últ ima inserció pot modificar la capacitat d’unió de la 

proteïna a l’ADN de m anera que la inserció del t r ipèpt id impedeix que la 

proteïna s’uneixi a la seva seqüència de reconeixem ent . Es va analit zar la 

seqüència del promotor de l’E-cadherina i es va ident ificar una seqüència de 

reconeixem ent pel factor t ranscripcional WT1. Mit jançant experim ents de 

co- t ransfecció i d’EMSA es va demost rar que WT1 podia unir-se a la 
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seqüència reguladora present en el promotor d’E-cadherina i que, a més a 

més, tenia la capacitat d’act ivar l’expressió d’aquesta proteïna d’adhesió 

(Hosono et al., 2000).   

Fins aquí hem donat molta importància a la regulació del procés de TEM 

per tal de que el desenvolupament embrionari t ranscorr i de forma correcte. 

Durant l’em briogènesi, els principals reguladors de la TEM s’expressen sota 

un est r icte cont rol espacial i temporal. La desregulació en l’expressió 

d’algun dels factors im plicats en la TEM, o fins i tot també en la TME, pot 

comportar greus problemes durant la m orfogènesi desembocant en 

importants malformacions o, fins i tot , en la mort pre- o post -natal de 

l’organisme. Per tot això, és important conèixer els mecanismes pels quals 

es cont rola l’expressió dels diferents factors reguladors de la TEM. A 

cont inuació, exposo un breu resum de les vies de senyalització conegudes 

fins ara implicades en aquesta regulació. 

   
4.-  Vies de senyalització implicades en la TEM 

Michael Stoker i Michael Perryman van descobrir al 1985 que el 

sobrenedant provenint de cult ius de fibroblasts contenien una act iv itat 

anomenada scatter que produïa dit efecte sobre cèl· lules epitelials Mardin-

Darby canine kidney (MDCK) , això va obrir noves portes a l’estudi en el 

camp de la TEM. A principis dels anys 90, l’anom enat factor scatter va 

resultar ser el factor de creixem ent dels hepatòcits (HGF) , lligand del 

receptor c-met (Thiery, 2003).  

En la majoria de m odels de TEM cel· lulars, la conversió fenot ípica 

requereix senyals externes. Existeixen una mult itud de factors de 

creixem ent i citoquines, i fins i tot components de la mat r iu ext racel· lular, 

que indueixen la TEM a t ravés de l’act ivació dels seus receptors específics 

presents en la superfície cel· lular. Factors de creixem ent com el factor de 

creixem ent tumoral (TGF) -α, el factor de creixement epidèrm ic (EGF) o els 

factors de creixem ent fibroblàst ics (FGFs) t ransdueixen la seva senyal a 

t ravés de l’act ivació de les vies dels receptors t irosina quinasa (RTKs) que 

t ransm etrant la seva senyal m it jançant l’act ivació de la via de Ras-MAPK 

(Rommel and Hafen, 1998) . Es conegut també, que es requereix una 

cooperació ent re la via de senyalització de TGF-β i de Ras per tal d’induir la 

desdiferenciació (Janda et al. , 2002) . Tant TGF-β com alt res est ímuls estan 
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involucrats en la inducció de la TEM act ivant la quinasa ERK2, integrada en 

la via de senyalització de les MAPKs, i la via de senyalització PI 3K/ Akt 

(Grande et al., 2002).  

Com he dit anter iorment , la mat r iu ext racel· lular pot també induir la 

TEM a t ravés de la senyalització per integr ines i la seva quinasa associada 

anomenada I LK, molècula que pot t ransm etre la seva senyalització a nucli a 

t ravés de l’act ivació per fosfor ilació d’Akt (Tan et al. , 2001) , un factor diana 

que està, també, per sota de les vies de senyalització dels RTKs (Cruet -

Hennequart et al. , 2003; Gary et al. , 2003) . Per això, es considera que la 

molècula I LK juga un important paper en el crosstalk ent re les vies de 

senyalització induïdes pels RTKs i les induïdes per les integrines. Se sap que 

Akt és capaç de fosforilar la quinasa ( I KK) responsable de fosforilar 

l’inhibidor de NFκB ( I κB) alliberant d’aquesta manera el factor 

t ranscr ipcional que es t ranslocarà a nucli per realitzar la seva funció 

act ivadora (Ozes et al. , 1999) . El factor NFκB és un element regulador 

homòleg al factor t ranscripcional Dorsal, present en Drosophila. Es 

caracter itza per ser un act ivador t ranscr ipcional molt important alhora de 

marcar el lloc d’inici dels moviments de gast rulació i, per tant , està 

considerat un factor crucial en el desencadenament dels processos de TEM 

necessaris per a la formació del mesoderm (Ip et al., 1992).  

Podem concloure així, que totes aquestes vies són redundants en la 

cèl· lula alhora de regular la TEM ent recreuant -se ent re elles de manera que 

la pèrdua d’una d’aquestes vies podria ser cont rarestada, en part , per  

l’activació o sobre-activació d’alguna altra.   

5.- Snail i la regulació de la TEM en em briogènesi i processos         

tumorals 

 Cada vegada més es tendeix a comparar i traçar un  paral·lelisme entre 

el procés de TEM que es dona durant la gast rulació i el fenomen de 

desdiferenciació cel· lular que pateixen les cèl· lules epitelials al convert ir-se 

en cèl· lules tumorals capaces de m igrar i envair alt res teixits de 

l’organisme. El factor t ranscr ipcional Snail té un paper essencial en la 

coordinació de tots els fenòm ens de TEM (Nieto, 2002) i això el fa un ferm 

candidat com a mediador del procés d’invasió que té lloc en els carcinomes. 

Fins a l’actualitat , s’ha pogut establir una alta correlació ent re l’expressió 
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d’Snail i la baixa o absent expressió d’E-cadherina en algunes línies 

cel· lulars derivades de tumors de cap i coll , fetge, mama i en línies 

cel· lulars de melanoma (Yokoyama et al. , 2001; Jiao et al. , 2002; Blanco et 

al. , 2002; Poser et al. , 2001) . En aquests casos Snail seria el responsable 

d’induir una TEM de les cèl· lules epitelials normals per acabar adoptant un 

fenotip invasiu i metastàtic.  

El fenom en de TEM que es dona durant la gast rulació és de tal  

complexitat que just ifica el fet que sigui un procés que hagi d’estar sotmès 

a una acurada regulació. Per tant , tenint en compte que Snail dir igir ia tots 

els processos implicats en aquest procés, aquest factor t ranscripcional 

hauria de ser capaç d’integrar aquelles senyals que poden desencadenar 

aquest procés morfogènic de t ransformació (Nieto, 2002; I p and Gridley, 

2002) . Per tant , tenint en compte que aquest model de funcionam ent en 

gast rulació és aplicable a la t ransformació tumoral, podem concloure que el 

coneixement de les vies de regulació de la TEM, a t ravés de la regulació 

d’Snail, durant l’embriogènesi pot acabar sent una eina essencial per 

entendre el funcionament d’un procés tumoral.       
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OBJECTIUS

  
En conform itat amb la línia invest igadora del grup, els objectius 

plantejats en aquest treball són els següents:  

(I) Exam inar amb major detall els canvis induïts per l’expressió 

ectòpica d’Snail en cèl· lules epitelials i els diferents gens que 

presenten una expressió alterada. 

(II) Caracteritzar el prom otor humà d’Snail i dem ost rar quines són 

les vies de senyalització inductores de la TEM implicades en 

activar la seva expressió. 

(III) Estudiar l’acció reguladora t ranscripcional posit iva donada per 

WT1 en relació a l’act iv itat repressora de la proteïna Snail 

sobre el promotor d’E-cadherina.  
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CAPÍTOL I: Gens epitelials i mesenquimals regulats per Snail    

durant la transició epiteli-mesènquima (TEM).  

ANTECEDENTS  

Fins al moment , alguns autors havien observat que la pèrdua de 

l’expressió de l’E-cadherina era un esdeveniment que es produïa força 

sovint en aquelles cèl· lules epitelials que pat ien una t ransformació tumoral. 

Això permet ia, a aquestes cèl· lules, adoptar un fenot ip m igratori i invasiu 

(Vleminckx et al. , 1991; Perl et al. , 1998; Shiozaki et al. , 1996) . Hi havia 

forces evidències que recolzaven la hipòtesi que la regulació a la baixa de 

l’E-cadherina en aquests processos de t ransformació podria donar-se a 

nivell t ranscripcional (Ji et al. , 1997) , però el m ecanism e m olecular pel qual 

es produir ia seguia encara sense resoldre’s. La clonació i caracter ització del 

promotor de l’E-cadherina humà va revelar la presència de t res caixes-E 

situades en el fragm ent proxim al del promotor i que resultaven ser 

importants per a la repressió d’aquest gen en línies de cèl· lules tumorals i 

en fibroblasts (Giroldi et al., 1997) (vegeu figura RI-1).   

 

Figura RI - 1 : Esquem a del prom otor de l’E- cadherina hum à. El promotor de l’E-

cadher ina clonat en el laborator i com pren el fragment –178/ + 92. Aquesta seqüència inclou 3 

caixes E de reconeixement per Snail, dues situades per davant de l’inici de t ranscr ipció i una 

situada per darrera.  

Estava descrit que aquestes caixes-E eren llocs de reconeixement per a 

factors de t ranscr ipció de t ipus bHLH, però no exist ien evidències de quins 

podien ser els factors bHLH capaços d’unir-se a les seqüències presents en 

el promotor de l’E-cadherina i reprim ir, així, la seva expressió. En el nost re 

laborator i, es va demost rar llavors, que el factor t ranscripcional Snail, el 

qual s’expressa tant en fibroblasts com en cèl· lules de línies epitelials 
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tumorals m ancades d’E-cadherina, era capaç d’unir-se a les t res caixes-E 

presents en el prom otor d’E-cadherina humà i repr im ir, al mateix temps, 

l’expressió d’aquest gen (Bat lle et al., 2000) . A més a més, també van 

demost rar que l’expressió ectòpica d’Snail en línies cel· lulars epitelials 

norm als induïa a una pèrdua de les característ iques epitelials i a l’adquisició 

de propietats invasives i m igratòr ies. Aquestes cèl· lules pat ien un fenomen 

de TEM. Com ja he dit en la introducció, una de les característiques d’aquest 

procés és la pèrdua de diferents m arcadors epitelials, a m és a més de l’E-

cadherina, i l’augm ent de l’expressió de marcadors mesenquimals. Per tant , 

s’esperava que Snail no només reprim ís l’expressió de l’E-cadherina sinó 

que també ho fes amb alt res gens epitelials indicant així la funció essencial 

d’Snail en la TEM. Va ser en aquest moment quan em vaig incorporar al 

grup i es va cont inuar el projecte d’estudiar com Snail, a més a m és de 

reprim ir l’expressió de l’E-cadherina, podia està implicat en els canvis 

moleculars que pateixen les cèl· lules epitelials durant la seva t ransformació 

tumoral.  

RESULTATS  

Les cèl·lules t ransfectades establem ent am b Snail perden les seves 

característiques epitelials i es desdiferencien. 

Les línies cel· lulars ut ilit zades en aquest estudi provenen de la 

t ransfecció estable d’Snail en una línia cel· lular parental anomenada HT-29 

M6, en aquest treball es presenten dos dels diferents clons obtinguts, HT-29 

M6 SNA1 i HT-29 M6 SNA2 (vegeu figura RI -2a). La principal característ ica 

d’aquestes cèl· lules és la seva incapacitat per formar colònies i el seu 

aspecte allargat (scattering) .  Els clons HT-29 M6 t ransfectats amb el 

sistema tet-off poden recuperar el seu fenot ip epitelial al afegir al m edi de 

cult iu un anàleg de la tet raciclina anom enat doxiciclina, el qual evita 

l’expressió d’Snail (vegeu figura RI-2a; i la referència Batlle et al., 2000).  

Es van realitzar una sèrie de seccions laterals dels clons HT-29 M6 que 

most raven com la sobreexpressió d’Snail prevenia la formació de la 

monocapa de t ipus epitelial columnar i compacta que caracterit za les 

cèl·lules HT-29 M6 i reduïa l’espessor de la capa de 12-16 a 4-6 µm (vegeu 

figura RI-2b esquerra). 
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FIGURA RI - 2 : Morfologia dels clons HT- 2 9 M6 t ransfectats am b Snail. (a) Les 

fotografies es van fer a 320 augments. Quan és indicat (+tet) , els clons HT-29 M6 Snail es 

van créixer en presència de doxiciclina (2 µg/ml). CONT, cont rol. (b) Els clons HT-29 M6 

cont rol i SNA1 es van créixer en confluència. Es most ren talls sem ifins (pannell dret ) i 

seccions ult rafines visualitzades amb m icroscopi elect rònic (pannell de l’esquerra). M, 

vesícules de moc; MV, m icrovellositats; TJ, adhesió est reta; AJ, adhesió adherent ; D, 

desmosoma; N, nucli; CON, control.  

A part ir d’aquestes seccions laterals, es va poder observar, de la 

mateixa m anera que amb els alt res clons que expressen Snail, que les 

cèl· lules es presenten allargades i planes, amb un fenot ip de t ipus fibroblast 

amb cèl· lules disposades, ocasionalment , unes a sobre de les alt res. No 

s’observen contactes cel· lulars en aquests t ranfectants respecte als clons 

cont rol HT-29 M6 que presenten unions est retes, unions adherents, i 

desmosom es (vegeu figura RI -2b dreta) . Aquests clons cont rol també 

most ren alt res característ iques pròpies de cèl· lules ben diferenciades com 

són estructures de microvilli i vesícules de moc.  

De forma compat ible amb una t ransició epiteli-mesènquima (TEM) , els 

t ransfectants d’Snail també most raven vàries de les seves propietats 

alterades. A més a més d’una disminució de l’adhesió cel·lular, els clons que 

expressen Snail s’enganxaven m illor al plàst ic i es movien m és ràpidament 

sobre diverses mat r ius com el col· lagen o la lam inina (dada no most rada) . 

En els fibroblasts s’observava tam bé un augm ent d’aquests dos paràmetres 

en comparació amb cèl· lules epitelials ben diferenciades de t ipus HT-29 M6. 
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Els clons HT-29 M6 t ransfectats amb Snail i t ractats amb doxiciclina eren 

indistingibles dels clons controls.  

Les cèl·lules que expressen establem ent Snail presenten una 

dism inució de l’expressió de gens m arcadors epitelia ls i un augm ent 

de l’expressió de gens marcadors mesenquimals. 

A part ir d’aquestes observacions, es va voler determ inar si aquests 

canvis en el fenot ip cel· lular anaven acompanyats d’alteracions en 

l’expressió de diferents gens. Mit jançant anàlisis de RT-PCR sem i-

quantitativa, es va veure que els nivells d’ARN de diferents gens epitelials, a 

més de l’E-cadherina, estaven dism inuïts en els clons HT-29 M6 transfectats 

amb Snail (vegeu figura RI-3) respecte els nivells del seu control. 

L’expressió de MUC-1, Citoqueratina-18 (vegeu figura RI-3) i VDR (dada 

no most rada) , els quals contenen seqüències putat ives d’unió a Snail en els 

seus prom otors (vegeu més endavant ) , dism inueixen en els clons 

transfectats amb Snail. D’altra banda, l’expressió de la Fibronectina, de LEF-

1 i de Zeb-1 està augmentada en els t ransfectants d’Snail (vegeu figura RI -

3) . L’augm ent dels nivells de Fibronect ina ja s’havia descrit en cèl· lules 

MDCK t ransfectades amb Snail (Cano et al. , 2000) ; de fet , l’augm ent de 

l’expressió d’aquesta proteïna podria ser la responsable de la m illor 

capacitat de movim ent i d’adhesió a la placa que presenten els clons Snail. 

Zeb-1 i LEF-1 són dos factors de t ranscripció relacionats ínt imament amb el 

fenot ip mesenquimal. LEF-1 és la isoforma preferencial del factor cel· lular T 

(TCF) en les cèl· lules mesenquim als i es t roba diferencialment expressat en 

diversos processos neoplàsics com serien els càncers de colon (Hovanes et 

al. , 2001) . D’alt ra banda, Zeb-1 és un factor t ranscr ipcional recentment 

descrit com a un factor involucrat en la repressió de l’E-cadherina 

(Grooteclaes and Frisch, 2000).  
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FIGURA RI - 3 : Els clons t ransfectats am b Snail presenten una dism inució de 

l’expressió de gens epitelia ls i un augm ent de l’expressió de gens m esenquim als. 

L’ARN de les cèl· lules HT-29 M6 cont rol o SNA1 o SNA2 es va obtenir m it j ançant 

procediments estàndards. L’amplificació de l’ARN es va fer a t ravés d’uns RT-PCR one-step 

(un sol pas) a part ir de 500 ng d’ARN total, els productes obt inguts es van separar ut ilit zant 

gels d’agarosa a l’1.5-2% . Les seqüències dels oligonucleòtuds ut ilit zats per amplificar cada 

un dels gens estan especificats en l’apartat de Materials i Mètodes, i el tam any dels 

fragments am plificats es corresponen am b lo esperat . La pr imera línia de cada requadre 

correspon a un marcador d’ADN de baix pes molecular (MBI , Fermentas) : 908, 659-656, 

403, 283, 257 i 226 pb.   

Per tal d’invest igar els canvis de l’expressió gènica que acompanyen 

aquesta t ransició epiteli-mesènquima, es va decidir analitzar amb major 

detall la m odulació de t res gens representat ius: dos, MUC-1 i VDR, que 

estan reprimits i l’altre, Zeb-1, que està activat.                

Snail té la capacitat de reprim ir directam ent l’expressió de MUC- 1 i 

de VDR. 

MUC-1 està descrit com a marcador de diversos teixits epitelials, 

incloent l’epiteli de colon. La seqüència del seu prom otor presenta un 

tàndem repet it de la seqüència consens d’unió a l’ADN d’snail situat a –84 

pb a part ir de l’inici de t ranscr ipció (Kovarik et al. , 1993) . A més a més, de 
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la mateixa manera que l’E-cadherina, aquest gen és una diana putat iva 

directa d’Snail. Mit jançant l’anàlisi per Northern blot , es va corroborar que 

els nivells de l’ARN de MUC-1 eren significat ivament menors en els clons 

que expressen Snail que en els controls (vegeu figura RI-4a). 

 A continuació, es va voler analitzar si la dism inució dels nivells de l’ARN 

de MUC-1 induïda per Snail era conseqüència de la repressió de l’act iv itat 

del seu promotor. Per això, un fragment gènic de 800 pb de MUC-1, que 

corresponia a la seqüència –756/+49 respecte l’inici de transcripció (Kovarik 

et al. , 1993) , es va clonar i insertar dins del plàsm id pGL3 per davant del 

gen reporter (marcador) luciferasa. Aquest promotor ja s’havia descrit com 

a act iu en línies cel· lulars epitelials que expressen MUC-1 (Kovarik et al., 

1993) . L’act iv itat t ranscripcional de MUC-1 era menor en els clons 

t ransfectants d’Snail que en els cont rol o en les cèl· lules parentals (vegeu 

figura RI -4b) . La repressió del promotor de MUC-1 induïda per Snail es va 

reproduir també al t ransfectar t ransitòr iament Snail en cèl· lules parentals 

HT-29 M6 o en alt res cèl· lules epitelials que expressen MUC-1. En tots els 

casos, Snail va reprim ir l’act iv itat del prom otor de manera dosi-dependent 

al voltant d’un 80% (vegeu figura RI-4c). 

La modificació de l’element putat iu d’unió a Snail del promotor de MUC-

1, mutació de 5’-cacctgtcacctg-3’ a 5’-aacctataaccta-3’, va evitar la 

dism inució de l’act iv itat del promotor (vegeu figura RI -4c) . Anteriorm ent , ja 

s’havia descrit que, una mutació sim ilar, inhibia la unió del factor Snail a les 

caixes-E del promotor de l’E-cadherina i, conseqüentm ent , prevenia la seva 

repressió (Bat lle et al. , 2000) . Per tant , la integr itat de les seqüències 

d’unió per Snail és requerida per bloquejar la t ranscripció de MUC-1. De la 

mateixa manera que MUC-1, l’epiteli normal del colon humà expressa el 

receptor de la vitam ina D (VDR) sent així un alt re marcador epitelial. En 

condicions d’hiperplàsia augmenta una m ica la seva expressió i està 

claram ent reduïda en estadis avançats de carcinogènesi (Pàlmer et al., 

2001) . Això ens va fer pensar en la possibilitat de que aquest receptor fos 

un gen diana per Snail. Per tal de verificar aquesta hipòtesi, es va procedir 

a analitzar la seqüència del promotor del VDR en busca de possibles 

seqüències consens d’unió per Snail.  
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FIGURA RI - 4 : Snail reprim eix l’expressió de MUC- 1 i VDR. (a) L’ARN obt ingut a part ir 

de les cèl· lules HT-29 M6 cont rol o dels clons SNA1 o SNA2 es va analitzar per Northern blot 

ut ilit zant una sonda d’ADNc de MUC-1 marcada radioact ivament . Les bandes corresponents 

als 18S i 28S es van tenyir amb bromur d’etidi i es van fotografia abans de fer el blotting i es 

most ren aquí com a cont rol de càrrega. Les dues bandes detectades en aquest anàlisi 

corresponen als dos al· lels de MUC-1 presents en aquesta línia cel· lular (Kovarik et al., 

1993). (b) Per realitzar els assatjos d’activitat de promotor en les cèl·lules HT-29 M6 control, 

SNA1 i SNA2 es van ut ilit zar 400 ng de pGL3 buit o de pGL3-promotor de MUC-1 i 25 ng de 

pRTK-Luc per normalitzar l’eficiència de t ransfecció. (c) Les diferents línies cel· lulars es van 

t ransfectar amb 250-500 ng de pGL3-promotor de MUC-1 (salvatge o amb les caixes-E 

mutades) en presència de 25 ng de pcDNA3-Snail o pcDNA3 buit com a cont rol, i a 

cont inuació es va determ inar l’act iv itat de la luciferasa. (d) Es van t ransfectar de forma 

t ransitòr ia cèl· lules SW-480 amb 250 ng de pGL3 buit o pGL3-promotor de VDR i 

concent racions creixents de RSV buit com a cont rol o RSV-Snail (0.1-1 ng) . Tots els valors 

obt inguts es van normalitzar ut ilit zant l’act iv itat luciferasa de la Renilla (pRTK-Luc, 15-30 

ng) . Els resultats corresponen a un exper iment representat iu de t res experiments 

independents fets, cada un, per duplicat o triplicat. WT, salvatge (wild type).   

Efect ivament , el promotor del VDR va resultar contenir t res seqüències 

homòlogues a les caixes-E presents en el promotor d’E-cadherina (vegeu 

figura RI -4d, adalt ) . A part ir d’aquí, es va procedir a clonar un fragment 
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d’uns 600 pb corresponen a la seqüència del promotor del VDR, -600/+23 

respecte l’inici de t ranscripció, i es va insertar en el mateix plàsm id que pel 

promotor de MUC-1. La co- transfecció transitòria del promotor del VDR amb 

concent racions creixents d’Snail van m ost rar una inhibició dosi-dependent 

de l’activitat de dit promotor (vegeu figura RI-4d, abaix).  

Aquests resultats dem ost raven que Snail podia reprim ir directam ent 

l’expressió d’alt res marcadors epitelials a més a m és de l’E-cadherina. Les 

cèl·lules SW-480-ADH corresponen a una línia cel·lular d’adenocarcinoma de 

colon hum à que expressen VDR. El t ractam ent d’aquestes cèl· lules amb un 

anàleg de la vitam ina D (1,25(OH) 2D3) indueix l’expressió de l’E-cadherina 

(Pálm er et al., 2001) . La t ransfecció ectòpica d’Snail-HA en la línia cel· lular 

SW-480-ADH dona lloc a una dism inució dels nivells d’expressió de VDR i 

una inhibició de la inducció de l’expressió de l’E-cadherina (Pálm er et al., 

2004) . Aquests resultats, obt inguts posteriorment als presentats en aquest 

capítol, concordarien amb les observacions descrites anteriorment. 

    

L’expressió d’Snail i de Zeb- 1 provoca una gran davallada de 

l’expressió de l’E-cadherina. 

La inducció de l’expressió de Zeb-1 va ser també invest igada. Com ja 

s’ha mencionat anteriorment , Zeb-1 és també un repressor t ranscripcional 

capaç, de la mateixa manera que Snail, de reprim ir el promotor de l’E-

cadherina. Primerament , l’expressió d’aquests t res gens (Snail, Zeb-1 i E-

cadherina) es va analit zar en una col· lecció de línies cel· lulars epitelials que 

expressaven quant itats variables d’E-cadherina. Degut a les pet ites 

quant itats d’ARN corresponents als factors de t ranscripció presents en les 

most res d’ARN total, es va ut ilit zar l’anàlisi per RT-PCR per detectar els 

nivells d’Snail i de Zeb-1. Només les línies cel· lulars que co-expressaven 

Snail i Zeb-1 most raven una dism inució severa dels nivells d’expressió de 

l’E-cadherina (vegeu figura RI-5). En algunes línies cel·lulars, com les EpH4, 

es va detectar simultàniament l’expressió d’E-cadherina i d’Snail però no de 

Zeb-1.   
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FIGURA RI - 5 : Expressió d’Snail i Zeb- 1 en diferents línies cel·lulars epitelia ls.

 

L’expressió de l’E-cadherina es va analitzar m it jançant Western blot i a part ir de most res 

lisades amb SDS provenint de les línies cel· lulars indicades (pannell superior) . L’expressió de 

l’ARN d’Snail, Zeb-1 i Zeb-2 humà, de rata o de ratolí es va analitzar m it j ançant RT-PCR 

(pannell infer ior) . Els oligonucleòt ids ut ilit zats per amplificar Zeb reconeix tant la forma 

humana com les form es de rata i ratolí; els oligonucleòt ids ut ilit zats per amplificar l’Snail de 

ratolí (mmSna) també van servir per am plificar l’Snail de rata (rn). IEC-18, línia cel· lular 

IEC-18 cont rol t ransfectades amb el vector buit ; I LK (KD) , cèl· lules I EC-18 t ransfectades 

amb la forma kinase-dead de l’I LK; I LK (AS) , cèl· lules

 

I EC-18 t ransfectades amb un ADNc 

antisense de l’ILK; ILK-13; cèl·lules IEC-18 transfectades amb una forma activa de l’ILK.  

També es va voler analitzar si l’expressió d’Snail estava induïda en 

condicions en les quals les cèl· lules pat ien una TEM. Per això, es va ut ilit zar 

com a model una línia cel· lular epitelial d’íleon de rata anomenada I EC-18 

que pat ia un fenomen de TEM al ser t ransfectada amb una forma act iva de 

la quinasa lligada a integrines ( I LK) (Hannigan et al. , 1996) . Quan la form a 

act iva de l’I LK era expressada, les cèl· lules I EC-18 adquir ien un fenot ip 

fibroblastoide que es correlacionava amb una dism inució de l’expressió de 

l’E-cadherina. Encara que es van detectar certs nivells d’expressió d’Snail en 

les cèl· lules I EC-18 parentals, la sobreexpressió de l’I LK induïa un augment 

considerable dels nivells d’ARN corresponents al repressor t ranscripcional.  
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Es va t robar que la forma act iva d’I LK també induïa l’expressió de Zeb-1 

(vegeu figura RI -5) . Per tant , sembla ser que Zeb-1 seria capaç d’induir, 

concom itantment amb Snail, l’adquisició d’un fenot ip fibroblastoide per part 

de les cèl·lules IEC-18.  

Snail indueix l’expressió de Zeb- 1 en clons HT- 2 9 M6 que expressen 

ectòpicament Snail en absència de tetraciclina. 

La implicació d’Snail en l’act ivació de Zeb-1 es va evidenciar gràcies a 

les dades obt ingudes amb els t ransfectants d’Snail. Com ja s’ha mencionat 

anter iorment (vegeu figura RI -3) , els clons HT-29 M6 presenten nivells 

augmentats de l’ARN de Zeb-1. Gràcies a aquests clons, que es 

caracteritzen per poder regular l’expressió d’Snail segons l’addició o no d’un 

anàleg de la tet raciclina anomenat Doxiciclina, es va poder realitzar un 

estudi m és detallat de les observacions anteriors. Nom és es va detectar 

t ranscr ipció de Zeb-1 després de que es permetés l’expressió d’Snail al 

treure la doxiclina del medi (vegeu figura RI-6).   

 

FIGURA RI - 6 : Snail prom ou l’expressió de Zeb- 1 en els t ransfectants Snail regulats 

per tet raciclina. Pannell esquerra, most ra l’expressió de Zeb-1 després de la inducció de 

l’expressió d’Snail. El clon HT-29 M6 SNA1 es va cult ivar en DMEM més FCS al 10% en 

presència de doxiciclina (2 µg/ m l) durant 30 dies. La inducció d’Snail es va fer ret irant la 

doxiciclina del medi de cult iu durant els dies indicats (D) . Les cèl· lules cont rol es van créixer 

en absència de doxiciclina. Pannell dret , m ost ra l’expressió de Zeb-1 després de la repressió 

de l’expressió d’Snail. Les cèl·lules HT-29 M6 SNA1 es van créixer en absència de doxiciclina; 

l’expressió d’Snail es va repr im ir afegint doxiciclina al m edi de cult iu durant els dies indicats. 

Els nivells d’ARN d’Snail i de Zeb-1 es van analitzar per RT-PCR. D0 correspon al dia en que 

es va afegir la doxiciclina (pannell dret) o es va treure (pannell esquerra). CON, control.   
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L’expressió d’Snail es va detectar 4 dies després de treure la doxiciclina, 

ment re que no es va detectar l’expressió de Zeb-1 fins passats 8 dies sense 

doxiciclina. Per tant , sembla ser que l’expressió d’Snail és suficient per 

donar lloc a l’expressió de Zeb-1. D’alt ra banda, quan s’apaga l’expressió 

d’Snail per l’addició al medi de doxiciclina, els nivells d’ARN de Zeb-1 no 

desapareixen immediatament, com fan els d’Snail, sinó que ho fan de forma 

gradual. L’estabilitat de l’ARN de Zeb-1 en absència d’Snail suggereix que 

Zeb-1 podria, possiblement , prolongar la repressió de gens epitelials 

iniciada per Snail.   

Són necessàries concentracions m ajors de Zeb- 1 que d’Snail per 

obtenir una repressió com parable a la produïda per aquest darrer 

factor transcripcional. 

Es va analitzar l’act iv itat repressora de Zeb-1 sobre l’act iv itat 

t ranscr ipcional del promotor d’E-cadherina en diverses línies cel· lulars 

epitelials ut ilit zant un promotor d’E-cadherina proximal ( -178 a + 92) clonat 

davant del gen reporter (marcador) de la luciferasa. La seqüència d’aquest 

promotor conté 3 caixes 5’-CACCTG-5’ on Snail i Zeb-1 poden unir-se. Zeb-

1 reprimeix l’act iv itat del promotor de form a dosi-dependent am b una 

inhibició màxima del 60-80% en les línies cel·lulars testades, entre les quals 

tenim RWP1 (vegeu figura RI -7a) , MCF-7 (vegeu figura RI -7b) , HT-29 M6 i 

MDCK (dades no mostrades).  

Els graus de repressió obtinguts per Zeb-1 i per Snail eren comparables; 

tot i així, encara que ambdós factors s’expressen sota el cont rol del mateix 

promotor, Zeb-1 requereix una dosi de 10 a 20 vegades m és que la d’Snail 

per tal d’obtenir la repressió m àxima en les quat re línies cel· lulars 

ut ilit zades. Aquest efecte sobre el promotor d’E-cadherina anava 

acompanyat per canvis en l’expressió de la mateixa proteïna (dada no 

most rada) . D’aquesta manera podem dir que Zeb-1 tam bé té el potencial 

necessari per repr im ir la t ranscripció de l’E-cadherina, tot i que d’una forma 

menys efect iva que Snail. D’alt ra banda, Zeb-2 reprim eix més pobrament el 

promotor amb una repressió m àxima del 40 % en les cèl· lules MCF-7 

(vegeu figura RI-7b).  
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FIGURA RI - 7 : Act ivitat repressora epitelia l de Zeb- 1 i Snail. Les cèl· lules es van co-

t ransfectar am b 250 ng de pGL3-promotor d’E-cadherina ( a i b) o pGL3-promotor de MUC-1 

(c), 5 ng de pRLSV-Luc, i les quantitats indicades d’Snail, Zeb-1 o Zeb-2 clonats en pcDNA3. 

En tots els experiments l’activitat de la luciferasa es va llegir 48 h  després de la t ransfecció i 

es van normalitzar els seus valors amb els de la luciferasa Renilla. Els resultats una desviació 

± el rang de tres a quatre experiments independents realitzats per triplicat.  

No es van observar efectes sinergíst ics de l’acció repressora de Zeb-1 i 

d’Snail sobre l’act iv itat del prom otor d’E-cadherina en experiments de 

repressió simultàniament; però sí que es va observar un efecte additiu de la 

repressió d’ambdós factors sobre el promotor (vegeu figura RI-7a).  

També, es va voler testar si Zeb-1 tenia la capacitat de reprim ir alguna 

alt ra diana d’Snail, com per exemple, MUC-1. Es van realitzar assatjos 

d’act iv itat de promotor sobre el promotor de MUC-1 (descrit anteriorm ent ) i 

es va veure que, de forma semblant a Snail, Zeb-1 reprim ia l’act iv itat del 

promotor (Figura RI -7c) . De form a sim ilar als resultats obt inguts amb el 

promotor d’E-cadherina, Zeb-1 és unes 10 vegades menys potent que Snail 

a l’hora de reprimir el promotor de MUC-1.   
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Els nivells d’ARNm de Zeb-2 no canvien durant la TEM. 

Com ja s’ha comentat en la int roducció, l’homòleg de Zeb-1, la proteïna 

Zeb-2, tam bé havia estat descrita com a un factor repressor de l’expressió 

de l’E-cadherina (Comijn et al. , 2001) . Tot i així, aquest factor sem bla no 

respondre a l’act ivació d’Snail en cap dels experim ents realitzats, i la seva 

expressió no es correlaciona amb la d’Snail en les diferents línies cel· lulars 

testades (vegeu figura RI -5) , donat que no s’apreciaven canvis significat ius 

en els nivells d’expressió del factor en qüestió.  

A més a més de les línies cel· lulars descr ites anteriorment , també es 

van analitzar els nivells de Zeb-2 d’unes alt res línies epitelials que havien 

estat forçades a adoptar un fenot ip mesenquimal m it jançant la t ransfecció 

estable de diferents gens. Ut ilit zant la línia cel· lular parental corresponent a 

les I EC-18, es va obtenir, apart de l’anterior línia I EC I LK-1 ja descrita 

(Novak et al. , 1998) , la línia cel· lular I EC-Ha-Ras, la qual havia estat 

t ransfectada amb una forma act iva de l’oncogen Ha-Ras. A t ravés de la 

mateixa tècnica, també es va obtenir un clon de la línia HT-29 M6 que 

expressava const itut ivament l’isoforma act iva de la PK-Cα (+ ) (Bat lle et al., 

1998) , la línia resultant es va anomenar M6 A4. Tots t res sistemes 

cel· lulars, I EC- ILK-1, I EC-Ha-Ras i HT-29 M6 A4 pat ien un procés de TEM i 

presentaven, respecte a les seves cèl· lules cont rol, una dism inució de 

l’expressió de l’E-cadherina i un augment dels nivells d’ARNm corresponents 

al gen m arcador m esenquimal fibronect ina (vegeu figura RI -8a). A 

cont inuació es van analitzar els nivells d’ARNm d’Snail, Zeb-1 i Zeb-2. 

Mit jançant l’anàlisi de RT-PCR sem i-quantitat iva, es van poder detectar alts 

nivells d’expressió del factor t ranscripcional Snail així com de Zeb-1 en els 

t res sistem es cel· lulars ut ilit zats (vegeu figura RI -8b) . De la mateixa 

manera que amb les línies anteriorment analit zades, els nivells d’ARNm de 

Zeb-2 no variaven significat ivam ent . Tampoc s’apreciaven diferències 

d’expressió pel que fa als trànscrits d’Slug.  
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FIGURA RI - 8 : L’expressió d’Ha- Ras i I LK- 1 en cèl·lules I EC- 1 8 i de PK- C

 

en 

cèl·lules HT- 2 9 M6 augm enten els nivells d’ARNm d’Snail sense variar l’expressió 

de Zeb-2. L’ARN es va aïllar de les línies cel· lulars indicades i els nivells de fibronect ina, E-

cadherina (a) i dels repressors de l’Ecadher ina (b) es van determ inar per RT-PCR sem i-

quant itat iva, com s’ha descr it en Materials i Mètodes. Es va ut ilit zar l’amplificació de la 

ciclofilina i l’actina com a controls interns de les cèl·lules humanes i de rata respectivament.

  

Una alt ra línia cel· lular de la qual es van analitzar els nivells d’ARNm de 

Zeb-2 va ser la línia derivada de la línia cel· lular epitelial SW-480, la SW-

480 SNA, descrita anteriorment . Aquest sistema també presentava nivells 

d’expressió de Zeb-2 comparables als de la seva línia parental SW-480; no 

responent tampoc a l’expressió d’Snail (vegeu figura RI-8b).   

L’activitat del prom otor de Zeb- 2 és m ajor en aquelles línies 

cel·lulars que han patit una TEM.

 

Per tal de corroborar aquests resultats, es va voler analitzar l’act iv itat 

del promotor de Zeb-2 en les diferents línies cel· lulars descrites. Com parant 

la regió 5’ de la seqüència de l’ARNm de Zeb-2 t robat en el GenBank (Núm. 

d’accés NM014795) amb la seqüència complerta d’un clon corresponent a 

una part de la seqüència genòm ica del cromosoma 2 hum à (GenBank núm. 

d’accés AC009951.10 i NT005058) es va observar que els primers 

nucleòt ids t ranscr its de Zeb-2 corresponien a una regió del genoma situada 

a uns 2500 pb de l’inici de t raducció. A part ir d’aquí es va decidir aïllar i 

clonar en el vector pGL3 tota la regió de la seqüència genòm ica humana 

que anava des d’uns 900 pb per davant de l’inici de t ranscripció fins a l’inici 
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de t raducció, en total es van amplificar prop de 4 Kb d’ADN. A cont inuació, 

es va testar l’act iv itat d’aquest promotor en aquelles línies cel· lulars que 

havien estat analitzades pels nivells d’ARNm de Zeb-2. 

 

Figura RI - 9 : Act ivitat del prom otor de Zeb- 2 en diferents línies cel·lulars.

 

L’act iv itat 

del promotor de Zeb-2 es va analitzar en les línies cel· lulars indicades. L’act iv itat del 

promotor es va refer ir als valors obt inguts pel vector pGL3 buit en cadascuna de les línies. 

Els números indicats sobre cada barra corresponen a l’est imulació observada del promotor 

respecte el seu cont rol; és a dir , I EC I LK-1 i I EC Ha-Ras versus I EC CON, M6 A4 versus M6 

CON, SW-480 SNA versus SW-480 CON, o M6 tet -off SNA1 versus M6 tet-off CON. Els 

resultats corresponen a la mitjana±s.d. de tres experiments realitzats per duplicat.  

Sorprenentment, l’activitat del promotor de Zeb-2 era major en aquelles 

cèl·lules que havien patit una TEM, de l’ordre de 2 a 4 vegades per sobre de

 

les seves respect ives línies parentals epitelials (vegeu figura RI -9) . La línia 

SW-480 cont rol presentava una m ajor act iv itat del prom otor de Zeb-2 que 

les cèl· lules cont rol HT-29 M6 i I EC-18, això podria explicar-se perquè, com 

ja s’ha dit anter iorment , aquesta línia cel· lular prové d’un adenocarcinoma 

de colon i expressa uns baixos nivells basals d’Snail de manera que, tot i 
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ser epitelials, tenen un fenot ip més est irat i no formen colònies tan 

compactes com les HT-29 M6 i les IEC-18. Es podria considerar que aquesta 

línia cel·lular té un fenotip intermedi entre epitelial i mesenquimal. 

 
La presència d’un int ró tan llarg, que dona lloc a una separació d’uns 

2500 pb ent re l’inici de t ranscripció i l’inici de t raducció de Zeb-2, ens va 

suggerir que, possiblement , aquesta regió podria tenir alguna funció 

important en la regulació de l’expressió de Zeb-2. Nelles et al. han 

caracter itzat aquest complex promotor. Els autors, a part ir de diferents 

teixits i línies cel· lulars de ratolí i ut ilit zant les tècniques de

 

RT-PCR i 5’ 

RACE, van obtenir una sèr ie de diferents t ranscr its madurs de Zeb-2 

resultants de les diferents formes d’splicing obt ingudes a part ir del 

processament del pre-ARNm. L’anàlisi dels ext rems 5’ d’aquests t ranscrit s 

van revelar l’existència de 9 exons no- t raduïts en la regió 5’ UTR del pre-

ARNm de Zeb-2 i van constatar que la majoria de t ranscr its s’iniciaven just 

per davant de l’exó U5 (vegeu figura RI -10) . A la vista d’aquests resultats, 

Nelles et al. , van concloure que, segurament , hi devia haver un promotor 

molt actiu en les cèl·lules C2C12 situat just per davant de l’exó U5.

  

FIGURA RI - 1 0 : Est ructura de la regió 5 ’ UTR del pre- ARNm de Zeb- 2 i les seves 

diferents form es d’splicing. Est ructura d’int rons i exons de la regió per davant del pr imer 

exó t raduït del gen de Zeb-2. Les caixes negres representen exons amb llocs d’acceptació i 

donació d’splicing definit s, les caixes gr ises representen els exons en els quals no s’ha t robat 

lloc d’acceptació d’splicing. Les fletxes amb un + 1 representen els 3 possibles promotors de 

Zeb-2, en gr is tenim els dos promotors amb poca act iv itat i en negre tenim el promotor més 

actiu (figura modificada, Nelles et al., 2003).  

A part ir d’aquí, Nelles et al. , van aïllar i clonar el promotor situat a l’exó 

U5 i van analitzar la seva act iv itat en cèl· lules provenint d’una línia cel· lular 

humana de carcinoma epitelial de mama. Va resultar que el promotor situat 

en l’exó U5 presentava una act iv itat d’ent re 6 i 7 vegades per sobre del 
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control (Nelles et al., 2003). La comparació de la regió de l’ADN que havíem 

clonat en pGL3 amb les dades obtingudes per Nelles et al., va revelar que la 

seqüència del prom otor de Zeb-2 clonada incloïa el promotor més act iu, 

situat per davant de l’exó U5 de manera que s’obtenia un pre-ARNm que 

podia processar-se segons calgués en cada línia cel· lular ut ilit zada (vegeu 

figura RI-11). 

Donats els resultats obtinguts fins al moment, en els quals s’aprecia una 

incongruència ent re l’anàlisi dels nivells de l’ARNm de Zeb-2 i les diferents 

act iv itats del promotor en les diverses línies cel· lulars testades,  es va 

pensar en una possible regulació de l’expressió de Zeb-2 a nivell post -

traduccional.    

 

Figura RI - 1 1 : Esquem a del prom otor de Zeb- 2 clonat en el laboratori. ( a) Esquema 

de l’ARNm sense de Zeb-2. I nclou l’exó no- t raduït U5 que no es perd en el processam ent de 

l’ARNm de Zeb-2. Tenim m arcat l’inici de t ranscr ipció (+ 1) i l’inici de t raducció (ATG) . (b) 

Regió genòm ica amplificada i clonada en el plàsm id pGL3 just per davant del gen de la 

Luciferasa. En rosa situem els diferents int rons presents en aquesta seqüència. Com es pot 

observar, ent re l’exó U5 i l’exó 1 hi ha un int ró d’uns 2500 pb que provoca una important 

separació entre l’inici de transcripció  i l’inici de traducció.  

La línia IEC control que presenta una baixa activitat del promotor de 

Zeb- 2 conserva l’int ró de l’ARNm antisense de Zeb- 2 m entre que les 

línies IEC ILK-1 i IEC Ha-Ras el perden. 

En el mateix t reball realitzat per Nelles et al. abans esmentat , es fa 

referència a l’existència d’una sèrie de seqüències EST, tant de ratolí com 

d’hum à, que es corresponen clarament amb uns t ranscrits antisense 

derivats de la regió 5’ UTR de Zeb-2. Totes les seqüències dels EST es 

situen aproximadament a 2 Kb per davant de l’exó 1 del gen de Zeb-1 i 

pateixen també processament per splicing (vegeu figura RI-12).  



CAPÍTOL I: Gens epitelials i mesenquimals regulats per Snail durant la TEM 

33 

 
Figura RI - 1 2 : Est ructura de l’ARNm antisense de Zeb-2. Esquema del t ranscr it 

antisense de Zeb-2 de ratolí i localització dels exons antisense t robats en el clon 832523 

( fletxes gr ises) respecte a la seqüència 5’ UTR del gen de Zeb-2. Requadrat en blau es 

mostra la regió altament conservada entre ratolins i humans (figura modificada, Nelles et al., 

2003).   

Comparant les dues seqüències dels t ranscrits antisense de ratolí i 

humà s’observa l’existència d’una regió, d’aproximadament uns 230 

nucleòt ids, altament conservada ent re aquestes dues espècies i que dins 

d’aquesta regió hi ha un lloc d’splicing també conservat (vegeu figura RI -

12, regió blava) . Es va voler analitzar la presència d’aquests t ranscrits 

antisense en les diferents línies cel· lulars. Mit j ançant la tècnica de RT-PCR i 

ut ilit zant uns oligonucleòt ids que s’anellaven a la regió m és conservada de 

l’ARNm antisense a costat i costat de l’splicing conservat en ambdues 

espècies, es va veure que la majoria de línies cel· lulars analitzades 

presenten un t ranscrit d’uns 266 nucleòt ids excepte les línies cel· lulars I EC-

I LK1 i I EC-Ha-Ras que tenen una dism inució dels nivells dels t ranscrit de 

266 nucleòt ids i un augment d’expressió d’un t ranscrit de 166 nucleòt ids 

també present en la seva línia cel·lular parental (vegeu figura RI-13a).  

La seqüenciació d’aquests dos t ranscrits antisense, el de 266 i el de 166 

nucleòt ids, va revelar la presència d’un int ró de 100 pb en el t ranscrit m és 

llarg (el de 266 pb) i que justament corresponia a l’int ró situat en l’splicing 

conservat ent re les dues espècies. Al comparar la seqüència del t ranscrit 

antisense, incloent la seqüència de l’int ró, am b la seqüència 5’ de l’ARNm 

sense de Zeb-2 es va observar que, aproximadament , els primers 400 pb 

del t ranscrit sense de Zeb-2 es complem entaven amb 400 pb del t ranscr it 

de Zeb-2 antisense quan aquest conservava l’intró (vegeu figura RI-13b). 

La pèrdua d’aquest int ró en el t ranscrit antisense de Zeb-2 fa que es 

perdin 100 pb de complem entar ietat amb el t ranscrit sense d’aquesta 

proteïna. A més, aquest int ró està sempre present en el t ranscr it sense de 
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Zeb-2 ja que se situa quasi totalm ent dins de l’exó U5 que, com ja s’ha dit 

anter iorment , es manté en el t ranscrit sense corresponent al factor de 

t ranscr ipció. Per tal de descartar la possible amplificació d’ADN genòmic a 

l’hora de veure la presència de l’int ró en els t ranscrits corresponents al 

l’antisense de Zeb-2, es van amplificar les diferents most res d’ARN amb el 

mateix kit d’amplificació però inact ivant la t ranscriptasa reverse. Aquests 

cont rols van most rar que, efect ivament , l’amplificació de l’int ró prové de 

l’ARNm antisense de Zeb-2 i no de la possible contam inació d’ADN genòmic 

(dades no mostrades). 

 

Figura RI -13: Nivells d’expressió de l’ARNm antisense de Zeb- 2 en diferents línies 

cel·lulars.

 

(a) L’expressió de l’ARNm antisense de Zeb-2 es va analitzar per RT-PCR 

ut ilit zant uns oligonucleòt ids que anellen a banda i banda de l’int ró altament conservat ent re 

les diferents espècies, d’aquesta manera es pot ident if icar la presència o absència de dit 

int ró. Per descartar la possible amplificació d’ADN genòm ic present per contam inació es va 

fer la mateixa RT-PCR però havent inact ivat prèviament la t ranscr iptasa reverse durant 10 

minuts a 95ºC. (b) Esquema de la regió 5’ de l’ARNm sense de Zeb-2 madur on es pot veure 

l’inici de la t ranscr ipció (+ 1) , la regió corresponent a l’exó U5 (quadre blau) que no serà 

t raduït , part de l’exó 1 (quadre verd) on es most ra l’inici de la t raducció, la regió 

corresponent a l’int ró de l’ARNm antisense (quadre verm ell) que no es perd en l’ARNm sense 

de Zeb-2 ja que forma part de quasi tot l’exó U5, i f inalm ent , es most ra la regió 

complementària de l’ARNm sense de Zeb-2 amb l’ARNm antisense (quadre groc).     
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Els clons M6 A4 , M6 tet-off SNA1 i SW - 4 8 0 SNA, que experim enten 

una TEM, conserven l’int ró situat entre l’exó U5 i l’exó 1 del 

transcrit sense de Zeb-2. 

Es va voler estudiar la presència o absència de la regió situada ent re 

l’exó U5 i l’exó 1 del t ranscrit sense de Zeb-2. Per això es van ut ilit zar uns 

oligonucleòt ids que anellen dins de la seqüència present ent re l’exó U5 i 

l’exó 1 i dins de l’exó 1, just per davant de l’ATG (vegeu figura RI -14a). 

Ut ilit zant aquests oligonucleòt ids i fent un anàlisi per RT-PCR de les línies 

anter iorment presentades, es va observar que les línies HT-29 M6 A4, HT-

29 M6 SNA1 i SW-480 SNA conserven aquest llarg int ró respecte les seves 

línies cel· lulars cont rol (vegeu figura RI -14b) . Això suggerir ia que les línies 

cel· lulars que pateixen una TEM conservar ien aquest int ró en el t ranscrit 

sense de Zeb-2 provocant l’allunyament de la regió de complem entarietat 

de l’inici de traducció. 

  

Figura RI - 1 4 : Anàlisi de la presència o absència de la regió situada ent re l’exó U5 i 

l’exó1 del t ranscrit sense de Zeb-2. (a) Esquema de l’ext rem 5’ del t ranscr it de Zeb-2 

amb l’int ró inclòs ( rosa) . Les pet ites fletxes indiquen els llocs d’anellament dels 

oligonucleòt ids ut ilit zats per amplificar l’int ró. (b) A part ir de l’ARNm total de les diferents 

línies indicades i ut ilit zant un oligonucleòt id antisense que anella per davant de l’ATG i un 

altre oligonucleòtid sense que anella dins de la regió situada ent re l’exó U5 i l’exó 1 ( tots dos 

descr its en Materials i Mètodes) es va amplificar un fragm ent d’uns 600 pb en aquelles línies 

que conserven la regió d’anellam ent amb l’oligonucleòt id sense indicant la presència 

d’aquesta regió. 
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DISCUSSIÓ  

Sota certes circumstàncies, les cèl· lules epitelials poden pat ir canvis en 

el seu fenotip i convertir-se en cèl·lules mesenquimals. Com ja s’ha dit en la 

int roducció, aquest procés de TEM s’ha observat en diverses fases del 

desenvolupament embrionari i, també, s’ha arr ibat a comparar amb els 

processos d’invasió de cèl· lules tumorals i de metàstasi. Com ja s’ha dit , la 

t ranscr ipció de l’E-cadherina està regulada a la baixa durant aquests 

processos (Vlem inckx et al., 1991; Perl et al., 1998) . Tot i així, la TEM 

també té a veure amb la dism inució d’alt res m olècules específiques de teixit 

o alt res marcadors epitelials diferents a l’E-cadherina i amb l’augment de 

molècules associades amb el fenotip mesenquimal (Hay, 1995). Com ja s’ha 

comentat anteriorm ent , està descrit que el repressor t ranscripcional Snail 

pot bloquejar l’expressió de l’E-cadherina per la seva unió específica a les 

caixes-E presents en el seu prom otor, però el mecanisme pel qual alt res 

molècules són regulades en la TEM ha estat poc estudiada. Estudis genèt ics 

fets en Drosophila han revelat que dos factors transcripcionals, Snail i Twist, 

regulen l’expressió de gens epitelials i mesenquimals, tot i que diversos 

gens mesenquimals també poden ser regulats per alt res factors 

t ranscr ipcionals com són Dorsal o Tailless (Casal and Lept in, 1996) . 

Diversos estudis de desenvolupam ent així com diversos resultats obt inguts 

de la t ransfecció de cèl· lules epitelials van indicar que Snail té la capacitat 

d’induir una complerta TEM quan es t ransfectat en cèl· lules epitelials en 

cult iu. Es va aprofitar aquesta avantat josa capacitat d’Snail per estudiar els 

mecanismes de repressió de gens epitelials i d’act ivació de gen 

mesenquimals.  

Alt res gens epitelials diferents a l’E-cadherina, com són MUC-1, VDR i la 

citoqueratina-18, tam bé presenten caixes-E en els seus respect ius 

promotors. Els resultats exposats anteriorment most ren que el nivells 

d’ARNm d’aquests gens, MUC-1 i citoquerat ina-18, dism inueixen després de 

la t ransfecció d’Snail ( vegeu figura RI -3) i que la repressió de MUC-1 

requereix que les caixes-E est iguin intactes (vegeu figura RI -4) . A més a 

més, sembla ser que tant MUC-1 com VDR tenen un m ecanisme de 

regulació comú al de l’E-cadherina i que involucra Snail. Tot i així, alt res 

factors t ranscripcionals amb afinitat per aquestes m ateixes seqüències 
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podrien tam bé part icipar en la regulació negat iva de la t ranscripció de MUC-

1, VDR i de l’E-cadherina. 

Ent re el gens regulats posit ivament per Snail tenim el repressor 

t ranscr ipcional Zeb-1 que també té la capacitat d’unir-se a les caixes-E com 

Snail. Com ja s’ha dit en la introducció, Zeb-1 i Zeb-2 són homòlegs a Zfh-1 

de Drosophila el qual s’act iva per sota d’Snail en el desenvolupament 

embrionari. Snail es requereix per a l’expressió de Zfh-1 en el mesoderm 

primerenc; en mutants d’Snail, l’expressió de Zfh-1 està severament 

reduïda (Lai et al. , 1991) . Els resultats obt inguts en aquest t reball a part ir 

de clons estables i induïbles per Snail, revelen clarament que Snail 

augmenta els nivells d’ARN de Zeb-1 (vegeu figures RI -5 i RI -6) durant la 

TEM. Encara que el promotor de Zeb-1 conté caixes-E, no es creu que Snail 

act iv i directament el promotor de Zeb-1 ja que ( i) el temps que es 

requereix per augmentar l’activitat del promotor de Zeb-1 és major (entre 3 

i 6 dies) que el necessari per repr im ir els promotors de MUC-1, VDR O E-

cadherina (dades observades per Sandra Guaita) i ( ii) l’expressió de Zeb-1 

es va detectar 4 dies després de que s’induís l’expressió d’Snail en els clons 

induïbles (vegeu figura RI-6). 

Zeb-1, de la mateixa manera que Snail, bloqueja la t ranscripció de l’E-

cadherina i de MUC-1 quan es t ransfecta en cèl· lules epitelials. A més a 

més, cèl· lules de línies tumorals amb una severa reducció de l’E-cadherina 

expressen ambdós factors, Snail i Zeb-1 (vegeu figura RI -5) , i Snail i Zeb-1 

presenten una act iv itat repressora addit iva (vegeu figura RI -7) . A més de la 

regulació posit iva de Zeb-1 en els clons induïbles d’Snail, quan s’apaga 

l’expressió d’Snail, l’expressió de Zeb-1 necessita al voltant de 20 dies per 

retornar gradualment als seus nivells basals (vegeu figura RI -6) . Aquests 

observació indica que, en circum stàncies en que l’expressió d’Snail és 

t ransitòr ia, Zeb-1 prolongaria la repressió dels gens epitelials primerament 

bloquejats per Snail. En consonància amb aquesta hipòtesi cal indicar que, 

en embrions de Drosophila, l’expressió de Zfh-1 persisteix després de la 

regulació a la baixa d’Snail (Lept in, 1991; Gray and Levine, 1996) . Tot i 

així, ment re que els ratolins m utants KO per Snail no són viables degut a 

una gast rulació defect iva (Carver et al. , 2001) , Zeb-1 és dispensable per  

dur a term e aquest procés. Anim als KO per Zeb-1 poden acabar el seu 

desenvolupament , tot i que presenten severes deficiències en la producció 
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de cèl· lules T en el t imus i diversos defectes esquelèt ics (Takagi et al., 

1998) . Per tant , Snail, però no Zeb-1, és necessari per a la regulació a la 

baixa de l’E-cadherina requerit per donar lloc a una correcta gastrulació. 

L’anàlisi de línies cel· lulars tumorals amb diferents característ iques 

epit ilials o mesenquimals com són les cèl· lules intest inals I EC-18 que 

expressen la quinasa act iva I LK m ost ren una alta correlació inversa ent re 

l’expressió de Zeb-1 i de l’E-cadherina. Aquesta correlació és m illor que la 

presentada ent re Snail i l’E-cadherina detectada en algunes línies cel· lulars 

que expressaven ambdues proteïnes. Tot i així, dades recents del nost re 

laborator i indiquen que la presència d’Snail no sempre es correlaciona amb 

la seva act iv itat en algunes línies cel· lulars, les quals expressen 

concom itantment E-cadherina, ja que tenen la proteïna Snail fora del nucli 

(Dominguez et al. , 2003) . Aquest resultat , j untament amb l’obt ingut amb 

els ratolins KO, suggereix que Snail és un element clau a l’hora de cont rolar 

la t ranscr ipció de l’E-cadherina i de portar a terme la TEM i, a més a més, 

d’induir l’expressió de Zeb-1 en vàries línies cel· lulars epitelials. Tot i així, 

en alguns tumors, l’expressió de Zeb-1 podria no ser induïda per l’act ivació 

d’Snail o bé, per mutacions en el seu promotor, o per l’act ivació d’alguns 

dels seus factors t ranscripcionals act ivadors i, d’aquesta manera, Zeb-1 

podria mediar la repressió de l’E-cadherina.  

Totes les línies cel· lulars testades van most rar expressió de Zeb-2 

independentment de l’expressió d’Snail i d’E-cadherina (vegeu figura RI -5 i 

RI-8) . Aquesta expressió de Zeb-2 no es va veure modificada ni en les 

cèl· lules induïdes a pat ir una TEM com són les I EC I L-K1, I EC Ha-Ras o M6 

A4 ni en les cèl· lules t ransfectades amb Snail com són les M6 SNA1 o les 

SW-480 SNA. Tot i així, l’estudi de l’act iv itat del promotor de Zeb-2 en les 

línies cel· lulars prèviam ent analitzades per RT-PCR, va revelar que les línies 

cel· lulars que han sofert una TEM presenten una act iv itat del promotor 

major que l’act iv itat obt inguda en les seves respect ives cèl· lules epitelials 

parentals (vegeu figura RI -10) . Per realitzar l’anàlisi de l’expressió de Zeb-2 

per RT-PCR, es van ut ilit zar uns oligonucleòt ids que anellaven dins de la 

regió codificant de Zeb-2. L’incongruència observada ent re els nivells 

d’ARNm i l’act iv itat del promotor, que no és més que el reflex de la 

quant itat de proteïna Luciferasa expressada a part ir del promotor analitzat , 

es podria explicar a t ravés d’una possible regulació post - tarnscr ipcional de 
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Zeb-2. Alguns autors han descrit l’existència d’una sèrie d’ARNm antisense 

naturals presents en els procariotes que formarien part de la maquinària 

general del cont rol de l’expressió gènica (Lacatena and Cesarini, 1981; 

Csiszar et al. , 1987; Simons and Kleckner, 1988; Wagner and Simons, 

1994) . En tots els exemples de procariotes estudiats, els t ranscrits 

antisense donaven lloc a la dism inució de l’expressió dels seus 

corresponents t ranscrit s sense. Tot i així, no existeixen evidències 

experimentals que descartin la seva possible implicació en un mecanisme de 

regulació positiva de l’expressió.  

La descripció que es va fer l’any 1981 en la qual es dem ost rava que les 

dues cadenes d’ADN m itocondrial podien ser t ranscrites, tant en ratolins 

com en humans, juntament amb la descripció d’una sèrie de t ranscrits 

sense i antisense que podien com plementar-se, en Drosophila, van donar 

lloc a l’estudi d’un gran número d’ARN antisense endògens. Es van arr ibar a 

descriure un gran número de t ranscrits antisense en varis organismes: 

virus, insectes, amfibis, ocells i mamífers (rates, ratolins, vaques i humans). 

A més a més, aquests ARNm estan molt conservats ent re les diferents 

espècies. Aquests t ranscrits antisense també poden tenir la capacitat de 

codificar proteïnes, i poden jugar un paper molt important en la regulació de 

l’expressió dels seus t ranscr its sense respect ius, gràcies a la seva 

complem entarietat . Els t ranscrits antisense poden hibridar-se amb el 

transcrit sense i modificar, d’aquesta manera, la seva expressió (Vanhée-

Brossollet and Vaquero, 1998) . Els diferents mecanismes implicats en la 

funció reguladora d’aquests t ranscr its antisense inclouen la degradació de 

l’ARNm sense diana, la regulació de l’splicing del pre-ARNm o el cont rol de 

la traducció dels ARNm sense complementaris (Lehner et al., 2002).  

Com ja he comentat anter iorment , Nelles et al. van descriure 

l’existència d’un ARNm antisense de Zeb-2. Aquest t ranscrit antisense de 

Zeb-2 pot processar-se i madurar donat que presenta varis llocs d’splicing 

(vegeu figura RI -12) . Un dels llocs d’splicing està altament conservat ent re 

les diferents espècies i regula la presència o absència d’un int ró 

d’aproximadament 100 nucleòt ids. Resulta que el manteniment d’aquest 

int ró en el t ranscrit antisense de Zeb-2 dona lloc a una regió de 

complem entarietat d’uns 400 pb amb la regió 5’ del t ranscrit sense de Zeb-

2 madur, just per davant de l’inici de t raducció (vegeu figura RI -13b) . Això 
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suggerir ia que possiblement l’ARNm antisense de Zeb-2 amb l’int ró 

conservat podria form ar un dúplex amb l’ARNm sense i, d’aquesta manera, 

impedir l’ent rada del complex r ibosòm ic per l’ext rem 5’ de l’ARNm, la qual 

cosa donaria lloc al bloqueig de la t raducció de l’ARNm sense. Pel que fa a 

les cèl· lules I EC I LK-1 i I EC Ha-Ras, els resultats obt inguts recolzarien 

aquesta hipòtesi ja que l’ARNm antisense de Zeb-2 perd, en major part , 

l’int ró i augmenten els nivells d’ARNm antisense sense int ró respecte els 

nivells de les I EC parentals (vegeu figura RI -13a) , coincidint d’aquesta 

manera am b l’augment de l’act iv itat del promotor de Zeb-2 en les dues 

línies que han pat it el procés de TEM que no és m és que el reflex de la 

quantitat de proteïna traduïda.  

En canvi, les línies cel· lulars M6 A4, M6 tet-off SNA1 i SW-480 SNA 

mantenen l’int ró de l’ARNm antisense igualm ent que les seves respect ives 

línies parentals (vegeu figura RI-13a). Per tant, sembla ser que els resultats 

obt inguts en aquestes línies no s’explicarien a t ravés de la hipòtesi 

plantejada. L’organització dels gens Zfhx1a (que codifica per Zeb-1) i 

Zfhx1b (que codifica per Zeb-2) divergeixen en les seves seqüències 5’. 

Mentre que el gen Zfhx1a té el lloc d’inici de transcripció molt proper a l’inici 

de la t raducció, el gen Zfhx1b té una organització de l’ext rem 5’ molt més 

complexa de manera que presenta el seu inici de t ranscripció a una 

distància d’ent re 2 i 3 Kb de l’inici de t ranscripció (vegeu figura RI -11b) 

(Nelles et al. , 2003) . Això juntament amb el fet que els exons presents en 

aquesta regió (exons U1 a U9) estan molt conservats ent re les diferents 

espècies suggerir ia que aquesta àrea podria ser molt important a l’hora de 

regular la transcripció o la traducció del gen Zfhx1b.  

Segons Nelles et al. la pèrdua de la regió situada ent re els exons U5 i 

l’exó 1 està conservada en els vertebrats inferiors. Els resultats obtinguts en 

aquest treball indiquen que les línies que han patit una TEM (M6 A4, M6 tet-

off SNA1 i SW-480 SNA) , excepte les I EC I LK-1 i les I EC-Ha-Ras, mantenen 

aquesta regió. D’aquesta manera, la regió de complem entarietat que hi ha 

ent re l’ARNm antisense de Zeb-2 i la regió 5’ de l’ARNm sense del mateix 

gen s’allunya del lloc d’inici de la t raducció. Aquesta diferència en la 

regulació de la presència o absència d’uns o alt res int rons ent re les línies 

M6 A4, M6 tet-off SNA1, SW-480 SNA i les línies I EC I LK-1 i I EC Ha-Ras 

podria ser deguda a diferències ent re espècies ja que estem com parant 
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línies cel· lulars humanes i de rata. En les cèl· lules eucariotes existeixen dos 

grans mecanismes responsables de l’inici de la t raducció ( i) un mecanisme 

dependent de cap i ( ii) un alt re m ecanism e dependent d’un lloc intern per a 

l’ent rada del r ibosoma (seqüències I RES) . Aquest últ im m ecanisme es basa 

en el reclutament , per part de l’ARNm, de la subunitat r ibosomal 40S de 

forma independent de cap, de manera que el r ibosoma reconeix una 

est ructura secundària formada en el 5’ UTR (Pickering and Willis, 2005) . 

Sabent això, existeix la possibilitat de que la regió mant inguda ent re l’exó 

U5 i l’exó 1 presentés una seqüència I RES que permetés reclutar el 

r ibosoma independentment de cap que, en el cas de les cèl· lules M6 A4, M6 

tet-off SNA1 i SW-480 SNA, quedaria inut ilit zat pel dúplex form at ent re 

l’exó U5 del transcrit sense i l’ARNm antisense de Zeb-2. D’aquesta manera, 

les línies cel· lulars que presenten l’int ró en l’ARNm antisense però que 

mantenen la seqüència situada ent re l’exó U5 i l’exó 1 de l’ARNm sense 

podrien reclutar els r ibosomes a part ir d’alguna seqüència I RES present en 

aquesta regió. En aquests mom ents, el nost re laboratori està portant a 

term e la ident ificació d’algun possible lloc I RES en aquesta regió. A la taula 

RI-1 s’exposa un resum dels resultats obt inguts sobre la regulació de 

l’expressió de Zeb-2.  

Intró ARNm antisense 

Zeb- 2 

Intró ARNm sense 

Zeb- 2 

Síntesi proteïca Línies cel·lular

 

No No Traducció IEC ILK-1 

IEC Ha-Ras 

Sí No No Traducció

 

IEC CON 

M6 CON 

M6 tet-off CON 

SW-480 CON 

Sí Sí Traducció M6 A4 

M6 tet-off SNA1 

SW-480 SNA 

 

Taula RI - 1 : Taula resum de la regulació t raduccional de Zeb-2. Aquesta taula 

resumeix les diferents combinacions de presència o absència dels diferents introns analitzats, 

del t rànscr it sense i de l’antisense, i la seva repercussió en la t raducció de l’ARNm sense de 

Zeb-2 en diferents línies cel·lulars.
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Com es pot veure en la figura RI -12, l’ARNm ant isense, tant de ratolí 

com d’hum à, té alt res llocs d’splicing a m és a més del que hem analit zat en 

aquest t reball ( vegeu figura R-14) . Una possible explicació de quin seria el 

mecanisme pel qual es conservar ia la regió situada ent re l’exó U5 i l’exó 1 

de l’ARNm sense de Zeb-2 consistiria en analitzar la presència o absència de 

l’intró 1 que hi ha just per davant de l’intró 2 que és el que hem analitzat en 

aquest capítol (vegeu figura RI -15) . Si aquest int ró es conservés, la regió 

complem entària que abans només afectava a l’exó U5 de l’ARNm sense de 

Zeb-2 s’estendria al llarg de bona part de l’int ró que separa l’exó U5 de 

l’exó 1 (vegeu figura RI -15) de manera que emmascararia el lloc  de 

donació d’splicing present en l’exó U5 i aquest no es podria produir, 

conservant, d’aquesta manera, tota la regió present entre l’exó U5 i l’exó 1. 

 

Figura RI - 1 5 : Organització dels int rons i exons dels ARNm antisense de ratolí i 

humà. L’ARNm antisense de Zeb-2 de ratolí presenta 3 exons i 2 int rons ( rosa) i l’ARNm 

antisense de Zeb-2 humà té 4 exons i 3 int rons ( rosa) . L’int ró 2, tant de ratolí (que presenta 

una alta homologia amb el de rata) com d’humà, correspon a l’int ró analitzat en el t reball. 

L’int ró 1, tant de ratolí com d’humà, tot i tenir llargades diferents, mantenen una 

complementarietat de quasi el 100% amb la regió nucleotídica contínua a l’exó U5 de l’ARNm 

sense de Zeb-2 humà. Seqüències EST: ARNm sense Zeb-2 humà (NM014795) , ARNm 

antisense Zeb-2 ratolí (AI549808), ARNm antisense Zeb-2 humà (BE048858).      

Resum int podríem dir que, pel que fa als int rons de l’ARNm de 

l’antisense, la presència de l’int ró 2 regularia de forma negat iva la t raducció 

de la proteïna ment re que la presència de l’int ró 1 la regularia posit ivament 

i, a m és a més, la regulació posit iva de la presència de l’int ró 1 prevaldria 

per sobre de la regulació negat iva de la presència de l’int ró 2. Per tant, 

seria la regulació de l’splicing de l’ARNm antisense el que regularia la 
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t raducció o no de la proteïna, regulant indirectament l’splicing de l’ARNm 

sense de Zeb-2. Per tant , l’estudi de la regulació de int ró 1 de l’ARNm 

antisense aportaria més dades que recolzarien aquesta hipòtesi. A 

cont inuació s’exposa un esquema resum en el qual es planteja un possible 

mecanisme de la regulació de la síntesi de la proteïna de Zeb-2 consist int 

en la regulació indirecta de l’splicing de l’ARNm sense de Zeb-2. Tot i així, 

cal recordar, que algunes prem isses no han estat encara comprovades 

(vegeu figura RI-16). 

  

Figura RI - 1 6 : Les diferents form es d’splicing de l’ARNm ant isense podria regular la 

síntesi de la proteïna Zeb-2. El pre-ARNm antisense de Zeb-2 podria pat ir diversos 

splicings alternat ius que donarien lloc a diferents form es de l’ARNm antisense madur. (a) El 

pre-ARNm antisense podria perdre els dos int rons i donar lloc a un ARNm antisense madur 

amb var is gaps (de 100 i 283 pb) ent re les regions complem entàr ies a l’ARNm sense de 

manera que no es produir ia el dúplex ent re les dues cadenes. Això, afavorir ia l’splicing de la 

regió situada ent re l’exó U5 i l’exó 1 (E1) ja que el lloc donador d’slicing de l’exó U5 i el lloc 

acceptor de l’splicing de l’exó 1 estar ien al descobert . D’aquesta manera, les subunitats del 

r ibosoma s’acoblar ien a l’ext rem 5’ de l’ARNm sense i, escanejant tota la seqüència, 

començar ia la síntesi de la proteïna de Zeb-2 al reconèixer l’ATG. (b) El pre-ARNm antisense 

podria processar tots els seus int rons excepte l’int ró 2 que es conservar ia. Això afavorir ia la 

presència d’una seqüència d’uns 400 pb complem entar is, al quasi 100 % , a l’ext rem 5’ de 

l’ARNm sense. Tot i així, aquesta complementar ietat deixar ia al descobert el lloc donador 

d’splicing de l’exó U5, la qual cosa, provocaria la pèrdua de l’intró U5-1. Al haver-hi el dúplex 

format en l’ext rem 5’ de l’ARNm sense, el r ibosoma seria incapaç d’ent rar per aquest ext rem 

per escanejar la seqüència i no es produir ia la síntesi de Zeb-2. (c) El pre-ARNm antisense 

podria conservar els dos int rons, int ró 1 i int ró 2, donant lloc a una complem entar ietat d’uns 

700 pb amb l’ARNm sense. A més a més, la formació d’aquest dúplex emmascarar ia el lloc 

donador d’splincing de l’exó U5 inhibint d’aquesta manera la pèrdua de la regió U5-1. La 

possible presència d’una seqüència I RES en aquesta regió permetr ia el reclutam ent del 

complex r ibosòm ic de form a independent a l’ent rada per l’ext rem 5’ afavorint d’aquesta 

manera la traducció de la proteïna.  
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En aquest esquema no s’ha t ingut en compte la possible regulació de l’splicing de l’int ró 3 de 

l’ARNm antisense humà, s’ha cent rat en els int rons 1 i 2. aquesta explicació s’ha fet amb 

l’ARNm antisense humà però valdria d’igual manera per l’ARNm antisense de ratolí.                                                
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CAPÍTOL II: Regulació de la transcripció d’Snail.  

ANTECEDENTS   

S’han descrit alguns factors capaços d’induir fenòmens de TEM en 

diversos sistemes cel· lulars (Hay, 1995) . Tenint en compte que Snail és un 

factor important a l’hora d’iniciar els mecanismes responsables d’un procés 

de TEM, es va pensar en la possibilitat de que aquests factors inductors de 

la TEM act ivessin una sèrie de vies de senyalització responsables de 

l’act ivació de l’expressió d’Snail. Els èsters de forbol (TPA o PMA) són 

capaços d’induir una TEM, i en alguns sistemes sembla ser que ho fan a 

t ravés de la PK-Cα, j a que línies estables d’HT-29 M6 que sobreexpressen 

una form a act iva d’aquesta quinasa presenten un fenot ip compat ible amb la 

TEM (Bat lle et al., 1998) . Encara m és, l’aspecte fenot ípic i el comportament 

biològic d’aquestes cèl·lules és força semblant al dels clons estables d’HT-29 

M6 que expressen const itut ivam ent Snail. Això ens faria pensar en la 

possibilitat de que PK-Cα pogués induir un fenomen de TEM a t ravés de 

l’activació de l’expressió d’Snail. 

Una alt ra via de senyalització implicada en la inducció de la TEM és la 

PI3K/Akt (Grille et al., 2003). ILK té la capacitat de regular positivament, de 

forma dependent de PI 3K, l’act iv itat de l’Akt m it jançant la seva fosforilació 

(Delcommenne et al. , 1998) . La sobreexpressió de la quinasa I LK promou 

una t ransformació tum oral acompanyada de la pèrdua d’expressió de l’E-

cadherina (Somasir i et al. , 2001) . S’ha vist que un alt percentatge de pòlips 

provenint de pacients amb poliposi adenomatosa fam iliar (FAP) o de 

carcinomes de colon presentaven un augm ent de l’expressió i de l’act iv itat 

de l’I LK. A part ir d’aquí, es va demost rar que la sobreexpressió de l’I LK era 

capaç de regular posit ivament l’expressió d’Snail, el qual al seu torn, 

regularia negat ivament l’expressió de l’E-cadherina (Tan et al., 2001) . Però 

de quina manera l’I LK era capaç de regular l’expressió d’Snail encara 

quedava per descobrir.    

Com ja s’ha comentat en la introducció, s’havia observat una cooperació 

sinergíst ica ent re l’act ivació de Ha-Ras i la senyalització per TGF-β per tal 

d’induir la TEM. Està descrit que TGF-β i alt res est ímuls tenen la capacitat 

d’induir el fenom en de TEM a t ravés de l’act ivació d’ERK2 i de la via de 
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senyalització PI 3K/ Akt (Ellenrieder et al., 2001; Grande et al., 2002; Janda 

et al., 2002; Bates and Mercurio, 2003; Grille et al., 2003; Peinado et al., 

2003) . Donat tots aquests antecedents, es va voler com provar si aquestes 

vies de senyalització podien explicar el seu efecte inductor de la TEM a 

través de la regulació de l’expressió d’Snail.  

En el capítol I I s’ha intentat explicar quins podrien ser els possibles 

factors implicats en la regulació de l’expressió d’Snail i, m és específicament , 

s’ha estudiat la possible implicació d’oncoproteïnes i proteïnes de la m at r iu 

extracel·lular a l’hora d’induir l’expressió d’aquest factor transcripcional.

   

RESULTATS  

El fragm ent del prom otor d’Snail – 7 8 / + 5 9 és el que presenta m ajor 

activitat en dues línies cel·lulars mesenquimals. 

Es va situar el lloc exacte d’inici de t ranscripció d’Snail m it jançant 

l’amplificació dels ext rems finals 5’ de l’ADNc ( tècnica anomenada RACE) a 

part ir de la purificació d’ARN provenint de dues línies cel· lulars anom enades 

SW-620 i Mia-Paca2 que es caracteritzen per tenir alts nivells d’expressió 

d’Snail. D’acord amb això, el const ructe del promotor d’Snail va passar a 

anomenar-se –869/ + 59 respecte al nou inici de t ranscripció caracterit zat . A 

partir d’aquest promotor, es va realitzar una sèrie de delecions progressives 

de l’ext rem 5’ de la seqüència del promotor clonat obtenint , així, diversos 

fragments que ens facilitar ia l’estudi de la seva regulació. En línia amb això, 

es van analitzar les activitats basals dels diferents promotors mutants en les 

dues línies que es van ut ilit zar per determ inar l’inici de t ranscripció d’Snail, 

SW-620 i Mia-Paca2. El resultat va ser que l’elim inació progressiva de 

seqüències per davant de 5’ gairebé no afectava l’act iv itat basal del 

promotor; en canvi, es va constatar que el fragment del promotor -125/+59 

presentava una act iv itat lleugeram ent major que la del promotor -869/+59 

(vegeu figura RII-1).  

En consonància amb aquest resultat , també es va verificar, en ambdues 

línies cel· lulars, que el fragment que va de -78 a + 59 també presentava 

major act iv itat basal que el fragment del promotor complert . Alt res 

delecions que van donar lloc als fragments -29/ + 59 i -78/-29 afectaven 

severament l’act iv itat del promotor (vegeu figura RI I -1) . Per tant , donat 
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que la seqüència del promotor -78/ + 59 representava el fragment més pet it 

de promotor que conservava la màxima act iv itat del mateix, aquesta regió 

va ser denominada com a promotor mínim d’Snail.   

 

Figura RI I -1: Determ inació del prom otor m ínim d’Snail. Es van generar delecions 

progressives del promotor d’Snail –869/ + 59 m it jançant PCR i es van insertar en el plàsm id 

pGL3. L’act iv itat de les diferents const ruccions es van analitzar en dues línies cel· lulars, Mia-

Paca2 i SW-620, i es van representar com a vegades d’estimulació respecte a l’activitat basal 

del promotor –869/ + 59 en cada línia cel· lular (m it jana±s.d. de t res experim ents realitzats 

per duplicat). 

   

A més a m és d’això, també es va poder constatar que l’act iv itat del 

promotor -869/ + 59 era diferent segons si el fenot ip cel· lular era 

mesenquim al o epitelial. Com es podria esperar, línies cel· lulars 

caracter itzades per una alta expressió d’Snail (SW-620 i Mia-Paca2) 

presentaven una act iv itat basal del prom otor major que les línies cel· lulars 

amb nivells d’expressió més baixa (HT-29 M6 i SW-480 ADH) (dada no 

most rada) . Aquesta diferència d’act iv itat , depenent de la m orfologia 

cel·lular, fou també detectada en el promotor mínim d’Snail (-78/+59).  

El prom otor m ínim d’Snail és sensible a senyals que augm enten els 

nivells d’Snail en cèl·lules epitelials.

 

Per tal de portar a terme l’estudi de la regulació t ranscripcional d’Snail, 

es van ut ilit zar les línies cel· lulars següents: I EC-18 cont rol, I EC I LK-1, I EC 

Ha-Ras, M6 cont rol i M6 A4 descrites anteriorment . Com ja s’ha explicat en 
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l’anterior capítol, aquestes línies havien estat forçades a pat ir un procés de 

TEM mitjançant la transfecció estable de diversos oncogens. 

A part ir d’aquí, per estudiar els elements del promotor d’Snail que li 

confereixen especificitat mesenquimal, es va procedir a analitzar les 

act iv itats basals dels diversos fragments del promotor d’Snail en aquests 

diferents sistemes cel· lulars. Això ens va permet re observar que les t res 

condicions responsables de la TEM soferta per les línies cel· lulars parentals, 

que són la sobreexpressió de l’I LK-1, Ha-Ras i PK-Cα (+ ) , est im ulaven 

significat ivament l’act iv itat del promotor –869/ + 59 d’Snail (vegeu figura 

RII-2a).   

 

Figura RI I - 2 : El prom otor m ínim d’Snail és sensible al senyals que augm enten 

l’expressió d’Snail en cèl· lules epitelia ls. ( a)

 

l’act iv itat dels diferents promotors es va 

analitzar en les línies cel· lulars indicades. L’act iv itat del promotor es va refer ir al valors 

obt ingut pel promotor –869/ + 59 en les cèl· lules I EC i HT-29 M6. Els números indicats sobre 

cada barra correspon a l’est imulació observada de cada promotor respecte el cont rol; és a 

dir , I EC- ILK-1 i I EC-Ha-ras versus I EC-18, o A4 versus M6. (b) L’act iv itat dels promotors de 

Zeb-1 i d’Slug es va analitzar en les cèl· lules I EC- ILK-1 i I EC-Ha-ras, i es van comparar amb 

les cèl· lules I EC-18  com a cont rol. Els resultats corresponen a la m it jana±s.d. de t res 

experiments realitzats per duplicat.   

Com a cont rols, es va estudiar l’act iv itat d’alt res dos promotors, el de 

Zeb-1 i el d’Slug, en les cèl·lules IEC-18 parentals, ILK-1 o Ha-Ras. Com era 

d’esperar, i coincidint amb els resultats de les RT-PCR sem i-quantitatives 
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presentades en la figura RI -8, l’act iv itat del promotor de Zeb-1 estava 

incrementada en les línies cel· lulars que presentaven un augm ent del 

t ranscr it del mateix gen, ment re que l’act iv itat del promotor d’Slug 

s’incrementava molt poc (vegeu figura RII-2b).    

A més a més, també es va constatar que l’act iv itat del promotor m ínim 

d’Snail ( -78/ + 59) estava increm entada de forma molt sim ilar a la del 

promotor complert ( -869/ + 59) en aquelles cèl· lules que havien 

experimentat una TEM, exceptuant el cas de les ILK-1 on el promotor mínim 

presentava una act iv itat significat ivament m enor que el promotor com plert . 

Aquesta observació ens va indicar que, seguram ent , existeixen alt res 

seqüències no presents en el promotor –78/ + 59 que cont r ibuir ien a 

l’act ivació de l’expressió d’Snail (vegeu figura RI I -a) . Tots aquests resultats 

suggerien que el prom otor m ínim d’Snail cont indr ia molts dels elements 

responsables de la seva expressió específica en cèl·lules tumorals invasives. 

  

La via de senyalització d’ERK és responsable de l’act ivació del 

promotor d’Snail. 

A part ir d’aquí es va voler verif icar quines podrien ser les vies de 

senyalització cel· lulars

 

implicades en l’act ivació de l’expressió d’Snail en els 

diferents sistemes cel· lulars; I EC-18 parentals, I EC-18 I LK-1 i I EC-18 Ha-

Ras, i HT29-M6 parentals i HT29-M6 PK-Cα (+ ) . Es va voler provar la 

rellevància de dues vies de senyalització, ERK2 i PI 3K/ Akt implicades en la 

inducció de TEM (vegeu antecedents) , en les nost res condicions 

experim entals. No es va observar cap t ipus d’efecte dels inhibidors de la 

PI 3K, LY294002 (vegeu figura RI I -3a) o Wortmanina (dada no most rada) , 

sobre l’activitat de cap dels diferents fragments del promotor d’Snail o sobre 

els nivells del t ranscr it d’Snail (dada no most rada) , en la majoria de línies 

cel· lulars exam inades i ut ilit zant un ampli rang de concent racions. Només 

en les cèl· lules I EC- I LK, es va detectar un lleuger efecte de l’inhibidor 

LY294002 a una concent ració de 30 µM. Aquest efecte es va observar 

només sobre el promotor –869/ + 59 (vegeu figura RI I -3a) . En canvi, dos 

inhibidors de les MEK1/ 2, PD98509 i UO126, van afectar significat ivament 

l’act iv itat de tots els fragments del promotor d’Snail a concent racions 

normals d’us (50 µM i 20 µM, respectivament) en línies tumorals.  
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Figura RI I - 3 : La t ranscripció d’Snail és dependent de l’act ivitat de la via d’ERK. Les 

línies cel· lulars es van incubar amb PD98059 (PD) (50 µM, barres gr ises; o 100 µM, barres 

blanques) , UO126 (UO) (20 µM), SB203580 (SB) (10 µM), LY294002 (LY) (30 µM) o el 

vehicle (DMSO) durant 20 h. Quan s’indica, es va afegir PMA al m ateix temps que l’inhibidor. 

L’act iv itat dels promotors (a) es van determ inar com anter iorment . Els nivells de t ranscr it 

dels gens indicats (b) es van determ inar com a la figura R1. El núm ero de cicles ut ilit zats 

per amplificar Snail va ser de 27 per les cèl· lules Mia-Paca2 i de 30 per les A4 i les SW-620. 

L’act iv itat dels promotors d’Snail indicats es va determ inar en cèl· lules t ransfectades amb 

concent racions creixents d’una forma const itut ivament act iva de MEK-1 (MEK-E) o amb 

plàsmid buit.  
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Es va observar també, que l’inhibidor PD98509 dism inuïa l’act iv itat dels 

promotors –869/+59 i –78/ + 59 de forma sim ilar en cèl· lules tumorals que 

presenten una alta act iv itat d’aquests mateixos promotors, com són les 

cèl· lules SW-620 i les Mia-Paca2, tant abans com després de t ractar- les 

amb PMA (vegeu figura RI I -3a) . També es va observar que l’inhibidor 

UO126 reprim ia l’act iv itat dels dos promotors en les cèl· lules Mia-Paca2. En 

canvi, l’inhibidor de la quinasa p38, SB203580 a concent racions majors de 

10 µM, no va modificar l’act iv itat dels prom otors, indicant així que és la via 

de senyalització d’ERK i no la de p38 la que afecta la t ranscripció d’Snail de 

forma selectiva. 

Com s’ha dit anteriorment, les activitats dels dos promotors, el complert 

i el m ínim , en les cèl· lules A4, I EC- I LK i I EC-Ha-Ras es van veure també 

afectades per l’inhibidor PD98509, encara que les cèl· lules I EC- I LK es van 

most rar m enys sensibles a l’inhibidor en qüest ió i necessitaven 

concentracions més altes (100 µM) per obtenir una disminució comparable a 

l’observada en les altres dues línies cel·lulars, A4 i IEC-Ha-Ras (vegeu figura 

RII-3a) . Els efectes concom itants de l’inhibidor sobre els nivells dels 

t rànscr its d’Snail es van detectar per RT-PCR tant en cèl· lules Mia-Paca2 

(abans i després de ser t ractades amb PMA) com en cèl· lules SW-620 i A4 

(vegeu figura RI I -3b) . Aquests resultats van suggerir que la via de 

senyalització d’ERK està involucrada en l’act ivació del promotor m ínim 

d’Snail. Per confirmar aquesta observació, es va ut ilit zar una forma m utada 

const itut ivament act iva de MEK (MEK-E) que s’havia ut ilit zat en t reballs 

anter iors per m imet itzar l’act ivació d’aquesta via de senyalització (O.A. 

Coso et al. , 1995; N. Ajenjo et al. , 2000) . Com es pot veure en la figura 

RII-4c, la t ransfecció d’aquest mutant de MEK (MEK-E) va est imular 

significat ivament l’act iv itat del promotor m ínim d’Snail de manera dosi-

dependent . Com es podria esperar, MEK-E també augmenta l’act iv itat del 

promotor complert d’Snail (-869/+59) (dada no mostrada).  

El factor Sp1 pot unir-se al promotor mínim en les cèl·lules IEC- ILK1 

i IEC-Ha- ras. 

El prom otor m ínim hum à d’Snail, de la mateixa manera que el promotor 

d’Snail d’alt res espècies, està mancat de caixa TATA (Mayor et al. , 1993) . 

L’absència d’aquesta caixa fa que els elements reguladors del promotor no 
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puguin act ivar directament la t ranscripció del gen. De m anera que la caixa 

TATA juga un paper im portant a l’hora de mediar l’est im ulació del promotor 

pels elements que el regulen. L’act ivació d’aquest t ipus de promotors que 

no tenen caixa TATA solen presentar dianes per al factor de transcripció Sp1 

(Nothias et al. , 1995) . Per tant , Sp1 està considerat com un act ivador 

transcripcional d’aquest tipus de promotors.  

A part ir d’aquestes dades, es va analitzar la seqüència del promotor 

mínim d’Snail i es va trobar, en la regió pròxima a l’inici de transcripció, una 

seqüència r ica en –GC- que podria ser una regió diana pel factor 

t ranscr ipcional Sp1. Per tal de demost rar si Sp1 era capaç d’unir-se al 

promotor m ínim , es va realit zar un assaig de BOPA (Biot inilated 

Oligonucleot id Precipitat ion Assay) amb un oligonucleòt id que corresponia 

als 70 pb just per davant de l’inici de t ranscripció d’Snail i que contenia la 

regió r ica en –CG- . Es va observar que en les línies cel· lulars que 

augmenten l’expressió d’Snail, IEC-ILK-1 i IEC-Ha-Ras, Sp1 és capaç d’unir-

se a la sonda (vegeu figura RII-4).   

  

Figura RI I - 4 : Sp1 té la capacitat d’unir- se a la regió r ica en – CG- del prom otor 

mínim. Els ext ractes proteïcs corresponents a cada una de les línies cel· lulars indicades es 

van incubar amb l’oligonucleòt id de 70 pb marcat amb biot ina i contenint la regió r ica en –

CG- . A cont inuació, es va precipitar la sonda unida al factor Sp1 amb est reptavidina-agarosa 

i es va córrer el resultat de la precipitació en un gel de poliacr ilam ida que poster iorm ent es 

va transferir a una membrana. Finalment, es va realitzar un Western blot contra SP1 i contra 

serines fosforilades.     

Es pot observar, però, que hi ha força més quant itat de Sp1 unit a 

l’oligonucleòt id en les cèl· lules que expressen Ha- ras que no pas en les que 

expressen I LK-1. També es va observar, que el t ractam ent de les cèl· lules 

amb l’inhibidor PD98509 no afecta la quant itat de Sp1 amb la capacitat 
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d’unir-se a la sonda. Per tant sembla ser que no hi ha una correlació ent re 

l’unió de SP1 al prom otor d’Snail i l’inhibició de les vies de senyalització 

responsables de l’increment de l’act iv itat del promotor d’Snail. El m ateix 

assaig realitzat amb altres línies cel·lulars, com les Mia-Paca2, les SW-620 o 

les M6 CON o A4, no s’apreciava unió de Sp1 o bé, si hi havia unió no 

presentava una bona correlació.  

Alguns autors han descrit que la fosforilació en serines del factor Sp1 

pot estar correlacionat amb un augment de la seva unió a l’ADN i amb un 

augment de la seva act iv itat t ransact ivadora (Bowm an and Philipsen, 

2002) . Per tal de saber l’estat de fosforilació del factor Sp1 unit a la sonda 

corresponent al fragment –70/-1 del promotor d’Snail, es va procedir a 

realitzar un Western blot cont ra serines fosforilades. Efect ivament , es va 

observar que els nivells proteics de Sp1 units a la sonda estaven fosforilats 

en serina. Cal remarcar, però, que en el cas de les cèl· lules I EC- I LK els 

nivells de proteïna fosforilada en serines eren majors que els nivells de Sp1 

units a l’oligonucleòt id. Això suggerir ia, que potser en aquest t ipus cel· lular, 

s’hi uneix algun alt re factor que també es fosforila en serines i que podria 

fer una funció redundant a la realitzada pel factor Sp1.  

   

NF B/ p6 5 est im ula la t ranscripció d’Snail a t ravés d’una regió 

situada immediatament per davant del promotor mínim en SW-480. 

Com ja s’ha comentat en la int roducció, la proteïna t ranscr ipcional 

Dorsal, la homòloga humana de la qual és el factor anomenat NFκB, està 

involucrada en l’act ivació t ranscr ipcional d’Snail durant el desenvolupament 

embrionari. Per tal de verificar si el promotor d’Snail és sensible a aquest 

factor t ranscripcional, es va procedir a co- t ransfectar la subunitat p65 del 

factor NFκB o bé, la proteïna quim èrica Rel-Vp16 que conté el dom ini d’unió 

a l’ADN de p65 (Rel) fusionat a l’elem ent t ransact ivador vír ic Vp16 o bé, el 

domini Rel sol, amb els diferents fragments del promotor d’Snail en cèl·lules 

SW-480. Es va observar que tant la subunitat p65 com la proteïna 

quimèrica Rel-Vp16 est imulaven l’act iv itat dels diferents fragments del 

promotor d’Snail, i que la forma inact iva d’aquest factor, el dom ini Rel, no 

era capaç d’act ivar- los (vegeu figura RI I -5a) . També es va comprovar que 

el promotor –194/+59 responia a l’activació causada per p65 de forma dosi-

dependent (vegeu figura RI I -5b) . Aquests resultats es van confirmar 
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m it jançant l’anàlisi dels nivells d’ARN d’Snail en cèl· lules SW-480 

transfectades amb p65 (vegeu figura RII-5c).    

 

Figura RI I - 5 : p6 5 est im ula l’act ivitat del prom otor d’Snail. Les cèl· lules SW-480 es 

van t ransfectar amb el plàsm id pcDNA3-p65, una proteïna de fusió quimera Rel-VP16 que 

consisteix en el domini p65 homòleg a Rel i el domini transactivador de VP16, o bé, el domini 

d’unió a l’ADN del factor. Després de 48 h es va analitzar l’act iv itat dels diferents promotor 

d’Snail (a,b). El plàsm id pcDNA3-p65 (10-200 ng) es va t ransfectar en els experiments 

most rats en l’apartat (b).  (c) Cèl· lules SW-480 es van t ransfectar amb 50 ng de pcDNA3-

p65 i, 48 h després, es van determinar els nivells d’ARN d’Snail i d’ARNr 5S.   

A més a més, es va constatar que, així com el fragment del promotor –

194/ + 59 responia de forma molt sim ilar a l’efecte d’aquests act ivadors que 

el fragment –869/ + 59, el fragment –78/ + 59 ho feia de forma molt més 

atenuada, indicant que les seqüències involucrades en la resposta a aquesta 

via deuen està situades en el fragment de promotor que va de –194 a –78. 

També es va observar, que l’act iv itat del prom otor –125/ + 59 era interm it ja 
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ent re l’act iv itat dels promotors –869/ + 59 i –194/ + 59 i l’act iv itat del 

promotor m ínim ( -78/+59) . Això suggeria que podria haver-hi més d’una 

seqüència de resposta a aquest factor t ranscripcional que cont r ibuir ia a 

l’est imulació del promotor. Al analitzar la seqüència del promotor –194/+59 

d’Snail es va observar la presència de 3 possibles regions consens per a  

NFκB. El fragment del promotor d’Snail –125/ + 59 perd una d’aquestes 

caixes de manera que en manté dues, ment re que el fragment –78+59 

només conserva una caixa. De totes maneres, cal puntualitzar que 

l’act ivació dels diferents fragments del prom otor d’Snail per part de p65 

només es va observar en la línia cel·lular SW-480.                          
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DISCUSSIÓ  

En aquest estudi s’ha caracter itzat el promotor d’Snail humà i la seva 

apropiada especificitat per a les cèl· lules mesenquimals. S’ha ident ificat un 

inici de t ranscripció diferent al proposat per alt res autors (Paznekas et al., 

1999) , els quals l’havien situat a 55 pb més per endavant . En tot cas, cal 

mencionar que la longitud del 5’ UTR determ inat en Xenopus (33 pb) 

(Mayor et al. , 1993) concorda m olt més bé amb la longitud del 5’ UTR 

calculat , en aquest estudi, amb el nou lloc d’inici de t ranscripció descrit (80 

pb) que no pas amb l’inici transcripcional suggerit anteriorment.  

L’anàlisi realitzat amb els diferents fragments del promotor d’Snail 

evidencia que el prom otor m ínim correspon a la seqüència –78/ + 59, la qual 

presenta una act iv itat comparable als fragm ents més llargs. Com ja s’ha 

comentat en els resultats, aquest promotor m ínim està mancat de caixa 

TATA, de la mateixa manera que els prom otors d’Snail d’alt res espècies 

(Mayor et al. , 1993; Peinado et al. , 2003) . Com en la gran majoria de 

promotors sense caixa TATA, el promotor m ínim d’Snail pot unir el factor 

Sp1 en algunes de les línies cel· lulars que presenten una alta act iv itat del

 

mateix promotor, I EC- ILK-1 i I EC-Ha- ras.  Tot i així, en la línia I EC- ILK-1 la 

quant itat d’Sp1 unida al promotor és molt més pet ita en comparació amb la 

línia I EC-Ha- ras, en canvi, s’hi uneix un alt re factor a la mateixa regió que 

Sp1 que pot ser fosforilat en ser ines. El factor Sp3 forma part de la família 

de factors de t ranscripció Sp/ XKLF de la mateixa manera que Sp1. Està 

descrit que Sp3 presenta una gran hom ologia amb el factor Sp1 i que la 

seva afinitat per unir-se a seqüències r iques en –CG- és comparable a la 

que s’observa per Sp1. Sp3 té la capacitat d’act ivar la t ranscripció de 

diferents promotors en cèl· lules SL2 de Drosophila i, també, en algunes 

línies cel· lulars de mamífer. Recentment s’ha descrit , que una fosfatasa 

anomenada PP1 és capaç de defosforilar els factors Sp1 i Sp3 de cèl· lules 

epitelials de mama, reduint d’aquesta manera la unió d’aquests dos factors 

de t ranscr ipció al prom otor α-EnaC2 i dism inuint , així, l’act iv itat del mateix 

(Bowman and Philipsen, 2002; Chu et al. , 2003) . Per tant , el factor Sp3 

podria resultar ser un bon candidat com a factor, fosforilat en serines, que 

s’unir ia al promotor m ínim d’Snail en les cèl· lules I EC- ILK-1 i suplir ia la 

funció de Sp1. Aquests dos factors de t ranscripció, Sp1 i Sp3, estan 
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considerats com a act ivadors t ranscripcionals const itut ius pels promotors 

mancats de caixa TATA, segurament és per aquesta raó que el t ractament 

amb l’inhibidor PD98509 no afecta la unió d’aquests factors al prom otor j a 

que la seva funció no seria la de regular la t ranscripció del promotor sinó la 

de permetre que aquest pugui ser activat per reguladors positius. 

Existeix un alt re mem bre de la família Sp/ XKLF que, a diferència del 

patró d’expressió ubico presentat per Sp1 i Sp3, s’expressa seguint un patró 

més rest r ict iu al llarg del desenvolupament embrionari pr imerenc. Aquest 

factor de t ranscripció és molt homòleg al factor Sp1 i pot unir-se a les 

mateixes seqüències r iques en –GC- amb la m ateixa afinitat que el pr im er 

membre de la família. Sp5 s’expressa en el solc prim it iu durant la 

gast rulació (Harr ison et al. , 2000) . Considerant la mult itud de gens que 

tenen en el seu prom otor una o vàries seqüències r iques en –GC-, és podria 

pensar en la possibilitat de que hi hagués una regulació diferencial 

simultània de diversos gens que dependria del balanç ent re l’expressió de 

proteïnes de t ipus Sp1 que s’expressen ubiquament i l’expressió de factors 

amb un pat ró d’expressió molt més específica, com seria Sp5. Per tant , Sp5 

podria ser un bon candidat com a possible m embre de la família Sp/ XKLF 

responsable de modular l’activitat del promotor d’Snail.   

L’act iv itat del promotor m ínim d’Snail està incrementat en aquelles 

cèl· lules que han experimentat una TEM, suggerint que aquest fragm ent de 

promotor conté diversos dels elements requerits per a est imular la 

t ranscr ipció d’Snail durant aquest procés. Només la seqüència de resposta 

al factor NF-κB semblaria estar situada per davant del promotor m ínim , 

ent re les bases –194 i –78. La presència de tots aquests elem ents en el 

fragment pet it del promotor d’Snail humà concordaria amb els resultats 

previs obt inguts amb el promotor d’Snail de Xenopus, en els quals la 

seqüència d’ADN suficient per a l’expressió estaria localit zada, també, en 

una petita regió (entre les bases –160 i –45) (Mayor et al., 1993). Tot i així, 

els resultats anteriorm ent exposats no exclouen que hi hagin elements 

situats més a 5’ que puguin jugar un paper rellevant , com seria en d’alt res 

línies cel· lulars no ut ilit zades en aquest t reball, o bé, en situacions in vivo 

on el promotor està pròpiament empaquetat en la cromatina. 

Com s’ha indicat anteriorment , Snail és un potent repressor de la 

t ranscr ipció de l’E-cadherina i un inductor de la TEM (Bat lle et al. , 2000; 
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Cano et al., 2000; Nieto et al., 2002). Encara que l’activitat d’Snail pot estar 

també regulada post - t ranscr ipcionalm ent (Domínguez et al. , 2003) , la 

t ranscr ipció d’snail és norm alm ent cont rària a la d’E-cadherina i es detecta 

en cèl· lules que han perdut les característ iques epitelials. En aquest estudi 

es most ra que, de form a concom itant amb la pèrdua de l’E-cadherina i amb 

l’adquisició d’un fenot ip mesenquimal, les cèl· lules que expressen Snail 

tenen activat el seu promotor. L’activació de la transcripció d’Snail requereix 

l’act ivació de la via d’ERK; l’elem ent sensible a ERK estar ia localitzat en el 

promotor m ínim donat que aquest fragment és sensible als inhibidors de 

MEK. Com ja s’ha comentat en la int roducció, existeixen dades 

experim entals prèvies que indiquen que la via d’ERK podria ser necessària 

per a la inducció de gens mesodèrmics durant el desenvolupament (Christen 

and Slack, 1999; Yao et al. , 2003) o per a induir una complerta TEM a 

t ravés de citoquines o alt res est ím uls en línies cel· lulars tumorals 

(Ellenrieder et al. , 2001; Grande et al. , 2002; Janda et al. , 2002; Bates and 

Mercurio, 2003; Peinado et al. , 2003) . Els resultats obt inguts aquí recolzen 

aquesta idea, indicant que l’expressió d’Snail, procés clau en l’adquisició del 

fenot ip mesenquimal, respon a l’act ivació d’aquesta via. D’acord am b això, 

Snail estaria classificat com a gen pr imerenc immediat dependent de 

l’activació de receptors tirosina quinasa i de l’addició de cicloheximida en els 

fibroblasts (Fambrough et al, 1999).  

Tot i així, MEK no aconsegueix est imular el promotor m ínim d’Snail de 

forma com parable a l’est im ulació obt inguda en cèl· lules mesenquimals. 

Aquests resultats van suggerir que, segurament , es necessiten alt res 

senyals que ajudin a obtenir una est imulació complerta del prom otor –

78/ + 59. La caracter ització d’aquestes senyals addicionals que actuarien 

sobre el promotor m ínim segueixen encara sota invest igació en el nost re 

laborator i. Una alt ra v ia de senyalització que ha estat relacionada amb 

l’expressió d’Snail és la que requereix l’act ivació de PI 3K. Els resultats 

obt inguts no suggereixen un gran involucrament d’aquesta via en l’act ivació 

de la t ranscripció d’Snail en vàries de les línies tumorals estudiades, però, 

no es descarta que pugui cont r ibuir a l’expressió d’Snail en algunes línies 

cel· lulars, ja que en la línia I EC- ILK-1  alt res seqüències addicionals que no 

estan presents en el promotor m ínim semblen necessàries per aconseguir 

una estimulació complerta del promotor d’Snail. 



CAPÍTOL II: Regulació de la transcripció d’Snail 

59 

Com s’ha m ost rat en aquest estudi, la t ranscr ipció d’Snail està act ivada 

en t res sistemes cel· lulars que han estat induïts a pat ir un fenomen de TEM 

m it jançant la t ransfecció de diferents gens. Concom itantment amb aquest 

procés, i amb la regulació a l’alça del marcador mesenquimal fibronect ina i 

amb la regulació a la baixa de l’E-cadherina, es van detectar canvis en 

nivells d’ARNm tant d’snail com del gen sensible a Snail, Zeb-1. No es van 

detectar m odificacions sistemàt iques en els nivells dels t ranscr its d’Slug o 

Zeb-2. Segurament, no es van veure canvis en l’expressió de Zeb-2 a causa 

de la seva possible regulació post - t ranscr ipcional (descr it en capítol I ) . Pel 

que fa a Slug, no s’exclou que l’augment d’aquesta proteïna pugui ser 

important per a la TEM en cèl· lules que presenten un background genèt ic 

diferent , sent responsable de la regulació a la baixa de l’E-cadherina en 

certes circumstàncies com, per exemple, la resposta a la senyalització per 

β-catenina independent de la via d’ERK (Connacci-Sorrell et al., 2003).                         
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CAPÍTOL III:  Importancia de WT1 en la co- regulació de gens 

regulats per Snail.  

ANTECEDENTS  

Un dels factors t ranscripcionals responsables de la regulació posit iva de 

l’expressió de l’E-cadherina és WT1. S’ha dem ost rat que WT1 té la capacitat 

d’unir-se al promotor d’aquesta proteïna d’adhesió cel· lular i act ivar la seva 

expressió (Hosono et al. , 2000) . La t ransfecció estable de WT1 en cèl· lules 

NI H 3T3 produeix l’augment de l’expressió de l’E-cadherina endògena en un 

dels t res clons estables obt inguts (Hosono et al. , 1999) . A més a més, la 

t ransfecció d’un dom inant negat iu de WT1, anom enat WTAR, inhibeix 

l’act ivació del promotor de l’E-cadherina en cèl· lules NI H 3T3 t ransfectades 

amb WT1 (Hosono et al. , 2000) . Això indicar ia que el gen de l’E-cadherina 

actuaria com a pont ent re WT1 i la diferenciació cel· lular. Els

 

mateixos 

autors descriuen que l’act ivació del prom otor de l’E-cadherina induïda per 

WT1 és molt més eficient quan es delecionen les caixes-E del promotor 

clonat. Això suggereix que, potser, en els fibroblasts de ratolí, hi ha algun 

regulador negat iu capaç d’unir-se a aquestes caixes em m ascarant , així, el 

potencial act ivador de WT1. Ja hem dem ost rat que Snail s’expressa en 

aquelles línies cel· lulars que presenten un fenot ip mesenquimal. De manera 

que es podria suggerir Snail com a candidat idoni a l’hora d’unir-se a les 

caixes E i donar lloc a aquest em mascarament de l’act ivació del promotor 

de l’E-cadherina per WT1.  

Com a resultat d’això, el nost re grup va analitzar la seqüència del 

promotor de l’E-cadherina i va constatar que la seqüència de reconeixement 

per WT1 estava situada ent re dues caixes E del promotor de l’E-cadherina. 

De manera que vam voler estudiar l’acció reguladora transcripcional positiva 

donada per WT1 en relació a l’activitat repressora de la proteïna Snail en els 

promotors que presenten ambdues seqüències de reconeixement.      
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RESULTATS  

WT1 estimula l’expressió de l’E-cadherina. 

Per fer aquest estudi es van ut ilit zar principalment dues línies cel· lulars, 

les cèl· lules NI H 3T3 que són fibroblasts de ratolí i es caracteritzen per 

presentar un fenot ip marcadam ent mesenquimal i per expressar poca E-

cadherina i les SW-480 que, tot i ser cèl· lules epitelials, expressen nivells 

d’E-cadherina més alts que les NI H 3T3 però més baixos que qualsevol línia 

epitelial ben diferenciada, com per exemple les RWP1. De manera que 

aquests dos sistem es cel· lulars són adequats per tal d’estudiar el possible 

efecte estimulador de l’expressió de l’E-cadherina per part de WT1. 

A part ir d’aquí es va decidir determ inar la capacitat act ivadora de WT1 

sobre el promotor de l’E-cadherina en cèl· lules NI H 3T3 i SW-480. Com es 

pot veure en la figura RI I I -1a, la t ransfecció t ransitòr ia de WT1 dona lloc a 

una clara est imulació de l’act iv itat del prom otor d’E-cadherina de forma 

dosi-dependent en totes dues línies cel· lulars. La m enor act ivació del 

promotor observada en la línia SW-480 pot ser deguda a que, aquesta línia, 

té una act iv itat basal d’aquest mateix promotor més elevada que no pas en 

les cèl· lules NI H 3T3, per la qual cosa no es veurà una diferència d’act iv itat 

tan gran a l’hora de sobre-estimular el promotor.  

Per tal de veure que passava amb els nivells endògens de l’ARNm de 

l’E-cadherina al t ransfectar WT1 en aquestes dues línies cel· lulars, es va 

procedir a transfectar transitòriament aquestes cèl·lules amb concentracions 

creixents de WT1 i posteriorment , es va realitzar un anàlisi dels nivells 

endògens d’ARNm d’E-cadherina per RT-PCR sem i-quant itat iva o 

quant itat iva (vegeu figura RI I I -1b i c) . Els resultats van indicar que amb 

concent racions no molt elevades de WT1 ja es produïa un augm ent dels 

nivells de l’ARNm de l’E-cadherina i que grans quant itats de WT1 

provocaven la dism inució d’aquests nivells seguram ent per un problema de 

saturació del sistema, és a dir, que la maquinària de factors d’act ivació de 

la t ranscripció podria quedar segrestada per la gran quant itat de WT1 que 

ha de produir. Es va realitzar el mateix assaig amb la línia cel· lular NI H 3T3 

però no es va aconseguir veure cap pujada de l’expressió de l’E-cadherina a 

cap concentració de WT1 (10-1000 ng).  
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Figura RI I I - 1 : W T1 act iva l’expressió de l’E- cadherina. ( a) Les cèl· lules NI H 3T3 i SW-

480 es van co- t ransfectar t ransitòr iament amb 100-200 ng del promotor d’E-cadherina 

clonat en pGL3 i concent racions creixents de WT1 (10-500 ng) . Els valors es van normalitzar 

m it jançant els valors obt inguts de l’act iv itat de la luciferasa Renilla (10 ng) . Els resultats 

representen les vegades d’act ivació del promotor de l’E-cadher ina est im ulat per WT1 versus 

la seva act iv itat basal. Aquests resultats corresponen a un experiment representat iu de t res 

exper iments independents realitzats per duplicat o t r iplicat . (b) Mit jançant la tècnica de RT-

PCR sem iquant itat iva es van analitzar els nivells d’expressió de l’E-cadher ina endògena i 

WT1 t ransfectat en concent racions creixents (10-1000 ng) en cèl· lules SW-480. Els 

oligonucleòt ids ut ilit zats per fer aquestes amplificacions estan descr it s en l’apartat de 

Materials i Mètodes. Es va amplificar la ciclofilina per normalitzar la quant itat d’ARN carregat . 

(c) Representació dels nivells relat ius de l’ARNm de l’E-cadher ina m it jançant la tècnica de la 

real- t ime RT-PCR en cèl· lules SW-480 t ransfectades am b concent racions creixents de WT1 

(10-1000 ng). Cada barra representa de mitjana±s.d. de les PCRs realitzades per triplicats.        
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W T1 i Snail com peteixen en la seva funció reguladora del prom otor 

de l’E-cadherina.  

La gran proxim itat observada ent re la seqüència d’unió per WT1 i dues 

caixes E, ens va suggerir la possibilitat de que aquests dos factors 

t ranscr ipcionals compet issin a l’hora d’unir- se a les seves respect ives 

seqüències consens. Per tal de comprovar si això era possible, es van 

realitzar una sèrie d’anàlisis d’act iv itat del promotor d’E-cadherina co-

transfectant amb WT1 i Snail.   

 

Figura RI I I - 2 : Efecte de la co-expressió d’Snail i W T1 sobre la regulació de 

l’expressió de l’E-cadherina. Les cèl· lules NI H 3T3 (a) i RWP1 (b) es van co- transfectar 

de forma t ransitòr ia amb 200 ng del promotor de l’E-cadher ina, una concent ració fixa 

d’Snail-RSV o RSV buit (10 ng) en el cas de les NI H 3T3 o bé una concent ració fixa de WT1-

RSV o RSV buit (20 ng) en el cas de les RWP1 i concent racions creixents de WT1-RSV o RSV 

buit (1-100 ng) en el cas de les NI H 3T3 o bé concent racions creixents d’Snail-RSV o RSV 

buit (1-100 ng) en el cas de les RWP1. Els valors es van normalitzar m it jançant els valors 

obt inguts de l’act iv itat de la luciferasa Renilla (10 ng) . Els números indicats sobre cada barra 

corresponen a l’est im ulació del promotor observada respecte el cont rol en el cas (a) i 

corresponen al percentatge de repressió del promotor observat respecte el cont rol en el cas 

(b). Els resultats representen les vegades d’activació del promotor de l’E-cadherina versus la 

seva act iv itat basal. Aquests resultats corresponen a un experiment representat iu de t res 

exper iments independents realitzats per duplicat o t r iplicat . La taula situada a la dreta del 

pannell (a) representa l’act ivitat del prom otor de l’E-cadher ina en presència o absència de 

WT1 o/i Snail.  
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Al co- t ransfectar les cèl· lules NI H 3T3 amb concent racions creixents de 

WT1 i una concent ració fixa d’Snail, es va poder observar que la presència 

d’Snail dism inuïa la capacitat act ivadora de WT1 sobre el promotor d’E-

cadherina (vegeu figura RI I I -2a) . Aquesta dism inució de la capacitat 

estimuladora de WT1 s’observava, sobretot , a altes concent racions del 

mateix factor t ranscripcional. Es va realitzar un experim ent sim ilar amb la 

línia cel· lular RWP1 que es caracteritza per ser una línia de cèl· lules 

epitelials ben diferenciades i que expressen grans quant itats d’E-cadherina. 

Com ja s’ha pogut veure en el capítol I , Snail és capaç de reprim ir l’act iv itat 

del promotor de l’E-cadherina en un 50% aproximadam ent (vegeu figura 

RIII-2b) . Al co- t ransfectar aquestes mateixes concent racions d’Snail amb 

una concent ració fixe de WT1, es va observar que Snail cont inuava inhibint 

el promotor de l’E-cadherina obtenint un grau de repressió sim ilars als 

observats sense WT1 (vegeu figura RI I I -2b) . Això suggereix que Snail és 

molt més eficient que WT1 a l’hora de realit zar la seva funció sobre el 

promotor de l’E-cadherina. 

 

Figura RIII-3: Nivells d’expressió de l’E-cadherina al transfectar WT1 o WT1 i Snail. 

(a) Mit jançant la tècnica de RT-PCR sem iquant itat iva es van analitzar els nivells d’expressió 

de l’E-cadher ina endògena de cèl· lules SW-480 co- t ransfectades am b una concent ració fixa 

de WT1 (10 ng) i concent racions creixents d’Snail (1-100 ng) . Els oligonucleòt ids ut ilit zats 

per fer aquestes amplificacions estan descr it s en l’apartat de Materials i Mètodes. Es va 

amplificar la ciclofilina per normalitzar la quant itat d’ARN carregat . (b) Representació dels 

nivells relat ius de l’ARNm de l’E-cadherina m it jançant la tècnica de la real- t im e RT-PCR en 

cèl· lules SW-480 co- t ransfectades amb una concent ració fixa de WT1 (10 ng) i 

concent racions creixents d’Snail (1-100 ng) . Cada barra representa de m it jana±s.d. de les 

PCRs realitzades per triplicats.  
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Aquests resultats es van corroborar amb l’anàlisi per RT-PCR sem i-

quant itat iva i quant itat iva dels nivells d’expressió endògens d’E-cadherina 

en la línia cel· lular SW-480. Amb aquest anàlisi es va poder observar que, 

efect ivament , la co- t ransfecció d’Snail i WT1 dism inuïa els nivells d’ARNm 

d’E-cadherina respecte els nivells obt inguts amb la sola t ransfecció de WT1 

(vegeu figura RIII-3a i b). 

     

Snail reprim eix l’act ivitat del prom otor de l’E- cadherina act ivat per 

WT1 en NIH 3T3 a través de les caixes E1 i E2. 

Es va voler analitzar quina o quines caixes E contingudes en el promotor de l’E-

cadherina són necessàries perquè Snail pugui reprim ir l’expressió d’aquesta 

proteïna d’adhesió cel· lular. La repressió del prom otor de l’E-cadherina salvatge 

(wt ) induïda per Snail es va poder observar al t ransfectar t ransitòr iam ent Snail en 

cèl·lules MDCK i RWP1. En totes dues línies cel·lulars, Snail va reprimir l’activitat del 

prom otor fins un 50% en les MDCK i un 80% en les RWP1 (vegeu figura RI I I -4a). 

Es va realitzar el m ateix assaig però, en aquesta ocasió, es van ut ilitzar form es del 

promotor de l’E-cadherina amb una de les caixes E mutades.  

La t ransfecció d’aquests diferents prom otors m utants juntam ent am b Snail va 

m ost rar que és necessàr ia la integritat de les caixes E2 i E3 perquè Snail pugui 

realitzar la seva funció repressora. Gràcies a aquest assaig, tam bé es va poder 

observar que la pèrdua de les caixes E1 i E2 provoquen un pet it augm ent de 

l’activitat basal del promotor de l’E-cadherina, mentre que la mutació de la caixa E3 

redueix significat ivam ent aquesta act ivitat (vegeu figura RI I I -4a) . Això podria 

suggerir que potser la caixa E3 és important per la unió d’algun regulador positiu de 

l’expressió de l’E-cadherina específic de les cèl·lules epitelials. Es va realitzar aquest 

m ateix assaig en cèl· lules NI H 3T3 t ransfectades o bé am b WT1 o bé am b WT1 i 

Snail. Els resultats van m ost rar que, en aquest cas, les caixes E indispensables 

perquè Snail reprim eixi l’act iv itat del prom otor de l’E-cadherina prèviam ent 

estimulat per WT1 són les caixes E1 i E2 (vegeu figura RIII-4b).  

Aquest experim ent també va permet re observar que la pèrdua de 

qualsevol de les 3 caixes E del promotor provoca una davallada en la 

eficiència d’act ivació del promotor per part de WT1. Això podria ser perquè 

WT1 podria necessitar algun co-act ivador que li calgués aquestes caixes 

íntegres per tal de realitzar la seva funció activadora correctament.   
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Figura RI I I - 4 : Act ivitat dels prom otors d’E- cadherina salvatge i m utats en resposta 

a Snail i W T1 . ( a) Les línies cel· lulars epitelials MDCK i RWP1 es van t ransfectar amb 250 

ng de cada promotor i 2 ng de pcDNA3 en el cas dels cont rols ( -Snail) o 2 ng de pcDNA3-

Snail (+ Snail) . (b) Les cèl· lules NI H 3T3 es van co- t ransfectar t ransitòr iament amb 100 ng 

del promotor d’E-cadherina corresponent a cada cas, 100 ng de WT1 i 10 ng del plàsmid RSV 

buit o d’Snail-RSV. Els valors es van normalitzar m it jançant els valors obt inguts de l’act iv itat 

de la luciferasa Renilla (10 ng) . Els resultats representen el percentatge de repressió del 

promotor de l’E-cadherina versus la seva act iv itat basal. Aquests resultats corresponen a un 

experiment representatiu de tres experiments independents realitzats per duplicat o triplicat.   

Tots aquests resultats van mostrar que, per aconseguir una repressió de 

l’act iv itat del promotor de l’E-cadherina per part d’Snail en cèl· lules 

epitelials és necessari que les caixes E2 i E3 est iguin íntegres cosa que 

suggereix que WT1 no jugaria un paper important en augmentar l’act iv itat 

del promotor de l’E-cadherina en les línies cel· lulars epitelials MDCK i RWP1. 

Per alt ra banda, el fet que Snail necessit i la integritat de les caixes E1 i E2 

per tal de reprim ir l’act iv itat del promotor prèviament act ivat per WT1 en 

cèl· lules m esenquimals NI H 3T3 suggerir ia un possible m ecanisme de 

compet ició ent re am bdós factors de t ranscripció per tal d’unir-se al 

promotor.   

Snail i WT1 competeixen per unir-se al promotor de l’E-cadherina. 

Tots aquests resultats, ens van portar ha pensar en la possibilitat de 

que Snail i WT1 compet issin estèricament per unir-se al promotor de l’E-
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cadherina. Que Snail no fos capaç de reprim ir l’act iv itat del promotor de l’E-

cadherina induïda per WT1 quan les caixes E1 o E2 estan m utades podria 

explicar-se pel fet de que Snail, al no poder-se unir a la seva caixa de 

reconeixement, perdria la seva capacitat de competència amb WT1.   

 

Figura RI I I - 5 : Assaig BOPA am b sonda del prom otor d’E- cadherina. ( a ) Esquema de 

la sonda del promotor d’E-cadher ina contenint la seqüència de reconeixement per WT1 

(vermell) ent re les dues caixes E (negre) dianes per Snail. La biot ina està associada a 

l’ext rem 5’ de la sonda. (b) Els ext ractes totals corresponen a cèl· lules NI H 3T3 

t ransfectades de forma t ransitòr ia amb Snail marcat am b HA o amb WT1 o amb Wt1 i Snail 

conjuntament . Les cèl· lules es van lisar 48 h després de la t ransfecció amb un tampó a l’1% 

de SDS. Aquests ext ractes totals es van incubar poster iorment amb la sonda biot inilada. A 

cont inuació es va fer un Western blot cont ra WT1 i HA (per visualitzar Snail) . La senyal dels 

ext ractes totals ( inputs) corresponen a una exposició curta (5 s) , ment re que la senyal dels 

extractes incubats amb la sonda corresponen a una exposició llarga de (10 min).  

Per tal de demost rar aquesta hipòtesi, es va decidir realitzar un 

experim ent de BOPA ut ilit zant una sonda que correspon a la porció del 

promotor de l’E-cadherina que conté la seqüència de reconeixement per 

WT1 flanquejada per les dues caixes E1 i E2 i marcada amb una m olècula 

de biot ina a l’ext rem 5’ (vegeu figura RI I I -5a) . Amb aquest assaig es va 

poder observar que tant Snail com WT1 tenen la capacitat d’unir-se a les 

seves respect ives seqüències consens. En canvi, l’expressió conjunta 

d’ambdós factors de t ranscripció provoca el desplaçament de llurs unions al 

promotor de manera que quan un s’uneix no pot unir-se l’alt re (vegeu 

figura RI I I -5b) . A més a més, aquest experim ent ver ifica que Snail té més 
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afinitat pel promotor que WT1 desplaçant , d’aquesta manera, WT1 de la 

seva unió al prom otor de l’E-cadherina. Aquest últ im resultat recolzaria 

l’observació obt inguda amb els assat jos d’act iv itat de promotor (vegeu 

figura RIII-2).  

L’expressió estable de WT1 en cèl·lules que expressen exògenament 

Snail dona lloc a un canvi fenotípic. 

Seguint en la línia de la hipòtesi que postula una competència estèrica 

ent re Snail i WT1 a l’hora d’unir- se al prom otor i regular- lo, es va voler 

verificar si aquest esdevenim ent succeïa d’igual manera al mom ent de 

regular el promotor endogen de l’E-cadherina d’un sistema cel· lular. Per 

aconseguir això, es van crear una sèrie de clons que expressessin, de 

manera estable, WT1, Snail o bé WT1 i Snail conjuntam ent . Es va part ir de 

dues línies de clons cel· lulars desenvolupades anteriorm ent en el nost re 

grup anom enades MDCK SNA, que corresponen a cèl· lules MDCK que 

expressen Snail de forma estable, i MDCK CON que no són més que les 

seves hom òlogues cont rol t ransfectades am b els vector d’expressió buit 

(vegeu figura RIII-6a).  

Un cop es van seleccionar els clons ut ilit zant dos ant ibiòt ics, un que 

seleccionava l’expressió d’Snail i l’altre que seleccionava l’expressió de WT1, 

es va procedir a realitzar el crivell dels clons per tal d’esbrinar quins, de tots 

els clons seleccionats, expressaven WT1. Es van fer extractes proteics totals 

dels clons i es van analitzar m it jançant la tècnica de Western blot ut ilit zant 

un ant icós específic cont ra WT1 (vegeu figura RI I I -6b) i també cont ra 

l’epítop HA que correspon a l’et iqueta associada a l’Snail exogen. El resultat 

va ser de t res clons que expressen WT1 i dos clons que expressen WT1 i 

Snail.   
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Figura RIII-6: Crivellatge dels clons MDCK estables per WT1. (a) WT1 es va clonar en 

el plàsm id d’expressió pREP4 que té resistència a l’Higrom icina. Aquest plàsm id es va 

t ransfectar en les cèl· lules MDCK CON que ja havien estat prèviament t ransfectades amb un 

plàsm id buit , i en les cèl· lules MDCK SNA que expressen de form a estable el factor 

t ranscr ipcional Snail. A part ir d’aquí es van seleccionar clons resistents a l’Higrom icina (400 

µg/ m l) i a Genet icina (500 µg/ml). (b) Western blot cont ra WT1 i HA (per visualitzar Snail) 

d’alguns clons seleccionats. El tampó de lisi ut ilit zat per obtenir ext ractes proteics totals 

contenia un 1% de SDS.  

Seguidament es va analitzar el fenot ip que presentaven aquestes noves 

línies cel· lulars estables. Es va observar que els clons que expressen només 

Snail tenen un fenot ip marcadament mesenquimal, són cèl· lules força 

allargades i que creixen de forma dispersa per la placa de cult iu (vegeu 

figura RI I I -7a) . En canvi, les cèl· lules que expressen conjuntam ent Snail i 

WT1 presenten un fenot ip molt més epitelial i creixen agrupades formant 

colònies compactes i ben delim itades (vegeu figura RI I I -7b) . Per tant , 

l’expressió exògena de WT1, en cèl· lules que expressen establem ent Snail, 

afecta el fenotip.  
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Figura RI I I - 7 : Fenot ip dels clons MDCK estables per W T1 , Snail i Snail/ W T1 . ( a) 

Pannell superior , clon MDCK cont rol que expressa establement WT1. Pannell infer ior , clon 

MDCK que expressa establement Snail. (b) Dos clons MDCK que expressen conjuntament 

Snail i WT1. Fotografies captades amb una càmara fotogràfica acoblada al m icroscopi òpt ic. 

100 augments.  

WT1 provoca una reorganització del citoesquelet cortical d’actina. 

L’organització dels filaments d’act ina en una cèl· lula pot donar certa 

informació sobre el seu fenot ip. En les cèl· lules epitelials, l’act ina es 

presenta cort ical. Cont ràriament , en cèl· lules mesenquimals es visualitza 

l’act ina com a fibres d’est rès. Es va procedir a realit zar una t inció dels 

filaments d’act ina dels  diversos clons estables MDCK. Mit jançant aquesta 

tècnica es va poder observar que la dist r ibució dels filaments d’act ina ent re 

els clons estables per Snail i els estables per Snail i WT1 era diferent . Les 

cèl· lules que expressen ambdós factors de t ranscripció presentaven 

marcatge d’act ina al voltant de tota la m embrana i un gran número de 

filopodis que s’extenia d’una cèl· lula a alt ra, en canvi, les cèl· lules que 

expressen únicament Snail presentaven un marcatge més compacta al 

citoplasma disposant -se al llarg dels filaments d’est rès (vegeu figura RI I I -

8). 
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Figura RI I I - 8 : Tinció del citoesquelet d’act ina dels clons MDCK estables. Es va tenyir 

l’act ina dels diferents clons MDCK m it jançant la incubació de les cèl· lules, prèviam ent 

permeabilitzades, amb fal· loïdina conjugada a Rhodam ina (TRI TC) . Pannell esquerra, 

visualització de la disposició de l’act ina en els diferents clons MDCK (vermell). Pannell 

central, v isualització de les mateixes cèl· lules m it jançant cont rast de fases. Pannell dret , 

visualització de les dues imatges anter iors acoblades, imatge t ransm it ida. I matges 

realitzades amb el microscopi confocal.     

WT1 afavoreix l’adhesió cel·lular.

 

Per tal de visualitzar m illor el canvi fenot ípic sofert per les cèl· lules que 

expressen Snail i WT1 respecte a les que només expressen Snail, es va 

procedir a realitzar una sèrie de talls ult rafins dels clons que van ser, 

posteriorment , observats a t ravés d’un m icroscopi elect rònic. A baixos 

augments, es va poder veure com les cèl· lules t ransfectades amb els dos 

factors t ranscripcionals formen una m onocapa més compacta que les 

cèl· lules que nom és expressen Snail, a més a més, són cèl· lules

 

amb un 

aspecte m és colum nar, creixen juntes les unes de les alt res i estan 
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adherides al subst rat . Observant més detalladament , es pot veure que 

aquestes cèl·lules presenten un aspecte molt més polaritzat típic de cèl·lules 

diferenciades, a més a més de ser més altes i amb una forma més poligonal 

que les seves homòlogues t ransfectades únicament amb Snail. Aquestes 

últ im es, en canvi, són força més est irades i aplanades, creixen separades 

ent re si, a més a més d’estar menys adherides al plàst ic (vegeu figura RIII-

9a). 

Figura RI I I - 9 : Talls ult rafins dels clons MDCK estables. ( a) Observació al m icroscopi 

elect rònic de les cèl· lules MDCK que expressen WT1 (pannell superior) , Snail (pannell 

cent ral) i Snail i WT1 conjuntam ent (pannell infer ior) . (b) Detalls de les regions 

intercel· lulars dels clons MDCK que expressen Snail i MDCK que expressen Snail i WT1. Les 

dues fletxes indiquen dues est ructures d’adhesió cel· lular. En tots els casos les cèl· lules 

havien crescut durant 10 dies en confluència.  

Una observació d’aquestes mateixes most res a més augments va 

revelar que les cèl· lules posit ives per Snail no presenten cap t ipus de 

contacte ent re elles (vegeu figura RI I I -9b, pannell superior) . En canvi les 

cèl· lules que expressen conjuntament Snail i WT1 presenten algunes 

est ructures d’unió intercel· lular poc desenvolupades, cosa que dificulta 

determ inar si corresponen a unions adherents o a desmosomes (vegeu 

figura RI I I -9b, pannell infer ior) . També es va advert ir que, tant les cèl· lules 

que expressen WT1 i Snail com les que nom és expressen WT1, presenten 

un gran nombre d’interdigitacions entre les membranes de cèl·lules veïnes. 
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W T1 no act iva l’expressió de l’E- cadherina en els clons que co-

expressen Snail i WT1. 

Tenint en compte que WT1 té la capacitat d’act ivar el promotor de l’E-

cadherina, es va pensar que fora possible que els clons que co-expressen 

Snail i WT1 expliquessin el seu canvi de fenot ip per un augment dels nivells 

d’expressió d’aquesta proteïna d’adhesió cel· lular. Per tal de confirmar 

aquesta hipòtesi es van analitzar els nivells d’expressió de la proteïna E-

cadherina a part ir d’ext ractes totals dels clons MDCK CON ( -WT1) , MDCK 

CON (+WT1), MDCK SNA (-WT1) i MDCK SNA (+WT1) per Western blot.  

 

Figura RI I I - 1 0 : Anàlisi dels nivells d’expressió de l’E-cadherina dels diferents clons 

MDCK. ( a) Western blot cont ra l’E-cadher ina dels diversos clons MDCK estables. Els 

ext ractes totals de cada línia cel· lular es van realitzar ut ilit zant un tampó de lisi contenint un 

1% de SDS. Pannell superior , temps d’exposició cur ta (5 s) . Pannell infer ior , temps 

d’exposició llarg (5 m in) . (b) Els diferents clons estables es van t ransfectar de manera 

t ransitòr ia am b 100 ng de promotor d’E-cadher ina. Els valors es van normalitzar m it j ançant 

els valors obt inguts de l’act ivitat de la luciferasa Renilla (10 ng) . Els resultats representen el 

percentatge d’act iv itat del promotor de l’E-cadher ina en els clons estables respecte a 

l’act iv itat del promotor en les cèl· lules cont rol que no expressen cap dels dos factors 

t ranscr ipcionals. Aquests resultats corresponen a un exper iment representat iu de t res 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat.   

Aquest assaig va revelar que els nivells d’E-cadherina totals no es 

recuperaven en els clons que expressen de forma estable Snail i WT1 

respecte als nivells d’E-cadherina presents en els clons cont rol que no 
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expressen cap dels dos factors de t ranscr ipció o que només expressen WT1 

(vegeu figura RI I I -10a) . Per tal d’esbrinar si aquests baixos nivells d’E-

cadherina presents en els clons estables per Snail i WT1 es devien a una 

falta de capacitat d’activació del promotor de l’E-cadherina per part de WT1, 

es va procedir a realitzar un assaig d’act iv itat d’aquest m ateix promotor en 

els diferents clons MDCK. Aquest experiment va aclar ir que els baixos 

nivells d’E-cadherina en els clons MDCK SNA (+ WT1) eren conseqüència de 

la baixa transcripció d’aquest gen (vegeu figura RIII-10b).    

WT1 afavoreix la unió entre l’E-cadherina i la -catenina. 

S’ha dem ost rat que WT1 no és capaç de recuperar els nivells d’E-

cadherina en els clons estables per Snail i WT1 però, per alt ra banda, s’han 

observat complexes d’adhesió intercel· lular de t ipus adherent en aquests 

mateixos clons. A partir d’aquí, es va plantejar la possibilitat de que, potser, 

aquest factor t ranscr ipcional era capaç d’afavorir la localització d’aquesta 

poca E-cadherina present en la cèl·lula en els contactes cel·lulars mitjançant 

un altre mecanisme independent de la regulació transcripcional. Com ja s’ha 

mencionat en la int roducció, l’E-cadherina forma complexes amb la β-

catenina, l’α-catenina i l’act ina per donar lloc a les adhesions adherents en 

la cèl· lula. Sabent això es va t ractar de determ inar si la poca E-cadherina 

dels clons estables per Snail i WT1 es t robava act iva formant contactes 

ent re les cèl· lules, és a dir, form ant els com plexes abans esmentats. Per 

comprovar això, es va decidir fer una imm unoprecipitació de l’E-cadherina 

dels diversos clons MDCK i veure per Western blot els nivells de β-catenina 

associada a l’E-cadherina. Es van poder observar diferències ent re les 

cèl· lules que expressen únicament Snail i els estables per Snail i WT1 

respecte als nivells d’E-cadherina associada al citoesquelet (vegeu figura 

RIII-11) . Per cont ra, aquestes diferències observades en els nivells de l’E-

cadherina ent re les cèl· lules que expressen Snail i les que expressen 

ambdós factors de t ranscripció no es van observar en el Western blot per 

l’E-cadherina total realitzat anteriorment (vegeu figura RIII-10a). 
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Figura RI I I - 1 1 : N ivells de beta-catenina i E- cadherina funcionals dels clons 

estables per W T1 , Snail i Snail/ W t1 . I mmunoprecipitació d’ext ractes proteics dels clons 

ut ilit zant un ant icós cont ra l’E-cadherina. Poster iorm ent , es va realitzar un anàlisi per 

Western blot de la beta-catenina i l’E-cadherina presents en aquests immunocomplexes.  

Això es deu a que, en el cas de l’anàlisi proteic de la figura RI I I -10a, es 

va fer un ext racte proteic total de les cèl· lules indicades ut ilit zant un tampó 

de lisi contenint un 1% de SDS mobilit zant , així, totes les fraccions 

proteiques presents en la cèl· lula. En canvi, la imm unoprecipitació es va 

realitzar a part ir d’un ext racte cel· lular que contenia només aquella porció 

proteica associada al citoesquelet cel· lular. De manera que, els nivells d’E-

cadherina observats en aquest assaig corresponen a l’E-cadherina associada 

al citoesquelet , és a dir, la que és funcional i responsable de mediar les 

unions ent re les cèl· lules veïnes. A part ir d’aquests resultats, es podria 

concloure que les cèl· lules que expressen Snail i WT1 presenten més E-

cadherina funcional que les que només expressen Snail, i en conseqüència, 

les primeres tenen els nivells de β-catenina associada a E-cadherina 

superiors als de les cèl· lules MDCK estables per Snail. Per tant , sembla ser 

que WT1 afavorir ia que la poca E-cadherina present en la cèl· lula est igués 

associada al citoesquelet potenciant , així, les unions ent re les cèl· lules 

veïnes.  

WT1 recupera l’expressió de la desmocolina. 

Tot i així aquests pet its canvis no semblen ser suficients per explicar el 

canvi de fenot ip observat en els clons estables per Snail i WT1. Per aquesta 

raó es va voler determ inar si hi havia algun canvi en l’expressió d’alt res 

proteïnes implicades en les unions intercel· lulars. Els desmosomes 

connecten de forma puntual el citoesquelet de filaments intermedis 

(querat ines) de cèl· lules adjacents. Les proteïnes que componen els 

desmosom es es divideixen en: ( i) la desmoplaquina i la plakoglobina (o γ-
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catenina) que formen la placa proteica i que s’encarreguen d’unir els 

filaments intermedis a la membrana, i (ii) dues proteïnes de la família de les 

cadherines ( les desmocolines i les desmogleïnes) que t ravessen la 

membrana i formen unions homot ípiques intercel· lulars (vegeu figura RI I I -

12a).  

Mit jançant la tècnica de Western blot , es van analitzar els nivells de 

desmogleïnes, desmocolines i plakoglobines en els clons estables. Es va 

observar que els nivells d’expressió de la desm ogleïna i la plakoglobina no 

canviaven ent re els diferents clons estables. En canvi, es va detectar una 

dism inució dels nivells de desmocolina en els clons estables per Snail 

respecte als controls (MDCK CON (-WT1) i MDCK CON (+WT1)), mentre que 

s’observa una recuperació dels nivells d’expressió de l’esmentada proteïna 

en un dels clons estables per  Snail i WT1 (vegeu figura RIII-12b).  

 

Figura RI I I - 1 2 : N ivells d’expressió de diferents proteïnes im plicades en la form ació 

dels desm osom es en els diversos clons MDCK. ( a) Esquema de l’est ructura d’un 

desmosoma. Els filaments intermedis form en una tensa xarxa que creua tot l’inter ior de la 

cèl· lula. Aquests filam ents es t roben lligats a les plaques proteiques dels desm osomes 

formades per desmoplaquina i plakoglobina. Alt res filaments, anomenats linkers de 

t ransmembrana, connecten les plaques proteiques dels desmosomes a t ravés de l’espai 

intercel· lular. Les proteïnes implicades en aquesta tasca són les anomenades democolines i 

desmogleïnes. (b) Mit jançant la tècnica de Western blot es van analitzar els nivells 

d’expressió d’algunes de les proteïnes implicades en la formació dels desmosomes com són 

la desmogleïna, la desmocolina i la plakoglobina a part ir d’ext ractes totals dels clons MDCK 

que expressen establement WT1, Snail, Snail i WT1 o cap dels dos factors transcripcionals.     
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W T1 recupera l’expressió del gen m arcador epitelia l MUC- 1 i 

disminueix els nivells del gen marcador mesenquimal Fibronectina. 

Com ja s’ha dit en el capítol I , hi ha un augment de l’expressió de 

fibronect ina en les cèl· lules MDCK t ransfectades establement amb Snail. Per 

aquesta raó, aquesta proteïna es considera un bon marcador mesenquimal. 

A part ir d’aquí es van analitzar els nivells d’ARNm d’aquest marcador 

mesenquim al en els diferents clons estables i es va observar que els clons 

estables per Snail expressen fibronect ina ment re que els clons doble 

t ransfectants perden l’expressió d’aquest marcador de la mateixa m anera 

que les cèl·lules control (vegeu figura RIII-13a).  

 

Figura RI I I - 1 3 : Anàlisi de l’expressió d’alt res gens m arcadors epitelia l ( MUC- 1 ) i 

m esenquim al ( Fibronect ina) . ( a) Anàlisi per RT-PCR dels nivells d’expressió de la 

fibronect ina a part ir d’ext ractes totals d’ARNm dels diferents clons MDCK. Els oligonucleòt ids 

ut ilit zats per fer aquestes amplificacions estan descr it s en l’apartat de Materials i Mètodes. 

(b) Els diferents clons MDCK es van transfectar transitòriament amb 100 ng del promotor de 

MUC-1. Els valors es van normalitzar m it jançant els valors obt inguts de l’act iv itat de la 

luciferasa Renilla (10 ng) . Els resultats representen el percentatge de repressió del promotor 

de MUC-1 respecte la seva act iv itat en les cèl· lules cont rol que no expressen cap dels dos 

factors transcripcionals. Aquests resultats corresponen a un experiment representatiu de tres 

experiments independents realitzats per duplicat o triplicat.   
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A cont inuació es va analitzar l’expressió d’un alt re marcador epitelial en 

aquest clons estables, MUC-1. Com ja s’ha explicat en el Capítol I , MUC-1 

presenta dues caixes E de reconeixement per Snail en la seva regió 

promotora. Al analitzar la seqüència del promotor es va detectar la 

presència de vàries regions consens per la unió de WT1 que flanquejaven 

les caixes E. Mitjançant un anàlisi de l’activitat del promotor de MUC-1 es va 

veure que l’act iv itat del promotor augmentava en les cèl· lules estables per 

Snail i WT1 respecte als clons estables per Snail (vegeu figura RIII-13b). 

A més a més, aquest assaig va revelar que els clons que expressen WT1 

pat ien certa repressió del promotor de MUC-1 respecte als clons cont rols 

negat ius per a l’expressió d’aquest factor de t ranscr ipció. En les cèl· lules 

estables per Snail tam bé s’apreciava una repressió del promotor però de 

forma molt més acusada que la produïda per WT1. En canvi es va veure que 

les línies estables per Snail i WT1 tenien una act iv itat del promotor de MUC-

1 sim ilar a l’act iv itat observada en les cèl· lules estables per WT1. Aquests 

resultats m ost raven que podia desplaçar la unió d’Snail del prom otor de 

MUC-1.                   



CAPÍTOL III: Importancia de WT1 en la co- regulació de gens regulats per Snail 

79 

DISCUSSIÓ  

Durant el desenvolupament embrionari, cada membre de la superfamília 

de les cadherines mostren un patró d’expressió espaitemporal específic. L’E-

cadherina està considerada com una de les cadherines protot ipus en els 

teixits epitelials i està involucrada en la regulació de diversos 

esdevenim ents morfològics com serien la gast rulació, la formació del teixit 

neuronal, la cardiogènesi i la som itogènesi. L’E-cadherina és una de les 

primeres m olècules d’adhesió expressada en l’embrió de ratolí, en l’estadi 

de vuit cèl· lules, i és essencial per a la compactació de la mòrula i la 

subseqüent organització dels teixits epitelials. Per tant , l’expressió de l’E-

cadherina es manté en tots els teixits epitelials, però es perd durant el 

procés de TEM, procés essencial perquè es doni la gast rulació, i en 

l’establiment de les cèl· lules mesenquimals. Però, l’E-cadherina també està 

implicada en un alt re procés important pel desenvolupament que és l’invers 

del ja anomenat fenomen de TEM, l’anomenada t ransició mesènquima-

epiteli (TME) . Aquest procés esdevé crít ic durant la m orfogènesi renal. Per 

tant , podríem dir que la regulació posit iva o negat iva de l’expressió de l’E-

cadherina durant els processos de desenvolupament està molt cont rolada i 

associada al guany o la pèrdua de l’adhesió cel· lular (Peinado et al. , 2004) . 

Com ja s’ha comentat en la int roducció, alguns processos patològics també 

pateixen un fenomen de TEM, com per exemple, quan les cèl· lules tumorals 

adopten característ iques metastàsiques. Aquesta regulació a la baixa de l’E-

cadherina en les cèl· lules epitelials tumorals s’ha correlacionat directament 

amb un augment en l’expressió del factor t ranscr ipcional Snail. Aquesta 

proteïna, com ja s’ha dit anteriorment , té la capacitat d’unir-se a les 

seqüències E cont ingudes en el promotor de l’E-cadherina i donar lloc a la 

repressió de la seva expressió.  

A part ir d’aquí, es va considerar Snail com la proteïna responsable de la 

repressió de l’expressió de l’E-cadherina durant el procés de TEM que es pot 

donar tant al llarg del desenvolupament embrionari com en processos 

d’invasió i metàstasi a l’inici de la formació dels tumors. Per tant , tenint en 

compte que l’absència o presència de l’E-cadherina en una cèl· lula pot 

modular la seva morfologia i la seva funció, l’estudi de la regulació de 

l’expressió d’aquesta molècula d’adhesió ens ajudaria a entendre m illor els 
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mecanismes moleculars pels quals una cèl· lula epitelial norm al pot perdre 

les seves característ iques morfològiques convert int -se en una cèl· lula capaç 

de moure’s i d’envair alt res teixits de l’organisme tant en l’inici com al llarg 

d’un procés tumoral.  

Fins al moment es coneix claram ent que Snail és un dels principals 

factors t ranscripcionals implicats en la regulació negat iva de l’expressió de 

l’E-cadherina tant en processos implicats en el desenvolupament embrionari 

com en processos associats a la tumorigènesi. Però, no es coneix quin dels 

diversos factors descrits com a factors act ivadors de l’expressió de l’E-

cadherina podria actuar com a regulador antagònic d’Snail, de manera que 

ambdós factors ser ien els responsables de regular la correcta expressió 

d’aquesta proteïna d’adhesió en el lloc i el moment adequats per tal de 

mantenir un correcte pat ró d’expressió de la proteïna en la cèl· lula i, així, 

cont rolar correctament els diferents processos implicats en el 

desenvolupament . La desregulació de l’expressió d’algun d’aquests dos 

factors t ranscripcionals, tant del regulador negat iu com del posit iu, podria 

causar una incorrecta expressió de l’E-cadherina provocant l’inici d’un 

procés tumoral. 

Aquest t reball ha proposat WT1 com el factor t ranscripcional 

responsable de la regulació posit iva de l’E-cadherina i ha reforçat el seu 

possible paper com a factor antagònic d’Snail. Com ja s’ha com entat en la 

int roducció, WT1 és un factor t ranscripcional que està implicat en processos 

de TME durant el desenvolupam ent del ronyó i alt res òrgans al llarg de 

l’embriogènesi. A més a més, aquest factor és capaç d’unir-se a unes 

seqüències r iques en –GC- i regular, d’aquesta manera, l’expressió de 

diversos gens diana. Alguns grups han descrit la presència d’aquestes 

caixes consens en les regions proximals del promotor de l’E-cadherina 

(Hosono et al. , 2000) i del promotor del receptor de la vitam ina D (VDR) 

(Maurer et al. , 2001; Lee et al. , 2001) a t ravés de les quals WT1 actua 

regulant posit ivament l’expressió d’aquests dos gens. Al analitzar la 

seqüència dels dos promotors abans esmentats, es va veure que les 

seqüències de reconeixement per Snail i per WT1 estaven molt properes 

unes de les alt res. Els resultats obt inguts a part ir dels assat jos d’act iv itat 

del promotor de l’E-cadherina al t ransfectar WT1 i Snail conjuntament i els 

anàlisis per RT-PCR dels nivells d’expressió de l’E-cadherina regulada per 
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l’expressió dels dos factors reguladors (vegeu figura RI I I -2 i 3) , m ost ren 

que Snail té la capacitat de dism inuir l’acció act ivadora de WT1 sobre el 

mateix promotor. A més a més, els resultats obt inguts suggereixen que 

Snail podria tenir més afinitat per unir-se al promotor de l’E-cadherina que 

WT1 ja que s’observa que pet ites concent racions d’Snail poden evitar 

l’efecte act ivador d’elevades concent racions de WT1 ( figura RI I I -2) . El fet 

de que WT1 no sigui capaç de disminuir el grau de repressió d’Snail sobre el 

promotor d’E-cadherina en les cèl·lules RWP1 podria tenir dues explicacions. 

La primera fora que la concent ració fixa de WT1 ut ilit zada en aquest assaig 

no és gaire alta, això es va fer per tal d’evitar una saturació del sistema. Per 

tant , segurament els nivells d’expressió de WT1 no són prou alts com per 

poder desplaçar Snail del promotor. La segona explicació podria tenir a 

veure amb el sistema cel· lular ut ilit zat . Com s’observa en la figura RI I I -4, 

Snail reprimeix l’act iv itat del promotor de l’E-cadherina a t ravés de les 

caixes E2 i E3 en les cèl· lules RWP1, això suggereix que, en una línia 

cel· lular ben

 

diferenciada, WT1 no t indria un paper important en 

l’est imulació del prom otor d’aquesta proteïna d’adhesió cel· lular cosa que 

explicaria perquè la t ransfecció de WT1 en aquest sistema cel· lular no és 

capaç de produir el seu efecte act ivador. En canvi, WT1 sí juga un paper 

clau en l’augment de l’expressió de l’E-cadherina en un sistema cel· lular 

mesenquimal com són les cèl·lules NIH-3T3 (vegeu figura RIII-1a).  

Això ens va fer pensar en un possible mecanisme de compet ició ent re 

WT1 i Snail a l’hora de regular l’expressió d’aquesta proteïna d’adhesió. Està 

descrit que, normalment , perquè dos factors t ranscr ipcionals competeixin a 

l’hora d’unir-se al promotor les seqüències de reconeixement d’aquests 

factors en qüest ió han d’estar solapades o bé sobreposades (Villard, 2004) . 

Però hi han autors que suggereixen que perquè un factor inhibidor i un 

act ivador competeixin no tenen perquè tenir solapats els seus respect ius 

llocs d’unió a l’ADN. En els organismes procariotes, el cont rol negat iu de 

l’expressió gènica es dona per la unió dels factors repressors al la regió 

proximal del promotor i, en conseqüència, es produeix una compet ició 

estèrica am b l’ARN polimerasa impedint la seva unió a l’ADN i evitant l’inici 

de la t ranscripció. Tam bé pot passar que el factor t ranscripcional repressor, 

després d’unir-se a l’ADN, formi un complexe repressor que interferiria en la 

unió de diversos factors act ivadors a les seves respect ives seqüències de 
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reconeixem ent . Aquest escenari seria sim ilar al que succeeix quan la 

proteïna α-2 hom eo-dom ini forma un complex repressor amb les proteïnes 

tup1/ ssn6 (Gray et al. , 1994; Keleher et al. , 1992) . Els resultats obt inguts 

amb l’assaig de BOPA ut ilit zant com a oligonucleòt id marcat amb biot ina la 

regió del promotor de l’E-cadherina contenint dues caixes E i una seqüència 

consens per WT1, demost ra la existència d’algun t ipus de com petència, 

seguram ent estèrica, ent re els dos factors t ranscripcionals per tal d’unir-se 

al promotor (vegeu figura RI I I -5) . Aquest experim ent confirma que Snail té 

una major afinitat pel promotor de l’E-cadherina que WT1, això quadraria 

amb els resultats obt inguts en els experiments d’anàlisi del promotor. Al 

voler demost rar si aquest mecanisme és com plia en un sistema in vivo, es 

va observar que, tot i que WT1 tenia la capacitat de provocar un canvi 

fenot ípic al ser t ransfectat establement en una línia cel· lular prèviament 

induïda a pat ir un procés de TEM per l’expressió exògena del factor 

t ranscr ipcional Snail, aquest regulador posit iu no aconseguia act ivar 

l’expressió de l’E-cadherina (vegeu figura RI I I -10) . Cal tenir en com pte que 

en els assat jos de BOPA la sonda marcada amb biot ina correspon a una 

regió del promotor amb només dues de les tres caixes E que hi ha presents. 

Per tant, en aquest experiment no es contempla la possible acció repressora 

d’Snail duta a terme a través de la tercera caixa E.  

De fet , j a s’havia observat que en un sistema epitelial, la repressió de 

l’expressió de l’E-cadherina per part d’Snail es fa, sobretot , a t ravés de la 

tercera caixa E (vegeu figura RI I I -4a) . Aquests resultats juntam ent amb la 

major afinitat d’Snail pel prom otor pot suggerir que possiblement els clons 

MDCK que expressen establement Snail i WT1 t indr ien uns nivells prou alts 

d’Snail com per prevenir la unió de WT1 al promotor de l’E-cadherina i no 

permet re la seva acció act ivadora. En canvi, s’ha vist que l’act iv itat 

repressora d’Snail sobre el prom otor de MUC-1 era abolida pel factor 

t ranscr ipcional WT1 (vegeu figura RI I I -13b) . Això podria explicar-se pel fet 

que aquest promotor només té dues caixes de reconeixement per Snail i 

estan flanquejades per vàries seqüències d’unió per WT1 de manera que la 

competència ent re am bdós factors, en aquest cas, seria més eficient per 

part de WT1.  

En aquest estudi s’ha observat que WT1 té la capacitat d’augmentar els 

nivells d’E-cadherina associada a citoesquelet , és a dir, l’E-cadherina 
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funcional, potenciant així les unions entre cèl·lules veïnes en els clons MDCK 

posit ius per Snail i WT1. El receptor d’EGF (EGFR, Epidermal-Growth Factor 

Receptor) s’havia descr it com una t irosina quinasa capaç d’interaccionar i 

fosforilar la β-catenina (Hoschuetzky et al. , 1994) . S’havia demost rat que 

aquesta fosforilació dism inueix la interacció de la β-catenina am b l’E-

cadherina i el citoesquelet donant lloc a la seva alliberació al citosol i la 

conseqüent pèrdua de les unions adherents (Miravet et al. , 2003) . També 

es coneix que WT1 regula negat ivament l’expressió de l’EGFR (Englert et 

al. , 1999) . Per tant , WT1 podria reprim ir l’expressió de l’EGFR en els clons 

estables per Snail i WT1 de manera que dism inuir ia la fosforilació de β-

catenina en les unions adherents permetent , així, una major estabilit zació 

dels contactes intercel· lulars. Això explicar ia perquè els nivells de l’E-

cadherina associada al citoesquelet , i per tant funcional, són majors en les 

cèl· lules que expressen Snail i WT1 que en els clons estables per Snail 

(vegeu figura RIII-11). 

També es va procedir a analitzar els nivells d’expressió d’alt res 

proteïnes implicades en l’adhesió cel· lular com són la desmogleïna, la 

plakoglobina i la desmocolina, i es va observar que així com els nivells de la 

desmogleïna i la plakoglobina no canviaven, es veien alguns canvis en els 

nivells de la desmocolina. La baixada dels nivells de desmocolina en els 

clons estables per Snail fa sospitar que aquest factor t ranscripcional podria 

regular d’alguna manera, directa o indirecta, aquesta proteïna. A més a 

més, es va veure una certa recuperació dels nivells de desmocolina en les 

cèl· lules que expressen Snail i WT1, cosa que suggerir ia que WT1 podria 

revert ir la regulació d’aquesta proteïna per Snail (vegeu figura RI I I -12) . Al 

analitzar la seqüència del promotor de la desmocolina (Núm. GenBank  

HSDSC2X1) descrita per Marsden et al. , (1997) s’ha comprovat que aquest 

promotor conté una caixa de reconeixem ent per Snail situada a 403 pb per 

davant de l’inici de t ranscripció. Per tant , Snail podria reprim ir l’expressió 

d’aquesta cadherina, específica de desmosom es, a t ravés de la seva unió 

directe al promotor. A més a més, també s’ha observat que existeixen dues 

seqüències consens de reconeixem ent per WT1 situades a –181 i –110 pb 

respecte l’inici de t ranscripció. Possiblem ent , la presència d’aquestes 2 

caixes de reconeixement per WT1 permet r ia que la funció est imuladora 

d’aquest factor de t ranscripció fos més eficient que l’acció repressora 
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d’Snail, de manera, que WT1 seria capaç de recuperar, en part , els nivells 

d’expressió de la desmocolina en els clons doble t ransfectants. A més a 

més, el canvi fenot ípic, observat en els clons estables per Snail i WT1 

respecte la morfologia observada en els clons estables per Snail, podria 

explicar-se per un increment en membrana dels complexes d’adhesió 

cel· lular formats per l’E-cadherina i la β-catenina i per l’augm ent de 

l’expressió de la desmocolina. Tot i així, cal tenir en compte que les cèl·lules 

provenint de ronyó expressen dues cadherines diferents en la formació dels 

contactes intercel· lulars. Una d’aquestes cadherines és l’àmpliament 

caracter itzada E-cadherina que ja s’ha estudiat en aquest capítol. L’alt ra, 

correspon a una cadherina recentm ent descr ita anom enada K-cadherina. La 

K-cadherina està considerada com la segona cadherina m és im portant 

present en les cèl· lules MDCK, on t robem una proporció d’E-cadherina:K-

cadherina de 3: 2 (Stewart et al. , 2000) . Aquesta nova cadherina s’associa, 

d’igual manera que l’Ecadherina, a la β-catenina que al seu torn s’uneix al 

l’α-catenina i aquesta últ ima s’associa als filam ents d’act ina donant lloc a la 

típica estructura d’unió adherent (Shimoyama et al., 1999). 

L’expressió de la K-cadherina durant el desenvolupament del ronyó es 

localitza en els agregats de cèl· lules m esenquimals propers a la gemma 

uretèrica i en les cèl· lules precursores del túbul proximal renal. Ut ilit zant 

ant icossos específics cont ra el dom ini ext racel· lular de la K-cadherina es va 

comprovar que no es produïa la condensació de les cèl· lules mesenquimals 

que han de donar lloc a les est ructures epitelials corresponents als futurs 

túbuls renals (Cho et al. , 1998) . Curiosament , l’expressió de la K-cadherina 

en el desenvolupament del ronyó coincideix, en temps i espai, a l’expressió 

del factor t ranscripcional WT1. Al analitzar la seqüència del promotor de la 

K-cadherina s’ha observat la presència de t res possibles mot ius consens de 

reconeixem ent per WT1 solapats i situats ent re l’inici de t ranscr ipció i l’inici 

de t raducció de la proteïna. A més a més, no s’han t robar seqüències d’unió 

per Snail properes a les d’unió per WT1. Per aquesta raó, creiem que la K-

cadherina podria ser una alt ra proteïna candidata implicada en el canvi 

fenot ípic sofert pels clons estables per Snail i WT1. Donada aquesta 

observació, seria interessant estudiar l’expressió d’aquesta proteïna en els 

diferents clons estables. 
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MODEL FINAL

  
La causa del fracàs del tractament i de la mort dels pacients amb càncer 

es deu, en un elevat percentatge dels casos, a l’aparició de metàstasis. La 

capacitat de formar metàstasis requereix que les cèl· lules del tumor pr imari 

adquireixin capacitat invasiva. Al llarg de l’aparició i progressió d’un 

carcinoma es produeix un fenom en de canvi fenot ípic molt important i 

necessari perquè les cèl·lules tumorals puguin envair, migrar i extravasar-se 

per formar una metàstasi: és l’anomenat procés de t ransició epiteli-

mesènquim a (TEM) . En alguns casos, les cèl· lules tumorals que han 

aconseguit ext ravasar-se i ent rar en un nou teixit , poden pat ir un procés de 

t ransició m esènquima-epiteli (TME) i donar lloc a un tumor secundari. La 

TEM és necessària perquè la cèl· lula tumoral t ingui la capacitat d’envair i 

migrar, en canvi, la TME està associada a un pitjor pronòstic (Thiery, 2002). 

Aquest treball ha intentat explicar quins són els mecanismes moleculars que 

regularien aquests processos en les cèl·lules tumorals de l’epiteli de colon.

 

Durant el procés de TEM una de les molècules que pateix una regulació 

a la baixa és l’E-cadherina. L’expressió de l’E-cadherina es manté en els 

teixits epitelials, però es perd al llarg del fenomen de TEM establint -se, 

d’aquesta manera, com a cèl· lules mesenquimals (Takeichi, 1988) . Aquest 

procés ocorre de form a normal durant el desenvolupam ent embrionari, 

concretament , durant la gast rulació i es caracteritza per ser un procés 

altament regulat en l’espai i el temps. Alguns autors han descr it la inducció 

de la TEM com a un fenom en freqüentment observat durant la invasió 

tumoral (Christofori and Semb, 1999) . La pèrdua de l’expressió de l’E-

cadherina s’ha observat en la progressió tumoral de varis carcinom es 

(Birchmeier and Behrens, 1994) . El factor t ranscripcional Snail és un 

candidat idoni com a responsable de la repressió de l’E-cadherina i la 

conseqüent TEM. La sobreexpressió d’Snail en cèl·lules epitelials indueix una 

TEM i l’adquisició per part d’aquestes cèl· lules de propietats invasives i 

m igratòries. A més a més, s’ha observat una correlació inversa en 

l’expressió d’Snail i E-cadherina en diverses línies cel· lulars de carcinomes 

humans i de ratolí (Cano et al., 2000; Bat lle et al., 2000; Poser et al., 

2001) . Estudis inicials d’expressió d’Snail en carcinomes de pell pr imaris de 

ratolí mostren una expressió específica d’aquest factor de transcripció en les 
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àrees d’invasió (Cano et al., 2000) , la qual cosa dona suport a la implicació 

d’Snail en la repressió de l’expressió de l’E-cadherina en el front d’invasió.  

En l’intest í norm al, el procés de maduració que determ ina el recanvi 

constant de l’epiteli es basa en un fenom en de m igració cel· lular ordenada, 

amb un desplaçament vert ical de les noves cèl· lules cap a la superfície 

apical de l’epiteli, fet que coincideix amb la seva diferenciació. En els tumors 

aquest procés és anòm al en fases inicials. Segons el nost re model (vegeu 

esquema m odel) , una de les pr im eres alteracions moleculars responsables 

de la gènesi d’un procés tumoral és la pèrdua de funcionalitat del gen APC. 

En la m ajoria dels carcinomes colorectals esporàdics (un 85% ) , les 

alteracions moleculars són derivades de la pèrdua de la proteïna APC, 

mutació de la qual produeix tam bé els casos de poliposi colònica fam iliar 

(FAP) (Fearon et al. , 1990; Bienz and Clevers, 2000) . En condicions 

fisiològiques, la proteïna APC interacciona am b l’axina i la GSK-3β formant 

un complex que regula els nivells de β-catenina citoplasmàt ics (Behrens et 

al. , 1998; Barker et al. , 2000) . La mutació d’APC dona lloc a una t runcació 

de la proteïna que l’im pedeix unir-se i formar el complex amb l’axina, la 

GSK-3β i la β-catenina (Sparks et al. , 1998) . Com a resultat d’això, la GSK-

3β no pot fosforilar la β-catenina, de manera, que no pot ser degradada a 

t ravés del proteosoma i s’acumula en el citoplasma (Rubinfeld et al. , 1996) . 

L’estabilit zació de la  β-catenina implica la seva t ranslocació al nucli on 

s’unirà a  un membre de la família TCF/ LEF donant lloc a la regulació de 

diferents gens implicats en l’oncogènesi com són la ciclina D1 (Shtutm an et 

al. , 1999) i c-myc (He et al. , 1998) , ambdós factors implicats en la 

proliferació cel·lular. 

 

A més a m és, recentm ent , s’ha demost rat que WT1 pot tenir també un 

paper important en la inducció de tumors. Varis autors han detectat un 

augment de l’expressió de WT1 en diferents càncers com la leucèmia (Inoue 

et al. , 1997) , tumors en pulmó (Oj i et al. , 2002) , càncer de mama (Miyoshi 

et al. , 2002) i adenocarcinomes de colon (Menssen et al. , 2000) . En la 

majoria de casos, la sobreexpressió de WT1 s’ha detectat en els estadis 

inicials del tumor. Una possible explicació de l’efecte de WT1 com a inductor 

de tum origènesi és la seva capacitat per est imular l’expressió de la ciclina 

D1 (Tuna et al. , 2005) i de bcl-2 (Mayo et al. , 1999) . Per tant , WT1 estaria 

implicat en l’augm ent de la proliferació cel· lular a t ravés de l’augment de la 
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ciclina D1 i en l’augment de la supervivència cel·lular activant l’expressió del 

factor ant i-apoptòt ic bcl-2. D’aquesta manera les cèl· lules cont inuarien 

mantenint contactes elles i no perdrien el seu fenotip encara epitelial.  

 

Esquema del model d’inducció i progressió tumoral en càncer de colon.  

A part ir d’aquí, tant la β-catenina lliure que pot t ranslocar-se a nucli 

com WT1 jugarien un paper important en l’augment de la proliferació 

cel· lular i de la supervivència cel· lular donant lloc a l’aparició de l’adenoma. 

A continuació, diferents senyals de TEM com seria TGF-β, integrines, Ha-Ras 

etc. act ivarien tota una sèrie de vies de senyalització implicades en aquest 

fenom en de desdiferenciació cel· lular. Ent re elles t robem la via de 

senyalització d’ERK que, com ja hem demost rat , act iva l’expressió d’Snail, i 

també hi t robem la via de senyalit zació de l’I LK i NF-κB, totes dues senyals 

importants per obtenir una act ivació complerta del promotor d’Snail. 

Paral· lelament , no sabem si condicionat a l’expressió d’Snail o a alt res vies 

de senyalització, hi hauria una expressió diferencial de l’ARNm antisense de 

Zeb-2 permetent així la t raducció d’aquest factor t ranscripcional que 

juntament amb Snail donaran lloc al procés de TEM. Això estaria d’acord 

amb els estudis que demostren l’associació entre la pèrdua de l’expressió de 

l’E-cadherina i la co-expressió d’Snail i Zeb-2 o, fins i tot , amb l’expressió 
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preferencial de Zeb-2 en diferents línies cel· lulars de carcinoma (Com ijn et 

al. , 2001) . Per tant , Snail i Zeb-2 donarien lloc a la dism inució de 

l’expressió de l’E-cadherina i d’alt res marcadors epitelials, com VDR. Cal 

destacar que VDR regula positivament l’expressió de l’E-cadherina, per tant, 

la dism inució de la seva expressió estaria im plicada tam bé en la pèrdua 

d’expressió d’aquesta molècula d’adhesió.  

Coma a conseqüència de l’expressió d’Snail, WT1 no podria act ivar 

l’expressió de l’E-cadherina ni del VDR ja que Snail, i probablement Zeb-2, 

l’estar ien desplaçant de la seva unió al prom otor. Pel que fa a VDR, aquest 

model explicaria les observacions obt ingudes per alt res autors sobre 

l’expressió d’aquest receptor al llarg de la progressió tum oral. Resulta que 

l’expressió del VDR augmenta en condicions d’hiperplàsia i dism inueix 

claram ent en estadis m és avançats de la carcinogènesi (Vandewalle et al., 

1994) . Segons el nost re model, l’augment de l’expressió de WT1 en els 

moments inicials de la formació de la displàsia donaria lloc a un augment de 

l’expressió del VDR. A cont inuació, en un estadi més avançat de la 

tumorigènesi, l’expressió d’Snail desplaçaria la unió de WT1 sobre el 

promotor i reprim ir ia l’expressió d’aquesta proteïna. Tot i que no s’han fet 

assat jos de compet ició ent re WT1 i Snail sobre el promotor de VDR, el fet 

de que aquest promotor cont ingui t res caixes d’unió a Snail ( igual que el 

promotor de l’E-cadherina) i dues caixes d’unió a WT1, una de les quals 

està solapada amb una de les caixes d’unió a Snail, suggerir ia una possible 

competència entre ambdós factors a l’hora d’unir-se al promotor. 

Però a més a m és de repr im ir gens m arcadors epitelials, Snail té la 

capacitat d’augmentar l’expressió de gens marcadors mesenquimals com la 

fibronect ina i LEF-1. Tots aquests canvis d’expressió gènica provocats 

principalment per Snail donarien lloc a un fenomen de TEM, mom ent en què 

la cèl· lula tumoral perdrà els seus contactes intercel· lulars i adoptarà un 

fenot ip mesenquimal. Hem demost rat que Snail té la capacitat d’induir 

l’expressió de Zeb-1, el qual al seu torn, té la capacitat de repr im ir 

l’expressió de l’E-cadherina. En el nost re m odel, Snail induir ia l’expressió de 

Zeb-1, el qual cont r ibuir ia al manteniment del fenot ip maligne, 

probablement ajudat per alt res dos factors repressors, E47 i Slug, sostenint 

la repressió de l’E-cadherina i promovent la degradació de la mat r iu 

ext racel· lular (MEC) i la mobilitat cel· lular, provocant l’aparició de cèl· lules 
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aïllades capaces d’int ravasar-se en un vas sanguini o lim fàt ic. Un cop les 

cèl·lules tumorals s’han t ransportat a òrgans distants, es poden ext ravasar i 

donar lloc a una metàstasi mitjançant una TME.  

Pel que se sap actualm ent , la reepitelització de les cèl· lules tumorals a 

la metàstasi pot donar lloc a la seva progressió en el nou teixit hoste, 

empit jorant d’aquesta manera el pronòst ic del pacient . Aquest fenomen és 

determ inant en la progressió dels tumors sòlids, i essencialment , en els 

epitelials; en un sistem a tan ineficient com és el procés m etastàt ic, aquest 

mecanisme de reepitelit zació permet r ia l’èxit ( I lyas, 2000; Chambers et al., 

2002) . La majoria de metàstasis detectables en carcinomes com el 

colorectal deriven de grups cel· lulars invasius que han estat capaços de 

recuperar el fenot ip epitelial o revert ir el procés de TEM (Thiery et al., 

2002). Seria en aquest moment de la progressió tumoral en que WT1 podria 

recuperar la seva funció “epitelitzadora” i ser responsable de la regulació 

d’aquesta reversió fenotípica en la metàstasi.  

Segons el nost re model, durant el procés d’invasió i m igració els factors 

responsables de mantenir el fenot ip mesenquimal de les cèl· lules serien 

Zeb-1, E-47 i Slug. Tenint en compte que s’ha observat que Zeb-1 

reprimeix, pr incipalment , a t ravés de les caixes E1 i E2, i havent dem ost rat 

que aquest factor t ranscripcional té menys afinitat que Snail per unir- se al 

promotor de l’E-cadherina, es podria esperar que un augm ent de l’expressió 

de WT1 en l’etapa de l’assentament de la metàstasis provoqués el 

desplaçament de Zeb-1 de la seva unió al promotor de l’E-cadherina. A més 

a més, també s’ha demostrat que Slug i E47 tenen una afinitat per unir-se a 

les caixes-E d’una a dues ordres de magnitud per sota de la d’Snail (Bolós 

et al., 2003) . Per tant , segurament WT1 també seria capaç de desplaçar 

Slug i E47 del prom otor de l’E-cadherina amb més facilitat que el 

desplaçament d’Snail un cop les cèl· lules tum orals s’hagin establert com a 

tumor secundari. Aquest efecte de compet ició de WT1 conduir ia a un 

augment dels nivells d’expressió de l’E-cadherina afavorint que la β-

catenina sortís de nucli i quedés retinguda en els contactes cel·lulars. Com a 

conseqüència d’aquest fet, les cèl·lules patirien un canvi morfològic cap a un 

fenot ip m és epitelial. Això estaria d’acord am b la sobreexpressió de WT1 

t robada en el 91% de most res de carcinomes d’ovari que han fet m etàstasi 

en el mesoteliom a (Hecht et al. , 2002) . Així que, en la inducció i en la 
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progressió tumoral, la regulació dels nivells d’expressió d’Snail i WT1 serien 

molt importants per a la carcinogènesi. Segurament , existeixen uns llindars 

d’expressió per a cada un dels dos factors transcripcionals que permetin que 

la funció d’un guanyi per sobre de la de l’alt ra i viceversa. D’aquesta 

manera, l’expressió d’una gran quant itat d’Snail i una pet ita quant itat de 

WT1 permet r ia que les cèl· lules adoptessin un fenot ip mesenquim al i les 

seves corresponents habilitats invasores i m igratòries, ment re que la 

sobreexpressió de WT1 podria donar lloc a la reepitelització d’aquestes 

mateixes cèl· lules però conservant sempre l’habilitat de tornar a 

transformar-se en cèl· lules mesenquimals. De manera que es podria 

concloure que aquest t reball revela com la regulació de l’expressió de dos 

factors t ranscripcionals amb funcions totalment cont ràries podria orquest rà 

el procés d’inducció i progressió tumoral en colon. 

Aquest model, però, seguram ent no es correspondria am b un model de 

ronyó. Hem demost rat que en cèl· lules de ronyó, l’expressió conjunta de 

WT1 i d’Snail dona lloc a una reepitelització cel· lular sense la necessitat 

d’augmentar els nivells d’expressió de l’E-cadherina. Seguram ent , això es 

produir ia per l’augment de l’expressió d’una alt ra cadherina específica de 

ronyó anomenada K-cadherina, la qual hem vist que no té caixes de 

resposta a Snail però sí a WT1. Aquesta isoform a de cadherina no 

s’expressaria en colon, la qual cosa explicaria que durant la TEM induïda per 

Snail durant la progressió tumoral en càncer colorectal, WT1 cont inués 

expressant-se però sense donar lloc a una epitelització cel·lular independent 

de l’E-cadherina, com passa en les cèl· lules de ronyó, ja que les cèl· lules de 

colon no podrien suplir la pèrdua de l’E-cadherina amb l’expressió de la K-

cadherina.  

Això estaria d’acord amb el fet que els tum ors de ronyó normalm ent 

presenten una pèrdua de funcionalitat de WT1 (Haber et al. , 1990; Gessler 

et al. , 1990) . La formació dels tumor de Wilms es deu a la incapacitat de 

WT1 de condensar el mesènquim a metanèfr ic donant lloc a la proliferació 

cont ínua del mesènquima i provocant l’aparició del tum or (Hast ie, 1994; 

Machin et al. , 1984) . En canvi, en els tumors de mama, leucèm ies o tumors 

colorectals, s’ha detectat un augment de l’expressió de WT1 sense cap tipus 

de mutació (Menssen et al. , 2000) . Per tant , s’ha proposat una funció dual 

al gen de WT1, es considera un gen supressor de tumors en els càncers de 
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ronyó ment re que està considerat un oncogen en la form ació de tum ors de 

mama, colon, pulmó i en leucèm ies. A part ir d’aquí podríem considerar que 

WT1 està implicat en processos de co- regulació de l’expressió de l’E-

cadherina juntam ent amb Snail cont rolant d’aquesta m anera el fenot ip 

cel· lular en cèl· lules de colon, en canvi, està implicat en un fenomen de 

reepitelització independentment de l’augm ent de l’expressió de l’E-

cadherina en cèl· lules renals degut a l’expressió gènica diferencial de cada 

tipus cel·lular.              
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CONCLUSIONS

   
1.- Snail té la capacitat de reprim ir l’expressió d’alt res dos marcadors 

epitelials, MUC-1 i VDR, a t ravés de la seva unió a les caixes E cont ingudes 

en els seus respect ius promotors. La t ransfecció d’Snail, tant establement 

com transitòriament, dona lloc a la repressió d’ambdós promotors.  

2.- Snail indueix l’expressió d’un alt re marcador mesenquimal anomenat 

Zeb-1, el qual al seu torn, pot m antenir la repressió del promotor de l’E-

cadherina al llarg del temps.   

3.- Les línies que han pat it una TEM ( t ransició epiteli-mesènquima) 

expressen una forma d’splicing alternat iu de l’ARNm antisense diferent , fet 

que regula l’splicing alternat iu de l’ARNm sense de Zeb-2. Aquests resultats 

es correlacionen amb l’activitat del promotor de Zeb-2.  

4.- L’act iv itat del promotor m ínim d’Snail ( -78/ + 59) depèn de la via de 

senyalització d’ERK i és suficient aquest fragment del promotor per tal de 

mantenir una especificitat mesenquimal. El t ractament amb un inhibidor de 

la MEK (PD98509) de les cèl· lules t ransfectades establement amb formes 

act ives Ha-Ras o PK-Cα dism inueix significat ivament l’act iv itat del promotor 

m ínim d’Snail. A més a més, tam bé la t ransfecció t ransitòr ia d’una forma 

act iva de MEK (MEK E) augmenta de form a dosi-dependent l’act iv itat del 

promotor –78/+59 d’Snail.  

5.-  Són necessàries altres regions fora de la regió promotora mínima d’Snail 

per tal d’obtenir una estimulació complerta del promotor. El tractament amb 

un inhibidor de la PI 3K (LY294002) de les cèl· lules t ransfectades am b una 

forma act iva d’I LK dism inueix significat ivament l’act iv itat del promotor llarg 

d’Snail ( -869/ + 59) , aquest efecte no s’observa en el promotor m ínim . A 

més a més, p65 (subunitat de NFκB) pot est imular la t ranscripció d’Snail a 

través d’una regió situada entre el –194 i el –78.   
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6.- Snail competeix am b WT1 per tal d’unir-se al prom otor de l’E-cadherina 

i regular- lo. A més a més, Snail s’uneix amb més afinitat al promotor de l’E-

cadherina, de manera que baixes concent racions d’aquest factor de 

t ranscr ipció són capaces de desplaçar l’acció act ivadora d’altes 

concentracions de WT1 .  

7.- La t ransfecció estable de WT1 en cèl· lules que expressen ectòpicament 

Snail dona lloc a un canvi fenot ípic. Tot i no recuperar-se els nivells de l’E-

cadherina, WT1 afavoreix la presència d’aquesta proteïna d’adhesió en la 

membrana cel· lular formant complexes amb β-catenina. A més a més, WT1 

és capaç d’evitar la repressió d’Snail sobre el promotor de MUC-1.                                  
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MATERIALS I MÈTODES

  
Línies cel·lulars

 
Totes les línies cel· lulars ut ilit zades han estat cult ivades en medi m odificat 

de Dulbeco (DMEM), suplementat amb 4.5 g/ l de glucosa (Life 

Technologies) , 2 mM de glutam ina, 56 U/ m l de penicil· lina, 56 µg/,l 

d’estreptomicina i 10% de sèrum fetal boví (FBS;GIBCO). Es van mantenir a 

37ºC, en una atmosfera humida contenint 5% de CO2 y 95% d’aire 

Les següents línies cel· lulars ut ilit zades provenen del banc de cèl· lules de 

l’institut: línies cel· lulars humanes com són les HT-29 M6 (adenocarcinom a 

de colon, seleccionada a part ir de la línia parental HT-29 amb met rotexat a 

una concent ració de 10-6 M, amb un fenot ip mucosecretor) , les SW-480 

(adenocarcinoma de colon) , les SW-620 (adenocarcinoma de colon 

provenint de metàstasi a nòdul lim fàt ic) , les ZR75 (carcinoma ductal de 

mama), les T47D (carcinoma ductal de mama), les MCF-7 (carcinoma ductal 

de mama) , les Mia-Paca2 (adenocarcinoma ductal de pàncreas) i les RWP1 

(carcinoma ductal de pàncreas) ; línies cel· lulars de ratolí com són les EpH4 

(carcinoma ductal de mama) i les NI H 3T3 ( fibroblasts dèrm ics, 

immortalitzats); línies cel·lulars de rata com són les IEC-18 (íleon).  

On és indicat , s’han afegit PMA (phorbol 12-myristate, 13-acetate; SIGMA) 

a una concent ració final de 100 nM, els inhibidors de la MEK (m itogen-

act ivated protein kinase kinase) PD98059, a una concent ració final de 50 

µM, o bé U0126 a una concent ració final de 20 µM, l’inhibidor de la quinasa 

p38 SB203580 a una concent ració de 10 µM o, finalment , l’inhibidor de la 

PI 3K (phosphat idyl inositol-3 kinase) LY294002 a una concent ració final de 

30 µM ( tots ells de Calbiochem) . Per fer els cont rols es van suplementar les 

cèl·lules amb els mateixos volums del diluient, DMSO (dimethyl sulfoxide).  

Constructes d’ADNc  

mZeb- 1 

L’ADNc de Zeb-1 de ratolí va ser cedit pel Dr. T. Geneta del Children’s 

Hospital of Philadelphia, Filadèlfia, PA. Està clonat en el vector d’expressió 

pcDNA3HisC (Promega) en la diana de restricció EcoRI. 
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mZeb- 2 

El const ructe de Zeb-2-CS2MT va ser amablem ent cedit per Dr. A. Post igo 

de la Washington University, St. Lluís, M.O.  

mSnail 

El const ructe mSnail-HA clonat en el vector pRSV-neo es va generar en el 

nost re laboratori a mans del Dr. J. Baulida. Es va alliberar un fragment de 

0.9 Kb corresponent a mSnail-HA digerint el const ructe pcDNA3-Snail-HA, 

que ja teníem en el laboratori i que ja estava descrit (M. Gossen, 1992) , 

amb els enzims de rest r icció HindI I I i Not I . A cont inuació es va clonar 

mSnail-HA en el vector pRSV m it jançant la diana XhoI . Es van haver de 

generar ext rems roms per tal de poder realit zar la lligació (pèrdua de les 

dianes).   

MEK- E 

El const ructe de la forma act ivada de MEK-1 (MEK-E) va ser amablement 

cedit pel Dr. P. Crespo del CSIC, Madrid.  

p65, VP16-Rel i Rel 

El constructe p65-pcDNA3 va ser cedit pel Dr. M. Fresno de la UAM, Madrid. 

La fusió VP16-Rel es va generar en el nost re laborator i en mans del Dr. D. 

Domínguez. Es va obtenir l’ADNc codificant de VP16 a part ir d’un const ructe 

anter ior, VP16-Snail prèviament referenciat a E. Bat lle, 2000. Aquesta regió 

es va fusionar en pauta amb el dom ini d’homologia Rel del factor de 

t ranscr ipció NFκB, subunitat p65. El Aquesta fusió fou subclonada de nou al 

vector pcDNA3. 

El const ructe Rel-pcDNA3 es va generar a part ir del const ructe p65-

pcDNA3. El dom ini Rel va ser alliberat m it jançant els enzims HindI I I i NdeI , 

que digereixen en l’ext rem 5’ del clonatge i j ust després del dom ini Rel, 

respect ivam ent . Aquest fragm ent va ser poster iorm ent clonat en el plàsmid 

pcDNA3 digerit amb EcoRV. Es van haver de generar ext rems roms per tal 

de poder realitzar la lligació (pèrdua de les dianes).   
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WT1 (-KTS) 

L’ADNc de WT1 ( -KTS) de ratolí va ser cedit pel Dr. G. Gil. Estava clonat en 

el vector MSCV-GFP. Per generar el const ructe WT1-pRSVneo es va digerir 

el const ructe original amb l’enzim de rest r icció EcoRI . Es va alliberar un 

fragment de 3 Kb que, posteriorment , va ser clonat en el vector d’expressió 

pRSVneo m it jançant la diana XhoI . Es van haver de generar ext rems roms 

per tal de poder realitzar la lligació (pèrdua de les dianes). 

L’ADNc de WT1 ( -KTS) es va clonar també en el vector d’expressió pREP4 

per poder generar els clons estables. Per això, es va alliberar la regió 

codificant de WT1 del vector pRSVneo digerint amb NheI i SalI . El fragment 

obt ingut es va clonar en el vector pREP4 m it j ançant les dianes NheI i XhoI 

(el tall d’aquest últim enzim genera un extrem compatible amb SalI, però es 

perd la diana).   

Clons estables per Snail, ILK, Ha- ras i PK- C

 

La generació de clons estables per a l’expressió d’mSnail-HA i PK-Cα a partir 

de les línies parentals HT-29 M6 i MDCK, es van obtenir al nostre laboratori i 

j a es van descriure prèviament (E. Bat lle, 2000 i E. Bat lle, 1998) . Les línies 

estables HT29-M6 SNA1 i SNA2 corresponen a dos clons obt inguts a part ir 

de la transfecció estable d’un vector d’expressió regulat per tetraciclina (tet-

off) contenint un ADNc corresponent a Snail de ratolí et iquetat amb 

hemaglut inina (HA) . Aquest prom otor induïble deixa de ser funcional al 

afegir Doxiciclina (2 µg/ m l) al medi de cult iu. Les línies estables MDCK 

SNA1 i MDCK SNA3 corresponen a dos clons obt inguts a part ir de la 

t ransfecció estable am b el const ructe pI RES-neo m-Snail-HA. L’expressió 

estable d’m Snail, en els clons HT29-M6 SNA1 i SNA2, es conserva gràcies a 

la presencia dels ant ibiòt ics G418 (neom icina; GI BCO) i Higrom icina 

( I nvit rogen) a una concent ració final de 500 µg/ m l i 200 µg/ m l en el medi, 

respect ivam ent . En canvi, per mantenir l’expressió estable d’Snail en els 

clons MDCK SNA1 i SNA3, els medis de cult ius eren suplem entats amb 

només l’addició de G418 a una concentració final de 500 µg/ml.  

Els clons estables de I EC-18 que expressen la forma salvatge de la quinasa 

I LK, ja es va descriure prèviament (A. Novak, 1998) . Els clons estables de 

IEC-18 que expressen un forma act ivada de Ha-Ras (mutació Val12, en 
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pCEFL) van ser cedides molt amablement pel Dr. H.G. Pálmer del Instituto 

de I nvest igaciones Biom édiques, CSI C, Madrid; així com les línies SW-480 

transfectades establement amb Snail-GFP.  

Clons estables per WT1 

Les t ranfeccions estables es van realitzar ut ilit zant el k it Lipofectamine-Plus 

Reagent ( I nvit rogen) en medi opt iMEM ( I nvit rogen) segons les inst ruccions 

de la casa comercial. Les línies cel· lulars estables es van generar a part ir de 

les línies estables per l’expressió d’Snail abans esmentades, les MDCK 

cont rol que contenen establem ent un vector buit , i les MDCK SNA1 (E. 

Bat lle, 1998) . Cadascuna d’aquestes línies es van t ransfectar de manera 

estable amb el plàsm id buit pREP4 i amb la const rucció pREP4-WT1 ( -KTS). 

Poster iorment van ser seleccionades amb 500 µg/ m l de G418 (Genet icina, 

GI BCO) per mantenir l’expressió d’Snail i amb 400 µg/ m l d’Higrom icina 

( I nvit rogen) per seleccionar els clons que expressen WT1. Com a resultat, 

vam obtenir 8 clons cont rol que no expressaven cap dels dos factors de 

t ranscr ipció (anom enats MDCK CON, –Snail/-WT1) , 4 clons que només 

expressaven Snail (anomenats MDCK SNA, + Snail/ -WT1) , 3 clons que 

expressaven únicament WT1 ( -KTS) (anomenats MDCK WT1, -Snail/+WT1) 

i 2 clons que expressaven ambdós factors t ranscr ipcionals, Snail i WT1 

(anomenats MDCK SNA/ WT1, + Snail/ + WT1) ; tots ells eren resistents a les 

concentracions abans esmentades de G418 i Higromicina.   

Clonació de promotors  

Promotor d’E-cadherina 

El const ructe reporter amb el fragment –178/ + 92 del promotor del gen 

humà d’E-cadherina està descrit per E. Bat lle, 2000. i prové del nost re 

laborator i. Aquest fragment del promotor inclou les t res caixes-E de 

resposta a Snail descrites prèviam ent en el mateix t reball. A més, també 

conté una seqüència consens de reconeixem ent per WT1. Els const ructes 

del promotor d’E-cadherina amb les caixes-E mutades es van fer per canvis 

de la seqüència 4’-CACCTG-3’ de cada caixa per 5’-AACCTA-3’.  
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Promotor de MUC- 1 

La seqüència corresponent al promotor de MUC-1 humà –759/ + 49 es va 

clonar fent una amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic 

de cèl· lules HT-29, ut ilit zant una taq polimerasa d’alta fidelitat (Pfx, GI BCO) 

i els següents oligonucleòt ids: 5’-CATGGTACCGCAAGGCTCCCGGTGACC-3’ i 

5’-CGTAAGCTTGGGAGGGGGCAGAACAGATT-3’ que contenen dues dianes de 

restricció per KpnI i HindIII (subratllades). El producte de la PCR purificat es 

va clonar en  una versió mutada del vector pGL3 Luciferasa (Promega) (E. 

Bat lle, 2000; es va elim inar un lloc putat iu d’unió a Snail) m it jançant les 

dianes KpnI i HindIII. El promotor de MUC-1 amb les dues caixes-E mutants 

es va obtenir ut ilit zant el k it QuikChangeTM site-directed mutagenesis 

(St ratagene) .La seqüència de l’oligonucleòt id sens va ser la següent : 5’-

GAGGGGGCGGGGTTTTGTAAACCTATAACCTACTCGCTGTGCCTAGGGCCG-3’, 

en negreta s’indiquen els nucleòtids mutats.  

Promotors d’Snail 

El fragment del prom otor d’Snail –869/ + 59 es va aïllar en el nost re 

laborator i pel Dr. E. Bat lle. El promotor d’Snail es va clonar en el vector 

pGL3 m it jançant les dianes KpnI i HindI I I . A part ir d’aquí, el Dr. D. 

Domínguez, va realitzar una sèrie de delecions successives fins al fragment 

–194/ + 59 ut ilit zant oligonucleòt ids específics des del punt de deleció, i als 

quals se’ls hi va afegir una diana KpnI + 4 pb de seqüència flanquejant a 

l’ext rem 5’ per a perm et re la digest ió de la diana amb l’enzim de rest r icció 

pert inent . El fragm ent –125/ + 59 es va obtenir per digest ió de la diana 

BsmBI que es t roba en aquest punt sobre el fragment –194/ + 59, i ut ilit zant 

la diana KpnI present en l’extrem 5’ d’aquest últim. Després es va relligar el 

plàsm id havent fet prèviament els ext rems roms. El fragment –78/ + 59 es 

va amplificar amb uns oligonucleòtids flanquejants a la seqüència i clonat en 

el vector pGL3 mitjançant les dianes BglII i HindIII. Finalment els fragments 

–194/ + 29 i –125/ + 29 es van generar per digest ió aprofitant una diana AflI I 

en el lloc –29. 

Promotor d’Slug 

El fragment del promotor d’Slug humà –616/+207 es va clonar fent una 

amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic de cèl· lules HT-
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29, ut ilit zant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GI BCO) i els 

oligonecleòt ids següents: 5’-ATTCTCGAGGAAGCCCTGAGTAGCGCA-3’  i 5’-

ACCAAGCTTGGAGGCGTTGAAATGC-3’ que contenen dues dianes de 

rest r icció per XhoI i HindI I I . El producte de la PCR purificat es va clonar en 

una versió mutada del vector pGL3 Luciferasa (Prom ega) m it jançant les 

dianes XhoI i HindIII.  

Promotor de VDR 

La seqüència corresponent al promotor de VDR humà –600/ + 23 es va 

clonar fent una amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic 

de cèl· lules HT-29, ut ilit zant una taq polimerasa d’alta fidelitat (Pfx, GI BCO) 

i els oligonucleòt ids següents: 5’-GCTGCCAAGGTGATATCGGG-3’ i 5’-

GTTGTCGATGATTATAGGAC-3’ que no contenen cap diana de rest r icció. El 

producte de la PCR purificat es va fosforilar i es va clonar en una versió 

mutada del vector pGL3 Luciferasa (Prom ega) m it jançant la diana Sm aI que 

deixa extrems roms.  

Promotor de Zeb- 1 

La seqüència corresponent al promotor de Zeb-1 humà –361/-53 es va 

clonar fent una amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic 

de cèl· lules HT-29, ut ilit zant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GI BCO) i 

els oligonecleòt ids següents: 5’-ATTTACGCGTCCGCCGAGCCTCCAACTTTA-3’ 

i 5’-TAAAAAGCTTCCTTCCCCCCCACCCCTCC-3’ que contenen dues dianes de 

rest r icció per MluI i HindI I I (subrat llades) . El producte de la PCR purificat es 

va fosforilar i es va clonar en una versió mutada del vector pGL3 Luciferasa 

(Prom ega) m it jançant les dianes MluI i HindI I I . Aquest const ructe va ser 

generat per S. Guaita.  

Promotors de Zeb- 2 

El fragm ent del promotor de Zeb-2 humà –888/ + 455 es va clonar fent una 

amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic de cèl· lules HT-

29, ut ilit zant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GI BCO) i els 

oligonecleòt ids següents: 5’-ATACGAGCTCGAAGCGTCACGTTGGAAGC-3’ 

(sense, -888/-869) i 5’-GGAAGATCTGGATGGAGGACGAGCACAC-3’ 

(ant isense, + 455/ + 437) respecte a l’inici de t ranscr ipció esmentat en la 
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seqüència del crom osoma 2 humà (núm. Accés NT_005058; gi: 37547378) . 

Aquests oligonucleòt ids contenen dues dianes de rest r icció SacI i BglI I . El 

producte de la PCR purificat es va clonar en una versió m utada del vector 

pGL3 Luciferasa (Promega) mitjançant les dianes SacI i BglII. 

El fragment del promotor de Zeb-2 humà –888/+2976 es va clonar fent una 

amplificació del promotor per PCR a part ir d’ADN genòmic de cèl· lules HT-

29, ut ilit zant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GI BCO) i els 

oligonecleòt ids següents: 5’-ATACGAGCTCGAAGCGTCACGTTGGAAGC-3’ 

(sense, -888/-869) i 5’-GGAAGATCTTCGATAAGAGCGGATCAGATGGC-5’ 

(ant isense, + 2976/ + 2956) respecte a l’inici de t ranscr ipció esmentat en la 

seqüència del crom osoma 2 humà (núm. Accés NT_005058; gi: 37547378) . 

Aquests oligonucleòt ids contenen dues dianes de rest r icció SacI i BglI I . El 

producte de la PCR purificat es va clonar en una versió m utada del vector 

pGL3 Luciferasa (Promega) mitjançant les dianes SacI i BglII.  

Tots els constructes es van seqüenciar per descartar possibles mutacions. 

Per realitzar tots aquests clonatges es va haver de lligar el  seu fragment 

amb el seu plàsm id i, en certes ocasions, es va haver de procedir a 

defosforilar els vectors i en d’alt res casos, fins i tot , es va haver de re-

omplir ext rems cohesius per obtenir ext rems compat ibles per a la lligació. 

Per a tot això es va utilitzar: la lligasa T4-DNA i el seu respectiu tampó de la 

casa comercial (Pharm acia) ; la fosfatasa alcalina d’intest í de vedell diluïda 

en el seu corresponen tampó (Promega) ; o bé, la polimerasa Klenow (New 

England Biolabs).  

Anàlisi de l’activitat dels promotors 

La repressió de l’act iv itat dels promotors d’E-cadherina o MUC-1 es va 

mesurar per co- t ransfecció de const ructes de Zeb o Snail clonats en el 

plàsm id pcDNA3 ( I nvit rogen) amb els promotors abans esmentats clonats 

en el plàsmid pGL3 en les línies cel·lulars indicades.

 

La repressió de l’act iv itat dels promotors d’E-cadherina o VDR es va 

mesurar co- t ransfectant el const ructe d’Snail clonat en el plàsm id pRSV 

amb els promotors abans esmentats clonats en el plàsmid pGL3 en les línies 

cel·lulars indicades.
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L’act ivació del promotor de l’E-cadherina per WT1 es va mesurar co-

t ransfectant 100 ng del const ructe pRSV-WT1 ( -KTS) amb el prom otor d’E-

cadherina clonat en pGL3 i concent racions creixents del const ructe pRSV-

Snail-HA en cèl·lules NIH 3T3.

 
Per analitzar l’act iv itat basal dels diferents const ructes del promotor d’Snail, 

el promotor de Zeb-1, el promotor de Zeb-2 o bé els promotors d’E-

cadherina o MUC-1, clonats tots ells en pGL3, es van t ransfectar en les 

línies cel·lulars indicades. 

 

Totes les t ransfeccions i co- t ransfeccions esmentades anteriorment inclouen 

el plàsm id Renilla Reniform is (pRTK-Luc o pRSV-Luc de Promega) per 

norm alitzar l’eficiència de les t ransfeccions. Les act iv itats de la luciferasa 

Firefly (Luc) i la luciferasa Renilla (Rluc) es van mesurar ut ilit zant el Dual 

Luciferase Reporter Assay System (Promega) 48 hores després de 

t ransfectar d’acord am b les inst ruccions de la casa comercial. L’act iv itat Luc 

es normalit za per l’act iv itat Rluc. En tots els experim ents, la quant itat total 

d’ADN t ransfectat es va estandaritzar amb el vector buit . Sistemàt icament 

es feien duplicats o t r iplicats de cada t ransfecció i els experim ents es 

repetien com a mínim tres vegades.  

Anàlisi dels nivells d’ARN  

Northern blot 

Els Northern blots es van fer seguint un protocol estàndard. Breument, 12.5 

µg d’ARN total es van purificar per ext racció amb guanidina isot iocianat i es 

van separar posteriorment en un gel desnaturalitzant 

d’agarosa/formaldéhid, es van visualitzar am b t inció de bromur d’et idi, es 

van fotografia i es van t ransferir a una m em brana Zeta-probe (Bio-Rad) 

durant tota la nit per acció de capilar itat . Al dia següent els ARN es van 

cross- linkar a la membrana ut ilit zant el GS Gene Linker (Bio-Rad) i es van 

hibridar amb una sonda marcada radioact ivament amb [ α- 32P]dCTP 

( rediprim e I I , Amersham Biosciences) ut ilit zant una solució pressHyb 

(CLONTECH). La sonda d’ADN de MUC-1 es va preparar a partir de 50 ng de 

la seqüència citosòlica de l’ADNc de MUC-1 purificada, que s’havia amplificat 

per una t ranscripció reverse associada a una reacció en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR) a part ir d’ARN total de cèl· lules HT-29 M6 ut ilit zant els 



MATERIALS I MÈTODES 

102 

oligonucleòt ids; 5’-CGAAAGCTTGCCGCCGAAAGAACTACG-3’ (sense, 556-

574) i 5’-GAGGATATCGCAAGTTGGCAGAAGTGGC-3’ (ant isense, 748-765) 

que correspon a la seqüència regist rada en el GenBankTM (núm. Accés 

X80671) . Les band3es específiques es van visualitzar per auroradiografia 

utilitzant Hyperfilm MP (Amersham Biosciences).  

RT-PCR semi-quantitativa 

Tots els anàlisi de RT-PCR semi-quantitativa es van realitzar a partir de 0.5-

1 µg provenint d’ARN total purif icat i ut ilit zant el k it SuperScript One-Step 

RT-PCR i la Platinum Taq polimerasa (Invitrogen).  

Els parells d’oligonucleòt ids (sense/ ant isense) , el número de cicles i les 

temperatures d’anellament , i els núm eros d’accés del GenBankTM  van ser 

els següents:   

Nom del gen

 

Oligonucleòtids 

(sense/antisense) 

Núm. 

cicles 

i TA 

Núm. 

d’accés 

GenBank

 

mmActina 5’-TGAAACAACATACAATTCCATCATGAAGTGTGA-3’ (916-949) 
5’-AGGAGCGATAATCTTGATCTTCATCATGGTGCT-3’ (1090-1058) 

X25 
55ºC

 

BC049611 

hsCiclofilina A

 

5’-ATGGTCAACCCCACCGTG-3’ (45-62) 
5’-TGCAATCCAGCTAGGCATG-3’ (690-708) 

X22 
60ºC

 

BC005320 

hsCitoqueratina 
18 

5’-CTGGAGACCGAGAACCGGA-3’ (352-370) 
5’-TCCGAGCCAGCTCGTCAT-3’ (818-835) 

X40 
55ºC

 

M26326 

hsEcadherina 5’-TTCCTCCCAATACATCTCCCTTCACAGCAG-3’ (1977-2006) 
5’CGAAGAAACAGCAAGAGCAGCAGAATCAGA-3’ (2287-2316) 

X29 
55ºC

 

AB025106 

hsFibronectina 5’-GTGCCTGGGCAACGGA-3’ (922-938) 
5’-CCCGACCCTGACCGAAG-3’ (1554-1571) 

X30 
55ºC

 

X02761 

hsLEF- 1 5’-ACTGCGCCACGGACGAG-3’ (704-720) 
5’-GAGAGGATGGACCGCATGG-3’ (1098-1116) 

X35 
55ºC

 

AF288571 

hsMUC- 1 5’-CATGGTACCGCAAGGCTCCCGGTGACC-3’ (556-574) 
5’-CGTAAGCTTGGGAGGGGGCAGAACAGATT-3’ (748-765) 

X30 
60ºC

 

X80671 

hsSlug 5’-ATTCGCACCCACACATTACCTTG-3’ (696-718) 
5’-TGGAGAAGGTTTTGGAGCAGTTT-3’ (918-896) 

X35 
55ºC

 

NM003068

 

rnSlug 5’-ATGCCGCGCTCCTTCCTCGTC-3’ (1-21) 
5’-GCTTTTCCCCAGTGTGTGTTC-5’ (634-613) 

X35 
55ºC

 

AF497973 

hsSnail 5’-GGCGGATCCACCATGCCGCGCTCCTTCCTGGTC-3’ (1-24) 
5’-CCGGATATCCGCGAGGGCCTCCGGAGCA-3’ (778-791) 

X39 
60ºC

 

M95604 

mmSnail 5’-TTCCAGCAGCCCTACGACCAG-3’ (104-125) 
5’-GCCTTTCCCACTGTCCTCATC-3’ (290-310) 

X32 
60ºC

 

NM005985

 

rnSnail Es van ut ilit zar els mateixos oligonucleòt ids que per 
amplificar mmSnail 

X32 
60ºC

 

XM230866 

mmWT1 5’-GCGGCGCAGTTCCCCAACCA-3’ (979-998) 
5’-ATGGTTTCTCACCAGTGTGCTT-3’ (1534-1513) 

X35 
58ºC

 

NM144783

 

hsZeb- 1 5’-TTCAGCATCACCAGGCAGTC-3’ (947-966) 
5’-GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG-3’ (1663-1683) 

X40 
53ºC

 

U12170 

hsZeb-2 (ARNm 
sense, regió 
codificant) 

5’-GCTACGACCATACCCAGGAC-3’(2756-2776) 
5’-TCTCGCCCGAGTGAAGCC-3’ (3139-3157) 

X28 
55ºC

 

AB011141 
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hsZeb-2 (ARNm 
sense, regió no 
codificant) 

5’-GGGCGAGTGGGCTTCCT-3’ (2422-2406) 
5’-GATAAGAGCGGATCAGATGGC-3’ (2976-2956) 

X40 
55ºC

 
NT005058 
gi:37547378

 
mmZeb-2 
(ARNm 
antisense) 

5’-GCATGAAGAAGCCGCGAAGTGT-3’ (112-133) 
5’-CACGCGCCACCTATCTTTGT-3’ (258-277) 

X40 
55ºC

 
AI549808 

 
Tots aquests oligonucleòtids, sense i antisense, anellen en exons diferents.    

RT-PCR quantitativa  
Tots els anàlisi de RT-PCR quant itat iva es van realitzar a part ir de 0.25 ng 

provenint d’ARN total purificat , ext racció feta amb el kit Gen Elute 

Mam m alian total RNA kit (Sigma) , i ut ilit zant el k it QuantiTect SYBR Green 

RT-PCR (Quiagen) . La RT-PCR i l’obtenció de les dades es va realitzar amb 

ABI PRI SM 7900HT. Totes les quant ificacions es van normalitzar amb 

controls interns de Ciclofilina o HPRT. El valor de quantitat relatiu per a cada 

gen analitzat es va expressar com a 2 (Ct-Cc) (Ct i Cc són les m itges de les 

diferencies dels t r iplicats dels cicles obt inguts després de normalitzar am b 

Ciclofilina o HPRT) . Els parells d’oligonucleòt ids (sens/ ant isense) ut ilit zats 

van ser els següents: hs- E-cadherina, 5’-

TTCCTCCCAATACATCTCCCTTCACAGCAG-3’ (1977-2006)/5’-CGAAGAAACAG 

CAAGAGCAGCAGAATCAGA-3’ (2287-2316); hsCiclofilina A, 5’-

ATGGTCAACCCCACCGTG-3’ (45-62)/5’-TGCAATCCAGCTAGGCATG-3’ (690-

708) i mmHPRT, 3’-GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-5’ (556-576)/3’-

TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-5’ (679-699) . Les seqüències indicades 

corresponen a les regist rades en el GenBankTM sota els següents números 

d’accés: hsE-cadherina, AB025106;  hsCiclofilina A, BC005320 i mm HPRT, 

BC083145.  

Assaig de BOPA (Biotinilated Oligonucleotide Precipitation Assay)  

WT1 i Snail sobre promotor d’E-cadherina  

Les cèl· lules NI H3T3 es van t ransfectar amb Snail-HA (SNA-HA) o WT1( -

KTS) o es van co- t ransfectar amb Snail-HA i WT1( -KTS) . A les 48 hores de 

la t ransfecció les cèl· lules es van lisar amb tampó RI PA (50 mM Tris-HCl pH 

8, 150 mM NaCl, 0.5% NaDOC, 1% Tritó X-100, 0.1% SDS, 1 mM DTT, 0.1 

mM Ortovanadat Sòdic, 10mM Naf, 1 mM PefaBloc, 10 µg/ m l Leupept ina i 

0.7 ug/ m l Pepstat ina) durant 30 m inuts en gel, es van cent r ifugar durant 5 

m inuts a 14 000 r.p.m . i es va obtenir el sobrenadant . Seguidament es van 

incubar 2 mg de proteïna total amb 4 µg de la sonda corresponent al 
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fragment del promotor d’E-cadherina ( -92 a –12) marcat amb una m olècula 

de biotina en l’extrem 5’ i 10 µg de poli dI-dC (Promega) durant tota la nit a 

4ºC.  

Sp1 sobre promotor d’Snail 

Les cèl· lules indicades es van t ractar prèviament amb l’inhibidor PD98059 

(50 µM) o bé amb el diluient DMSO com a cont rol durant 24 h. A 

cont inuació es van lisar amb el tam pó RI PA durant 30 m inuts en gel, es van 

cent r ifugar durant 5 m inuts a 14 000 r.p.m . i es va obtenir el sobrenedant . 

Seguidament es van incubar 200 µg de proteïna total amb 4 µg de la sonda 

corresponent al fragment d’Snail ( -70 a –1) marcat am b una molècula de 

biot ina en l’ext rem 5’ i 10 µg de poli dI -dC (Promega) durant la tota la nit a 

4ºC.   

A cont inuació, tant en un cas com en l’alt re, es va afegir a cada most ra 25 

µl efect ius de Streptavidin-agarose (SI GMA) i es van incubar durant una 

hora en rotació a 4º C. Transcorregut aquest temps es van cent r ifugar les 

most res per precipitar l’agarosa, es va descartar el sobrenadant i es van 

rentar t res vegades l’agarosa amb RI PA. Seguidament es van resuspendre 

les most res amb 25 µl de SB1x, es van bullir durant 5 m inuts a 95º c i es 

van resoldre en un gel d’acrilam ida-SDS al 10% (pel cas de WT1 i Snail) o 

al 7.5% (pel cas de Sp1 i P-Ser) . El gel es va t ransferir a una membrana de 

nitocel· lulosa (PROTAN® ) i posteriorment , aquesta m embrana, es va 

analitzar m it jançant la tècnica de Western blot (WB) ut ilit zant ant icossos 

cont ra HA (Roche) (per visualitzar Snail) , cont ra WT1 (Santa Cruz) , cont ra 

Sp1 (Santa Cruz) i contra P-Ser (SIGMA).  

Electroforesi de proteïnes i Western blot 

L’elect roforesi de proteïnes es va realitzar en m inigels de poliacrilam ida al 

7.5-10% , en condicions desnaturalitzants. Les most res proteiques havien 

estat bullides prèviam ent en tam pó de càrrega, o de Laemm li (Tris 10mM, 

1% SDS, beta-mercaptoetanol, blau de bromofenol (colorant ) i 10% de 

glicerol) . Els gels han estat resolts en un tampó balancejat de Tris i Glicina, 

en un protocol clàssic. 
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La immunodetecció de les proteïnes t ransferides a una membrana de 

nit rocel· lulosa es va realitzar am b un protocol de Western blot usual: 

incubació de 1 hora en solució de bloqueig (Tampó Tris-Salí, Tween al 0.1% 

(TBS- t ) , llet en pols desnatada al 5% ) . En aquesta mateixa solució de 

bloqueig es diluïa l’anticòs primari específic:  

Anticòs Antigen Dilució (WB)

 
Casa Comercial 

E-cadherina clon 36 
(1)* 

735-883 
(Final) 

1:2500 BD Transduction 
Laboratories 

β-Catenina clon 14 
(1)* 

571-781 
(Final) 

1:2000 BD Transduction 
Laboratories 

Desmogleïna clon 62 
(1)* 

705-1029 
(Final) 

1:1000 BD Transduction 
Laboratories 

Plakoglobina clon 15 
(1)* 

553-738 1:2000 BD Transduction 
Laboratories 

Desmocollina ½ 7G6 
(1)* 

Domini 
extracel·lular

 

1:500 Zymed Laboratories 

HA 3F10 (2)* 

 

76-111 1:1000 Roche 

 

WT1 C-19 (3)* Domini carboxi-
terminal 

1:1000 Santa Cruz Biotechnologies

 

Sp1 (PEP-2)-G (4)* 528-546 1:1000 Santa Cruz Biotechnologies

 

P-Serina (PSR-45) (1)*

 

P-Ser conjugada 
a KLH 

1:1000 SIGMA-ALDRICH 

(1)* Ratolí monoclonal 

(2)* Rata monoclonal 

(3)* Conill policlonal 

(4)* Cabra policlonal  

Després de t res rentats de 10 m inuts a tem peratura ambient i abundant 

solució de bloqueig, es procedia a realitzar la incubació amb l’ant icòs 

secundari conjugat a peroxidasa de rave (HRP) , específic cont ra l’espècie 

originària del pr imari, durant 1 hora i a temperatura am bient , a una dilució 

d’1: 2000  en tampó de bloqueig. Després de nous rentats es revelava la 

reacció amb un subst rat específic per a l’HRP, quim iolum iniscent (Enhanced 

Chem iLum iniscence, ECL, Am ersham -Pharmacia) durant un m inut , per 

després exposar diferents temps la membrana a pel· lícules 

autoradiogràfiques Agfa-Curix.  

Fotografies en microscopia de contrast de fases 

Les fotografies most rades dels clons MDCK CON, MDCK SNA, MDCK WT1 i 

MDCK SNA/ WT1 en cult iu es van fer amb una càmara model M35W 
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acoblada al m icroscopi de cont rast de fases m arca Zeiss. Les fotografies es 

van realitzar ut ilit zant carrets m arca Kodak TMAX-135 de 100 ASAs i per 

obtenir còpies en blanc i negre. Fotografies captades a 100 augments.  

Talls semifins i ultrafins 

Les cèl· lules després de 10 dies en confluència es van fixar en glutaraldehid 

al 2,5% durant 30 m inuts i post - fixades amb OsO4 al 2% durant 1 m inut a 

temperatura ambient i protegides de la llum . A cont inuació es van rentar 

amb H2O dest il· lada i es van deshidrata incubant - les amb banys seriats 

d’etanol: una vegada en 30% d’etanol, una vegada en 50% d’etanol, una 

vegada en 70% d’etanol, dos vegades en 95% d’etanol i cinc vegades en 

100% d’etanol (5 m inuts per incubació) . La deshidratació es va completar 

amb incubacions de 5 m inuts seguits de dos incubacions de 15 m inuts amb 

hidroxipropil Metacrilat (HPMA) (MERK) . Posteriorment , les most res es van 

incloure en una resina EPON (Tousimis Research Corporat ion, MD, USA) . A 

cont inuació, les peces es van dipositar en mot lles de goma i or ientats per 

ser incubats addicionalment durant 16-18 h a 37º C i 24 h a 60º C igualment 

en EPON 100% .  Els talls ult rafins es van obtenir amb un ult ram icròtom 

LKB, poster iorm ent es van col· locar sobre una reixeta de coure, es van 

tenyir amb acetat d’uranil (5% en etanol absolut ) i cit rat de plom. Les 

most res es van analitzar a 5000-45000 augments en un m icroscopi 

electrònic PHILIPS CM 100.  

Immunofluorescència 

Les diferents línies cel· lulars estables es van fixar amb paraformaldehid al 

4% durant 10 m inuts a temperatura ambient . Després es van 

permeabilitzar amb Tritó X-100 al 0.2% en PBS ( tampó salí- fosfat) durant 5 

m inuts. A cont inuació es va fer una incubació amb fal· loidina associada a 

rhodam ina diluïda (Molecular Probes) durant 5-10 m inuts en cambra 

humida i fosca. Un cop rentats els cubreobjectes es van muntar en Mowiol-

DABCO i visualitzats al m icroscopi confocal. Les imatges de m icroscopia 

confocal es van captar per un sistema de Microscòpia Confocal I nvert ida 

Leica TCS-SP2, amb el sofware pert inent . Els canals d’em issió i excitació 

amb làser foren colimats en cada cas per tal de no tenir senyal creuat . En 

cada imatge es varen realitzar d’ent re 4 i 8 talls per a generar després una 
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projecció. El cont rast i la intensitat del senyal foren retocats m it jançant 

programes de processament d’imatge (Adobe Photoshop 6.0).   

Immunoprecipitació 

Les cèl· lules en cult iu es van rentar t res cops amb PBS i es van rascar per 

desprendre- les de la placa, sobre gel. El sediment de cèl· lules obt ingut 

després de centrifugar- les 5 minuts a 3000 r.p.m. era resuspès en 300 µl de 

tampó de Kem ler (50 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 

0.1% Nonidet P-40, 1 mM DTT, 0.1 mM Ortovanadat sòdic, 10 mM NaF, 1 

mM pefabloc, 10 µg/ m l leupept ina i 0.7 µg/ m l pepstat ina) . Les cèl· lules

 

resuspeses en aquest tampó es van incubar durant 30 m inuts a 4º C en 

agitació, després es van cent r ifugar 5 m inuts a 14 000 r.p.m . i es va ret irar 

el sobrenedant , d’aquesta manera elim inàvem les proteïnes no associades 

al citoesquelet . El sediment restant es va resuspendre en 200 µl de tampó 

RI PA ( recepta explicada en assaig de BOPA) i es va incubar durant 30 

m inuts a 4º C en agitació. A cont inuació, l’ext racte es va cent r ifugar 5 

m inuts a 14 000 r.p.m . obtenint un sobrenedant considerat com a ext racte 

de proteïnes associades al citoesquelet. 

Seguidament es van incubar 200ug de lisat amb 4ugm l-1 d’ant icòs ant i-E-

cadherina durant tota la nit en agitació a 4º C. Després, es va afegir 25 µl 

efect ius de resina proteïna-G-agarosa (SI GMA) i es va deixar incubant 

durant 1 hora i m it ja a 4º C en agitació.  Finalment , es va resuspendre la 

most ra am b tampó de càrrega i després de ser bullida, es va fer 

l’elect roforesi en un gel de poliacr ilam ida-SDS al 7.5% i, un cop t ransferit el 

gel a una membrana de nit rocel· lulosa, es

 

va immunodetectar per Western 

blot utilitzant els anticossos contra E-cadherina i beta-catenina.          
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