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INTRODUCCIO

1.- Latransici6 epiteli-mesénquima en embriogénesi i cancer

La transicié epiteli-mesénquima (TEM) es defineix com el conjunt
d’esdeveniments cel-lulars i moleculars que donen lloc a la reorganitzacié de
I'epiteli i la seva conversio, reversible o irreversible, en cél-lules de tipus
mesenquimals (Thiery and Chopin, 1999). Aquest procés dona lloc a l'inici
de la gastrulacié, procés durant el qual les cel-lules del mesoderm es
transformen en cél-lules mesenquimals primerenques i migren cap a
I'interior del blastocel com a ceél-lules individuals. Des del punt de vista de
I'evolucié, aquest fenomen va ser molt important ja que va permetre
I'aparicié d’una tercera capa embrionaria (Nieto, 2002). A més a més, el
fenomen de TEM també esta implicat en un altre important esdeveniment
que ocorre al llarg del desenvolupament, la formacié de la cresta neural.
Les cél-lules de la cresta neural perden la seva morfologia neuroepitelial per
adquirir un fenotip migratori com a cél-lules fibroblastiques individuals.
Aquesta veritable TEM va acompanyada d’'un rapid canvi en el seu estadi
d’adhesié (Thiery and Chopin, 1999).

Avui en dia, existeixen fortes evidéncies que suggereixen que la TEM és
un important esdeveniment durant la progressiéo de varis carcinomes, i
potser una caracteristica permanent en tumors amb aparenga mixta entre
carcinoma i sarcoma. El fenomen de TEM permetria a la cel-lula tumoral
adquirir caracteristiques invasives facilitant, d’aquesta manera, l'inici d’'un
procés metastatic.c. Com podem veure en la figura 11, aquest procés
s’iniciaria en I'epiteli normal, el qual esta proveit d’'una membrana basal que
podria comencgar a proliferar localment donant lloc a la formacié d’un
adenoma. Meés tard, aquestes cél-lules, degut a diverses alteracions
genétiques, podrien patir una TEM perdent les seves caracteristiques
epitelials i transformant-se en cél-lules d'un carcinoma invasiu. A
continuacio, la membrana basal podria ser degradada i les cél-lules del
carcinoma es podrien transportar, a través dels vasos limfatics o sanguinis,

a organs distants.
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Figura 11: La TEM en l'aparicio i progressiéo del carcinoma. Les cel-lules tumorals
perden gran quantitat de marcadors epitelials al llarg de la formacié del carcinoma adoptant,

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

Un cop alli, les cél-lules del carcinoma primari que hagin aconseguit
arribar i extravasar-se podrien patir un procés contrari a l'inicial, fenomen
anomenat transici6 mesénquima-epiteli (TME), donant lloc, d’aquesta
manera, a un nou carcinoma secundari en l'organisme. En conclusi6,
podem dir que el fenomen de TEM esta involucrat en un programa de
desdiferenciacié cel-lular donant lloc a la formacié d’'un carcinoma malighe

(Thiery, 2002).

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

La pérdua de l'adhesié cel-lular i la reorganitzacié del citoesquelet sén
els principals marcadors de la TEM i sén utilitzats per valorar la progressi6
d’aquest procés. L’habilitat de les cel-lules per dissociar-se de I'entitat
epitelial provoca la ruptura de I'adhesio intercel-lular. Als estadis inicials de
la TEM, els complexes proteics d’adhesié que inclouen les unions estretes,
les unions adherents, els desmosomes i les unions de tipus gap sOn
reorganitzades i funcionalment desintegrades (Boyer et al., 2000;
Savagner, 2001).
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Figura 12: Canvi fenotipic cel:lular durant la TEM. Durant la TEM, la cél-lula epitelial
desorganitza els seus complexes d’'adhesié, perdent aixi, el seu domini apical. Com a
conseqiencia, la cel-lula es transforma adoptant tota una seérie de caracteristiques

mesenquimals (Boyer et al., 2000).

Com podeu veure en la figura 12, la desintegracié de les unions estretes
provoca la pérdua de la polaritat epitelial destruint, aixi, la funcié que té la
capa de cél-lules epitelials com a barrera, i la pérdua de les estructures de
tipus desmosoma trenca la continuitat de la xarxa de filaments intermedis
de les estructures epitelials, provocant l'alliberament de cél-lules a partir
d’'una capa epitelial estrictament ordenada (Gotzmann et al., 2004). Un cop
les cel-lules epitelials adopten un fenotip mesenquimal es caracteritzen per
ser un grup de cél-lules individualment mobils sense polaritat baso-apical i
amb la capacitat de reorganitzar-se lliurement i moure’s en tres dimensions.
A més a més, aquestes cél-lules pateixen una aturada del cicle cel-lular
facilitant aixi a la cél-lula la plena disponibilitat del citoesquelet per tal de
dirigir els canvis morfologics i portar a terme la migracio cel-lular necessaria
durant TEM (Shook and Keller, 2003). Aquestes alteracions que
caracteritzen el procés de TEM es van analitzar a nivell molecular a traveés
de I'estudi dels processos d’histogenesi i organogénesi de ratolins knockout.
Aix0 va permetre identificar tota una série de gens que, tan regulats de

forma positiva com negativa, estaven implicats en el fenomen de TEM.



3.- Gens que modifiguen la seva expressio durant I’embriogénesi

3.1.- L’'E-cadherina

L'E-cadherina és el prototipus de cadherina de tipus |. Aquests tipus de
cadherines, formen ponts adhesius entre les cél-lules a través d’interactions
homofiliques entre un o varis dominis de tipus immunoglobulines (Ig)
presents en la seva regi6 extracel-lular i es conecten, de forma indirecta en
el citoplasma, amb els microfilaments d’actina a través d’altres dues
proteines anomenades a- i B-catenines (Kemler, 1993). La sobreexpressio
d’E-cadherina en cél-lules mesenquimals normals o transformades pot induir
la formaci6é de contactes estables cél-lula-cél-lula i donar Illoc al
desenvolupament de les unions adherents. En les cél-lules epitelials, els
contactes primerencs entre cél-lules sén mitjancats per molécules d’E-
cadherina que s’agrupen formant petits complexes d’'adhesié, els quals
acaben establint les unions adherents i promouen la formacié de
desmosomes (Adams and Nelson, 1998). Al llarg de la TEM, Ila
reorganitzacié de les unions adherents inclou el trencament de I'estabilitat
del complex seguit de la disminucié o perdua total de la proteina 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 central de [l'adhesié cel-lular i és
necessaria per a la formaciéo de I'epiteli en I'embrié i per mantenir
I'homeostasi epitelial en I'adult. La pérdua de I'E-cadherina s’ha observat de
manera consistent en els llocs on es produeix la TEM al llarg del
desenvolupament i del cancer. Aquesta péerdua provoca un augment de la
capacitat invasiva de les cél-lules tumorals in vitro i contribueix a la
transicio d’adenoma a carcinoma en els models animals (Thiery, 2002; Perl
et al., 1998).

La preséncia de mutacions que inactiven la funcié de I'E-cadherina s’ha
observat en, aproximadament, el 50% dels carcinomes lobulars de mama. A
més a més, hi han individus que presenten una mutaci6 inherent d'un al-lel
de I'E-cadherina de manera que tenen un alt risc de desenvolupar un
carcinoma gastric difus. Es per aix0, que es va catalogar I'E-cadherina com
a gen supressor de tumors. El fet de que el segon al-lel de I'E-cadherina

s’hagi trobat sempre intacte, ens fa pensar en [I'existéncia d’altres



mecanismes responsables de la perdua de funcié6 d’aquesta proteina. Una
teoria que s’ha vist reforcada en aquests Ultims anys explicaria aquest
fenomen a través d’'un mecanisme de repressio de I'expressié de la proteina
(Hennig et al., 1996). Tot i aix0, existeixen també alguns casos en que I'E-
cadherina s’expressa perd s’obté un producte no-funcional (Rashid et al.,
2001). La identificacié de varis repressors transcripcionals especifics ens ha
permés ampliar el nostre coneixement de com pot ser regulada I'expressio

de I'E-cadherina. A continuacié exposo els principals repressors identificats.

3.2.- La superfamilia de repressors Snail

El primer membre de la familia d’Snail, el propiament dit Snail, es va
descriure en D. Melanogaster, on es va veure que era essencial per a la
formaci6o del mesoderm. A partir d’aqui, es van trobar homolegs d’Snail in
diverses espécies incloent humans, altres vertebrats, no-vertebrats cordats,
insectes, nematodes, anel-lids i moluscs (Nieto, 2002). Els membres de la
familia d’Snail codifiquen per a un factor de transcripcié de tipus dits de
zenc. Tots ells tenen una organitzacié similar, es composen d'una regié
carboxi-terminal altament conservada que conté de quatre a sis dits de zenc
i d’'una regié amino-terminal molt més divergent. Els dits corresponen al
tipus C,H, i funcionen com a motius d'uni6 a I'’ADN especifics de seqliéncia

(vegeu figura I13) (Knight and Shimeld, 2001).
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Figura 13: Diagrama de la proteina Snail. S’han descrit dues regions diferents en aquesta
proteina: el domini C-terminal d'unié I'ADN (aa 152 a 264; color blau fosc) i el domini N-
terminal regulador (aa 1 a 151; colors gris i blau clar). La part C-terminal conté quatre dits
de zenc. El domini N-terminal difereix molt més entre els diferents homolegs d’Snail. En
mamifers, el domini SNAG (gris) és essencial per a la repressié. La regié més conservada de
I'extrem N-terminal, excloent el domini SNAG, correspon a un dubdomini situat entre els
residus 82 i 151 de la seqiiéncia d’'Snail de ratoli. Aquest subdomini conté una seqiéncia

d’export nuclear (NES) i una regi6 adjacent sensible a fosforilacié6 (Dominguez et al., 2003).



Gracies a diversos experiments de transfeccid, realitzats amb diferents
promotors, es va demostrar que el lloc d’'unié consens per als factors de la
familia Snail esta format per un core de sis parells de bases, 5'-CAGGTG-3’
(Mauhin et al., 1993). Aquesta seqiiencia és idéntica a 'anomenada caixa-E
que esta descrita com a lloc d'unié consens dels factors de transcripcié
bHLH, indicant aixi que les proteines Snail podrien competir amb aquests
factors per a la seva uni6é a la seqiiéncia especifica de 'ADN (H. Kataoka et
al., 2000).

Unint-se a les caixes-E, els membres de la familia Snail poden actuar
com a repressors transcripcionals (Hemavathy et al., 2000). L'activitat
repressora d'aquests factors no només depén de la seva regié d'uni6 a
I’ADN sin6 també a un domini present en la seva regi0 amino-terminal
anomenat SNAG (Snail/Gfi). Aquest motiu és molt important perqué el
factor transcripcional pugui realitzar la seva funcié repressora en les
cél-lules de mamifer (Nakayama et al., 1998) i només esta conservat en els
vertebrats. Tot i que aquest domini esta perdut en els no vertebrats, com
son Drosophila, el nematode Caenorhabditis elegans i els ascidis, la proteina
Snail d’aquests organismes presenta un domini d'unié a CtBP que I'Snail de
vertebrats no té (Nibu et al., 1998).

Per tal de classificar els diferents membres de la familia Snail, es van
realitzar uns estudis filogenetics comparant les seqiiencies de les regions de
dits de zenc presents en els diferents membres de la familia. Gracies a aixo,
van subdividir els membres de la familia d’Snail de vertebrats, en dues
subfamilies anomenades: Snail i Slug. Curiosament, en estudis posteriors es
va observar un patré d’expressio diferencial dels gens Snail i Slug segons
I'espécie, és a dir, es va veure un intercanvi de patré d’expressio entre el
pollastre i el ratoli. Aixi com en ratolins Snail s’expressava en els precursors
del mesoderm i en la formaci6 de la cresta neural, en pollastre
s'intercanviava lI'expressié d’'Snail per la d'Slug (Sefton et al., 1998). Aix0o
indicaria que, en ratolins, I'expressié d’'Snail seria el principal responsable
d’'induir la TEM necessaria per a la formacio del mesoderm i la cresta neural
mentre que, en pollastre, aquesta funcié seria rellevada pel seu homoleg
slug. En Drosophila, Snail s’expressa especificament en les cél-lules
mesodérmiques durant la invaginacié, just abans que pateixin la TEM.

Durant aquest procés, s’ha demostrat que la regulacié6 a la baixa de I'E-



cadherina és un procés essencial perque les cel-lules mesodérmiques iniciin
la gastrulacié en els embrions de ratoli (Burdsal et al., 1993). Tenint en
compte que el patré d’expressio d’Snail durant la gastrulacié coincideix en
temps i espai amb I'inici de la davallada de I’'E-cadherina, i que hi havia uns
estudis realitzats amb embrions de Drosophila mutants per Snail que
fallaven alhora de gastrular i que presentaven una reduccié de la regulacié
a la baixa de I'expressié de I'E-cadherina (Oda et al., 1998), es va plantejar
la teoria de que el gen de I'E-cadherina podria ser un bon candidat com a
gen diana d’Snail.

Efectivament, la caracteritzacié del promotor huma de I'E-cadherina va
revelar I'existéncia de tres caixes-E en el fragment proximal del promotor i
que a la vegada eren importants per a la repressié d'aquest gen en linies
cel-lulars tumorals i en fibroblasts. Diferents assatjos amb aquest promotor
van demostrar que Snail era capac d'unir-se a aquestes caixes-E i reprimir
I'expressié d'aquest gen (Batlle et al., 2000). Pero, s’han descrit també
altres gens, apart de I'E-cadherina, que durant la TEM soén regulats per Snail
de forma negativa o fins i tot positiva, directe o indirectament, com son la
repressio del marcador epitelial desmoplaquina i I'augment de I'expressié
dels marcadors mesenquimals vimentina i fibronectina (Cano et al., 2000).

Aixi, sembla ser que l'expressio d’Snail juga un paper molt 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 esmentats), cal tenir en compte que en el mesoderm d'aquests
embrions I'expressié de I'E-cadherina seguia sent més baixa que I'expressio
d’aquesta mateixa proteina en l'ectoderm dels mateixos embrions. Aixo0
indicaria que els nivells d’E-cadherina no es recuperaven del tot i que, per
tant, hi deuen haver altres repressors de I'E-cadherina que actuarien
simultaniament amb Snail durant la gastrulacié. S’han identificat alguns
factors transcripcionals de tipus bHLH que estan implicats en la pérdua de
I'expressié de I'E-cadherina i que també s’expressen en el mesoderm
embrionari, s6n els anomenats Zeb-1 (dEF1l) (Grooteclaes and Frisch,
2000), Zeb-2 (o SIP1l) (Comijn et al., 2001), E47 (Pérez-Moreno et al.,
2001) i Twist (Yang et al., 2004).



3.3.- Zeb-1i Zeb-2

El gen Zfh-1 de D. Melanogaster codifica per a dues proteines
homodlogues, anomenades Zeb-1 i Zeb-2, que contenen un homeodomini
flanquejat per dues regions d'unié a ADN de tipus dits de zenc altament
conservades: una situada a I'extrem N-terminal i l'altre a I'extrem C-
terminal. El gen Zfh-1 s’expressa en el mesoderm d’embrions primerencs i
en varies estructures derivades del mesoderm d’embrions tardans. Es
necessaria I'expressio d’'Snail i de Twist en el mesoderm perqué s’expressi
Zfh-1; en mutants d’'Snail, I'expressié de Zfh-1 esta severament reduida
(Lai et al., 1991).

Una de les proteines codificades pel gen Zfh-1 és la proteina Zeb-1, o
també anomenada O0EF1 o AREB6, que va ser caracteritzada per primera
vegada com a una proteina amb dits de zenc amb la capacitat d'unir-se a
sequéncies de tipus caixa-E donant lloc a una repressio transcripcional que
regula la diferenciaci6 dels limfocits (Geneta et al., 1994). Zeb-1 s’expressa
en teixits com el sistema nervids central (SNC), el cor, el muscul esquelétic
i les cél-lules hematopoietiques. Tot i tenir aguest ampli patré d’expressio,
ratolins Zeb-1"'" sobreviuen fins al naixement i només presenten deformitats
esqueléetiques i una deficiéncia severa de limfocits T.

Aix0 va suggerir que, segurament, existia algun altre gen relatiu a Zeb-
1 que compensava la pérdua d’expressié d'aquest factor de transcripcié en
el SNC i el mdascul. Va ser llavors quan es va clonar un altre gen
d’estructura i sequéncia molt similars a Zfh-1. Aquest gen codificava per
una altra proteina anomenada Zeb-2, o SIP1 (Postigo and Dean, 2000).
Aquesta proteina s’expressa amb alts nivells en les cél-lules pre-migratories
de la cresta neural, cél-lules que pateixen un procés de TEM, donant lloc
d’aquesta manera a l'inici de la formacié del tub neural; i és en aquest
precis moment en que aquestes cél-lules presenten una pérdua de
I'expressi6 de [I'E-cadherina (Eisaki et al., 2000; Takeichi, 1988).
Concordant amb tot aix0, es va demostrar que, de la mateixa manera que
Zeb-1, Zeb-2 també té la capacitat d'unir-se a caixes-E i reclutar el co-
repressor CtBP per reprimir d’aquesta manera I'’expressié de I'E-cadherina
(Comijn et al., 2001).



3.4.- E47

Com ja he dit anteriorment, un altre factor que podria estar implicat en
la repressi6 de I'expressi6 de I'E-cadherina durant el desenvolupament
embrionari és la proteina E47. Mitjancant un analisi d’screening (cribatge)
amb l'assaig de one-hybrid (simple-hibrid) amb llevats, es va identificar un
altre repressor transcripcional capac¢ d’'interaccionar amb les caixes-E del
promotor de I'E-cadherina, el factor anomenat E47. La proteina E47, de
tipus bHLH, es tradueix juntament amb una altra proteina anomenada E12,
també de tipus bHLH, a partir de dos transcrits produits pel gen E2A i
obtinguts per splicing (tall i empalmament) alternatiu. L’activitat
transcripcional de les proteines resultants de la transcripcié del gen E2A pot
ser regulada negativament per la seva interaccié amb una altra subclasse
de factors de tipus bHLH anomenats Id.

Per tal de correlacionar l'expressiéo del factor E47 amb la pérdua
d’expressido de I'E-cadherina durant el desenvolupament, primer cal saber
quin és el patré6 d'expressi6 de dita proteina durant aquest procés.
Mitjancant un analisi d’hibridacié in situ sobre embrions de ratoli, es va
observar que no hi havia expressié del gen E2A en els epitelis embrionaris
perdo si que s’'expressava amb alts nivells en el mesoderm d’embrions
primerencs. Per tant, la relaci6 inversa que existeix entre I'expressié d’E2A i
I'expressié de I'E-cadherina en el desenvolupament embrionari primerenc,
resulta ser un argument a favor pel que fa a l'activitat repressora que
tenen els productes del gen E2A en la regulacié a la baixa de I'expressio de
'E-cadherina i en la generacié i/o manteniment del fenotip mesenquimal.
Aquesta teoria es va demostrar a través d'uns estudis realitzats sobre una
linia cel-lular epitelial que expressava de forma estable i ectopica E47. La
sobreexpressido d'aquest factor transcripcional donava lloc a un fenomen de
TEM, amb una disminucié de I'expressié de I'E-cadherina i un augment de
I'expressi6 i de la reorganitzacié d'alguns marcadors mesenquimals (Pérez-

Moreno et al., 2001).

3.5.- Twist
Un altre possible regulador negatiu de I'expressié de I'E-cadherina és el
factor transcripcional anomenat Twist. En els organismes multicel-lulars que

ocupen un rang que va des de la Drosophila fins als vertebrats, Twist actua



com un factor transcripcional de tipus bHLH en la cascada de senyalitzacié
gue inicia el desenvolupament del mesoderm durant la gastrulacio
(Castanon and Baylies, 2002). Per tant, es va pensar en Twist com a factor
candidat inductor de la TEM.

Per demostrar aix0, es van fer experiments d'expressié ectopica
d’aquest regulador transcripcional en cél-lules epitelials de rony6 de gos i en
cél-lules epitelials de mama humanes immortalitzades en cultiu, i es va
veure que la sobreexpressi6 de Twist induia, de forma forca potent, una
TEM de les dues linies cel-lulars. La transici6 morfoldogica d'aquestes
cél-lules epitelials cap a una aparenca fibroblastica anava acompanyada per
un efecte d’'scattering (dispersi6), per l'adquisici6 de caracteristiques
migratories, per un guany de marcadors mesenquimals cel-lulars (com soén
la fibronectina, la vimentina, un “estirament” dels filaments d’'actina, i N-
cadherina) i per una pérdua de marcadors epitelials (E-cadherina, a- i y-
catenina). Sembla ser que Twist podria estar implicat en la regulacié a la
baixa de I'E-cadherina a través de les caixes-E, per0 encara queda per
determinar si la interacci6 de Twist amb aquestes caixes és directa o

indirecta (Yang et al., 2004).

3.6.- WT1

Fins aqui hem parlat de la regulacié negativa de l'expressié de I'E-
cadherina durant el desenvolupament embrionari. Perd, també cal donar-li
importancia als possibles reguladors positius de I'expressié d’'aquesta
proteina d’adhesiod, ja que, sera I'adequat balang¢ entre una regulaci6 a l'alca
i una regulaci6 a la baixa de la transcripcié d'aquesta proteina la que
determinara el patr6 d’expressié correcte de I'E-cadherina durant el
desenvolupament. Un factor transcripcional que s’ha vist molt important en
la regulaci6 positiva de I'E-cadherina és la proteina Wilms’ Tumor 1 (WT1).

Durant I'embriogenesi, WT1 presenta una alta expressié al llarg del
desenvolupament del rony6, les gonades, la melsa i en la linia mesotelial
dels organs abdominals (Pritchard-Jones et al., 1990; Pelletier et al., 1991;
Park et al., 1993; Armstrong et al., 1993; Buckler et al.,, 1991). Una
caracteristica comu d’aquests teixits és la seva transici6 mesenquima- epiteli
(TME) durant el desenvolupament embrionari augmentant, aixi, la

possibilitat de que WT1 pugui contribuir tant a la induccié com a la resposta
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de senyals de desenvolupament (Lee and Haber, 2001). L'expressio de I'E-
cadherina juga un paper molt important alhora d’induir el procés de TME
durant el desenvolupament normal. L'E-cadherina apareix en el
mesénquima metaneéfric induit, un cop la condensacié per donar lloc a la
formacio de I'epiteli ha comencat, és a dir, en el mateix moment en que
comenca a augmentar I'expressio de WT1 en el desenvolupament del ronyé
(Vestweber et al., 1985; Pritchard-Jones et al., 1990). Aixd va fer pensar en
la possibilitat de que WT1 podria estar regulant I’expressié de I'E-cadherina.
Fins al moment, se sabia que el gen de WT1 codifica per un factor de
transcripcié de tipus dits de zenc. Aquesta proteina pot unir-se a diferents
sequéncies, entre les quals trobem les seqiéncies riques en —GC- , les quals

son tipicament reconegudes pels factors EGR.

a Structure of the proteins encoded by WTT Four zinc fingers
(DMARMNA-binding domain)

1 2 3 4

Proline and glutamine-rich
transregulatory domain

Alternative splice Allermative splice
{17 amino acids) (3 amino acids: KT3)

Figura I 4: Estructura de la proteina WTL1. Les proteines codificades per WT1 tenen un
domini transregulador ric en prolines i glutamines en I'extrem amino-terminal i quatre dits
de zenc en el domini d’'uni6 a ADN/ARN en I'extrem carboxi-terminal. Té dos modificacions
de I'ARN (triangles parpura): un insert de 17 aminoacids en el domini transregulador i un

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

Mitjancant un splicing alternatiu, el gen de WT1 pot codificar per a
quatre isoformes de la proteina segons si incorporen o no una insercié de
disset aminoacids entre la regié rica en prolines i glutamines i/o una
insercié de tres aminoacids situada entre el tercer i quart dit de zenc (vegeu
figura 14). Aquesta Gltima inserci6 pot modificar la capacitat d’'uni6 de la
proteina a I'’ADN de manera que la insercidé del tripéptid impedeix que la
proteina s'uneixi a la seva seqiéncia de reconeixement. Es va analitzar la
seqliéncia del promotor de I'E-cadherina i es va identificar una seqgiiéncia de
reconeixement pel factor transcripcional WT1. Mitjancant experiments de

co-transfecci6 i d’EMSA es va demostrar que WT1 podia unir-se a la
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sequéncia reguladora present en el promotor d’E-cadherina i que, a més a
meés, tenia la capacitat d’activar I'expressiéo d’aquesta proteina d’adhesio
(Hosono et al., 2000).

Fins aqui hem donat molta importancia a la regulacié del procés de TEM
per tal de que el desenvolupament embrionari transcorri de forma correcte.
Durant I'’embriogénesi, els principals reguladors de la TEM s’expressen sota
un estricte control espacial i temporal. La desregulaci6 en |'expressio
d’'algun dels factors implicats en la TEM, o fins i tot també en la TME, pot
comportar greus problemes durant la morfogénesi desembocant en
importants malformacions o, fins i tot, en la mort pre- o post-natal de
I'organisme. Per tot aix0, és important coneixer els mecanismes pels quals
es controla I'expressio dels diferents factors reguladors de la TEM. A
continuacio, exposo un breu resum de les vies de senyalitzacié6 conegudes

fins ara implicades en aquesta regulacio.

4.- Vies de senyalitzacié implicades en la TEM

Michael Stoker i Michael Perryman van descobrir al 1985 que el
sobrenedant provenint de cultius de fibroblasts contenien una activitat
anomenada scatter que produia dit efecte sobre cel-lules epitelials Mardin-
Darby canine kidney (MDCK), aix0 va obrir noves portes a l'estudi en el
camp de la TEM. A principis dels anys 90, I'anomenat factor scatter va
resultar ser el factor de creixement dels hepatocits (HGF), lligand del
receptor c-met (Thiery, 2003).

En la majoria de models de TEM cel-lulars, la conversio fenotipica
requereix senyals externes. Existeixen una multitud de factors de
creixement i citoquines, i fins i tot components de la matriu extracel-lular,
que indueixen la TEM a través de l'activacio dels seus receptors especifics
presents en la superficie cel-lular. Factors de creixement com el factor de
creixement tumoral (TGF)-a, el factor de creixement epidérmic (EGF) o els
factors de creixement fibroblastics (FGFs) transdueixen la seva senyal a
través de l'activacié de les vies dels receptors tirosina quinasa (RTKs) que
transmetrant la seva senyal mitjancant I'activacié de la via de Ras-MAPK
(Rommel and Hafen, 1998). Es conegut també, que es requereix una
cooperacid entre la via de senyalitzacio de TGF-p i de Ras per tal d’induir la

desdiferenciacié (Janda et al., 2002). Tant TGF-3 com altres estimuls estan
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involucrats en la induccié de la TEM activant la quinasa ERK2, integrada en
la via de senyalitzaci6 de les MAPKs, i la via de senyalitzaci6 PI3K/Akt
(Grande et al., 2002).

Com he dit anteriorment, la matriu extracel-lular pot també induir la
TEM a través de la senyalitzacié per integrines i la seva quinasa associada
anomenada ILK, molécula que pot transmetre la seva senyalitzacié a nucli a
través de I'activacié per fosforilacié d’Akt (Tan et al., 2001), un factor diana
gue esta, també, per sota de les vies de senyalitzacié6 dels RTKs (Cruet-
Hennequart et al., 2003; Gary et al., 2003). Per aix0, es considera que la
molécula ILK juga un important paper en el crosstalk entre les vies de
senyalitzaci6 induides pels RTKs i les induides per les integrines. Se sap que
Akt és capac¢ de fosforilar la quinasa (IKK) responsable de fosforilar
I'inhibidor de NFkB (IkB) alliberant d’aguesta manera el factor
transcripcional que es translocara a nucli per realitzar la seva funcio
activadora (Ozes et al., 1999). ElI factor NFKB és un element regulador
homoleg al factor transcripcional Dorsal, present en Drosophila. Es
caracteritza per ser un activador transcripcional molt important alhora de
marcar el lloc d’inici dels moviments de gastrulacié i, per tant, esta
considerat un factor crucial en el desencadenament dels processos de TEM
necessaris per a la formacié del mesoderm (Ip et al., 1992).

Podem concloure aixi, que totes aquestes vies sén redundants en la
cél-lula alhora de regular la TEM entrecreuant-se entre elles de manera que
la pérdua d'una d'aquestes vies podria ser contrarestada, en part, per

I'activacidé o sobre-activacio d’alguna altra.

5.- Snail i la regulaci6 de la TEM en embriogénesi i processos
tumorals

Cada vegada més es tendeix a comparar i tragar un paral-lelisme entre
el procés de TEM que es dona durant la gastrulacié i el fenomen de
desdiferenciaci6 cel-lular que pateixen les cél-lules epitelials al convertir-se
en cel-lules tumorals capaces de migrar i envair altres teixits de
I'organisme. El factor transcripcional Snail té un paper essencial en la
coordinacio de tots els fenomens de TEM (Nieto, 2002) i aix0 el fa un ferm
candidat com a mediador del procés d’invasié que té lloc en els carcinomes.

Fins a l'actualitat, s’ha pogut establir una alta correlacié entre I'expressio
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d’Snail i la baixa o absent expressi6 d'E-cadherina en algunes linies
cel-lulars derivades de tumors de cap i coll , fetge, mama i en linies
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 cél-lules epitelials normals per acabar adoptant un
fenotip invasiu i metastatic.

El fenomen de TEM que es dona durant la gastrulaci6 és de tal
complexitat que justifica el fet que sigui un procés que hagi d’estar sotmes
a una acurada regulaci6. Per tant, tenint en compte que Snail dirigiria tots
els processos implicats en aquest procés, aquest factor transcripcional
hauria de ser capac¢ d’integrar aquelles senyals que poden desencadenar
aquest procés morfogénic de transformacié (Nieto, 2002; Ip and Gridley,
2002). Per tant, tenint en compte que aquest model de funcionament en
gastrulacié és aplicable a la transformacié tumoral, podem concloure que el
coneixement de les vies de regulacié de la TEM, a través de la regulacid
d’'Snail, durant I'embriogénesi pot acabar sent una eina essencial per

entendre el funcionament d’un procés tumoral.
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OBJECTIUS

En conformitat amb la linia investigadora del grup, els objectius

plantejats en aquest treball s6n els seglents:

M

an

i)

Examinar amb major detall els canvis induits per I'expressio
ectopica d’'Snail en cel-lules epitelials i els diferents gens que
presenten una expressio alterada.

Caracteritzar el promotor huma d’Snail i demostrar quines son
les vies de senyalitzacié inductores de la TEM implicades en
activar la seva expressio.

Estudiar I'accié reguladora transcripcional positiva donada per
WT1 en relaci6 a l'activitat repressora de la proteina Snail

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

durant la transicio epiteli-mesénquima (TEM).

ANTECEDENTS

Fins al moment, alguns autors havien observat que la pérdua de
I'expressié de I'E-cadherina era un esdeveniment que es produia forca
sovint en aquelles cél-lules epitelials que patien una transformacié tumoral.
Aix0 permetia, a aquestes cel-lules, adoptar un fenotip migratori i invasiu
(Vleminckx et al., 1991; Perl et al., 1998; Shiozaki et al., 1996). Hi havia
forces evidéncies que recolzaven la hipotesi que la regulaciéo a la baixa de
'E-cadherina en aquests processos de transformacié podria donar-se a
nivell transcripcional (Ji et al., 1997), perd el mecanisme molecular pel qual
es produiria seguia encara sense resoldre’s. La clonaci6 i caracteritzacio del
promotor de I'E-cadherina huma va revelar la preséncia de tres caixes-E
situades en el fragment proximal del promotor i que resultaven ser
importants per a la repressié d'aguest gen en linies de cél-lules tumorals i

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

Promotor d'E-cadherina

7% 29 +22
-178 o2

- . ™~
CAGGTE  CACCTG CACCTG

CAIXAE1  CAIKAEZ CAIXAES

Figura RI-1: Esquema del promotor de I'E-cadherina huma. El promotor de I'E-
cadherina clonat en el laboratori compren el fragment —178/+92. Aquesta sequéncia inclou 3
caixes E de reconeixement per Snail, dues situades per davant de I'inici de transcripcié i una

situada per darrera.

Estava descrit que aquestes caixes-E eren llocs de reconeixement per a
factors de transcripcié de tipus bHLH, perd no existien evidéncies de quins
podien ser els factors bHLH capacos d’unir-se a les seqiiéncies presents en
el promotor de I'E-cadherina i reprimir, aixi, la seva expressid. En el nostre
laboratori, es va demostrar llavors, que el factor transcripcional Snail, el

qual s’expressa tant en fibroblasts com en cel-lules de linies epitelials
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tumorals mancades d’E-cadherina, era capac d'unir-se a les tres caixes-E
presents en el promotor d’E-cadherina huma i reprimir, al mateix temps,
I'expressié d’aquest gen (Batlle et al., 2000). A més a més, també van
demostrar que I'expressiéo ectopica d’Snail en linies cel-lulars epitelials
normals induia a una péerdua de les caracteristiques epitelials i a I'adquisicié
de propietats invasives i migratories. Aquestes cél-lules patien un fenomen
de TEM. Com ja he dit en la introduccid, una de les caracteristiques d’aquest
procés és la péerdua de diferents marcadors epitelials, a més a més de I'E-
cadherina, i 'augment de I'expressié de marcadors mesenquimals. Per tant,
s'esperava que Snail no només reprimis I'expressié de I'E-cadherina siné
que també ho fes amb altres gens epitelials indicant aixi la funci6 essencial
d’'Snail en la TEM. Va ser en aquest moment quan em vaig incorporar al
grup i es va continuar el projecte d’estudiar com Snail, a més a més de
reprimir l'expressié6 de I'E-cadherina, podia esta implicat en els canvis
moleculars que pateixen les cél-lules epitelials durant la seva transformacio

tumoral.

RESULTATS

Les cél-lules transfectades establement amb Snail perden les seves
caracteristiques epitelials i es desdiferencien.

Les linies cel-lulars utilitzades en aquest estudi provenen de la
transfeccié estable d’Snail en una linia cel-lular parental anomenada HT-29
M6, en aquest treball es presenten dos dels diferents clons obtinguts, HT-29
M6 SNA1l i HT-29 M6 SNA2 (vegeu figura RI-2a). La principal caracteristica
d'aquestes cel-lules és la seva incapacitat per formar colonies i el seu
aspecte allargat (scattering). Els clons HT-29 M6 transfectats amb el
sistema tet-off poden recuperar el seu fenotip epitelial al afegir al medi de
cultiu un analeg de la tetraciclina anomenat doxiciclina, el qual evita
I'expressié d’Snail (vegeu figura RI-2a; i la referencia Batlle et al., 2000).

Es van realitzar una serie de seccions laterals dels clons HT-29 M6 que
mostraven com la sobreexpressié d’'Snail prevenia la formaci6 de la
monocapa de tipus epitelial columnar i compacta que caracteritza les
cel-lules HT-29 M6 i reduia I'espessor de la capa de 12-16 a 4-6 um (vegeu

figura RI-2b esquerra).
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FIGURA RI-2: Morfologia dels clons HT-29 M6 transfectats amb Snail. (a) Les
fotografies es van fer a 320 augments. Quan és indicat (+tet), els clons HT-29 M6 Snail es
van créixer en presencia de doxiciclina (2 pug/ml). CONT, control. (b) Els clons HT-29 M6
control i SNAL1 es van créixer en confluéncia. Es mostren talls semifins (pannell dret) i
seccions ultrafines visualitzades amb microscopi electronic (pannell de I'esquerra). M,
vesicules de moc; MV, microvellositats; TJ, adhesi6 estreta; AJ, adhesi6 adherent; D,

desmosoma; N, nucli; CON, control.

A partir d’aguestes seccions laterals, es va poder observar, de la
mateixa manera que amb els altres clons que expressen Snail, que les
cél-lules es presenten allargades i planes, amb un fenotip de tipus fibroblast
amb cel-lules disposades, ocasionalment, unes a sobre de les altres. No
s’observen contactes cel-lulars en aquests tranfectants respecte als clons
control HT-29 M6 que presenten unions estretes, unions adherents, i
desmosomes (vegeu figura RI-2b dreta). Aquests clons control també
mostren altres caracteristiques propies de ceél-lules ben diferenciades com
son estructures de microvilli i vesicules de moc.

De forma compatible amb una transicié epiteli-mesénquima (TEM), els
transfectants d’Snail també mostraven varies de les seves propietats
alterades. A més a més d’una disminuci6 de I'adhesié cel-lular, els clons que
expressen Snail s’enganxaven millor al plastic i es movien més rapidament
sobre diverses matrius com el col-lagen o la laminina (dada no mostrada).
En els fibroblasts s’'observava també un augment d’aquests dos parametres

en comparacié amb cel-lules epitelials ben diferenciades de tipus HT-29 M6.
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Els clons HT-29 M6 transfectats amb Snail i tractats amb doxiciclina eren

indistingibles dels clons controls.

Les cel-lules que expressen establement Snail presenten una
disminuci6 de I'expressié de gens marcadors epitelials i un augment
de I’expressié de gens marcadors mesenquimals.

A partir d’aguestes observacions, es va voler determinar si aquests
canvis en el fenotip cel-lular anaven acompanyats d’alteracions en
I'expressié de diferents gens. Mitjancant analisis de RT-PCR semi-
guantitativa, es va veure que els nivells d’ARN de diferents gens epitelials, a
més de 'E-cadherina, estaven disminuits en els clons HT-29 M6 transfectats
amb Snail (vegeu figura RI-3) respecte els nivells del seu control.

L’expressio de MUC-1, Citoqueratina-18 (vegeu figura RI-3) i VDR (dada
no mostrada), els quals contenen sequeéncies putatives d’unié a Snail en els
seus promotors (vegeu més endavant), disminueixen en els clons
transfectats amb Snail. D’altra banda, I'expressi6 de la Fibronectina, de LEF-
1 ide Zeb-1 esta augmentada en els transfectants d’Snail (vegeu figura RI-
3). L'augment dels nivells de Fibronectina ja s’havia descrit en cél-lules
MDCK transfectades amb Snail (Cano et al., 2000); de fet, 'augment de
I'expressié d’'aquesta proteina podria ser la responsable de la millor
capacitat de moviment i d’adhesi6 a la placa que presenten els clons Snail.
Zeb-1 i LEF-1 sén dos factors de transcripcio relacionats intimament amb el
fenotip mesenquimal. LEF-1 és la isoforma preferencial del factor cel-lular T
(TCF) en les cél-lules mesenquimals i es troba diferencialment expressat en
diversos processos neoplasics com serien els cancers de colon (Hovanes et
al.,, 2001). D’altra banda, Zeb-1 és un factor transcripcional recentment
descrit com a un factor involucrat en la repressi6 de I'E-cadherina

(Grooteclaes and Frisch, 2000).
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FIGURA RI-3: Els clons transfectats amb Snail presenten una disminucié de
I'’expressié de gens epitelials i un augment de I'expressiéo de gens mesenquimals.
L'ARN de les ceél-lules HT-29 M6 control o SNA1 o SNA2 es va obtenir mitjancant
procediments estandards. L'amplificacié de I'’ARN es va fer a través d’'uns RT-PCR one-step
(un sol pas) a partir de 500 ng d’ARN total, els productes obtinguts es van separar utilitzant
gels d’agarosa a I'1.5-2%. Les seqiiéncies dels oligonucledtuds utilitzats per amplificar cada
un dels gens estan especificats en |'apartat de Materials i Métodes, i el tamany dels
fragments amplificats es corresponen amb lo esperat. La primera linia 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’investigar els canvis de l'expressié génica que acompanyen
aquesta transicio epiteli-mesénquima, es va decidir analitzar amb major
detall la modulaci6é de tres gens representatius: dos, MUC-1 i VDR, que

estan reprimits i I'altre, Zeb-1, que esta activat.

Snail té la capacitat de reprimir directament I'expressié de MUC-1 i
de VDR.

MUC-1 esta descrit com a marcador de diversos teixits epitelials,
incloent I'epiteli de colon. La sequencia del seu promotor presenta un
tandem repetit de la sequéncia consens d’'unié a I’ADN d’snail situat a -84

pb a partir de l'inici de transcripcié (Kovarik et al., 1993). A més a més, de

20



la mateixa manera que I'E-cadherina, aquest gen és una diana putativa
directa d’Snail. Mitjancant I'analisi per Northern blot, es va corroborar que
els nivells de I'ARN de MUC-1 eren significativament menors en els clons
que expressen Snail que en els controls (vegeu figura RI-4a).

A continuacio, es va voler analitzar si la disminuci6 dels nivells de I'ARN
de MUC-1 induida per Snail era conseqiéncia de la repressié de l'activitat
del seu promotor. Per aixd, un fragment génic de 800 pb de MUC-1, que
corresponia a la sequéncia —756/+49 respecte l'inici de transcripcié (Kovarik
et al., 1993), es va clonar i insertar dins del plasmid pGL3 per davant del
gen reporter (marcador) luciferasa. Aquest promotor ja s’havia descrit com
a actiu en linies cel-lulars epitelials que expressen MUC-1 (Kovarik et al.,
1993). L’activitat transcripcional de MUC-1 era menor en els clons
transfectants d’Snail que en els control o en les cel-lules parentals (vegeu
figura RI-4b). La repressié del promotor de MUC-1 induida per Snail es va
reproduir també al transfectar transitoriament Snail en cél-lules parentals
HT-29 M6 o en altres cél-lules epitelials que expressen MUC-1. En tots els
casos, Snail va reprimir l'activitat del promotor de manera dosi-dependent
al voltant d’'un 80% (vegeu figura RI-4c).

La modificacié de I'element putatiu d’'unié a Snail del promotor de MUC-
1, mutaci6 de b5’-cacctgtcacctg-3’ a 5’-aacctataaccta-3’, va evitar la
disminuci6 de I'activitat del promotor (vegeu figura RI-4c). Anteriorment, ja
s'havia descrit que, una mutacié similar, inhibia la unié del factor Snail a les
caixes-E del promotor de I'E-cadherina i, conseqlentment, prevenia la seva
repressio (Batlle et al., 2000). Per tant, la integritat de les sequencies
d’'unié per Snail és requerida per bloquejar la transcripci6 de MUC-1. De la
mateixa manera que MUC-1, I'epiteli normal del colon huma expressa el
receptor de la vitamina D (VDR) sent aixi un altre marcador epitelial. En
condicions d’hiperplasia augmenta una mica la seva expressi6 i esta
clarament reduida en estadis avancats de carcinogénesi (Palmer et al.,
2001). Aix0 ens va fer pensar en la possibilitat de que aquest receptor fos
un gen diana per Snail. Per tal de verificar aquesta hipotesi, es va procedir
a analitzar la sequencia del promotor del VDR en busca de possibles

sequéncies consens d’'unié per Snail.

21



2z
= 100 T47D
- — T7.2Kbp g g
<5 g ZR-T5
— — 4.5Kbp 8 5
8 o | B HT-29 M6
25
3 40
e 1P
= 2 E
— s §8 %
& o0
— 188 E-MUC E-MUC
WT) (MUT)
‘@ "y & Fromotor VDR
‘{_rf’ #ﬁ‘ érf’;p d
\‘ a1 266 7
&
b
z =
2 100 1 2 100
e 2 801 <3 a0
g% 8t
o B0 =0 60
8.2 2.2
g2 40 ER 40
4 E 1 o £ 1
e 8 e 8
$2 % E
& 0 g 0
Snail

FIGURA RI-4: Snail reprimeix I'expressié de MUC-1 i VDR. (a) L'ARN obtingut a partir
de les cél-lules HT-29 M6 control o dels clons SNA1 o SNA2 es va analitzar per Northern blot
utilitzant una sonda d’ADNc de MUC-1 marcada radioactivament. 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
mostren aqui com a control de carrega. Les dues bandes detectades en aquest analisi
corresponen als dos al-lels de MUC-1 presents en aquesta linia cel-lular (Kovarik et al.,
1993). (b) Per realitzar els assatjos d’activitat de promotor en les cél-lules HT-29 M6 control,
SNA1 i SNA2 es van utilitzar 400 ng de pGL3 buit o de pGL3-promotor de MUC-1 i 25 ng de
pRTK-Luc per normalitzar I'eficiéncia de transfeccio. (c) Les diferents linies cel-lulars es van
transfectar amb 250-500 ng de pGL3-promotor de MUC-1 (salvatge o amb les caixes-E
mutades) en presencia de 25 ng de pcDNA3-Snail o pcDNA3 buit com a control, i a
continuacié es va determinar l'activitat de la luciferasa. (d) Es van transfectar de forma
transitoria cél-lules SW-480 amb 250 ng de pGL3 buit o pGL3-promotor de VDR i
concentracions creixents de RSV buit com a control o RSV-Snail (0.1-1 ng). Tots els valors
obtinguts es van normalitzar utilitzant I'activitat luciferasa de la Renilla (pRTK-Luc, 15-30
ng). Els resultats corresponen a un experiment representatiu de tres experiments

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

Efectivament, el promotor del VDR va resultar contenir tres sequéncies
homodlogues a les caixes-E presents en el promotor d’E-cadherina (vegeu

figura RI-4d, adalt). A partir d’aqui, es va procedir a clonar un fragment
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d’'uns 600 pb corresponen a la sequencia del promotor del VDR, -600/+23
respecte l'inici de transcripcid, i es va insertar en el mateix plasmid que pel
promotor de MUC-1. La co-transfeccio6 transitoria del promotor del VDR amb
concentracions creixents d’Snail van mostrar una inhibicié dosi-dependent
de l'activitat de dit promotor (vegeu figura RI-4d, abaix).

Aquests resultats demostraven que Snail podia reprimir directament
I'expressié d'altres marcadors epitelials a més a més de I'E-cadherina. Les
cél-lules SW-480-ADH corresponen a una linia cel-lular d’adenocarcinoma de
colon huma que expressen VDR. El tractament d’aquestes cél-lules amb un
analeg de la vitamina D (1,25(OH),Ds) indueix I'expressié de I'E-cadherina
(Palmer et al., 2001). La transfecci6 ectopica d’'Snail-HA en la linia cel-lular
SW-480-ADH dona lloc a una disminucio dels nivells d’expressio de VDR i
una inhibicié de la induccié de I'expressié de I'E-cadherina (Palmer et al.,
2004). Aquests resultats, obtinguts posteriorment als presentats en aquest

capitol, concordarien amb les observacions descrites anteriorment.

L'expressiéo d’Snail i de Zeb-1 provoca una gran davallada de
I’expressio de I’E-cadherina.

La induccié de I'expressio de Zeb-1 va ser també investigada. Com ja
s’ha mencionat anteriorment, Zeb-1 és també un repressor transcripcional
capacg, de la mateixa manera que Snail, de reprimir el promotor de I'E-
cadherina. Primerament, I'expressié d'aquests tres gens (Snail, Zeb-1 i E-
cadherina) es va analitzar en una col-leccié de linies cel-lulars epitelials que
expressaven quantitats variables d’E-cadherina. Degut a les petites
quantitats d’ARN corresponents als factors de transcripcié presents en les
mostres d’ARN total, es va utilitzar I'analisi per RT-PCR per detectar els
nivells d’'Snail i de Zeb-1. Només les linies cel-lulars que co-expressaven
Snail i Zeb-1 mostraven una disminucié severa dels nivells d’expressio de
I'E-cadherina (vegeu figura RI-5). En algunes linies cel-lulars, com les EpH4,
es va detectar simultaniament I'expressié d’E-cadherina i d’Snail perd no de
Zeb-1.
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FIGURA RI-5: Expressié d’'Snail i Zeb-1 en diferents linies cel-lulars epitelials.

L'expressio de I'E-cadherina es va analitzar mitjancant Western blot i a partir de mostres
lisades amb SDS provenint de les linies cel-lulars indicades (pannell superior). L'expressio de
'ARN d’Snail, Zeb-1 i Zeb-2 huma, de rata o de ratoli es va analitzar mitjangant RT-PCR
(pannell inferior). Els oligonucleotids utilitzats per amplificar Zeb reconeix tant la forma
humana com les formes de rata i ratoli; els oligonucleotids utilitzats per amplificar I’'Snail de
ratoli (mmSna) també van servir per amplificar I'Snail de rata (rn). IEC-18, linia cel-lular
IEC-18 control transfectades amb el vector buit; ILK (KD), cél-lules IEC-18 transfectades
amb la forma kinase-dead de I'lLK; ILK (AS), cél-lules IEC-18 transfectades amb un ADNc

antisense de I'lLK; ILK-13; cél-lules IEC-18 transfectades amb una forma activa de I'lLK.

També es va voler analitzar si I'expressié d’Snail estava induida en
condicions en les quals les cél-lules patien una TEM. Per aix0, es va utilitzar
com a model una linia cel-lular epitelial d’ileon de rata anomenada IEC-18
que patia un fenomen de TEM al ser transfectada amb una forma activa de
la quinasa lligada a integrines (ILK) (Hannigan et al., 1996). Quan la forma
activa de I'IlLK era expressada, les cél-lules IEC-18 adquirien un fenotip
fibroblastoide que es correlacionava amb una disminucio de I'expressio de
'E-cadherina. Encara que es van detectar certs nivells d’expressio d’Snail en
les cél-lules IEC-18 parentals, la sobreexpressié de I'lLK induia un augment

considerable dels nivells d’ARN corresponents al repressor transcripcional.



Es va trobar que la forma activa d’ILK també induia I’expressio de Zeb-1
(vegeu figura RI-5). Per tant, sembla ser que Zeb-1 seria capac¢ d'induir,
concomitantment amb Snail, I'adquisicié d'un fenotip fibroblastoide per part

de les cél-lules IEC-18.

Snail indueix I'expressiéo de Zeb-1 en clons HT-29 M6 que expressen
ectopicament Snail en abséncia de tetraciclina.

La implicacié d’Snail en I'activaci6 de Zeb-1 es va evidenciar gracies a
les dades obtingudes amb els transfectants d’Snail. Com ja s’ha mencionat
anteriorment (vegeu figura RI-3), els clons HT-29 M6 presenten nivells
augmentats de I'’ARN de Zeb-1. Gracies a aquests clons, que es
caracteritzen per poder regular I'expressié d’'Snail segons I'addicié o no d'un
analeg de la tetraciclina anomenat Doxiciclina, es va poder realitzar un
estudi més detallat de les observacions anteriors. Només es va detectar
transcripcié de Zeb-1 després de que es permetés I'expressié d’Snail al

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

HT-29 M6 HT-29 M6
CON SNA1 CON SNA1
-~ ™~ - S
Tetracycline - + - - - - -+ - + + o+
DI0 DO D2 D4 D8 D10 DO D20 D0 D2 D6 D20
Snail
ZEB1

FIGURA RI-6: Snail promou I'expressiéo de Zeb-1 en els transfectants Snail regulats
per tetraciclina. Pannell esquerra, mostra I'expressio de Zeb-1 després de la induccié de
I'expressié d’Snail. El clon HT-29 M6 SNAl es va cultivar en DMEM més FCS al 10% en
preséncia de doxiciclina (2 pg/ml) durant 30 dies. La induccié d’'Snail es va fer retirant la
doxiciclina del medi de cultiu durant els dies indicats (D). Les cel-lules control es van créixer
en abséncia de doxiciclina. Pannell dret, mostra I'expressio de Zeb-1 després de la repressio
de I'expressi6 d’'Snail. Les cel-lules HT-29 M6 SNA1 es van créixer en abséncia de doxiciclina;
I'expressié d’Snail es va reprimir afegint doxiciclina al medi de cultiu durant els dies indicats.
Els nivells d’ARN d’Snail i de Zeb-1 es van analitzar per RT-PCR. DO 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'expressid d’Snail es va detectar 4 dies després de treure la doxiciclina,
mentre que no es va detectar I'expressié de Zeb-1 fins passats 8 dies sense
doxiciclina. Per tant, sembla ser que l'expressié d’'Snail és suficient per
donar lloc a I'expressi6 de Zeb-1. D’altra banda, quan s’apaga l'expressio
d’'Snail per I'addici6 al medi de doxiciclina, els nivells d’ARN de Zeb-1 no
desapareixen immediatament, com fan els d’Snail, siné que ho fan de forma
gradual. L'estabilitat de I'ARN de Zeb-1 en abséncia d’'Snail suggereix que
Zeb-1 podria, possiblement, prolongar la repressié de gens epitelials

iniciada per Snail.

S6én necessaries concentracions majors de Zeb-1 que d’'Snail per
obtenir una repressié comparable a la produida per aquest darrer
factor transcripcional.

Es va analitzar [l'activitat repressora de Zeb-1 sobre [l'activitat
transcripcional del promotor d’E-cadherina en diverses linies cel-lulars
epitelials utilitzant un promotor d’E-cadherina proximal (-178 a +92) clonat
davant del gen reporter (marcador) de la luciferasa. La sequeéencia d’aquest
promotor conté 3 caixes 5’-CACCTG-5' on Snail i Zeb-1 poden unir-se. Zeb-
1 reprimeix l'activitat del promotor de forma dosi-dependent amb una
inhibicié maxima del 60-80% en les linies 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 repressié obtinguts per Zeb-1 i per Snail eren comparables;
tot i aixi, encara que ambdéds factors s’expressen sota el control del mateix
promotor, Zeb-1 requereix una dosi de 10 a 20 vegades més que la d’'Snail
per tal d’obtenir la repressi6 maxima en les quatre linies cel-lulars
utilitzades. Aquest efecte sobre el promotor d’E-cadherina anava
acompanyat per canvis en l'expressio de la mateixa proteina (dada no
mostrada). D'aguesta manera podem dir que Zeb-1 també té el potencial
necessari per reprimir la transcripcié de I'E-cadherina, tot i que d’'una forma
menys efectiva que Snail. D'altra banda, Zeb-2 reprimeix més pobrament el
promotor amb una repressio maxima del 40 % en les cel-lules MCF-7

(vegeu figura RI-7b).
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FIGURA RI-7: Activitat repressora epitelial de Zeb-1 i Snail. Les cel:-lules es van co-
transfectar amb 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 I'activitat de la luciferasa es va llegir 48 h després de la transfeccio i
es van normalitzar els seus valors amb els de la luciferasa Renilla. Els resultats una desviacio

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

No es van observar efectes sinergistics de I'accié repressora de Zeb-1 i
d’'Snail sobre l'activitat del promotor d’E-cadherina en experiments de
repressio simultaniament; pero si que es va observar un efecte additiu de la
repressié d’'ambdds factors sobre el promotor (vegeu figura RI-7a).

També, es va voler testar si Zeb-1 tenia la capacitat de reprimir alguna
altra diana d’Snail, com per exemple, MUC-1. Es van realitzar assatjos
d’activitat de promotor sobre el promotor de MUC-1 (descrit anteriorment) i
es va veure que, de forma semblant a Snail, Zeb-1 reprimia l'activitat del
promotor (Figura RI-7c). De forma similar als resultats obtinguts amb el
promotor d’E-cadherina, Zeb-1 és unes 10 vegades menys potent que Snail

a I’hora de reprimir el promotor de MUC-1.

27



Els nivells d’ARNmM de Zeb-2 no canvien durant la TEM.

Com ja s’ha comentat en la introduccié, 'homoleg de Zeb-1, la proteina
Zeb-2, també havia estat descrita com a un factor repressor de I'expressié
de I'E-cadherina (Comijn et al., 2001). Tot i aixi, aquest factor sembla no
respondre a l'activacié d’'Snail en cap dels experiments realitzats, i la seva
expressio no es correlaciona amb la d’Snail en les diferents linies cel-lulars
testades (vegeu figura RI-5), donat que no s’apreciaven canvis significatius
en els nivells d’expressio del factor en questio.

A més a més de les linies cel-lulars descrites anteriorment, també es
van analitzar els nivells de Zeb-2 d'unes altres linies epitelials que havien
estat forcades a adoptar un fenotip mesenquimal mitjancant la transfecci6
estable de diferents gens. Utilitzant la linia cel-lular parental corresponent a
les IEC-18, es va obtenir, apart de l'anterior linia IEC ILK-1 ja descrita
(Novak et al., 1998), la linia cel-lular IEC-Ha-Ras, la qual havia estat
transfectada amb una forma activa de I'oncogen Ha-Ras. A través de la
mateixa técnica, també es va obtenir un clon de la linia HT-29 M6 que
expressava constitutivament lI'isoforma activa de la PK-Ca (+) (Batlle et al.,
1998), la linia resultant es va anomenar M6 A4. Tots tres sistemes
cel-lulars, IEC-ILK-1, |IEC-Ha-Ras i HT-29 M6 A4 patien un procés de TEM i
presentaven, respecte a les seves ceél-lules control, una disminucié de
I'expressié de I'E-cadherina i un augment dels nivells d’ARNm corresponents
al gen marcador mesenquimal fibronectina (vegeu figura RI-8a). A
continuacié es van analitzar els nivells d’ARNm d’Snail, Zeb-1 i Zeb-2.
Mitjancant I'analisi de RT-PCR semi-quantitativa, es van poder detectar alts
nivells d’expressié del factor transcripcional Snail aixi com de Zeb-1 en els
tres sistemes cel-lulars utilitzats (vegeu figura RI-8b). De la mateixa
manera que amb les linies anteriorment analitzades, els nivells d’ARNm de
Zeb-2 no variaven significativament. Tampoc s’'apreciaven diferéncies

d’expressio pel que fa als transcrits d’Slug.
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FIGURA RI-8: L'expressi6 d'Ha-Ras i ILK-1 en ceél-lules IEC-18 i de PK-Ca en
cel-lules HT-29 M6 augmenten els nivells d’ARNm d’Snail sense variar I'expressio
de Zeb-2. L’ARN es va aillar de les linies cel-lulars indicades i els nivells de fibronectina, E-
cadherina (&) i dels repressors de I'Ecadherina (b) es van determinar per RT-PCR semi-
guantitativa, com s’ha descrit en Materials i Métodes. Es va utilitzar I'amplificaci6 de la

ciclofilina i I'actina com a controls interns de les cel-lules humanes i de rata respectivament.

Una altra linia cel-lular de la qual es van analitzar els nivells d’ARNm de
Zeb-2 va ser la linia derivada de la linia cel-lular epitelial SW-480, la SW-
480 SNA, descrita anteriorment. Aquest sistema també presentava nivells
d’expressié de Zeb-2 comparables als de la seva linia parental SW-480; no

responent tampoc a I'expressioé d’Snail (vegeu figura RI-8b).

L’activitat del promotor de Zeb-2 és major en aquelles linies
cel-lulars que han patit una TEM.

Per tal de corroborar aquests resultats, es va voler analitzar I'activitat
del promotor de Zeb-2 en les diferents linies cel-lulars descrites. Comparant
la regié 5’ de la sequéncia de 'ARNm de Zeb-2 trobat en el GenBank (NUm.
d’accés NM014795) amb la sequiencia complerta d’'un clon corresponent a
una part de la seqliiéncia genomica del cromosoma 2 huma (GenBank nuam.
d'accés AC009951.10 i NTO05058) es va observar que els primers
nucleotids transcrits de Zeb-2 corresponien a una regié del genoma situada
a uns 2500 pb de l'inici de traduccié. A partir d’aqui es va decidir aillar i
clonar en el vector pGL3 tota la regi6 de la sequiencia genomica humana

que anava des d’'uns 900 pb per davant de l'inici de transcripci6 fins a l'inici
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de traduccio, en total es van amplificar prop de 4 Kb d’ADN. A continuacio,
es va testar l'activitat d’aquest promotor en aquelles linies cel-lulars que

havien estat analitzades pels nivells dARNmM de Zeb-2.

3.9

148

2
: I
0 - H

Jiec con OOwme con [Jsw-480 con [ ms tet-oir cON
B IEC ILK-1 Eme as O sw-480 sna [E ms tet-off SNAT
B EC Ha-Ras

Zeb-2 promoter activity (fold stimulation over control)

Figura RI-9: Activitat del promotor de Zeb-2 en diferents linies cel-lulars. L'activitat
del promotor de Zeb-2 es va analitzar en les linies cel-lulars indicades. L'activitat del
promotor es va referir als valors obtinguts pel vector pGL3 buit en cadascuna de les linies.
Els nimeros indicats sobre cada barra corresponen a l'estimulacié observada del promotor
respecte el seu control; és a dir, IEC ILK-1 i |[EC Ha-Ras versus |[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 mitjanats.d. de tres experiments realitzats per duplicat.

Sorprenentment, I'activitat del promotor de Zeb-2 era major en aquelles
cel-lules que havien patit una TEM, de I'ordre de 2 a 4 vegades per sobre de
les seves respectives linies parentals epitelials (vegeu figura RI-9). La linia
SW-480 control presentava una major activitat del promotor de Zeb-2 que
les cél-lules control HT-29 M6 i IEC-18, aix0 podria explicar-se perqué, com
ja s’ha dit anteriorment, aquesta linia 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 fenotip més estirat i no formen colonies tan
compactes com les HT-29 M6 i les IEC-18. Es podria considerar que aquesta
linia cel-lular té un fenotip intermedi entre epitelial i mesenquimal.

La preséncia d’'un intr6 tan llarg, que dona lloc a una separacié d'uns
2500 pb entre I'inici de transcripcio i I'inici de traduccié de Zeb-2, ens va
suggerir que, possiblement, aquesta regié6 podria tenir alguna funcié
important en la regulaci6 de I'expressi6 de Zeb-2. Nelles et al. han
caracteritzat aquest complex promotor. Els autors, a partir de diferents
teixits i linies cel-lulars de ratoli i utilitzant les técniques de RT-PCR i &’
RACE, van obtenir una serie de diferents transcrits madurs de Zeb-2
resultants de les diferents formes d’'splicing obtingudes a partir del
processament del pre-ARNm. L’analisi dels extrems 5’ d’aquests transcrits
van revelar I'existéncia de 9 exons no-traduits en la regié 5° UTR del pre-
ARNmM de Zeb-2 i van constatar que la majoria de transcrits s’'iniciaven just
per davant de I'’exé 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 cél-lules C2C12 situat just per davant de I'ex6 US5.

5'UTR

] __________________________________________________ ] ]]IIN]I

FIGURA RI-10: Estructura de la regi6 5" UTR del pre-ARNm de Zeb-2 i les seves
diferents formes d’splicing. Estructura d’introns i exons de la regié per davant del primer
ex0 traduit del gen de Zeb-2. Les caixes negres representen exons amb llocs d’acceptacio i
donacid d’splicing definits, les caixes grises representen els exons en els quals no s’ha trobat
lloc d’acceptacié d'splicing. Les fletxes amb un +1 representen els 3 possibles promotors de
Zeb-2, en gris tenim els dos promotors amb poca activitat i en negre tenim el promotor més

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

A partir d’aqui, Nelles et al., van aillar i clonar el promotor situat a I’'exd
U5 i van analitzar la seva activitat en cél-lules provenint d’'una linia cel-lular
humana de carcinoma epitelial de mama. Va resultar que el promotor situat

en I'ex6 U5 presentava una activitat d’entre 6 i 7 vegades per sobre del
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control (Nelles et al., 2003). La comparacio de la regidé de ’'ADN que haviem
clonat en pGL3 amb les dades obtingudes per Nelles et al., va revelar que la
sequéncia del promotor de Zeb-2 clonada incloia el promotor més actiu,
situat per davant de I'exé U5 de manera que s’obtenia un pre-ARNm que
podia processar-se segons calgués en cada linia cel-lular utilitzada (vegeu
figura RI-11).

Donats els resultats obtinguts fins al moment, en els quals s’aprecia una
incongruéncia entre I'analisi dels nivells de 'ARNm de Zeb-2 i les diferents
activitats del promotor en les diverses linies cel-lulars testades, es va
pensar en una possible regulacié de I'expressié de Zeb-2 a nivell post-

traduccional.

a ARNm sense Zeb-2
ATO
—
AN

5 us E1 3

Regid gendmica amplificada i ¢lonada en pGL3

-500 +1 +3299

Uz2-u3— U4 J— Us E1 Luciferasa

Figura RI-11: Esquema del promotor de Zeb-2 clonat en el laboratori. (a) Esquema
de 'ARNm sense de Zeb-2. Inclou I'ex6 no-traduit U5 que no es perd en el processament de
I’ARNm de Zeb-2. Tenim marcat l'inici de transcripcid (+1) i I'inici de traducciéo (ATG). (b)
Regi6 genomica amplificada i clonada en el plasmid pGL3 just per davant del gen de la
Luciferasa. En rosa situem els diferents introns presents en aquesta seqiieéncia. Com es pot
observar, entre I'exd U5 i I'exd 1 hi ha un intré d’'uns 2500 pb que provoca una important

separacio entre l'inici de transcripcié i I'inici de traducci6.

La linia IEC control que presenta una baixa activitat del promotor de
Zeb-2 conserva I'intré de ’'ARNm antisense de Zeb-2 mentre que les
linies IEC ILK-1 i IEC Ha-Ras el perden.

En el mateix treball realitzat per Nelles et al. abans esmentat, es fa
referéncia a l'existéncia d’'una série de sequencies EST, tant de ratoli com
d’huma, que es corresponen clarament amb uns transcrits antisense
derivats de la regio 5° UTR de Zeb-2. Totes les sequencies dels EST es
situen aproximadament a 2 Kb per davant de I'ex6 1 del gen de Zeb-1 i

pateixen també processament per splicing (vegeu figura RI-12).
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Figura RI-12: Estructura de I'ARNm antisense de Zeb-2. Esquema del transcrit
antisense de Zeb-2 de ratoli i localitzacié dels exons antisense trobats en el clon 832523
(fletxes grises) respecte a la sequéencia 5° UTR del gen de Zeb-2. Requadrat en blau es
mostra la regi6é altament conservada entre ratolins i humans (figura modificada, Nelles et al.,
2003).

Comparant les dues seqliéncies dels transcrits antisense de ratoli i
huma s'observa [I'existéncia d'una regié, d’aproximadament uns 230
nucleotids, altament conservada entre aquestes dues espécies i que dins
d'aquesta regié hi ha un lloc d'splicing també conservat (vegeu figura RI-
12, regi6 blava). Es va voler analitzar la preséncia d’aquests transcrits
antisense en les diferents linies cel-lulars. Mitjancant la técnica de RT-PCR i
utilitzant uns oligonucleotids que s’anellaven a la regi6 més conservada de
FARNM antisense a costat i costat de I'splicing conservat en ambdues
especies, es va veure que la majoria de linies cel-lulars analitzades
presenten un transcrit d’'uns 266 nucleotids excepte les linies cel-lulars 1EC-
ILK1 i IEC-Ha-Ras que tenen una disminucié dels nivells dels transcrit de
266 nucleodtids i un augment d’expressié d'un transcrit de 166 nucleotids
també present en la seva linia cel-lular parental (vegeu figura RI-13a).

La seqlenciacié d’aquests dos transcrits antisense, el de 266 i el de 166
nucleotids, va revelar la preséncia d’un intré de 100 pb en el transcrit més
llarg (el de 266 pb) i que justament corresponia a I'intrd situat en I'splicing
conservat entre les dues espeécies. Al comparar la seqiiéncia del transcrit
antisense, incloent la sequéncia de I'intré, amb la sequéncia 5 de ’ARNm
sense de Zeb-2 es va observar que, aproximadament, els primers 400 pb
del transcrit sense de Zeb-2 es complementaven amb 400 pb del transcrit
de Zeb-2 antisense quan aquest conservava l'intré (vegeu figura RI-13b).

La pérdua d’aquest intr6 en el transcrit antisense de Zeb-2 fa que es
perdin 100 pb de complementarietat amb el transcrit sense d’aquesta

proteina. A més, aquest intr6 esta sempre present en el transcrit sense de
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Zeb-2 ja que se situa quasi totalment dins de I'exé U5 que, com ja s’ha dit
anteriorment, es manté en el transcrit sense corresponent al factor de
transcripcié. Per tal de descartar la possible amplificacié d’ADN gendmic a
I'hora de veure la preséncia de l'intr6 en els transcrits corresponents al
I'antisense de Zeb-2, es van amplificar les diferents mostres d’ARN amb el
mateix kit d’amplificacio pero inactivant la transcriptasa reverse. Aquests
controls van mostrar que, efectivament, I'amplificacié de l'intr6 prové de
’ARNmM antisense de Zeb-2 i no de la possible contaminacié d’ADN gendmic

(dades no mostrades).
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Figura RI1-13: Nivells d’expressié de ’ARNm antisense de Zeb-2 en diferents linies
cel-lulars. (a) L'expressi6 de I'’ARNm antisense de Zeb-2 es va analitzar per RT-PCR
utilitzant uns oligonucleodtids que anellen a banda i banda de I'intré altament conservat entre
les diferents especies, d’aquesta manera es pot identificar la preséncia o abséncia de dit
intr6. Per descartar la possible amplificaci6 d’ADN genomic present per contaminacié es va
fer la mateixa RT-PCR pero havent inactivat previament la transcriptasa reverse durant 10
minuts a 95°C. (b) Esquema de la regié 5’ de 'ARNm sense de Zeb-2 madur on es pot veure
I'inici de la transcripcié (+1), la regié corresponent a I'ex6 U5 (quadre blau) que no sera
traduit, part de I'exé 1 (quadre verd) on es mostra l'inici de la traducci6, la regio
corresponent a l'intré de ’ARNm antisense (quadre vermell) que no es perd en ’ARNm sense
de Zeb-2 ja que forma part de quasi tot I'exéd U5, i finalment, es mostra la regi6

complementaria de ’'ARNmM sense de Zeb-2 amb ’ARNm antisense (quadre groc).
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Els clons M6 A4, M6 tet-off SNAL1 i SW-480 SNA, que experimenten
una TEM, conserven l'intré situat entre I'exé U5 i I'ex6 1 del
transcrit sense de Zeb-2.

Es va voler estudiar la preséncia o abséncia de la regi6 situada entre
I'ex6 U5 i I'exd 1 del transcrit sense de Zeb-2. Per aix0 es van utilitzar uns
oligonucleotids que anellen dins de la sequéncia present entre I'exd U5 i
I'exd 1 i dins de I'ex6 1, just per davant de I'ATG (vegeu figura RI-14a).
Utilitzant aquests oligonucleotids i fent un analisi per RT-PCR de les linies
anteriorment presentades, es va observar que les linies HT-29 M6 A4, HT-
29 M6 SNAL1 i SW-480 SNA conserven aquest llarg intré respecte les seves
linies cel-lulars control (vegeu figura RI-14b). Aix0 suggeriria que les linies
cel-lulars que pateixen una TEM conservarien aquest intro en el transcrit
sense de Zeb-2 provocant l'allunyament de la regié de complementarietat

de I'inici de traduccio.
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Figura RI-14: Analisi de la preséncia o abséncia de la regi6 situada entre I'exd U5 i
I’exd1 del transcrit sense de Zeb-2. (a) Esquema de I'extrem 5’ del transcrit de Zeb-2
amb l'intr6 inclos (rosa). Les petites fletxes indiquen els llocs d’anellament dels
oligonucleotids utilitzats per amplificar I'intr6. (b) A partir de 'ARNm total de les diferents
linies indicades i utilitzant un oligonucleotid antisense que anella per davant de I'ATG i un
altre oligonucleotid sense que anella dins de la regi6 situada entre I'exd U5 i I'ex6 1 (tots dos
descrits en Materials i Métodes) es va amplificar un fragment d’'uns 600 pb en aquelles linies
gue conserven la regié d’anellament amb ['oligonucledtid sense indicant la presencia

d’aquesta regi6.
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DISCUSSIO

Sota certes circumstancies, les cél-lules epitelials poden patir canvis en
el seu fenotip i convertir-se en cél-lules mesenquimals. Com ja s’ha dit en la
introduccid, aquest procés de TEM s’ha observat en diverses fases del
desenvolupament embrionari i, també, s’ha arribat a comparar amb els
processos d’invasié de ceél-lules tumorals i de metastasi. Com ja s’ha dit, la
transcripcié6 de I'E-cadherina esta regulada a la baixa durant aquests
processos (Vleminckx et al., 1991; Perl et al., 1998). Tot i aixi, la TEM
també té a veure amb la disminucié d'altres molécules especifiques de teixit
o altres marcadors epitelials diferents a I'E-cadherina i amb l'augment de
molécules associades amb el fenotip mesenquimal (Hay, 1995). Com ja s’ha
comentat anteriorment, esta descrit que el repressor transcripcional Snail
pot bloguejar I'expressié de I'E-cadherina per la seva unidé especifica a les
caixes-E presents en el seu promotor, pero el mecanisme pel qual altres
molécules sén regulades en la TEM ha estat poc estudiada. Estudis genétics
fets en Drosophila han revelat que dos factors transcripcionals, Snail i Twist,
regulen l'expressié de gens epitelials i mesenquimals, tot i que diversos
gens mesenquimals també poden ser regulats per altres factors
transcripcionals com so6n Dorsal o Tailless (Casal and Leptin, 1996).
Diversos estudis de desenvolupament aixi com diversos resultats obtinguts
de la transfeccio de cél-lules epitelials van indicar que Snail té la capacitat
d’'induir una complerta TEM quan es transfectat en cel-lules epitelials en
cultiu. Es va aprofitar aquesta avantatjosa capacitat d’'Snail per estudiar els
mecanismes de repressi0 de gens epitelials i d’activaci6 de gen
mesenquimals.

Altres gens epitelials diferents a I'E-cadherina, com sén MUC-1, VDRi la
citoqueratina-18, també presenten caixes-E en els seus respectius
promotors. Els resultats exposats anteriorment mostren que el nivells
d’ARNm d’aquests gens, MUC-1 i citoqueratina-18, disminueixen després de
la transfeccié d’'Snail (vegeu figura RI-3) i que la repressi6 de MUC-1
requereix que les caixes-E estiguin intactes (vegeu figura RI-4). A més a
més, sembla ser que tant MUC-1 com VDR tenen un mecanisme de
regulacié comu al de I'E-cadherina i que involucra Snail. Tot i aixi, altres

factors transcripcionals amb afinitat per aquestes mateixes sequéncies
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podrien també participar en la regulacidé negativa de la transcripcié de MUC-
1, VDR i de I'E-cadherina.

Entre el gens regulats positivament per Snail tenim el repressor
transcripcional Zeb-1 que també té la capacitat d'unir-se a les caixes-E com
Snail. Com ja s’ha dit en la introduccid, Zeb-1 i Zeb-2 s6n homolegs a Zfh-1
de Drosophila el qual s’activa per sota d'Snail en el desenvolupament
embrionari. Snail es requereix per a lI'expressié de Zfh-1 en el mesoderm
primerenc; en mutants d’Snail, I'expressi6 de Zfh-1 esta severament
reduida (Lai et al., 1991). Els resultats obtinguts en aquest treball a partir
de clons estables i induibles 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
activi directament el promotor de Zeb-1 ja que (i) el temps que es
requereix per augmentar I'activitat del promotor de Zeb-1 és major (entre 3
i 6 dies) que el necessari per reprimir els promotors de MUC-1, VDR O E-
cadherina (dades observades per Sandra Guaita) i (ii) I'expressié de Zeb-1
es va detectar 4 dies després de que s’induis I'expressioé d’Snail en els clons
induibles (vegeu figura RI-6).

Zeb-1, de la mateixa manera que Snail, bloqueja la transcripcié de I'E-
cadherina i de MUC-1 quan es transfecta en cel-lules epitelials. A més a
més, cél-lules de linies tumorals amb una severa reduccié de I'E-cadherina
expressen ambdds factors, Snail i Zeb-1 (vegeu figura RI-5), i Snail i Zeb-1
presenten una activitat repressora additiva (vegeu figura RI-7). A més de la
regulacié positiva de Zeb-1 en els clons induibles d’Snail, quan s’apaga
I'expressié d’'Snail, I'expressié de Zeb-1 necessita al voltant de 20 dies per
retornar gradualment als seus nivells basals (vegeu figura RI-6). Aquests
observacié indica que, en circumstancies en que l'expressié d’'Snail és
transitoria, Zeb-1 prolongaria la repressio dels gens epitelials primerament
blogquejats per Snail. En consonancia amb aquesta hipotesi cal indicar que,
en embrions de Drosophila, I'expressié de Zfh-1 persisteix després de la
regulacié a la baixa d’'Snail (Leptin, 1991; Gray and Levine, 1996). Tot i
aixi, mentre que els ratolins mutants KO per Snail no s6n viables degut a
una gastrulacié defectiva (Carver et al., 2001), Zeb-1 és dispensable per
dur a terme aquest procés. Animals KO per Zeb-1 poden acabar el seu

desenvolupament, tot i que presenten severes deficiencies en la produccio
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de cél-lules T en el timus i diversos defectes esquelétics (Takagi et al.,
1998). Per tant, Snail, perdo no Zeb-1, és necessari per a la regulacié a la
baixa de I'E-cadherina requerit per donar lloc a una correcta gastrulacio.

L’analisi de linies cel-lulars tumorals amb diferents caracteristiques
epitilials o mesenquimals com sén les cél-lules intestinals IEC-18 que
expressen la quinasa activa ILK mostren una alta correlacid inversa entre
I'expressié de Zeb-1 i de I'E-cadherina. Aquesta correlacié és millor que la
presentada entre Snail i I'E-cadherina detectada en algunes linies cel-lulars
que expressaven ambdues proteines. Tot i aixi, dades recents del nostre
laboratori indiquen que la preséncia d’'Snail no sempre es correlaciona amb
la seva activitat en algunes linies cel-lulars, les quals expressen
concomitantment E-cadherina, ja que tenen la proteina Snail fora del nucli
(Dominguez et al., 2003). Aquest resultat, juntament amb I'obtingut amb
els ratolins KO, suggereix que Snail és un element clau a I’hora de controlar
la transcripcié de I'E-cadherina i de portar a terme la TEM i, a més a més,
d’'induir I'expressié de Zeb-1 en varies linies cel-lulars epitelials. Tot i aixi,
en alguns tumors, I'expressio de Zeb-1 podria no ser induida per I'activacio
d’'Snail o bé, per mutacions en el seu promotor, o per l'activacié d’'alguns
dels seus factors transcripcionals activadors i, d’aguesta manera, Zeb-1
podria mediar la repressio de I'E-cadherina.

Totes les linies cel-lulars testades van mostrar expressio de Zeb-2
independentment de I'expressié d’'Snail i d’E-cadherina (vegeu figura RI-5 i
RI-8). Aguesta expressié de Zeb-2 no es va veure modificada ni en les
cél-lules induides a patir una TEM com so6n les IEC IL-K1, |IEC Ha-Ras o M6
A4 ni en les cél-lules transfectades amb Snail com sén les M6 SNAL1 o les
SW-480 SNA. Tot i aixi, I'estudi de I'activitat del promotor de Zeb-2 en les
linies cel-lulars préviament analitzades per RT-PCR, va revelar que les linies
cel-lulars que han sofert una TEM presenten una activitat del promotor
major que l'activitat obtinguda en les seves respectives cel-lules epitelials
parentals (vegeu figura RI-10). Per realitzar I'analisi de I'expressié de Zeb-2
per RT-PCR, es van utilitzar uns oligonucleotids que anellaven dins de la
regié codificant de Zeb-2. L’incongruencia observada entre els nivells
d’ARNm i l'activitat del promotor, que no és meés que el reflex de la
quantitat de proteina Luciferasa expressada a partir del promotor analitzat,

es podria explicar a través d’'una possible regulacié post-tarnscripcional de
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Zeb-2. Alguns autors han descrit I'existéncia d’'una série d’ARNmM antisense
naturals presents en els procariotes que formarien part de la maquinaria
general del control de I'expressié génica (Lacatena and Cesarini, 1981;
Csiszar et al., 1987; Simons and Kleckner, 1988; Wagner and Simons,
1994). En tots els exemples de procariotes estudiats, els transcrits
antisense donaven lloc a la disminuci6 de [I'expressio dels seus
corresponents transcrits sense. Tot i aixi, no existeixen evidéncies
experimentals que descartin la seva possible implicacié en un mecanisme de
regulacié positiva de I'expressio.

La descripcié que es va fer I'any 1981 en la qual es demostrava que les
dues cadenes d’ADN mitocondrial podien ser transcrites, tant en ratolins
com en humans, juntament amb la descripcid d'una serie de transcrits
sense i antisense que podien complementar-se, en Drosophila, van donar
lloc a I'estudi d’'un gran nimero d’ARN antisense endogens. Es van arribar a
descriure un gran numero de transcrits antisense en varis organismes:
virus, insectes, amfibis, ocells i mamifers (rates, ratolins, vaques i humans).
A més a més, aquests ARNm estan molt conservats entre les diferents
espécies. Aquests transcrits antisense també poden tenir la capacitat de
codificar proteines, i poden jugar un paper molt important en la regulacié de
I'expressié dels seus transcrits sense respectius, gracies a la seva
complementarietat. Els transcrits antisense poden hibridar-se amb el
transcrit sense i modificar, d'aguesta manera, la seva expressid (Vanhée-
Brossollet and Vaquero, 1998). Els diferents mecanismes implicats en la
funcid reguladora d’aquests transcrits antisense inclouen la degradacié de
’ARNmM sense diana, la regulacié de I'splicing del pre-ARNm o el control de
la traduccio dels ARNm sense complementaris (Lehner et al., 2002).

Com ja he comentat anteriorment, Nelles et al. van descriure
I'existéncia d’'un ARNm antisense de Zeb-2. Aquest transcrit 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 esta altament conservat entre
les diferents espécies i regula la preséncia o abséncia d'un intré
d’aproximadament 100 nucleotids. Resulta que el manteniment d’'aquest
intr6 en el transcrit antisense de Zeb-2 dona lloc a una regi6 de
complementarietat d’'uns 400 pb amb la regié 5’ del transcrit sense de Zeb-

2 madur, just per davant de l'inici de traduccio (vegeu figura RI-13b). Aix0
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suggeriria que possiblement I'’ARNm antisense de Zeb-2 amb lintré
conservat podria formar un duplex amb ’ARNm sense i, d’aquesta manera,
impedir I'entrada del complex ribosomic per I'extrem 5 de I'ARNm, la qual
cosa donaria lloc al bloqueig de la traduccié de ’'ARNm sense. Pel que fa a
les cél-lules IEC ILK-1 i IEC Ha-Ras, els resultats obtinguts recolzarien
aquesta hipotesi ja que '’ARNm antisense de Zeb-2 perd, en major part,
I'intré i augmenten els nivells d’ARNm antisense sense intr6 respecte els
nivells de les IEC parentals (vegeu figura RI-13a), coincidint d’aguesta
manera amb l'augment de l'activitat del promotor de Zeb-2 en les dues
linies que han patit el procés de TEM que no és més que el reflex de la
guantitat de proteina traduida.

En canvi, les linies cel-lulars M6 A4, M6 tet-off SNAL1 i SW-480 SNA
mantenen l'intré6 de 'ARNm antisense igualment que les seves respectives
linies parentals (vegeu figura RI-13a). Per tant, sembla ser que els resultats
obtinguts en aquestes linies no s’explicarien a través de la hipotesi
plantejada. L'organitzaci6 dels gens Zfhxla (que codifica per Zeb-1) i
Zfhx1b (que codifica per Zeb-2) divergeixen en les seves sequéncies 5.
Mentre que el gen Zfhxla té el lloc d’inici de transcripcié molt proper a I'inici
de la traduccio, el gen Zfhx1b té una organitzacio de I’extrem 5" molt més
complexa de manera que presenta el seu inici de transcripci6 a una
distancia d’entre 2 i 3 Kb de l'inici de transcripciéo (vegeu figura RI-11b)
(Nelles et al., 2003). Aix0 juntament amb el fet que els exons presents en
aquesta regié (exons Ul a U9) estan molt conservats entre les diferents
espeécies suggeriria que aquesta area podria ser molt important a I’hora de
regular la transcripcio o la traduccié del gen Zfhx1b.

Segons Nelles et al. la pérdua de la regié situada entre els exons U5 i
I'exd 1 esta conservada en els vertebrats inferiors. Els resultats obtinguts en
aquest treball indiquen que les linies que han patit una TEM (M6 A4, M6 tet-
off SNAL1 i SW-480 SNA), excepte les IEC ILK-1 i les |IEC-Ha-Ras, mantenen
aquesta regié. D’aquesta manera, la regié6 de complementarietat que hi ha
entre 'ARNm antisense de Zeb-2 i la regié 5" de 'ARNm sense del mateix
gen s'allunya del lloc d’inici de la traducci6. Aquesta diferéencia en la
regulacié de la preséncia o absencia d’'uns o altres introns entre les linies
M6 A4, M6 tet-off SNALl, SW-480 SNA i les linies IEC ILK-1 i IEC Ha-Ras

podria ser deguda a diferéncies entre espeécies ja que estem comparant
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linies cel-lulars humanes i de rata. En les cel-lules eucariotes existeixen dos
grans mecanismes responsables de l'inici de la traducci6é (i) un mecanisme
dependent de cap i (ii) un altre mecanisme dependent d'un lloc intern per a
I'’entrada del ribosoma (sequéncies IRES). Aquest Gltim mecanisme es basa
en el reclutament, per part de 'ARNm, de la subunitat ribosomal 40S de
forma independent de cap, de manera que el ribosoma reconeix una
estructura secundaria formada en el 5° UTR (Pickering and Willis, 2005).
Sabent aix0, existeix la possibilitat de que la regié6 mantinguda entre I'ex6
U5 i I'ex6d 1 presentés una sequéncia IRES que permetés reclutar el
ribosoma independentment de cap que, en el cas de les cel-lules M6 A4, M6
tet-off SNAL1 i SW-480 SNA, guedaria inutilitzat pel duplex format entre
I'exd U5 del transcrit sense i FTARNM antisense de Zeb-2. D’aquesta manera,
les linies cel-lulars que presenten l'intr6 en I'ARNm antisense pero que
mantenen la seqliéncia situada entre I'exdé U5 i I'exé 1 de I'’ARNmM sense
podrien reclutar els ribosomes a partir d’alguna sequéncia IRES present en
aquesta regié. En aquests moments, el nostre laboratori esta portant a
terme la identificacié d’algun possible lloc IRES en aquesta regi6. A la taula
RI-1 s’exposa un resum dels resultats obtinguts sobre la regulacié de

I'expressié de Zeb-2.

Intr6 ARNm antisense Intr6 ARNm sense Sintesi proteica Linies cel-lular
Zeb-2 Zeb-2
No No Traduccio IECILK-1
IEC Ha-Ras
Si No No Traducci6 IEC CON
M6 CON
M6 tet-off CON
SW-480 CON
Si Si Traduccio M6 A4
M6 tet-off SNAL
SW-480 SNA

Taula RI-1: Taula resum de la regulacié traduccional de Zeb-2. Aquesta taula
resumeix les diferents combinacions de preséncia o abséncia dels diferents introns analitzats,
del transcrit sense i de I'antisense, i la seva repercussio en la traduccié de '’ARNm sense de

Zeb-2 en diferents linies cel-lulars.
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Com es pot veure en la figura RI-12, 'ARNm antisense, tant de ratoli
com d’huma, té altres llocs d’splicing a més a més del que hem analitzat en
aquest treball (vegeu figura R-14) . Una possible explicaciéo de quin seria el
mecanisme pel qual es conservaria la regi6 situada entre I'exdé U5 i I'ex6 1
de ’ARNmM sense de Zeb-2 consistiria en analitzar la preséncia o abséncia de
I'intré 1 que hi ha just per davant de I'intré 2 que és el que hem analitzat en
aquest capitol (vegeu figura RI-15). Si aquest intré es conservés, la regié
complementaria que abans només afectava a I’exdé U5 de '’ARNm sense de
Zeb-2 s'estendria al llarg de bona part de lI'intr6 que separa l'exé U5 de
I'exéd 1 (vegeu figura RI-15) de manera que emmascararia el lloc de
donaci6é d’'splicing present en I'ex6 U5 i aquest no es podria produir,

conservant, d’aquesta manera, tota la regid present entre I'exd U5 i I'ex6 1.

ATG
—_—
+1 +411 +2820 |
pre-ARNm
SEnse U5 E 1
Zzb-2 huma
Ext 3 Ex5 2 Exé 1
INTRE 2 INTRO 1
ARMm 1100 pl) {344 pi 1871 ph
antisense
Zab-2 ratoll
Ext 4 Ex6 3 Exd 2 Exb 1
ARMm 2185 pb
antisense
feb-2 huma
INTRO 3 INTRG 2 INTRG 1
(446 b} {100 pit) {283 pb)

Figura RI-15: Organitzacié dels introns i exons dels ARNm antisense de ratoli i
huma. L’ARNm antisense de Zeb-2 de ratoli presenta 3 exons i 2 introns (rosa) i I'ARNm
antisense de Zeb-2 huma té 4 exons i 3 introns (rosa). L'intro 2, tant de ratoli (que presenta
una alta homologia amb el de rata) com d’huma, correspon a l'intr6 analitzat en el treball.
L'intré6 1, tant de ratoli com dhuma, tot i tenir llargades diferents, mantenen una
complementarietat de quasi el 100% amb la regié nucleotidica continua a I'exé U5 de 'ARNmM
sense de Zeb-2 huma. Sequéncies EST: ARNm sense Zeb-2 huma (NMO014795), ARNm
antisense Zeb-2 ratoli (A1549808), ARNmM antisense Zeb-2 huma (BE048858).

Resumint podriem dir que, pel que fa als introns de I'ARNm de
I'antisense, la preséncia de I'intré 2 regularia de forma negativa la traduccio
de la proteina mentre que la preséncia de I'intré 1 la regularia positivament
i, @a més a més, la regulacio positiva de la preséncia de I'intr6 1 prevaldria
per sobre de la regulaci6 negativa de la preséncia de l'intr6 2. Per tant,

seria la regulaci6 de I'splicing de I'ARNm antisense el que regularia la
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traduccié o no de la proteina, regulant indirectament I'splicing de I’ARNm
sense de Zeb-2. Per tant, I'estudi de la regulacié de intr6 1 de I'ARNm
antisense aportaria més dades que recolzarien aquesta hipotesi. A
continuacio s’'exposa un esquema resum en el qual es planteja un possible
mecanisme de la regulacié de la sintesi de la proteina de Zeb-2 consistint
en la regulacié indirecta de I'splicing de ’ARNm sense de Zeb-2. Tot i aixi,
cal recordar, que algunes premisses no han estat encara comprovades

(vegeu figura RI-16).
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Figura RI-16: Les diferents formes d’splicing de I'’ARNm antisense podria regular la
sintesi de la proteina Zeb-2. El pre-ARNm antisense de Zeb-2 podria patir diversos
splicings alternatius que donarien lloc a diferents formes de '’ARNm antisense madur. (a) El
pre-ARNm antisense podria perdre els dos introns i donar lloc a un ARNm antisense madur
amb varis gaps (de 100 i 283 pb) entre les regions complementaries a '’ARNm sense de
manera que no es produiria el duplex entre les dues cadenes. Aix0, afavoriria I'splicing de la
regié situada entre I'ex6 U5 i I'ex6 1 (E1) ja que el lloc donador d’slicing de I'exé U5 i el lloc
acceptor de I'splicing de I'ex6 1 estarien al descobert. D'aquesta manera, les subunitats del
ribosoma s’acoblarien a I'extrem 5’ de I'’ARNm sense i, escanejant tota la seqlencia,
comengaria la sintesi de la proteina de Zeb-2 al reconéixer 'ATG. (b) El pre-ARNm antisense
podria processar tots els seus introns excepte I'intr6 2 que es conservaria. Aixo afavoriria la
preséncia d'una seqiiencia d’'uns 400 pb complementaris, al quasi 100 %, a I'extrem 5’ de
'ARNmM sense. Tot i aixi, aquesta complementarietat deixaria al descobert el lloc donador
d’splicing de I'exé U5, la qual cosa, provocaria la pérdua de I'intré U5-1. Al haver-hi el duplex
format en I'extrem 5’ de ’'ARNm sense, el ribosoma seria incapa¢ d’entrar per aquest extrem
per escanejar la seqiiéncia i no es produiria la sintesi de Zeb-2. (c) El pre-ARNm antisense
podria conservar els dos introns, intr6 1 i intr6 2, donant lloc a una complementarietat d’'uns
700 pb amb 'ARNm sense. A més a més, la formacié d'aquest duplex emmascararia el lloc
donador d’splincing de I'ex6 U5 inhibint d’aquesta manera la perdua de la regié U5-1. La
possible preséncia d'una seqiiéncia IRES en aquesta regié permetria el reclutament del
complex ribosomic de forma independent a I'entrada per I'extrem 5’ afavorint d'aquesta

manera la traduccioé de la proteina.
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En aquest esquema no s’ha tingut en compte la possible regulacié de I'splicing de I'intr6 3 de
IARNmM antisense huma, s’ha centrat en els introns 1 i 2. aquesta explicaci6 s’ha fet amb

I’ARNmM antisense huma pero valdria d’igual manera per ’ARNm antisense de ratoli.
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CAPITOL lI: Regulaci6 de la transcripcio d’Snail.

ANTECEDENTS

S’han descrit alguns factors capacos d’'induir fenomens de TEM en
diversos sistemes cel-lulars (Hay, 1995). Tenint en compte que Snail és un
factor important a I’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 activessin una seérie de vies de senyalitzacié responsables de
I'activacié de I'expressiéo d’Snail. Els ésters de forbol (TPA o PMA) sén
capacos d'induir una TEM, i en alguns sistemes sembla ser que ho fan a
través de la PK-Ca, ja que linies estables d’HT-29 M6 que sobreexpressen
una forma activa d’aquesta quinasa presenten un fenotip compatible amb la
TEM (Batlle et al., 1998). Encara més, I'aspecte fenotipic i el comportament
biologic d’aquestes cél-lules és forca semblant al dels clons estables d’'HT-29
M6 que expressen constitutivament Snail. Aix0 ens faria pensar en la
possibilitat de que PK-Ca pogués induir un fenomen de TEM a través de
I'activacio de I'expressié d’'Snail.

Una altra via de senyalitzacié implicada en la induccié de la TEM és la
PI13K/Akt (Grille et al., 2003). ILK té la capacitat de regular positivament, de
forma dependent de PI3K, l'activitat de I’Akt mitjancant la seva fosforilacié
(Delcommenne et al., 1998). La sobreexpressié de la quinasa ILK promou
una transformaciéo tumoral acompanyada de la pérdua d’expressiéo de I'E-
cadherina (Somasiri et al., 2001). S’ha vist que un alt percentatge de polips
provenint de pacients amb poliposi adenomatosa familiar (FAP) o de
carcinomes de colon presentaven un augment de I'expressié i de l'activitat
de I'lLK. A partir d’aqui, es va demostrar que la sobreexpressio de I'lLK era
capac de regular positivament I'expressié d’Snail, el qual al seu torn,
regularia negativament I'expressié de I'E-cadherina (Tan et al., 2001). Pero
de quina manera I'IlLK era capa¢ de regular I'expressiéo d’Snail encara
quedava per descobrir.

Com ja s’ha comentat en la introducciod, s’havia observat una cooperacio
sinergistica entre l'activaci6 de Ha-Ras i la senyalitzacié per TGF-[3 per tal
d’'induir la TEM. Esta descrit que TGF-B i altres estimuls tenen la capacitat

d’'induir el fenomen de TEM a través de l'activaci6 d’ERK2 i de la via de
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senyalitzacié PI3K/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 comprovar si aqguestes
vies de senyalitzacié podien explicar el seu efecte inductor de la TEM a
través de la regulacié de I'expressio d’'Snail.

En el capitol Il s’ha intentat explicar quins podrien ser els possibles
factors implicats en la regulacié de I'expressié d’Snail i, més especificament,
s’ha estudiat la possible implicaci6 d’oncoproteines i proteines de la matriu

extracel-lular a I'hora d’'induir I'expressié d’aquest factor transcripcional.

RESULTATS

El fragment del promotor d’Snail —78/ +59 és el que presenta major
activitat en dues linies cel-lulars mesenquimals.

Es va situar el lloc exacte d’inici de transcripcido d’Snail mitjangant
I'amplificacié dels extrems finals 5’ de I’ADNc (técnica anomenada RACE) a
partir de la purificacid6 d’ARN provenint de dues linies cel-lulars anomenades
SW-620 i Mia-Paca2 que es caracteritzen per tenir alts nivells d’expressio
d’'Snail. D’acord amb aix0, el constructe del promotor d’Snail va passar a
anomenar-se —869/+ 59 respecte al nou inici de transcripcié caracteritzat. A
partir d’aquest promotor, es va realitzar una série de delecions progressives
de I'extrem 5’ de la seqliéncia del promotor clonat obtenint, aixi, diversos
fragments que ens facilitaria I'estudi de la seva regulaci6. En linia amb aixo,
es van analitzar les activitats basals dels diferents promotors mutants en les
dues linies que es van utilitzar per determinar l'inici de transcripcié d’Snail,
SW-620 i Mia-Paca2. El resultat va ser que l'eliminacié progressiva de
sequéncies per davant de 5' gairebé no afectava l'activitat basal del
promotor; en canvi, es va constatar que el fragment del promotor -125/+59
presentava una activitat lleugerament major que la del promotor -869/+59
(vegeu figura RII-1).

En consonancia amb aquest resultat, també es va verificar, en ambdues
linies cel-lulars, que el fragment que va de -78 a +59 també presentava
major activitat basal que el fragment del promotor complert. Altres
delecions que van donar lloc als fragments -29/+59 i -78/-29 afectaven

severament l'activitat del promotor (vegeu figura RII-1). Per tant, donat
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que la sequéncia del promotor -78/+59 representava el fragment més petit
de promotor que conservava la maxima activitat del mateix, aquesta regio

va ser denominada com a promotor minim d’Snail.

SMAIL promeator Bty
(tel setirulation)

qa 1 2 K
1 1 L

] Sw-szu :D
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Figura RII-1: Determinaci6 del promotor minim d’Snail. Es van generar delecions
progressives del promotor d’'Snail -869/+59 mitjancant PCR i es van insertar en el plasmid
pGL3. L'activitat de les diferents construccions es van analitzar en dues linies cel-lulars, Mia-
Paca2 i SW-620, i es van representar com a vegades d’estimulacio respecte a I'activitat basal

del promotor —869/+59 en cada linia cel-lular (mitjanats.d. de tres experiments realitzats

per duplicat).

A més a més d’aixd, també es va poder constatar que l'activitat del
promotor -869/+59 era diferent segons si el fenotip cel-lular era
mesenquimal o epitelial. Com es podria esperar, linies cel-lulars
caracteritzades per una alta expressiéo d'Snail (SW-620 i Mia-Paca2)
presentaven una activitat basal del promotor major que les linies cel-lulars
amb nivells d'expressi6 més baixa (HT-29 M6 i SW-480 ADH) (dada no
mostrada). Aquesta diferéncia d’activitat, depenent de la morfologia

cel-lular, fou també detectada en el promotor minim d’Snail (-78/+59).

El promotor minim d’Snail és sensible a senyals que augmenten els
nivells d’Snail en cel-lules epitelials.

Per tal de portar a terme I'estudi de la regulacié transcripcional d’Snail,
es van utilitzar les linies cel-lulars seguents: I1EC-18 control, |IEC ILK-1, IEC

Ha-Ras, M6 control i M6 A4 descrites anteriorment. Com ja s’ha explicat en
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I'anterior capitol, aquestes linies havien estat forcades a patir un procés de
TEM mitjancant la transfeccio estable de diversos oncogens.

A partir d’aqui, per estudiar els elements del promotor d’'Snail que li
confereixen especificitat mesenquimal, es va procedir a analitzar les
activitats basals dels diversos fragments del promotor d'Snail en aquests
diferents sistemes cel-lulars. Aix0 ens va permetre observar que les tres
condicions responsables de la TEM soferta per les linies cel-lulars parentals,
gue sOn la sobreexpressié de I'lLK-1, Ha-Ras i PK-Ca (+), estimulaven
significativament I'activitat del promotor —869/+59 d’'Snail (vegeu figura
RII-2a).
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Figura RI1-2: El promotor minim d’'Snail és sensible al senyals que augmenten
I’expressi6é d’Snail en cel-lules epitelials. (a) l'activitat dels diferents promotors es va
analitzar en les linies cel-lulars indicades. L'activitat del promotor es va referir al valors
obtingut pel promotor —869/+59 en les ceél-lules IEC i HT-29 M6. Els nimeros indicats sobre
cada barra correspon a l'estimulacié observada de cada promotor respecte el control; és a
dir, IEC-ILK-1 i IEC-Ha-ras versus |EC-18, o A4 versus M6. (b) L'activitat dels promotors de
Zeb-1 i d'Slug es va analitzar en les cél-lules |IEC-ILK-1 i I[EC-Ha-ras, i es van comparar amb
les cel-lules IEC-18 com a control. Els resultats corresponen a la mitjanats.d. de tres

experiments realitzats per duplicat.

Com a controls, es va estudiar |'activitat d’altres dos promotors, el de
Zeb-1i el d’'Slug, en les cél-lules IEC-18 parentals, ILK-1 o0 Ha-Ras. Com era

d’esperar, i coincidint amb els resultats de les RT-PCR semi-quantitatives
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presentades en la figura RI-8, l'activitat del promotor de Zeb-1 estava
incrementada en les linies cel-lulars que presentaven un augment del
transcrit del mateix gen, mentre que [l'activitat del promotor d’'Slug
s’incrementava molt poc (vegeu figura RII-2b).

A més a més, també es va constatar que I'activitat del promotor minim
d’Snail (-78/+59) estava incrementada de forma molt similar a la del
promotor complert (-869/+59) en aquelles cél-lules que havien
experimentat una TEM, exceptuant el cas de les ILK-1 on el promotor minim
presentava una activitat significativament menor que el promotor complert.
Aquesta observacié ens va indicar que, segurament, existeixen altres
sequiéncies no presents en el promotor -78/+59 que contribuirien a
I'activacié de I'expressié d’'Snail (vegeu figura RIl-a). Tots aquests resultats
suggerien que el promotor minim d’Snail contindria molts dels elements

responsables de la seva expressio especifica en cél-lules tumorals invasives.

La via de senyalitzaci6 d’'ERK és responsable de I|'activacié del
promotor d’Snail.

A partir d'aqui es va voler verificar quines podrien ser les vies de
senyalitzacid cel-lulars implicades en I'activacié de I'expressié d’'Snail en els
diferents sistemes cel-lulars; IEC-18 parentals, IEC-18 ILK-1 i IEC-18 Ha-
Ras, i HT29-M6 parentals i HT29-M6 PK-Ca (+). Es va voler provar la
rellevancia de dues vies de senyalitzaci6, ERK2 i PI3K/Akt implicades en la
inducci6 de TEM (vegeu antecedents), en les nostres condicions
experimentals. No es va observar cap tipus d’efecte dels inhibidors de la
PI3K, LY294002 (vegeu figura RIlI-3a) o Wortmanina (dada no mostrada),
sobre I'activitat de cap dels diferents fragments del promotor d’Snail o sobre
els nivells del transcrit d’Snail (dada no mostrada), en la majoria de linies
cel-lulars examinades i utilitzant un ampli rang de concentracions. Només
en les cél-lules IEC-ILK, es va detectar un lleuger efecte de l'inhibidor
LY294002 a una concentracié6 de 30 pM. Aquest efecte es va observar
només sobre el promotor —869/+59 (vegeu figura RII-3a). En canvi, dos
inhibidors de les MEK1/2, PD98509 i UO126, van afectar significativament
I'activitat de tots els fragments del promotor d’'Snail a concentracions

normals d'us (50 uM i 20 uM, respectivament) en linies tumorals.

49



l ]
Miaaca-2
IEC ILK-1 IEC Hras WiaPaca-Z +PMA  SWH20 Ad
150 =
= -
2T
5w
38
w i =4
0 ﬂ ! II|
PD UD SB PD PD PD
125 458 -78_+53
—m (=
MiaPaca-2
ECILK.A IEC ILK-1 IEC Hras MiaPaca-2 +pMA SWHE20
_ F
£ E
3%
Ez
£EE s
3E
Eﬁ ’I|
PD PD LY PD LY PD PD
b c 78 459
. |
MiaPaca-2
SWE20 Ad +PMA
+PD -FD + PD +PD %‘E‘ 31
SNAIL 52
EE -
]
iz
=2
o = = = E |
0=
P—— ]
MEK-E

Figura RI1-3: La transcripcié d’'Snail és dependent de I'activitat de la via d’ERK. Les
linies cel-lulars es van incubar amb PD98059 (PD) (50 uM, barres grises; o 100 uM, barres
blanques), UO126 (UO) (20 uM), SB203580 (SB) (10 pM), LY294002 (LY) (30 pM) o el
vehicle (DMSO) durant 20 h. Quan s’indica, es va afegir PMA al mateix temps que I'inhibidor.
L'activitat dels promotors (&) es van determinar com anteriorment. EIs nivells de transcrit
dels gens indicats (b) es van determinar com a la figura R1. El numero de cicles utilitzats
per amplificar Snail va ser de 27 per les cél-lules Mia-Paca2 i de 30 per les A4 i les SW-620.
L'activitat dels promotors d’'Snail indicats es va determinar en cel-lules transfectades amb
concentracions creixents d'una forma constitutivament activa de MEK-1 (MEK-E) o amb

plasmid buit.
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Es va observar també, que I'inhibidor PD98509 disminuia I'activitat dels
promotors —869/+59 i —78/+59 de forma similar en cél-lules tumorals que
presenten una alta activitat d’'aquests mateixos promotors, com sén les
cél-lules SW-620 i les Mia-Paca2, tant abans com després de tractar-les
amb PMA (vegeu figura RII-3a). També es va observar que l'inhibidor
UO126 reprimia I'activitat dels dos promotors en les cél-lules Mia-Paca2. En
canvi, l'inhibidor de la quinasa p38, SB203580 a concentracions majors de
10 uM, no va modificar I'activitat dels promotors, indicant aixi que és la via
de senyalitzacié d’ERK i no la de p38 la que afecta la transcripcié d’'Snail de
forma selectiva.

Com s’ha dit anteriorment, les activitats dels dos promotors, el complert
i el minim, en les cel-lules A4, |IEC-ILK i IEC-Ha-Ras es van veure també
afectades per l'inhibidor PD98509, encara que les cél-lules IEC-ILK es van
mostrar menys sensibles a [I'inhibidor en questi6 i necessitaven
concentracions més altes (100 uM) per obtenir una disminucié comparable a
I'observada en les altres dues linies cel-lulars, A4 i IEC-Ha-Ras (vegeu figura
RII-3a). Els efectes concomitants de [l'inhibidor sobre els nivells dels
transcrits d’'Snail es van detectar per RT-PCR tant en cél-lules Mia-Paca2
(abans i després de ser tractades amb PMA) com en cél-lules SW-620 i A4
(vegeu figura RII-3b). Aquests resultats van suggerir que la via de
senyalitzaci6 d’'ERK esta involucrada en [I'activaci6 del promotor minim
d’Snail. Per confirmar aquesta observacio, es va utilitzar una forma mutada
constitutivament activa de MEK (MEK-E) que s’havia utilitzat en treballs
anteriors per mimetitzar l'activacié d’'aquesta via de senyalitzacié (O.A.
Coso et al., 1995; N. Ajenjo et al., 2000). Com es pot veure en la figura
RIl-4c, la transfecci6 d'aquest mutant de MEK (MEK-E) va estimular
significativament ['activitat del promotor minim d’Snail de manera dosi-
dependent. Com es podria esperar, MEK-E també augmenta l'activitat del

promotor complert d’Snail (-869/+59) (dada no mostrada).

El factor Sp1 pot unir-se al promotor minim en les cél-lules IEC-ILK1
i IEC-Ha-ras.

El promotor minim huma d’Snail, de la mateixa manera que el promotor
d’Snail d’altres espeécies, esta mancat de caixa TATA (Mayor et al., 1993).

L'abséncia d’aguesta caixa fa que els elements reguladors del promotor no
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puguin activar directament la transcripcié del gen. De manera que la caixa
TATA juga un paper important a I’lhora de mediar I'estimulacié del promotor
pels elements que el regulen. L'activacié d’aquest tipus de promotors que
no tenen caixa TATA solen presentar dianes per al factor de transcripcioé Spl
(Nothias et al., 1995). Per tant, Spl esta considerat com un activador
transcripcional d’aquest tipus de promotors.

A partir d’'aquestes dades, es va analitzar la seqléncia del promotor
minim d’Snail i es va trobar, en la regi6é proxima a I'inici de transcripcid, una
sequiéncia rica en —-GC- que podria ser una regié6 diana pel factor
transcripcional Spl. Per tal de demostrar si Spl era capa¢ d'unir-se al
promotor minim, es va realitzar un assaig de BOPA (Biotinilated
Oligonucleotid Precipitation Assay) amb un oligonucledtid que corresponia
als 70 pb just per davant de I'inici de transcripcié d’Snail i que contenia la
regié rica en —-CG-. Es va observar que en les linies cel-lulars que
augmenten I'expressio d’Snail, IEC-ILK-1 i IEC-Ha-Ras, Spl és capag d’unir-

se a la sonda (vegeu figura RII-4).

IEC IEC IEC
CON ILK-1 Ha-ras
+PD +PD +PD
Spl W e 95-106 kDa

Figura RII1-4: Spl té la capacitat d'unir-se a la regi6 rica en —CG- del promotor
minim. Els extractes proteics corresponents a cada una de les linies cel-lulars indicades es
van incubar amb I'oligonucleotid de 70 pb marcat amb biotina i contenint la regi6 rica en —
CG-. A continuacié, es va precipitar la sonda unida al factor Spl1 amb estreptavidina-agarosa
i es va correr el resultat de la precipitacié en un gel de poliacrilamida que posteriorment es
va transferir a una membrana. Finalment, es va realitzar un Western blot contra SP1 i contra

serines fosforilades.

Es pot observar, perd, que hi ha forca més quantitat de Spl unit a
I'oligonucleotid en les cél-lules que expressen Ha-ras que no pas en les que
expressen ILK-1. També es va observar, que el tractament de les cél-lules

amb l'inhibidor PD98509 no afecta la quantitat de Spl amb la capacitat
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d’'unir-se a la sonda. Per tant sembla ser que no hi ha una correlacié entre
I'uni6 de SP1 al promotor d’Snail i I'inhibici6 de les vies de senyalitzacio
responsables de l'increment de l'activitat del promotor d’'Snail. El mateix
assaig realitzat amb altres linies cel-lulars, com les Mia-Paca2, les SW-620 o
les M6 CON o A4, no s’apreciava uni6é de Spl o bé, si hi havia unié no
presentava una bona correlacio.

Alguns autors han descrit que la fosforilaci6 en serines del factor Spl
pot estar correlacionat amb un augment de la seva uni6 a I'ADN i amb un
augment de la seva activitat transactivadora (Bowman and Philipsen,
2002). Per tal de saber I'estat de fosforilacié del factor Spl unit a la sonda
corresponent al fragment —70/-1 del promotor d’'Snail, es va procedir a
realitzar un Western blot contra serines fosforilades. Efectivament, es va
observar que els nivells proteics de Spl units a la sonda estaven fosforilats
en serina. Cal remarcar, perd, que en el cas de les cél-lules IEC-1LK els
nivells de proteina fosforilada en serines eren majors que els nivells de Spl
units a l'oligonucleodtid. Aixd suggeriria, que potser en aquest tipus cel-lular,
s’hi uneix algun altre factor que també es fosforila en serines i que podria

fer una funcié redundant a la realitzada pel factor Sp1.

NFkB/ p65 estimula la transcripcié d’Snail a través d'una regio
situada immediatament per davant del promotor minim en SW-480.
Com ja s'ha comentat en la introduccié, la proteina transcripcional
Dorsal, la homologa humana de la qual és el factor anomenat NFkB, esta
involucrada en I'activaci6 transcripcional d’Snail durant el desenvolupament
embrionari. Per tal de verificar si el promotor d'Snail és sensible a aquest
factor transcripcional, es va procedir a co-transfectar la subunitat p65 del
factor NFkB o bé, la proteina quimeérica Rel-Vpl1l6 que conté el domini d'unié
a I’ADN de p65 (Rel) fusionat a I'’element transactivador viric Vp16 o bé, el
domini Rel sol, amb els diferents fragments del promotor d’Snail en cél-lules
SW-480. Es va observar que tant la subunitat p65 com la proteina
guimérica Rel-Vpl6 estimulaven [I'activitat dels diferents fragments del
promotor d’Snail, i que la forma inactiva d'aquest factor, el domini Rel, no
era capacg d’activar-los (vegeu figura RII-5a). També es va comprovar que
el promotor —194/+59 responia a l'activacié causada per p65 de forma dosi-

dependent (vegeu figura RII-5b). Aquests resultats es van confirmar
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mitjancant [I'analisi dels nivells d’ARN d’Snail en cel-lules SW-480

transfectades amb p65 (vegeu figura RII-5c).
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Figura RII-5: p65 estimula l'activitat del promotor d’Snail. Les cél-lules SW-480 es
van transfectar amb el plasmid pcDNA3-p65, una proteina de fusi6 quimera Rel-VP16 que
consisteix en el domini p65 homoleg a Rel i el domini transactivador de VP16, o bé, el domini
d’'unio a I'ADN del factor. Després de 48 h es va analitzar l'activitat dels diferents promotor
d’'Snail (a,b). El plasmid pcDNA3-p65 (10-200 ng) es va transfectar en els experiments
mostrats en l'apartat (b). (c) Ceél-lules SW-480 es van transfectar 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, aixi com el fragment del promotor —
194/+59 responia de forma molt similar a I'efecte d’aquests activadors que
el fragment —-869/+59, el fragment -78/+59 ho feia de forma molt meés
atenuada, indicant que les sequéncies involucrades en la resposta a aguesta
via deuen esta situades en el fragment de promotor que va de —-194 a —78.

També es va observar, que l'activitat del promotor —125/+59 era intermitja
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entre [l'activitat dels promotors —-869/+59 i —-194/+59 i [I'activitat del
promotor minim (-78/+59). Aix0 suggeria que podria haver-hi més d'una
sequUéncia de resposta a aquest factor transcripcional que contribuiria a
I'estimulacié del promotor. Al analitzar la seqliéncia del promotor —194/+59
d’'Snail es va observar la preséncia de 3 possibles regions consens per a
NFkB. El fragment del promotor d'Snail —125/+59 perd una d’aquestes
caixes de manera que en manté dues, mentre que el fragment —-78+59
només conserva una caixa. De totes maneres, cal puntualitzar que
I'activacié dels diferents fragments del promotor d’Snail per part de p65

només es va observar en la linia cel-lular SW-480.
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DISCUSSIO

En aquest estudi s’ha caracteritzat el promotor d’'Snail huma i la seva
apropiada especificitat per a les cél-lules mesenquimals. S’ha identificat un
inici de transcripcié diferent al proposat per altres autors (Paznekas et al.,
1999), els quals I’'havien situat a 55 pb més per endavant. En tot cas, cal
mencionar que la longitud del 5° UTR determinat en Xenopus (33 pb)
(Mayor et al., 1993) concorda molt més bé amb la longitud del 5° UTR
calculat, en aquest estudi, amb el nou lloc d’inici de transcripcié descrit (80
pb) que no pas amb l'inici transcripcional suggerit anteriorment.

L'analisi realitzat amb els diferents fragments del promotor d’'Snail
evidencia que el promotor minim correspon a la sequencia —78/+59, la qual
presenta una activitat comparable als fragments més llargs. Com ja s’ha
comentat en els resultats, aquest promotor minim esta mancat de caixa
TATA, de la mateixa manera que els promotors d'Snail d’altres espécies
(Mayor et al., 1993; Peinado et al., 2003). Com en la gran majoria de
promotors sense caixa TATA, el promotor minim d’Snail pot unir el factor
Spl en algunes de les linies cel-lulars que presenten una alta activitat del
mateix promotor, |EC-ILK-1 i IEC-Ha-ras. Tot i aixi, en la linia IEC-ILK-1 la
guantitat d’Spl unida al promotor és molt més petita en comparacié6 amb la
linia IEC-Ha-ras, en canvi, s’hi uneix un altre factor a la mateixa regié que
Spl que pot ser fosforilat en serines. El factor Sp3 forma part de la familia
de factors de transcripcié Sp/XKLF de la mateixa manera que Spl. Esta
descrit que Sp3 presenta una gran homologia amb el factor Spl i que la
seva afinitat per unir-se a sequéncies rigues en —CG- és comparable a la
gue s’observa per Spl. Sp3 té la capacitat d’activar la transcripcié de
diferents promotors en cel-lules SL2 de Drosophila i, també, en algunes
linies cel-lulars de mamifer. Recentment s’ha descrit, que una fosfatasa
anomenada PPl és capac de defosforilar els factors Spl i Sp3 de cél-lules
epitelials de mama, reduint d’aquesta manera la unié d’aquests dos factors
de transcripcié al promotor a-EnaC2 i disminuint, aixi, I'activitat 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’'uniria al promotor minim d’Snail en les ceél-lules IEC-ILK-1 i supliria la

funcié de Spl. Aquests dos factors de transcripcié, Spl i Sp3, estan

56



considerats com a activadors transcripcionals constitutius pels promotors
mancats de caixa TATA, segurament és per aquesta raé que el tractament
amb l'inhibidor PD98509 no afecta la unié d'aquests factors al promotor ja
que la seva funcié no seria la de regular la transcripcié del promotor siné la
de permetre que aquest pugui ser activat per reguladors positius.

Existeix un altre membre de la familia Sp/XKLF que, a diferéencia del
patré d’expressié ubico presentat per Spl i Sp3, s’expressa seguint un patré
més restrictiu al llarg del desenvolupament embrionari primerenc. Aquest
factor de transcripci6 és molt homoleg al factor Spl i pot unir-se a les
mateixes sequéncies rigues en —GC- amb la mateixa afinitat que el primer
membre de la familia. Sp5 s'expressa en el solc primitiu durant la
gastrulacié (Harrison et al., 2000). Considerant la multitud de gens que
tenen en el seu promotor una o varies seqiéncies riques en —GC-, és podria
pensar en la possibilitat de que hi hagués una regulaci6 diferencial
simultania de diversos gens que dependria del balang¢ entre I'expressié de
proteines de tipus Spl que s’expressen ubiquament i I'expressié de factors
amb un patré d’expressiéo molt més especifica, com seria Sp5. Per tant, Sp5
podria ser un bon candidat com a possible membre de la familia Sp/XKLF
responsable de modular I'activitat del promotor d’Snail.

L’'activitat del promotor minim d’Snail esta incrementat en aquelles
cél-lules que han experimentat una TEM, suggerint que aquest fragment de
promotor conté diversos dels elements requerits per a estimular la
transcripcié d’'Snail durant aquest procés. Només la sequéncia de resposta
al factor NF-kB semblaria estar situada per davant del promotor minim,
entre les bases —194 i —78. La preséncia de tots aquests elements en el
fragment petit del promotor d’'Snail huma concordaria amb els resultats
previs obtinguts amb el promotor d’'Snail de Xenopus, en els quals la
sequéncia d’ADN suficient per a I'expressié estaria localitzada, també, en
una petita regioé (entre les bases -160 i —45) (Mayor et al., 1993). Tot i aixi,
els resultats anteriorment exposats no exclouen que hi hagin elements
situats més a 5’ que puguin jugar un paper rellevant, com seria en d’altres
linies cel-lulars no utilitzades en aquest treball, o bé, en situacions in vivo
on el promotor esta propiament empaquetat en la cromatina.

Com s’ha indicat anteriorment, Snail és un potent repressor de la

transcripcié de I'E-cadherina i un inductor de la TEM (Batlle 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-transcripcionalment (Dominguez et al., 2003), la
transcripcié d’snail és normalment contraria a la d'E-cadherina i es detecta
en cel-lules que han perdut les caracteristiques epitelials. En aquest estudi
es mostra que, de forma concomitant amb la pérdua de I'E-cadherina i amb
I'adquisicié d'un fenotip mesenquimal, les cél-lules que expressen Snail
tenen activat el seu promotor. L’'activacié de la transcripcié d’Snail requereix
I'activacié de la via d’ERK; I'element sensible a ERK estaria localitzat en el
promotor minim donat que aquest fragment és sensible als inhibidors de
MEK. Com ja s'ha comentat en la introduccid, existeixen dades
experimentals prévies gque indiquen que la via d’ERK podria ser necessaria
per a la induccié de gens mesodérmics durant el desenvolupament (Christen
and Slack, 1999; Yao et al., 2003) o per a induir una complerta TEM a
través de citoquines o altres estimuls en linies 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 obtinguts aqui recolzen
aquesta idea, indicant que I'expressié d’Snail, procés clau en I'adquisicié del
fenotip mesenquimal, respon a l'activacié d’aquesta via. D'acord amb aixo,
Snail estaria classificat com a gen primerenc immediat dependent de
I'activacid de receptors tirosina quinasa i de I'addicié de cicloheximida en els
fibroblasts (Fambrough et al, 1999).

Tot i aixi, MEK no aconsegueix estimular el promotor minim d’Snail de
forma comparable a I'estimulacié obtinguda en cél-lules mesenquimals.
Aquests resultats van suggerir que, segurament, es necessiten altres
senyals que ajudin a obtenir una estimulaci6 complerta del promotor —
78/+59. La caracteritzacié d'aquestes senyals addicionals que actuarien
sobre el promotor minim segueixen encara sota investigaciéo en el nostre
laboratori. Una altra via de senyalitzaci6 que ha estat relacionada amb
I'expressié d’'Snail és la que requereix l'activaci6é de PI3K. Els resultats
obtinguts no suggereixen un gran involucrament d’aquesta via en l'activacié
de la transcripcié d’Snail en varies de les linies tumorals estudiades, pero,
no es descarta que pugui contribuir a I'expressiéo d’'Snail en algunes linies
cel-lulars, ja que en la linia IEC-ILK-1 altres sequéencies addicionals que no
estan presents en el promotor minim semblen necessaries per aconseguir

una estimulacié complerta del promotor d’Snail.
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Com s’ha mostrat en aquest estudi, la transcripcié d'Snail esta activada
en tres sistemes cel-lulars que han estat induits a patir un fenomen de TEM
mitjancant la transfeccié de diferents gens. Concomitantment amb aquest
procés, i amb la regulacié a l'alca del marcador mesenquimal fibronectina i
amb la regulaci6 a la baixa de I'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 modificacions sistematiques en els nivells dels transcrits d’'Slug o
Zeb-2. Segurament, no es van veure canvis en I'expressio de Zeb-2 a causa
de la seva possible regulacié post-transcripcional (descrit en capitol 1). Pel
que fa a Slug, no s’exclou que l'augment d’aguesta proteina pugui ser
important per a la TEM en cél-lules que presenten un background genétic
diferent, sent responsable de la regulacié a la baixa de I'E-cadherina en
certes circumstancies com, per exemple, la resposta a la senyalitzacioé per

B-catenina independent de la via d’ERK (Connacci- Sorrell et al., 2003).

59



CAPITOL IllI: Importancia de WT1 en la co-regulaci6 de gens

regulats per Snail.

ANTECEDENTS

Un dels factors transcripcionals responsables de la regulacié positiva de
I'expressié de I'E-cadherina és WT1. S’ha demostrat que WT1 té la capacitat
d’unir-se al promotor d’aquesta proteina d’adhesi6 cel-lular i activar la seva
expressio (Hosono et al., 2000). La transfeccidé estable de WT1 en cél-lules
NIH 3T3 produeix 'augment de I'expressié de I'E-cadherina endogena en un
dels tres clons estables obtinguts (Hosono et al., 1999). A més a més, la
transfeccié d’'un dominant negatiu de WT1l, anomenat WTAR, inhibeix
I'activacié del promotor de I'E-cadherina en cel-lules NIH 3T3 transfectades
amb WT1 (Hosono et al., 2000). Aix0 indicaria que el gen de I'E-cadherina
actuaria com a pont entre WT1 i la diferenciacié cel-lular. Els mateixos
autors descriuen que l'activacié del promotor de I'E-cadherina induida per
WT1 és molt més eficient quan es delecionen les caixes-E del promotor
clonat. Aix0 suggereix que, potser, en els fibroblasts de ratoli, hi ha algun
regulador negatiu capag¢ d'unir-se a aquestes caixes emmascarant, aixi, el
potencial activador de WT1. Ja hem demostrat que Snail s’expressa en
aquelles linies cel-lulars que presenten un fenotip mesenquimal. De manera
que es podria suggerir Snail com a candidat idoni a I’hora d'unir-se a les
caixes E i donar lloc a aquest emmascarament de l'activacié del promotor
de 'E-cadherina per WT1.

Com a resultat d’aixo, el nostre grup va analitzar la sequéncia del
promotor de I'E-cadherina i va constatar que la sequéncia de reconeixement
per WT1 estava situada entre dues caixes E del promotor de I'E-cadherina.
De manera que vam voler estudiar I'acci6 reguladora transcripcional positiva
donada per WT1 en relacié a I'activitat repressora de la proteina Snail en els

promotors que presenten ambdues seqgiiencies de reconeixement.
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RESULTATS

WT1 estimula I’expressié de I'’'E-cadherina.

Per fer aquest estudi es van utilitzar principalment dues linies cel-lulars,
les cél-lules NIH 3T3 que son fibroblasts de ratoli i es caracteritzen per
presentar un fenotip marcadament mesenquimal i per expressar poca E-
cadherina i les SW-480 que, tot i ser cél-lules epitelials, expressen nivells
d’E-cadherina més alts que les NIH 3T3 pero més baixos que qualsevol linia
epitelial ben diferenciada, com per exemple les RWP1l. De manera que
aquests dos sistemes cel-lulars s6n adequats per tal d’estudiar el possible
efecte estimulador de I'expressi6 de I'E-cadherina per part de WT1.

A partir d’aqui es va decidir determinar la capacitat activadora de WT1
sobre el promotor de I'E-cadherina en cel-lules NIH 3T3 i SW-480. Com es
pot veure en la figura RIlI-1a, la transfecci6 transitoria de WT1 dona lloc a
una clara estimulaci6 de l'activitat del promotor d’E-cadherina de forma
dosi-dependent en totes dues linies cel-lulars. La menor activacié del
promotor observada en la linia SW-480 pot ser deguda a que, aquesta linia,
té una activitat basal d’aquest mateix promotor més elevada que no pas en
les cel-lules NIH 3T3, per la qual cosa no es veura una diferencia d’activitat
tan gran a I’hora de sobre-estimular el promotor.

Per tal de veure que passava amb els nivells endogens de I'’ARNm de
'E-cadherina al transfectar WT1 en aquestes dues linies cel-lulars, es va
procedir a transfectar transitoriament aquestes cél-lules amb concentracions
creixents de WT1 i posteriorment, es va realitzar un analisi dels nivells
endogens d'ARNm d’'E-cadherina per RT-PCR semi-quantitativa o
quantitativa (vegeu figura RIII-1b i c¢). Els resultats van indicar que amb
concentracions no molt elevades de WT1 ja es produia un augment dels
nivells de I'’ARNm de [I'E-cadherina i que grans quantitats de WT1
provocaven la disminucié d'aquests nivells segurament per un problema de
saturacio del sistema, és a dir, que la maquinaria de factors d'activacié de
la transcripcidé podria quedar segrestada per la gran quantitat de WT1 que
ha de produir. Es va realitzar el mateix assaig amb la linia cel-lular NIH 3T3
perd no es va aconseguir veure cap pujada de I'expressio de I'E-cadherina a

cap concentracié de WT1 (10-1000 ng).
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Figura RIN11-1: WT1 activa I’expressio de I'E-cadherina. (a) Les cél-lules NIH 3T3 i SW-
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480 es van co-transfectar transitoriament amb 100-200 ng del promotor d’E-cadherina
clonat en pGL3 i concentracions creixents de WT1 (10-500 ng). Els valors es van normalitzar
mitjancant els valors obtinguts de I'activitat de la luciferasa Renilla (10 ng). Els resultats
representen les vegades d’activacio del promotor de I'E-cadherina estimulat per WT1 versus
la seva activitat basal. Aquests resultats corresponen a un experiment representatiu de tres
experiments independents realitzats per duplicat o triplicat. (b) Mitjancant la tecnica de RT-
PCR semiquantitativa es van analitzar els nivells d'expressié6 de I'E-cadherina endodgena i
WT1 transfectat en concentracions creixents (10-1000 ng) en ceél-lules SW-480. Els
oligonucleotids utilitzats per fer aquestes amplificacions estan descrits en I'apartat de
Materials i Métodes. Es va amplificar la ciclofilina per normalitzar la quantitat d’ARN carregat.
(c) Representacio dels nivells relatius de ’ARNm de I'E-cadherina mitjancant la técnica de la
real-time RT-PCR en cél-lules SW-480 transfectades amb concentracions creixents de WT1

(10-1000 ng). Cada barra representa de mitjanats.d. de les PCRs realitzades per triplicats.
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WT1 i Snail competeixen en la seva funcié reguladora del promotor
de I’E-cadherina.

La gran proximitat observada entre la sequiencia d'unié per WTL1 i dues
caixes E, ens va suggerir la possibilitat de que aquests dos factors
transcripcionals competissin a I'hora d'unir-se a les seves respectives
sequéncies consens. Per tal de comprovar si aix0 era possible, es van
realitzar una série d'analisis d’activitat del promotor d’E-cadherina co-

transfectant amb WT1 i Snail.
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Figura RII1-2: Efecte de la co-expressio d’'Snail i WT1 sobre la regulacié de
I'expressié de I'E-cadherina. Les cel-lules NIH 3T3 (a) i RWP1 (b) es van co-transfectar
de forma transitoria amb 200 ng del promotor de I'E-cadherina, una concentracié fixa
d’'Snail-RSV o RSV buit (10 ng) en el cas de les NIH 3T3 o bé una concentraci6 fixa de WT1-
RSV o RSV buit (20 ng) en el cas de les RWP1 i concentracions creixents de WT1-RSV o RSV
buit (1-100 ng) en el cas de les NIH 3T3 o bé concentracions creixents d’Snail-RSV o RSV
buit (1-100 ng) en el cas de les RWP1. Els valors es van normalitzar mitjangant els valors
obtinguts de I'activitat de la luciferasa Renilla (10 ng). Els numeros indicats sobre cada barra
corresponen a l'estimulacié del promotor observada respecte el control en el cas (&) i
corresponen al percentatge de repressio del promotor observat respecte el control en el cas
(b). Els resultats representen les vegades d’activacié del promotor de I'E-cadherina versus la
seva activitat basal. Aquests resultats corresponen a un experiment representatiu de tres
experiments independents realitzats per duplicat o triplicat. La taula situada a la dreta del
pannell (&) representa l'activitat del promotor de I'E-cadherina en preséncia o abséncia de
WT1 o/i Snail.
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Al co-transfectar les cél-lules NIH 3T3 amb concentracions creixents de
WT1 i una concentracio fixa d’Snail, es va poder observar que la presencia
d’'Snail disminuia la capacitat activadora de WT1 sobre el promotor d'E-
cadherina (vegeu figura RIIlI-2a). Aquesta disminuci6 de la capacitat
estimuladora de WT1 s’observava, sobretot, a altes concentracions del
mateix factor transcripcional. Es va realitzar un experiment similar amb la
linia cel-lular RWP1 que es caracteritza per ser una linia de cél-lules
epitelials ben diferenciades i que expressen grans quantitats d’E-cadherina.
Com ja s’ha pogut veure en el capitol I, Snail és capa¢ de reprimir I'activitat
del promotor de I'E-cadherina en un 50% aproximadament (vegeu figura
RIII-2b). Al co-transfectar aquestes mateixes concentracions d’Snail amb
una concentracio fixe de WT1, es va observar que Snail continuava inhibint
el promotor de I'E-cadherina obtenint un grau de repressio similars als
observats sense WT1 (vegeu figura RIII-2b). Aixd suggereix que Snail és
molt més eficient que WT1 a I’hora de realitzar la seva funcié sobre el

promotor de I'E-cadherina.
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Figura RIII-3: Nivells d’expressio de I'E-cadherina al transfectar WT1 o WT1 i Snail.
(a) Mitjancant la técnica de RT-PCR semiquantitativa es van analitzar els nivells d’expressi6
de I'E-cadherina endogena de cél-lules SW-480 co-transfectades amb una concentracié fixa
de WT1 (10 ng) i concentracions creixents d’Snail (1-100 ng). Els oligonucleotids utilitzats
per fer aquestes amplificacions estan descrits en l'apartat de Materials i Métodes. Es va
amplificar la ciclofilina per normalitzar la quantitat d’ARN carregat. (b) Representacié dels
nivells relatius de 'ARNm de I'E-cadherina mitjancant la técnica de la real-time RT-PCR en
cel-lules SW-480 co-transfectades amb una concentraci6 fixa de WT1 (10 ng) i
concentracions creixents d’Snail (1-100 ng). Cada barra representa de mitjanats.d. de les

PCRs realitzades per triplicats.

64



Aquests resultats es van corroborar amb l'analisi per RT-PCR semi-
guantitativa i quantitativa dels nivells d’expressiéo endogens d’E-cadherina
en la linia cel-lular SW-480. Amb aquest analisi es va poder observar que,
efectivament, la co-transfeccido d’Snail i WT1 disminuia els nivells d’ARNm
d’E-cadherina respecte els nivells obtinguts amb la sola transfecci6 de WT1

(vegeu figura RIlI-3a i b).

Snail reprimeix l'activitat del promotor de I'E-cadherina activat 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 I'E-
cadherina sOn necessaries perquée Snail pugui reprimir I'expressi6 d'aquesta
proteina d'adhesié cel-lular. La repressié del promotor de I'E-cadherina salvatge
(wt) induida per Snail es va poder observar al transfectar transitoriament Snail en
cel-lules MDCK i RWP1. En totes dues linies cel-lulars, Snail va reprimir I'activitat del
promotor fins un 50% en les MDCK i un 80% en les RWP1 (vegeu figura RIII-4a).
Es va realitzar el mateix assaig pero, en aquesta ocasio, es van utilitzar formes del
promotor de I'E-cadherina amb una de les caixes E mutades.

La transfecci6 d’aquests diferents promotors mutants juntament amb Snail va
mostrar que és necessaria la integritat de les caixes E2 i E3 perqué Snail pugui
realitzar la seva funcid repressora. Gracies a aquest assaig, també es va poder
observar que la pérdua de les caixes E1 i E2 provoquen un petit augment de
I'activitat basal del promotor de I'E-cadherina, mentre que la mutacié de la caixa E3
redueix significativament aquesta activitat (vegeu figura RIlI-4a). Aix0 podria
suggerir que potser la caixa E3 és important per la unié d'algun regulador positiu de
I'expressid de I'E-cadherina especific de les cél-lules epitelials. Es va realitzar aquest
mateix assaig en cél-lules NIH 3T3 transfectades o bé amb WT1 o bé amb WT1 i
Snail. Els resultats van mostrar que, en aquest cas, les caixes E indispensables
perqué Snail reprimeixi [l'activitat del promotor de [I'E-cadherina préeviament
estimulat per WT1 soén les caixes E1 i E2 (vegeu figura RIlI-4b).

Aquest experiment també va permetre observar que la pérdua de
qualsevol de les 3 caixes E del promotor provoca una davallada en la
eficiéncia d’activacié del promotor per part de WT1. Aix0 podria ser perqué
WT1 podria necessitar algun co-activador que li calgués aquestes caixes

integres per tal de realitzar la seva funcio activadora correctament.
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Figura RI11-4: Activitat dels promotors d’'E-cadherina salvatge i mutats en resposta
a Snail i WT1. (a) Les linies cel-lulars epitelials MDCK i RWP1 es van transfectar amb 250
ng de cada promotor i 2 ng de pcDNA3 en el cas dels controls (-Snail) o0 2 ng de pcDNA3-
Snail (+Snail). (b) Les cél-lules NIH 3T3 es van co-transfectar transitoriament amb 100 ng
del promotor d’E-cadherina corresponent a cada cas, 100 ng de WT1 i 10 ng del plasmid RSV
buit o d’Snail-RSV. Els valors es van normalitzar mitjancant els valors obtinguts de l'activitat
de la luciferasa Renilla (10 ng). Els resultats representen el percentatge de repressié del
promotor de I'E-cadherina versus la seva activitat 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 repressio de
l'activitat del promotor de I'E-cadherina per part d’Snail en cél-lules
epitelials és necessari que les caixes E2 i E3 estiguin integres cosa que
suggereix que WT1 no jugaria un paper important en augmentar |'activitat
del promotor de I'E-cadherina en les linies cel-lulars epitelials MDCK i RWPL1.
Per altra banda, el fet que Snail necessiti la integritat de les caixes E1 i E2
per tal de reprimir I'activitat del promotor préviament activat per WT1 en
cél-lules mesenquimals NIH 3T3 suggeriria un possible mecanisme de
competici6 entre ambdés factors de transcripcié per tal d'unir-se al

promotor.
Snail i WT1 competeixen per unir-se al promotor de I'E-cadherina.

Tots aquests resultats, ens van portar ha pensar en la possibilitat de

que Snail i WT1 competissin estéricament per unir-se al promotor de I'E-
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cadherina. Que Snail no fos capa¢ de reprimir I'activitat del promotor de I'E-
cadherina induida per WT1 quan les caixes E1 o E2 estan mutades podria
explicar-se pel fet de que Snail, al no poder-se unir a la seva caixa de

reconeixement, perdria la seva capacitat de competencia amb WTL1.
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Figura RII1-5: Assaig BOPA amb sonda del promotor d’'E-cadherina. (a) Esquema de
la sonda del promotor d'E-cadherina contenint la sequéncia de reconeixement per WT1
(vermell) entre les dues caixes E (negre) dianes per Snail. La biotina esta associada a
I'extrem 5 de la sonda. (b) Els extractes totals corresponen a cel-lules NIH 3T3
transfectades de forma transitoria amb Snail marcat amb HA o amb WT1 o amb Wt1 i Snail
conjuntament. Les cel-lules es van lisar 48 h després de la transfeccié6 amb un tampé a I'1%
de SDS. Aguests extractes totals es van incubar posteriorment amb la sonda biotinilada. A
continuacio es va fer un Western blot contra WT1 i HA (per visualitzar Snail). La senyal dels
extractes totals (inputs) corresponen a una exposicié curta (5 s), mentre que la senyal dels

extractes incubats amb la sonda corresponen a una exposicio llarga de (10 min).

Per tal de demostrar aquesta hipotesi, es va decidir realitzar un
experiment de BOPA utilitzant una sonda que correspon a la porcié del
promotor de I'E-cadherina que conté la seqUéncia de reconeixement per
WT1 flanquejada per les dues caixes E1 i E2 i marcada amb una molécula
de biotina a I'extrem 5’ (vegeu figura RIlII-5a). Amb aquest assaig es va
poder observar que tant Snail com WT1 tenen la capacitat d'unir-se a les
seves respectives seqliéncies consens. En canvi, l'expressié conjunta
d’ambdds factors de transcripcié provoca el desplagament de llurs unions al
promotor de manera que quan un s’'uneix no pot unir-se l'altre (vegeu

figura RII1-5b). A més a més, aquest experiment verifica que Snail té més
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afinitat pel promotor que WT1 desplacant, d’aguesta manera, WT1 de la
seva unié al promotor de I'E-cadherina. Aquest ultim resultat recolzaria
I'observacié obtinguda amb els assatjos d’activitat de promotor (vegeu

figura RIII-2).

L’expressio estable de WT1 en cel-lules que expressen exdgenament
Snail donalloc a un canvi fenotipic.

Seguint en la linia de la hipotesi que postula una competencia estérica
entre Snail i WT1 a I'hora d'unir-se al promotor i regular-lo, es va voler
verificar si aquest esdeveniment succeia d’igual manera al moment de
regular el promotor endogen de I'E-cadherina d'un sistema cel-lular. Per
aconseguir aix0, es van crear una série de clons que expressessin, de
manera estable, WT1, Snail o bé WT1 i Snail conjuntament. Es va partir de
dues linies de clons cel-lulars desenvolupades anteriorment en el nostre
grup anomenades MDCK SNA, que corresponen a cel-lules MDCK que
expressen Snail de forma estable, i MDCK CON que no s6n més que les
seves homologues control transfectades amb els vector d’expressio buit
(vegeu figura RIlI-6a).

Un cop es van seleccionar els clons utilitzant dos antibiotics, un que
seleccionava I'expressio d’'Snaiil i I'altre que seleccionava I'expressiéo de WTL,
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 mitjancant la tecnica de Western blot utilitzant
un anticés especific contra WT1 (vegeu figura RIII-6b) i també contra
I'epitop HA que correspon a l'etiqueta associada a I'Snail exogen. El resultat
va ser de tres clons que expressen WT1 i dos clons que expressen WT1 i

Snail.
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CEL-LULES MDCK CON (-WT1)

TRANSFECCIO
CEL-LULES MDCK CON ESTABLE CEL-LULES MDCK CON {(+WT1)
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CEL-LULES MDCK SNA CEL-LULES MDCK SNA (-WT1)
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CEL-LULES MDCK SNA (+WT1)

pREP4 Resisténcia a Geneticina
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Figura RIII-6: Crivellatge dels clons MDCK estables per WT1. (a) WT1 es va clonar en
el plasmid d’expressié pREP4 que té resisténcia a I'Higromicina. Aquest plasmid es va
transfectar en les cel-lules MDCK CON que ja havien estat préviament transfectades amb un
plasmid buit , i en les cel-lules MDCK SNA que expressen de forma estable el factor
transcripcional Snail. A partir d’aqui es van seleccionar clons resistents a I’'Higromicina (400
pg/ml) i a Geneticina (500 pg/ml). (b) Western blot contra WT1 i HA (per visualitzar Snail)
d’alguns clons seleccionats. El tamp6 de lisi utilitzat per obtenir extractes proteics totals

contenia un 1% de SDS.

Seguidament es va analitzar el fenotip que presentaven aguestes noves
linies cel-lulars estables. Es va observar que els clons que expressen només
Snail tenen un fenotip marcadament mesenquimal, sén cel-lules forca
allargades i que creixen de forma dispersa per la placa de cultiu (vegeu
figura RIlI-7a). En canvi, les cel-lules que expressen conjuntament Snail i
WT1 presenten un fenotip molt més epitelial i creixen agrupades formant
colonies compactes i ben delimitades (vegeu figura RIII-7b). Per tant,
I'expressié exdogena de WT1, en cel-lules que expressen establement Snail,

afecta el fenotip.
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CAPITOL llI: Importancia de WT1 en la co-regulacié de gens regulats per Snail

Figura RII1-7: Fenotip dels clons MDCK estables per WT1, Snail i Snail/ WT1. (a)
Pannell superior, clon MDCK control que expressa establement WT1. Pannell inferior, clon
MDCK que expressa establement Snail. (b) Dos clons MDCK que expressen conjuntament
Snail i WT1. Fotografies captades amb una camara fotografica acoblada al microscopi optic.

100 augments.

WT1 provoca una reorganitzacio6 del citoesquelet cortical d’actina.

L’'organitzacio dels filaments d’actina en una cél-lula pot donar certa
informaciéo sobre el seu fenotip. En les cél-lules epitelials, l'actina es
presenta cortical. Contrariament, en cél-lules mesenquimals es visualitza
I'actina com a fibres d’estrés. Es va procedir a realitzar una tincié dels
filaments d’actina dels diversos clons estables MDCK. Mitjancant aquesta
tecnica es va poder observar que la distribucié dels filaments d’actina entre
els clons estables per Snail i els estables per Snail i WT1 era diferent. Les
cél-lules que expressen ambdds factors de transcripci6 presentaven
marcatge d’actina al voltant de tota la membrana i un gran nimero de
filopodis que s’extenia d'una cél-lula a altra, en canvi, les cél-lules que
expressen Unicament Snail presentaven un marcatge més compacta al
citoplasma disposant-se al llarg dels filaments d’estrés (vegeu figura RIII-
8).
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-SNA/-WT1

+SNA/MHWTI

Figura RI11-8: Tinci6 del citoesquelet d’actina dels clons MDCK estables. Es va tenyir
I'actina dels diferents clons MDCK mitjan¢ant la incubaci6 de les ceél-lules, préviament
permeabilitzades, amb fal-loidina conjugada a Rhodamina (TRITC). Pannell esquerra,
visualitzacié de la disposicié de l'actina en els diferents clons MDCK (vermell). Pannell
central, visualitzacié de les mateixes cél-lules mitjangcant contrast de fases. Pannell dret,
visualitzaci6 de les dues imatges anteriors acoblades, imatge transmitida. Imatges

realitzades amb el microscopi confocal.

WT1 afavoreix I’adhesio6 cel-lular.

Per tal de visualitzar millor el canvi fenotipic sofert per les cél-lules que
expressen Snail i WT1 respecte a les que només expressen Snail, es va
procedir a realitzar una série de talls ultrafins dels clons que van ser,
posteriorment, observats a través d’'un microscopi electronic. A baixos
augments, es va poder veure com les cel-lules transfectades amb els dos
factors transcripcionals formen una monocapa més compacta que les
cél-lules que nomeés expressen Snail, a més a més, son cél-lules amb un

aspecte més columnar, creixen juntes les unes de les altres i estan
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adherides al substrat. Observant més detalladament, es pot veure que
aguestes ceél-lules presenten un aspecte molt més polaritzat tipic de cél-lules
diferenciades, a més a més de ser més altes i amb una forma més poligonal
gue les seves homologues transfectades Unicament amb Snail. Aquestes
Gltimes, en canvi, sén forca més estirades i aplanades, creixen separades
entre si, a més a més d’estar menys adherides al plastic (vegeu figura RIII-
9a).

b
e
¥ ‘ l‘ll'
MDCK CON {+WT1) &
¥ : ~
e N & st MDCK SNA {-WT1)
MDCK SNA {-WT1)
5‘;1."“ \: “a':fh % *':'.:1';
e
MDCK SNA (+WT1)
Figura RII1-9: Talls ultrafins dels clons MDCK estables. (a) Observaciéo al microscopi

electronic de les cél-lules MDCK que expressen WT1 (pannell superior), Snail (pannell
central) i Snail i WT1 conjuntament (pannell inferior). (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 estructures d'adhesié cel-lular. En tots els casos les cél-lules

havien crescut durant 10 dies en confluéncia.

Una observacié d'aquestes mateixes mostres a més augments va
revelar que les cél-lules positives per Snail no presenten cap tipus de
contacte entre elles (vegeu figura RIII-9b, pannell superior). En canvi les
cél-lules que expressen conjuntament Snail i WT1l presenten algunes
estructures d’'unid intercel-lular poc desenvolupades, cosa que dificulta
determinar si corresponen a unions adherents o a desmosomes (vegeu
figura RII1-9b, pannell inferior). També es va advertir que, tant les cél-lules
que expressen WTL1 i Snail com les que només expressen WT1, presenten

un gran nombre d’interdigitacions entre les membranes de cél-lules veines.
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WT1 no activa I'expressio de I'E-cadherina en els clons que co-
expressen Snail i WT1.

Tenint en compte que WT1 té la capacitat d'activar el promotor de I'E-
cadherina, es va pensar que fora possible que els clons que co-expressen
Snail i WT1 expliquessin el seu canvi de fenotip per un augment dels nivells
d’expressié d’aquesta proteina d’adhesié cel-lular. Per tal de confirmar
aquesta hipotesi es van analitzar els nivells d’expressié de la proteina E-
cadherina a partir d’extractes totals dels clons MDCK CON (-WT1), MDCK
CON (+WT1), MDCK SNA (-WT1) i MDCK SNA (+WT1) per Western blot.

a
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Figura RI11-10: Analisi dels nivells d’expressié de I'E-cadherina dels diferents clons
MDCK. (a) Western blot contra I'E-cadherina dels diversos clons MDCK estables. Els
extractes totals de cada linia cel-lular es van realitzar utilitzant un tamp6 de lisi contenint un
1% de SDS. Pannell superior, temps d’exposicié curta (5 s). Pannell inferior, temps
d’exposicié llarg (5 min). (b) Els diferents clons estables es van transfectar de manera
transitoria amb 100 ng de promotor d'E-cadherina. Els valors es van normalitzar mitjan¢ant
els valors obtinguts de I'activitat de la luciferasa Renilla (10 ng). Els resultats representen el
percentatge d’activitat del promotor de I'E-cadherina en els clons estables respecte a
I'activitat del promotor en les cel-lules control que no expressen cap dels dos factors
transcripcionals. Aquests resultats corresponen a un experiment representatiu de tres

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 control que no
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expressen cap dels dos factors de transcripcié o que nomeés expressen WT1
(vegeu figura RIII-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’activacié del promotor de I'E-cadherina per part de WT1,
es va procedir a realitzar un assaig d’activitat d’aguest mateix promotor en
els diferents clons MDCK. Aquest experiment va aclarir que els baixos
nivells d’'E-cadherina en els clons MDCK SNA (+ WT1) eren conseqliéncia de

la baixa transcripcio d’aquest gen (vegeu figura RIlI-10Db).

WT1 afavoreix la unio entre I’'E-cadherina i la f-catenina.

S’ha demostrat que WT1 no és capac de recuperar els nivells d'E-
cadherina en els clons estables per Snail i WT1 pero, per altra banda, s’han
observat complexes d’'adhesié intercel-lular de tipus adherent en aquests
mateixos clons. A partir d’aqui, es va plantejar la possibilitat de que, potser,
aquest factor transcripcional era capag¢ d’afavorir la localitzaci6 d’aquesta
poca E-cadherina present en la cel-lula en els contactes cel-lulars mitjangcant
un altre mecanisme independent de la regulacié transcripcional. Com ja s’ha
mencionat en la introduccié, I'E-cadherina forma complexes amb la B-
catenina, I'a-catenina i I'actina per donar lloc a les adhesions adherents en
la cel-lula. Sabent aix0 es va tractar de determinar si la poca E-cadherina
dels clons estables per Snail i WT1 es trobava activa formant contactes
entre les cél-lules, és a dir, formant els complexes abans esmentats. Per
comprovar aix0, es va decidir fer una immunoprecipitacié de I'E-cadherina
dels diversos clons MDCK i veure per Western blot els nivells de B-catenina
associada a I'E-cadherina. Es van poder observar diferéncies entre les
cél-lules que expressen Unicament Snail i els estables per Snail i WT1
respecte als nivells d’'E-cadherina associada al citoesquelet (vegeu figura
RIII-11). Per contra, aquestes diferéencies observades en els nivells de I'E-
cadherina entre les cel-lules que expressen Snail i les que expressen
ambdos factors de transcripcié no es van observar en el Western blot per

I'E-cadherina total realitzat anteriorment (vegeu figura RIll-10a).
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Figura RIII-11: Nivells de beta-catenina i E-cadherina funcionals dels clons
estables per WT1, Snail i Snail/ Wtl. Immunoprecipitacié d’extractes proteics dels clons
utilitzant un anticés contra I'E-cadherina. Posteriorment, es va realitzar un analisi per

Western blot de la beta-catenina i I'E-cadherina presents en aquests immunocomplexes.

Aix0 es deu a que, en el cas de I'analisi proteic de la figura RIlI-10a, es
va fer un extracte proteic total de les cél-lules indicades utilitzant un tampé
de lisi contenint un 1% de SDS mobilitzant, aixi, totes les fraccions
proteiques presents en la cél-lula. En canvi, la immunoprecipitacié es va
realitzar a partir d'un extracte cel-lular que contenia només aquella porcié
proteica associada al citoesquelet cel-lular. De manera que, els nivells d’E-
cadherina observats en aquest assaig corresponen a I'E-cadherina associada
al citoesquelet, és a dir, la que és funcional i responsable de mediar les
unions entre les cél-lules veines. A partir d'aquests resultats, es podria
concloure que les cél-lules que expressen Snail i WT1 presenten més E-
cadherina funcional que les que només expressen Snail, i en consegiiéncia,
les primeres tenen els nivells de [-catenina associada a E-cadherina
superiors als de les cél-lules MDCK estables per Snail. Per tant, sembla ser
gue WT1 afavoriria que la poca E-cadherina present en la cél-lula estigués
associada al citoesquelet potenciant, aixi, les unions entre les cél-lules

veines.

WT1 recupera l’expressio de la desmocolina.

Tot i aixi aquests petits canvis no semblen ser suficients per explicar el
canvi de fenotip observat en els clons estables per Snail i WT1. Per aquesta
rad es va voler determinar si hi havia algun canvi en I'expressiéo d’altres
proteines implicades en les wunions intercel-lulars. Els desmosomes
connecten de forma puntual el citoesquelet de filaments intermedis
(queratines) de cél-lules adjacents. Les proteines que componen els

desmosomes es divideixen en: (i) la desmoplaquina i la plakoglobina (o v-
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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 proteines de la familia de les
cadherines (les desmocolines i les desmogleines) que travessen la
membrana i formen unions homotipiques intercel-lulars (vegeu figura RIII-
12a).

Mitjancant la técnica de Western blot, es van analitzar els nivells de
desmogleines, desmocolines i plakoglobines en els clons estables. Es va
observar que els nivells d’expressié de la desmogleina i la plakoglobina no
canviaven entre els diferents clons estables. En canvi, es va detectar una
disminucié 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 recuperacié dels nivells d’expressiéo de I'esmentada proteina

en un dels clons estables per Snail i WT1 (vegeu figura RIII-12b).
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Figura RI11-12: Nivells d’expressié de diferents proteines implicades en la formacio
dels desmosomes en els diversos clons MDCK. (a) Esquema de [I'estructura d’un
desmosoma. Els filaments intermedis formen una tensa xarxa que creua tot l'interior de la
cel-lula. Aquests filaments es troben lligats a les plaques proteiques dels desmosomes
formades per desmoplaquina i plakoglobina. Altres filaments, anomenats linkers de
transmembrana, connecten les plaques proteiques dels desmosomes a través de I'espai
intercel-lular. Les proteines implicades en aquesta tasca sén les anomenades democolines i
desmogleines. (b) Mitjancant la técnica de Western blot es van analitzar els nivells
d’expressio d’algunes de les proteines implicades en la formacié dels desmosomes com sén
la desmogleina, la desmocolina i la plakoglobina a partir d’extractes totals dels clons MDCK

que expressen establement WT1, Snail, Snail i WT1 o cap dels dos factors transcripcionals.
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WT1 recupera l'expressié del gen marcador epitelial MUC-1 i
disminueix els nivells del gen marcador mesenquimal Fibronectina.
Com ja s’ha dit en el capitol I, hi ha un augment de l'expressié de
fibronectina en les cel-lules MDCK transfectades establement amb Snail. Per
aquesta rad, aquesta proteina es considera un bon marcador mesenquimal.
A partir d’aqui es van analitzar els nivells d’ARNm d’aquest marcador
mesenquimal en els diferents clons estables i es va observar que els clons
estables per Snail expressen fibronectina mentre que els clons doble
transfectants perden I'expressié d’'aquest marcador de la mateixa manera

que les cel-lules control (vegeu figura RIlI-13a).
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Figura RII11-13: Analisi de I'expressio d’'altres gens marcadors epitelial (MUC-1) i
mesenquimal (Fibronectina). (a) Analisi per RT-PCR dels nivells d'expressié de la
fibronectina a partir d’extractes totals d’ARNm dels diferents clons MDCK. Els oligonucleotids
utilitzats per fer aquestes amplificacions estan descrits en I'apartat de Materials i Métodes.
(b) Els diferents clons MDCK es van transfectar transitoriament amb 100 ng del promotor de
MUC-1. Els valors es van normalitzar mitjancant els valors obtinguts de l'activitat de la
luciferasa Renilla (10 ng). Els resultats representen el percentatge de repressié del promotor
de MUC-1 respecte la seva activitat en les cél-lules control 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 continuacio es va analitzar I'’expressio d’un altre marcador epitelial en
aquest clons estables, MUC-1. Com ja s’ha explicat en el Capitol I, MUC-1
presenta dues caixes E de reconeixement per Snail en la seva regié
promotora. Al analitzar la sequéncia del promotor es va detectar la
preseéncia de varies regions consens per la unié de WT1 que flanquejaven
les caixes E. Mitjangcant un analisi de I'activitat del promotor de MUC-1 es va
veure que l'activitat del promotor augmentava en les cél-lules estables per
Snail i WT1 respecte als clons estables per Snail (vegeu figura RIlI-13Db).

A més a més, aquest assaig va revelar que els clons que expressen WT1
patien certa repressié del promotor de MUC-1 respecte als clons controls
negatius per a l'expressid d'aquest factor de transcripcid. En les cél-lules
estables per Snail també s’'apreciava una repressié del promotor pero de
forma molt més acusada que la produida per WT1. En canvi es va veure que
les linies estables per Snail i WT1 tenien una activitat del promotor de MUC-
1 similar a l'activitat observada en les cél-lules estables per WT1. Aquests
resultats mostraven que podia desplacar la unié d’'Snail del promotor de
MUC-1.
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DISCUSSIO

Durant el desenvolupament embrionari, cada membre de la superfamilia
de les cadherines mostren un patré d’expressio espaitemporal especific. L'E-
cadherina esta considerada com una de les cadherines prototipus en els
teixits epitelials i esta involucrada en la regulaci6 de diversos
esdeveniments morfoldgics com serien la gastrulacié, la formaci6é del teixit
neuronal, la cardiogénesi i la somitogénesi. L'E-cadherina és una de les
primeres molécules d'adhesié expressada en I'embrié de ratoli, en I'estadi
de vuit cel-lules, i és essencial per a la compactacié6 de la morula i la
subseqlient organitzacié dels teixits epitelials. Per tant, I'expressi6 de I'E-
cadherina es manté en tots els teixits epitelials, pero es perd durant el
procés de TEM, procés essencial perqué es doni la gastrulacié, i en
I'establiment de les cél-lules mesenquimals. Pero, I'E-cadherina també esta
implicada en un altre procés important pel desenvolupament que és l'invers
del ja anomenat fenomen de TEM, l'anomenada transici6 meseénquima-
epiteli (TME). Aguest procés esdevé critic durant la morfogenesi renal. Per
tant, podriem dir que la regulaci6é positiva o negativa de I'expressié de I'E-
cadherina durant els processos de desenvolupament esta molt controlada i
associada al guany o la perdua de I'adhesi6 cel-lular (Peinado et al., 2004).
Com ja s’ha comentat en la introduccid, alguns processos patologics també
pateixen un fenomen de TEM, com per exemple, quan les cél-lules tumorals
adopten caracteristigues metastasiques. Aquesta regulacié a la baixa de I'E-
cadherina en les cél-lules epitelials tumorals s’ha correlacionat directament
amb un augment en l'expressié del factor transcripcional Snail. Aquesta
proteina, com ja s’ha dit anteriorment, té la capacitat d'unir-se a les
sequUéncies E contingudes en el promotor de I'E-cadherina i donar lloc a la
repressio de la seva expressio.

A partir d’aqui, es va considerar Snail com la proteina responsable de la
repressio de I'expressio de I'E-cadherina durant el procés de TEM que es pot
donar tant al llarg del desenvolupament embrionari com en processos
d’'invasio i metastasi a I'inici de la formaci6é dels tumors. Per tant, tenint en
compte que l'abséncia o preséncia de I'E-cadherina en una cél-lula pot
modular la seva morfologia i la seva funci6, I'estudi de la regulacié de

I'expressié d’aquesta molécula d’adhesio ens ajudaria a entendre millor els
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mecanismes moleculars pels quals una cel-lula epitelial normal pot perdre
les seves caracteristiques morfologiques convertint-se en una cél-lula capag
de moure’s i d’envair altres teixits de I'organisme tant en I'inici com al llarg
d’'un procés tumoral.

Fins al moment es coneix clarament que Snail és un dels principals
factors transcripcionals implicats en la regulacié negativa de I'expressio de
'E-cadherina tant en processos implicats en el desenvolupament embrionari
com en processos associats a la tumorigénesi. Pero, no es coneix quin dels
diversos factors descrits com a factors activadors de l'expressié de I'E-
cadherina podria actuar com a regulador antagonic d’'Snail, de manera que
ambdés factors serien els responsables de regular la correcta expressio
d’aquesta proteina d’adhesidé en el lloc i el moment adequats per tal de
mantenir un correcte patré d’'expressié de la proteina en la cél-lula i, aixi,
controlar correctament els diferents processos implicats en el
desenvolupament. La desregulaci6 de I'expressié6 d’algun d’aquests dos
factors transcripcionals, tant del regulador negatiu com del positiu, podria
causar una incorrecta expressio de I'E-cadherina provocant [I'inici d'un
procés tumoral.

Aquest treball ha proposat WT1l com el factor transcripcional
responsable de la regulacié positiva de I'E-cadherina i ha reforcat el seu
possible paper com a factor antagonic d’Snail. Com ja s’ha comentat en la
introduccido, WT1 és un factor transcripcional que esta implicat en processos
de TME durant el desenvolupament del ronyd i altres dorgans al llarg de
I'embriogénesi. A més a més, aquest factor és capag¢ d’unir-se a unes
sequéncies rigues en —-GC- i regular, d’aguesta manera, l'expressié de
diversos gens diana. Alguns grups han descrit la preséncia d’aquestes
caixes consens en les regions proximals del promotor de I'E-cadherina
(Hosono et al., 2000) i del promotor del receptor de la vitamina D (VDR)
(Maurer et al., 2001; Lee et al., 2001) a través de les quals WT1 actua
regulant positivament [I'expressié d’aquests dos gens. Al analitzar la
seqléncia dels dos promotors abans esmentats, es va veure que les
sequéncies de reconeixement per Snail i per WT1 estaven molt properes
unes de les altres. Els resultats obtinguts a partir dels assatjos d’activitat
del promotor de I'E-cadherina al transfectar WT1 i Snail conjuntament i els

analisis per RT-PCR dels nivells d’expressié de I'E-cadherina regulada per
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I'expressié dels dos factors reguladors (vegeu figura RIII-2 i 3), mostren
gue Snail té la capacitat de disminuir I'accié activadora de WT1 sobre el
mateix promotor. A més a meés, els resultats obtinguts suggereixen que
Snail podria tenir més afinitat per unir-se al promotor de I'E-cadherina que
WT1 ja que s'observa que petites concentracions d’'Snail poden evitar
I'efecte activador d’elevades concentracions de WT1 (figura RIII-2). El fet
de que WT1 no sigui capac de disminuir el grau de repressié d'Snail sobre el
promotor d’E-cadherina en les cel-lules RWP1 podria tenir dues explicacions.
La primera fora que la concentracid fixa de WT1 utilitzada en aquest assaig
no és gaire alta, aixo es va fer per tal d’evitar una saturacié del sistema. Per
tant, segurament els nivells d’expressi6 de WT1 no sén prou alts com per
poder desplacar Snail del promotor. La segona explicacié podria tenir a
veure amb el sistema cel-lular utilitzat. Com s’observa en la figura RIII-4,
Snail reprimeix l'activitat del promotor de I'E-cadherina a través de les
caixes E2 i E3 en les cel-lules RWP1, aix0 suggereix que, en una linia
cel-lular ben diferenciada, WT1 no tindria un paper important en
I'estimulacié del promotor d'aquesta proteina d’adhesié cel-lular cosa que
explicaria perqué la transfecci6 de WT1 en aquest sistema cel-lular no és
capac¢ de produir el seu efecte activador. En canvi, WT1 si juga un paper
clau en l'augment de I'expressié de I'E-cadherina en un sistema cel-lular
mesenquimal com soén les cél-lules NIH-3T3 (vegeu figura RIlI-1a).

Aix0 ens va fer pensar en un possible mecanisme de competicié entre
WTL1 i Snail a I'hora de regular I'expressié d’aquesta proteina d’adhesié. Esta
descrit que, normalment, perqué dos factors transcripcionals competeixin a
I'hora d’unir-se al promotor les segiiéncies de reconeixement d'aquests
factors en questiéo han d’estar solapades o bé sobreposades (Villard, 2004).
Perd hi han autors que suggereixen que perqué un factor inhibidor i un
activador competeixin no tenen perque tenir solapats els seus respectius
llocs d'unié a I'ADN. En els organismes procariotes, el control negatiu de
I'expressié geénica es dona per la unié dels factors repressors al la regié
proximal del promotor i, en conseqiiéncia, es produeix una competicid
estérica amb I’ARN polimerasa impedint la seva unié a I’'ADN i evitant l'inici
de la transcripci6. També pot passar que el factor transcripcional repressor,
després d’'unir-se a I’ADN, formi un complexe repressor que interferiria en la

uni6 de diversos factors activadors a les seves respectives seqiiéncies de
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reconeixement. Aquest escenari seria similar al que succeeix quan la
proteina a-2 homeo-domini forma un complex repressor amb les proteines
tupl/ssn6 (Gray et al., 1994; Keleher et al., 1992). Els resultats obtinguts
amb l'assaig de BOPA utilitzant com a oligonucledtid marcat amb biotina la
regio del promotor de I'E-cadherina contenint dues caixes E i una sequéncia
consens per WT1, demostra la existéncia d'algun tipus de competéncia,
segurament estérica, entre els dos factors transcripcionals per tal d’'unir-se
al promotor (vegeu figura RIII-5). Aquest experiment confirma que Snail té
una major afinitat pel promotor de I'E-cadherina que WT1, aixd quadraria
amb els resultats obtinguts en els experiments d’analisi del promotor. Al
voler demostrar si aquest mecanisme és complia en un sistema in vivo, es
va observar que, tot i que WT1 tenia la capacitat de provocar un canvi
fenotipic al ser transfectat establement en una linia cel-lular préviament
induida a patir un procés de TEM per l'expressi6 exogena del factor
transcripcional Snail, aquest regulador positiu no aconseguia activar
I'expressié de I'E-cadherina (vegeu figura RII1-10). Cal tenir en compte que
en els assatjos de BOPA la sonda marcada amb biotina correspon a una
regio del promotor amb nomeés dues de les tres caixes E que hi ha presents.
Per tant, en aquest experiment no es contempla la possible acci6 repressora
d’'Snail duta a terme a través de la tercera caixa E.

De fet, ja s’havia observat que en un sistema epitelial, la repressié de
I'expressié de I'E-cadherina per part d’'Snail es fa, sobretot, a través de la
tercera caixa E (vegeu figura RIll-4a). Aquests resultats juntament amb la
major afinitat d’Snail pel promotor pot suggerir que possiblement els clons
MDCK que expressen establement Snail i WT1 tindrien uns nivells prou alts
d’Snail com per prevenir la uni6 de WT1 al promotor de I'E-cadherina i no
permetre la seva accié activadora. En canvi, s’ha vist que [l'activitat
repressora d’'Snail sobre el promotor de MUC-1 era abolida pel factor
transcripcional WT1 (vegeu figura RII1-13b). Aix0o podria explicar-se pel fet
gue aquest promotor només té dues caixes de reconeixement per Snail i
estan flanquejades per varies sequiéncies d'unié per WT1 de manera que la
competencia entre ambddés 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, I'E-cadherina
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funcional, potenciant aixi les unions entre cél-lules veines en els clons MDCK
positius per Snail i WT1. El receptor d’EGF (EGFR, Epidermal-Growth Factor
Receptor) s’havia descrit com una tirosina quinasa capac¢ d’interaccionar i
fosforilar la B-catenina (Hoschuetzky et al., 1994). S’havia demostrat que
aquesta fosforilaci6 disminueix la interacci6 de la B-catenina amb I'E-
cadherina i el citoesquelet donant lloc a la seva alliberaci6 al citosol i la
consequent perdua de les unions adherents (Miravet et al.,, 2003). També
es coneix que WTL1 regula negativament I'expressi6 de I'EGFR (Englert et
al., 1999). Per tant, WT1 podria reprimir I'expressié de I'EGFR en els clons
estables per Snail i WT1 de manera que disminuiria la fosforilacié de B-
catenina en les unions adherents permetent, aixi, una major estabilitzacio
dels contactes intercel-lulars. Aixo explicaria perque els nivells de I'E-
cadherina associada al citoesquelet, i per tant funcional, s6n majors en les
cél-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’'expressié d’altres
proteines implicades en l'adhesié cel-lular com sén la desmogleina, la
plakoglobina i la desmocolina, i es va observar que aixi com els nivells de la
desmogleina 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 transcripcional podria
regular d’alguna manera, directa o indirecta, aquesta proteina. A més a
meés, es va veure una certa recuperacié dels nivells de desmocolina en les
cel-lules que expressen Snail i WT1, cosa que suggeriria que WT1 podria
revertir la regulacié d'aquesta proteina per Snail (vegeu figura RII1-12). Al
analitzar la sequéncia del promotor de la desmocolina (NOm. GenBank
HSDSC2X1) descrita per Marsden et al., (1997) s’ha comprovat que aquest
promotor conté una caixa de reconeixement per Snail situada a 403 pb per
davant de l'inici de transcripci6. Per tant, Snail podria reprimir I'expressi6
d’aquesta cadherina, especifica de desmosomes, a través de la seva unié
directe al promotor. A més a meés, també s’ha observat que existeixen dues
sequéncies consens de reconeixement per WT1 situades a -181 i —110 pb
respecte l'inici de transcripci6. Possiblement, la preséncia d'aquestes 2
caixes de reconeixement per WT1 permetria que la funcié estimuladora

d’aquest factor de transcripcio fos més eficient que I'acci6 repressora
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d’Snail, de manera, que WT1 seria capac de recuperar, en part, els nivells
d’expressié de la desmocolina en els clons doble transfectants. A més a
més, el canvi fenotipic, 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'adhesié
cel-lular formats per I'E-cadherina i la B-catenina i per l'augment de
I'expressid de la desmocolina. Tot i aixi, cal tenir en compte que les cél-lules
provenint de rony6 expressen dues cadherines diferents en la formacié dels
contactes intercel-lulars. Una d’aquestes cadherines és Il'ampliament
caracteritzada E-cadherina que ja s’ha estudiat en aquest capitol. L'altra,
correspon a una cadherina recentment descrita anomenada K-cadherina. La
K-cadherina esta considerada com la segona cadherina més important
present en les cel-lules MDCK, on trobem una proporcié d'E-cadherina:K-
cadherina de 3:2 (Stewart et al., 2000). Aquesta nova cadherina s’'associa,
d’'igual manera que I'Ecadherina, a la (B-catenina que al seu torn s'uneix al
I'a-catenina i aquesta Ultima s’associa als filaments d’actina donant lloc a la
tipica estructura d’'unié adherent (Shimoyama et al., 1999).

L'expressié de la K-cadherina durant el desenvolupament del ronyé es
localitza en els agregats de cel-lules mesenquimals propers a la gemma
uretérica i en les cél-lules precursores del tabul proximal renal. Utilitzant
anticossos especifics contra el domini extracel-lular de la K-cadherina es va
comprovar gue no es produia la condensacio de les cél-lules mesenquimals
que han de donar lloc a les estructures epitelials corresponents als futurs
tubuls renals (Cho et al., 1998). Curiosament, I'expressio de la K-cadherina
en el desenvolupament del rony6 coincideix, en temps i espai, a I'expressié
del factor transcripcional WT1. Al analitzar la seqiéncia del promotor de la
K-cadherina s’ha observat la preséncia de tres possibles motius consens de
reconeixement per WT1 solapats i situats entre l'inici de transcripcio i I'inici
de traduccié de la proteina. A més a més, no s’han trobar seqiiéncies d'unié
per Snail properes a les d'unié per WT1. Per aquesta rad, creiem que la K-
cadherina podria ser una altra proteina candidata implicada en el canvi
fenotipic sofert pels clons estables per Snail i WT1l. Donada aquesta
observacié, seria interessant estudiar I'expressio d’'aquesta proteina en els

diferents clons estables.
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MODEL FINAL

La causa del fracas del tractament i de la mort dels pacients amb cancer
es deu, en un elevat percentatge dels casos, a I'aparici6 de metastasis. La
capacitat de formar metastasis requereix que les cél-lules del tumor primari
adquireixin capacitat invasiva. Al llarg de [I'aparicié i progressi6é d’un
carcinoma es produeix un fenomen de canvi fenotipic molt important i
necessari perque les cel-lules tumorals puguin envair, migrar i extravasar-se
per formar una metastasi: és l'anomenat procés de transicié epiteli-
mesénquima (TEM). En alguns casos, les ceél-lules tumorals que han
aconseguit extravasar-se i entrar en un nou teixit, poden patir un procés de
transici6 mesénquima-epiteli (TME) i donar lloc a un tumor secundari. La
TEM és necessaria perqué la ceél-lula tumoral tingui la capacitat d'envair i
migrar, en canvi, la TME esta associada a un pitjor pronostic (Thiery, 2002).
Aquest treball ha intentat explicar quins sén els mecanismes moleculars que
regularien aquests processos en les cél-lules tumorals de I'epiteli de colon.

Durant el procés de TEM una de les molecules que pateix una regulacio
a la baixa és I'E-cadherina. L'expressié de I'E-cadherina es manté en els
teixits epitelials, perd es perd al llarg del fenomen de TEM establint-se,
d’aquesta manera, com a cél-lules mesenquimals (Takeichi, 1988). Aquest
procés ocorre de forma normal durant el desenvolupament embrionari,
concretament, durant la gastrulacié i es caracteritza per ser un procés
altament regulat en I'espai i el temps. Alguns autors han descrit la inducci6
de la TEM com a un fenomen freqientment observat durant la invasié
tumoral (Christofori and Semb, 1999). La pérdua de I'expressié de I'E-
cadherina s’ha observat en la progressi6 tumoral de varis carcinomes
(Birchmeier and Behrens, 1994). El factor transcripcional Snail és un
candidat idoni com a responsable de la repressi6é de I'E-cadherina i la
consequent TEM. La sobreexpressio d’Snail en cél-lules epitelials indueix una
TEM i l'adquisicié per part d'aquestes cél-lules de propietats invasives i
migratories. A més a meés, s’ha observat una correlacié inversa en
I'expressié d’Snail i E-cadherina en diverses linies cel-lulars de carcinomes
humans i de ratoli (Cano et al., 2000; Batlle et al., 2000; Poser et al.,
2001). Estudis inicials d’expressié d’'Snail en carcinomes de pell primaris de

ratoli mostren una expressio especifica d’aquest factor de transcripcid en les
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arees d’invasio (Cano et al., 2000), la qual cosa dona suport a la implicacié
d’Snail en la repressio de I'expressio de I'E-cadherina en el front d’invasio.

En l'intesti normal, el procés de maduraci6 que determina el recanvi
constant de I'epiteli es basa en un fenomen de migracio cel-lular ordenada,
amb un desplagament vertical de les noves cél-lules cap a la superficie
apical de I'epiteli, fet que coincideix amb la seva diferenciaci6. En els tumors
aquest procés és anomal en fases inicials. Segons el nostre model (vegeu
esquema model), una de les primeres alteracions moleculars responsables
de la génesi d'un procés tumoral és la pérdua de funcionalitat del gen APC.
En la majoria dels carcinomes colorectals esporadics (un 85%), les
alteracions moleculars s6n derivades de la pérdua de la proteina APC,
mutacié de la qual produeix també els casos de poliposi colonica familiar
(FAP) (Fearon et al., 1990; Bienz and Clevers, 2000). En condicions
fisiologiques, la proteina APC interacciona amb I'axina i la GSK-3p formant
un complex que regula els nivells de B-catenina citoplasmatics (Behrens et
al., 1998; Barker et al., 2000). La mutacié d’APC dona lloc a una truncacio
de la proteina que l'impedeix unir-se i formar el complex amb l'axina, la
GSK-3B i la B-catenina (Sparks et al., 1998). Com a resultat d’aixo, la GSK-
3B no pot fosforilar la B-catenina, de manera, que no pot ser degradada a
través del proteosoma i s’acumula en el citoplasma (Rubinfeld et al., 1996).
L'estabilitzaci6 de la B-catenina implica la seva translocacié al nucli on
s'unira a un membre de la familia TCF/LEF donant lloc a la regulaci6 de
diferents gens implicats en I'oncogénesi com soén la ciclina D1 (Shtutman et
al., 1999) i c-myc (He et al., 1998), ambdds factors implicats en la
proliferacié cel-lular.

A més a més, recentment, s’ha demostrat que WTL1 pot tenir també un
paper important en la induccié de tumors. Varis autors han detectat un
augment de I'expressiéo de WT1 en diferents cancers com la leucémia (Inoue
et al., 1997), tumors en pulmoé (Qji et al., 2002), cancer de mama (Miyoshi
et al., 2002) i adenocarcinomes de colon (Menssen et al., 2000). En la
majoria de casos, la sobreexpressié de WT1 s’ha detectat en els estadis
inicials del tumor. Una possible explicacié de I'efecte de WT1 com a inductor
de tumorigénesi és la seva capacitat per estimular I'expressiéo de la ciclina
D1 (Tuna et al., 2005) i de bcl-2 (Mayo et al., 1999). Per tant, WT1 estaria

implicat en 'augment de la proliferacié cel-lular a través de I'augment de la
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ciclina D1 i en 'augment de la supervivéncia cel-lular activant I'expressio del
factor anti-apoptotic bcl-2. D’aguesta manera les cél-lules continuarien

mantenint contactes elles i no perdrien el seu fenotip encara epitelial.
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Esquema del model d’induccid i progressié tumoral en cancer de colon.

A partir d’aqui, tant la B-catenina lliure que pot translocar-se a nucli
com WT1 jugarien un paper important en l'augment de la proliferacio
cel-lular i de la supervivéncia cel-lular donant lloc a I'aparicié de 'adenoma.
A continuacio, diferents senyals de TEM com seria TGF-J3, integrines, Ha-Ras
etc. activarien tota una série de vies de senyalitzacié implicades en aquest
fenomen de desdiferenciacio cel-lular. Entre elles trobem la via de
senyalitzacié d’ERK que, com ja hem demostrat, activa I'expressié d’Snail, i
també hi trobem la via de senyalitzacié de I'lLK i NF-kB, totes dues senyals
importants per obtenir una activaci6 complerta del promotor d’Snail.
Paral-lelament, no sabem si condicionat a I'expressié d'Snail o a altres vies
de senyalitzacié, hi hauria una expressio diferencial de '’ARNm antisense de
Zeb-2 permetent aixi la traduccié d’'aguest factor transcripcional que
juntament amb Snail donaran lloc al procés de TEM. Aixo estaria d’acord
amb els estudis que demostren I'associacié entre la pérdua de I'expressié de

'E-cadherina i la co-expressio d’'Snail i Zeb-2 o, fins i tot, amb I'expressio
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preferencial de Zeb-2 en diferents linies cel-lulars de carcinoma (Comijn et
al., 2001). Per tant, Snail i Zeb-2 donarien lloc a la disminucié de
I'expressié de I'E-cadherina i d'altres marcadors epitelials, com VDR. Cal
destacar que VDR regula positivament I'expressio de I'E-cadherina, per tant,
la disminucié de la seva expressié estaria implicada també en la pérdua
d’expressio d’aquesta molécula d’adhesio.

Coma a conseqUéncia de l'expressi6 d’'Snail, WT1 no podria activar
I'expressié de I'E-cadherina ni del VDR ja que Snail, i probablement Zeb-2,
I'estarien desplacant de la seva unié al promotor. Pel que fa a VDR, aquest
model explicaria les observacions obtingudes per altres autors sobre
I'expressié d'aquest receptor al llarg de la progressié tumoral. Resulta que
I'expressié del VDR augmenta en condicions d’hiperplasia i disminueix
clarament en estadis més avancats de la carcinogénesi (Vandewalle et al.,
1994). Segons el nostre model, 'augment de I'expressi6 de WT1l en els
moments inicials de la formacié de la displasia donaria lloc a un augment de
I'expressié del VDR. A continuacié, en un estadi més avancat de la
tumorigénesi, l'expressio d’Snail desplacaria la uni6 de WT1 sobre el
promotor i reprimiria I'expressié d'aquesta proteina. Tot i que no s’han fet
assatjos de competicido entre WTL1 i Snail sobre el promotor de VDR, el fet
de que aquest promotor contingui tres caixes d’'unié a Snail (igual que el
promotor de I'E-cadherina) i dues caixes d'uni6 a WT1, una de les quals
esta solapada amb una de les caixes d'unié a Snail, suggeriria una possible
competéncia entre ambdds factors a I’hora d’unir-se al promotor.

Pero a més a més de reprimir gens marcadors epitelials, Snail té la
capacitat d’augmentar I'expressié de gens marcadors mesenquimals com la
fibronectina i LEF-1. Tots aquests canvis d’expressid0 genica provocats
principalment per Snail donarien lloc a un fenomen de TEM, moment en qué
la cél-lula tumoral perdra els seus contactes intercel-lulars i adoptara un
fenotip mesenquimal. Hem demostrat que Snail té la capacitat d’induir
I'expressio de Zeb-1, el qual al seu torn, té la capacitat de reprimir
I'expressié de I'E-cadherina. En el nostre model, Snail induiria I'expressio de
Zeb-1, el qual contribuiria al manteniment del fenotip maligne,
probablement ajudat per altres dos factors repressors, E47 i Slug, sostenint
la repressi6 de I'E-cadherina i promovent la degradaci6 de la matriu

extracel-lular (MEC) i la mobilitat cel-lular, provocant I'apariciéo de ceél-lules
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aillades capaces d’intravasar-se en un vas sanguini o limfatic. Un cop les
cel-lules tumorals s’han transportat a organs distants, es poden extravasar i
donar lloc a una metastasi mitjiancant una TME.

Pel que se sap actualment, la reepitelitzacié de les cél-lules tumorals a
la metastasi pot donar lloc a la seva progressié en el nou teixit hoste,
empitjorant d’aguesta manera el pronostic del pacient. Aquest fenomen és
determinant en la progressié dels tumors solids, i essencialment, en els
epitelials; en un sistema tan ineficient com és el procés metastatic, aquest
mecanisme de reepitelitzacié permetria I'éxit (llyas, 2000; Chambers et al.,
2002). La majoria de metastasis detectables en carcinomes com el
colorectal deriven de grups cel-lulars invasius que han estat capacos de
recuperar el fenotip epitelial o revertir el procés de TEM (Thiery et al.,
2002). Seria en aquest moment de la progressié tumoral en que WT1 podria
recuperar la seva funcié “epitelitzadora” i ser responsable de la regulacié
d’aquesta reversio6 fenotipica en la metastasi.

Segons el nostre model, durant el procés d’invasié i migracié els factors
responsables de mantenir el fenotip mesenquimal de les cel-lules serien
Zeb-1, E-47 i Slug. Tenint en compte que s’ha observat que Zeb-1
reprimeix, principalment, a través de les caixes E1 i E2, i havent demostrat
gue aquest factor transcripcional té menys afinitat que Snail per unir-se al
promotor de I'E-cadherina, es podria esperar que un augment de I'expressio
de WT1 en l'etapa de l'assentament de la metastasis provoqués el
desplacament de Zeb-1 de la seva uni6 al promotor de '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 (Bolés
et al.,, 2003). Per tant, segurament WT1 també seria capa¢ de desplacar
Slug i E47 del promotor de I'E-cadherina amb més facilitat que el
desplacament d’Snail un cop les cél-lules tumorals s’hagin establert com a
tumor secundari. Aquest efecte de competici6 de WT1l conduiria a un
augment dels nivells d’expressi6 de I'E-cadherina afavorint que la B-
catenina sortis de nucli i quedés retinguda en els contactes cel-lulars. Com a
consequéncia d’aquest fet, les cél-lules patirien un canvi morfologic cap a un
fenotip més epitelial. Aix0 estaria d'acord amb la sobreexpressié de WT1
trobada en el 91% de mostres de carcinomes d’ovari que han fet metastasi

en el mesotelioma (Hecht et al., 2002). Aixi que, en la inducci6é i en la
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progressié tumoral, la regulacié dels nivells d’expressié d’Snail i WT1 serien
molt importants per a la carcinogénesi. Segurament, existeixen uns llindars
d’expressid per a cada un dels dos factors transcripcionals que permetin que
la funci6 d'un guanyi per sobre de la de l'altra i viceversa. D’aquesta
manera, l'expressié d'una gran quantitat d’'Snail i una petita quantitat de
WT1 permetria que les cél-lules adoptessin un fenotip mesenquimal i les
seves corresponents habilitats invasores i migratories, mentre que la
sobreexpressi6 de WT1 podria donar lloc a la reepitelitzacié d’aquestes
mateixes cél-lules perd conservant sempre [|'habilitat de tornar a
transformar-se en cel-lules mesenquimals. De manera que es podria
concloure que aquest treball revela com la regulacié de I'expressiéo de dos
factors transcripcionals amb funcions totalment contraries podria orquestra
el procés d’induccid i progressioé tumoral en colon.

Agquest model, perd, segurament no es correspondria amb un model de
rony6. Hem demostrat que en cél-lules de rony6, I'expressié conjunta de
WT1 i d’Snail dona lloc a una reepitelitzacié cel-lular sense la necessitat
d’augmentar els nivells d’'expressié de I'E-cadherina. Segurament, aixo es
produiria per l'augment de I'expressié d'una altra cadherina especifica de
ronyé anomenada K-cadherina, la qual hem vist que no té caixes de
resposta a Snail perdo si a WT1l. Aquesta isoforma de cadherina no
s’expressaria en colon, la qual cosa explicaria que durant la TEM induida per
Snail durant la progressié tumoral en cancer colorectal, WT1 continués
expressant-se pero sense donar lloc a una epitelitzacié cel-lular independent
de I'E-cadherina, com passa en les cel-lules de ronyd, ja que les cél-lules de
colon no podrien suplir la pérdua de I'E-cadherina amb I'expressio de la K-
cadherina.

Aix0 estaria d'acord amb el fet que els tumors de ronyé normalment
presenten una péerdua de funcionalitat de WT1 (Haber et al., 1990; Gessler
et al., 1990). La formacid dels tumor de Wilms es deu a la incapacitat de
WT1 de condensar el mesénquima metanefric donant lloc a la proliferacié
continua del mesénquima i provocant l'aparicié del tumor (Hastie, 1994;
Machin et al., 1984). En canvi, en els tumors de mama, leucémies o tumors
colorectals, s’ha detectat un augment de I'expressié de WT1 sense cap tipus
de mutacié (Menssen et al., 2000). Per tant, s’ha proposat una funci6é dual

al gen de WT1, es considera un gen supressor de tumors en els cancers de
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ronyé mentre que esta considerat un oncogen en la formacié de tumors de
mama, colon, pulmoé i en leucémies. A partir d’aqui podriem considerar que
WT1 esta implicat en processos de co-regulacié de l'expressi6é de I'E-
cadherina juntament amb Snail controlant d’aquesta manera el fenotip
cel-lular en cél-lules de colon, en canvi, esta implicat en un fenomen de
reepitelitzaci6 independentment de [l'augment de [I'expressié de [I'E-
cadherina en cél-lules renals degut a I'expressié génica diferencial de cada

tipus cel-lular.

91



CONCLUSIONS

1- Snail té la capacitat de reprimir I’'expressié d’altres dos marcadors
epitelials, MUC-1 i VDR, a través de la seva unié a les caixes E contingudes
en els seus respectius promotors. La transfeccié d’'Snail, tant establement

com transitoriament, dona lloc a la repressio d’ambdds promotors.

2.- Snail indueix I'expressié d'un altre marcador mesenquimal anomenat
Zeb-1, el qual al seu torn, pot mantenir la repressié del promotor de I'E-

cadherina al llarg del temps.

3.- Les linies que han patit una TEM (transici6 epiteli-mesénquima)
expressen una forma d’splicing alternatiu de ’ARNm antisense diferent, fet
que regula I'splicing alternatiu de ’'ARNmM sense de Zeb-2. Aquests resultats

es correlacionen amb l'activitat del promotor de Zeb-2.

4.- L’activitat del promotor minim d’'Snail (-78/+59) depéen de la via de
senyalitzacié d’ERK i és suficient aquest fragment del promotor per tal de
mantenir una especificitat mesenquimal. El tractament amb un inhibidor de
la MEK (PD98509) de les cel-lules transfectades establement amb formes
actives Ha-Ras o PK-Ca disminueix significativament I'activitat del promotor
minim d’Snail. A més a més, també la transfeccié transitoria d’'una forma
activa de MEK (MEK E) augmenta de forma dosi-dependent |'activitat del

promotor —78/+59 d’Snail.

5.- SOn necessaries altres regions fora de la regié promotora minima d’Snail
per tal d’obtenir una estimulacié complerta del promotor. El tractament amb
un inhibidor de la PI3K (LY294002) de les cel-lules transfectades amb una
forma activa d'ILK disminueix significativament I'activitat del promotor llarg
d’Snail (-869/+59), aquest efecte no s’'observa en el promotor minim. A
més a més, p65 (subunitat de NFkB) pot estimular la transcripciéo d’'Snail a

través d’'una regio situada entre el =194 i el —78.
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6.- Snail competeix amb WTL1 per tal d’'unir-se al promotor de I'E-cadherina
i regular-lo. A més a més, Snail s'uneix amb més afinitat al promotor de I'E-
cadherina, de manera que baixes concentracions d’aquest factor de
transcripci6 son capaces de desplacar l'acci6 activadora d’altes

concentracions de WT1 .

7.- La transfecci6 estable de WTL1 en cél-lules que expressen ectopicament
Snail dona lloc a un canvi fenotipic. Tot i no recuperar-se els nivells de I'E-
cadherina, WT1 afavoreix la preséncia d'aquesta proteina d'adhesié en la
membrana cel-lular formant complexes amb B-catenina. A més a més, WT1

és capag d’evitar la repressio d’Snail sobre el promotor de MUC-1.
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MATERIALS | METODES

Linies cel-lulars

Totes les linies cel-lulars utilitzades han estat cultivades en medi modificat
de Dulbeco (DMEM), suplementat amb 4.5 g/l de glucosa (Life
Technologies), 2 mM de glutamina, 56 U/ml de penicil-lina, 56 pug/,l
d’estreptomicina i 10% de serum fetal bovi (FBS;GIBCO). Es van mantenir a
37°C, en una atmosfera humida contenint 5% de CO2 y 95% d’aire

Les seguents linies cel-lulars utilitzades provenen del banc de cél-lules de
I'institut: linies cel-lulars humanes com sén les HT-29 M6 (adenocarcinoma
de colon, seleccionada a partir de la linia parental HT-29 amb metrotexat a
una concentracié de 10°® M, amb un fenotip mucosecretor), les SW-480
(adenocarcinoma de colon), les SW-620 (adenocarcinoma de colon
provenint de metastasi a nodul limfatic), 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 pancreas) i les RWP1
(carcinoma ductal de pancreas); linies cel-lulars de ratoli com s6n les EpH4
(carcinoma ductal de mama) i les NIH 3T3 (fibroblasts dermics,

immortalitzats); linies cel-lulars de rata com sén les IEC-18 (ileon).

On és indicat, s’han afegit PMA (phorbol 12-myristate, 13-acetate; SIGMA)
a una concentracié final de 100 nM, els inhibidors de la MEK (mitogen-
activated protein kinase kinase) PD98059, a una concentracié final de 50
UM, o bé U0126 a una concentraci6 final de 20 puM, I'inhibidor de la quinasa
p38 SB203580 a una concentraciéo de 10 uM o, finalment, l'inhibidor de la
PI3K (phosphatidyl inositol-3 kinase) LY294002 a una concentracio final de
30 pM (tots ells de Calbiochem). Per fer els controls es van suplementar les

cél-lules amb els mateixos volums del diluient, DMSO (dimethyl sulfoxide).

Constructes d’ADNc

mZeb-1
L'’ADNc de Zeb-1 de ratoli va ser cedit pel Dr. T. Geneta del Children’s
Hospital of Philadelphia, Filadélfia, PA. Esta clonat en el vector d’expressio

pcDNA3HisC (Promega) en la diana de restriccié EcoRl.
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mZeb-2
El constructe de Zeb-2-CS2MT va ser amablement cedit per Dr. A. Postigo

de la Washington University, St. Lluis, M.O.

mSnail

El constructe mSnail-HA clonat en el vector pRSV-neo es va generar en el
nostre laboratori a mans del Dr. J. Baulida. Es va alliberar un fragment de
0.9 Kb corresponent a mSnail-HA digerint el constructe pcDNA3-Snail-HA,
que ja teniem en el laboratori i que ja estava descrit (M. Gossen, 1992),
amb els enzims de restriccio Hindlll i Notl. A continuacié es va clonar
mSnail-HA en el vector pRSV mitjangant la diana Xhol. Es van haver de
generar extrems roms per tal de poder realitzar la lligacio (pérdua de les

dianes).

MEK-E
El constructe de la forma activada de MEK-1 (MEK-E) va ser amablement
cedit pel Dr. P. Crespo del CSIC, Madrid.

p65, VP16-Rel i Rel

El constructe p65-pcDNAS3 va ser cedit pel Dr. M. Fresno de la UAM, Madrid.
La fusi6 VP16-Rel es va generar en el nostre laboratori en mans del Dr. D.
Dominguez. Es va obtenir I'’ADNc codificant de VP16 a partir d’'un constructe
anterior, VP16-Snail previament referenciat a E. Batlle, 2000. Aquesta regio
es va fusionar en pauta amb el domini d’homologia Rel del factor de
transcripcié NFkB, subunitat p65. El Aquesta fusié fou subclonada de nou al
vector pcDNAS.

El constructe Rel-pcDNA3 es va generar a partir del constructe p65-
pcDNA3. El domini Rel va ser alliberat mitjancant els enzims HindlIl i Ndel,
gue digereixen en l'extrem 5’ del clonatge i just després del domini Rel,
respectivament. Aquest fragment va ser posteriorment clonat en el plasmid
pcDNA3 digerit amb EcoRV. Es van haver de generar extrems roms per tal

de poder realitzar la lligaci6 (pérdua de les dianes).
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WT1 (-KTS)

L'’ADNc de WT1 (-KTS) de ratoli va ser cedit pel Dr. G. Gil. Estava clonat en
el vector MSCV-GFP. Per generar el constructe WT1-pRSVneo es va digerir
el constructe original amb I'enzim de restricci6 EcoRI. Es va alliberar un
fragment de 3 Kb que, posteriorment, va ser clonat en el vector d’expressio
pRSVneo mitjancant la diana Xhol. Es van haver de generar extrems roms
per tal de poder realitzar la lligacié (perdua de les dianes).

L'ADNc de WT1 (-KTS) es va clonar també en el vector d’'expressi6 pREP4
per poder generar els clons estables. Per aixo, es va alliberar la regié
codificant de WTL1 del vector pRSVneo digerint amb Nhel i Sall. El fragment
obtingut es va clonar en el vector pREP4 mitjancant les dianes Nhel i Xhol
(el tall d’aquest ultim enzim genera un extrem compatible amb Sall, pero es

perd la diana).

Clons estables per Snail, ILK, Ha-ras i PK-Ca

La generaci6 de clons estables per a I'expressié d’'mSnail-HA i PK-Ca a partir
de les linies parentals HT-29 M6 i MDCK, es van obtenir al nostre laboratori i
ja es van descriure préviament (E. Batlle, 2000 i E. Batlle, 1998). Les linies
estables HT29-M6 SNA1 i SNA2 corresponen a dos clons obtinguts a partir
de la transfecci6 estable d'un vector d’expressio regulat per tetraciclina (tet-
off) contenint un ADNc corresponent a Snail de ratoli etiquetat amb
hemaglutinina (HA). Aquest promotor induible deixa de ser funcional al
afegir Doxiciclina (2 pg/ml) al medi de cultiu. Les linies estables MDCK
SNA1l i MDCK SNA3 corresponen a dos clons obtinguts a partir de la
transfeccié estable amb el constructe plRES-neo m-Snail-HA. L'expressi6
estable d'mSnail, en els clons HT29-M6 SNAL1 i SNA2, es conserva gracies a
la presencia dels antibiotics G418 (neomicina; GIBCO) i Higromicina
(Invitrogen) a una concentracio final de 500 pg/ml i 200 pg/ml en el medi,
respectivament. En canvi, per mantenir I'expressiéo estable d’Snail en els
clons MDCK SNAl i SNAS3, els medis de cultius eren suplementats amb
nomeés l'addicié de G418 a una concentracio final de 500 ug/ml.

Els clons estables de IEC-18 que expressen la forma salvatge de la quinasa
ILK, ja es va descriure préviament (A. Novak, 1998). Els clons estables de

IEC-18 que expressen un forma activada de Ha-Ras (mutacié Vall2, en
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pCEFL) van ser cedides molt amablement pel Dr. H.G. Palmer del Instituto
de Investigaciones Biomédiques, CSIC, Madrid; aixi com les linies SW-480

transfectades establement amb Snail-GFP.

Clons estables per WT1

Les tranfeccions estables es van realitzar utilitzant el kit Lipofectamine-Plus
Reagent (Invitrogen) en medi optiMEM (Invitrogen) segons les instruccions
de la casa comercial. Les linies cel-lulars estables es van generar a partir de
les linies estables per l'expressié d’'Snail abans esmentades, les MDCK
control que contenen establement un vector buit, i les MDCK SNAl (E.
Batlle, 1998). Cadascuna d’'aquestes linies es van transfectar de manera
estable amb el plasmid buit pREP4 i amb la construccié pREP4-WT1 (-KTS).
Posteriorment van ser seleccionades amb 500 ug/ml de G418 (Geneticina,
GIBCO) per mantenir I'expressié d'Snail i amb 400 pg/ml d'Higromicina
(Invitrogen) per seleccionar els clons que expressen WT1. Com a resultat,
vam obtenir 8 clons control que no expressaven cap dels dos factors de
transcripcié (anomenats MDCK CON, -Snail/-WT1), 4 clons que només
expressaven Snail (anomenats MDCK SNA, + Snail/-WT1), 3 clons que
expressaven Unicament WT1 (-KTS) (anomenats MDCK WT1, -Snail/+WT1)
i 2 clons que expressaven ambddés factors transcripcionals, Snail i WT1
(anomenats MDCK SNA/WT1, +Snail/+ WT1); tots ells eren resistents a les

concentracions abans esmentades de G418 i Higromicina.

Clonaci6 de promotors

Promotor d’E-cadherina

El constructe reporter amb el fragment —178/+92 del promotor del gen
huma d’'E-cadherina esta descrit per E. Batlle, 2000. i prové del nostre
laboratori. Aquest fragment del promotor inclou les tres caixes-E de
resposta a Snail descrites préviament en el mateix treball. A més, també
conté una sequéncia consens de reconeixement per WT1. Els constructes
del promotor d’E-cadherina amb les caixes-E mutades es van fer per canvis
de la sequiéncia 4’-CACCTG- 3’ de cada caixa per 5’-AACCTA-3".
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Promotor de MUC-1

La sequUéncia corresponent al promotor de MUC-1 huma -759/+49 es va
clonar fent una amplificacié del promotor per PCR a partir d’ADN genomic
de cél-lules HT-29, utilitzant una taqg polimerasa d’alta fidelitat (Pfx, GIBCO)
i els seguents oligonucleotids: 5-CATGGTACCGCAAGGCTCCCGGTGACC-3' i
5'-CGTAAGCTTGGGAGGGGGCAGAACAGATT-3' que contenen dues dianes de
restriccié per Kpnl i Hindlll (subratllades). El producte de la PCR purificat es
va clonar en una versié mutada del vector pGL3 Luciferasa (Promega) (E.
Batlle, 2000; es va eliminar un lloc putatiu d'unié a Snail) mitjancant les
dianes Kpnl i Hindlll. EI promotor de MUC-1 amb les dues caixes- E mutants
es va obtenir utilitzant el kit QuikChange™ site-directed mutagenesis
(Stratagene).La sequencia de l'oligonucleotid sens va ser la seguent: 5'-
GAGGGGGCGGGGTTTTGTAAACCTATAACCTACTCGCTGTGCCTAGGGCCG-3,

en negreta s’indiquen els nucleotids mutats.

Promotors d’Snail

El fragment del promotor d’'Snail -869/+59 es va aillar en el nostre
laboratori pel Dr. E. Batlle. El promotor d’'Snail es va clonar en el vector
pGL3 mitjancant les dianes Kpnl i Hindlll. A partir d’aqui, el Dr. D.
Dominguez, va realitzar una série de delecions successives fins al fragment
—194/+ 59 utilitzant oligonucleotids especifics des del punt de delecid, i als
quals se’ls hi va afegir una diana Kpnl + 4 pb de sequéncia flanquejant a
I'extrem 5’ per a permetre la digestié de la diana amb I'enzim de restriccio
pertinent. El fragment —-125/+59 es va obtenir per digesti6 de la diana
BsmBI que es troba en aquest punt sobre el fragment —194/+ 59, i utilitzant
la diana Kpnl present en I'extrem 5’ d’aquest ultim. Després es va relligar el
plasmid havent fet préviament els extrems roms. El fragment —78/+59 es
va amplificar amb uns oligonucledtids flanquejants a la segiiéncia i clonat en
el vector pGL3 mitjancant les dianes Bglll i Hindlll. Finalment els fragments
—-194/+29 i -125/+29 es van generar per digestié aprofitant una diana Aflll
en el lloc —29.

Promotor d’Slug

El fragment del promotor d'Slug huma -616/+207 es va clonar fent una

amplificacio del promotor per PCR a partir d’ADN genomic de cél-lules HT-
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29, utilitzant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GIBCO) i els
oligonecleotids seglents: 5-ATTCTCGAGGAAGCCCTGAGTAGCGCA-3’ i 5'-
ACCAAGCTTGGAGGCGTTGAAATGC-3' que contenen dues dianes de
restriccié per Xhol i Hindlll. El producte de la PCR purificat es va clonar en
una versié mutada del vector pGL3 Luciferasa (Promega) mitjancant les

dianes Xhol i HindllIl.

Promotor de VDR

La sequéncia corresponent al promotor de VDR huma -600/+23 es va
clonar fent una amplificacié del promotor per PCR a partir d’ADN genomic
de cél-lules HT-29, utilitzant una taqg polimerasa d’alta fidelitat (Pfx, GIBCO)
i els oligonucleotids seguents: 5'-GCTGCCAAGGTGATATCGGG-3' i 5'-
GTTGTCGATGATTATAGGAC-3’ que no contenen cap diana de restriccio. El
producte de la PCR purificat es va fosforilar i es va clonar en una versié
mutada del vector pGL3 Luciferasa (Promega) mitjancant la diana Smal que

deixa extrems roms.

Promotor de Zeb-1

La seqguéncia corresponent al promotor de Zeb-1 huma -361/-53 es va
clonar fent una amplificacié del promotor per PCR a partir d’ADN genomic
de cel-lules HT-29, utilitzant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GIBCO) i
els oligonecleodtids seglients: 5-ATTTACGCGTCCGCCGAGCCTCCAACTTTA-3'
i 5’-TAAAAAGCTTCCTTCCCCCCCACCCCTCC-3' que contenen dues dianes de
restriccio per Mlul i Hindlll (subratllades). El producte de la PCR purificat es
va fosforilar i es va clonar en una versié mutada del vector pGL3 Luciferasa
(Promega) mitjangant les dianes Mlul i HindlIl. Aquest constructe va ser

generat per S. Guaita.

Promotors de Zeb-2

El fragment del promotor de Zeb-2 huma —-888/+ 455 es va clonar fent una
amplificacié del promotor per PCR a partir d’ADN gendmic de cél-lules HT-
29, utilitzant un taq polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GIBCO) i els
oligonecleotids  seguents: 5’-ATACGAGCTCGAAGCGTCACGTTGGAAGC-3’
(sense, -888/-869) [ 5'-GGAAGATCTGGATGGAGGACGAGCACAC-3

(antisense, +455/+437) respecte a l'inici de transcripci6 esmentat en la
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sequencia del cromosoma 2 huma (num. Accés NT_005058; gi:37547378).
Aquests oligonucleotids contenen dues dianes de restriccio Sacl i Bglll. El
producte de la PCR purificat es va clonar en una versié mutada del vector
pGL3 Luciferasa (Promega) mitjancant les dianes Sacl i Bglll.

El fragment del promotor de Zeb-2 huma -888/+2976 es va clonar fent una
amplificacio del promotor per PCR a partir d’ADN genomic de cél-lules HT-
29, utilitzant un tag polimerasa d’alta afinitat (Pfx, GIBCO) i els
oligonecleotids seguents: 5’-ATACGAGCTCGAAGCGTCACGTTGGAAGC-3’
(sense, -888/-869) i 5-GGAAGATCTTCGATAAGAGCGGATCAGATGGC-5’
(antisense, +2976/+2956) respecte a l'inici de transcripcié esmentat en la
sequiéncia del cromosoma 2 huma (nim. Accés NT_005058; gi:37547378).
Aquests oligonucleotids contenen dues dianes de restriccié Sacl i Bglll. El
producte de la PCR purificat es va clonar en una versi6 mutada del vector

pGL3 Luciferasa (Promega) mitjancant les dianes Sacl i Bglll.

Tots els constructes es van seguenciar per descartar possibles mutacions.

Per realitzar tots aquests clonatges es va haver de lligar el seu fragment
amb el seu plasmid i, en certes ocasions, es va haver de procedir a
defosforilar els vectors i en d'altres casos, fins i tot, es va haver de re-
omplir extrems cohesius per obtenir extrems compatibles per a la lligacié.
Per a tot aixo es va utilitzar: la lligasa T4-DNA i el seu respectiu tampé de la
casa comercial (Pharmacia); la fosfatasa alcalina d’intesti de vedell diluida
en el seu corresponen tampo6 (Promega); o bé, la polimerasa Klenow (New

England Biolabs).

Analisi de I’activitat dels promotors

La repressié de l'activitat dels promotors d'E-cadherina o MUC-1 es va
mesurar per co-transfecci6 de constructes de Zeb o Snail clonats en el
plasmid pcDNA3 (Invitrogen) amb els promotors abans esmentats clonats
en el plasmid pGL3 en les linies cel-lulars indicades.

La repressié de l'activitat dels promotors d'E-cadherina o VDR es va
mesurar co-transfectant el constructe d’Snail clonat en el plasmid pRSV
amb els promotors abans esmentats clonats en el plasmid pGL3 en les linies

cel-lulars indicades.
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L'activacio del promotor de I'E-cadherina per WT1 es va mesurar co-
transfectant 100 ng del constructe pRSV-WT1 (-KTS) amb el promotor d’E-
cadherina clonat en pGL3 i concentracions creixents del constructe pRSV-
Snail-HA en cél-lules NIH 3T3.

Per analitzar I'activitat basal dels diferents constructes 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 transfectar en les
linies cel-lulars indicades.

Totes les transfeccions i co-transfeccions esmentades anteriorment inclouen
el plasmid Renilla Reniformis (pRTK-Luc o pRSV-Luc de Promega) per
normalitzar I'eficiéencia de les transfeccions. Les activitats de la luciferasa
Firefly (Luc) i la luciferasa Renilla (Rluc) es van mesurar utilitzant el Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega) 48 hores després de
transfectar d’acord amb les instruccions de la casa comercial. L'activitat Luc
es normalitza per l'activitat Rluc. En tots els experiments, la quantitat total
d’ADN transfectat es va estandaritzar amb el vector buit. Sistematicament
es feien duplicats o triplicats de cada transfeccié i els experiments es

repetien com a minim tres vegades.

Analisi dels nivells d’ARN

Northern blot

Els Northern blots es van fer seguint un protocol estandard. Breument, 12.5
ug d’ARN total es van purificar per extracci6 amb guanidina isotiocianat i es
van separar posteriorment en un gel desnaturalitzant
d’agarosa/formaldéhid, es van visualitzar amb tincié de bromur d’etidi, es
van fotografia i es van transferir a una membrana Zeta-probe (Bio-Rad)
durant tota la nit per accié de capilaritat. Al dia segiient els ARN es van
cross-linkar a la membrana utilitzant el GS Gene Linker (Bio-Rad) i es van
hibridar amb una sonda marcada radioactivament amb [a-3?P]dCTP
(rediprime IlI, Amersham Biosciences) utilitzant una solucié pressHyb
(CLONTECH). La sonda d’ADN de MUC-1 es va preparar a partir de 50 ng de
la sequiencia citosolica de 'ADNc de MUC-1 purificada, que s’havia amplificat
per una transcripcid reverse associada a una reaccié en cadena de la

polimerasa (RT-PCR) a partir d’ARN total de cél-lules HT-29 M6 utilitzant els
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oligonucleotids; 5’-CGAAAGCTTGCCGCCGAAAGAACTACG-3' (sense, 556-
574) i 5'-GAGGATATCGCAAGTTGGCAGAAGTGGC-3' (antisense, 748-765)

k™ (nim. Accés

que correspon a la sequéncia registrada en el GenBan
X80671). Les band3es especifiques es van visualitzar per auroradiografia

utilitzant Hyperfilm MP (Amersham Biosciences).

RT-PCR semi-quantitativa

Tots els analisi de RT-PCR semi-quantitativa es van realitzar a partir de 0.5-
1 ug provenint d’ARN total purificat i utilitzant el kit SuperScript One-Step
RT-PCR i la Platinum Taq polimerasa (Invitrogen).

Els parells d’oligonucleotids (sense/antisense), el nimero de cicles i les
temperatures d’anellament, i els nameros d’accés del GenBank™ van ser

els seglents:

Nom del gen Oligonucleotids NUum. Num.
(sense/antisense) cicles d’acceés
i TA GenBank

mmActina 5'-TGAAACAACATACAATTCCATCATGAAGTGTGA-3’ (916-949) X25 BC049611
5’-AGGAGCGATAATCTTGATCTTCATCATGGTGCT-3’ (1090-1058) 550C

hsCiclofilina A 5-ATGGTCAACCCCACCGTG-3’ (45-62) X22 BC005320
5'-TGCAATCCAGCTAGGCATG-3’ (690-708) 60°C

hsCitoqueratina 5-CTGGAGACCGAGAACCGGA-3’ (352-370) X40 M26326

18 5-TCCGAGCCAGCTCGTCAT-3’ (818-835) 550C

hsEcadherina 5-TTCCTCCCAATACATCTCCCTTCACAGCAG-3’ (1977-2006) X229 AB025106
5'CGAAGAAACAGCAAGAGCAGCAGAATCAGA-3’ (2287-2316) 550C

hsFibronectina  5-GTGCCTGGGCAACGGA-3’ (922-938) X30 X02761
5'-CCCGACCCTGACCGAAG-3’ (1554-1571) 550C

hsLEF-1 5’-ACTGCGCCACGGACGAG-3’ (704-720) X35 AF288571
5'-GAGAGGATGGACCGCATGG- 3’ (1098-1116) 550C

hsMUC-1 5’-CATGGTACCGCAAGGCTCCCGGTGACC-3’ (556-574) X30 X80671
5’-CGTAAGCTTGGGAGGGGGCAGAACAGATT-3’ (748-765) 60°C

hsSlug 5’-ATTCGCACCCACACATTACCTTG-3’ (696-718) X35 NMO003068
5'-TGGAGAAGGTTTTGGAGCAGTTT-3’ (918-896) 550C

rnSlug 5-ATGCCGCGCTCCTTCCTCGTC-3’ (1-21) X35 AF497973
5-GCTTTTCCCCAGTGTGTGTTC-5’ (634-613) 550C

hsSnail 5’-GGCGGATCCACCATGCCGCGCTCCTTCCTGGTC-3’ (1-24) X39 M95604
5’-CCGGATATCCGCGAGGGCCTCCGGAGCA-3’ (778-791) 60°C

mmSnail 5'-TTCCAGCAGCCCTACGACCAG-3’ (104-125) X32 NMO005985
5’-GCCTTTCCCACTGTCCTCATC-3’ (290-310) 60°C

rnSnail Es van utilitzar els mateixos oligonucleotids que per X32 XM230866
amplificar mmSnail 60°C

mmwWT1 5'-GCGGCGCAGTTCCCCAACCA-3’ (979-998) X35 NM144783
5-ATGGTTTCTCACCAGTGTGCTT-3’ (1534-1513) 58°C

hsZeb-1 5’-TTCAGCATCACCAGGCAGTC-3’ (947-966) X40 uU12170
5’-GAGTGGAGGAGGCTGAGTAG-3’ (1663-1683) 530C

hsZeb-2 (ARNm  5'-GCTACGACCATACCCAGGAC-3'(2756-2776) X28 AB011141

sense, regio 5’-TCTCGCCCGAGTGAAGCC-3’ (3139-3157) 550C

codificant)
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hsZeb-2 (ARNm 5-GGGCGAGTGGGCTTCCT-3’ (2422-2406) X40 NTO05058

Sez_Sf?, re%ié nNo  5.-GATAAGAGCGGATCAGATGGC-3’ (2976-2956) 55oC  9i:37547378
coaifrican

mmZeb-2 5'-GCATGAAGAAGCCGCGAAGTGT-3’ (112-133) X40  AlI549808
(ARNm 5'-CACGCGCCACCTATCTTTGT-3’ (258-277) 550C

antisense)

Tots aquests oligonucleotids, sense i antisense, anellen en exons diferents.

RT-PCR quantitativa

Tots els analisi de RT-PCR quantitativa es van realitzar a partir de 0.25 ng
provenint d’ARN total purificat, extracci6 feta amb el kit Gen Elute
Mammalian total RNA kit (Sigma), i utilitzant el kit QuantiTect SYBR Green
RT-PCR (Quiagen). La RT-PCR i I'obtencié de les dades es va realitzar amb
ABI PRISM 7900HT. Totes les quantificacions 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 i Cc sé6n les mitges de les
diferencies dels triplicats dels cicles obtinguts després de normalitzar amb
Ciclofilina o HPRT). Els parells d'oligonucledtids (sens/antisense) utilitzats
van ser els seglents: 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 mMmHPRT, 3'-GGCCAGACTTTGTTGGATTTG-5" (556-576)/3'-
TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT-5" (679-699). Les seqliéncies indicades
corresponen a les registrades en el GenBank™
d’accés: hsE-cadherina, AB025106; hsCiclofilina A, BC005320 i mmHPRT,
BC083145.

sota els seguents numeros

Assaig de BOPA (Biotinilated Oligonucleotide Precipitation Assay)

WT1i Snail sobre promotor d’E-cadherina

Les cél-lules NIH3T3 es van transfectar amb Snail-HA (SNA-HA) o WT1(-
KTS) o es van co-transfectar amb Snail-HA i WT1(-KTS). A les 48 hores de
la transfeccio les cél-lules es van lisar amb tampd RIPA (50 mM Tris-HCI pH
8, 150 mM NacCl, 0.5% NaDOC, 1% Trit6 X-100, 0.1% SDS, 1 mM DTT, 0.1
mM Ortovanadat Sodic, 10mM Naf, 1 mM PefaBloc, 10 pug/ml Leupeptina i
0.7 ug/ml Pepstatina) durant 30 minuts en gel, es van centrifugar durant 5
minuts a 14 000 r.p.m. i es va obtenir el sobrenadant. Seguidament es van

incubar 2 mg de proteina total amb 4 pg de la sonda corresponent al
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fragment del promotor d’E-cadherina (-92 a —12) marcat amb una molecula
de biotina en I'extrem 5’ i 10 ug de poli dI-dC (Promega) durant tota la nit a

4°C.

Spl sobre promotor d’Snail

Les cél-lules indicades es van tractar préviament amb l'inhibidor PD98059
(50 pM) o bé amb el diluient DMSO com a control durant 24 h. A
continuaci6 es van lisar amb el tamp6 RIPA durant 30 minuts en gel, es van
centrifugar durant 5 minuts a 14 000 r.p.m. i es va obtenir el sobrenedant.
Seguidament es van incubar 200 pg de proteina total amb 4 pg de la sonda
corresponent al fragment d’Snail (-70 a —1) marcat amb una molécula de
biotina en I'extrem 5’ i 10 pg de poli dI-dC (Promega) durant la tota la nit a

4°C.

A continuacid, tant en un cas com en |'altre, es va afegir a cada mostra 25
ul efectius de Streptavidin-agarose (SIGMA) i es van incubar durant una
hora en rotaci6 a 4°C. Transcorregut aquest temps es van centrifugar les
mostres per precipitar l'agarosa, es va descartar el sobrenadant i es van
rentar tres vegades l'agarosa amb RIPA. Seguidament es van resuspendre
les mostres amb 25 pl de SB1x, es van bullir durant 5 minuts a 95°c i es
van resoldre en un gel d’'acrilamida-SDS al 10% (pel cas de WT1 i Snail) o
al 7.5% (pel cas de Spl i P-Ser). El gel es va transferir a una membrana de
nitocel-lulosa (PROTAN®) i posteriorment, aquesta membrana, es va
analitzar mitjancant la técnica de Western blot (WB) utilitzant anticossos
contra HA (Roche) (per visualitzar Snail), contra WT1 (Santa Cruz), contra

Spl (Santa Cruz) i contra P-Ser (SIGMA).

Electroforesi de proteines i Western blot

L'electroforesi de proteines es va realitzar en minigels de poliacrilamida al
7.5-10%, en condicions desnaturalitzants. Les mostres proteiques havien
estat bullides préviament en tampd de carrega, o de Laemmli (Tris 10mM,
1% SDS, beta-mercaptoetanol, blau de bromofenol (colorant) i 10% de
glicerol). Els gels han estat resolts en un tampd balancejat de Tris i Glicina,

en un protocol classic.
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La immunodeteccié de les proteines transferides a una membrana de
nitrocel-lulosa es va realitzar amb un protocol de Western blot usual:
incubacié de 1 hora en soluci6 de bloqueig (Tampd Tris-Sali, Tween al 0.1%
(TBS-t), llet en pols desnatada al 5%). En aquesta mateixa soluciéo de

bloqueig es diluia I'anticos primari especific:

Anticos Antigen Dilucié (WB) Casa Comercial
E-cadherina clon 36 735-883 1:2500 BD Transduction
@ (Final) Laboratories
B-Catenina clon 14 571-781 1:2000 BD Transduction
@~ (Final) Laboratories
Desmogleina clon 62 705-1029 1:1000 BD Transduction
@ (Final) Laboratories
Plakoglobina clon 15 553-738 1:2000 BD Transduction
@* Laboratories
Desmocollina %2 7G6 Domini 1:500 Zymed Laboratories
@~ extracel-lular
HA 3F10 (2)* 76-111 1:1000 Roche
WT1 C-19 (3)* Domini carboxi- 1:1000 Santa Cruz Biotechnologies
terminal
Spl (PEP-2)-G (4)* 528-546 1:1000 Santa Cruz Biotechnologies
P-Serina (PSR-45) (1)* P-Ser conjugada 1:1000 SIGMA-ALDRICH
a KLH

(1)* Ratoli monoclonal
(2)* Rata monoclonal
(3)* Conill policlonal

(4)* Cabra policlonal

Després de tres rentats de 10 minuts a temperatura ambient i abundant
soluci6 de bloqueig, es procedia a realitzar la incubaci6 amb [I'anticos
secundari conjugat a peroxidasa de rave (HRP), especific contra I'espécie
originaria del primari, durant 1 hora i a temperatura ambient, a una dilucio
d’1:2000 en tampo6 de bloqueig. Després de nous rentats es revelava la
reaccio amb un substrat especific per a I'HRP, quimioluminiscent (Enhanced
ChemiLuminiscence, ECL, Amersham-Pharmacia) durant un minut, per
després exposar diferents temps la membrana a pel-licules

autoradiografiques Agfa- Curix.
Fotografies en microscopia de contrast de fases

Les fotografies mostrades dels clons MDCK CON, MDCK SNA, MDCK WTL1 i
MDCK SNA/WT1 en cultiu es van fer amb una camara model M35W
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acoblada al microscopi de contrast de fases marca Zeiss. Les fotografies es
van realitzar utilitzant carrets marca Kodak TMAX-135 de 100 ASAs i per

obtenir copies en blanc i negre. Fotografies captades a 100 augments.

Talls semifins i ultrafins

Les cel-lules després de 10 dies en confluéncia es van fixar en glutaraldehid
al 2,5% durant 30 minuts i post-fixades amb OsO, al 2%durant 1 minut a
temperatura ambient i protegides de la llum. A continuacié es van rentar
amb H,O destil-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 minuts per incubacid). La deshidratacié es va completar
amb incubacions de 5 minuts seguits de dos incubacions de 15 minuts amb
hidroxipropil Metacrilat (HPMA) (MERK). Posteriorment, les mostres es van
incloure en una resina EPON (Tousimis Research Corporation, MD, USA). A
continuacio, les peces es van dipositar en motlles de goma i orientats per
ser incubats addicionalment durant 16-18 h a 37°C i 24 h a 60°C igualment
en EPON 100%. Els talls ultrafins es van obtenir amb un ultramicrotom
LKB, posteriorment es van col-locar sobre una reixeta de coure, es van
tenyir amb acetat d’'uranil (5% en etanol absolut) i citrat de plom. Les
mostres es van analitzar a 5000-45000 augments en un microscopi
electronic PHILIPS CM 100.

Immunofluorescéncia

Les diferents linies cel-lulars estables es van fixar amb paraformaldehid al
4% durant 10 minuts a temperatura ambient. Després es van
permeabilitzar amb Trité X-100 al 0.2% en PBS (tampé sali-fosfat) durant 5
minuts. A continuacié es va fer una incubacié amb fal-loidina associada a
rhodamina diluida (Molecular Probes) durant 5-10 minuts en cambra
humida i fosca. Un cop rentats els cubreobjectes es van muntar en Mowiol-
DABCO i visualitzats al microscopi confocal. Les imatges de microscopia
confocal es van captar per un sistema de Microscopia Confocal Invertida
Leica TCS-SP2, amb el sofware pertinent. Els canals d’emissio i excitacio
amb laser foren colimats en cada cas per tal de no tenir senyal creuat. En

cada imatge es varen realitzar d’entre 4 i 8 talls per a generar després una
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projeccié. El contrast i la intensitat del senyal foren retocats mitjancant

programes de processament d'imatge (Adobe Photoshop 6.0).

Immunoprecipitacio

Les cél-lules en cultiu es van rentar tres cops amb PBS i es van rascar per
desprendre-les de la placa, sobre gel. El sediment de cel-lules obtingut
després de centrifugar-les 5 minuts a 3000 r.p.m. era resuspes en 300 pl de
tamp6é de Kemler (50 mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2,
0.1% Nonidet P-40, 1 mM DTT, 0.1 mM Ortovanadat sodic, 10 mM NaF, 1
mM pefabloc, 10 pg/ml leupeptina i 0.7 pg/ml pepstatina). Les cél-lules
resuspeses en aquest tampd es van incubar durant 30 minuts a 4°C en
agitacio, després es van centrifugar 5 minuts a 14 000 r.p.m. i es va retirar
el sobrenedant, d’aquesta manera eliminavem les proteines no associades
al citoesquelet. El sediment restant es va resuspendre en 200 pl de tampé
RIPA (recepta explicada en assaig de BOPA) i es va incubar durant 30
minuts a 4°C en agitacié. A continuacié, I'extracte es va centrifugar 5
minuts a 14 000 r.p.m. obtenint un sobrenedant considerat com a extracte
de proteines associades al citoesquelet.

Seguidament es van incubar 200ug de lisat amb 4ugml* d’anticos anti-E-
cadherina durant tota la nit en agitacié a 4°C. Després, es va afegir 25 pl
efectius de resina proteina-G-agarosa (SIGMA) i es va deixar incubant
durant 1 hora i mitja a 4°C en agitacié. Finalment, es va resuspendre la
mostra amb tampd de carrega i després de ser bullida, es va fer
I'electroforesi en un gel de poliacrilamida-SDS al 7.5% i, un cop transferit el
gel a una membrana de nitrocel-lulosa, es va immunodetectar per Western

blot utilitzant els anticossos contra E-cadherina i beta-catenina.
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