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1.1 Caracterizacion de los genes MDGA1 y MDGA2

1.1.1 Organizacion genomica de MDGA1

El gen MDGAI fue aislado por primera vez en nuestro laboratorio a partir de
ADN genémico extraido de una muestra tumoral de un paciente con cdncer no
microcitico de pulmén (CNMP), que fue amplificado mediante la técnica de AP-
PCR (Arbitrarily Primed PCR)(De Juan et al., 1999). Esta técnica derivada de la
PCR, que consiste en la amplificacién de secuencias de ADN genémico utilizando
cebadores arbitrarios, permitia obtener huellas de ADN (DNA fingerprinting) para los
diferentes pacientes sometidos a este estudio. El andlisis de estas huellas hizo posible la
deteccién de alteraciones gendmicas, tales como amplificaciones y pérdidas de
expresion, en las secuencias de ADN de las muestras tumorales (Kohno et al., 1994;
Okazaki et al., 1996; Peinado et al., 1992; Saitoh et al., 1998). De esta manera, fue
posible detectar una secuencia de ADN que se encontraba amplificada de manera

significativa en la muestra tumoral de un paciente con CNMP (De Juan et al., 1999).

Esta secuencia de ADN gendmico, que en un principio se denominé F18,
consistia en un fragmento de 600 pares de bases (pb) localizado en el brazo corto del
cromosoma 6 en el locus 6p21.2. El andlisis de esta regién cromosémica revel6 la
proximidad del oncogen pim-1, que codifica para una serina/treonina quinasa que
regula la supervivencia celular, diferenciacién, proliferacién, apoptosis y
tumorigénesis (Bachmann and Mordy, 2005), y p21 WAF-1/CIP-1, un gen regulado
por p53 que inhibe las ciclinas dependientes de quinasas (Denicourt and Dowdy,

2004; el-Deiry et al., 1993).

Un andlisis mds detenido de la regién de ADN donde se localizaba el
fragmento F18, revelé que dicha secuencia se encontraba incluida en la regién
intrénica de un gen novel que hasta el momento no habia sido caracterizado. La
organizacién gendémica de este gen, al que se denominé MDGAI (MAM domain
containing a glycosyl phosphatidylinoditol anchor 1; Gene ID: 266727), se muestra en la
figura 1.1 (De Juan et al., 2002).
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F18

> * 140 175 196 133 270 330 297 285 152 178 24 153 135 13110 4,952

32638 5547 2348 767 256 1933 1605 842 1657 797 241 1283 553 5141 223 745

- Secuencia genémica de 65.5 kb

- 17 exones y 16 intrones

- Exé6n 1: contiene ATG (codon de inicio)
5’ UTR > 1179 nt

- Exén 17: contiene TGA (codon de terminacién)
3’ UTR = 4857 nt

- - Intrén 1: 32638 nt
Incluye la secuencia F18

- OREF de 2865 nt
- 2sitios de poliadenilacién
(ATTAAA) posicionado en el 4289

(AATAAA) posicionado en el 8877

Figura 1.1. Organizacién genémica del gen MDGAI. Las cajas negras representan los exones con su tamafio (nt) indicado en la
parte superior. Las cajas en blanco corresponden a las secuencias no traducidas (UTR). Las lineas horizontales corresponden a
los intrones con su tamafio (nt) indicado en la parte inferior. Los codones ATG (exén 1) y TGA (Exén 17) se muestran como

barras verticales y los tridngulos indican las dos sefiales de poliadenilacién.

1.1.2 Expresion del gen MDGA1

El patrén de expresion de MDGAI en tejidos no tumorales humanos y en
lineas celulares tumorales humanas fue investigado en nuestro laboratorio mediante
ensayos de Northern blot. Estos ensayos revelaron que en tejidos no tumorales
humanos el gen se expresaba como un ARNm de 5 Kb en corazén, mdsculo
esquelético y rifién, mientras que en cerebro se expresaba como un transcrito de 9.5
kb. Ademds, MDGALI se expresaba en diferentes lineas celulares tumorales humanas
(leucemia linfobldstica, leucemia mieloide crénica, leucemia promielocitica, linfoma

de Burkitt, adenocarcinoma colorrectal, carcinoma de pulmén y melanoma) como un

ARNm de 5 kb (De Juan et al., 2002).
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1.1.3 Organizacion genomica de MDGA2

El gen MDGAI presenta un gen homdélogo localizado en el brazo largo del
cromosoma 14 (14q21.3) denominado MDGA2 (MAM domain containing a glycosyl
phosphatidylinoditol anchor 2; Gene ID: 161357).

La organizacién genémica de MDGA2 se muestra en la figura 1.2 (Diaz-

Lépez, 2007).

nt 234 140 175 197 133 270 330 294 270 143 178 21156 159 131 106 1947

Kb 373 83 73 12 34 35 26 77 37 38 453304 18 91 37

- Secuencia genémica de 833 kb

- 17 exones y 16 intrones

- Exén 1: contiene ATG (codén de inicio)
5 UTRde 161 nt

- Exén 17: contiene TGA (codén de terminacién)
= 3’ UTR de 1858 nt

- Intrén 1 de 373kb ocupa el 45% del gen
- ORF de 2868 nt
- 1 sitio de poliadenilacién
(AATAAA) posicionado en el 4846

Figura 1.2. Organizacién genémica del gen MDGA2. Las cajas negras representan los exones con su tamafo (nt) indicado en la
parte superior. Las cajas en blanco corresponden a las secuencias no traducidas (UTR). Las lineas horizontales corresponden a
los intrones con su tamafio (nt) indicado en la parte inferior. Los codones ATG (Exén 1) y TGA (Ex6én 17) se muestran como

barras verticales y el tridngulo indica la tinica sefial de poliadenilacién.

1.1.4 Expresion del gen MDGA2

Al igual que con MDGAI, el anilisis de expresion de MDGA2 fue llevado a
cabo en nuestro laboratorio mediante experimentos de Northern blot. En este caso, el
estudio se realizé en tejidos humanos: fetales, tejidos no tumorales y en tumores

primarios.
En los tejidos fetales analizados (cerebro, pulmén, higado y rifién) el gen se

expresaba como un ARNm de 5Kb. Ademis, en cerebro fetal se detectaron también

dos ARNm de 7 y 9 kb. Asi mismo, el gen MDGAZ se expresé en todos los tejidos no
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tumorales analizados (corazén, cerebro placenta, pulmén, higado, midsculo
esquelético, rindén y pdncreas) y en todos los tumores primarios analizados (mama,

ovario, utero, riién, pulmén, estémago, colon y recto), en todos los casos como un

transcrito de 5 kb (Diaz-Lépez, 2007).

1.2 Caracterizacion de las proteinas MDGA1 y MDGA2

1.2.1 Estructura de las proteinas MDGA1 y MDGA2 humanas

El gen MDGAI codifica una proteina de 955 aminodcidos con un peso
molecular de 140 KDa y un punto isoeléctrico de 8.65. Esta proteina presenta en el
extremo N-terminal un péptido sefial de 16 aminodcidos (PS) que conduce a la
proteina por la via de secrecién hacia la membrana. A continuacién la proteina
presenta seis dominios inmunoglobulina (Ig), un dominio fibronectina tipo III
(ENIII), un dominio MAM (meprina, antigeno A5, protein tirosin fosfatasa u, ), y
un dominio C-terminal que contiene un sitio de anclaje a la membrana celular
mediante un grupo glicosil fosfatidil inositol (GPI) (Figura 1.3) (De Juan et al,
2002).

NEZH T

24-123 132-230 240-323  338-432 440-532 539-631 640 - 739 751-918 |

w (Gly 931)
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Figura 1.3. Representacién esquemdtica de los dominios estructurales de MDGAL. Los niimeros representan el rango de
aminodcidos incluidos en cada uno de los dominios proteicos.

El gen MDGA2 humano codifica una proteina de 956 aminodcidos, con un
peso molecular de 135 KDa y un punto isoeléctrico de 6.88. Esta proteina presenta
una organizacién estructural similar a la de MDGA1. MDGA2 posee en el extremo
N-terminal un péptido senal de 20 aminodcidos (PS) seguido de seis dominios Ig, un
dominio FNIII, un dominio MAM y un dominio C-terminal que contiene un sitio

de anclaje a la membrana celular mediante un grupo GPI (Figura 1.4). El péptido
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sefial de MDGA1 y MDGA2, es necesario para la translocacién de la proteina a través
de las membranas del reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi, y la presencia de

un grupo GPI permite el anclaje de las proteinas a la membrana celular.

FNm | mam ‘

27-127 134-232  242-328 340-436  442-533 540 - 627 636-735 746-921

w (Asp 931)

Figura 1.4. Representacidn esquemitica de los dominios estructurales de MDGA2. Los nimeros representan el rango
de aminodcidos incluidos en cada uno de los dominios proteicos.

Ademds, se ha descrito que existen dos primeros exones alternativos spara
MDGA?2, lo que resulta en dos isoformas diferentes de la proteina (956 o 727
aminodcidos). La primera isoforma estd muy conservada ya que presenta una
homologfa superior al 97% con sus genes ort6logos en otras especies de mamiferos

como chimpancé, ratdn, rata, caballo y perro (Hellquist et al., 2009).

Cabe destacar que aunque el alineamiento de los ARNm de ambos genes
mostraba una ausencia de homologia entre sus secuencias génicas, el alineamiento de
sus secuencias proteicas mostraba un porcentaje de homologfa del 47% (Figura 1.5)

(Diaz-Lépez, 2007).
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Figura 1.5. Representacién grifica del alineamiento de las secuencias de los ARNm (A) y de las
secuencias proteicas (B) de MDGA1 y MDGA2. MDGAL se representa en el eje de las X y MDGA2 en el

eje de las Y en ambas graficas.
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Ademas, la informacién obtenida en la base de datos del Ensembl reveld se

que ambas proteinas, MDGA1l y MDGA2, se encuentran altamente conservadas

durante el transcurso de la evolucién (Diaz-Lépez, 2007) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Relacién de algunas de las especies en las que actualmente se conoce la secuencia completa de la proteina MDGA1 6

MDGA2 (Flicek et al., 2014).

ESPECIES ANIMALES

MDGA1

MDGA2

Homo sapiens
Canis famimilaris
Bos taururs
Pan troglodytes
Macaca mulatta
Mus musculus
Rattus norvegicus
Gallus gallus
Monodelphis domestica
Fugu rubripes
Tetraodon nigroviridis

Sus scrofa

Homo sapiens
Danio rerio
Bos taurus
Pan troglodytes
Macaca mulatta
Mus musculus
Rattus norvegicus
Gallus gallus
Monodelphis domestica
Fugu rubripes
Tetraodon nigroviridis
Loxodonta africana
Oryctogalus cuniculus
Xenopus tropicalis
Dasypus novemcinctus
Echinops telfairi

Gasterosteus acu/eatus

1.2.2 Localizacion celular de MDGA1 y MDGA2

Los estudios de localizacién celular de las proteinas MDGAI y MDGA2

fueron llevados a cabo mediante ensayos de transfecciéon en células HeLa y Cos-7 con

las construcciones pFLAG-MDGA1 y pFLAG-MDGA2, generadas en nuestro

laboratorio (Diaz-Lépez et al., 2005; Diaz-Lépez, 2007). Una vez transfectadas, las

células fueron marcadas mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-FLAG.

Estos ensayos permitieron detectar, mediante microscopia confocal, ambas proteinas

en la membrana de las células en cultivo (Diaz-Lépez et al., 2005; Diaz-Lépez, 2007).

30



Introduccién

Ademds, se comprobé que la localizacién de ambas proteinas estaba
restringida principalmente a unos microdominios de membrana conocidos como

balsas lipidicas (lipid rafts) (Diaz-Lépez et al., 2005; Diaz-Lépez, 2007).

Posteriormente, la expresién de ambas proteinas en las células transfectadas
fue confirmada mediante ensayos de western-blot utilizando los anticuerpos anti-
FLAG y GP854. Estos ensayos revelaron la presencia de tres bandas proteicas de
tamafio aproximado de 140 KDa, 115 KDa y 106 KDa para MDGAI, y de una
Unica banda proteica de 135 KDa en el caso de MDGA2 (Diaz-Lépez et al., 2005;
Diaz-Lépez, 2007).

1.2.3 Anclaje de MDGA1 y MDGA2 a la membrana celular mediante un
grupo Glicosil Fosfatidil Inositol (GPI)

El anclaje de las proteinas MDGA1l y MDGA2 a la membrana celular
mediante un grupo GPI se confirmé mediante dos tipos de ensayos. Por un lado, las
células Hela fueron transfectadas con las construcciones pFLAG-MDGALI o pFLAG-
MDGA2, y con las construcciones pFLAG-(MDGA1 AGPI) o pFLAG-(MDGA2
AGPI). Estas dtltimas construcciones (AGPI) carecian de la secuencia de

reconocimiento de anclaje GPI.

Por otro lado, se realizaron ensayos en los que las células transfectadas con
pFLAG-MDGAL1 o pFLAG-MDGA?2 eran tratadas con la enzima fosfolipasa C (PI-
PLC) de Bacillus cereus. Esta enzima hidroliza las proteinas GPI liberando al medio
una forma soluble que carece de anclaje a la membrana. Posteriormente, las células

transfectadas fueron marcadas mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-

FLAG.

Ambos ensayos revelaron la presencia de MDGAl y MDGA2 en la
membrana de las células transfectadas con pFLAG-MDGA1 o pFLAG-MDGA2 que
no habian sido tratadas con PI-PLC. Por el contrario, ninguna de estas proteinas fue

detectada en la membrana de las células transfectadas con pFLAG-(MDGA1 AGPI) o
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pFLAG-(MDGA2 AGPI). Asi mismo, ninguna de estas proteinas fue detectada en la
membrana de las células transfectadas con pFLAG-MDGAL1 o pFLAG-MDGA2 que
fueron tratadas posteriormente con PI-PLC. Sin embargo, en este tltimo caso, las
proteinas MDGA1 y MDGA?2 fueron detectadas como formas solubles en el
sobrenadante del medio de cultivo de estas células mediante ensayos de

inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-FLAG.

1.2.4 Glicosilacion de MDGA1 y MDGA2

La glicosilacién es una modificacién postraduccional muy comin en las
proteinas de la via de secrecién. Esta modificacién se produce principalmente durante
el transporte de la proteina a través del reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi
(Lowe and Marth, 2003) hacia la membrana de la célula. Existen dos tipos de
glicosilacién: la N-glicosilacién, en la que los residuos de azdcar se unen
covalentemente a asparagina (Lam et al., 2013), y la O-glicosilacién, en la que los

residuos de azticar se unen covalentemente a los aminodcidos serina/treonina

(Julenius, 2004).

El estudio de glicosilacién de MDGAI revelé que esta proteina contenia
nueve posibles puntos de N-glicosilacién y un punto de O-glicosilacién. El
tratamiento con tunicamicina (un antibiético que inhibe la N-glicosilacién de las
proteinas) mostré que las células transfectadas con pFLAG-MDGA1 experimentaban
un descenso en el tamano de la proteina de 140 KDa a 125 KDa, indicando que la

proteina estaba N-glicosilada (Diaz-Lépez, 2007).

Por otra parte, en el caso de MDGA2 el andlisis de glicosilacién revelé la
existencia de ocho posibles puntos de N-glicosilacién y un punto de O-glicosilacién.
Un estudio similar al realizado con MDGA1 mostré que el tratamiento con
tunicamicina también producia un descenso en el tamafio de MDGA2 de 135 KDa a
115 KDa, lo que indicaba que también se trataba de una glicoproteina (Diaz-Lépez,

2007).
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1.2.5 Funcion de las proteinas MDGA1 y MDGA2

La presencia en la secuencia proteica de MDGA1 y MDGA2 de dominios
estructurales (Ig, FNIII, MAM y GPI) que se encuentran presentes en diversos tipos
de moléculas de adhesién, llevé a postular un posible papel de ambas proteinas

relacionado con la adhesién celular.

Se ha postulado que MDGALI podria formar parte de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Ig). Sus caracteristicas estructurales la convierten en una proteina
Unica pues se trata de la primera molécula de la superfamilia de las Ig conteniendo un
anclaje GPI a la membrana y un dominio de adhesién MAM. Se han caracterizado
diversas proteinas de la superfamilia de las Ig con anclaje a membrana mediante un
grupo GPI implicadas en una gran variedad de interacciones especificas célula-célula
y/o migracién (Haenisch et al., 2005; Ilantzis et al., 1997; Kim et al., 1992; Peck and
Walsh, 1993; Pimenta et al., 1996; Wilson et al., 1996; Yoshihara et al., 1994).
Ademis la presencia del dominio MAM y/o los dominios Ig le confieren a MDGAL1
la capacidad de poder interaccionar con otras proteinas a través de interacciones
homofilicas o heterofilicas (Cismasiu, 2004; Fujimura et al., 2006; Litwack et al.,

2004).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado una posible
implicacién de la proteina MDGAL1 en migracién y adhesién celular, produciendo un
incremento tanto en la capacidad migratoria como en la capacidad de adhesién

célula-célula de células MDCK en cultivo que expresan esta proteina (Diaz-Lépez et

al., 2010).
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1.3 MDGAs y enfermedad

34

Recientemente se ha observado que las anormalidades en la citoarquitectura y
funcionalidad cerebral presentes en pacientes con desérdenes mentales podria deberse
a una migracién neuronal aberrante influenciada por diversas moléculas de adhesién
celular (CAMs) (Li et al., 2010). Estas moléculas se encuentran implicadas en
multitud de procesos de transduccién de sefiales que son importantes para la
migracién y adhesién celular y el crecimiento axonal, que son necesarios para una
correcta conectividad y plasticidad sindptica asociada al aprendizaje y la memoria
(Panicker et al., 2003). Ademds, las CAMs juegan un papel significativo en la
interaccién entre las neuronas que estdin migrando y los procesos gliales (Takeuchi,
2000). En este sentido, se ha comprobado que en el desarrollo del sistema nervioso la

migracién neuronal y el crecimiento axonal son esenciales (Litwack et al., 2004).

Se han identificado mds de 100 miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, muchos de ellos implicados en la migracién celular, diferenciacién
y crecimiento axonal (Briimmendorf and Lemmon, 2001; Crossin and Krushel,
2000; Kamiguchi and Lemmon, 2000; Peck and Walsh, 1993; Walsh and Doherty,
1997). Litwack et al. demostraron por primera vez que las proteinas MDGAL y
MDGA?2 tienen un importante papel en el desarrollo del sistema nervioso de ratén,
participando en el control de la adhesién neuronal, migracién y crecimiento axonal
(Litwack et al., 2004). Ademads estas funciones son reforzadas por el hecho de que las
proteinas MDGAs presentan una similitud estructural importante con otras proteinas
localizadas en los axones y que regulan el crecimiento axonal en el sistema nervioso
como LAMP, L1/NgCAM/NrCAM, TAGI1/Axonina 1 y Contactina/F3/F11
(Berglund et al., 1999; Cohen et al., 1998; Dahme et al., 1997; Kamiguchi and
Lemmon, 2000; Walsh and Doherty, 1997).

En los tltimos afios se han realizado estudios que demuestran la expresién de
las proteinas MDGAs principalmente en sistema nervioso. Ademis, en estos estudios
se ha postulado que alteraciones en la expresién de estas proteinas podrian estar

relacionadas con diferentes enfermedades del sistema nervioso como alzheimer,
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desérdenes bipolares, autismo y esquizofrenia (Kurose et al., 2012; Lee et al., 2013; Li

et al., 2010; Pettem et al., 2013).

1.3.1 Implicacion de MDGA1 en esquizofrenia

Diversos estudios indican que MDGAI se expresa predominantemente
durante el desarrollo del sistema nervioso central y periférico de rata y ratén (Litwack
et al., 2004; Takeuchi, 2006; Takeuchi et al., 2007), interaccionando con las regiones
ricas en axones principalmente a través de su dominio MAM (Fujimura et al., 2000).
Takeuchi ez al. demuestran que MDGALI afecta a la migracién radial de las células
neuronales de la placa cortical de ratén (Takeuchi, 2006; Takeuchi et al., 2007). Por
otro lado, se ha descrito que el gen MDGAI esta localizado en el cromosoma 6p21,
dentro de la regién asociada a la esquizofrenia 6p22.3-p21.1. Esto llevé a Li ez al a
sugerir una posible asociacién entre el gen MDGAI y la esquizofrenia y desorden
bipolar en poblacién china. En este trabajo se demuestra que polimorfismos de un

tnico nucleétido intrénico en MDGAI esta ligado a esquizofrenia (Li et al., 2010).

1.3.2 Implicacion de MDGA1 y MDGA2 en autismo

Estudios genéticos recientes implican a una gran cantidad de moléculas de
adhesién sindpticas y a las proteinas a las que se unen, en autismo y esquizofrenia
(Betancur et al., 2009; Bourgeron, 2009). Entre estas proteinas se encuentran las
neurexinas y neuroliginas, que son las moléculas de adhesién sindpticas mids
extensamente estudiadas (Stidhof, 2008). Estas moléculas no son imprescindibles para
el establecimiento inicial de la sinapsis, pero actiian de manera isoforma-dependiente
para especificar la maduracién de la sinapsis a inhibitoria o excitatoria. En roedores
existen 4 tipos de neuroliginas que presentan diferente funcién y localizacién
sindptica (Stidhof, 2008). De todas ellas, la neuroligina 2 (NL2) ha cobrado una
especial importancia por su localizacién en sinapsis inhibitoria (Varoqueaux et al.,
2004). Todas las neuroliginas probablemente median actividades promotoras de

sinapsis a través de interacciones directas con neurexinas presindpticas, pero también
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pueden desarrollar funciones de validacién de sinapsis de forma independiente a la

unién a neurexinas (Ko et al., 2009).

Las moléculas MDGAs se encuentran altamente expresadas en los basilar pons,
aunque MDGA1 ademds estd altamente expresada en las capas de la superficie
cortical, el hipocampo, amigdala, tdlamo, bulbo olfatorio y cerebelo (Litwack et al.,
2004). Al igual que otros miembros de la familia de las Ig como CADM-1 y LRENS,
las proteinas MDGAs podrian tener una funcién en la regulacién del desarrollo de la
sinapsis (Figura 1.11). Pettem ez a/. demostraron que las moléculas MDGAs se unen
a NL2 a través de los tres primeros dominios Ig, impidiendo asi la unién de NL2 a
neurexinal (NX1). De este modo, se podria considerar que MDGA1 es un regulador
negativo de la funcién sinaptogénica de NL2. Estos resultados revelan que MDGA1
es un supresor del desarrollo de la sinapsis inhibitoria y postula la unién de las
MDGAs a las vias sindpticas implicadas en autismo y esquizofrenia (Pettem et al.,

2013).

SINAPSIS INHIBITORIA

el ®

Expresion de MDGA1

~ 349y

Vesiculas
sindpticas
(VGAT+)

Neurexina

Neuroligina2

Gefirina

Figura 1.11. Modelo de cémo MDGAI1 podria suprimir el desarrollo de la sinapsis inhibitoria. MDGA1 se une a NL2
inhibiendo su interaccién con NX. Altos niveles de MDGALI en neuronas podria inhibir la formacién de la sinapsis inhibitoria o
desestabilizar la misma, produciendo finalmente una reduccién de la densidad de la sinapsis inhibitoria (Pettem et al., 2013).

Ademds, se han descrito algunas variantes truncadas de MDGA2 asociadas a

casos de autismo (Bucan et al., 2009).
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1.3..3 MDGAZ2 y disfuncion sexual

Recientemente se ha encontrado una asociacién entre  determinados
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de MDGA2 y la disfuncién sexual
inducida por inhibidores selectivos de la reabsorcién de serotonina (SSRIs) 6

inhibidores de la reabsorcién de serotonina-noradrenalina (SNRIs).

Kurose ez al. demostraron una asociacién significativa entre variaciones
genéticas y disfuncién sexual inducida por SSRI/SNRI. Genotiparon 200 pacientes
japoneses que sufrfan depresién, y encontraron 16 polimorfismos de un tnico
nucleétido (SNPs) que estaban significativamente asociados a disfuncién sexual
inducida por SSRI/SNRI. De estos 16 SNPs, 11 (69%) se localizaban en el primer
intrén de MDGA2. Ademis se observé que esta asociacion con los SNPs de MDGA2
era independiente del sexo y la edad. Asi mismo, estos autores postulan la posibilidad
de que estos SNDPs afecten a la expresién génica o funcién de la proteina, que resulte

en una disfuncién sexual por SSRI/SNRI (Kurose et al., 2012).

1.3.4 MDGA2 y Lupus eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune multisistémica
caracterizada por la produccién de anticuerpos, la formacién de complejos inmunes y
la consiguiente inflamacién en multiples érganos como piel, articulaciones, riién y
corazén. Aunque los mecanismos patogénicos de esta enfermedad no se conocen
completamente, se ha comprobado que tanto factores ambientales como genéticos
juegan un importante papel en el inicio y progresién de la enfermedad (Deapen et al.,
1992; Hochberg, 1987; Molina and Shoenfeld, 2005). En los ultimos anos se ha
encontrado una asociacion entre varios loci y esta enfermedad (Criswell, 2008; Harley
et al., 2009; 2006; Rhodes and Vyse, 2008; Rullo and Tsao, 2013; Tsao, 2004). En
particular, Hellquist ez a/., demostraron que el polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) rs961616 localizado en la regién intrénica de MDGA2 se encontraba
significativamente asociado con el riesgo de padecer lupus eritematoso sistémico en la

poblacién europea (Hellquist et al., 2009).
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La adhesién celular desempefia un papel esencial en la organizacién tisular y
en la correcta funcionalidad fisiolégica de los tejidos y érganos, estableciendo uniones
estables de tipo célula-célula y célula-matriz extracelular. Las unidades funcionales
implicadas en la adhesién celular suelen ser complejos multiproteicos compuestos por
tres clases de proteinas: las moléculas de adhesién celular (CAMs), las proteinas de la
matriz extracelular (ECM), y las proteinas de la placa citopldsmica y proteinas de la

membrana.

Las moléculas de adhesion celular generalmente son glicoproteinas
transmembrana que median uniones con otras moléculas de adhesién de células
adyacentes o con proteinas de la matriz extracelular, y determinan la especificidad del
reconocimiento célula-célula y célula-ECM. En este grupo estarfan incluidos
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, integrinas, cadherinas y

selectinas.

Las proteinas de la matriz extracelular son generalmente glicoproteinas de
gran tamano como coldgeno, fibronectina, laminina y proteoglicanos que se asocian

formando fibras u otros complejos macromoleculares.

En la cara intracelular de la membrana plasmdtica, las moléculas de adhesién
se encuentran asociadas a proteinas de la placa citopldsmica o a proteinas de la
membrana. Las proteinas de la placa citopldsmica establecen un puente de unién
entre el complejo de adhesién y el citoesqueleto y estdn implicadas en la regulacién de
las funciones de las moléculas de adhesién y en la transduccién de senales iniciadas en

la superficie celular por las moléculas de adhesién (Gumbiner, 1996).
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1.4.1 Uniones célula-célula

Existen 4 tipos de estructuras de adhesién célula-célula: desmosomas, uniones

adherentes, uniones estrechas u oclusivas y uniones comunicantes o gap juntions

(Figura 1.12).

Uniones estrechas

5 Uniones

= adherentes
=

Q

=)

=

=

O

w)

2]

% Desmosomas
Z

=)

Uniones comunicantes
(gap junctions)

Figura 1.12. Representacién esquemdtica de los diferentes tipos de estructuras de adhesién célula-célula.
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los que aparecen y las proteinas implicadas.

La tabla 1.2 resume los diferentes tipos de uniones célula-célula, los tejidos en

Tabla 1.2. Componentes moleculares constitutivos de los principales tipos de uniones homotipicas. Adaptado de (Franke, 2009).

Proteinas

transmembrana y Proteinas especificas
Localizacién Filamentos asociados  glicoproteinas de la placa
Células epiteliales, Filamentos intermedios ~ Cadherinas Placoglobina (Pg)
Varios tipos de (queratina, vimentina,  desmosomales Desmoplaquina I/11

Desmosomas cardiomiocitos, desmina) (Desmogleinas 1-4 (DP I/1T)

Células meningoteliales, (Dsg 1-4) Placofilinas 1-3
Células dendriticas del Desmocolina 1-3 (Dsc  (PKP 1-3)
timo, 1-3)
Foliculos linfoides
Células epiteliales, Microfilamentos Cadherinas cldsicas o y B-catenina,
Células endoteliales, (actina) (E-cadherina, Placoglobina ¢

Uniones adherentes

Varios tipos de
cardiomiocitos,
Células mesenquimales,

Células neurales.

N-cadherina,
P-cadherina,
VE-cadherina,
Cadherina 11)

Nectinas 1-4

Y-catenina,

p120 (d-catenina),
Proteina ARVCEF,
Proteina p0071,
Placofilina-2,
70-1,Z0-2y ZO-3
Afadina

Uniones estrechas

Células epiteliales,

Células endoteliales

Ocludina,
Claudina 1-24,
Tricelulina,
Proteinas  del
JAM,

CAR,

ESAM

grupo

Z0-1,720-2y Z0-3,

Cingulina

Uniones comunicantes

Todo tipo de células
capaces de  formar

tejidos

Conexinas 1-21

70-1,Z0-2Y Z0O-3
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1.4.1.1 Desmosomas

De entre todas las estructuras de adhesién célula-célula, los desmosomas son
probablemente las que establecen un acoplamiento mecdnico mds fuerte. Su elevada
fuerza de adhesién se basa en las multiples interacciones no covalentes entre sus
componentes moleculares (Holthofer et al., 2007). La estructura bdsica de los
desmosomas estd constituida por proteinas pertenecientes a 3 tipos de familias. El
componente transmembrana de los demosomas incluye miembros de la superfamilia
de las moléculas de adhesién celular dependientes de calcio (CAMs), conocidas como
cadherinas desmosomales: desmogleinas (Dsg) y desmocolinas (Dsc). Otro tipo de
proteinas de los desmosomas son aquellas relacionadas estructuralmente con la
superfamilia de las proteinas armadillo, que incluyen la placoglobina (Pg) y las
placofilinas (PKP) (tabla 1.2). Estas proteinas interaccionan directamente con los
dominios citopldsmicos de las cadherinas desmosomales. Y por ultimo las proteinas
de la familia de las plaquinas, y en particular la desmoplaquina (DP), que
proporcionan el vinculo de unién estructural de los desmosomas con los filamentos
intermedios (queratina, vismentina y desmina) (Getsios et al., 2005; Harmon and

Green, 2013; Holthofer et al., 2007) (Figuras 1.13 y 1.14).

Armadillo
Pg Filamentos
PKP 1-3 Intermedios

Figura 1.13. Modelo molecular
de un  desmosoma. Las

cadherinas desmosomales
interaccionan unas con otras, y
mediante sus dominios
citoplasmdticos  interaccionan
con otros miembros de la familia

de las proteinas armadillo. Las
desmoplaquinas son capaces de

unir  estos  complejos  de

Desmoplaquina

membrana a los filamentos

Cadherinas intermedios.  Adaptado  de
desmosomales DP Getsios et al. (2005). PM=
Dsg 1-4 membrana plasmdtica
Dsc a/b 1-3

Cadherinas desmosomales
Las cadherinas desmosomales se pueden subdividir en desmogleinas (Dsg) y
desmocolinas (Dsc). Se han identificado 4 isoformas humanas de Dsg y 3

isoformas humanas de Dsc. Por splicing alternativo resultan ademds dos
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isoformas distintas de Dsc: isoforma a y b, que contienen un dominio
citoplasmdtico mds corto.

Su estructura es muy similar a la de las cadherinas clésicas. Poseen cinco
ectodominios: 4 dominios cadherina (EC1-EC4) y un dominio mds préximo
a la membrana (EA). El dominio EC1 presenta secuencias peptidicas cortas
de reconocimiento de adhesién celular (CAR) especificos para las diferentes
isoformas de las Dsg y Dsc. Ademds presentan un dominio citopldsmico que
interacciona con placoglobina (Pg) y placofilinas (PKP) (Getsios et al., 2005;
Harmon and Green, 2013).

Proteinas armadillo

Las proteinas armadillo sirven como nexo de unién entre las cadherinas
desmosomales y los filamentos intermedios, a los que se unen por medio de la
desmoplaquina. Se cree que estas proteinas desempenan doble papel. Por un
lado favorecen el agrupamiento de los complejos de adhesién en la membrana
plasmdtica proporcionando una unién indirecta al citoesqueleto a través de
los filamentos intermedios. Por otro lado también podrian estar implicadas en
las vias de senalizacién intracelular. La placoglobina (Pg) presenta 12
dominios repetitivos que estin organizados formando una superhélice con
carga positiva. Es capaz de unirse a las cadherinas desmosomales o a las
cadherinas cldsicas y por ello puede localizarse en los desmosomas o en las
uniones adherentes. Ademds sirve de nexo de unién entre las cadherinas
desmosomales y los filamentos intermedios mediante la interaccién con
desmoplaquina y otras proteinas armadillo como las placofilinas 2 y 3 (PKP).
Las tres PKPs (PKP1-3) y p0071 (también conocida como PKP4), son
miembros de la subfamilia de la pl20-catenina. Se trata de proteinas
caracterizadas por tener 10 dominios repetitivos y un extremo N-terminal
fundamental para la unién con las proteinas desmosomales. PKP1 se une a
Dsgl, desmoplaquina (DP) y filamentos intermedios, pero no con Pg. El
papel de las PKPs consiste en reclutar DP en los desmosomas incrementando
la expresién de las proteinas desmosomales mediante la estabilizacién de los
complejos desmososmales. Por otra parte, p0071 estd mds intimamente

relacionado con p120-catenina. p0071 es capaz de interaccionar con Dsc3a,
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Pg y DP. Parece ser que esta proteina sirve también como plataforma de
reclutamiento de moléculas de senalizacién a los complejos de adhesién

(Getsios et al., 2005; Harmon and Green, 2013).

Plaguinas

Las plaquinas son los mediadores moleculares que unen los desmosomas con
los filamentos intermedios. La desmoplaquina (DP) es el componente mids
abundante de los desmosomas y existe en dos isoformas derivadas de un
splicing alternativo del gen (DP I/II). Estudios bioquimicos sugieren que la
DP forma homodimeros originando una o-hélice central con dos
terminaciones globulares en los extremos N-terminal y C-terminal. El
dominio N-terminal de la DP interacciona con las proteinas armadillo y con
las cadherinas desmosomales, mientras que el dominio C-terminal permite la
unién directa a los filamentos intermedios (Figura 1.13 y Figura 1.14).

La DP es fundamental en el mantenimiento de la integridad mecénica de los
tejidos in vivo. De hecho, se ha comprobado que la delecién del gen de la DP
en ratones produce una letalidad embrionaria temprana. Ademis, la ausencia
de DP origina anormalidades en las uniones adherentes, sugiriendo que los
procesos regulados por DP en los desmosomas tiene una influencia directa en
la maduracién de las uniones adherentes (Getsios et al., 2005; Holthofer et

al., 2007).

|
| S
| Filamentos
intermedios
\:..ﬁ.. _‘j
DP
[
Pg
Sl .
Figura 1.14. Detalle de Ila
PKP . ., .
organizaciéon de los diferentes
componentes  moleculares  que
me—— conforman los desmosomas.
Dsg Adaptado de Holthéfer ez al
- (2007).
‘» Dsc
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1.4.1.2 Uniones adherentes

Las uniones adherentes son las estructuras de adhesién mds conservadas a lo
largo de la evolucién. Ademds, constituyen el tipo de unién mds abundante en los
tejidos de mamiferos, donde adoptan diferentes formas como zonulae adherens en
epitelios polarizados, fasciae adherens en musculo cardiaco o puncta adberens en células

mesenquimales y neuronales (Franke, 2009; Ivanov and Naydenov, 2013).

Las uniones adherentes cumplen multiples funciones entre las que se
encuentran la iniciacién y estabilizacién de las adhesiones célula-célula, el control de
proliferacién y motilidad celular, la regulacién de la polaridad y diferenciacién
celular, la regulacién del citoesqueleto de actina, la sefalizacién intracelular y la
regulacién transcripcional. Este tipo de uniones implican interacciones entre
glicoproteinas transmembrana de la superfamilia de las cadherinas clésicas, y
miembros de la familia de las cateninas como (-catenina, placoglobina, oi-catenina y
p120-catenina (Figura 1.15). Todas estas proteinas controlan la formacién,

mantenimiento y funcién de las uniones adherentes (Hartsock and Nelson, 2008;
y

Ivanov and Naydenov, 2013).

A

Figura 1.15. Detalle

Cadherina

implicados en las

Intracelular al, (2008).

Extracelular

. Cadherinas clisicas
Las cadherinas clésicas son las principales proteinas transmembrana que
participan en las uniones adherentes y son las responsables de las uniones
célula-célula a través del emparejamiento con cadherinas de células
adyacentes. Las cadherinas cldsicas se unen directa o indirectamente a

proteinas citopldsmicas de la familia de las cateninas, entre las que se

organizacién de los diferentes
componentes moleculares

adherentes. Plako = placoglobina
(Pg) Adaptado de Dejana E. et
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encuentran la o y 3 catenina, placoglobina o y-catenina y p120 catenina o d-
catenina. Estas proteinas regulan localmente la organizacién del citoesqueleto
de actina, la estabilidad de las cadherinas y estdn implicadas en las vias de
senalizacién intracelular que controlan la migracién y diferenciacién celular y
la via Wnt no candnica (Hartsock and Nelson, 2008; Perez-Moreno and
Fuchs, 2006). Existen diferentes tipos de cadherinas cldsicas que reciben su
nombre en funcién del tejido en el que se expresan predominantemente: E-
cadherina (epitelial), VE-cadherina (endotelio vascular), N-cadherina
(neural), P-cadherina (placenta) (Ivanov and Naydenov, 2013).

Las uniones mediadas por las cadherinas cldsicas son calcio-dependientes. En
su estructura presentan un dominio extracelular que consta de 5 subunidades
denominadas repeticiones de cadherinas EC (EC1-EC5) cada una de las
cuales presenta secuencias de unidén a calcio. La unién de este catién es
fundamental para que el dominio extracelular de la cadherina adopte la
conformacién correcta que haga posible la unién y agregacién de las
cadherinas (Hartsock and Nelson, 2008; Ivanov and Naydenov, 2013). El
dominio citopldsmico se puede dividir en dos partes: el dominio
juxtamembrana (JMD) que interacciona con p120-catenina y estd préximo al
dominio transmembrana, y el dominio C-terminal (CBD) de unién a f-

catenina o a placoglobina de manera excluyente (Ivanov and Naydenov,

2013).

B-catenina

Es una proteina de la familia de las proteinas armadillo que interacciona con
el dominio C-terminal de las cadherinas y con o-catenina. La f-catenina es
regulada por fosforilacién y juega un papel importante como co-activador
transcripcional de la via Wnt. Cuando la PB-catenina es fosforilada por las
quinasas CKII o GSK3p en los residuos serina S684, S686, S692, incrementa
su afinidad por la cadherina. Sin embargo, cuando es fosforilada por las
tirosina-quinasas Src, Fer o Abl EGFR en un residuo tirosina (Y489 o Y654),
se promueve su disociacién con cadherina y la fosforilacién de la tirosina

Y142 favorece la unién de BCL9-2 que promueve la translocacién de f3-
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catenina al ndcleo y la induccién de la transcripcién de determinados genes
como Ciclina D1 y ¢-Myc (Brembeck et al., 2004; Kikuchi et al., 2007;
Logan and Nusse, 2004; Nelson, 2008).

La B-catenina es capaz de incrementar las adhesiones mediadas por cadherina
principalmente mediante dos mecanismos: la regulacién del trinsito de
cadherina desde el reticulo endopldsmico al aparato de Golgi para finalizar en
la membrana plasmadtica, 6 mediante la estabilizacién de la cadherina en la
membrana plasmdtica a través del reclutamiento de o-catenina a las uniones

adherentes (Hartsock and Nelson, 2008; Ivanov and Naydenov, 2013).

pl20-catenina

p120-catenina es una proteina de la familia de las proteinas armadillo que
juega un importante papel en la estabilidad y dindmica de las cadherinas
cldsicas. Existen 4 isoformas de pl20-catenina que son el resultado de
diferentes transformaciones postraduccionales o diferentes puntos internos de
traduccién. pl20-catenina se une a las cadherinas cldsicas en el dominio
juxtamembrana y se cree que estabiliza a las cadherinas en la membrana
plasmdtica durante la formacién de las uniones célula-célula, mediante la
inhibicién de la endocitosis de las cadherinas y la promocién de la exocitosis
de las cadherinas unidas a pl20-catenina. En estudios anteriores se ha
establecido que p120-catenina puede estar regulado por fosforilacién, ya que
disminuye su afinidad por cadherina cuando se encuentra fosforilada en
residuos de tirosina (Mariner et al., 2001; McLachlan and Yap, 2007).
Ademis, p120-catenina también funciona como un regulador de la motilidad
e invasividad celular. Se ha comprobado que la sobre-expresiéon de p120-
catenina en fibroblastos y células MDCK incrementa las extensiones de
membrana y la migracién celular. Estos efectos se correlacionan con un
incremento en la actividad de las proteinas Rho GTPasas Rac y Cdc42. Por
otro lado, p120-catenina podria regular también la motilidad celular y la
invasividad mediante la inhibicién de RhoA (Hartsock and Nelson, 2008;
Ivanov and Naydenov, 2013).
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O-catenina

La o-catenina es el vinculo de unién del complejo cadherina-f-catenina con
el citoesqueleto de actina. La o-catenina puede encontrarse en un estado
monomérico u homodimérico. La o-catenina en estado monomérico se
encuentra libre en el citoplasma o unida al complejo cadherina-B-catenina,
mientras que en estado homodimérico se encuentra unida a los filamentos de
actina. Se cree que la interaccién entre o~ y B-catenina puede estar regulada
por fosforilacién ya que la fosforilacién de la tirosina 148 de la a-catenina

incrementa la unién a -catenina (Hartsock and Nelson, 2008).

Nectinas

Ademis de las cadherinas, las nectinas constituyen uno de los componentes
clave de las uniones adherentes. En mamiferos, la familia de las nectinas estd
formada por cuatro miembros diferentes: nectinas 1-4. Su estructura consiste
en tres dominios inmunoglobulina  extracelulares, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmdtico (Figura 1.16). A pesar de que
las cadherinas y las nectinas estin implicadas en el ensamblaje y
mantenimiento de las uniones adherentes, existen varias diferencias
fundamentales entre estas proteinas. Las nectinas no unen calcio, por lo que
generan uniones adherentes célula-célula independientes de calcio; pueden
formar uniones homofilicas o heterofilicas pero presentan una mayor afinidad
por las uniones heterofilicas; y las adhesiones mediadas por las nectinas
presentan una mayor afinidad que las uniones mediadas por cadherinas. Las
nectinas suelen encontrarse unidas a afadina, una proteina que presenta un
dominio de unién a actina y que sirve como nexo de unién de las nectinas
con una gran cantidad de proteinas citosélicas como oi-catenina, vinculina y

Z01 (Indra et al., 2014; Ivanov and Naydenov, 2013).
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Figura 1.16. Modelo esquemitico de la estructura de las nectinas y la formacién del
complejo nectina-afadina. Inmunoglobulina = Ig. Modificado de(Kanzaki et al.,

2008).

1.4.1.3 Uniones estrechas

Las uniones estrechas se localizan principalmente en células epiteliales y
endoteliales. Este tipo de uniones presentan fundamentalmente dos funciones:
impedir que se produzca la mezcla de las proteinas de membrana entre la membrana
apical y basolateral, y permitir que tenga lugar el paso de iones y solutos entre las dos
células implicadas en la unién intercelular a través del espacio paracelular. Las uniones
estrechas contienen dos tipos de proteinas transmembrana, las ocludinas y las
claudinas, que son las que confieren estas funciones, ademds de otras proteinas
(tricelulina y proteinas del grupo JAM, CAR, ESAM) (Tabla 1.2). Ademds, en las
uniones estrechas estdn presentes proteinas de la placa citoplasmdtica que conectan
estas estructuras con los filamentos de actina (ZO 1-3, cingulina) y con las uniones

adherentes (ZO 1-3) (Ding et al., 2013; Hartsock and Nelson, 2008) (Figura 1.17).
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Figyra 1.17. Esquema representativo de los diferentes componentes moleculares implicados en las uniones estrechas.

Ocludinas

Las ocludinas presentan cuatro dominios transmembrana con dos /loops
extracelulares. Se ha comprobado que el dominio C-terminal es necesario
para la asociacién de las ocludinas con ZO-1 (Furuse et al., 1994) y que los
dominios extracelulares intervienen en la localizacién de las ocludinas en las
uniones estrechas y regulan la permeabilidad de la barrera entre las células.
Ademis, el segundo loop extracelular puede interaccionar con claudina y con
moléculas de adhesién JAM (Figura 1.17 y Figura 1.18).

Existen dos isoformas de ocludinas, que son el resultado de un splicing
alternativo del ARNm. Ambas isoformas se encuentran localizadas en las
uniones estrechas y son reguladas por fosforilacién. Las ocludinas no
fosforiladas se encuentran en la membrana basolateral y en vesiculas
citopldsmicas, mientras que las ocludinas fosforiladas se localizan en las
uniones estrechas. Un amplio nimero de quinasas y fosfatasas se han
postulado como reguladores de los estados de fosforilacién de las ocludinas y

su localizacién y funcién en las uniones estrechas (Hartsock and Nelson,

2008).
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Figura 1.18. Componentes estructurales de las ocludinas. Representacién esquemdtica de la localizacién de las ocludinas en la membrana celular (a).
Representacién esquemdtica de los dominios estructurales de las ocludinas (b). Presenta cuatro dominios transmembrana (TM) y dos logps
extracelulares. El N- y C-terminal se encuentran localizados en el citoplasma. Adaptado de Hartsock ez a/. (2008).
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Claudinas

Las claudinas son componentes cruciales en la estructura y funcionalidad de
las uniones estrechas. Desempenan un importante papel en la regulacién de la
permeabilidad paracelular y el mantenimiento de la polaridad celular en las
células epiteliales y endoteliales. Presentan una estructura muy similar a la de
las ocludinas. Poseen cuatro dominios transmembrana y dos /Joops
extracelulares. Ademds, sus extremos N- y C-terminal estdn localizados en el
citoplasma (Figura 1.19). Actualmente se conocen 24 miembros de la familia
de las claudinas en mamiferos que se pueden dividir en claudinas cldsicas o no
cldsicas, en funcién de la similitud de secuencia. Todas las claudinas, a
excepcién de la Claudina-12, presentan en su dominio C-terminal una
secuencia de unién a las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3.

Las claudinas controlan directamente el flujo de iones y pequenas moléculas a
través de los canales paracelulares de las uniones estrechas, los cuales
presentan caracteristicas similares al resto de los canales i6nicos, como
seleccién de la carga idnica o permeabilidad dependiente de la concentracién
del i6n. Hay que destacar que la seleccién idnica depende del tipo de claudina
que se expresa, de manera que cambios en el tipo de claudina expresada o
sustituciones en un Gnico aminodcido de una claudina, son capaces de afectar
a la seleccién idnica.

Los patrones de expresién de las claudinas son altamente especificas de tejido
y dentro de un tejido se expresan diferentes tipos de claudinas. Ademds, las
claudinas pueden interaccionar entre si de manera homo- o heterotipica.

Numerosos estudios sugieren que la combinacién de claudinas que se
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expresan en un tejido determinan la selectividad y permeabilidad de las
uniones estrechas de ese tejido (Ding et al., 2013; Hartsock and Nelson,

2008).

Loop extracelular 2

Extracelular Loop
/
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2
| S

Citoplasma Sitios de fosforilacién

Figura 1.19. Estructura proteica de las claudinas. Presenta cuatro dominios transmembrana y dos /logp
extracelulares. El N- y C-terminal se encuentran localizados en el citoplasma. La regién C-terminal contiene sitios
de fosforilacién que podrian estar implicados en las interacciones con otras proteinas y la transduccién de senales.
Adaptado de Ding ez 4l. (2013).

Proteinas ZO

Las proteinas zonula ocludens (Z0O): Z0-1, ZO-2 y ZO-3, son proteinas
citopldsmicas que sirven de nexo de unién entre las claudinas y ocludinas y los
filamentos de actina del citoesqueleto (Figura 1.17). Su estructura se basa en
la presencia de 3 dominios PDZ (Psd95/large disc/zonula ocludens-1), un
dominio SH3 (dominio homélogo 3 de Src), un dominio GK (dominio
guanilato quinasa), y una zona rica en residuos de prolina que se encuentra
préxima al C-terminal en ZO-1 y ZO-2, y entre los dominios PDZ 2 y 3 en
Z0-3 (Figura 1.20). Las proteinas ZO se pueden asociar entre si, de manera
que ZO-1 se puede asociar con ZO-2 o con ZO-3 a través de su dominio
PDZ. Ademis, las proteinas ZO son capaces de reclutar diversos tipos de
proteinas de la superficie celular. Inicialmente estas proteinas fueron descritas
como proteinas especificas de las uniones estrechas, donde interaccionan con
proteinas transmembrana localizadas en dichas estructuras (ocludinas,
claudinas, moléculas de adhesién JAM, tricelulina). Posteriormente se ha
comprobado que también se pueden unir a los complejos cadherina-catenina
de las uniones adherentes y a conexinas de las uniones comunicantes. En las

uniones adherentes se asocian con a-catenina, miembros de la familia de las
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p120-cateninas y afadina. Ademds son capaces de interaccionar con proteinas
citopldsmicas como adaptadores, moléculas de senalizacién y reguladores
transcripcionales.

La funcién de las proteinas ZO es la de servir como vinculo de unién entre los
componentes transmembrana y el citoesqueleto (Bauer et al., 2010; Hartsock

and Nelson, 2008).
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Figura 1.20. Detalle de los dominios estructurales de las proteinas ZO. Asi mismo, se describe bajo los dominios,
algunas proteinas con las que interaccionan las proteinas ZO. Claudina, ocludina, a-catenina, afadina, regién de
unién de actina (ABR), conexina (Cx), proteina G subunidad o 12 (Gal2), dominio guanilato quinasa (GK),
moléculas de adhesién JAM, proteinas asociadas con las uniones estrechas (PAT]), region rica en prolina (P P P),
dominio Psd95/large disc/zonula ocludens-1 (PDZ), dominio homélogo 3 de Src (SH3), dominios variables nicos
(U1-U6), quinasa asociada a ZO-1 (ZAK), ZO-1 asociadas a proteinas de unién a dcidos nucleicos (ZONAB).
Adaptado de Bauer ez 4l. (2010).

1.4.1.4 Uniones comunicantes

. Conexinas

Las uniones comunicantes se pueden establecer entre dos células que se
encuentren separadas a una distancia de aproximadamente 2 nm. Estas uniones estin
constituidas por dos conexones, localizados en la membrana plasmadtica de dos células
adyacentes, que se alinean para generar poros o canales. Cada conexdn es el resultado
de la oligomerizacién en hexdmeros de las conexinas, que son proteinas integrales de
membrana (Figura 1.21). Existen 21 conexinas humanas diferentes que se expresan
en distintas combinaciones en todos los tipos celulares del organismo. Los conexones

pueden ser homoméricos (constituidos por 6 conexinas iguales) o heteroméricos



Introduccién

(formados por diferentes conexinas). A su vez, estos conexones homoméricos o
heteroméricos pueden constituir uniones comunicantes homotipicas (formadas por
dos conexones idénticos) o heterotipicas (formadas por dos conexones homoméricos
o heteroméricos diferentes). Las propiedades eléctricas asi como la permeabilidad de
los canales de las uniones comunicantes depende de las subunidades que las
componen.

Estas estructuras similares a canales, son capaces de generar una conexién
citoplismica directa entre las células, y por tanto, una via de comunicacién
intercelular directa. La comunicacién a través de estos canales estd limitado a
moléculas pequenas (de tamafio menor a 1 kDa) como iones y segundos mensajeros,
y este proceso es critico para el mantenimiento de la homeostasis celular y la
regulacién de los eventos de control celular como la proliferacién, diferenciacién y
apoptosis.

Aunque estd extensamente aceptado que la funcién principal de las conexinas
es su ensamblaje en las uniones comunicantes para permitir la comunicacién
intercelular, los conexones también poseen la capacidad de actuar como canales de
conexién con el medio extracelular, permitiendo el intercambio de moléculas de
senalizacién (Ableser et al., 2013; Echevarria and Nathanson, 2004; Sutor and

Hagerty, 2005).

Uniones
comunicantes

Figura 1.21. Estructura
bdsica de las uniones
comunicantes. Cada canal
de la unién comunicante
5 estd formado por un par
Conexon de conexones localizados
en la membrana
plasmética de dos células
adyacentes. Cada
conex6n, a su vez, estd

constituido ~ por  seis

Conexina conexinas. Adaptado de
Echevarria et al. (2004).
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1.4.2 Uniones célula-matriz extracelular

La adhesién celular a la matriz extracelular (ECM) es esencial para el
desarrollo de multiples procesos bioldgicos como la homeostasis tisular, la
diferenciacién de las células madre, el desarrollo embrionario y el cierre de heridas
(Dao et al., 2013; de Pereda et al., 2009; Seltmann et al., 2013). Las interacciones
con la matriz extracelular se inician generalmente por la unién de receptores de
adhesién a moléculas de la ECM vy la agregacién de estos receptores en los puntos de
unién. El reclutamiento posterior de moléculas adaptadoras adicionales permite la

unién de estos receptores a los filamentos de actina, permitiendo la maduracién de la

adhesién a ECM (Dao et al., 2013).

Aunque la suma de todas estas interacciones determina sobre todo la fuerza de
la adhesién a la ECM, diferentes componentes de la ECM se unen a diferentes
receptores de adhesion, lo que puede influir en el comportamiento celular en procesos

como proliferacién, diferenciacién y migracién (Dao et al., 2013).

Para responder a esta complejidad macromolecular, las células embebidas en
los tejidos normalmente expresan un conjunto de receptores de adhesién adecuados
para la matriz extracelular especifica del tejido. Muchas de las interacciones célula a
matriz extracelular estdn mediadas por las integrinas (receptores de adhesién
heterodiméricos). Mediante la combinacién de diferentes subunidades ot y f§ de las
integrinas, las células pueden ajustar su repertorio de receptores de adhesién a las
moléculas de adhesién presentes en un determinado tejido. Dependiendo del patrén
de expresién de las integrinas, las células pueden ser dirigidas a compartimentos
tisulares especificos, lo que ayuda a la organizacién tisular en diferentes zonas

estructurales y funcionales (Dao et al., 2013).

Existen dos tipos de estructuras responsables de las uniones entre la célula y la

ECM: los hemidesmosomas y las uniones focales o placas de adhesién (Figura 1.22).
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Figura 1.22. Representacion esquemdtica de los diferentes tipos de estructuras de adhesion célula-matriz extracelular.

1.4.2.1 Hemidesmosomas

Los hemidesmosomas son complejos multiproteicos de adhesién que
contribuyen al anclaje de las células epiteliales a la membrana basal permitiendo la
polarizacién celular, su organizacién espacial y la arquitectura tisular (Borradori and
Sonnenberg, 1999). Median adhesiones estables que proporcionan resistencia al estrés

mecdnico mediante la unién del citoesqueleto de actina y la matriz extracelular (de

Pereda et al., 2009).

La organizacién molecular de los hemidesmosomas se basa en tres clases de
proteinas: las proteinas de la placa citopldsmica que actiian como moléculas de unién
entre el citoesqueleto y la cara citopldsmica de la membrana plasmadtica, las proteinas
transmembrana que sirven como receptores celulares que conectan el interior celular
con la matriz extracelular, y las proteinas asociadas de la membrana basal de la matriz

extracelular (Borradori and Sonnenberg, 1999) (Figura 1.23).
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intermedios
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Figura 1.23. Modelo esquemdtico de un hemidesmosoma ilustrando las interacciones moleculares potencialmente
implicadas en su ensamblaje. 1.) Proteinas de la placa citopldsmica. 2.) Proteinas transmembrana. 3.) Proteinas de la
matriz extracelular. Adaptado de Borradori and Sonnenberg (1999).

Proteinas de la placa citopldsmica

La placa citopldsmica estd constituida fundamentalmente por dos proteinas:
BP230 (Bullous Pemphigoid antigen 230) y plectina. Ambas estdn implicadas
en la organizacién del citoesqueleto. El dominio C-terminal de BP230 se
asocia a los filamentos intermedios, mientras que su dominio N-terminal
interacciona con el dominio citoplasmético de BP180 y la subunidad 4 de la
integrina a.6B4. Por otro lado, la plectina actia como una molécula de unién
multifuncional del citoesqueleto. Su dominio C-terminal puede unir
filamentos intermedios, queratinas, neurofilamentos y vimentina iz vitro. Su
dominio N-terminal contiene un dominio de unién a actina y secuencias que
interaccionan con la cola citoplasmdtica de la subunidad B4 de la integrina
a6P4 (Borradori and Sonnenberg, 1999; de Pereda et al., 2009; Seltmann et
al., 2013).
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Proteinas transmembrana

Los hemidesmosomas presentan tres proteinas transmembrana: la integrina
a6PB4, BP180 y CDI151. La integrina a6B4 se encuentra localizada
particularmente en los hemidesmosomas en los sitios de unién a filamentos
intermedios de queratina. La cola citoplasmdtica de 34 es crucial para la
interaccién de la integrina a6P4 con los diferentes componentes de los
hemidesmosomas. Contiene 2 pares de dominios fibronectina III (FNIII)
separados entre si por un segmento conector (CS). Su regién préxima a la
membrana se une a plectina, mientras que el dominio C-terminal contiene un
sitio de unién para BP180. También es posible que interaccione con BP230.
La interaccién de la integrina a6f34 con plectina es clave para la estabilidad
del hemidesmosoma y se ha propuesto que actia como primer paso en el
ensamblaje de los hemidesmosomas, facilitando el reclutamiento de BP180 y
BP230. Por otra parte, el dominio extracelular de la integrina a.6p4 es crucial
para la adhesién celular. a6B4 es el receptor de diferentes subtipos de
laminina, pero une con una elevada afinidad laminina-5 y laminina-332.
BP180 (Bullous pemphigoid 180), también conocido como coldgeno tipo
XVII, presenta en su dominio N-terminal numerosos sitios susceptibles de
fosforilacién y su cola citopldsmica es fundamental para su localizacién en los
hemidesmosomas, probablemente estabilizada por su unién a BP230 y
plectina.

Ademds, BP180 puede asociarse con at6f4 mediante su dominio N-terminal
(interaccionando con la subunidad B4), mientras que es capaz de unirse a la
subunidad a6 mediante su dominio extracelular. Su estructura, con un
dominio extracelular de coldgeno tan largo implica un papel de esta proteina
en la adhesion epitelio-estromal.

CD151 es una tetraspanina asociada a integrinas (Borradori and Sonnenberg,
1999; de Pereda et al., 2009; Green and Jones, 1996; Seltmann et al., 2013).
Las trepaspaninas se caracterizan por contener cuatro dominios
transmembrana, dos colas citosélicas y dos loop extracelulares: uno largo y uno
corto (Yanez-M¢ et al., 2009). CD151 fue identificado por primera vez como

promotor de la metdstasis en cdncer hepdtico (Testa et al., 1999) y estd
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implicado en migracién celular, invasién y angiogénesis mediante la
formacién de complejos proteicos con las integrinas (Kang et al., 2014; Sala-

Valdés et al., 2012; Takeda et al., 2007; Yang et al., 2010).

. Proteinas de la matriz extracelular
Uno de los principales componentes de la matriz extracelular es la laminina.
En concreto la laminina-5, localizada fundamentalmente en la membrana
basal de la epidermis, es el ligando principal de la integrina a6B4. Su
interaccién parece ser crucial para la formacién de los hemidesmosomas y el
mantenimiento de una adhesién estable. La laminina-5 sirve como puente de

unién entre la integrina a6P4 y componentes de la matriz de la dermis

(Borradori and Sonnenberg, 1999).

1.4.2.2 Uniones focales o placas de adhesidn

Las uniones focales son agrupaciones de receptores transmembrana de la
familia de las integrinas que unen mecdnicamente el citoesqueleto de actina con la
matriz extracelular a través de una gran variedad de proteinas de unién de actina. La
capacidad de generar y transmitir fuerza depende de la potencia de la conexién entre
las integrinas y el citoesqueleto de actomiosina mediada por las proteinas de adhesién
focal (Figura 1.24). La composicién de las adhesiones focales no es tinica y depende

del tipo de integrinas y su estado de activacién.

Entre la gran cantidad de proteinas que se encuentran implicadas en las
uniones focales, las integrinas, la vinculina y talina son las mds importantes

(Ciobanasu et al., 2014; Mierke, 2009).
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Figura 1.24. Dibujo esquemdtico del complejo de adhesion focal asociado a las integrinas tras la unién del ligando.

Adaptado de Mierke et al (2009).

Vinculina

La vinculina es incapaz de unirse directamente a las integrinas, pero lo hace a
través de proteinas de unién como talina y paxilina. En concreto, se une a la
subunidad f de las integrinas a través de talina y a la subunidad 04 o 09 a
través de paxilina. Ademds, la unién de vinculina con paxilina modula la
interaccién de esta Gltima con la quinasa de adhesién focal (FAK).

En cuanto a su estructura proteica la vinculina presenta dos dominios: la
cabeza y la cola, que estdn separados entre si por una regién bisagra flexible.
La cabeza es globular y estd subdividida en 4 dominios (D1-D4), mientras
que la cola constituye un solo dominio (D5). La cabeza de la vinculina
presenta sitios de unién para talina, a-actinina y a- y P-catenina, mientras
que la cola de la vinculina presenta sitios de unidén para actina, paxilina y
fosfatidil-inositol-4,5bifosfato (PIP,). La cabeza de la vinculina interacciona
con la cola generando una conformacién cerrada que constituye un estado
inactivo de la proteina. Asi, la vinculina se puede encontrar en dos
conformaciones: cerrada (inactiva) o abierta (activa). El paso de la forma

inactiva a activa se puede producir por la unién de talina al dominio globular
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y P-actina al dominio de la cola, por la unién de fosfolipidos como PIP; a la
cola de la vinculina, o por fuerzas mecdnicas debidas a la adhesién mediada
por las integrinas que generan el cambio conformacional de la vinculina.
Ademds, la vinculina interacciona directa o indirectamente con muchas otras
proteinas de adhesién focal como tensina, VASP, zyxina, vinexina, ezrina,
filamina, o-actinina, actina y FAK (Ciobanasu et al., 2014; Dumbauld et al.,

2013; Mierke, 2009).

Talina

La talina es una de las primeras proteinas de unién a actina que se encuentran
acoplando el citoesqueleto de actina a la matriz extracelular. Contiene tres
dominios de unién a actina localizados en el extremo N-terminal del dominio
FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin), en la parte central y en el
extremo C-terminal. Ademds, el dominio FERM también se une a las
integrinas y participa en su activacién, mientras que el dominio central
contiene 11 sitios de unién a vinculina. Por otra parte, el extremo N-terminal
de la talina interacciona con la superficie celular, mientras que su parte central
y el extremo C-terminal interaccionan con los filamentos de actina

(Ciobanasu et al., 2014; Kalli et al., 2013).

Integrinas

Las integrinas son una familia de receptores de adhesién que estin
compuestas por dos subunidades (o y B) unidas entre si de forma covalente.
En humanos existen 18 subunidades o y 8 subunidades B que se combinan
entre si dando lugar a 24 integrinas diferentes.

Las integrinas conectan el citoesqueleto de actomiosina con el tejido
conectivo a través de las proteinas de adhesién focal, de manera que la
formacién del complejo entre talina y la cola citoplasmdtica de la subunidad 3
de la integrina son capaces de cambiar su conformacién a un estado activo.
Asi mismo, juegan un papel clave en la regulacién de las adhesiones focales ya
que controlan la adhesién celular y, a través de las cascadas de sefalizacién

mediadas por integrinas, también controlan la generacién de las fuerzas
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celulares y la dindmica de remodelacién del citoesqueleto (Deb et al., 2011;

Kalli et al., 2013; Mierke, 2009).

1.5 Migracion celular

La migracién celular juega un importante papel en una gran variedad de
fenémenos biolégicos como el desarrollo embrionario, el cierre de heridas y la
respuesta inmune, que requieren un movimiento en una direccién determinada y a

una localizacién especifica (Allena, 2013; Horwitz, 1997).

Para alcanzar su lugar de accidn, las células no sélo se mueven a través de la
matriz extracelular sino que también se mueven unas sobre otras, entre otras e incluso
a través de otras. Por ejemplo, los leucocitos se adhieren y migran sobre las células
endoteliales que recubren los vasos sanguineos antes de atravesar el endotelio entre
dos células endoteliales o mediante la induccién de la formacién de un canal de la

membrana de una tinica célula endotelial (Carman, 2009).

1.5.1 Proceso migratorio

En general, la migracién celular puede entenderse como un proceso ciclico
(Horwitz, 1997). La respuesta inicial de una célula a un agente promotor de la
migracién es polarizar y extender protrusiones de membrana hacia la direccién de
migracién. Estas protrusiones generalmente conducen a una polimerizacién de actina
y son estabilizados por adhesiones a la matriz extracelular o células adyacentes
mediante receptores de membrana que se encuentran asociados al citoesqueleto de
actina. Estas adhesiones sirven como sitios de traccién para la migracién sobre los que
se mueven las células, y son eliminados en la parte posterior de la célula facilitando su

desensamblaje (Ridley et al., 2003) (Figura 1.25).
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Figura 1.25. Procesos celulares desencadenados durante la migracién celular. Adaptado de Ridley et al. (2003).

1.5.1.1

Polarizacion de la célula

Para que la célula migre debe estar polarizada, lo que significa que los procesos

moleculares que suceden en el frente y en la parte posterior de la célula son diferentes.

El establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular en respuesta a un

estimulo extracelular estd mediada por un conjunto de moléculas que incluye las

GTPasas de la familia Rho (Cdc42), PI3Ks (Phosphoinositide 3-kinases) y PTEN

(Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphosphate 3-phosphatase), integrinas, microtabulos y

transpo
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rte de vesiculas.

Cdc42
Cdc42 influye en la polaridad celular ya que restringe la direccién de
formacién de las protrusiones en el frente celular (Srinivasan et al., 2003) y

modifica la localizacién del centro organizador de microtdbulos (MTOC) y el

aparato de Golgi, que se localizan delante del nicleo en direccién al sentido
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de la migracién. Esto favorece el crecimiento de los microtibulos hacia las
nuevas protrusiones de membrana y facilita el aporte de las proteinas asociadas
a membrana necesarias para la formacién de las nuevas protrusiones mediante
la liberacién de vesiculas por parte del aparato de Golgi (Etienne-Manneville

and Hall, 2002; Rodriguez et al., 2003).

. PI3Ky PTEN

Para generar una respuesta celular, los pequefios gradientes producidos por
moléculas pequenas entre el frente celular y la parte posterior de la célula
deben ser amplificados. Los fosfoinositoles PIP; (fosfoinositol trifosfato) y
PIP, (fosfoinositol bifosfato) son moléculas de senalizacién que generan
rdpidamente una polarizacién de la célula en respuesta a gradientes
quimiotdcticos. Estos procesos de amplificacién implican la acumulacién
localizada y la activacién de PI3Ks que generan PIPs/PIP, mediante
fosforilacién, y la fosfatasa PTEN que revierte esta fosforilacién (Ridley et al.,

2003).

Existen unos ciclos de retroalimentacién positiva que implican a
Cdc42, los productos de PI3K y PTEN, que trabajan juntos en la iniciacién y

mantenimiento de la polaridad en las células migratorias.

1.5.1.2 Formacion de protrusiones

Las células migran direccionalmente en respuesta a diferentes estimulos como
gradientes de quimioquinas, factores de crecimiento o moléculas de la matriz
extracelular. Estos factores se unen a unos receptores de membrana e inician una
cascada de senalizacién que incluye la activacién de proteinas G o tirosina quinasas, la
estimulacién de GEFs (guanine nucleotide exchange factors) por Cdc42, y la activacién
de quinasas lipidicas con el subsiguiente reclutamiento de Rac activado. La activacién
local de Rac y Cdc42 disminuye la actividad de Rho e incrementa la actividad de
PI3K y la produccién de PIP./PIPs; en el frente celular. Ademds, la activacién
localizada de Rac y/o Cdc42 junto con otros activadores como proteinas de la familia

WASP/WAVE y el complejo Arp2/3 estimula la formacién y ramificacién de la red
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de filamentos de actina en el frente celular, que finalmente induce la formacién de

una protrusion en la direccién de la migracién (Ridley et al., 2003).

Las células pueden generar cuatro tipos diferentes de protrusiones en el frente
celular: lamelipodios, filopodios, protuberancias irregulares (blebs) e invadopodios.
Cada una de estas estructuras inicamente contribuye a la migracién en circunstancias
especificas. De esta manera, los lamelipodios pueden extenderse largas distancias
sobre la matriz extracelular in vivo, empujando a las células a través de los tejidos
(Friedl and Gilmour, 2009a). Los filopodios exploran el ambiente celular y son
particularmente importantes en la gufa del crecimiento neuronal y la angiogénesis de
los vasos sanguineos (Eilken and Adams, 2010; Gupton and Gertler, 2007). Las
protuberancias irregulares o b&lebs han sido descritas como conductores
direccionales de la migracién celular durante el desarrollo (Charras and Paluch, 2008)
y los invadopodios son protrusiones que permiten la degradacién puntual de la
matriz extracelular, probablemente para facilitar la invasién a través de los tejidos
(Buccione et al., 2009). Los diferentes tipos de protrusiones pueden coexistir en el
frente celular. Por ejemplo los filopodios, lemilipodios y protuberancias irregulares
han sido observadas en el frente celular de las células migratorias de zebrafish durante

la gastrulacién (Diz-Mufoz et al., 2010).

1.5.1.3 Estabilizacion de las protrusiones

Para que se produzca la migracién es necesario que las protrusiones sean
estabilizadas. Aunque existe una gran variedad de receptores implicados en la
migracién de diferentes tipos celulares, las integrinas son la principal familia de
receptores promotores de la migracién. Estos receptores tienen un papel dual
sirviendo como vinculo de unién entre las proteinas de la matriz extracelular y el

citoesqueleto de actina por medio de proteinas adaptadoras (Ridley et al., 2003).

La unién del ligando a la porcién extracelular de las integrinas produce un
cambio conformacional que modifica las interacciones entre los dominios

citoplasméticos de las subunidades o y B (Emsley et al., 2000), y promueve el
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agrupamiento de las integrinas. Esto inicia senales intracelulares como la fosforilacién
de proteinas con residuos tirosina, la activacién de pequefias GTPasas y cambios en la
biosintesis de fosfolipidos que regulan la formacién y la fuerza de los sitios de unién,
la organizacién y dindmica del citoesqueleto y la polaridad celular durante la
migracién (Geiger et al., 2001). Las integrinas activadas se localizan preferentemente
en el frente celular, donde se estin formando continuamente nuevas adhesiones

(Kiosses et al., 2001).

Las integrinas y otras moléculas de adhesién son activadas por PI3Ks, PKCs
y/o Rap via talina, y estabilizan la protrusién mediante conexiones estructurales con
los filamentos de actina. Las nuevas adhesiones en el frente celular refuerzan una
elevada actividad de Rac, Cdc42 y PI3K, mientras que la formacién de un gradiente
de actividad de Rho, que es menor en el frente celular, contiene la actividad de Rac

en la parte posterior de la célula (Ridley et al., 2003).

Durante la formacién de las adhesiones, algunos componentes proteicos
presentan cinéticas similares, lo que indica que ya existian complejos preformados en
el citoplasma. Sin embargo, otros componentes presentan cinéticas diferentes, lo que
concuerda con el modelo en el que los eventos reguladores inician la adhesién en serie
de diferentes proteinas. La paxilina por ejemplo estd presente en las adhesiones
nacientes, mientras que la o-actinina aparece en las adhesiones mds antiguas (Webb

et al., 2002).

1.5.1.4 Fuerzas de traccion

La polarizacién generalmente va acompafiada de una sensibilizacién de los
receptores en el frente celular que favorece el movimiento continuado en la misma
direccién (Ridley et al., 2003). La conexién de la matriz extracelular con el
citoesqueleto se produce a través de las integrinas, que sirven como sitios de traccién
sobre los que la célula se mueve y como mecanosensores, transmitiendo informacién
sobre el estado fisico de la matriz extracelular al interior de la célula y alterando las

dindmicas del citoesqueleto (Beningo et al., 2001; Galbraith et al., 2002; Horwitz,
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1997). Debido a que las células migratorias deben separarse tras ejercer una traccién
sobre el sustrato, la velocidad de migracién depende de la fuerza de la adhesién de la
célula, que viene determinada por la densidad de ligandos de adhesién en el sustrato,
la densidad de receptores de adhesién en la célula y la afinidad de los receptores por
los ligandos (Horwitz, 1997). La fuerza transmitida por los sitios de adhesién
proviene de la interaccién de la miosina II con los filamentos de actina en dichos
sitios de adhesién (Ridley et al., 2003). En las células migratorias las fuerzas de
traccién mds intensas se localizan en los complejos focales del frente celular y de la

parte posterior de la célula (Beningo et al., 2001).

El desensamblaje de las adhesiones se produce tanto en el frente celular,
donde estd acompanado de la formacién de nuevas protrusiones, como en la parte
posterior de la célula, donde promueve la retraccién de la célula. En la parte anterior
de las células migratorias las adhesiones de la base de la protrusién se separan a la vez
que se forman nuevas adhesiones en el frente celular (Webb et al., 2002). Sin

embargo, algunas adhesiones persisten y maduran a adhesiones mds estables.

Tanto las proteina quinasas como las fosfatasas aparecen como principales
reguladores del recambio de las moléculas de adhesién y la estabilidad de las mismas
(Larsen et al., 2003). Por ejemplo, las células que carecen de FAK (Focal adhesion
kinase) o Src tienen mds adhesiones y mds duraderas asi como una baja capacidad

migratoria (Alahari et al., 2002; Webb et al., 2002).

1.5.1.5 Retraccion

El ciclo de la migracién es completado con el desensamblaje de las adhesiones
y la retraccién de la parte posterior de la célula. El desensamblaje es controlado por la
dindmica de los microtibulos asi como por vias de senalizacién que incluyen FAK,
ERK, Src y proteasa calpaina. La retraccién en la parte posterior de la célula requiere

de la actividad de Rho quinasa y es un proceso dependiente de miosina (Ridley et al.,

2003).
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La tensién puede ser suficiente para romper fisicamente la unién entre la
integrina y el citoesqueleto de actina con el resultado de que la integrina es dejada
atrds mientras que el resto de la célula se mueve. Una elevada tensién ejercida en la
parte posterior de la célula contribuye a la separacién (Horwitz, 1997). Aunque esta
retraccién contribuye a la red de movimientos de las células migratorias, también
podria contribuir a la polaridad ya que la liberacién de las adhesiones en la parte
posterior de la célula estd acoplado de alguna manera al incremento de la formacién

de protrusiones en el frente celular (Ridley et al., 2003).

1.5.2 Migracion colectiva

La migracién de células individuales es el mecanismo de movimiento celular
mejor estudiado iz vitro y se sabe que contribuye a muchos procesos fisiolégicos de
motilidad 7 vivo como el desarrollo, la vigilancia inmunitaria y la metdstasis en
cdncer (Ridley et al., 2003). La migracién de células individuales permite a las células
localizarse en los tejidos o tumores secundarios como en el caso de la morfogénesis y
el cdncer respectivamente, o pasar de forma transitoria a través de los tejidos, como

ocurre con las células inmunes (Friedl and Gilmour, 2009b).

La migracién colectiva es el segundo mecanismo principal de movimiento
celular (Friedl et al., 2004). La migracién colectiva se refiere a células que migran
juntas en capas, grupos, lineas, brotes o cualquier otra organizacién multicelular
(Rorth, 2012). Este tipo de migracién es observada frecuentemente en animales in
vivo como parte de los programas morfogenéticos normales durante el desarrollo
embrionario (Rerth, 2009; Weijer, 2009) conduciendo a la formacién de 6rganos y
tejidos complejos, y en situaciones patolégicas como la diseminacién de células
cancerigenas o la neovascularizacién de tumores (Friedl and Gilmour, 2009b; Friedl

etal., 2012).
La migracién colectiva tiene muchas caracteristicas en comun con la

migracién individual, pero también tiene caracteristicas particulares, en algunos casos

Unicas para un tipo especifico de migracién colectiva (Rorth, 2012). La migracién
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colectiva difiere de la migracién individual en que las células permanecen conectadas

mientras se mueven. Existen tres aspectos que caracterizan la migracién colectiva:

- Las células permanecen fisica y funcionalmente conectadas, por lo que la
integridad de las uniones célula-célula es preservada durante el
movimiento (Carmona-Fontaine et al.,, 2008; Friedl et al., 2004;

Montell, 2008).

- La polaridad multicelular y la organizacién supracelular del citoesqueleto
de actina genera fuerzas de traccién y protrusién para la migracién y

mantiene las uniones célula-célula (Friedl and Gilmour, 2009a).

- En la mayoria de los tipos de migracién colectiva el movimiento de las
células en grupos modifica estructuralmente el tejido durante la
migracién causando modificaciones secundarias de la matriz extracelular,
incluyendo la destitucién de la membrana basal (Friedl and Gilmour,

2009b).

Dependiendo del contexto el movimiento colectivo se puede producir en dos
dimensiones, en capas que migran sobre la superficie de un tejido, o en tres
dimensiones formando grupos o lineas de células (Friedl and Gilmour, 2009a)

(Figura 1.206).

Independientemente de los diferentes modos de migracién colectiva, el
principio molecular y celular de todos ellos requiere cohesién celular, polarizacién
colectiva, coordinacién de la actividad del citoesqueleto, orientacién por senales
quimicas y fisicas y cambio en la posicién colectiva con respecto al sustrato. Este
comportamiento de grupo requiere una organizacién especial del citoesqueleto
supracelular, es decir, la dindmica del citoesqueleto se comparte entre multiples
células para funcionar como una sola unidad generando de forma conjunta la fuerza,
migracién y remodelacién de la matriz extracelular. Ademids, el movimiento colectivo

supone una interaccién intima con el estroma celular que a su vez estd directamente
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implicado en la induccién de la polaridad y en la liberacién de factores pro-

migratorios (Friedl and Gilmour, 2009a).

A.) Hilera de células en 2D

Vesiculas secretoras Lamelipodios 2D ECM

B.) Filas de células en 3D

Células lideres

Figura 1.26. Tipos de migracién
colectiva. Movimiento de wuna
monocapa a través de la matriz
extracelular en 2D (A). Invasién
multicelular en 3D (B). Invasién
colectiva a través de la matriz
extracelular (C). Adaptado de Friedl
et al, (2009a).

Existen varios mecanismos por los cuales unas células se convierten en células
lideres que guian la migracién y otras en células posteriores. Esta asimetria del grupo
celular es una caracteristica de migracién colectiva, donde las células lideres presentan
diferentes caracteristicas morfolégicas y son capaces de detectar senales extracelulares

y generar una mayor dindmica del citoesqueleto que el resto de las células del grupo

(Vitorino and Meyer, 2008).

En la migracién colectiva la adhesién célula-célula es mediada por proteinas
de uniones adherentes como las cadherinas, miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas e integrinas, que conectan directa o indirectamente con la actina
ylo con los filamentos intermedios del citoesqueleto proporcionando un
acoplamiento mecdnico robusto y dindmico (Friedl and Gilmour, 2009a). Las

uniones cadherina-cadherina entre las células pueden ser rdpidamente remodeladas
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permitiendo a las células cambiar su posiciéon dentro del grupo (Kametani and

Takeichi, 2007; Yamada and Nelson, 2007) .

Imdgenes reales de las células durante el desarrollo muestran que las células del
frente en la migracién colectiva extienden lamelipodios, filopodios y/o blebs, mientras
que las células que se encuentran tras el frente raramente extienden protrusiones (Diz-
Mufoz et al., 2010; Friedl and Gilmour, 2009a). Se ha comprobado que la activacién
de Rac induce en las células del frente la extensién de lamelipodios, y es suficiente
para conducir la polarizacién del grupo de células en la migracién colectiva (Wang et
al., 2010). Asi mismo, el balance de cofilina fosforilada regulada por Rac es también
critica para la migracién colectiva en las células del frente. Es posible que unos
elevados niveles de cofilina fosforilada puedan suprimir la extensién de protrusiones
en todas las células del grupo excepto en las del frente (Zhang et al., 2011). Por otro
lado, cofilina y su regulador LIMK podrian ser esenciales en la degradacién de la
matriz extracelular, que es particularmente importante en las células del frente de la

migracién colectiva en las células cancerosas (Scott et al., 2010).
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1.6 Epigenética. Regulacion de la expresion génica

La epigenética es el estudio de los cambios hereditarios en la expresién de
genes que ocurre de manera independiente a los cambios en la secuencia primaria del
ADN (Sharma et al., 2010b). Estos cambios hereditarios son muy importantes
durante el desarrollo, donde una tnica célula progenitora prolifera y se diferencia en
distintos tipos de células somdticas (Sharma et al., 2010a). Ademds, estos cambios se
mantienen de manera estable a lo largo de multiples ciclos de divisién celular,
permitiendo a las células poseer diferentes identidades aunque todas contienen la

misma informacién genética (Sharma et al., 2010b).

Los mecanismos epigenéticos que controlan la expresién de genes son: la
metilacién del ADN, la modificacién covalente de las histonas, la remodelacién del
nucleosoma y la expresiéon de ARNs no codificantes (miARNs) (Sharma et al., 2010a;
2010b).

1.6.1 Metilacion del ADN

La metilacién del ADN es la principal modificacién epigenética que controla
la expresién de los genes y la estructura de la cromatina (Yan et al.,, 2011). Los
cambios en los perfiles de metilacién del ADN se producen en situaciones fisiol6gicas
y patolégicas, como la edad (Bjornsson et al., 2008), tumorigénesis y enfermedades

metabdlicas (Barres et al., 2009; Ling et al., 2007).

La metilacién del ADN es la modificacién epigenética mds extensamente
estudiada en mamiferos. Proporciona un mecanismo estable de silenciamiento de
genes que juega un importante papel en la regulacién de la expresién de genes y la
arquitectura de la cromatina, junto con la modificacién de histonas y otras proteinas
asociadas a la cromatina (Sharma et al., 2010b). La metilacién del ADN implica la
adicién de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina y esta reaccién es catalizada
por una ADN-metil-transferasa (DNMT) (Figura 1.27). Esta modificacién covalente
ocurre cuando la citosina forma parte de un dinucleétido CG o también conocido

como CpG (Sharma et al., 2010a). Estos dinucleétidos CpG se encuentran
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localizados en regiones del ADN que contienen secuencias altamente repetitivas
(como repeticiones centroméricas, retrotransposones, ADN ribosémico etc...) y en
pequenas regiones del ADN ricas en CGs como son las llamadas islas CpG (Bird,
2002; Takai and Jones, 2002). Las islas CpG se encuentran localizadas
preferentemente en el extremo 5’ de los genes y ocupan aproximadamente el 60% de
los promotores de genes en humanos (Wang and Leung, 2004). Generalmente
contienen una regién libre de nucleosoma flanqueada por cromatina que
normalmente se encuentra acetilada y carece de histona H1. Esto permite que los

factores de transcripcién puedan interaccionar con los promotores (Sharma et al.,

2010a).

NH, SAM SAH N
A u A
ﬁ\ N m | N
N /g o DNMT N /g o
Citosina 5 -metilcitosina

Figura 1.27. Esquema del proceso de metilacién del ADN. SAM= S-adenosil-metionina, donador del
grupo metilo. SAH= S-adenosil-homocisteina. DNMT= ADN-metil-transferasa (Gonzdlez Ramirez et al.,
2008).
Durante el desarrollo y la diferenciacién de tejidos, los sitios CpG del genoma
se encuentran normalmente metilados, mientras que las islas CpG suelen encontrarse
no metiladas (Suzuki and Bird, 2008). Sin embargo, las islas CpG de algunos

promotores comienzan a metilarse durante el desarrollo, lo que conduce a un

silenciamiento transcripcional a largo plazo (Sharma et al., 2010b).

Los patrones de metilacién del ADN son generados y hereditariamente
mantenidos por la actividad cooperativa de las ADN-metil-transferasas DNMT3a y
DNMT3b que se encargan de la metilacién de novo y actian de manera
independiente a la replicacién mostrando la misma preferencia por el ADN no
metilado que por el hemimetilado, y la ADN-metil-transferasa DNMT1 que se
encarga del mantenimiento de la metilacién y actGa durante la replicacién
presentando preferencia por el ADN hemimetilado (Kim et al., 2002; Okano et al.,
1999).
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1.6.2 Modificacion covalente de histonas

Las histonas, que componen el nicleo de los nucleosomas, contienen un
dominio C-terminal globular y un dominio N-terminal sin estructura definida (Luger
et al., 1997). Tanto los dominios N- como C-terminal estin expuestos a sufrir
modificaciones postraduccionales de tipo acetilacién, fosforilacién, metilacién,
ubiquitinacién o sumoilacién en diferentes residuos, generalmente en aminodcidos
lisina, arginina y serina. Estas modificaciones regulan procesos celulares clave como la

transcripcién, replicacién y reparacién del ADN (Kouzarides, 2007).

Las modificaciones de las histonas provocan cambios en la accesibilidad a la
cromatina, o el reclutamiento u oclusién de proteinas efectoras no histonas que
decodifican el mensaje codificado por los patrones de modificacién (Sharma et al.,
2010b). Estos patrones de modificacién estin dindmicamente regulados por enzimas
que adicionan o eliminan modificaciones covalentes de las histonas, permitiendo la

activacion o silenciamiento de genes.

Las enzimas que median las modificaciones de las histonas son las histonas
acetil-transferasas (HATSs), histonas deacetilasas (HDACs) (Figura 1.28), e histonas
metil-transferasas (HMTs) (Jenuwein and Allis, 2001; Strahl and Allis, 2000).

Ac Ac
? /_F\. '
Acetyl -CoA 4 Y
' Cromatina
Cromatina Ne relajada
cerrada HDAC

Figura 1.28. Esquema del proceso de acetilacién de las histonas. HAT= Histona acetil-transferasa;
HDAC= Histona deacetilasa.

A diferencia de la metilacién del ADN, la modificacién de histonas puede

producir la activacién o represién de genes dependiendo del residuo que es

modificado y el tipo de modificacién que se produce. Por ejemplo, la acetilacién de
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lisina se corresponde con una activacién transcripcional (Hebbes et al., 1988;
Kouzarides, 2007), mientras que la metilacién de lisina conduce a la activacién o
represién transcripcional dependiendo de qué residuo es modificado y el grado de

metilacién (Sharma et al., 2010b).

1.6.3 Remodelacion del nucleosoma

Los mecanismos no covalentes como la remodelacién del nucleosoma y la
sustitucién de las histonas candnicas por variantes especializadas de histonas, también
juegan un importante papel en la regulacién de la estructura de la cromatina y la
actividad génica. Ademds de servir como mddulos bésicos de empaquetamiento del
ADN en la célula, los nucleosomas regulan la expresién génica mediante la regulacién
de la accesibilidad a las secuencias de ADN reguladoras para los factores de

transcripcién (Jiang and Pugh, 2009) (Figura 1.29).

H2A

Figura 1.29. Esquema de un nucleosoma. Los nucleosomas se encuentran constituidos por octimeros de histonas
de tipo H2A, H2B, H3 y H4. La histona H1 se localiza entre un nucleosoma y el siguiente y es denominada la
histona de unién. Ademds, cada nucleosoma se encuentra rodeado por aproximadamente 150 pares de bases de

ADN. Adaptado de http://themedicalbiochemistrypage.org/dna.php

Las regiones libres de nucleosoma (Nucleosome-Free Regions, NFRs) se
localizan en los extremos 5’ y 3’ de los genes y se cree que proporcionan los sitios para
el acoplamiento y desacoplamiento de la maquinaria de transcripcién (Yuan et al,,
2005). La pérdida del nucleosoma justo antes del comienzo del sitio de transcripcién
estd estrechamente relacionado con la activacién génica (Lin et al., 2007; Shivaswamy

et al., 2008).
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La modulacién de las NFRs estd regulada por los complejos de remodelacién
de la cromatina dependientes de ATP, que modifican la accesibilidad de los sitios
reguladores del ADN a través del deslizamiento y expulsién de los nucleosomas
(Smith and Peterson, 2004). La interaccién de la maquinaria de remodelacién del
nucleosoma con la metilacién del ADN vy la modificacién de las histonas, juega un
papel fundamental en el establecimiento de los patrones de expresién génica global y

la arquitectura de la cromatina (K N et al., 2005; Wysocka et al., 2000).

Ademds de las alteraciones fisicas en el posicionamiento del nucleosoma a
través de los remodeladores del nucleosoma, la incorporacién de variantes de histonas
en los nucleosomas también influye en la localizacién del nucleosoma y por tanto en
la actividad génica (Santenard and Torres-Padilla, 2009; Sarma and Reinberg, 2005).
A diferencia de la mayoria de los subtipos de histonas cuya sintesis e incorporacién
estd acoplada a la replicacién del ADN en fase S, estas variantes son sintetizadas e
incorporadas a la cromatina a lo largo del ciclo celular (Santenard and Torres-Padilla,
2009). Como las histonas candnicas, las variantes de histonas son susceptibles de
diversas modificaciones postraduccionales que determinan su localizacién nuclear y su

funcién (Sharma et al., 2010b).

La inclusién de las variantes de histonas en el nucleosoma proporciona, por
tanto, un mecanismo epigenético adicional utilizado por las células para modificar la
estructura de la cromatina de acuerdo con las necesidades de los diversos procesos

celulares (Sharma et al., 2010b).

1.6.4 Micro ARNs

Los micro ARNs (miARNs) son ARNs no codificantes de pequeno tamafio
(alrededor de 22 nucledtidos) que regulan la expresiéon de genes a través del
silenciamiento post-traduccional de genes diana. Su efectividad reside en su capacidad
para actuar a través de mecanismos muy simples y a la vez altamente especificos. La
hibridacién de la secuencia de bases especifica de los miARNs con las regiones 3’ no

traducibles de los ARN mensajeros diana dentro de los complejos de induccién de
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silenciamiento, resulta en la degradacién (cuando hay una complementariedad de
bases perfecta) o inhibicién de la traduccién del ARN mensajero diana (cuando el
emparejamiento de bases no es completo) (Caffarelli and Filetici, 2011; He and

Hannon, 2004).

Los miARNSs son especificos de tejido y controlan una amplia variedad de
procesos biolégicos como la proliferacién, apoptosis y diferenciacién (Sharma et al.,
2010b). Como los genes normales, la expresién de los miARNs puede estar regulada
por mecanismos epigenéticos (Saito and Jones, 2006). Ademds, los miARNSs pueden a
su vez modular mecanismos epigenéticos de regulacién dentro de la célula mediante
la interaccidon con las enzimas responsables de la metilacién del ADN (DNMT3a y

DNMT?3b) y la modificacién de histonas (Fabbri et al., 2007; Friedman et al., 2009).

La interaccién entre los diferentes componentes de la maquinaria epigenética
enfatiza la naturaleza integrada de los mecanismos epigenéticos implicados en el

mantenimiento de los patrones de expresién génica global (Sharma et al., 2010b).

1.6.5 Epigenética y cancer

La epigenética del cdncer estd caracterizada por cambios globales en la
metilacién del ADN y en los patrones de modificacién de histonas asi como en la
expresién de perfiles alterados de las enzimas de modificacién de la cromatina. Estos
cambios epigenéticos producen una desregulacién global de los perfiles de expresién
génica que conducen a la progresién y desarrollo del cdncer (Egger et al., 2004).
Ademds se producen epimutaciones que provocan el silenciamiento de genes
supresores de tumores, que inhiben el crecimiento celular y la supervivencia, y la
promocién de la tumorigénesis por activacién de oncogenes, que promueven la

proliferacién celular y la mitosis (Caffarelli and Filetici, 2011; Sharma et al., 2010b).

Los mecanismos que conducen a estos cambios epigenéticos no se conocen
totalmente todavia. Sin embargo, estas alteraciones epigenéticas, al igual que las

mutaciones genéticas, son mitéticamente hereditarias y pueden ser seleccionadas
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rdpidamente por una poblacién celular del cdncer confiriéndoles una ventaja
adaptativa que resulte en un crecimiento descontrolado de las células tumorales

(Sharma et al., 2010b).

Actualmente se sabe que la activacién y represién de genes relacionados con el
cincer puede ser debida tanto a alteraciones genéticas como a alteraciones
epigenéticas. Los cambios genéticos consisten en una pérdida o amplificacién de
genes relacionados con el cdncer, mientras que las modificaciones epigenéticas pueden
consistir en la activacién de oncogenes o el silenciamiento de genes supresores de
tumores que finalmente provocan una transformacién celular y una proliferacién

celular descontrolada (Caffarelli and Filetici, 2011).

1.6.5.1 Cronologia de la epigenética y el cancer

En los dltimos afos se ha considerado que las alteraciones epigenéticas estdn
implicadas en la patogénesis de diversas enfermedades. Especialmente la metilacién
aberrante del ADN estd profundamente implicada en el desarrollo y progresién del
cdncer, ya que los patrones de metilacién del ADN son heredados con una alta
fidelidad en las células somdticas (Ushijima et al., 2003). Ademds, la metilacién
aberrante del ADN es uno de los principales mecanismos de inactivacién de los genes
supresores de tumores junto con las mutaciones y las alteraciones cromosémicas

(Ushijima, 2005).

La primera vez que se detectaron alteraciones epigenéticas en cdncer fue en
1983, cuando se descubrié una hipometilacién global del ADN que se reflejaba en un
descenso del contenido en 5-metilcitosina. Feinberg y Vogelstein analizaron la
metilacién del ADN en tejidos cancerosos y no cancerosos mediante Southern blot,
utilizando ADN digerido con enzimas de restriccién sensibles a metilacién. En este
estudio demostraron una reduccién sustancial de la metilacién del ADN en tejidos
cancerosos (Feinberg and Vogelstein, 1983). Por otro lado, Gama-Sosa y
colaboradores también investigaron las diferencias en los niveles de metilacién del
ADN entre tejidos cancerosos y no cancerosos mediante cromatografia liquida de alta

resolucién, observando una reduccién del contenido de 5-metilcitosinas en tejidos
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cancerosos (Gama-Sosa et al., 1983). Actualmente, aunque se han realizado diversos
estudios sobre la hipometilacién de oncogenes (Akiyama et al., 2003; Cho et al,,
2001; Nishigaki et al., 2005; Sato et al., 2003), la activacién de oncogenes por
hipometilacién es todavia controvertida ya que por un lado las regiones analizadas en
la mayoria de los estudios se encuentran fuera de la regién promotora que controla la
expresién del gen, y por otro lado algunos oncogenes carecen de islas CpG en sus

regiones promotoras (Hattori and Ushijima, 2014).

Una década después del descubrimiento de la primera evidencia de la
presencia de modificaciones epigenéticas en cdncer por hipometilacién, se demostrd
que la hipermetilacién regional del ADN era la causa del silenciamiento del gen
supresor de retinoblastoma humano (Ohtani-Fujita et al., 1993). Esta
hipermetilacién regional del ADN en cdncer supone un incremento de la metilacién
en islas CpG normalmente desmetiladas. La hipermetilacién regional en islas CpG en
el promotor de genes supresores de tumores puede inactivar dichos genes

favoreciendo el desarrollo y progresién tumoral (Ushijima, 2005).

Por otro lado, el fenotipo metilador de islas CpG fue detectado por primera
vez en tumores colorrectales en 1999 (Toyota et al.,, 1999a) y posteriormente este
fenotipo comenzé a aparecer en otros tipos de cdncer como cdncer gdstrico (An et al.,
2005; Toyota et al., 1999b), neuroblastoma (Abe et al., 2005; Hill et al., 2014) y
gliomas (Mack et al., 2014; Noushmehr et al., 2010). El fenotipo metilador de islas
CpG se define como una metilacién frecuente de multiples islas CpG. Este fenotipo
estd asociado con caracteristicas clinico-patolégicas especificas de los diferentes tipos
de cdncer, de manera que este fenotipo proporciona una valiosa informacién para el
diagnéstico del cdncer y podria ser utilizada para estratificar a los pacientes y aplicar
una terapia dirigida a cada uno de los grupos establecidos (Hattori and Ushijima,
2014). Por ejemplo, el fenotipo metilador de islas CpG en cdncer colorrectal estd
asociado a tumores en mujeres de edad avanzada localizados en el colon derecho. En
la actualidad, el andlisis del fenotipo metilador de islas CpG en neuroblastoma ha

comenzado a estar comercialmente disponible en Japén (Hattori and Ushijima,

2014).
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En cuanto a la modificacién de histonas, el impacto de los inhibidores de las
histona deacetilasas en la proliferacién celular del cincer fue descubierto en los anos
90 (Hoshikawa et al., 1994). La hipétesis del cédigo de histonas fue propuesto por
Jenuwein y Allis en 2001, para explicar cémo las combinaciones de las modificaciones
de histonas contribuye a alteraciones en la estructura de la cromatina y cambios en la
expresién de los genes (Jenuwein and Allis, 2001). Actualmente, en diversos tipos de
cincer, se han descrito alteraciones de las modificaciones de histonas tanto a nivel
global como especifico de genes (Hattori and Ushijima, 2014). En 2005 por primera
vez, Fraga y colaboradores demostraron que en cdncer colorrectal y leucemia se

producia una disminucién de la expresién de la histona H4Kl16ac y la histona

H4K20me3 (Fraga et al., 2005).

La primera correlacién entre la expresién aberrante de miARNs y cdncer
derivé de la observacién de que la expresién de los miARNs, miR15a y miR16-1, se
encontraba disminuida en las muestras de tejidos cancerosos con respecto a las
muestras de tejido sano. Ademds se observd que los genes que codifican para estos
miARNSs se localizan en el cromosoma 13q14 en una regién que normalmente se
encuentra delecionada en leucemia linfocitica crénica de células B y otros tipos de
cdncer (Calin et al., 2002). Unos anos mds tarde se descubrié que se producian
cambios significativos en los niveles de expresién de los miARNSs en diversos tumores,
que no estaban correlacionados con anormalidades citogenéticas evidentes. Esto
sugeria que los niveles de expresion alterados de los miARNs podrian deberse a una
disfuncién en su biosintesis o procesamiento. Estas disfunciones podrian resultar en la
pérdida o ganancia de funcionalidad de los miARNS, contribuyendo a la iniciacién,
progresién y metdstasis tumoral (He et al.,, 2005). En los dltimos afnos se ha
establecido que un miARN puede funcionar como oncogen o como gen supresor de
tumores en la carcinogénesis dependiendo de su nivel de expresién. En concreto, si
un miARN es sobre-expresado en tumores primarios con respecto a tejido sano
podria considerarse como un potencial oncogen. Por el contrario, si un miARN
presenta una disminucién de su expresién en tejido tumoral respecto a tejido sano,
podria considerarse como un potencial gen supresor de tumores (Caffarelli and

Filetici, 2011; Iorio and Croce, 2012).
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Objetivos

En base a los resultados previos del grupo y con objeto de ampliar el conocimiento en
relacién al papel que desempeian MDGA1 y MDGA2 en lineas celulares en cultivo y en
muestras procedentes de distintas patologias tumorales humanas, se proponen los siguientes

objetivos:

1. Generar lineas celulares de MDCK que expresen de manera estable las
proteinas MDGA1, MDGA2 o las dos proteinas truncadas de MDGA2:
MAMGPT o IgGPL.

Las lineas celulares estables de MDCK generadas se utilizardn para realizar el
estudio de las propiedades de migracién, invasion y adhesién de las proteinas

MDGAI y MDGA2.

2. Investigar la implicacién de MDGA2 en migracién y adhesién celular.
Teniendo en cuenta los estudios previos del grupo que demuestran la
implicacién de MDGALI en migracién y adhesién celular, se pretende realizar
estudios similares para investigar la implicacién de MDGA2 en migracién,

adhesién célula a célula y adhesién célula a proteinas de la matriz extracelular.

3. Estudiar la implicacién de MDGA1 y MDGA2 en invasién celular.
Asi mismo, se propone investigar el comportamiento de MDGA1 y MDGA2

en relacién a la invasiéon celular.

4. Analizar la expresion de MDGAI y MDGA2 mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (QRT-PCR) en diferentes patologias tumorales humanas.
Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la expresién de
MDGA1 y MDGA2 se encuentra disminuida en muestras tumorales de
distintas patologias humanas. Dado que este estudio se realizé en un ndmero
reducido de tumores, se propone ampliar este estudio a un nimero mayor de
muestras tumorales procedentes de pacientes con cdncer no microcitico de
pulmén, cdncer colorectal, cincer géstrico y cdncer de eséfago. Para ello se

llevard a cabo mediante qRT-PCR un estudio comparativo de expresién de
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ambos genes en tumores y muestras no tumorales. Ademds se explorard la
posible asociacién entre los niveles de expresiéon de MDGAl y MDGA2 vy las
variables clinico-patoldgicas de los tumores. Se realizarin estudios de
prondstico basados en la expresién de ambos genes en las patologias tumorales

analizadas.

Analizar la expresion de MDGA1 y MDGA2 mediante inmunohistoquimica
en diferentes patologias tumorales humanas.

Con objeto de comprobar si la disminucién de la expresién de los genes se
corresponde con una disminucién de la expresién de la proteina, se realizard
un estudio comparativo de la expresién de las proteinas MDGAL y MDGA2
en tejidos tumorales y no tumorales procedentes de pacientes con cdncer no
microcitico de pulmén, cdncer colorectal, cdncer géstrico y cdncer de eséfago.

Para ello se utilizardn anticuerpos especificos frente a cada una de las proteinas

MDGA:s.

Investigar el estado de metilacién de las regiones promotoras de los genes
MDGA1y MDGAZ2.

Durante la progresién del cdncer se producen alteraciones en la metilacién del
DNA que conducen al silenciamiento de genes, generalmente debido a una
hipermetilacién de las islas CpG de los promotores. Con objeto de explicar la
disminucién de expresién de los genes MDGAI y MDGA2 observada en
tumores, se estudiard el estado de metilacién de la secuencia promotora de
MDGAI y MDGA2 en muestras tumorales y no tumorales de pacientes con

cancer colorectal.
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Materiales y Métodos

3.1 Construcciones de MDGA1 y MDGA2

3.1.1 Construcciones de MDGA1 y MDGAZ2 utilizadas

Las construcciones de MDGA1 y MDGA?2 utilizadas en este trabajo fueron
generadas previamente en nuestro laboratorio (Dfaz-Lépez, 2007). La construccién
pFLAG-MDGALI fue generada mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando como molde el clon de ADNc 2782838 de IMAGE, que contiene
la secuencia traducible completa de la proteina humana MDGAL, y los primers
directo (D) 5-GGGAATTCGATGGAGGTGACCTGCCTTCT-3" y reverso (R)
5-GGTCTAGATCATCTCTGCAACGCCAAGAGG- 3’. Las construcciones
pFLAG-MDGA?2 y pFLAG-MAMGPI (MDGA?2) se generaron a partir de ARN de
cerebro humano mediante retrotranscripcién-PCR (RT-PCR) utilizando los primers
5" TGAAACAAAACCAGCCATGAC 3" (para la RT) y (D) 5
CCCGCGGCCGCGCAAGGAGTGTACGCTCCTCCC 3" y (R) 5
CCGGATCCTCACCTTCGAGGACTTAAGATAGAGATGAGGA 3’ (para la
PCR). Posteriormente, los productos de PCR fueron clonados en el vector
pSTBLUE-1 (Novagen) y subclonado en el vector pFLAG-CMV-3 (Sigma). La
construccién pFLAG-IgGPI fue generada por la casa comercial Tebu-Bio. Estas
construcciones fueron utilizadas para transformar bacterias competentes E. Coli

DH>5a.

3.1.2 Produccion y purificacion de los plasmidos mediante

Maxi-Prep

Los pldsmidos fueron purificados y concentrados utilizando el kit Plasmid
Maxi-Kit (Qiagen). Para ello, las bacterias E. Coli DH50 previamente transformadas,
se sembraron en placas Petri de LB (Luria Bertani) agar en presencia de ampicilina
100 ug/ml, el antibidtico de resistencia presente en el vector pFLAG-CMV-3 (Figura
3.1). Las colonias aisladas se picaron y se crecieron en 3 ml de LB suplementado con
el antibiético de seleccién, durante 8 horas a 37°C en agitacién orbital.
Posteriormente, estos 3 ml fueron adicionados a 100 ml de medio LB suplementado
con el antibidtico de seleccidn y se crecieron a 37°C en agitacién orbital durante 16

horas.
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pBR322 origin

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedié a la purificacién del ADN
plasmidico siguiendo el protocolo del kit de Qiagen. La resuspensién del ADN

plasmidico se realizé en 100 ul de agua ultrapura estéril (AUE).

La preparacién de los “gliceroles stock” se realiz6 mediante la adicién de 200
ul de glicerol 87% estéril a 800 ul del cultivo bacteriano, conservindose

posteriormente a -80°C.

3.1.3 Valoracion del ADN plasmidico por espectrofotometria

La cuantificacién de ADN se realiz6 mediante la medida de las absorbancias a
260 y 280 nm utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-Visible. La lectura a
260 nm permite calcular la concentracién de dcidos nucleicos de la muestra teniendo
en cuenta que una unidad de densidad éptica (D.O.) a 260 nm se corresponde con

50 ug/ml de ADN de doble cadena (Sambrook et al, 1989).

La lectura a 280 nm se corresponde con la absorbancia de proteinas y algunos
disolventes orgdnicos como el fenol. Una relacién de absorbancias A260/A280
comprendida entre 1.8 y 2 indicaba un grado de pureza adecuado de los dcidos

nucleicos.
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3.1.4 Digestion y secuenciacion del ADN plasmidico

Una vez valorado el ADN plasmidico, se llevé a cabo una digestién del mismo
con las enzimas de restriccién adecuadas durante 3 horas a 37°C con el fin de

comprobar la incorporacién de las construcciones en el vector.

A continuacién se procedié a la secuenciacién de cada construccién para

verificarlas. La secuenciacién se llevd a cabo en la Unidad de Genémica del Campus

de Moncloa del Parque Cientifico de Madrid (PCM-UCM).

3.2 Cultivos celulares

3.2.1 Lineas celulares utilizadas

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

Tabla 3.1. Lineas celulares utilizadas. La linea MDCK (Madin-Darby canine kidney epitelial cells) fue suministrada por ATCC.
La linea Hela fue cedida por la Dra. Narcisa Martinez Quiles (Facultad de Farmacia UCM).

Linea celular Especie Descripcién Morfologia
MDCK Canis familiaris Células renales Epitelial
HeLa Homo sapiens Adenocarcinoma de cérvix Epitelial

Todas las lineas celulares utilizadas eran cultivadas en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium) glucosa 4.5g/1, al que se le adicionaba 10%
de suero bovino fetal (FBS), Hepes 20 mM y L-glutamina 2mM. Ademds se
adicionaba el antimicético anfotericina B (Gibco® Life Technologies), una mezcla de
antibiticos comercial que contenia penicilina y estreptomicina (Gibco® Life
Technologies), y un antibidtico frente a micoplasma (MycoZap ™ Antibiotic Plus-CL,

Lonza). El cultivo se realizaba en un incubador (Thermo forma) a 37°C en una

atmosfera de CO; al 5%.

Todas las soluciones y los tampones empleados para el cultivo se preparaban
en cabina de flujo laminar y se esterilizaban mediante filtros Millipore de 0,22 pm de

tamafio de poro.
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3.2.2 Almacenamiento

Las células se almacenaban congeladas en nitrégeno liquido a -170°C,
suspendidas en suero bovino fetal (FBS) suplementado con un 10% de dimetil-

sulféxido (DMSO).

3.2.3 Congelacion/descongelacion

Para la congelacién de células se partia de una placa de cultivo confluente, se
lavaba un par de veces con solucién salina tampén fosfato (PBS Dulbeccos’s, Life
Technologies) estéril al que se le adicionaba un volumen del antimicético anfotericina
B (Gibco® Life Technologies) y una mezcla de antibidticos que contenia penicilina
y estreptomicina (Gibco® Life Technologies), y se ajustaba el pH a 7.4 con NaOH.
A continuacién se procedia a la tripsinizacién de las células con 0,25% tripsina-
0,02% EDTA. La tripsinizacién se paraba con suero bovino fetal con 10% DMSO, y
las células se guardaban en un vial de crioconservacién. A continuacién, se llevaba a
cabo una congelacién progresiva de las mismas, comenzando por una temperatura de
-20°C durante 2 horas. Una vez completado ese tiempo se mantenian a -80°C

durante 15-24 horas. Por tdltimo se introducian en el crioconservador de nitrégeno

liquido a -170°C.

Por el contrario, la descongelacién que debia ser rdpida, se realizaba pasando los
viales directamente del nitrégeno liquido a un bano a 37°C para ser inmediatamente

sembradas.

3.2.4 Transfeccion de células MDCK

La transfeccién de las diferentes construcciones en las células MDCK se llevd
a cabo utilizando el kit de transfeccién Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
(Invitrogen™ Life Technologies). Para ello, se sembraron las células MDCK en
medio DMEM suplementado con 10% de FBS de manera que tras 12 horas de

incubacién a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%, se alcanzaba una confluencia de
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alrededor del 40-50% en el momento de la transfeccién. Para una placa de 6
pocillos, se utilizaron 4 pg del ADN plasmidico y 10 wl del reactivo Lipofectamina
2000 diluidos en Opti-MEM (Life Technologies) segin las indicaciones del
fabricante. En primer lugar se diluian 4 ug del ADN plasmidico en 250 uL de medio
Opti-MEM. Por otro lado, 10 ul del reactivo Lipofectamina 2000 fueron diluidos en
250 ul de Opti-MEM vy se incubé la mezcla durante 5 minutos. A continuacién, 250
ul de la Lipofectamina 2000 diluidos en medio Opti-MEM, se adicionaron a la
mezcla que contenia los 4 ug del ADN plasmidico diluidos en 250 ul de medio Opti-
MEM. Esta mezcla se incubé durante 20 minutos a temperatura ambiente. Por
utlimo, 100 ul de esta solucién fue aplicada gota a gota sobre las células (en medio
Opti-MEM). A las 6 horas, el medio era remplazado por medio DMEM completo y

suplementado con antibidticos.

3.2.5 Generacion de lineas celulares estables

Se generaron cinco lineas celulares MDCK que incorporaron de manera
estable las siguientes construcciones: pFLAG, pFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA?2,
pFLAG-MAMGPI (MDGA2) o pFLAG-IgGPI (MDGA?2). Para ello, 48 horas
después de la transfeccién con las correspondientes construcciones, las células se
tripsinizaron y se sembraron en medio DMEM 10% FBS al que se le adicioné el
antibiético de seleccién Geneticina (G418 Invitrogen) a una concentracién de
750 ug/ml. La seleccién se llevé a cabo durante 15 dias, tras los cuales se procedié a

analizar la expresion de las distintas proteinas en las lineas celulares generadas.

3.2.6 Purificacion de las lineas celulares mediante FACS

En el caso de las lineas celulares policlonales estables pFLAG-MDGA2 y
pFLAG-IgGPI (MDGA?2), fue necesario realizar una purificacién mediante FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting). El objetivo era incrementar el nimero de células
que expresaban las proteinas objeto de estudio, ya que las lineas celulares policlonales
obtenidas directamente por transfeccién y seleccionadas con geneticina presentaron

un porcentaje de células positivas inferior al 20%. Esta técnica consiste en la
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separacién de subpoblaciones celulares en suspensién a medida que atraviesan una
boquilla, la cual produce una vibracién a una frecuencia éptima para la generacién de
gotas a una distancia fija desde la boquilla, de manera que cada gota contiene una sola
célula. A continuacién, estas células son iluminadas por un rayo ldser, de manera que
parte de la luz emitida por el ldser es dispersada por la célula y esto permite cuantificar
el ndmero de células que hay en la muestra y medir el tamafio de cada una de ellas.
Ademds, debido a que las células que expresan la proteina objeto de estudio son
marcadas previamente con un anticuerpo especifico conjugado con una molécula
fluorescente, al ser iluminadas por el ldser, el fluoréforo es excitado emitiendo luz
visible que es detectada por el tubo fotomultiplicador o detector de luz. En el dltimo
paso, las gotas adquieren una carga eléctrica determinada por el ordenador, de manera
que al pasar por unos electrodos las células son separadas en tres tubos: uno que
contiene las células que expresan la proteina de interés (carga positiva), otro con las
gotas vacias (sin carga eléctrica), y un tercer tubo con el resto de las células que no

expresan la proteina objeto de estudio (carga negativa) (Figura 3.2).

Para llevar a cabo la purificacién de las lineas celulares (pFLAG-MDGA2 y
pFLAG-IgGPI) mediante FACS, las células se lavaron 2 veces con PBS (sin calcio ni
magnesio) y se tripsinizaron. A continuacién se centrifugaron 5 minutos a 3000xg, se
decantaba el sobrenadante y se lavaban con una solucién FACS de PBS con 0,5%BSA
y EDTA 5 mM. Tras centrifugar de nuevo 5 minutos a 3000xg, se llevaba a cabo un
bloqueo para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una solucién de PBS con 10% de suero de cabra. Tras un
lavado con PBS, se procedia a la incubacién con el anticuerpo anti-FLAG-FITC
(Sigma) a una dilucién 1:100 en solucién FACS, durante una hora a temperatura
ambiente. Tras dos lavados, las células se resuspendian en medio FACS y se pasaban

por el citémetro de flujo.
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Figura 3.2. Esquema de funcionamiento de FACS. Imagen modificada de
htep://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/facs.html

3.2.7 Ensayos de migracion

3.2.7.1 Estudio de la capacidad migratoria mediante el ensayo de la herida

La capacidad migratoria de las lineas celulares estables MDCK (pFLAG,
pFLAG-MDGAL1 y pFLAG-MDGA?2) se investigd mediante el ensayo de la herida.
Las células se sembraron a una densidad adecuada para obtener una monocapa de
células confluente a las 12 horas. A continuacién se realizaba una brecha o herida en
la monocapa de céluals utilizando una punta de pipeta estéril de 200 pl, tras lo cual se
lavaba dos veces con PBS para eliminar las células que pudieran haberse despegado, y

se reemplazaba el medio de cultivo por medio DMEM sin suero. Mediante
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microscopia confocal en células vivas (time-lapse microscopy), se tomaron fotografias
del mismo campo microscépico cada 10 minutos durante 15 horas. Para ello se
utiliz6 un microscopio de contraste de fase (Multifield Time-Lapse Widefield
Fluorescence Olympus 1X71) acoplado a una cdmara Andor Camera Olympus. El
software utilizado para la captura de imdgenes fue Andor iQ1.9.1. Para el anilisis y
procesamiento de las imdgenes se utilizé el programa Image] 1.46. El andlisis de la
migracién se realizé cada 3 horas (3, 6, 9, 12 y 15 horas) tras la realizacién de la
herida, midiendo el avance de las células hacia el centro de la herida. En cada herida
se analizaron al menos dos campos microscépicos diferentes y se realizé la media del
avance de las células en todos los campos microscépicos de una misma herida.
Ademds este experimento se realizaba por duplicado, llevindose a cabo al menos 6

experimentos independientes.

3.2.7.2 Estudio de la capacidad migratoria mediante camaras Transwell

La capacidad migratoria de las lineas celulares estables MDCK (pFLAG,
pFLAG-MDGA1 y pFLAG-MDGA2) se investigd también mediante el uso de
camaras transwell (Becton Dickinson).
Se utilizaron placas de 24 pocillos, cada
uno de los cuales contenia na cdmara
transwell ~ compuesta  por  dos
compartimentos, superior e inferior,
separados entre si por un filtro de

tereftalato de polietileno (PET), con un

Figura 3.3. Ejemplo de las cdmaras transwell. utilizadas. tamafio de poro de 8 micras (Figura

3.3). Las cdmaras se hidrataron con medio DMEM sin suero durante 2 horas a 37°C,
tras lo cual, este medio era eliminado y las cdmaras se sembraban con 3x10* células
resuspendidas en 500 ul de medio sin suero. A continuacién se adicionaban a los
pocillos 750 ul de medio suplementado con un 10% de FBS. Las células se incubaron
durante 24 horas a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%. Durante este tiempo, las
células con capacidad migratoria atravesaron el filtro pasando del compartimento

superior al inferior. A continuacién, se eliminaron con un bastoncillo las células que
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no habfan migrado al compartimento inferior. Posteriormente las células que si
habian migrado, y que por tanto se encontraban en el compartimento inferior, fueron
fijadas con metanol durante 10 minutos y posteriormente tefiidas con cristal violeta
0.2% en etanol 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se

eliminé el exceso de colorante con agua destilada y se dejaron secar los filtros.

Para cuantificar la capacidad migratoria de las lineas celulares estables se
realizé un contaje celular correspondiente a 10 campos microscépicos elegidos al azar

utilizando un microscopio invertido.

3.2.8 Ensayo de invasion celular

Para valorar la capacidad invasiva de las lineas celulares estables (pFLAG,
pFLAG-MDGAL1 y pFLAG-MDGA?2), se utilizaron cdmaras transwell (placas de 24
pocillos) provistas de filtros de tereftalato de polietileno (PET) de 8 um de didmetro
de poro, tapizados con una mezcla de proteinas de matriz extracelular; BioCoat™

Matrigel™ Invasion Chambers (Becton Dickinson) (Figura 3.4).

Inserto: compartimento
superior

Recubrimiento
Pocillo ——— de matrigel

Membrana PET
J————— i  de 8um de

tamafo de poro

Inserto: Compartimento
inferior

Figura 3.4. Esquema de una cdmara transwell para ensayos de invasién.

Las cdmaras se hidrataron con medio sin suero durante 2 horas a 37°C, tras lo
cual, este medio era eliminado y las cdmaras se sembraron con 3x10* células
resuspendidas en 500 ul de medio sin suero. A continuacién se adicionaron en los

pocillos 750 wl de medio suplementado con un 10% de FBS y las células se
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incubaron durante 24 horas a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO..
Posteriormente, se eliminaron con un bastoncillo las células no invasivas, asi como el
matrigel. Las células que habian sido capaces de atravesar el matrigel, y que por tanto
se encontraban en el compartimento inferior, fueron fijadas con metanol durante 10
minutos y posteriormente tenidas con cristal violeta 0.2% en etanol 2% durante 15
minutos a temperatura ambiente. Una vez eliminado el exceso de colorante con agua
destilada, se dejaron secar los filtros y se cuantificé la capacidad invasiva de las células

como se ha descrito en el punto anterior (2.7.2).

3.2.9 Ensayo de proliferacion celular

Se realizé un ensayo de proliferacién celular con objeto de descartar que las
diferencias observadas en la capacidad migratoria e invasiva de las lineas celulares
estables utilizadas (pFLAG, pFLAG-MDGAI y pFLAG-MDGA2) era debida a
diferencias en la capacidad proliferativa de las mismas. Se sembraron 2x10°
células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron a 37°C en una atmdsfera con
un 5% de CO; en medio DMEM en ausencia de suero. A intervalos de 24 horas (24,
48, 72 y 96 horas) las células se fijaron con cristal violeta 0.2% en etanol 2% durante
media hora. Posteriormente se lavaron con agua destilada hasta eliminar totalmente el
exceso de cristal violeta y se dejaron secar bien. Para cuantificar el colorante fijado a
las células, se afadié 100 ul de SDS 1% (Sodio Dodecil Sulfato) y se midié la
absorbancia a 560 nm en un lector de placas PowerWave XS microplate reader
(BioTek). En cada intervalo de tiempo indicado se midié la absorbancia en un total

de 6 pocillos.
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3.2.10 Ensayos de adhesion celular

3.2.10.1 Ensayo de adhesion célula-matriz extracelular

La capacidad de adhesién de las lineas celulares estables (pFLAG, pFLAG-
MDGA2, pFLAG-IgGPI y pFLAG-MAMGP]I) a proteinas de matriz extracelular fue
analizada mediante el kit de cyroselect de adhesién celular (CytoSelect™, Cell
Biolabs). Este kit contenia placas de 48 pocillos que habian sido tapizadas con
diferentes proteinas de matriz extracelular: fibronectina, coldgeno IV y fibrinégeno de
procedencia humana, laminina I de procedencia murina y coldgeno I de procedencia

bovina.

Para el ensayo se sembraron 2,5 x 10° células/pocillo de cada una de las lineas
celulares por duplicado y fueron incubadas 1 hora a 37°C en una atmésfera de 5% de
CO, en medio DMEM en ausencia de suero. Finalizada la incubacién, las células
fueron lavadas 5 veces con PBS y se fijaron y tifieron siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para cuantificar la adhesién relativa de las células, se realizé una lectura
espectrofotométrica del colorante fijado a una longitud de onda de 560nm en un

lector de placas PowerWave XS microplate reader (BioTek).

3.2.10.2 Ensayo de adhesion célula-célula

Para valorar la capacidad de adhesién célula a célula, se utilizé el kit VIbran:®
Cell Adhesion Assay (Molecular Probes). Este kit estd basado en la utilizacién del éster
acetoximetil calceina (Calceina AM), una molécula no fluorescente que una vez
incorporada por las células, es hidrolizada por esterasas endégenas produciendo una
molécula de calceina fluorescente. La calceina proporciona un marcador de
citoplasma celular altamente fluorescente que interfiere minimamente en el proceso
de adhesién, siendo un método muy sensible capaz de medir la adhesién celular en las

distintas lineas celulares estables (Figura 3.5).
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Marcaje de lag
células con caloeina

\_‘* *

3
¥

Monccapa de Ahaden las céulas Rediran lag células Medida de |a fluorescancia
cilulas a confluencia marcadas con caceina no adhendas de las céluias adhendas

Figura 3.5. Esquema del protocolo del ensayo de adhesion célula-célula.

Se sembraron placas de 96 pocillos con 5x10* células por pocillo y se
incubaron 24 horas antes de realizar del ensayo, con medio DMEM completo
suplementado con 10% de FBS, con objeto de obtener una monocapa de células a
confluencia. Al dia siguiente, las distintas lineas celulares se lavaron 2 veces con PBS y
se resuspendieron en medio DMEM sin suero a una concentracién de 5x10°
células/ml. A continuacién las células se incubaron con calceina 5 uM durante 30
minutos a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, las
células se lavaron dos veces con medio DMEM sin suero atemperado, para eliminar el
exceso de calceina. A continuacién, las placas de 96 pocillos tapizadas con una
monocapa de células confluente se lavaron dos veces con PBS para eliminar el medio
con suero en el que se habian sembrado el dia anterior y 100 ul de la suspensién de
células incubadas en presencia de calceina fueron sembradas por pocillo (5x10°
células/pocillo). Las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C en una atmdsfera de
CO; del 5%. Posteriormente se eliminaron las células no adheridas por decantacién y
se realizaron 4 lavados con DMEM sin suero atemperado, con el fin de eliminar
cualquier exceso de calceina. Finalmente se adicionaron 200 ul de PBS/pocillo y se
procedié a la lectura por fluorimetria de las células marcadas con calceina. Para ello se
utiliz6 un filtro de fluorescencia con un maximo de absorbancia de 480/20 nm y un

méximo de emisién de 530/25 nm, en un lector de fluorescencia en placa FL600

(Bio-Tek) usando el software KC4.

Con objeto de realizar un control de autofluorescencia, se realizé la medicién
de fluorescencia de las células no marcadas con calceina sobre una monocapa

confluente de células, omitiendo los lavados y adicionando 100 ul de PBS/pocillo. Asi
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mismo, se realizé6 un control de fluorescencia total, sembrando células marcadas con
calceina pero omitiendo los lavados y adicionando 100 ul de PBS/pocillo antes de

realizar la medicién fluorimétrica.

3.3 Tinciones para inmunofluorescencia

3.3.1 Fijacion, permeabilizacion y bloqueo de las células

La fijacién de las células se realizé utilizando paraformaldehido 4% en PBS
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, tras dos lavados con
PBS, se realizaba una permeabilizacién celular con Triton X-100 0.2% en PBS
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Esto permite disminuir el fondo que
pueda generar el anticuerpo. Tras dos lavados con PBS, se realizaba un bloqueo con
3% BSA en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. El bloqueo se realizaba

para evitar uniones inespecificas del anticuerpo.
3.3.2 Anticuerpos primario y secundario

Las células se lavaban 3 veces con PBS y se incubaban con el anticuerpo
primario a la dilucién correspondiente en 3% BSA/PBS, durante 2 horas a

temperatura ambiente (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Anticuerpos primarios utilizados en inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario Casa comercial (Ref.) Origen Dilucién
Anti-FLAG Sigma (F7425) IgG Rabbit 1:500
GP854 Eurogentec IgG Rabbit 1:200
Anti-Vinculina Sigma (SAB4200080) mAb IgGi Mouse 1:400
Anti-f catenina BD Biosciences (610154) mADb IgGi Mouse 1:200
Anti-p120 catenina BD Biosciences (612537) mAb IgGi Mouse 1:400
Anti-Fosfotirosinas Sigma (P5872) mAb IgG: Mouse 1:1000

A continuacién se realizaban 3 lavados con PBS y se procedia a la incubacién
con el anticuerpo secundario conjugado con diferentes fluoréforos a la dilucién
conrrespondiente en 3% BSA/PBS. La incubacién se realizaba durante 2 horas a

temperatura ambiente y en oscuridad (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Anticuerpos secundarios utilizados para inmunocitoquimica.

Anticuerpo secundario Casa Comercial (Ref.) Conjugado Dilucién
Goat anti-Rabbit Invitrogen (A-11008) Alexa Fluor 488 1:400
Goat anti-mouse Invitrogen (A-11031) Alexa Fluor 568 1:400
Anti-faloidina Invitrogen (A12380) Alexa Fluor 568 1:200

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario las células se lavaron 3 veces
con PBS y se montaron sobre un portaobjetos con el liquido de montaje Fluor-Save

Reagent (Calbiochem).

3.3.3 Tincion de nucleos con DAPI

DAPI es un compuesto fluorescente azul que se une preferentemente a DNA
de doble cadena en las secuencias ricas en AT. La tincién de los ntcleos se realizaba
incubando las células con DAPI ( 46’ Diamidin-2’ fenil indol) 1uM durante 10

minutos en oscuridad.

3.3.4 Microscopio confocal

La visualizacién de las células mediante microscopia confocal fue realizada en
la Unidad de Microscopia Confocal del CNIO (Centro Nacional de Investigaciones
Oncolégicas) de Madrid y en la Unidad de Microscopia Confocal del King’s College
London. El microscopio confocal utilizado fue un Axioplan 2 Imaging (Zeiss,
Oberkochen, Alemania). El software utilizado para la captura de imdgenes fue
LSM510 Meta. Las imdgenes fueron tomadas con un objetivo de 63X y 40X y

siempre con aceite de inmersién.
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3.4 Inmunodeteccion de proteinas

3.4.1 Obtencion de los extractos proteicos

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS a 4°C y se les adicioné 500 ul de
un tampén de lisis comercial (Roche). Tras recoger el lisado, se pasé a tubos
eppendorf que se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. A continuacién fueron
centrifugados 20 minutos a 13000xg a 4°C y se recogié el sobrenadante

correspondiente al extracto proteico.

3.4.2 Valoracion de proteinas del extracto proteico

La concentracién de proteinas del extracto proteico fue cuantificada mediante
el método de Bradford (Bradford, M.M., 1976). El método se basa en el cambio de
la absorcién en el espectro del azul de Coomassie cuando interacciona con las
proteinas. Los incrementos en la absorcién del colorante medidos a 595 nm pueden
ser relacionados con la concentracién de proteinas. Como solucién patrén para
elaborar la curva de calibrado se emple6 una solucién de seroalbiimina bovina (BSA)
a una concentracién de 0.5 ug/ul. Para el ensayo, se cuantificé la absorbancia a 595
nm de una mezcla de 4 ul del extracto proteico en 1 ml del reactivo de Bradford (Bio-

Rad) diluido 1:5 en agua destilada.

3.4.3 Western Blot

3.4.3.1 Preparacion de las muestras

Una vez valorados los extractos proteicos se recogié un volumen de extracto
proteico correspondiente a 20 ug y se adicioné laemmli buffer compuesto por Tris-
Hcl 100 mM pH 6.8, glicerol 5% (v/v), SDS 2% (p/v), 2-mercaptoetanol 1% (v/v),
azul de bromofenol 0,004% (p/v) (Laemmli, U.K., 1970); completando la mezcla
con tampén de electroforesis hasta un volumen final de 50 ul. Las muestras eran
desnaturalizadas durante 5 minutos a 95°C y cargadas en geles SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).
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3.4.3.2 Electroforesis en geles de SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé utilizando un equipo de
electroforesis Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Los geles de poliacrilamida constaban de un
gel concentrador compuesto por acrilamida 5% y un gel separador compuesto por
acrilamida 8% a partir de una solucién al 30% de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-
Rad). Ademis, los geles contenfan SDS 0.1% (p/v), persulfato aménico 0.1% (p/v),
TEMED 0.243% y Tris 125 mM pH 6.8 (para el gel concentrador) 6 375 mM pH

8.8 (para el gel separador).

Las muestras preparadas y desnaturalizadas segin el apartado anterior, se
cargaron en el gel. Ademds se cargaba un marcador de peso molecular Precision

Plus™ Dual Color (Bio-Rad).

Para el desarrollo de la electroforesis se utilizé6 un tampén compuesto por
Tris-base 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS 0.1% (p/v) y el gel se corrié a un

voltaje constante de 120V durante 2 horas.

3.4.3.3 Transferencia en semi-dry a membranas de nitrocelulosa

Una vez finalizada la electroforesis en geles SDS-PAGE, se realizé la
transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa Protran (Biotech),
mediante paso de corriente eléctrica utilizando un equipo de transferencia 77ans-Blot
SD Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad) acoplado a una fuente de electroforesis. La
transferencia se realizé a un voltaje constante de 15V durante 45 minutos. El tampén
de transferencia utilizado estaba compuesto por Tris 48 mM pH 8.9, glicina 39 mM,

0.19% SDS (p/v) y 20% metanol (v/v).

3.4.3.4 Bloqueo e incubacidn con anticuerpos

Finalizada la transferencia, se realiz6 un bloqueo de los sitios de unién
inespecificos a proteinas incubando las membranas durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacién suave, en una solucién de bloqueo que contenia TBS (Tris-
HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) suplementado con un 5% de leche en polvo

desnatada.
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Posteriormente, se eliminé la solucién de bloqueo y las membranas se
incubaron durante 16 horas a 4°C en agitacién suave con el anticuerpo primario

diluido en solucién de bloqueo (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western blot.

Anticuerpo primario Casa Comercial (Ref.) Origen Dilucién
Anti-FLAG Sigma (F7425) IgG Rabbit 1:1000
GP854 Eurogentec IgG Rabbit 1:500
Anti MDGA2 R&D (AF5184) IgG Sheep 1:1000
Anti-B-actina Sigma (A5441) IgG1 Mouse 1:4000
Anti-GAPDH Sigma (G8795) IgM Mouse 1:10000

Tabla 3.5. Anticuerpos secundarios utilizados en los ensayos de Western blot.

Anticucrpo secundario Casa Comercial (Ref) COnjugado Dilucién
Goat Anti-Mouse Sigma (A4416) HRP 1:3000
Goat Anti-Rabbit Sigma (A6154) HRP 1:1000
Donkey Anti-Sheep Sigma (A3415) HRP 1:5000

Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con TTBS (TBS con
0.05% de Tween-20) durante 30 minutos en agitacién fuerte, tras lo cual se realizé la
incubacién con el anticuerpo secundario, frente a la fraccién constante de las
inmunoglobulinas de la especie en la que fue generado el anticuerpo primario, diluido
en la solucién de bloqueo (Tabla 3.5). Esta incubacién se realiz6 durante una hora a
temperatura ambiente en agitacién suave. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10

minutos cada uno en TTBS en agitacién fuerte.

3.4.3.5 Deteccion de anticuerpos por quimioluminiscencia

Para la deteccién de los anticuerpos secundarios, conjugados con una
peroxidasa de rdbano (HPR), se incubaron las membranas durante 1 minuto en los
reactivos de quimioluminiscencia ECL Western Blotting  detection  reagents
(Amersham, GE Healthcare). El sistema se basa en la emisién de luz del luminol al
decaer a su estado basal, tras ser excitado como consecuencia de su oxidacién en
presencia de peréxido de hidrégeno en condiciones alcalinas. Para fijar la sefial de luz
se utilizaron placas de autorradiografia Hyperfilm ™ MP (Amersham, GE Healthcare)
y un aparato revelador CURIX 60 (Agfa).
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3.4.3.6 Borrado de las membranas de nitrocelulosa

En algunas ocasiones se recurrié al borrado de las membranas para hacer una
nueva hibridacién con un anticuerpo primario diferente. Para ello las membranas
eran incubadas durante 30 minutos en una solucién de borrado (Tris 50 mM pH 6.8,
2% SDS, B-mercaptoetanol 100 mM) a 60°C en agitacién fuerte. Posteriormente se
lavaban las membranas durante 1 hora aproximadamente en TTBS a temperatura
ambiente en agitacién fuerte para después realizar un bloqueo de la membrana y la

incubacién con el nuevo anticuerpo.

3.5 Estudio de la expresion de MDGA1 y MDGA2 en patologias
tumorales humanas

104

3.5.1 Pacientes

Las muestras tumorales fueron obtenidas, previo consentimiento informado,
de pacientes intervenidos quirtrgicamente en los Servicios de Cirugia General y del
Aparato Digestivo Il y III y en el Servicio de Cirugia Tordcica del Hospital Clinico
San Carlos de Madrid. El periodo de seguimiento de estos pacientes fue de cinco
anos. En todos los casos se dispuso de muestras tumorales y no tumorales del mismo
paciente. Esta tltimas fueron tomadas a una distancia de al menos 10 cm del margen
del tumor. Las muestras proporcionadas se presentaban incluidas en bloques de
medio de congelacién tisular (Jung Tissue Freezing Medium™, Leica Mycrosystems,

Wetzlar, Alemania) y eran almacenadas a -80°C hasta su uso.

Todas las muestras tumorales fueron analizadas en el Servicio de Anatomia
Patolégica de dicho hospital, de manera que solamente se incluyeron en el estudio
aquellas muestras tumorales que presentaban al menos un 80% de tejido tumoral y
menos de un 10% de tejido necrosado. Para dicho estudio, se emplearon cortes de 5
um de grosor realizados en un criostato (Leica CM 1510 S), que fueron fijados y

posteriormente tenidos con hematoxilina-eosina.
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Se dispuso en total de 88 muestras de cdncer no microcitico de pulmén
(CNMP), 49 muestras de cincer colorrectal (CCR), 56 muestras de cdncer de
estémago (CG) y 25 muestras de cancer de eséfago (CE).

3.5.2 Clasificacion de los pacientes en estadios

La clasificacién de los pacientes en funcién del estadio tumoral se realizé

siguiendo diferentes clasificaciones dependiendo de la patologia.

Asi, para establecer la estadificacién tumoral en el caso de los tumores no
microciticos de pulmén, tumores gdstricos y tumores de eséfago se empled la
clasificacion TNM (Twumour - Node - Metastasis) descrita inicialmente por Mountain
en 1986 (Mountain C.F., 1986, Mountain C.F., 1997, Mountain C.F., 2009). Esta
clasificacién refleja el grado de extensién de la enfermedad al considerar el tamafo del
tumor primario (T), el grado de diseminacién a los ganglios linfdticos cercanos (N) y
la presencia de metdstasis a larga distancia (M). En la siguiente tabla (Tabla 3.6) se

muestran las caracteristicas de los descriptores T, N y M (www.cancer.gov).
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Tabla 3.6. Caracteristicas de los descriptores T, N y M.

DESCRIPTOR

CARACTERISTICAS

Tumor primario (T)

X

TO

Tis

T1, T2, T3,T4
Ganglios linféticos regionales (N)
NX

NO

N1, N2, N3

Metistasis distante (M)
MX
Mo

M1

No es posible evaluar un tumor primario

No hay evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ (CIS; células anormales estdn presentes
pero no se han diseminado a
los tejidos cercanos. Aunque no es cancer, el CIS puede
convertirse en cdncer y algunas veces se llama cdncer
preinvasor).

Tamafio o extensién del tumor primario

No es posible evaluar los ganglios linfiticos regionales

No existe complicacién de ganglios linfiticos

Grado de complicacién de los ganglios linfiticos
regionales (ndmero y localizacién de los ganglios
linfaticos).

No es posible evaluar una metdstasis distante
No hay metdstasis distante

Presencia de metdstasis distante
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Las combinaciones TNM definen los distintos estadios tumorales (Tabla 3.7)

(www.cancer.gov).

Tabla 3.7. Estadios tumorales en funcién de los descriptores TNM.

ESTADIO DEFINICION

Estadio 0 Carcinoma in situ

Los ndmeros mds altos indican enfermedad mds
extensa: Un tamafio mayor del tumor o diseminacién
Estadio I, IT y III del cdncer afuera del 6rgano en donde se formé
originalmente hacia los ganglios linféticos vecinos o a
érganos o tejidos cercanos al sitio del tumor primario.

Estadio IV El cdncer se ha diseminado a 6rganos o
tejidos distantes.

La clasificacién de pacientes con cdncer colorrectal en funcién del estadio
tumoral se realizé siguiendo la clasificacién de Dukes modificada por Turnbull y
colaboradores (Turnbull, Jr et al, 1967). Las caracteristicas de los estadios se muestran

en la tabla 3.8.

Tabla 3.8. Clasificacién de Turnbull para los tumores colorrectales.

ESTADIO CARACTERISTICAS
Estadio A Tumor restringido al colon y sus paredes.
Estadio B Extensién del tumor a la grasa pericélica.

Metdstasis tumoral a los ganglios linfdticos

Estadio C mesentéricos, pero sin evidencias de diseminacién a
distancia.
Metdstasis tumoral a pulmén, higado, hueso,
Estadio D

diseminacién del tumor. No operable debido a
invasién parietal; invasion a los rganos adyacentes.
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3.5.3 Estudio de la expresion génica de MDGA1 y MDGAZ2 en tumores
humanos mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

EL anilisis de la expresién génica mediante QRT-PCR requiere previamente
realizar la extraccién de ARN de las muestras tumorales y no tumorales, asi como su

valoracién y comprobacién de su integridad.

3.5.3.1 Obtencidon de ARN de las muestras tumorales

A partir de tejido tumoral embebido en #issue-teck (Leica), se procedié a
realizar unos cortes de 20 um de grosor en un criostato. Alrededor de 15 cortes de
cada muestra tumoral fueron utilizados para la obtencién de ARN, que se llevé a cabo
siguiendo el método de Chomczynski & Sacchi (Chomezynski, P. and Sacchi, N,
1987), ligeramente modificado utilizando Trizol (/nvitrogen, Life Technologies). Este
reactivo contiene fenol y otros componentes que preservan la estabilidad del ARN
mientras se disgregan los cortes de tejido. Se afadié 1 ml de trizol al tubo que
contenia los cortes de tejido y se homogeneizé con la ayuda de una jeringuilla. Tras 5
minutos de incubacién a temperatura ambiente, se anadié 0.2ml de cloroformo. Se
agitaron las muestras con ayuda con un agitador mecdnico y se dejaron reposar 3
minutos a temperatura ambiente para seguidamente centrifugar 15 minutos a 16000
x g a 4°C. Se obtenian dos fases: una fase orgdnica que contiene el ADN, proteinas y
restos celulares, y una fase acuosa donde se encuentra el ARN, que se recoge en otro
eppendorf. A continuacién se anaden 500 ul de isopropanol, se mezcla por inversién
y se incuba toda la noche a -20°C para precipitar los dcidos nucleicos. Tras
centrifugar 15 minutos a 16000 x g a 4°C se obtiene un precipitado blanco que se
lava con etanol 75% frio y se vuelve a centrifugar 5 minutos a 16000 x g a 4°C. El
sobrenadante se elimina completamente y se seca el precipitado. Por tltimo el ARN

es resuspendido en 25 ul de agua ultrapura estéril (AUE).

3.5.3.2 Valoracidon de ARN mediante espectrofotometria

La cuantificacién de ARN se realizé mediante lectura espectrofotométrica de
las absorbancias medidas a 260 y 280 nm utilizando un espectrofotémetro Shimadzu
UV-Visible. La lectura a 260nm permite calcular la concentracién de dcidos nucleicos

de la muestra teniendo en cuenta que una unidad de densidad 6ptica (D.O.) a 260
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nm se corresponde con 40ug/ml de ARN de cadena sencilla (Sambrook et al, 1989).

La lectura a 280nm se corresponde con la absorbancia de proteinas y algunos
disolventes orgdnicos como el fenol. La relacién de absorbancias A260/A280 nos da
una idea del grado de contaminacién de la muestra con proteinas. Se considera un
buen grado de pureza de los dcidos nucleicos cuando esta relacién de absorbancias se

encuentra comprendida entre 1.8 y 2.

Tras su valoracién se procedié a comprobar la integridad del ARN aislado,
mediante electroforesis. Para ello, 1ug de ARN de cada una de las muestras era
cargado en un gel de agarosa 1% en tampén TBE 1X ( Tris 89mM, Acido Bérico
88mM y EDTA 1mM) al que se le anadié bromuro de etidio. La electroforesis se
desarrollé a 100V durante 40 minutos. Las muestras de ARN se consevaron a -80°C

hasta su utilizacién.

3.5.3.3 Ensayo de PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

El propésito de la PCR cuantitativa es poder detectar y cuantificar la
acumulacién de productos de PCR resultantes de la amplificacién de secuencias
conocidas de ADN genémico, plasmidico o ADN complementario (ADNc). Para
ello, ademds de los oligonucledtidos especificos para la secuencia de ADN objeto de
estudio, se utilizaron sondas TagMan® (Applied Biosystem) que contienen un agente
emisor de fluorescencia o reporter fluorescente (FAM™, 6-carboxi-fluoresceina), que
se encuentra unido covalentemente al extremo 5°, y un amortiguador de fluorescencia

o quencher (TAMRA™), en el extremo 3’.

En una etapa inicial se produce la transcripcién reversa. En esta etapa se
produce la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total.
Posteriormente en una segunda etapa, se produce la PCR cuantitativa a tiempo real,
en la que los productos de PCR son sintetizados a partir de ADNc empleando una
mezcla de reaccién que contiene la sonda TagMan y los oligonucleétidos especificos

para detectar la secuencia de interés.
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Cuando la sonda estd intacta, la proximidad entre el reporter y el quencher
resulta en una supresién de la emisién de fluorescencia. Durante la PCR, si el gen de
interés estd presente, la sonda se une especificamente al ADN entre los sitios de unién
de los oligonucledtidos directo e indirecto. A continuacidn, la actividad 5’ nucleasa de
la enzima polimerasa, degrada la sonda entre el reporter y el quencher sélo si la sonda
hibrida con el ADN objeto de estudio, permitiendo la emisién de fluorescencia del
reporter. La sonda es degradada por la enzima y desplazada por la sintesis de la hebra
complementaria. El extremo 3’ es bloqueado para prevenir la extensién de la sonda

durante la PCR (Figura 3.6).

Este proceso se repite en cada ciclo de la PCR y no interfiere en la
acumulacién exponencial del producto de PCR. El incremento en la sefnal de
fluorescencia s6lo se produce si la sonda es complementaria a la secuencia objeto de
estudio y ésta es amplificada durante la PCR, con lo que se evita la deteccién de

secuencias inespecificas.

Polimerizacion A) = Reporter
@) = Quencher
Primer
directo R Q
5’ —————. »- 3’
3 5
5 3
- w— 5
7 7 Primer
Desplazam u.mu por reverso
polimerizacién de la s
hebra de DNA Q
L — ,; 3
3 5
5 3
- — 5
Liberacion - ¢/
del AR,
$ N -~
Reporter - Q
§ e——. - 9
3 5
5 3
- — 5’
Polimerizacién completada
B - o Q
e . . 3
5 >
3 5

Figura 3.6. Esquema que representa el fundamento de la técnica de PCR cuantitativa
a tiempo real mediante el uso de primers y sondas especificas para el gen objeto de
estudio.
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Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia
producida en cada ciclo de PCR vy los programas de andlisis representan dicha
fluorescencia gréficamente respecto al nimero de ciclos. La cantidad de amplicén
producido es proporcional al ndimero de moléculas de ARNm iniciales, de manera
que en aquellas muestras con mayor expresién del gen, el amplicén fluorescente

aparacera en ciclos anteriores.

3.5.3.4 Sintesis de ADNc por retrotrasncripcion

Para la sintesis del ADNc se utilizaron 5ug de ARN, completando hasta un
volumen de 50 ul con agua libre de nucleasas. A continuacién se preparé la mezcla de
reaccién para la transcripcién reversa utilizando High- Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription  Kit  (Applied Biosystem, Life Technologies) que presenta
oligonucleétidos aleatorios y una retrotranscriptasa (Tabla 3.9), incorporando 50 ul
al volumen anterior. Ademds, en la reaccién se incluyé un inhibidor de ARNasas
(Applied Biosystem, Life Technologies). Las condiciones para la transcripcién reversa
fueron 10 minutos a 25°C seguidos de 120 minutos a 37°C, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracién final de ADNc fue de 50 ng/ul en un

volumen final de 100 ul.

Tabla 3.9. Mezcla de reaccién para la transcriptasa reversa.

COMPONENTE

VOLUMEN (ul) POR REACCION

Tampén 10X de transcripcién reversa

Mezcla 25X dNTPs

Mezcla 10X de cebadores aleatorios

Enzima trasncriptasa reversa (MultiScribe Reverse Transcriptase, 50U/nl)
Inhibidor de ARNasas

Agua libre de nucleasas

Volumen final

10
4
10
5
2.5
18.5
50
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3.5.3.5 PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real se llevaron a cabo siguiendo el

sistema TagMan® Gene Expression de Applied Biosystem. Para el desarrollo de la

PCR cuantitativa a tiempo real se prepard la siguiente mezcla de reaccién (Tabla

3.10).

Tabla 3.10. Mezcla de reaccién para la PCR cuantitativa a tiempo real.

COMPONENTE

VOLUMEN (ul) POR REACCION

Taqman® Gene Expression Assay 20X

TagMan® Universal PCR Master Mix 2X, no AmpErase UNG’ //
FastStart Universal Probe Master (Rox)

Agua libre de nucleasas

ADNCc (50 ng/ul)

Volumen final

20

El componente Tagman® Gene Expression Assay 20X incluye dos cebadores
no marcados especificos y la sonda TagMan para amplificar y detectar la secuencia de
interés (Tabla 3.11). Estas sondas hibridan exén-exén, con lo que evitan las posibles
contaminaciones con ADN genémico. La mezcla de reaccién TagMan® Universal
PCR Master Mix 2X, no AmpErase UNG”* (Applied Biosystem) o FastStart Universal
Probe Master (Rox) (Roche), incluyen la ADN polimerasa AmpliTag Gold® DNA

polymerase y el resto de componentes que aseguran la amplificacién de la secuencia

objeto de estudio.

Tabla 3.11. Sondas TagMan® utilizadas en los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real.

GEN EXONES CON LOS QUE HIBRIDA REFERENCIA

MDGA1 3-4 Hs01029770_m1
MDGA2 7-8 Hs00766205_m1
GAPDH 3-3 Hs99999905_m1
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Las amplificaciones de cada muestra para las secuencias objeto de estudio, se
realizaron por duplicado y en al menos dos experimentos independientes, en placas de
96 pocillos (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, Applied
Biosystem). Se empleé como control negativo la mezcla de reaccién previamente
descrita, sin ADNc. Como gen normalizador se utilizé GAPDH y como muestra
normalizadora se usé un poo/ de tejidos no tumorales de 10 pacientes para cada una
de las patologias estudiadas (cdncer no microcitico de pulmén, cdncer colorrectal,

cdncer de eséfago y cancer de estémago).

La cuantificacién del gen objeto de estudio fue evaluado en un ABI Prism
7900 (Life Technologies) en la Unidad de Genémica del Campus de Moncloa del
Parque Cientifico de Madrid (PCM-UCM). Las condiciones para la amplificacién

mediante PCR cuantitativa a tiempo real fueron las siguientes (Tabla 3.12).

Tabla 3.12. Condiciones para la amplificacién por PCR cuantitativa a tiempo real.

FASE TIEMPO TEMPERATURA (°C) NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacién 20 segundos 95 1
Amplificacién 4
Desnaturalizacién 1 segundo 95 0
Hibridacién/Elongacién 20 segundos 60

Como resultado de la PCR cuantitativa a tiempo real, obtenemos para cada
muestra un dato numérico para cada gen que se denomina Ct. El Ct o threshold cycle
se relaciona con el nimero de ciclos a partir de los cuales el Sistema de Deteccién de
Secuencia comienza a detectar un incremento de la sehal asociado a un aumento
exponencial del producto de PCR. De este modo, obtendremos Cts de cada muestra
para nuestros genes objeto de estudio (MDGAI y MDGA2) y de nuestro gen
endégeno calibrador GAPDH. De este modo, la diferencia de Cts entre el gen objeto
de estudio y el gen calibrador, nos dard una idea de la expresién del gen problema
respecto a la expresion de nuestro gen enddgeno en cada uno de los pacientes. Este

dato lo denominamos ACt.

ACt=Ct muestra Ct endégeno = Ct calibrador — Ct endégeno
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A su vez, normalizamos respecto a la muestra que tomaremos como
referencia de expresién normal (en nuestro caso un poo/ de tejido no tumoral de 10
pacientes). Esto vendria expresado como la diferencia entre el ACt de nuestro gen
problema en cada uno de los pacientes respecto a la muestra no tumoral. Este dato es
el AACt y nos daria una idea de la diferencia de expresién del gen objeto de estudio

en muestras tumorales respecto a su expresion en tejido no tumoral.

AACt = ACt muestra ~ ACt calibrador 5 RQ = 2—AAC[

Por ultimo, para facilitar la interpretacién de los datos se utiliza el valor de
RQ que es el valor negativo del AACt en potencia de base 2. La interpretacién del

RQ seria la siguiente:

RQ < 0.5 Se considera que existen menos de 50% del nimero de copias que presenta

la muestra no tumoral.

RQ = [0.5 — 2] Ya que si no hay diferencia de expresién de un gen en tumores y
tejido no tumoral su AACt serfa 0 y su potencia en base 2 serfa 1, se considera que
valores de RQ comprendidos entre 0.5 y 2 se corresponden con una expresién

normal del gen al estar comprendido entre + el 50% de la unidad.

RQ > 2 Indica niveles superiores al 50% del nimero de copias presentes en la

muestra no tumoral.
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3.6 Inmunohistoquimica

A partir de tejido tumoral y no tumoral embebido en zissue-tek (Lieca) se
realizaron cortes de 5 micras mediante el uso de un criostato. Los cortes fueron
colocados sobre portaobjetos y fueron fijados con acetona 10 minutos, después se
lavaron con tampén de lavado (Dako) y se realizé un bloqueo de las peroxidasas
enddgenas. Posteriormente se realizaron una serie de lavados y se realizd una
incubacién con el anticuerpo primario correspondiente (GP854 para MDGAL vy anti-
MDGA2 (R&D) para MDGA2) a una dilucién 1:500 durante 50 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién se realizaron una serie de lavados y se procedié
al revelado con el polimero envision flex HRP (Dako ready to use) durante 20 minutos.
Posteriormente se realizaron una serie de lavados y se procedié al uso del cromégeno
diaminobencidina (Dako) a una dilucién 1:100 durante 10 minutos seguido de una
serie de lavados. También se realiz6 una contratincién con hematoxilina (Dako ready
to use). Por Gltimo la muestra se lavé en agua destilada 5 minutos y se deshidraté con
alcohol 96° 5 minutos, alcohol 99° 5 minutos y xilol 5 minutos. Finalmente se
procedié al montaje de la muestra con un cubreobjetos y un medio de montaje Dako

mounting.

Las inmunohistoquimicas fueron realizadas en el Servicio de Anatomia

Patolégica de la clinica Citopath utilizando el aparato Autostainerlink 48 (Dako).
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3.7 Estudio de hipermetilacion del promotor de MDGA1ly
MDGA2

116

3.7.1 Ensayo de desmetilacion con la 5-Aza-2’ Deoxicitidina

La 5-Aza-2’ Deoxicitidina (5-Aza) es un compuesto capaz de producir la
desmetilacién del ADN gendmico, ya que produce una relajacién de la estructura de
la cromatina que permite que los factores de transcripcién tengan acceso a las regiones
promotoras, facilitando la expresiéon del gen. Para este ensayo, se utilizé la linea
celular Hela. Se sembraron 4x10° células en placas de 100 mm de didmetro y se
crecieron durante 6 horas en medio DMEM completo suplementado con 10% de
FBS a 37°C en una atmésfera con un 5% de CO,. Posteriormente las células fueron
tratadas con 5-Aza-2’ Deoxicitidina (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 10 uM
en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de FBS. Las células se
cultivaron en estas condiciones durante 5 dias, renovando cada 24 horas el medio de

cultivo y la 5-Aza.

Las células se recogieron a las 24, 48, 72 y 96 horas tras el tratamiento con la
5-Aza y se procedi6 a la extraccién del ARN de las células tratadas, la sintesis del
ADNc mediante retrotranscripcién y el andlisis de la expresién de los genes MDGAI

y MDGA2 mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

3.7.2 Estudio de hipermetilacion del promotor de MDGA1 y MDGA2 en
muestras tumorales humanas.

3.7.2.1 Obtencion de ADN gendmico de tumores

A partir de muestras de tejido tumoral y no tumoral embebido en tissue-teck
(Leica), se procedié a realizar cortes de 20 um de grosor en un criostato. Alrededor de
25 cortes de cada muestra tumoral fueron utilizados para la obtencién de ADN, que
se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Blin & Stafford de 1976 (Blin, N.
and Stafford, D.W., 1976), ligeramente modificado. Los cortes se homogeneizaron

con una espdtula mantenida en frio en 1.25 ml de una solucién tampén compuesta

por Tris HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM y NaCl 0.15 M. A continuacién se



Materiales y Métodos

anadié 50 wl de proteinasa K 20 mg/ml (Sigma Aldrich) para degradar las proteinas y
se homogeneizé de nuevo. Posteriormente, se afadieron 62.5 ul de SDS al 20%, se
mezclé por inversién y se incubé 3 horas a 65°C. Posteriormente se adicioné 1.25 ml
de una solucién tampén compuesta por Tris HCl 10mM pH 7.5, EDTA 10 mM y
NaCl 0.65 M y seguidamente un volumen de una solucién comercial de fenol ADN,
pH 8. La mezcla se agité mediante un agitador mecdnico y se centrifugé 15 minutos a
4000 rpm a temperatura ambiente. Tras la centrifugacién se recogié la fase acuosa,
que contiene el ADN y se anadié un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1,
se agitd en vortex y se centrifugé 5 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. Se
recogi6 de nuevo la fase acuosa y se anadieron dos voliimenes de etanol absoluto frio
y se dejé precipitar toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, se centrifugd 15 minutos
a 4000 rpm a 4°C y se decanté el sobrenadante, lavindose el precipitado con 1 ml de
etanol 70% frio. Se centrifugé de nuevo 15 minutos a 4000 rpm a 4°C y
posteriormente se decanté el sobrenadante y se dejé secar completamente el
precipitado de ADN para finalmente resuspenderlo en 100 ul de agua ultrapura

estéril.

La cuantificacién de ADN se realizé mediante valoracién de las absorbancias
medidas a 260 y 280 nm utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-Visible.
Para los cdlculos se tuvo en cuenta que una unidad de densidad 6ptica (D.O.) a 260
nm se corresponde con 50 ug/ml de ADN de cadena doble (Sambrook et al, 1989).
Asi mismo, la pureza del ADN se estimé considerando que una pureza éptima se
correspondia con un valor del cociente Asgo/Asgo entre 1.8 y 2. La integridad del ADN
aislado se determiné mediante electroforesis en geles de agarosa. Las muestras se

conservaron a -20°C hasta su uso.
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3.7.2.2 Transformacion del ADN por bisulfito

La metilacién del ADN se produce por la adicién covalente de un grupo
metilo al carbono 5 del anillo de la citosina, generdndose 5-metilcitosina. Tras el
tratamiento del ADN genémico con bisulfito, las citosinas no metiladas sufren un
proceso de desaminacién transformdndose en uracilo, mientras que las citosinas

metiladas permanecen intactas.

La transformacién por bisulfito se realizé utilizando Bisulflash ™ DNA
Modification Kit (Epigentek, BioNova) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
ensayos se realizaban a partir de 1ug de ADN gendémico al que se le adicionaba 110
ul de una mezcla de soluciones tampén y se incubaba en un termociclador a 95°C
durante 20 minutos en los que se llevaba a cabo la transformacién con bisulfito. A
continuacién se preparaban unas columnas de elucién y se hacfa pasar la mezcla con
el ADN genémico transformado a través de la columna. Posteriormente se realizaban
varios lavados de las columnas y finalmente se elufa el ADN transformado en 20 ul de

un tampén de elucién. Este ADN modificado se conservaba a -20°C hasta su uso.
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3.7.2.3 MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction)

Una vez transformado el ADN por bisulfito, la deteccién de metilacién en el
ADN se llevé a cabo mediante PCR especifica de metilacién (MSP). Este método de
PCR se basa en el uso de oligonucleétidos disenados especificamente para detectar
secuencias ADN metilado localizadas en las regiones ricas en CGs de los promotores.
Ademds, se utilizaban oligonucleétidos disenados especificamente para detectar
secuencias de ADN no metilado. De esta manera, tras la transformacién con el
bisulfito, era posible amplificar por PCR secuencias de ADN metilado (M) y no
metilado (U).

El andlisis de las regiones promotoras de los genes MDGAl y MDGA2 se
realizé utilizando el programa informdtico
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html con ayuda del Dr. Jests
Cruces ( Facultad de Medicina UAM). El programa permitié detectar 2 islas CpG en
la regién promotora de MDGAL, y 4 islas CpG en el promotor de MDGA2. En
ambos casos el porcentaje de CGs en las islas era superior al 50%. A continuacién, en
colaboracién con el Dr. Jests Espada (Instituto de Investigaciones Biomédicas CSIC),
se llevd a cabo el diseno de distintas parejas de oligonucleétidos utilizando el
programa informdtico  Methyl Primer Express  (Applied Biosystems). Estos
oligonucleétidos reconocian de manera especifica las secuencias metiladas (M) o no
metiladas (U) de los promotores de MDGAl y MDGA2. Las tablas 3.13 y 3.14

muestran todas las parejas de oligonucledtidos que se utilizaron en este estudio.
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3.7.2.4 Purificacion del producto de PCR

Los productos amplificados por PCR fueron sometidos a electroforesis en un
gel de agarosa 2% en TBE, que se desarroll6 a 90V durante 1 hora. Las bandas
detectadas, que se correspondian con el tamano de ADN amplificado, se extraian del
gel con ayuda de un bisturi y el fragmento de ADN era purificado mediante el uso de
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) y resuspendido en 10 ul de agua ultrapura

estéril.
3.7.2.5 Clonaje en pGEM-T

A continuacién, los fragmentos de ADN purificados fueron clonados en el
vector pGEM-T utilizando pGEM-T Easy Vector System I (Promega) provisto de la
T4 ADN ligasa. Para ello 3 ul de producto de PCR se utilizaron en la reaccién de
ligacién con el vector pGEM-T (Figura 3.7). La reaccién se incubé durante 1 hora a
temperatura ambiente y se procedid a la transformacién de bacterias competentes E.
coli DH5a. por choque térmico a 42°C. Las bacterias trasnformadas se sembraron en
placas Petri en medio LB suplementado con ampicilina 100 ug/ml, IPTG (Isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranésido) 40 ug/ml y X-Gal 23 ug/ml y se incubaron toda la
noche a 37°C.

e
1 start
Apa 14
Aatll 20
Sphl 26
PGEM®-T Nes| | 37
Vector i Sacll 46
(3000bp) gy T
\ Spel 55
Notl 62
BstZ 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
or BstX 103
Nsi 112
126
T sps

Figura 3.7. Mapa del vector pPGEM-T.
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Las colonias blancas aisladas, se picaron y se crecieron en 3 ml de LB
suplementado con ampicilina 100 ug/ml en agitacién orbital a 37°C durante toda la

noche.

3.7.2.6 Purificacion y digestion del ADN plasmidico

La purificacién del ADN plasmidico se llevé a cabo utilizando el kit Wizard ®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Una vez purificado, el ADN
plasmidico fue resuspendido en 50 wl de agua ultrapura estéril. A continuacién, se
comprobé la incorporacién del inserto (producto de MSP) en el plismido pGEM-T
mediante la digestién del ADN plasmidico con las enzimas de restriccién Neo 'y Not
I (Figura 3.8). La reaccién de digestién se realizé6 durante 3 horas a 37°C y, a
continuacidn, los productos de la digestién se sometieron a electroforesis en un gel de

agarosa 1% a 90V durante 45 minutos.

Figura 3.8. Fragmentos de ADN obtenidos

LD L DL D L DL D tras la digestion ezimdtica del ADN.
) _ o L= plésmido linearizado con Not I; D=doble
sty f oy ol ) e digestién con Nco Iy Not I.

(R

3.7.2.7 Secuenciacion

La secuenciacién del ADN correspondiente al producto amplificado por
PCR-MSP se llevé a cabo en la Unidad de Genémica del Campus de Moncloa del
Parque Cientifico de Madrid (PCM-UCM).
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3.8. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el presente trabajo fue
realizado mediante el uso del software IBM SPSS Statistics 19 para el sistema
operativo Microsoft® Windows. El procesamiento y tratamiento de datos previos al
andlisis estadistico fue realizado mediante la aplicacién informdtica Microsoft® Offfice

2011.

En primer lugar se realizaron las pruebas de normalidad mediante el test de
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. En caso de cumplir el supuesto de normalidad
(p>0,05) se realizaron las pruebas paramétricas para comparacién de medias entre dos
poblaciones mediante la prueba estadistica # de student, tomdndose los valores, segiin
procediese, indicados por la prueba de Levene para la igualdad de varianzas. En el
caso de que las poblaciones muestrales no cumpliesen el principio de normalidad, las
pruebas estadisticas utilizadas fueron las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney
para comparacién de medias entre dos poblaciones, o la prueba de rangos de Wilcoxon

para comparacién simultdnea de medias entre varias poblaciones.

Para identificar las relaciones de dependencia entre variables cualitativas se

utilizé el test de la Chi-cuadrado ()%?), asumiendo la dependencia entre variables si

P<0.05.

El método de Kaplan-Meier fue el elegido para establecer las curvas de
supervivencia, medida como el intervalo libre de enfermedad (ILE), definido como el
tiempo transcurrido entre la reseccién quirtrgica del tumor y la recidiva tumoral. La
comparacién entre estas curvas de supervivencia se realizé mediante el test Log-Rank.
Asi mismo, la aplicacién electréonica Cutoff Finder (Budczies et al., 2012), permiti6
distinguir entre dos subpoblaciones con distinto pronéstico clinico en funcién de la
expresién de los genes MDGAI o MDGA2. Los estudios de supervivencia sélo
incluyeron los pacientes sometidos a cirugfa potencialmente curativa, por lo que se
consideré inicamente a los pacientes de CNMP con tumores en los estadios I, I o

IIIA, los pacientes de CCR con tumores en los estadios A, B o C; los pacientes de CG
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con tumores en los estadios I, II o III; y los pacientes de CE con tumores en los
estadios I, II o III. Se excluyeron del andlisis los pacientes que fallecieron en el
periodo post-operatorio. Se consider6 un tiempo de seguimiento clinico de 60 meses
para las curvas de supervivencia y se establecieron como datos censurados los
pacientes que finalizaron el estudio sin recurrir en la enfermedad o los pacientes de los

que no se disponia del seguimiento completo.

Para evaluar el grado de asociacién o independencia de una variable
cuantitativa con la supervivencia de un grupo de pacientes se utilizé el método de
regresion multivariante de Cox, que permite valorar simultdneamente el efecto

independiente de una serie de variables o factores pronésticos sobre la supervivencia.

En todos los casos, se consideraron resultados significativos aquellos cuyos

valores de p eran menores de 0.05 (p<0,05).
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Resultados

4.1 Generacion de lineas celulares estables de MDGA1 y MDGA2

El estudio de la capacidad de migracién, invasién y adhesién celular mediada
por las proteinas MDGA1 y MDGA2, requeria la generacién de lineas celulares que
expresaran de manera estable las proteinas MDGA1, MDGA2 o las proteinas
truncadas de MDGA2: MAMGPI, IgGPI. Para ello, se utilizé la linea celular MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells), que fue transfectada con las
construcciones pFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA2, pFLAG-MAMGPI (MDGA2)
o pFLAG-IgGPI (MDGA?2). Asi mismo, se generé una linea celular estable para el
vector vacio pFLAG, que fue utilizada como control en todos los ensayos realizados.
Posteriormente se procedié a la seleccién con geneticina tal y como se describe en el
apartado 2.5 de Material y Métodos. Una vez realizada la seleccién, se comprobd la
expresién de las correspondientes proteinas mediante ensayos de Western blor e

inmunofluorescencia mediante microscopia confocal.

El andlisis de la expresién de las proteinas mediante Western blot, se realizd
utilizando 20 ug del extracto proteico total de cada una de las lineas celulares (Figura
4.1). La linea celular pFLAG-MDGAI1 mostré una forma mayoritaria de unos 140
kDa correspondiente a la proteina MDGAI(Figura 4.1.A). Esta proteina fue
detectada con el anticuerpo GP854, un anticuerpo policlonal generado frente al
dominio MAM de MDGAI1 (aminodcidos 753-918) por inmunizacién de dos
conejos (Eurogentec) (Diaz-Lépez et al., 2010). Asi mismo, la linea celular pFLAG-
MDGA2 mostr6 una forma mayoritaria de unos 140 kDa correspondiente a la
proteina MDGA2, que fue detectada con el anticuerpo anti-FLAG (Figura 4.1.B).
Las lineas celulares de las dos formas truncadas de MDGA2: IgGPI y MAMGP]I,
expresaban dos proteinas recombinantes de unos 120 kDa (Figura 4.1.B) y unos 30

kDa (Figura 4.1.C) respectivamente, que fueron detectadas con el anticuerpo anti-

FLAG.
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A) pFLAG-MDGAL

pFLAG-
MDGA1  PFLAG

B-actina

B) pFLAg-MDGA?2 y pFLAG-IgGPI
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Figura 4.1. Anilisis de la expresién de
MDGAL1 y de MDGA2 vy sus proteinas
truncadas mediante Western blot en las
cuatro lineas celulares estables generadas
pFLAG-MDGAL1 (A), pFLAG-
MDGA?2, pFLAG-IgGPI (B) y pFLAG-
MAMGPI ©). La proteina
recombinante para pFLAG-MDGA1
fue detectada con el anticuerpo GP854
y el resto de las proteinas recombinantes
fueron detectadas con el anticuerpo
anti-FLAG. En todos los casos la f-
actina se utilizé como control de carga.
El tamafio de las proteinas se expresa en

kDa.
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Los tamafos de todas las proteinas MDGAs coincidian con los pesos
moleculares descritos en (Diaz-Lépez et al.,, 2010) para MDGA1 y sus formas
truncadas IgGPI y MAMGPI. Estos resultados indicaban que existe una homologia
en relacién al tamafno entre MDGAI y MDGA2 vy sus correspondientes proteinas

truncadas.

El andlisis de la expresién de las proteinas mediante inmunofluorescencia por
microscopia confocal revelé niveles de expresién proteica del 60-80% en las lineas
celulares pFLAG-MDGA1 y pFLAG-MAMGPI. Sin embargo, en el caso de las lineas
celulares pPFLAG-MDGA2 y pFLAG-IgGPI se obtuvieron niveles de expresién de
estas proteinas inferiores al 20%. Por ello, en ambos casos fue necesario realizar un
enriquecimiento en células positivas mediante andlisis por citometria de flujo (FACS),

segun se describe en el apartado 2.6 de Materiales y Métodos.

La figura 4.2 muestra las proteinas MDGA1, MDGA2, IgGPI y MAMGPI

localizadas preferentemente en la membrana citoplasmatica de las células MDCK.

A)

C)

Figura 4.2. Localizacion celular de las proteinas MDGA1, MDGA2, IgGPI (MDGA2) y MAMGPI (MDGA?2) mediante
microscopfa confocal. Tincién por inmunofluorescencia de las cinco lineas celulares pFLAG (A), pFLAG-MDGAL (B),
pFLAG-MDGA2 (C), pFLAG-IgGPI (D) y pFLAG-MAMGPI (E), utilizando un anticuerpo primario GP854 (para
MDGAL) o anti-FLAG (para el resto de las lineas celulares). El anticuerpo secundario utilizado fue anti-rabbit Alexa Fluor
488.
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La presencia de dominios estructurales caracteristicos de moléculas de
adhesién, como los seis dominios inmunoglobulina y el dominio MAM, parecian
indicar una posible implicacién de estas proteinas en adhesién y migracién celular.
Estudios previos del laboratorio realizados en células MDCK transfectadas de manera
estable con la construccién pFLAG-MDGAL1, demostraron una clara implicacién de
MDGAL tanto en migracién como en adhesién celular (Diaz-Lépez et al., 2010).
Dada la similitud estructural existente entre las proteinas MDGAI y MDGA2, cabia
la posibilidad de que MDGA?2 también estuviera implicada en migracién y adhesién
celular. Ademds, se investigé un posible papel de MDGA1 y MDGA?2 en el proceso
de invasién celular. Por todo ello, se realizaron ensayos de migracién, invasién y
adhesién celular utilizando las lineas celulares estables de MDCK previamente
generadas: pFLAG, pFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA2, y las construcciones
parciales de MDGA2 (pFLAG-IgGPI y pFLAG-MAMGPI).

4.2.1 Ensayos de migracion

4.2.1.1 Estudio de la capacidad migratoria mediante el ensayo de la herida

Este ensayo se basa en la capacidad de las células para migrar y cerrar una
herida. Para realizar este ensayo las células se cultivaron durante 12 horas hasta
alcanzar una monocapa de células confluente. A continuacién se practicaba una
herida en el centro del pocillo y se realizaba un seguimiento de la migracién de las
células para cerrar dicha herida, tomando imdgenes del mismo campo microscépico
cada 10 minutos durante 15 horas, mediante microscopia confocal en células vivas

(time-lapse microscopy).
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El ensayo se realizé en las lineas celulares estables pFLAG, pFLAG-MDGA1 y
pFLAG-MDGA?2. En la figura 4.3 se muestra el avance del frente de células obtenido
alas 3, 6,9, 12 y 15 horas tras la realizacién de la herida. En todos los casos se
analizaban dos campos microscépicos diferentes. De este modo, se minimizaban los

errores debidos a irregularidades en la anchura de la herida generada.

Los resultados revelaron que las células que expresan de manera estable la
proteina MDGALI presentaban una mayor capacidad migratoria que las células
control, mostrando a las 3 horas un incremento en el avance sobre la herida que fue
un 40% (p=0.020) superior al obtenido en las células pFLAG en el mismo tiempo
(Figura 4.4 y tabla 4.1). Este incremento en la capacidad migratoria era mucho mds
visible a las 6 y 9 horas, tiempos en los que las células que expresaban MDGAL1
presentaban incrementos de migracién respecto a las células control (pFLAG) del
56% (p=0.004) y 88% (p<0.001) respectivamente. Ademds, estas células eran capaces
de cerrar por completo la herida en 9 horas (Figura 4.4 y tabla 4.1).

Por otro lado, las células que expresaban de manera estable la proteina
MDGAZ2, mostraron igualmente un incremento de la capacidad migratoria respecto a
las células control, aunque en este caso la migracién fue mds lenta que la observada en
las células que expresaban MDGAL. Este incremento empezé a observarse a las 12
horas tras la realizaciéon de la herida, alcanzando el cierre total de la misma a las 15
horas (Figura 4.3), tiempo en el que las células mostraron un incremento en el avance
sobre la herida del 19% (p=0.03) con respecto a las células control (Figura 4.4 y tabla
4.1).
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L33
MEDIA pFLAG
I . MEDIA pFLAG-MDGAL
MEDIA PFLAG-MDGA2

150

Migracién del frente de células (Wm)

100 -

50

3H 6H 9H 12H 15H

Tiempo tras la realizacién de la herida (horas)

Figura 4.4. Anilisis de la capacidad migratoria de las células MDCK que expresan de manera estable las proteinas MDGAL1 y
MDGA2 mediante el ensayo de la herida. Las células pFLAg se utilizaron como control. Se representa la migracién del frente de
células expresado en micras (um) en los tiempos indicados tras la realizacion de la herida.

Tabla 4.1. Resultados obtenidos en el estudio de la capacidad migratoria de las células MDCK que expresan de manera estable
las proteinas MDGA1 y MDGA2 mediante el ensayo de la herida. Las células pFLAG se utilizaron como control. Se muestra el
valor medio de la migracién del frente de células expresado en micras (um) y el error tipico a las 3, 6, 9, 12 y 15 horas tras la

realizacién de la herida.

) o PFLAG pFLAG-MDGAI pFLAG-MDGA2
Tiempo tras realizacién de
la herida Media Error Media Error Media Error
(wm) tpico  (um) tpico  (um) tipico
3 horas 64.19 2.96 90.13 5.38 57.81 2.93
6 horas 110.72 5.49 172.44 8.24 100.77 4.23
9 horas 154.36 9.31 289.86 12.76 154.94 6.002
12 horas 203.26 13.15 289.86 12.76 221.41 8.023
15 horas 248.77 15.61 289.86 12.76 296.28 10.29
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4.2.1.2 Estudio de la capacidad migratoria mediante camaras transwell

Con objeto de confirmar los resultados obtenidos mediante el ensayo de la
herida, se llevaron a cabo ensayos de migracién en cdmaras transwell®. Estos ensayos
implican el uso de unas cdmaras compuestas por dos compartimentos, superior e
inferior, separados entre si por una membrana con un tamafio de poro de 8 micras de
didmetro. El ensayo se basa en la capacidad de las células para pasar de un
compartimento a otro a través de la membrana. Las células eran sembradas en el
compartimento superior, y tras 24 horas de incubacién en las condiciones adecuadas
se cuantificaba, en el compartimento inferior, el niimero de células que habian sido
capaces de atravesar la membrana (apartado 2.7.2 de Materiales y Métodos). Este
ensayo se llevé a cabo con las lineas celulares estables pFLAG, pFLAG-MDGAL1 y
pFLAG-MDGA?2.

La figura 4.5 muestra el valor medio del nimero de células que fueron capaces
de migrar desde el compartimento superior al inferior, y que fueron cuantificadas tras
24 horas de incubacién. En la tabla 4.2 se muestran los valores de la media, error

tipico e incremento de la migracién obtenidos en el ensayo.

El andlisis estadistico de los resultados mostré que las células MDCK que
expresaban de manera estable MDGAL, presentaban un aumento significativo de la
migracién que era unas 20.24 veces superior al valor obtenido en las células control
(p< 0.001) (Tabla 4.2). Asi mismo, las células que expresaban MDGA2 mostraron un
aumento significativo de la migracién que fue unas 3.7 veces superior al mostrado por

las células pFLAG (p<0.001).

Estos resultados confirmaban los resultados previos obtenidos en el ensayo de
la herida. Los dos tipos de ensayos de migracién realizados revelaron que tanto
MDGAI como MDGA2 promovian un aumento de la capacidad migratoria de las

células MDCK, siendo este incremento significativamente superior en el caso de

MDGAL (p<0.001).
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pFLAG pFLAG-MDGA1 pFLAG-MDGA2

Figura 4.5. Anilisis de la capacidad migratoria de las células MDCK que expresan de manera estable las proteinas
MDGA1 y MDGA2 mediante cdmaras transwell. Las células pFLAG se utilizaron como control.

Tabla 4.2. Resultados estadisticos obtenidos en los ensayos de migracién en cdmaras transwell de las lineas celulares pFLAG, pFLAG-
MDGA1 y pFLAG-MDGA2.

Linea celular Media Error tipico Incremento (n° de veces) P-valor
pFLAG 5,3 0,8

pFLAG-MDGAL1 107,3 12,6 20.24 <0.001
pFLAG-MDGA2 19,8 2 3.73 <0.001
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4.2.2 Ensayos de invasion

La capacidad invasiva de las células MDCK que expresan de manera estable
las proteinas MDGAI1 y MDGA2, se investigé realizando ensayos de invasién en los
que se utilizaron unas cdmaras transwell con dos compartimentos (superior e inferior)
separados entre si por una membrana de 8 micras de tamano de poro y tapizada con
una mezcla de proteinas de matriz extracelular (matrigel). Estos ensayos se basan en la
capacidad de las células invasivas de atravesar la capa de proteinas de matriz
extracelular y pasar al compartimento inferior, mientras que las células no invasivas

no son capaces de atravesar la capa de matrigel. El ensayo se llevé a cabo con las lineas

celulares estables pFLAG, pFLAG-MDGALI y pFLAG-MDGA2.

En la figura 4.6.A se muestra la capacidad invasiva de las lineas celulares
MDCK que fue cuantificada calculando el valor medio del nimero de células
invasivas obtenido en diez campos microscépicos seleccionados al azar en cada una de
las cdmaras transwell. La tabla 4.3 muestra los resultados estadisticos de la media del
namero de células invasivas, el error tipico, el incremento de la capacidad invasiva y
los valores de P obtenidos para cada una de las lineas celulares utilizadas en este

ensayo.

Los resultados mostraron un incremento significativo de la capacidad invasiva
de las células MDCK que expresaban de manera estable las proteinas MDGAL1 o

MDGA2 con respecto a las células control.

Tabla 4.3. Resultados estadisticos obtenidos en los ensayos de invasién de las lineas celulares pFLAG, pFLAG-MDGAI y pFLAG-

MDGA2.
Linea celular Media Error tipico Incremento de capacidad P-valor
invasiva (n° de veces)
pFLAG 0,4 0,1
pFLAG-MDGAL1 17,74 2,1 44,35 <0,001
pFLAG-MDGA2 3,1 0,6 7,75 <0,001
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Figura 4.6. Andlisis de la capacidad
invasiva de las células MDCK que
expresan  de  manera  estable
MDGA1 o MDGA2. Las células
pFLAG se utilizaron como control.
(A) Ntimero de células invasivas de
cada una de las lineas celulares
(valor medio). (B) Imdgenes de las
células invasivas que han atravesado
la capa de matrigel, tenidas con
cristal violeta.
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El andlisis estadistico de los resultados revelé un valor medio del nimero de
células invasivas de 17.74 (p<0.001) y de 3.1 (p<0.001) para las células que
expresaban MDGA1 o MDGA?2 respectivamente, frente a un valor de 0.4 obtenido
para las células control (Figura 4.6.A y Tabla 4.3). Estos resultados representaban un
incremento de la capacidad invasiva que fue 44.35 veces superior en las células
MDGAL, y 7.75 veces mayor en las células MDGA2, en relacién a la capacidad

invasiva de las células control (Tabla 4.3).

La figura 4.6.B muestra las imdgenes de las células que fueron capaces de
atravesar la capa de matrigel de las cdmaras transwell y pasaron al compartimento

inferior donde fueron tefnidas con cristal violeta.

4.2.3 Ensayo de proliferacion celular

Con el fin de validar los resultados obtenidos en los ensayos de migracién e
invasién, fue necesario realizar un control de proliferacién celular. De este modo, se
descartaba que los efectos observados en los ensayos de migracién e invasién fueran
debidos a un incremento en la capacidad proliferativa de las células pFLAG,
pFLAG-MDGA1 y pFLAG-MDGA2. Para ello, las tres lineas celulares se
sembraron e incubaron en medio DMEM en ausencia de suero y se midi6 la
proliferacién cada 24 horas durante 4 dias (Figura 4.7). La curva de proliferacién
obtenida indicaba que no existian diferencias significativas entre la capacidad

proliferativa de las lineas celulares utilizadas en el ensayo en los distintos tiempos

analizados (Figura 4.7 y Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Resultados obtenidos en las curvas de proliferacién de las tres lineas celulares analizadas.

P-valor a las 96

Linea celular Absorbancia 595nm
horas
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
pFLAG 0,1005 0,146 0,2713 0,7032
pFLAG-MDGAL1 0,1071 0,18822 0,3032 0,5857 0,180
pFLAG-MDGA2 0,0953 0,2121 0,4586 0,9837 0,655
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Figura 4.7. Curvas de proliferacién de las lineas celulares pFLAG, pFLAG-MDGA1 y
pFLAG-MDGA2.

4.2.4 Ensayos de adhesion

4.2.4.1 Ensayos de adhesidn célula-matriz extracelular

La adhesién celular es un evento complejo implicado en diferentes procesos

como la embriogénesis, migracién, invasién, remodelacién de tejidos y cierre de

herida. Para llevar a cabo estos procesos las células se adhieren unas a otras mediante

adhesiones de tipo célula-célula, o a componentes de la matriz extracelular como

glucoproteinas, proteoglicanos y dcido hialurénico, formando complejos con

componentes del citoesqueleto que finalmente afectan a la motilidad, diferenciacién,

proliferacién y supervivencia celular.

Estudios previos realizados en el laboratorio habian demostrado que las células

que expresaban MDGA1 presentaban una menor adhesién a las proteinas de la matriz

extracelular que las células que no expresaban la proteina (Dfaz-Lépez et al., 2010).
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Con objeto de investigar la capacidad de adhesién célula-matriz extracelular
de las células que expresaban MDGA2 o sus proteinas truncadas (IgGPI, MAMGPI),
se realizaron ensayos similares a los llevados a cabo con MDGAL. Para ello se
utilizaron placas que contenian pocillos tapizados con diferentes proteinas de matriz
extracelular: coldgeno I, coldgeno IV, laminina, fibronectina y fibrinégeno. Las células
fueron sembradas e incubadas en medio DMEM en ausencia de suero durante una
hora a 37°C. A continuacién las células no adheridas a la matriz extracelular fueron
eliminadas mediante lavados con PBS y se realizé la tincién de las células adheridas.
La adhesién relativa de las células se midié mediante lectura espectrofotométrica de la

absorbancia medida a 560nm (Figura 4.8).

La figura 4.8 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de adhesién de
cada una de las lineas celulares a las cinco proteinas de matriz extracelular. Los
correspondientes valores de absorbancia medidos a 560nm, el error tipico obtenido

en cada caso y los valores de significatividad estadistica (p), se muestran en la tabla

4.5.

Las diferencias observadas en la capacidad de adhesién célula-matriz
extracelular se representa como el porcentaje de adhesién de cada una de las lineas

celulares respecto a la adhesién de las células control (Tabla 4.6).

El andlisis de los resultados revelaba que las células que expresaban MDGA2
presentaban mayores incrementos de adhesién a fibronectina (22.7%), coldgeno 1
(18.75%) y laminina I (16.66%). En relacién a las proteinas truncadas de MDGA2,
se observéd que IgGPI mostraba valores de adhesién a las proteinas de matriz
extracelular similares o ligeramente inferiores a los obtenidos en las células control.
Sin embargo, los mayores incrementos de adhesién célula-matriz extracelular se
detectaron con la proteina truncada MAMGPI. Las células que expresaban esta
proteina mostraban un incremento en la adhesién a todas las proteinas de matriz
extracelular comprendidos entre un 60,87% para fibrinégeno y un 88,88% para
laminina I. Sin embargo, el anilisis estadistico de los resultados en ningln caso

mostré que las diferencias observadas fueran significativas.
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Tabla 4.6. Resultados obtenidos en los ensayos de adhesién a proteinas de la matriz extracelular de las lineas
celulares pFLAG, pFLAG-MDGA2, pFLAG-IgGPI y pPFLAG-MAMGPI expresados en porcentajes de adhesién.

PORCENTAJE DE ADHESION

Linea celular Fibronectina Coldgeno | Colégeno IV Laminina | Fibringeno
pFLAG 100 100 100 100 100
pFLAG-MDGA2 122,7 118,75 106,45 116,66 108,6
pFLAG-IgGPI 95,45 109,37 103,22 88,88 78,26
pFLAG-MAMGPI 168,18 168,75 174,19 188,88 160,87
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4.2.4.2 Ensayos de adhesidon célula-célula

La capacidad de adhesién célula-célula se analiz6 mediante un ensayo
cuantitativo de fluorescencia en el que las células eran marcadas con calceina, un
marcador fluorescente que no interfiere en el proceso de adhesion celular. Para el
ensayo, las células MDCK que expresaban de manera estable las proteinas MDGA1,
MDGA2, o sus proteinas truncadas (MAMGPI o IgGPI), asi como las células
control, una vez marcadas con calceina, fueron sembradas sobre una monocapa de
células que en cada caso coincidia con el mismo tipo de células sembradas, es decir,
las células pFLAG se sembraron sobre una monocapa de células pFLAG vy las células
pFLAG-MDGAL se sembraron sobre una monocapa de células pFLAG-MDGA1. Asi
mismo, las células pFLAG-MDGA2, pFLAG-MAMGPI y pFLAG-IgGPI se
sembraron sobre una monocapa de células pFLAG-MDGA2. A continuacién, se
realizéd una co-incubacién de dos horas, transcurridas las cuales se eliminaron las
células no adheridas a la monocapa de células mediante lavados con PBS.

Posteriormente se determiné la intensidad de fluorescencia relativa de las células

adheridas.

Los resultados obtenidos en los ensayos de adhesién célula-célula para cada
una de las lineas celulares utilizadas en el ensayo se muestran en la tabla 4.7 y figura
4.9. Los resultados se expresan en porcentajes de adhesién de las células que expresan

de manera estable las proteinas MDGA1, MDGA2, MAMGPI o IgGPI, con respecto
a la adhesién de las células control pFLAG.
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Tabla 4.7. Resultados obtenidos en los ensayos de adhesién célula-célula de las lineas celulares pPFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA2,
pFLAG-MAMGPI y pFLAG-IgGPI, sembradas sobre la correspondiente monocapa de células, expresados en porcentajes de adhesién en
relacién a las células control pFLAG.

PORCENTAJE DE ADHESION

LINEA CELULAR MEDIA DESVIACION ERROR INCREMENTO DE P-valor
TIPICA TIPICO ADHESION (ne de veces)
pFLAG 100 0 0 0
pFLAG-MDGAl 435 80.7 40.3 4,35 0,004
pFLAG-MDGAZ 250 82.8 37 2,5 0,015
pFLAG-MAMGPI 176 74.6 37.3 1,76 0,133
pFLAG-IgGPI 154 29 14.5 1,54 0,033
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Figura 4.9. Porcentaje de adhesién de las lineas celulares pFLAG-MDGAI1, pFLAG-MDGA2, pFLAG-
MAMGPI y pFLAG-IgGPI sembradas sobre la correspondiente monocapa de células (pFLAG, pFLAG-
MDGA1 o pFLAG-MDGA2) en relacién a las células control pFLAG.

El anilisis estadistico de los resultados mostré6 que tanto las células que
expresaban MDGAL1 como las que expresaban MDGA?2 presentaban un incremento
de la capacidad de adhesién célula-célula respecto a la capacidad de adhesién de las
células control pFLAG, que en el caso de MDGA1 presentaba una mayor
significatividad estadistica. MDGA1 producia un aumento de la capacidad de
adhesiéon de las células MDCK de 4,35 veces (p=0,004) mientras que MDGA2
incrementaba 2,5 veces la capacidad de adhesién célula-célula (p=0,015). Asi mismo,

las proteinas truncadas de MDGA2, MAMGPI e IgGPI, producian respectivamente
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un incremento en la capacidad de adhesién célula-célula de 1,76 (p=0,133) y 1,54
(p=0,033) veces respecto a las células control pFLAG.

El ensayo de adhesién célula-célula se repitié en las mismas condiciones que
las descritas con anterioridad, pero esta vez utilizando en todos los casos como
sustrato para sembrar las lineas celulares estables una monocapa de células pFLAG,

que no expresaban ninguna de las proteinas objeto de estudio.

Tabla 4.8. Resultados obtenidos en los ensayos de adhesion célula-célula de las lineas celulares pFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA2,
pFLAG-MAMGPI y pFLAG-IgGPI sembradas sobre una monocapa de células pFLAG, expresados en porcentajes de adhesion en relacién
a las células control pFLAG.

PORCENTAJE DE ADHESION A MONOCAPA RESPECTO A pFLAG

LINEA CELULAR MEDIA DESVIACION ERROR INCREMENTO DE P-valor
TIPICA TIPICO ADHESION (ne de veces)
pFLAG 100 0 0 0
pFLAG-MDGAl 417 151.5 87.5 4,17 0,068
pFLAG-MDGAZ 212.86 92.58 53.45 2,13 0,169
pFLAG-MAMGPI 166 44.5 25.67 1,66 0,088
pFLAG-IgGPI 106.91 21.07 12.17 1,069 0,627
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Figura 4.10. Porcentaje de adhesién de las lineas celulares pFLAG-MDGAL1, pFLAG-MDGA2, pFLAG-MAMGPI y pFLAG-IgGPI
sembradas sobre una monocapa de células pFLAG, referido a la capacidad de adhesién de la linea pFLAG (control).
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Los resultados, que se muestran en la tabla 4.8 y figura 4.10, fueron similares
a los obtenidos anteriormente. MDGA1 producia un incremento en la capacidad de
adhesion célula-célula de 4,17 veces (p=0,068); MDGA2 conferia un aumento de la
capacidad de adhesién de 2,13 veces (p=0,169) y MAMGPI producia un incremento
de la capacidad de adhesién célula-célula de 1,66 (p=0,088) veces respecto a las
células control pFLAG. En el caso de IgGPI los resultados fueron similares a los

obtenidos para las células control.

El andlisis conjunto de los resultados indica que la expresién de las proteinas
MDGAI o MDGA2 producen un incremento similar en la capacidad de adhesién
célula-célula, independientemente de la monocapa de células que se utilice en el
ensayo. Estos resultados revelan que la unién célula-célula mediada por las proteinas

MDGA1 0 MDGA2 parece presentar cardcter heterofilico.

4.3 Analisis de la expresion de otras proteinas implicadas en
adhesion celular.

Una vez analizada la capacidad de adhesién célula-célula de las lineas celulares
que expresaban MDGA1 o MDGA2, nuestro siguiente objetivo fue analizar en estas
células la expresién de otras proteinas implicadas en adhesién celular como (-
catenina, pl20-catenina, F-actina, vinculina y proteinas fosfotirosina. Todas estas
proteinas se localizan en estructuras celulares implicadas en uniones célula-célula o en

uniones célula-matriz extracelular.

-catenina y pl20-catenina se localizan en las uniones adherentes. p120-
catenina se une a las cadherinas clésicas en el dominio yuxtamembrana, y -catenina
interacciona con el dominio C-terminal de las cadherinas y con la a-catenina, que a
su vez interacciona con los filamentos de actina del citoesqueleto. Tanto B-catenina
como pl20-catenina se encuentran reguladas por fosforilacidn, la cual es llevada a
cabo por proteinas fosfotirosinas (un grupo de proteinas citosélicas que catalizan la

fosforilacién en residuos tirosina de ambas cateninas).
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Por otro lado, la vinculina se localiza en las uniones focales, donde forma
parte del complejo de adhesion focal. Se une a las integrinas a través de las proteinas
de unién talina y paxilina. Ademds, interacciona con los filamentos de actina del

citoesqueleto.

La expresion de todas estas proteinas fue analizada en las células MDCK que
expresaban las proteinas MDGA1 o MDGA2. Para ello se realizaron tinciones de
inmunofluorescencia con los correspondientes anticuerpos. Los resultados revelaron
que tanto MDGA1 como MDGA2 colocalizan con B-catenina, pl120-catenina, F-
actina, fosfotirosinas y vinculina (Figura 4.11). Esta colocalizacién refuerza la idea de
que las proteinas MDGA1 y MDGA2 desempenan un papel en los procesos de
adhesién celular. Sin embargo, no se han observado diferencias entre la expresién de
estas proteinas en las células que expresan MDGA1 o MDGA2 que pudieran explicar
las diferencias observadas en relacién a la capacidad de adhesién célula-célula mediada

por MDGA1 o MDGA2.

Estos resultados podrian indicar una posible interaccién entre las proteinas

MDGAI y MDGA2 y otras proteinas implicadas en adhesion celular.
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Figura 4.11. Microscopia confocal de tinciones por inmunofluorescencia de las lineas celulares pFLAG, pFLAG-MDGALI y pFLAG-
MDGA2. Los anticuerpos primarios utilizados fueron GP854 para MDGA1 y anti-FLAG (Sigma) para MDGA2 vy las células control.
En todos los casos se utilizé un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (Invitrogen) (A,B,C,D,E). En estas lineas celulares se analizé la

pFLAG-MDGA2

.

expresién de f-catenina (A) con un anticuerpo anti-f-catenina (BD biosciences), p120-catenina (B) con un anticuerpo anti-p120-
catenina (BD Biosciences), F-actina (C) con un anticuerpo anti-faloidina (Invitrogen), proteinas fosfotirosina (D) con un anticuerpo
anti-fosfotirosinas (Sigma) y vinculina (E) con un anticuerpo anti-vinculina (Sigma). Para todas estas proteinas, se utilizd el anticuerpo
secundario Alexa Fluor 568 (Invitrogen).
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4.4 Estudio de la expresion de MDGA1 y MDGA2 en patologias
tumorales humanas

4.4.1 Estudio de la expresion génica de MDGA1 y MDGA2 mediante

gRT-PCR

Estudios previos realizados en el laboratorio revelaron una disminucién de la

expresién de los genes MDGAI y MDGAZ2 en tumores humanos (Tabla 4.9).

Tabla 4.9 Anilisis de la expresion de MDGA1 y MDGA2 mediante gRT-PCR en cdncer colorrectal, cincer de endometrio y cdncer de

pulmén.

MDGAI

MDGA2

Patologia tumoral

Ne° tumores

Disminucién de la

Ne tumores analizados

Disminucién de la

analizados expresién MDGAI expresiéon MDGA2
Céncer Colorrectal 20 14 (70%) 16 8 (50%)
Ciancer de Endometrio 24 19 (79%) 23 14 (61%)
Céncer de Pulmén 5 3 (60%) 5 5 (100%)
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A la vista de estos resultados nos propusimos continuar el estudio de la
expresién génica de MDGAI y MDGA2 mediante QRT-PCR, ampliando el nimero
de pacientes. Las patologias tumorales humanas seleccionadas para nuestro estudio
fueron: cdncer no microcitico de pulmén (CNMP), cdncer colorrectal (CCR), cdncer
gastrico (CG) y cdncer de eséfago (CE). En total se analizaron 88 pacientes con
CNMP, 49 pacientes con CCR, 56 pacientes con CG y 25 pacientes con CE. La
técnica de QRT-PCR permite cuantificar la expresién de un determinado gen con una
alta especificidad y sensibilidad mediante el uso de unas sondas marcadas con un

fluoréforo y un reductor de emisién o quencher, y unos primers especificos para los

genes MDGAI o MDGAZ2.

La expresién de estos genes en las muestras tumorales fue referida a la
expresién de los mismos en una mezcla de 10 muestras de tejidos no tumorales, que
se utilizé6 como muestra calibradora. De este modo se obtuvo el valor de AACt, que
puede ser expresado mediante el RQ (relative quantification) como 2. Para llevar a

cabo el andlisis de los resultados, se consideré6 un valor de RQ igual a 1 para la
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muestra calibradora (tejidos no tumorales). Los valores de RQ comprendidos entre
0.5 y 2 indicaban niveles de expresién de los genes MDGAI y MDGA2 en las
muestras tumorales similares a los niveles de expresién de dichos genes en la muestra
calibradora. Asi mismo, se consider6 que valores de RQ superiores a 2 indicaban
niveles de expresién incrementados de MDGAI y MDGA2. Por el contrario, valores
de RQ inferiores a 0.5 indicaban una disminucién de los niveles de expresién de los

genes analizados (apartado 5.3.4 de Materiales y Métodos).

Las figuras 4.12 y 4.13 y su correspondientes tablas 4.10 y 4.11 representan
los resultados de expresién de los genes MDGAI y MDGA2 en las diferentes
patologias tumorales estudiadas, mostrando la media del valor de RQ obtenido en el
grupo de pacientes que presentaron una disminucién de la expresién (RQ<0.5), una
expresién normal (0.5=RQ<2) o una expresién incrementada (RQ=2) de estos genes.

Asi mismo se indica el nimero de pacientes incluido en cada uno de estos grupos

(N).

En relacién a MDGAI (Figura 4.12 y Tabla 4.10), el andlisis de los resultados
revelé que en la patologia de CNMP un grupo de 62 pacientes presentaron niveles de
expresién de MDGAI disminuidos, con un valor medio de RQ de 0.167. Sin
embargo, inicamente 3 pacientes mostraron una expresién incrementada de este gen,
con un valor medio de RQ de 2.680. El resto de los pacientes analizados (23),
presentaron valores normales de expresiéon de MDGAI (RQ=0.992). El andlisis
estadistico de los resultados mostré diferencias significativas entre los niveles de
expresién de MDGAI del grupo de pacientes con una expresién disminuida de dicho

gen y los pacientes con una expresién del gen similar a la de las muestras no

tumorales (P<0.001).
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En la patologia de CCR, 29 pacientes presentaron una disminucién de la
expresién de MDGAI (RQ=0.230), y tan s6lo 1 paciente mostré un nivel de
expresién que resultd ser muy elevado (RQ=16.285). El andlisis estadistico de los
resultados mostré diferencias significativas entre los niveles de expresién de MDGAI
en el grupo de pacientes con una expresién de MDGA similar a la de las muestras no

tumorales y el grupo de pacientes con una disminucién en la expresién de dicho gen

(P<0.001).

En el grupo de pacientes de CG, 26 presentaron niveles de expresiéon de
MDGAI disminuidos (RQ=0.247) y tUnicamente 6 pacientes presentaron niveles
incrementados de expresién de este gen (RQ=2.863). El andlisis estadistico de los
resultados indicé diferencias significativas entre los niveles de expresién de este gen
entre el grupo de pacientes con una expresién disminuida de MDGAI y el grupo de
pacientes con niveles de expresién normales (P<0.001). Asi mismo, se encontraron
diferencias significativas entre el grupo de pacientes que presentaron un incremento

de la expresiéon del gen y los que mantuvieron niveles de expresién normales

(P=0.028).

Por ultimo, 10 pacientes de CE mostraron niveles de expresién de MDGAI
disminuidos (RQ=0.165) y 4 pacientes presentaron un nivel de expresién aumentado
(RQ=3.967). El andlisis estadistico de los resultados revelé diferencias significativas
entre los niveles de expresién del gen en el grupo de pacientes que mostraba una
disminucién de la expresién de MDGAI y el grupo de pacientes que mantuvo unos

niveles de expresién normales (P=0.005).



Resultados

Tabla 4.10. Valores relativos de expresién de MDGAI (media de RQ),error tipico y valor de P en las patologias tumorales analizadas. N
representa el niimero de pacientes.

EXPRESION DE MDGAI
CNMP CCR CG CE
ERROR P-valor ERROR P- ERROR P- ERROR P-
MEDIA i MEDIA i MEDIA i N MEDIA i N
TIPICO TIPICO valor TIPICO valor TIPICO valor
RQ<0.5 0,167 0,016 62 <0.001 0.230 0.022 29 <0.001 0,247 0,026 26 <0.001 0,165 0,041 10 0.005
0.5sRQ<2 0,992 0,086 23 0,871 0,060 19 0,976 0,084 24 1,068 0,124 11
RQ=2 2,680 0,297 3 0.109 16,285 1 - 2,863 0,235 6 0.028 3,967 1,000 4 0.068
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Figura 4.12. Representacion gréfica de los valores relativos de expresion de MDGAI (media de RQ) en las patologias tumorales
analizadas. N representa el niimero de pacientes.
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Por otro lado, en relacién a MDGA2 (Figura 4.13 y Tabla 4.11), el anélisis de
los resultados revel6 que en la patologia de CNMP un grupo de 64 pacientes
presentaron niveles de expresién de MDGA2 disminuidos, con un valor medio de RQ
de 0.152. Sin embargo, 17 pacientes mostraron una expresién incrementada de este
gen, con un valor medio de RQ muy elevado (RQ=30.866). El resto de los pacientes
analizados (7), presentaron valores normales de expresiéon de MDGA2 (RQ=0.790).
El andlisis estadistico de los resultados mostré diferencias significativas entre los
niveles de expresiéon de MDGA2 del grupo de pacientes con una expresién
disminuida de dicho gen con respecto a los pacientes que mantienen una expresién
del gen similar a las muestras no tumorales (P=0.018). Asi mismo, se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de expresiéon de MDGA2 entre el grupo de
pacientes que presentaban un incremento en la expresién del gen y los que

mantuvieron valores normales de expresién (RQ=0.018).

En la patologia de CCR, 42 pacientes presentaron una disminucién de la
expresiéon de MDGA2 (RQ=0.104), mientras que el resto de los pacientes (7)
presentaron niveles de expresién del gen similares a los de las muestras no tumorales
(RQ=0.792). Ningtin paciente de esta patologia presenté sobreexpresién de MDGA2.
El andlisis estadistico de los resultados mostré diferencias significativas entre los
niveles de expresiéon de MDGA2 en el grupo de pacientes con una expresién
disminuida de MDGA2 y el grupo de pacientes que presentaba valores normales de

expresién de dicho gen (P=0.018).

En el grupo de pacientes de CG, 48 presentaron niveles de expresién de
MDGA2 disminuidos (RQ=0.082) y tnicamente 2 pacientes presentaron niveles
incrementados de expresién de este gen (RQ=3.784). El andlisis estadistico de los
resultados revel6 diferencias significativas entre los niveles de expresién de este gen
entre el grupo de pacientes que presentaba disminuida la expresién de MDGA2 y el

grupo de pacientes que presentaron niveles de expresién normales (P=0.028).



disminuidos (RQ=0.175) y 2 pacientes presentaron un nivel de expresién aumentado
(RQ=3.834). El andlisis estadistico de los resultados revelé diferencias significativas
entre los niveles de expresiéon del gen en el grupo de pacientes que mostraba una

disminucién de la expresién de MDGA2 y el grupo de pacientes que mantuvo unos

Por tultimo, 16 pacientes de CE mostraron niveles de expresiéon de MDGA2

niveles de expresién normales (P=0.018).

Tabla 4.11. Valores relativos de expresién de MDGA2 (media de RQ), error tipico y valor de P en las patologfas tumorales analizadas. N

representa el niimero de pacientes.

Resultados

EXPRESION DE MDGA2
CNMP CCR CG CE
ERROR P- ERROR P- ERROR P- ERROR p-
MEDIA ) MEDIA i MEDIA i MEDIA i N
TIPICO valor TIPICO valor TIPICO valor TIPICO valor
RQ<0.5 0,152 0,016 64 0.018 0,104 0,018 42 0.018 0,082 0,017 48 0.028 0,175 0,032 16 0.018
0.5=RQ<2 0,790 0,111 7 0,792 0,106 7 1,058 0,204 6 0,630 0,044 7
RQ=2 30,866 15,341 17 0.018 0 3784 0,870 2 0.180 3.834 1258 2 0.180
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Figura 4.13. Representacién gréfica de los valores relativos de expresién de MDGAZ2 (media de RQ) en las patologfas tumorales
analizadas. N representa el niimero de pacientes.
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Los resultados obtenidos expresados en porcentajes se muestran en la tabla
4.12 y en la figura 4.14. El gen MDGAI presenté una disminucién de expresién en el
70.5% de los pacientes con CNMP, en el 59.2% de los pacientes con CCR, en el
46.4% de los pacientes con CG y en el 40% de los pacientes con CE. Sin embargo,
un numero reducido de pacientes mostraron niveles incrementados de expresién en
las cuatro patologias analizadas: 3.4% de los pacientes con CNMP, 2% de los
pacientes con CCR, 10.7% de los pacientes con CG y 16% de los pacientes con CE.
El resto de los pacientes mostraron niveles de expresiéon de MDGAI similares a los

obtenidos en las muestras no tumorales.

En relacién al gen MDGA2 los resultados obtenidos revelaron una
disminucién de los niveles de expresién de este gen en mds del 60% de los pacientes
en todas las patologias tumorales analizadas: 72.7% de los pacientes con CNMP,
85.7% de los pacientes con CCR, 85.7% de los pacientes con CG y 64% de los
pacientes con CE. Por otro lado, se encontraron niveles de expresién aumentados en
el 19.3% de los pacientes con CNMP, en el 3.6% de los pacientes con CG y en 8%
de los pacientes con CE. Ningtin paciente con CCR presenté niveles de expresion de
MDGA?2 incrementados. El resto de los pacientes presentaron niveles de expresion de

MDGA?2 similares a los obtenidos en las muestras no tumorales.



Resultados

Tabla 4.12. Porcentaje de pacientes que presentan una expresién disminuida, incrementada o normal de MDGAI o MDGAZ2.

PATOLOGIA TUMORAL (Ne° Disminucién de la expresiéon Sobre-expresién Expresiéon normal
de muestras) MDGAL MDGA2 MDGAL MDGA2 MDGAL MDGA2
CNMP (88) 62 (70.5%) 64 (72.7%) 3 (3.4%) 17 (19.3%) 23 (26.1%) 7 (7.9%)
CCR (49) 29 (59.2%) 42 (85.7%) 1. 2%) 0 19 (38.8%) 7 (14.3%)
CG (56) 26 (46.4%) 48 (85.7%) 6 (10.7%) 2 (3.6%) 24 (42.8%) 6 (10.7%)
CE (25) 10 (40%) 16 (64%) 4 (16%) 2 (8%) 11 (44%) 7 (28%)
A)
o 80
= _
270 MDGALI
5 60
= 5o B EXPRESION NORMAL
=
Qa 40
5 30 ODISMINUCION DE LA
= EXPRESION
= 20 .
O OSOBREEXPRESI
Z 10 I _| SO SION
2
0 _| —
CNMP CCR CG CE
PATOLOGIA
B
) . 100
; 90 - _ MDGA2
& 80
g 70 ] .
& B EXPRESION NORMAL
= 60
A 50
5 40 ODISMINUCION DE LA
E 30 EXPRESION
m 20 z
g —‘ OSOBREEXPRESION
: N
g, m N m
CNMP CCR CG CE
PATOLOGIA

Figura 4.14. Representacion gréfica del porcentaje de pacientes que presentan una expresion normal, disminuida o incrementada de MDGAI

(A) o MDGA2 (B).
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En todas las patologias tumorales analizadas, el grupo mayoritario de
pacientes correspondia a aquellos que mostraban una disminucién en la expresién de
los genes MDGA1 o MDGA2 (Tabla 4.12 y Figura 4.14). Si se analiza Gnicamente
este grupo de pacientes, se pueden establecer tres subgrupos en cada patologia: un
subgrupo constituido por aquellos pacientes en los que sélo disminuye la expresién de
MDGAL, otro subgrupo integrado por los pacientes en los que s6lo disminuye la
expresién de MDGA2, y por ultimo, un subgrupo formado por los pacientes que
muestran una disminucién simultinea en la expresién de MDGAl y MDGA2. La
figura 4.15 y su correspondiente tabla 4.13 muestran que en CNMP el 57.5% de los
pacientes presentaron una expresion disminuida de ambos genes simultdneamente, un
20% de los pacientes presentaron disminuida Gnicamente la expresiéon de MDGAI y
un 22.5% presentaron Unicamente disminuida la expresiéon de MDGAZ2. En CCR, el
69% de los pacientes presentaron una disminucién simultinea de la expresién de
ambos genes y un 31% de los pacientes presentaron tnicamente disminuida la
expresién de MDGA2. En CG un 54.2% de los pacientes presentaron disminuida
simultdneamente la expresién de ambos genes y el 45.8% de los pacientes presentaron
tnicamente disminuida la expresiéon de MDGA2. Por ultimo, el 44.4% de los
pacientes de CE presentaron disminuida la expresiéon de ambos genes de manera
simultdnea, el 11.1% de los pacientes presentaron dnicamente disminuida la
expresién de MDGAI y el 44.4% presentaron disminuida tinicamente la expresién de
MDGA2. En todas las patologias estudiadas, el subgrupo de pacientes mds

representado correspondia aquellos que mostraban una disminucién simultdnea de

MDGAL y MDGA?2.
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Tabla 4.13. Porcentaje de pacientes que presentan una disminucién simultdnea de la expresién de MDGA1 y MDGA2, Gnicamente de

MDGAI o Gnicamente de MDGAZ2. Entre paréntesis se indica el nimero de pacientes.

CNMP (80) CCR (42) CG (48) CE (18)
Disminucién de la expression de MDGAI y MDGA2 57.5% (46) 69% (29) 54.2% (26) 44.4% (8)
Disminucién de la expression de MDGA1 20% (16) - - 11.1% (2)
Disminucién de la expression de MDGA2 22.5% (18) 31% (13) 45.8% (22) 44.4% (8)
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Figura 4.15. Representacion gréfica del porcentaje de pacientes que presentan una disminucién simultdnea de la expresién de ambos

genes, unicamente de MDGAI o tnicamente de MDGA2.
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4.4.1.1 Analisis de los niveles de expresion de MDGAL1 y su relacion con las
variables clinico-patologicas de los tumores

Con los datos obtenidos, se realizé un exhaustivo andlisis estadistico para
investigar si existia alguna relacién entre los niveles de expresion de MDGAI y las
caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores. En estos andlisis se incluyeron
tnicamente aquellos pacientes de los que se disponia de las variables clinico-
patoldgicas. En las tablas 4.14, 4.15, 4.16 y 4.17 se pueden observar los resultados de
las pruebas estadisticas realizadas en las diferentes patologias tumorales estudiadas. En
general, no se observa ningun tipo de asociacién entre la disminucién de la expresién
de MDGAI y las diferentes variables clinico-patolégicas analizadas. Unicamente cabe
destacar que parece existir una relacién estadisticamente significativa entre la
disminucién de la expresion de MDGAI y el grado de diferenciacién del tumor en

cdncer no microcitico de pulmén (p=0.023).



Resultados

Tabla 4.14. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y las diferentes variables clinico-patolégicas en los

pacientes con CNMP.

Disminucién de la expression de

MDGAI
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 87 0.625
Mujer 13 10 (76.9%) 3 (23.1%)
Hombre 74 52 (70.3%) 22 (29.7%)
Edad de los pacientes 76 0.803
> 66 38 26 (68.4%) 12 (31.6%)
< 66 38 27 (71%) 11 (29%)
Estadio TNM 83 0.441
I 58 40 (69%) 18 (31%)
1I 15 11 (73.3%) 4 (26.7%)
II1A 9 7 (77.8%) 2 (22.2)
111B 1 0 1 (100%)
Tamaiio del tumor 84 0.489
T1 23 16 (69.6%) 7 (30.4%)
T2 53 38 (71.7%) 15 (28.3%)
T3 7 5 (71.4%) 2 (28.6%)
T4 1 0 1 (100%)
Infiltracién ganglionar 84 0.209
NO 73 50 (68.5%) 23 (31.5%)
N1 3 3 (100%) 0
N2 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
N3 1 0 1 (100%)
Tipo Histolégico 82 0.769
Epidermoide 41 27 (65.8%) 14 (34.2%)
Adenocarcinoma 37 27 (73%) 10 (37%)
Carcinoma Indiferenciado 4 3 (75%) 1 (25%)
de células grandes
Grado de diferenciacién 75
Bien 27 16 (59.3%) 11 (40.7%)
Moderado 25 15 (60%) 10 (40%)
Pobre 23 21 (91.3%) 2 (8.7%)
Recurrencia tumoral 68 0.245
Negativa 42 30 (71.4%) 12 (28.6%)
Positiva 26 15 (57.7%) 11 (42.3%)
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Tabla 4.15. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y las diferentes variables clinico-patolégicas en los
pacientes con CCR.

Disminucién de la expression de

MDGAI
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 46 0.595
Mujer 24 16 (66.7%) 8 (33.3%)
Hombre 22 13 (59%) 9 (41%)
Edad de los pacientes 44 0.490
>73 19 11 (58%) 8 (42%)
<73 25 17 (68%) 8 (32%)
Estadio tumoral Dukes 43 0.529
A 8 5 (62.5%) 3 (37.5%)
B 20 12 (60%) 8 (40%)
C 8 7 (87.5%) 1 (12.5%)
D 7 4 (57.1%) 3 (42.9%)
Localizacién del tumor 41 0.539
Colon derecho 11 6 (54.5%) 5 (45.5%)
Colon izquierdo 14 9 (64.3%) 5 (35.7%)
Recto 16 12 (75%) 4 (25%)
Grado de diferenciacién 17 0.435
Bien 7 5 (71.4%) 2 (28.6%)
Moderado 9 4 (44.4%) 5 (55.6%)
Pobre 1 0 1
Tamaiio del tumor 31 0.350
T1 1 0 1(100%)
T2 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
T3 18 12 (66.7%) 6 (33.3%)
T4 5 3 (60%) 2 (40%)
Infiltracién ganglionar 31 0.432
NO 20 12 (60%) 8 (40%)
N1 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
N2 4 3 (75%) 1 (25%)
Metéstasis 32 0.646
Si 5 3 (60%) 2 (40%)
No 27 19 (70.4%) 8 (29.6%)
Recurrencia tumoral 40 0.500
Negativa 31 21 (67.7%) 10 (32.3%)
Positiva 9 5 (55.5%) 4 (44.4%)
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Tabla 4.16. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y las diferentes variables clinico-patolégicas en los
pacientes con CG.

Disminucién de la expression de

MDGAI
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 50 0.254
Mujer 28 12 (42.9%) 16 (57.1%)
Hombre 22 13 (59.1%) 9 (40.9%)
Edad de los pacientes 50 0.258
>73 24 10 (41.7%) 14 (58.3%)
<73 26 15 (57.7%) 11 (42.3%)
Estadio TNM 34 0.938
I 11 5 (45.5%) 6 (54.5%)
II 10 4 (40%) 6 (60%)
111 13 5 (38.5%) 8 (61.5%)
Localizacién del tumor 48 0.416
Proximal 5 1 (20%) 4 (80%)
Media 12 6 (50%) 6 (50%)
Distal 31 16 (51.6%) 15 (48.4%)
Tipo tumoral 43 0.446
Intestinal 27 14 (51.8%) 13 (48.2%)
Difuso 15 6 (40%) 9 (60%)
Mixto 1 1 100%) 0
Tamaiio del tumor 35 0.857
T1 4 2 (50%) 2 (50%)
T2 9 5 (55.6%) 4 (44.4%)
T3 11 4 (36.4%) 7 (66.6%)
T4 11 5 (45.5%) 6 (54.5%)
Infiltracién ganglionar 36 0.453
NO 20 10 (50%) 10 (50%)
N1 4 2 (50%) 2 (50%)
N2 5 1 (20%) 4 (80%)
N3 7 2 (28.6%) 5 (71.4%)
Metéstasis 40 0.109
Si 2 2 (100%) 0
No 38 16 (42.1%) 22 (57.9%)
Recurrencia tumoral 47 0.358
Negativa 31 16 (51.6%) 15 (48.4%)
Positiva 16 6 (37.5%) 10 (62.5%)
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Tabla 4.17. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y las diferentes variables clinico-patoldgicas en los
pacientes con CE.

Disminucién de la expression de

MDGAI
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 25 -
Mujer 0 0 0
Hombre 25 10 (40%) 15 (60%)
Edad de los pacientes 24 0.072
>70 13 7 (53.8%) 6 (46.2%)
<70 11 2 (18.2%) 9 (81.8%)
Tipo histolégico 24 0.647
Adenocarcinoma 19 7 (36.8%) 12 (63.2%)
Epidermoide 4 2 (50%) 2 (50%)
Indiferenciado 1 0 1 (100%)
Localizacién del tumor 24 0.897
Proximal 0 0 0
Medio 5 2 (40%) 3 (60%)
Distal 19 7 (36.8%) 12 (63.2%)
Estadio 21 0.408
1 1 1 (100%) 0
1I 6 3 (50%) 3 (50%)
111 13 4 (30.8%) 9 (69.2%)
I\% 1 0 1 (100%)
Tamaiio del tumor 21 0.284
T1 1 1 (100%) 0
T2 8 3 (37.5%) 5 (62.5%)
T3 11 3 (27.3%) 8 (72.7%)
T4 1 1(100%) 0
Infiltracién ganglionar 21 0.933
NO 5 2 (40%) 3 (60%)
N1 10 4 (40%) 6 (60%)
N2 2 1 (50%) 1 (50%)
N3 4 1 (25%) 3 (75%)
Metéstasis 21 0.421
Si 1 0 1 (100%)
No 20 8 (40%) 12 (60%)
Recurrencia tumoral 23 0.907
Negativa 9 3 (33.3%) 6 66.7%)
Positiva 14 5 (35.7%) 9 (64.3%)
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4.4.1.2 Analisis de los niveles de expresion de MDGAZ2 y su relacion con las
variables clinico-patologicas de los tumores

Asi mismo, se realizé un andlisis estadistico para estudiar la posible relacién entre la
disminucién de la expresién de MDGAZ2 y las diferentes variables clinico-patolégicas en todas
las patologias tumorales estudiadas. En este estudio se incluyeron tnicamente aquellos
pacientes de los que se disponia de las caracteristicas clinico-patoldgicas. Las tablas 4.18,
4.19, 4.20 y 4.21 muestran los resultados de este andlisis. Los resultados muestran que no
existe ninguna relacién entre la disminucién de la expresion de MDGA2 y las diferentes
variables clinico-patolégicas. Unicamente parece existir una asociacién estadisticamente
significativa entre la disminucién de la expresién de este gen y el tamafio del tumor en cincer

géstrico (p=0.020).
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Tabla 4.18. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGA2 y las diferentes variables clinico-patolégicas en los
pacientes con CNMP.

Disminucién de la expression de

MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 87 0.341
Mujer 13 8 (61.5%) 5 (38.5%)
Hombre 74 55 (74.3%) 19 (25.7%)
Edad de los pacientes 76 0.129
> 66 38 30 (79%) 8 (21%)
<66 38 24 (63.2%) 14 (36.8%)
Estadio TNM 83 0.753
I 58 40 (69%) 18 (31%)
11 15 12 (80%) 3 (20%)
II1A 9 6 (66.7%) 3 (33.3%)
111B 1 1 (100%) 0
Tamaiio del tumor 84 0.812
T1 23 15 (65.2%) 8 (34.8%)
T2 53 39 (73.6%) 14 (26.4%)
T3 7 5 (71.4%) 2 (28.6%)
T4 1 1 (100%) 0
Infiltracién ganglionar 84 0.933
NO 73 52 (71.2%) 21 (28.8%)
N1 3 2 (66.7%) 1 (33.3%)
N2 7 5 (71.4%) 2 (28.6%)
N3 1 1 (100%) 0
Tipo Histolégico 82 0.605
Epidermoide 41 30 (73.2%) 11 (26.8%)
Adenocarcinoma 37 27 (73%) 10 (27%)
Carcinoma 4 2 (50%) 2 (50%)
Indiferenciado de células
grandes
Grado de diferenciacién 75 0.726
Bien 27 21 (77.8%) 6 (22.2%)
Moderado 25 17 (68%) 8 (32%)
Pobre 23 17 (73.9%) 6 (26.1%)
Recurrencia tumoral 68 0.367
Negativa 42 28 (66.7%) 14 (33.3%)
Positiva 26 20 (76.9%) 6 (23.1%)
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Tabla 4.19. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAZ2 y las diferentes variables clinico-patolédgicas en los
pacientes con CCR.

Disminucién de la expression

de MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 45 0.113
Mujer 24 23 (95.8%) 1 (4.2%)
Hombre 21 17 (80.9%) 4 (19.1%)
Edad de los pacientes 43 0.449
>73 19 16 (84.2%) 3 (15.8%)
<73 24 22 (91.7%) 2 (8.3%)
Estadio tumoral Dukes 43 0.990
A 8 7 (87.5%) 1(12.5%)
B 20 18 (90%) 2 (10%)
C 8 7 (87.5%) 1(12.5%)
D 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
Localizacién del tumor 40 0.920
Colon derecho 11 10 (90.9%) 1(9.1%)
Colon izquierdo 14 12 (85.7%) 2 (14.3%)
Recto 15 13 (86.7%) 2 (13.3%)
Grado de diferenciacién 16 0.412
Bien 6 6 (100%) 0
Moderado 9 6 (66.7%) 3 (33.3%)
Pobre 1 1 (100%) 0
Tamaiio del tumor 31
T1 1 1 (100%) 0 0.933
T2 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
T3 18 16 (88.9%) 2 (11.1%)
T4 5 4 (80%) 1 (20%)
Infiltracién ganglionar 31 0.711
NO 20 17 (85%) 3 (15%)
N1 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
N2 4 4 (100%) 0
Metaistasis 32 0.581
Si 5 4 (80%) 1 (20%)
No 27 24 (88.9%) 3 (11.1%)
Recurrencia tumoral 40 0.886
Negativa 31 27 (87.1%) 4 (12.9%)
Positiva 9 8 (88.9%) 1(11.1%)
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Tabla 4.20. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGA2 y las diferentes variables clinico-patolégicas en los
pacientes con CG.

Disminucién de la expression de

MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 50 0.150
Mujer 28 23 (82.1%) 5(17.9%)
Hombre 22 21 (95.4%) 1 (4.5%)
Edad de los pacientes 50 0.329
>73 24 20 (83.3%) 4 (16.7%)
<73 26 24 (92.3%) 2 (7.7%)
Estadio TNM 34 0.777
I 11 10 (90.9%) 1(9.1%)
11 10 8 (80%) 2 (20%)
111 13 11 (84.6%) 2 (15.4%)
Localizacién del tumor 48 0.096
Proximal 5 3 (60%) 2 (40%)
Media 12 10 (83.3%) 2 (16.7%)
Distal 31 29 (93.5%) 2 (6.5%)
Tipo tumoral 43 0.685
Intestinal 27 23 (85.2%) 4 (14.8%)
Difuso 15 14 (93.3%) 1 (6.7%)
Mixto 1 1 (100%) 0
Tamaiio del tumor 35
T1 4 4 (100%) 0
T2 9 9 (100%) 0
T3 11 7 (63.6%) 4 (36.4%)
T4 11 11 (100%) 0
Infiltracién ganglionar 36 0.120
NO 20 19 (95%) 1 (5%)
N1 4 2 (50%) 2 (50%)
N2 5 4 (80%) 1 (20%)
N3 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
Metéstasis 40 0.583
Si 2 2 (100%) 0
No 38 33 (86.8%) 5(13.2%)
Recurrencia tumoral 47 0.969
Negativa 31 27 (87.1%) 4 (12.9%)
Positiva 16 14 (87.5%) 2 (12.5%)
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Tabla 4.21. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGA2 y las diferentes variables clinico-patolégicas en los
pacientes con CE.

Disminucién de la expression de

MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 25 -
Mujer 0 0 0
Hombre 25 16 (64%) 9 (36%)
Edad de los pacientes 24 0.459
>70 13 9 (69.2%) 4 (30.8%)
<70 11 6 (54.5%) 5 (45.5%)
Tipo histolégico 24 0.150
Adenocarcinoma 19 10 (52.6%) 9 (47.4%)
Epidermoide 4 4 (100%) 0
Indiferenciado 1 1 (100%) 0
Localizacién del tumor 24 0.052
Proximal 0 0 0
Medio 5 5 (100%) 0
Distal 19 10 (52.6%) 9 (47.4%)
Estadio 21 0.641
1 1 1 (100%) 0
1I 6 3 (50%) 3 (50%)
111 13 7 (53.8%) 6 (46.2%)
I\% 1 1 (100%) 0
Tamaiio del tumor 21 0.214
T1 1 1 (100%) 0
T2 8 6 (75%) 2 (25%)
T3 11 4 (36.4%) 7 (63.6%)
T4 1 1 (100%) 0
Infiltracién ganglionar 21 0.490
NO 5 3 (60%) 2 (40%)
N1 10 7 (70%) 3 (30%)
N2 2 1 (50%) 1 (50%)
N3 4 1 (25%) 3 (75%)
Metaistasis 21 0.375
Si 1 1 (100%) 0
No 20 11 (55%) 9 (45%)
Recurrencia tumoral 23 0.675
Negativa 9 5 (55.6%) 4 (44.4%)
Positiva 14 9 (64.3%) 5 (35.7%)
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4.4.1.3 Analisis de los niveles de expresion de MDGA1 y MDGAZ2 y su relacion
con las variables clinico-patoldgicas de los tumores

Por ltimo, se realizé un exhaustivo anilisis estadistico teniendo en cuenta los
niveles de expresiéon de MDGAI y MDGA2 en las diferentes patologias tumorales
estudiadas. De este modo, se analizé si existia alguna asociacién entre la disminucién
de la expresion de ambos genes y las diferentes variables clinico-patolégicas.
Igualmente, en este estudio tnicamente se incluyeron aquellos pacientes de los que se
disponia de las caracteristicas clinico-patoldgicas. Las tablas 4.22, 4.23, 4.24 y 4.25
muestran los resultados del andlisis. Los resultados muestran que no existe una
relacién entre la disminucién simultinea de los niveles de expresiéon de MDGAI y

MDGA2 vy las variables clinico-patoldgicas estudiadas.
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Tabla 4.22. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y MDGA2 y las diferentes variables clinico-patolégicas
en los pacientes con CNMP.

Disminucién de la expression de

MDGAI1y MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 87 0.599
Mujer 13 6 (46.2%) 7 (53.8%)
Hombre 74 40 (54.1%) 34 (45.9%)
Edad de los pacientes 76 0.169
> 66 38 22 (57.9%) 16 (42.1%)
<66 38 16 (42.1%) 22 (57.9%)
Estadio TNM 83 0.622
I 58 28 (48.3%) 30 (51.7%)
1I 15 9 (60%) 6 (40%)
II1A 9 5 (55.6%) 4 (44.4%)
111B 1 0 1 (100%)
Tamaiio del tumor 84 0.727
T1 23 11 (47.8%) 12 (52.2%)
T2 53 28 (52.8%) 25 (47.2%)
T3 7 4 (57.1%) 3 (42.9%)
T4 1 0 1 (100%)
Infiltracién ganglionar 84 0.695
NO 73 37 (50.7%) 36 (49.3%)
N1 3 2 (66.7%) 1 (33.3%)
N2 7 4 (57.1%) 3 (42.9%)
N3 1 0 1 (100%)
Tipo Histolégico 82 0.655
Epidermoide 41 19 (46.3%) 22 (53.7%)
Adenocarcinoma 37 21 (56.8%) 16 (43.2%)
Carcinoma 4 2 (50%) 2 (50%)
Indiferenciado de células
grandes
Grado de diferenciacién 75 0.245
Bien 27 12 (44.4%) 15 (55.6%)
Moderado 25 11 (44%) 14 (56%)
Pobre 23 15 (65.2%) 8 (34.8%)
Recurrencia tumoral 68 0.758
Negativa 42 21 (50%) 21 (50%)
Positiva 26 12 (46.2%) 14 (53.8%)
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Tabla 4.23. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y MDGA2 y las diferentes variables clinico-patoldgicas
en los pacientes con CCR.

Disminucién de la expression de

MDGAI1y MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 45 0.739
Mujer 24 16 (66.7%) 8 (33.3%)
Hombre 21 13 (61.9%) 8 (38.1%)
Edad de los pacientes 43 0.377
>73 19 11 (57.9%) 8 (42.1%)
<73 24 17 (70.8%) 7 (29.2%)
Estadio tumoral Dukes 43 0.529
A 8 5 (62.5%) 3 (37.5%)
B 20 12 (60%) 8 (40%)
C 8 7 (87.5%) 1(12.5%)
D 7 4 (57.1%) 3 (42.9%)
Localizacién del tumor 40 0.372
Colon derecho 11 6 (54.5%) 5 (45.5%)
Colon izquierdo 14 9 (64.3%) 5 (35.7%)
Recto 15 12 (80%) 3 (20%)
Grado de diferenciacién 16 0.293
Bien 6 5 (83.3%) 1 (16.7%)
Moderado 9 4 (44.4%) 5 (55.6%)
Pobre 1 0 1 (100%)
Tamaiio del tumor 31 0.350
T1 1 0 1 (100%)
T2 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
T3 18 12 (66.7%) 6 (33.3%)
T4 5 3 (60%) 2 (40%)
Infiltracién ganglionar 31 0.432
NO 20 12 (60%) 8 (40%)
N1 7 6 (85.7%) 1 (14.3%)
N2 4 3 (75%) 1 (25%)
Metéstasis 32 0.646
Si 5 3 (60%) 2 (40%)
No 27 19 (70.4%) 8 (29.6%)
Recurrencia tumoral 40 0.500
Negativa 31 21 (67.7%) 10 (32.3%)
Positiva 9 5 (55.6%) 4 (44.4%)
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Tabla 4.24. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y MDGA2 y las diferentes variables clinico-patolégicas
en los pacientes con CG.

Disminucién de la expression de

MDGAI1y MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 50 0.254
Mujer 28 12 (42.9%) 16 (57.1%)
Hombre 22 13 (59.1%) 9 (40.9%)
Edad de los pacientes 50 0.258
>73 24 10 (41.7%) 14 (58.3%)
<73 26 15 (57.7%) 11 (42.3%)
Estadio TNM 34 0.938
I 11 5 (45.5%) 6 (54.5%)
II 10 4 (40%) 6 (60%)
111 13 5 (38.5%) 8 (61.5%)
Localizacién del tumor 48 0.416
Proximal 5 1 (20%) 4 (80%)
Media 12 6 (50%) 6 (50%)
Distal 31 16 (51.6%) 15 (48.4%)
Tipo tumoral 43 0.446
Intestinal 27 14 (51.8%) 13 (48.2%)
Difuso 15 6 (40%) 9 (60%)
Mixto 1 1 (100%) 0
Tamaiio del tumor 35 0.857
T1 4 2 (50%) 2 (50%)
T2 9 5 (55.6%) 4 (44.4%)
T3 11 4 (36.4%) 7 (63.6%)
T4 11 5 (45.5%) 6 (54.5%)
Infiltracién ganglionar 36 0.543
NO 20 10 (50%) 10 (50%)
N1 4 2 (50%) 2 (50%)
N2 5 1 (20%) 4 (80%)
N3 7 2 (28.6%) 5 (71.4%)
Metéstasis 40 0.109
Si 2 2 (100%) 0
No 38 16 (42,1%) 22 (57.9%)
Recurrencia tumoral 47 0.358
Negativa 31 16 (51.6%) 15 (48.4%)
Positiva 16 6 (37.5%) 10 (62.5%)
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Tabla 4.25. Asociacién entre la disminucién de los niveles de expresion de MDGAI y MDGA2 y las diferentes variables clinico-patoldgicas

en los pacientes con CE.

Disminucién de la expression de

MDGAI1y MDGA2
Variable Casos (n) Si (%) No (%) P valor
Género de los pacientes 22 -
Mujer 0 0 0
Hombre 22 8 (36.4%) 14 (63.6%)
Edad de los pacientes 21 0.061
>70 12 6 (50%) 6 (50%)
<70 9 1(11.1%) 8 (88.9%)
Tipo histolégico 21 0.432
Adenocarcinoma 17 5 (29.4%) 12 (70.6%)
Epidermoide 4 2 (50%) 2 (50%)
Indiferenciado 0 0 0
Localizacién del tumor 21 0.432
Proximal 0 0 0
Medio 4 2 (50%) 2 (50%)
Distal 17 5 (29.4%) 12 (70.6%)
Estadio 21 0.368
1 1 1 (100%) 0
II 6 2 (33.3%) 4 (66.7%)
111 13 3 (23.1%) 10 (76.9%)
I\% 1 0 1 (100%)
Tamaiio del tumor 19 0.075
T1 1 1 (100%) 0
T2 7 3 (42.9%) 4 (57.1%)
T3 10 1 (10%) 9 (90%)
T4 1 1 (100%) 0
Infiltracién ganglionar 19 0.403
NO 4 1 (25%) 3 (75%)
N1 9 4 (44.4%) 5 (55.6%)
N2 2 1 (50%) 1 (50%)
N3 4 0 4 (100%)
Metaistasis 19 -
Si 0 0 0
No 19 6 (31.6%) 13 (68.4%)
Recurrencia tumoral 20 0.919
Negativa 7 2 (28.6%) 5 (71.4%)
Positiva 13 4 (30.8%) 9 (69.2%)
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4.4.1.4. Estudios de prondstico basados en la expresion de los genes MDGA1l y
MDGA2 en las diferentes patologias tumorales estudiadas.

Con el fin de explorar si la expresién de los genes MDGAI o MDGAZ2 podria
constituir un biomarcador con valor predictivo en las diferentes patologias tumorales
estudiadas, se realizaron estudios de prondstico. Para ello se utilizé la aplicacién
electrénica Cutoff Finder (Budczies et al., 2012) que permiti6 identificar el punto
optimo para establecer dos subpoblaciones de pacientes con distinto prondstico
clinico. El método de Kaplan-Meier fue el elegido para la realizacién de las curvas de

supervivencia y el test Log-Rank para compararlas entre si.

En relacién al CNMP el estudio de prondstico se realiz en 70 pacientes de
los que se disponia del seguimiento clinico. En cuanto a la expresién de MDGAI, el
punto de corte dptimo que permitié establecer dos subpoblaciones con un pronéstico
clinico diferente fue 0.13 (P=0.122; Log-Rank) (Figura 4.16). Veinticinco pacientes
(25/705 35.7%) presentaron una expresion de MDGAI inferior a 0.13 y cuarenta y
cinco pacientes (45/70; 64.3%) presentaron una expresiéon de MDGAI superior a

0.13.

P=0.122

Expresién de MDGAI< 0.13

0,8 (25/70)

Expresién de MDGAI >0.13
(45/70)

0,44

f Expresién de MDGA1< 0.13 (datos censurados)
0,2 —t+—  Expresién de MDGAI > 0.13 (datos censurados)

Probabilidad libre de recurrencia (%)

T T T T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Meses después de la cirugia

Figura 4.16. Curvas de superviviencia obtenidas mediante el método de Kaplan-Meier en
relacién a la expresién de MDGAI en CNMP. Entre paréntesis se representan el nimero
de pacientes pertenecientes a cada grupo respecto al nimero total de pacientes incluidos en
el estudio.
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En la tabla 4.26 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.

Tabla 4.26. Subgrupos de pacientes de CNMP establecidos en el estudio de prondstico en base a la expresion de MDGAI. Se muestra el
nimero total de pacientes de cada subgrupo, el niimero de pacientes que presentan recidiva, el nimero de datos censurados y el tiempo

medio libre de enfermedad.

Valor relativo de Casos Recidiva Datos Estimacién de meses libres de enfermedad
expresién de MDGAI censurados (media = error tipico)
RQ MDGA1<0.13 25 6 19 48.76 = 4.11
RQ MDGAI> 0.13 45 19 26 42.01 £3.24
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Estos resultados indicaban que la expresiéon de MDGAI en los tumores de los
pacientes afectados de CNMP parecia influir en el prondstico, de manera que los
pacientes con una expresién de MDGAI inferior a 0.13 presentaban un tiempo
medio libre de enfermedad de 6.75 meses mayor que el grupo de pacientes con
expresién de MDGAI superior a 0.13. Ademds las diferencias estadisticas entre los

dos grupos de pacientes se encontraban préximas a la significacién estadistica

(P=0.122; Log-Rank).

Por otro lado, si se tiene en cuenta que en la poblacién de pacientes de
CNMP incluidos en este estudio, un elevado nimero de casos (49/70; 70%)
pertenecian al estadio I, y el 30% restante pertenecia a los estadios tumorales II y
ITIA, parecia interesante estudiar el valor prondstico de la expresién de MDGAI
considerando tinicamente el grupo de pacientes de estadio I. El estudio de prondstico
revelé que el punto de corte éptimo que distingue entre dos subpoblaciones con un
prondstico clinico diferente en funcién de la expresion de MDGAI fue 0.13
(P=0.077; Log-Rank) (Figura 4.17). Diecinueve pacientes (19/49; 38.8%)
presentaron una expresion de MDGAI inferior a 0.13 y treinta pacientes (30/49;

61.2%) presentaron una expresiéon de MDGAI superior a 0.13.

En la tabla 4.27 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.
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P=0.077
’ L Expresién de MDGAL< 0.13 (19/49)

Expresiéon de MDGAI> 0.13
(30/49)

0,87

0,64

0,4

—t= Expresién de MDGAI< 0.13 (datos censurados)
22 —+ Expresién de MDGAI> 0.13 (datos censurados)

0,0

Probabilidad libre de recurrencia (%)

T T T T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Meses después de la cirugia

Figura 4.17. Curvas de supervivencia obtenida mediante el método de Kaplan-Meier en
relacion a la expresién de MDGAI en los pacientes de estadio I de CNMP.

Tabla 4.27. Subgrupos de pacientes de CNMP de estadio I establecidos en el estudio de pronéstico en base a la expresién de

MDGAI.

Valor relativo de Casos Recidiva Datos Estimacién de meses libres de enfermedad
expresién de MDGAI censurados (media = error tipico)
RQ MDGA1<0.13 19 3 16 53.50 = 3.58
RQ MDGAI> 0.13 30 12 18 43.53 + 3.84

Los datos mostrados indicaban que cuando se consideraba unicamente los
pacientes de CNMP de estadio I era posible identificar un subgrupo con una
expresién de MDGAI inferior a 0.13 que presentaban un mejor pronéstico clinico,
con un tiempo medio libre de enfermedad que se incrementaba 9.97 meses, en
relacién al subgrupo de pacientes con expresiéon de MDGAI superior a 0.13. En este
caso, los resultados obtenidos se encontraban mds préximos a la significacién

estadistica que cuando se considerd el conjunto global de pacientes (P=0.077; Log

Rank).
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Asi mismo, se realizé el estudio de prondstico en relacién a la expresion de
MDGA2 en los pacientes de CNMP. En este caso, el punto de corte 6ptimo que
distingue entre dos subpoblaciones con un prondstico clinico diferente fue de 3.16
(P=0.081; Log-Rank) (Figura 4.18). Cincuenta y ocho pacientes (58/70; 82.9%)
presentaron una expresién de MDGA?Z inferior a 3.16 y 12 pacientes (12/70; 17.1%)

presentaron una expresién de MDGAZ2 superior a 3.16.

P=0.081
107
L Expresién de MDGA2 > 3.16 (12/70)
o il i
&
L 081
g
3
o Expresién de MDGA2 < 3.16
[ (58/70)
O 06
)
=
=2
o
=
o 04+
=
A
° -+ Expresién de MDGA2 < 3.16 (datos censurados)
Ay 0,24
—pps Expresién de MDGA2 > 3.16 (datos censurados)
0,0
T T T T T T T
.00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Meses después de la cirugia

Figura 4.18. Curvas de supervivencia obtenidas mediante el método de Kaplan-Meier en
funcién de la expresion de MDGA2 en CNMP.

En la tabla 4.28 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.

Tabla 4.28. Subgrupos de pacientes de CNMP establecidos en el estudio de prondstico en base a la expresién de MDGA2.

Valor relativo de Casos Recidiva Datos Estimacién de meses libres de enfermedad
expresién de MDGA2 censurados (media = error tipico)
RQ MDGA2< 3.16 58 24 34 42.70 = 2.85
RQ MDGA2> 3.16 12 1 10 55.00 = 4.71
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Los resultados obtenidos indicaban que la expresion de MDGA2 en los
tumores de pacientes afectados de CNMP parecia influir en el prondstico de los
mismos, de manera que los pacientes con una expresién de MDGAZ2 superior a 3.16
presentaban un tiempo medio libre de enfermedad de 12.3 meses mayor, en relacién
con el subgrupo de pacientes que presentaban una expresién de MDGA2 inferior a
3.16. Ademis las diferencias obtenidas entre los dos grupos de pacientes se

encontraban préximas a la significacién estadistica (P=0.081; Log-Rank).

Al igual que con MDGAI, se realizaron los andlisis de prondstico para
MDGA?2 teniendo en cuenta tnicamente el grupo de 49 pacientes pertenecientes al
estadio I de CNMP. En este caso el punto 6ptimo que discrimina entre dos
subpoblaciones fue 0.74. Sin embargo, no se encontraron diferencias de prondstico

significativas entre las dos subpoblaciones (P=0.461; Log Rank).

El estudio de prondéstico en los tumores de CCR se realizé en 35 pacientes de
los que se disponia del seguimiento clinico. En relacién a la expresiéon de MDGAI, el
punto de corte 6ptimo que distingue entre dos subpoblaciones con un prondstico
clinico diferente en funcién de la expresién de este gen fue 0.281 (P=0.067; Log-
Rank) (Figura 4.19). Quince pacientes (15/35; 42.9%) presentaron una expresién de
MDGAI inferior a 0.281 y veinte pacientes (20/35; 57.1%) presentaron niveles de
expresién de MDGAI superiores a 0.281.
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P=0.067

Expresién de MDGA1< 0.281 (15/35)

1,07 + + I +
0,87 Expresién de

MDGAI > 0.281
(20/35)

0,64

0,44

. Expresién de MDGAI < 0.281(datos censurados)

0,24

—r Expresién de MDGA1 > 0.281(datos censurados)

Probabilidad libre de recurrencia (%)

0,0
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00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Meses después de la cirugia

Figura 4.19. Curvas de supervivencia obtenidas mediante el método de Kaplan-Meier en relacién a la

expresiéon de MDGAI en los pacientes de CCR.

En la tabla 4.29 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.

Tabla 4.29. Subgrupos de pacientes de CCR establecidos en el estudio de prondstico en base a la expresién de MDGAI.

Valor relativo de expresion de MDGA1 Casos Recidiva Datos censurados
RQ MDGAI< 0.281 15 0 15
RQ MDGAI> 0.281 20 4 16

Los resultados obtenidos mostraban que dentro del grupo de 15 pacientes con
una expresién de MDGAI inferior a 0.281 ninguno de ellos recurrié en el proceso
tumoral, por lo tanto, este grupo de pacientes presentaba un prondstico clinico
mucho mejor que los 20 pacientes que presentaban una expresién de MDGAI
superior a 0.281. Estos resultados se encontraban muy préximos a la significacién

estadistica (P=0.067; Log-Rank).
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Asi mismo, se realizé el estudio de prondstico en relacién a la expresion de
MDGA2 en los pacientes de CCR. En este caso, el punto de corte 6ptimo para
diferenciar dos subpoblaciones se sittia en 0.1066. Sin embargo, el andlisis estadistico
Log-Rank no encontré diferencias significativas en el pronéstico clinico entre estas

dos subpoblaciones (P=0.549; Log Rank).

El estudio de prondstico en los tumores de CG se realizé en 38 pacientes, de
los que se disponia del seguimiento clinico. En relacién a la expresiéon de MDGAI, el
punto de corte éptimo que distingue entre dos subpoblaciones con un pronéstico
clinico significativamente diferente fue 0.4363 (P=0.015; Log-Rank) (Figura 4.20).
Quince pacientes (15/38; 39.5%) presentaron una expresién de MDGAI inferior a
0.4363 y 23 pacientes (23/38; 60.5%) presentaron una expresién de MDGAI
superior a 0.4363.

En la tabla 4.30 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.

P=0.015

1,04
Expresién de MDGA1< 0.4363 (15/38)

j - + +

0,81

Expresién de MDGAI> 0.4363 (23/38)
0,67

—t+  Expresién de MDGAI< 0.4363 (datos censurados)

07 == i
Expresién de MDGAI> 0.4363 (datos censurados)

Probabilidad libre de recurrencia (%)

0,0

T T T T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Meses después de la cirugia

Figura 4.20. Curvas de supervivencia obtenidas mediante el método de Kaplan-Meier
en relacién a la expresion de MDGAI en los pacientes de CG.
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Tabla 4.30. Subgrupos de pacientes de CG establecidos en el estudio de pronéstico en base a la expresién de MDGAI.

Valor relativo de Casos Recidiva Datos Estimacién de meses libres de enfermedad
expresién de MDGAI censurados (media = error tipico)
RQ MDGAI< 0.4363 15 2 13 52.79 = 4.71
RQ MDGAI> 0.4363 23 11 12 35.19 £5.59
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Los resultados obtenidos mostraban que la expresion de MDGAI en los
tumores de los pacientes afectados de CG parecia influir de manera significativa (P=
0.015; Log-Rank) en el prondstico de estos pacientes, de manera que los pacientes
con una expresién de MDGAI inferior a 0.4363 presentaban un tiempo medio libre

de enfermedad del7.6 meses mayor que el subgrupo de pacientes con una expresién

de MDGAI superior a 0.4363.

Dado que la comparacién entre las curvas de supervivencia determinadas
mediante el método de Kaplan-Meier mostraron diferencias significativas (P=0.015;
Log-Rank), se realiz6 un andlisis multivariante con el fin de determinar si la expresién
de MDGAI podria ser considerada como un biomarcador de prondstico. Para el

analisis multivariante de Cox Gnicamente se consideré el estadio tumoral (tabla 4.31).

Tabla 4.31. Anilisis multivariante de Cox considerando la expresion relativa de MDGAL y el estadio en los tumores de CG.

VARIABLE RIESGO P
RELATIVO
Expresién de MDGA1 < 0.4363 0.165 0.021
Estadio I vs IT o 111 0.260 0.031

Este anilisis confirmé que una expresién de MDGAI inferior a 0.4363

constituye un factor prondstico favorable, independiente del estadio tumoral.

Asi mismo, se realizé el estudio de prondstico en relacién a la expresion de
MDGA2 en los pacientes de CG. En este caso, el punto de corte éptimo que define
dos subpoblaciones diferentes fue 0.1848 (P=0.176; Log-Rank) (Figura 4.21).
Veintiocho pacientes (28/38; 73.7%) presentaron una expresién de MDGA?Z inferior
a 0.1848 y diez pacientes (10/38; 26.3%) presentaron una expresién de MDGA2
superior a 0.1848.
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P=0.176
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Figura 4.21. Curvas de supervivencia obtenidas mediante el método de Kaplan-Meier en
relacion a la expresién de MDGA2 en CG.

En la tabla 4.32 se muestran los datos obtenidos de estos dos grupos de

pacientes en relacién al estudio prondstico.

Tabla 4.32. Subgrupos de pacientes de CG establecidos en el estudio de pronéstico en base a la expresién de MDGAZ2.

Valor relativo de Casos Recidiva Datos Estimacién de meses libres de enfermedad
expresién de MDGA2 censurados (media = error tipico)
RQ MDGA2< 0.1848 28 8 20 44.56 = 4.59
RQ MDGA2> 0.1848 10 5 5 33.82+9.35

Estos resultados indicaban que era posible identificar un subgrupo de
pacientes con una expresién de MDGA2 inferior a 0.1848 que presentaban un mejor
prondstico clinico, con un tiempo medio libre de enfermedad 10.74 meses mayor que
el subgrupo de pacientes con una expresiéon de MDGA2 superior a 0.1848. Ademis,
estas diferencias entre los dos subgrupos de pacientes se encontraban préximas a la

significacién estadistica (P=0.176; Log-Rank).
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Por tltimo, el estudio de prondstico en los tumores de CE se realizé en veinte
pacientes de los que se disponia del seguimiento clinico. En relacién a la expresién de
MDGAI, el punto de corte éptimo que distingue entre dos subpoblaciones en
funcién de la expresién de este gen fue 0.714. Diez pacientes (10/20; 50%)
presentaron una expresion de MDGAI inferior a 0.714 y diez pacientes (10/20;
50%) presentaron una expresién de MDGAI superior a 0.714. En relacién a la
expresién de MDGA2, el punto 6ptimo de corte que diferencia entre dos
subpoblaciones fue 0.3545. Diez pacientes (10/20; 50%) presentaron una expresion
de MDGA?2 inferior a 0.3545 y diez pacientes presentaron una expresién de MDGA2
superior a 0.3545.

Sin embargo, en ambos casos, el andlisis comparativo de las curvas de
supervivencia determiné que no existian diferencias significativas en la supervivencia
en funcién de la expresién de MDGAI (P=0.529; Log-Rank) o de la expresién de
MDGA2 (P=0.955; Log-Rank).

4.4.2 Estudio de la expresion de MDGA1 y MDGA2 mediante
inmunohistoquimica

Con objeto de comprobar si la disminucién en la expresién de los genes
MDGA1l y MDGA2 analizada mediante qRT-PCR, se correspondia con una
disminucién en la expresién de las correspondientes proteinas, se llevé a cabo un
andlisis de la expresién de ambas proteinas mediante inmunohistoquimica. Para ello
se realizaron cortes de tejido de 5 micras de grosor procedentes de muestras de tejido
tumoral y no tumoral de los pacientes del estudio. La tincién de los tejidos se llevé a
cabo utilizando el anticuerpo GP854 (especifico para MDGAL) y un anticuerpo
comercial anti-MDGA2 (R&D). En este ensayo se compararon las tinciones de cada
una de las proteinas objeto de estudio en tejido tumoral con respecto al tejido no

tumoral del mismo paciente.
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Este andlisis se llev6 a cabo en colaboracién con el Dr. José Antonio Lépez-
Asenjo (Servicio de Anatomia Patoldgica de la clinica Citopath). Unicamente se
incluyeron en este estudio aquellos pacientes de los que se disponia de muestra de
tejido tumoral y no tumoral. El ndmero total de pacientes analizados fue: 10 con
CNMP, 10 con CCR, 10 con CG y 5 con CE. Para cada paciente se realiz6 una
tincién de cada una de las proteinas MDGA1 o MDGA2 tanto en tejido tumoral
como no tumoral. Del total de las tinciones realizadas (40 inmunohistoquimicas de
pacientes con CNMP, 40 de pacientes con CCR, 40 de pacientes con CG y 20
inmunohistoquimicas de pacientes con CE) se muestra la tincién de un paciente

seleccionado de cada patologia (Figuras 4.22 y 4.23).

Los resultados obtenidos mostraron una intensa tincién de MDGAI y
MDGA2 en el polo luminal de las células. La expresién de estas proteinas en tejido
no tumoral se localizaba en el epitelio respiratorio (CNMP), en gliandulas y criptas
del colon (CCR), en fabeolas y criptas de estémago (CG) y en las glindulas en
eséfago (CE). Por otra parte, se apreciaba una ausencia de tincién o unos niveles de
tincién muy bajos en los tejidos tumorales de CNMP, CCR, CG y CE (Figuras 4.22
y 4.23).

Estos resultados demuestran que se producia una clara disminucién de la
expresién de ambas proteinas en tejido tumoral respecto a tejido no tumoral,
confirmando que existe una correspondencia entre la disminucién de la expresién de
los genes MDGAl1 y MDGA2, obtenida mediante qRT-PCR (apartado 4.1 de
Resultados), y la disminucién de la expresién de las correspondientes proteinas en

tejido tumoral.
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Figura 4.22. Inmunohistoquimicas de MDGALI en tejido tumoral (T) y no tumoral (NT) de CNMP, CCR, CG y CE. La
tincion de MDGAL realizada con el anticuerpo GP854 producia una coloracién parda que fue mds intensa en las muestras no
tumorales de cada una de las patologfas analizadas.
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Figura 4.23. Inmunohistoquimica de MDGA2 en tejidos tumorales (T) y no tumorales (NT) de CNMP, CCR, CGy CE. La
tincién de MDGA2 realizada con el anticuerpo anti-MDGA2 (R&D), producia una coloracién parda que fue mds intensa en
las muestras no tumorales de cada una de las patologfas analizadas.
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4.5 Estudio de hipermetilacion del promotor de MDGA1ly
MDGA2
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A la vista de los resultados obtenidos en los que se muestra una importante
disminucién de la expresién de los genes MDGA1 y MDGA2 en todas las patologias
analizadas, que ademds se correlaciona con una disminucién de la expresién de las
proteinas correspondientes, nuestro siguiente objetivo fue investigar si existia una
correlacién entre la expresién génica disminuida de MDGA1 y MDGA2 y una posible
hipermetilacién de las secuencias promotoras de ambos genes. Por este motivo, en
primer lugar se realizé un andlisis de los promotores de los genes con objeto de

investigar la presencia de islas CpG.

La regién promotora del gen MDGA]1 humano comprende 2000 pares de
bases (pb) y posee dos regiones ricas en CGs de 1390 pb (nucleétidos 48 a 1437), que
contiene el primer exén de MDGA]L, y de 333 pb (nucledtidos 1527 a 1859). Ambas
islas CpG contienen un porcentaje de CGs superior al 50% (Figura 4.24 A).

La regién promotora del gen MDGA2 humano comprende 2650 pb y
contiene cuatro regiones ricas en CGs de 866 pb (nucleétidos 48 a 913), 266 pb
(nucleétidos 984 a 1249), 498 pb (nucledtidos 1282 a 1779) y 379 pb (nucleétidos
1794 a 2172). La tercera y cuarta isla CpG incluyen el primer exén de MDGA2. La
proporcién de CGs de estas regiones en todos los casos supera el 50% (Figura 4.24

B).
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Figura 4.24. Esquema del promotor de MDGA1 (A) y de MDGA2 (B). Los niimeros indican los pares de bases del promotor.
Las cajas en blanco representan las islas CpG susceptibles de metilacién. La linea verde representa el primer exén y la linea azul la
posicion  del  codon  de iniciacién  ATG.  Andlisis  de  resultados  realizado con el  programa

htep://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html
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4.5.1 Ensayo de desmetilacion con 5-aza-2’ Deoxicitidina

En un primer abordaje para el estudio de hipermetilacién de los promotores,
se investigd si la desmetilacién del ADN se correlacionaba con un aumento en la
expresién de los genes MDGA1 y MDGA2. Para ello se utilizé el agente desmetilante
5-aza-2’ deoxicitidina (5-aza). Las células Hela, que presentaban un nivel de
expresién muy bajo de MDGA1 y MDGA?2, fueron tratadas con 5-aza durante cinco
dias consecutivos, renovando cada 24 horas el medio de cultivo, al que se le
adicionaba 5-aza 10 uM. Las células se recogian a las 24, 48, 72 y 96 horas tras el
tratamiento con 5-aza y se analizaba la expresién de los genes MDGAl y MDGA2
mediante QRT-PCR.

Los resultados mostraron que a medida que se prolongaba el tiempo de
tratamiento con el agente desmetilante, se producia un incremento en la expresién del
gen. Esto ocurria tanto para MDGAI como para MDGAZ2 (Figuras 4.25 y 4.26). Sin
embargo, en el caso de MDGA2 se observaba una disminucién de su expresién a las
96 horas respecto a la obtenida a las 72 horas. Esto podria ser debido al efecto téxico
producido por la 5-aza en las células, de modo que una exposicién prolongada a este

agente desmetilante parecia afectar a la viabilidad celular.
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Figura 4.25. Andlisis de la expresién de MDGAI1 mediante qRT-PCR en las células HeLa a las 24, 48, 72

y 96 horas tras el tratamiento con 5-aza.
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Figura 4.26. Andlisis de la expresion de MDGA2 mediante qRT-PCR en las células HeLa a las 24,
48, 72 y 96 horas tras el tratamiento con 5-aza.

4.5.2 Andlisis del estado de metilacion de los promotores de MDGA1 y
MDGA2

El estado de metilacién de las regiones promotoras de MDGAl y MDGA?2 fue
analizado mediante PCR especifica de metilacién (MSP). Este estudio se realizé en
ADN gendémico extraido de muestras tumorales y no tumorales de pacientes con
CCR. Se seleccionaron aquellos pacientes que presentaban una expresién disminuida
de los genes MDGAl ylo MDGA2 en tejido tumoral, previamente analizada
mediante qRT-PCR.

El ADN genémico fue tratado con bisulfito sédico. Este tratamiento
convierte las citosinas no metiladas en uracilos, que serdn convertidos en timinas
durante la reacciéon de PCR posterior, mientras que las citosinas metiladas
permanecen intactas. De esta manera, se establecen diferencias entre las secuencias de

ADN metilado (M) y no metilado (U).
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A continuacién, el ADN modificado por bisulfito fue amplificado mediante
PCR especifica de metilacién (MSP). Para ello se disefiaron parejas de cebadores que
reconocian las secuencias metiladas (cebadores M) y no metiladas (cebadores U) de
los promotores de MDGAl y MDGA2. El disefio de los cebadores se realizé
utilizando el programa informdtico Methyl Primer Express Software (Applied
biosystems)(ver tablas 4.10 y 4.11 del apartado 7.2.3 de Materiales y Métodos).

Los productos de PCR amplificados por MSP fueron analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa para visualizar las secuencias de ADN metiladas (M)
y no metiladas (U). La figura 4.27 muestra los resultados obtenidos en tres pacientes
analizados (1, 14 y 27) en los que se detecté un incremento del estado de metilacién
de MDGA2 en las muestras tumorales respecto a las correspondientes muestras no

tumorales.

—
——

Figura 4.27. Andlisis del estado de metilacién mediante MSP para MDGA2 con los cebadores
MDGA2-MSP2 pareja 2 en tejido tumoral (T) y no tumoral (N) de tres pacientes (1,14 y 27) con
CCR. Las secuencias de ADN especificas para MDGA2 (111 pb) se encuentran indicadas con una

flecha. M=metilado; U= no metilado; C'= control negativo.

Para confirmar que las secuencias de ADN metiladas y no metiladas
detectadas mediante electroforesis en geles de agarosa eran especificas para MDGAl y
MDGA2, los productos amplificados fueron clonados en el vector pGEM-T y

posteriormente secuenciados.

De todas las parejas de cebadores utilizados (tablas 4.10 y 4.11, apartado 7.2.3
de Materiales y Métodos), en el caso de MDGAI tnicamente los cebadores (U)
MDGA1-MSP2 pareja 1.2 amplificaron una secuencia de ADN especifica para
MDGAL de 102 pb que se correspondia con la secuencia no metilada del gen. Sin
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embargo, los cebadores (M) MDGA1-MSP2 pareja 1.2 amplificaron una secuencia
de ADN metilado del mismo tamafio (102 pb) que resulté ser inespecifica para
MDGA]1. Del mismo modo, para MDGAZ2 Gnicamente los cebadores (M) MDGA2-
MSP2 pareja 2 amplificaron una secuencia de ADN especifica para MDGA2 de 111
pb que se correspondia con la secuencia metilada de dicho gen. Sin embargo, los
cebadores (U) MDGA2-MSP2 pareja 2 amplificaron una secuencia de ADN no

metilado del mismo tamano (111 pb) que resultd ser inespecifica para MDGA2.

Dado que el diseno de cebadores para el andlisis del estado de metilacién de
los promotores constituye un punto critico en estos estudios, y a la vista de los
resultados obtenidos, en el momento actual se estd llevando a cabo un andlisis
exhaustivo de las regiones promotoras de estos genes con el objetivo de disenar nuevos

cebadores que hagan posible este andlisis de metilacién.
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Las proteinas MDGAs han sido propuestas como un subgrupo de moléculas
de adhesién celular incluido en la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se trata de
un grupo importante de proteinas de membrana implicadas en procesos de adhesién

celular, migracién y desarrollo de conexiones neuronales (Walsh and Doherty, 1997).

Entre las proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas que muestran
una mayor homologia estructural con MDGA1 y MDGA?2 se distinguen tres grupos
(Hellquist et al., 2009):

- Proteinas que presentan en su estructura Unicamente dominios Ig:
como las proteinas de la familia ICAM (Intracellular adhesion
molecule) y VCAM (Vascular cell adbesion molecule).

- Proteinas que presentan en su estructura dominios Ig y dominios
ENIIL: como las proteinas de la familia CNTN (Contactin cell
adhesion molecule) y NCAM (Newural cell adhesion molecule).

- Proteinas que contienen en su estructura un dominio MAM: como
las proteinas de la familia de las MEP (Meprinas) y NRP
(Neuropilinas). En este grupo se incluyen las proteinas MDGA1 y
MDGA2.

Las proteinas de la familia NCAM presentan una elevada homologia estructural
con las proteinas MDGAs ya que, al igual que estas altimas, presentan en su
estructura proteica dominios Ig y FNIII, aunque carecen de dominio MAM. Ademis,
al igual que las MDGAs, NCAM se encuentra ampliamente expresado en el sistema
nervioso. Existen distintas isoformas de NCAM que se generan por splicing
alternativo, entre las que se encuentran NCAM-180, NCAM-140 y NCAM-120
(Shin et al., 2002). NCAM-140 y NCAM-180 son proteinas transmembrana que
difieren entre si en la longitud del dominio citosdlico, mientras que, NCAM-120 se
encuentra unida a la membrana plasmdtica mediante un grupo GPI (Thompson et
al., 2013), al igual que ocurre con MDGA1 y MDGA2. Las moléculas NCAM

median adhesién celular mediante interacciones homo y heterofilicas y participan en
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los procesos de migracién neuronal (Shin et al,, 2002). Durante el desarrollo
embrionario NCAM sufre un proceso de modificacién post-traduccional que consiste
en la adicién de dcido polisidlico (Finne, 1982). En tejidos adultos esta modificacién
desaparece, aunque NCAM se encuentra polisialilada en determinadas regiones
cerebrales como el bulbo olfatorio y el hipocampo, donde participa en la plasticidad
sindptica y la migracién celular general (Rutishauser, 2008). La expresién de NCAM
polisialilada se encuentra asociada con el crecimiento e invasividad de determinados
tipos de cdnceres como neuroblastoma y cdncer no microcitico de pulmén
(Hildebrandt et al., 1998; Komminoth et al., 1991; Scheidegger et al., 1994;
Thompson et al., 2013).

Otras moléculas relacionadas con las proteinas MDGAs son las neuropilinas
(NRP1, NRP2). Estas proteinas, al igual que las MDGAs, presentan en su estructura
proteica un dominio MAM. Este dominio estd implicado en adhesién y se encuentra
formando parte de la estructura de una gran variedad de proteinas implicadas en la
adhesién célula a célula. El dominio MAM fue identificado por primera vez como
una secuencia comdn en la regién extracelular de la meprina, antigeno A5 y la
proteina tirosin-fosfatasa u, K (Beckmann and Bork, 1993; Jiang et al., 1992; Takagi
et al., 1991). Las neuropilinas son glicoproteinas transmembrana que median
adhesién celular en el sistema nervioso (Takagi et al., 1995) y promueven el anclaje
de las células endoteliales a la matriz extracelular (Mukouyama et al., 2005). Durante
el desarrollo embrionario, las neuropilinas se encuentran altamente expresadas en las
células endoteliales de los vasos sanguineos (Fantin et al., 2011; Koch, 2012).
Ademds, se ha comprobado que la neuropilina 1 se encuentra expresada en las células

tumorales y vasculatura tumoral (Plein et al., 2014; Soker et al., 2002).

La presencia en su estructura proteica de dominios inmunoglobulina, un
dominio fibronectina, un dominio MAM y un anclaje a la membrana mediante un
grupo GPI, hace que las proteinas MDGAs sean las primeras proteinas humanas
caracterizadas hasta el momento que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas e incluyen en su estructura todos estos dominios proteicos (De

Juan et al., 2002). Dado que los dominios Ig y MAM estdn implicados en procesos de
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adhesién y migracién celular, el primer objetivo propuesto en este trabajo ha sido

investigar el papel de MDGA1 y MDGA2 en migracién, invasién y adhesién celular.

Para abordar dicho objetivo se utiliz6 la linea celular MDCK. Las células
MDCK han sido ampliamente utilizadas en ensayos de adhesién y migracién por
diversos grupos de investigacién (Beatriz Fernandez-Munoza et al., 2011; Moreno-
Bueno et al., 2009; Peinado et al.,, 2003). Ademds, nuestro grupo comprobé
mediante ensayos de Northern blot que estas células no expresaban de manera
endégena MDGA1L ni MDGA2, por lo tanto, esta linea celular resultaba adecuada

para realizar este estudio.

Las lineas celulares estables de MDCK que fueron generadas (pFLAG,
pFLAG-MDGA1, pFLAG-MDGA2, pFLAG-MAMGPI y pFLAG-IgGPI), se
analizaron mediante ensayos de Western blot, utilizando los anticuerpos GP854 y
anti-FLAG, y mediante inmunofluorescencia por microscopia confocal, con objeto de
comprobar la expresién de las proteinas MDGA1, MDGA2 vy las proteinas truncadas
de MDGA2: MAMGTPI e IgGPI en dichas lineas celulares. En el caso de pFLAG-
MDGA2 y pFLAG-IgGPI fue necesario realizar un enriquecimiento en células
positivas para las proteinas MDGA2 e IgGPI (MDGA2) mediante FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting), ya que la baja expresién proteica detectada no

hacia posible la realizacién de este estudio.

Ademds, comprobamos mediante microscopia confocal que la localizacién de
las proteinas MDGA1, MDGA2 y las proteinas truncadas de MDGA2 (MAMGPI e
IgGPI), tenia lugar en la membrana plasmdtica, como habia sido descrito previamente

en nuestro laboratorio (Dfaz-Lépez et al., 2005).
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La migracién celular es un proceso fisiolégico implicado en muchos
fenémenos biolégicos como el desarrollo embrionario, el cierre de heridas y la
respuesta inmune (Allena, 2013). Este proceso estd sujeto a una regulacion llevada a

cabo por diversas proteinas entre las que se encuentran las moléculas de adhesién

(Ridley, 2011; Ridley et al., 2003).

La implicacién de MDGA1 y MDGA2 en migracién neuronal fue descrita
por primera vez por Litwack (Litwack et al., 2004). En este trabajo se describen los
perfiles de expresién de MDGA1 y MDGA?2 en cerebro de rata, sugiriendo un papel
de estas proteinas en el control de la adhesién neuronal, migracién y crecimiento
axonal en el desarrollo del cerebro murino (Litwack et al., 2004). MDGAI1 se
encuentra altamente expresado en distintas poblaciones neuronales migratorias, cada
una de las cuales lleva a cabo una migracién circunferencial no radial desde su zona
germinal, lo que sugiere que MDGAL controla aspectos de su migracién (Litwack et
al., 2004). Ademds, MDGALI se expresa en las neuronas corticales que migran a la
capa superficial en los embriones tardios y en neonatos de ratén (Takeuchi, 2006;
Takeuchi et al., 2007), por lo que se encuentra implicado en la corticogénesis de

cerebro de ratén.

En un trabajo posterior se ha demostrado que durante la formacién del cértex
cerebral de ratén las neuronas con MDGA1 mutado presentan un retraso en su
migracién, y su posicién en la capa superior del cértex se encuentra alterada. Esto
sugiere que MDGAL1 estaria implicada en la correcta migracién y posicionamiento de
un grupo de neuronas de proyeccién de la capa superior del cértex cerebral, lo que a
su vez indica que la migracién radial de las neuronas de la capa superficial podria estar
regulada diferencialmente (Ishikawa et al., 2010). En este mismo trabajo se sugiere
que debido a que MDGALI parece estar expresado dnicamente en un subtipo de
neuronas de proyeccién del cértex de ratén, MDGA2 podria desempefiar un papel
similar al de MDGAL en otros subtipos de neuronas de proyeccién, ya que MDGA2

se encuentra ubicuamente expresado en el cerebro postnatal de rata (Litwack et al.,



Discusién

2004), y en las neuronas de la placa cortical de ratén (Ishikawa et al., 2010). Estos
hechos estarian en concordancia con estudios recientes que indican que las neuronas
de proyeccién cortical son generadas por dos progenitores diferentes y los
comportamientos migratorios de las neuronas provenientes de cada uno de estos

progenitores son distintos (Ishikawa et al., 2010).

Por otro lado, se ha comprobado que la disminucién de la expresién de
MDGAT1 mediante ARN de interferencia iz vivo en neuronas corticales de ratén,
produce una alteracién en la migracién radial de estas neuronas, lo que sugiere que

MDGALI desempefia un papel esencial para la migracién neuronal (Takeuchi, 2006).

Asi mismo, se ha propuesto un papel de MDGA1 y MDGA?2 en la migracién
y diferenciacién de neuronas de la periferia del cerebro y el tubo neural en embriones
de teleost fish, lo que sugiere que las proteinas MDGAs también se encuentran

implicadas en la migracién neuronal de este organismo (Sano et al., 2009).

Ademds, resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la
expresién de MDGA1 incrementaba la migracién de las células MDCK (Diaz-Lépez
et al., 2010). Este estudio se realizé6 mediante dos tipos de ensayos: ensayo de cierre de

la herida y ensayo de cdmaras transwell.

En el presente trabajo se han llevado a cabo estos mismos ensayos para
analizar en paralelo el comportamiento migratorio de las células MDCK que expresan
de manera estable MDGA1 o MDGA2. El ensayo de la herida ha revelado que la
expresion de MDGAIL produce un incremento significativo en la capacidad
migratoria de las células, que ya es visible a las 3 horas tras la realizacién de la herida.
Ademds, estas células son capaces de cerrar por completo la herida tras 9 horas de
ensayo. En el caso de MDGA2, la expresién de esta proteina también produce un
incremento en la migracién de las células MDCK, aunque éste es mds tardio. El
incremento en la capacidad migratoria de las células MDCK que expresan de manera

estable la proteina MDGA2 comienza a ser visible a las 12 horas, aunque no llega a
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ser significativo hasta las 15 horas tras la realizacién de la herida, momento en el que

se produce el cierre de la misma.

El ensayo de las cdmaras transwell confirmé los resultados anteriores y puso de
manifiesto que, si bien las dos proteinas MDGAs conferian propiedades migratorias a
las células MDCK, también en este caso la capacidad migratoria de MDGA1
superaba a la de MDGA2. En este ensayo el nimero de células que migraba desde el
compartimento superior al inferior en las cimaras zranswell, tras 24 horas de ensayo,
era unas cinco veces superior en el caso de las células MDCK que expresaban
MDGALI que en las células que expresaban MDGA2. En ambos casos los resultados

obtenidos fueron estadisticamente significativos.

5.2 Papel de MDGA1l y MDGA2 en invasion celular

200

El papel que desempefian las proteinas MDGAs en invasién celular no ha sido
descrito hasta el momento. Por este motivo el siguiente objetivo de nuestro estudio
fue analizar la capacidad invasiva de ambas proteinas. Para ello se realizé un ensayo en
el que se cuantificé el nimero de células capaces de atravesar una mezcla de proteinas
de matriz extracelular (matrigel) en su trdnsito desde el compartimento superior al

inferior en las cAmaras transwell.

Los resultados revelaron que tanto MDGA1 como MDGA2 conferian
propiedades invasivas a las células MDCK. En este caso, también MDGA1 mostré un
incremento mayor en la capacidad invasiva, de manera que las células MDCK que
expresaban de manera estable esta proteina incrementaban su capacidad invasiva entre
cinco y seis veces en relacién a las células que expresaban MDGA2. En ambos casos

los resultados obtenidos fueron estadisticamente significativos.

En cdncer la transicién epitelio-mesénquima (EMT) ha sido ampliamente
descrita como la responsable de la adquisicién de capacidades migratorias e invasivas
de las células tumorales (De Craene and Berx, 2013; Petersen et al., 2003; Thiery,

2002). Durante esta transicién se produce una pérdida de las uniones intercelulares,



Discusién

se pierde la polarizacion apical-basolateral, se induce la expresién de proteasas que

destruyen la membrana basal y las células tumorales invaden el estroma (Defamie et

al., 2014; Thompson, 2005).

Asi mismo, se ha descrito que durante esta transicién se producen cambios en
la expresién de moléculas de adhesién. La E-cadherina (marcador epitelial) disminuye
su expresién, mientras que la N-cadherina (marcador mesenquimal) aumenta su
expresién a medida que progresa la EMT (“cadberin switch”) (Peinado et al., 2004).
Estudios previos han demostrado que determinados factores de transcripcién como
Snail, Slug y E47 son represores de la expresién de E-cadherina y son inductores de la
transicién epitelio-mesénquima cuando se encuentran sobre-expresados en células
MDCK (Bolés et al., 2003; Peinado et al., 2003; Pérez-Moreno et al., 2001).
Ademds, la expresién de estos factores de transcripcién incrementa la capacidad

invasiva y metastdsica de las células cancerigenas (Bolés et al., 2003; Peinado et al.,

2003; Pérez-Moreno et al., 2001).

Dado que la expresién de las proteinas MDGA aumenta las capacidades
migratorias e invasivas de las células MDCK, seria interesante analizar la expresién de
ambas proteinas durante la EMT con objeto de comprobar si se produce un
incremento de su expresién en las células con fenotipo mesenquimal, de manera que
pudieran ser consideradas como marcadores mesenquimales. Ademds, seria

interesante analizar factores de transcripcién implicados en la EMT que podrian

regular la expresiéon de MDGA1 y MDGA2.

5.3 Papel de MDGA1, MDGA2 en adhesidn celular

Algunas proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas estdn implicadas
en la adhesion célula-célula y la adhesién célula-matriz extracelular. Un ejemplo es la
proteina NCAM, una proteina de adhesién que se encuentra expresada en la
superficie de casi todas las células neuronales del sistema nervioso central y periférico
(Niethammer, 2002). Se ha descrito que NCAM juega un importante papel en el

desarrollo temprano del cerebro, la plasticidad sindptica y la consolidacién de la
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memoria (Renn et al., 1998; Schachner, 1997) y ademds promueve el crecimiento
neuronal mediante interacciones homofilicas o heterofilicas con otras moléculas de la
superficie de células adyacentes o con proteinas de la matriz extracelular (Crossin and
Krushel, 2000; Niethammer, 2002; Wedzony et al., 2013). Ademds, NCAM
interviene en la regulacién de la adhesién célula-matriz extracelular, aunque lo hace
de un modo indirecto a través de la subunidad B1 de algunas integrinas. Se ha
comprobado que ratones deficientes en NCAM mantienen la adhesién célula-célula
pero disminuyen la adhesién célula-matriz extracelular mediada por su interaccién

con esta integrina (Cavallaro et al., 2001; Perl et al., 1999).

En relacién a la adhesién célula-matriz extracelular, estudios previos de
nuestro laboratorio revelaron que las células MDCK que expresaban la proteina
MDGAL o sus proteinas truncadas (IgGPI, MAMGPI), disminuian su adhesién a las
cinco proteinas de matriz extracelular analizadas (colidgeno I, coldgeno IV,
fibronectina, vitronectina y laminina) (Diaz-Lépez et al., 2010). Sin embargo, la
implicacién de MDGA2 en adhesién célula-matriz extracelular, no habia sido
estudiada hasta el momento. Por ello, se investigd la capacidad de adhesion de las
células que expresaban MDGA2 o sus proteinas truncadas (MAMGPI e IgGPI) a
diferentes proteinas de matriz extracelular (coldgeno I, coligeno IV, laminina I,
fibronectina y fibrinégeno). Nuestros resultados mostraron que la expresién de
MDGA2 aumentaba la adhesién de las células MDCK a coldgeno I, laminina I y
fibronectina. Sin embargo, los mayores incrementos de adhesién a todas las proteinas
de matriz extracelular analizadas se obtuvieron en el caso de las células que expresaban
la proteina truncada MAMGTPI, lo que parecia indicar que la presencia del dominio
MAM, ademids de estar implicado en la adhesién célula-célula como se ha descrito en
la literatura, parecia estar también implicado en adhesién célula-matriz extracelular.
Estos resultados indicaban que existen diferencias en relacién a la adhesién célula-

matriz extracelular segtin esté mediada por MDGA1 o por MDGA2.

Estudios previos han demostrado que la delecién de cuatro de los seis
dominios inmunoglobulina de la proteina MDGAI, incrementa la capacidad de

unién mediada por el dominio MAM hasta 30 veces, sugiriendo que la interaccién
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con otras proteinas a través del dominio MAM podria estar obstaculizada por los

dominios inmunoglobulina (Ishikawa et al., 2010).

En relacién a la adhesién célula-célula, los ensayos de adhesion realizados con
las lineas celulares estables mostraron que tanto MDGA1 como MDGA2 producian
un incremento en la capacidad de adhesién intercelular de las células MDCK, aunque
también en este caso el efecto observado fue mayor en las células que expresaban
MDGAL, llegando a incrementar casi dos veces la capacidad de adhesién célula-célula
con respecto a las células que expresaban MDGA2. Asi mismo, se observé que las dos
proteinas truncadas de MDGA2 (MAMGPI, IgGPI) incrementaban la adhesién
célula-célula, pero en ambos casos este incremento fue algo inferior al obtenido con la
proteina MDGA2. Esto parecia indicar que la presencia simultinea de los dominios

Ig y MAM podria favorecer la adhesién célula-célula mediada por MDGA2.

Por otro lado, con objeto de determinar si la adhesién mediada por las
proteinas MDGA1, MDGA2 o las proteinas truncadas de MDGA2 (MAMGPI e
IgGPI) era de tipo homofilico o heterofilico, realizamos dos tipos de experimentos
variando la monocapa de células sobre la que sembrdbamos las células marcadas con
calceina. El andlisis conjunto de los resultados indicaba que la expresién de las
proteinas MDGA1 o MDGA2 producia un incremento similar en la capacidad de
adhesién célula-célula independientemente de la monocapa de células que se utilizaba
en el ensayo. Estos resultados revelaban que la unién célula-célula mediada por las

proteina MDGA1 o MDGA2 parecia presentar cardcter heterofilico.

Estudios previos confirman el carcter heterofilico de las adhesiones mediadas
por las proteinas MDGA. Fujimura ez 2/ indican que en el desarrollo del sistema
nervioso de pollo, MDGALI interacciona heterofilicamente con las regiones ricas en
axones a través de su dominio MAM y con el musculo diferenciado a través de las
regiones inmunoglobulina del extremo N-terminal (Fujimura et al., 2006). Estas
observaciones sugieren que MDGA1L podria jugar un importante papel en la

orientacién de los nervios periféricos hacia los musculos (Fujimura et al., 2000).
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5.4 Estudio de la expresion génica de MDGA1 y MDGA2 en
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patologias tumorales humanas

Una vez analizadas las capacidades de migracién, invasién y adhesién que
adquieren las células MDCK cuando expresan las proteinas MDGAI o MDGA2,
nuestro siguiente objetivo fue analizar la expresién de estas proteinas en patologias
tumorales humanas. Con este propésito, en primer lugar se analizé la expresion de los
genes MDGAI y MDGA2 en tejidos no tumorales y tumorales humanos, y en
segundo lugar se investigd la expresiéon de las correspondientes proteinas en los

mismos tejidos.

En los dltimos afios en nuestro laboratorio se habia llevado a cabo un andlisis
de la expresién de MDGAI y MDGA2 mediante PCR cuantitativa a tiempo real, una
técnica que permite analizar con una alta sensibilidad y especificidad la expresién
génica mediante la deteccién de ARN mensajero maduro. Los resultados obtenidos
mostraron que en un elevado porcentaje de las muestras analizadas se producia una
disminucién de la expresién de ambos genes (Diaz-Lépez, 2007). Sin embargo, el
namero total de muestras disponibles para realizar este estudio no llegé a ser
suficientemente amplio en ninguna de las patologias analizadas. Por este motivo, se
decidi6 ampliar el estudio a un mayor nimero de muestras tumorales. En el presente
trabajo se ha analizado la expresién de MDGAI y MDGA2 mediante qRT-PCR en
un total de 88 pacientes con cdncer no microcitico de pulmén (CNMP), 49 pacientes
con céncer colorectal (CCR), 56 pacientes con cdncer gistrico (CG) y 25 pacientes

con cdncer de eséfago (CE).

Los resultados obtenidos han confirmado los resultados previos de nuestro
laboratorio, ya que han revelado que tanto MDGAI como MDGA2 presentan
disminuida su expresién en un alto porcentaje de las muestras analizadas en todas las

patologias tumorales estudiadas.
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En relacién a MDGAI, su expresién disminuye de manera significativa en 62
de 88 (70.5%) muestras tumorales de los pacientes con CNMP; en 29 de 49 (59.2%)
muestras tumorales de los pacientes con CCR; en 26 de 56 (46.4%) muestras
tumorales de los pacientes con CG y en 10 de 25 (40%) muestras tumorales de los
pacientes con CE. Sin embargo, el nimero de muestras tumorales que mostraron un

incremento en la expresién de MDGAI fue mucho menor en todas las patologias

analizadas (3.4% en CNMP, 2% en CCR, 10.7% en CG y 16% en CE).

En cuanto a MDGA2, su expresién disminuye de manera significativa en 64
de 88 (72.7%) muestras de CNMP; en 42 de 49 (85.7%) muestras de CCR; en 48 de
56 (85.7%) muestras de CG y en 16 de 25 (64%) muestras de CE. En este caso, los
incrementos en la expresién del gen fueron detectados en un ndmero muy inferior de

muestras tumorales en todas las patologias analizadas.

Asi mismo, se cuantificé el nimero de muestras tumorales que presentaba una
disminucién simultdnea de los dos genes. Los resultados revelaron que este hecho
ocurria en el 57.5% de las muestras de CNMP, en el 69% de las muestras de CCR,
en el 54.2% de las muestras de CG vy el 44.4% de las muestras de CE. Estos datos
mostraban que en todas las patologias analizadas un grupo de pacientes bastante
representativo presentaba una disminucién en la expresién de los dos genes objeto de

estudio.

Se ha descrito que muchas moléculas de adhesién experimentan una
disminucién de su expresién durante la iniciacién y la progresién tumoral (Cavallaro
and Christofori, 2004; Defamie et al., 2014; Panicker et al., 2003). Por lo tanto, la
pérdida de expresién de MDGAI y MDGA2, obtenida en los ensayos de qRT-PCR,
estaria en consonancia con la reduccién en los niveles de expresién de otras moléculas
de adhesién. La pérdida de determinadas moléculas de adhesién de la familia de las
cadherinas y la superfamilia de las inmunoglobulinas se ha relacionado directamente

con la progresién tumoral.
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Entre las proteinas de adhesién, la E-cadherina es el miembro mejor estudiado
de la familia de las cadherinas. Durante muchos afios se ha considerado a la E-
cadherina como un inhibidor de la invasién y metdstasis del cdncer. De hecho, su
expresién estd inversamente relacionada con la capacidad invasiva en cdncer de colon
y de mama (Frixen et al., 1991; Mbalaviele et al., 1996; Vleminckx et al., 1991).
Generalmente los cdnceres bien diferenciados muestran una elevada expresién de E-
cadherina, predominantemente en las uniones intercelulares, mientras que, a medida
que avanza la enfermedad, los carcinomas pobremente diferenciados e invasivos se
caracterizan por presentar una baja expresion de E-cadherina (Cavallaro and
Christofori, 2004; Wijnhoven et al., 2000). Asi mismo, la expresién anormal de las

cateninas se ha correlacionado con la progresién tumoral y un peor prondstico (AJ et

al., 2001; Nakopoulou et al., 2002).

Por otro lado CADM1 (también conocido como 7SLCI, IGSF4, Necl-2,
RA175, SgIGSF, SymCAMI), un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, presenta una pérdida de expresién en una amplia variedad de
tumores (como cdncer colorectal, cdncer de eséfago, cdncer de pulmén y cdncer de
péncreas), y frecuentemente se correlaciona con un estado avanzado del tumor, mal
prondstico y metéstasis (Liang et al., 2011; van der Weyden et al., 2012). Diversos
estudios en ratones han demostrado que la re-expresién de CADM1 suprime iz vivo
la tumorigenicidad del cdncer no microcitico de pulmén y de algunas lineas celulares

de carcinoma nasofaringeo (Kuramochi et al., 2001; Lung et al., 2006; Mao et al,,

2004).

Asi mismo, la expresién de NCAM, otro miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, se encuentra marcadamente disminuida en adenocarcinoma
colorrectar, cdncer pancredtico y astrocitoma, confiriendo un mal pronéstico en los
pacientes afectados de estas patologias (Cavallaro et al., 2001). Parece ser que esta

disminucién de la expresién se encuentra asociada con un cambio de la isoforma
adulta de 120 KDa a las isoformas embrionarias de 140 y 180 KDa (Panicker et al.,
2003).
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5.4.1 Andlisis de los niveles de expresion de los genes MDGA1 y
MDGAZ2 y su relacion con las variables clinico-patoldgicas de las
muestras tumorales

El andlisis estadistico de los resultados no ha mostrado una asociacién
significativa entre: la disminucién de la expresién del gen MDGAI; la disminucién de
la expresién de MDGAZ2; la disminucién conjunta de la expresién de ambos genes, y
las variables clinico-patoldgicas analizadas en ninguna de las patologias tumorales
estudiadas. Los datos obtenidos indican que Gnicamente en la patologia de CNMP
existe una asociacion estadisticamente significativa (P=0.023) entre la disminucién de
la expresién de MDGAI y el grado de diferenciacién del tumor, de manera que més
del 90% de las muestras tumorales de CNMP pobremente diferenciadas muestran

una disminucién en la expresién de MDGAL

Por otro lado, tan sélo en la patologia de CG existia una asociacién
estadisticamente significativa (P=0.020) entre la disminucién de la expresién de
MDGA2 y el tamano del tumor. En este caso todos los tumores analizados
pertenecientes a las categorias T1, T2 y T4 mostraron una expresién disminuida de

MDGA2.

Es posible que la falta de asociacién entre la expresién de los genes MDGA y
las variables clinico-patolégicas se deba a que la poblacién muestral utilizada para
realizar este estudio no ha sido muy heterogénea. Pricticamente la totalidad de los
tumores estudiados pertenecian a estadios tempranos de la enfermedad (sin metéstasis
ni infiltracién ganglionar), es decir, en todos los casos las biopsias tumorales de las
que disponiamos correspondian a pacientes que habian sido sometidos a reseccién
quirdrgica potencialmente curativa. Serfa interesante en un futuro, ampliar el estudio
a un nimero mayor de muestras que incluyera un mayor nimero de pacientes en los
diferentes estadios de la enfermedad, de manera que pudiéramos analizar la expresién
de los genes MDGA no sélo en los estadios tempranos de la enfermedad sino también
en estadios mds avanzados de la enfermedad. No obstante, dado que esto tltimo no es
factible puesto que los pacientes en estadios mds avanzados de la enfermedad no se

someten a reseccién quirtrgica, serfa interesante disponer de muestras de metéstasis
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secundarias de los tumores primarios con objeto de analizar en estas muestras la

expresién de MDGAI y MDGA2.

5.4.2 Estudios de prondstico basados en la expresion de los genes
MDGA1 y MDGA2 en las diferentes patologias tumorales analizadas

Los biomarcadores son herramientas muy valiosas para la deteccién temprana,
diagnéstico, pronéstico y seleccién del tratamiento (Ludwig and Weinstein, 2005).
Estos también pueden ser utilizados para determinar la localizacién del tumor y su

estadio, subtipo y respuesta a la terapia (Bhatt et al., 2010).

Cuando muchos cambios se manifiestan en la mayoria de los pacientes con un
tipo especifico de tumor, esto puede ser utilizado como un biomarcador para la
deteccién y desarrollo de dianas terapéuticas, ademds de la prediccién de la respuesta
a determinados tratamientos (Sidransky, 2002; Vogelstein and Kinzler, 2004;

Weissleder and Ntziachristos, 2003).

En el presente trabajo se ha investigado por primera vez el valor pronéstico de
la expresién de los genes MDGAI y MDGA2 en patologias tumorales humanas. Estos
estudios han permitido establecer, en todos los tipos de cdncer analizados, dos
subpoblaciones de pacientes con distinto pronéstico clinico. En las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier el pardmetro que se ha medido ha sido el tiempo
medio libre de enfermedad (probabilidad libre de recurrencia) transcurrido después

de la cirugia.

En relacién a la expresiéon de MDGAI, en todas las patologias analizadas ha
sido posible distinguir dos grupos de pacientes con diferente prondstico clinico, de
manera que el subgrupo de pacientes con menor expresién de MDGAI presentaba un
tiempo medio libre de enfermedad (meses) que siempre era mds prolongado que el
obtenido en el subgrupo de pacientes con una mayor expresién del gen. En CNMP
los pacientes con una menor expresién de MDGAI (RQ<0.13) presentaban mejor

prondstico clinico, con un incremento en el tiempo medio libre de enfermedad de
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6.75 meses. Estos resultados se encontraban préximos a la significacién estadistica
(P=0.122). Cuando se realiz6 el mismo estudio considerando udnicamente los
pacientes de estadio I de la enfermedad, que representan el 70% de los pacientes con
CNMP, el tiempo medio libre de enfermedad en los pacientes con menor expresién
de MDGAI se incrementé hasta 9.97 meses en relacion a los pacientes con una mayor
expresién de este gen (P=0.077). Es interesante destacar que ninguno de los 15
pacientes con CCR que presentaba una menor expresién de MDGAI (RQ<0.281)
curs6 recidiva. También en este caso los resultados obtenidos se encontraban
proximos a la significacién estadistica (P=0.067). En el caso de los tumores de CG, las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier si mostraron diferencias significativas entre
los dos subgrupos de pacientes con menor y mayor expresiéon de MDGAI. Los
pacientes con menor expresiéon de este gen (RQ<0.463) incrementaban el tiempo
medio libre de enfermedad hasta 17.6 meses en relacién a los pacientes con mayor
expresién de MDGAI. El andlisis multivariante de Cox realizado para establecer si la
expresiéon de MDGAI podia ser considerada como biomarcador de prondstico,
confirmé que la expresién disminuida de MDGAI constituye un factor prondstico

favorable, independiente del estadio tumoral.

En cuanto a MDGA2, también en este caso fue posible establecer dos
subpoblaciones de pacientes con diferente prondstico clinico en relacién a la
expresién de este gen. En CG el subgrupo de pacientes con menor expresién de
MDGA2 (RQ<0.1848) presentaba mejor prondstico, con un incremento del tiempo
medio libre de enfermedad de 10.7 meses en relacién a los pacientes con una mayor
expresién de este gen. Los resultados obtenidos se encontraban préximos a la
significacién estadistica (P=0.176). Sin embargo, en el caso de CNMP el subgrupo de
pacientes con menor expresion de MDGA2 (RQ<3.16) presentaba un peor
prondstico clinico. Estos resultados, contrarios a los obtenidos en el resto de las
patologias tumorales analizadas, podria explicarse si se tiene en cuenta que en CNMP
hay un subgrupo de 17 pacientes que presentan valores de expresiéon de MDGA2 muy
elevados (Tabla 4.11 y Figura 4.13), lo que podria explicar las diferencias encontradas

en relacién al pronéstico de los pacientes con CNMP con expresién disminuida de

MDGA2.
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La asociaciéon observada entre la disminucién de la expresién de MDGAI (en
CNMP, CCR y CG) o de MDGA2 (en CG) y un mejor prondstico clinico de los
pacientes, explicaria los resultados obtenidos en las lineas celulares MDCK que
expresan de manera estable las proteinas MDGA1 o MDGA2. Los experimentos 7
vitro muestran que la expresion de MDGAI o de MDGA2 contfiere a las células una
mayor capacidad migratoria e invasiva (lo que podria asociarse con una mayor
malignicidad del cdncer y por lo tanto a un peor prondstico clinico). La disminucién
de la expresién de MDGAI o de MDGA2 que presentan los subgrupos de pacientes
en los estudios de pronéstico, podrian indicar una menor capacidad migratoria e
invasiva de las células tumorales de estos pacientes, y por lo tanto esto explicaria el
mejor pronéstico clinico obtenido reflejado en un incremento en el tiempo medio
libre de enfermedad que presentan estos pacientes con una expresién disminuida de

MDGAI o MDGA2.

5.5 Estudio de la expresion de las proteinas MDGA1l y
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MDGA2 en tejidos tumorales humanos

Una vez analizada la expresién de los genes MDGAI y MDGA2 mediante
gRT-PCR, nuestro siguiente objetivo fue investigar la expresién de las
correspondientes proteinas en las muestras de tejido tumoral y no tumoral de los

pacientes de nuestro estudio.

Los resultados revelaron que en todas las muestras analizadas de CNMP,
CCR, CG y CE, existia una correspondencia entre la disminucién de la expresién de
los genes MDGAI y MDGA2 y la disminucién de la expresion de las
correspondientes proteinas, detectada mediante inmunohistoquimica utilizando

anticuerpos especificos para las proteinas MDGA.
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5.6 Estado de metilacidon del promotor de MDGA1y MDGA2

En las células cancerigenas la expresion génica es cominmente alterada debido
a la combinacién de lesiones genéticas y epigenéticas. Los cambios epigenéticos
incluyen la alteracién de los perfiles de metilacién del ADN genémico y la
modificacién de histonas (Clark, 2007). La iniciacién y progresién del cdncer va
acompanada de profundos cambios en la metilacién del ADN, que fueron las
primeras alteraciones epigenéticas identificadas en cdncer (Feinberg and Vogelstein,

1983; Riggs and Jones, 1983).

Los dos principales cambios que se producen en la metilacién del ADN son
una amplia hipometilacién del ADN genémico y la hipermetilacién de las islas CpG
de los promotores (Gopalakrishnan et al., 2008; Jones and Baylin, 2002; Robertson,
2005; Sharma et al., 2010a; 2010b; TEODORIDIS et al., 2004). La hipometilacién
global del ADN juega un importante papel en la tumorigénesis y se produce en
diversas secuencias genémicas como elementos repetitivos, retrotransposones,
promotores pobres en islas CpG e intrones (Rodriguez et al., 2006). Esta
hipometilacién global produce un incremento de la inestabilidad genémica
promoviendo la reorganizacién genémica (Eden et al., 2003; Jones and Baylin, 2002)
y la traslocacién y activacién de otras regiones gendmicas (Howard et al., 2008).
Ademds, la hipometilacién produce la activacién aberrante de genes y de regiones no
codificantes a través de diversos mecanismos que contribuyen al desarrollo y

progresién del cincer (Sharma et al., 2010Db).

Por otro lado, la hipermetilacién de las islas CpG de los promotores es muy
frecuente en tumores y contribuye a la tumorigénesis mediante el silenciamiento de
genes supresores de tumores (Gopalakrishnan et al., 2008; Sharma et al., 2010b).
Desde el descubrimiento inicial de la hipermetilacién de islas CpG del promotor de
retinoblastoma (Greger et al., 1989), muchos otros genes supresores de tumores como
p16, MLHI y BRCAI han sido identificados como silenciados por hipermetilacién de
sus promotores (Baylin, 2005; Jones and Baylin, 2002; 2007). Genes implicados en la

regulacién del ciclo celular, reparacién del ADN, resistencia a antibiéticos,
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desintoxicacion, diferenciacién, adhesién celular, apoptosis, metdstasis y angiogénesis,
son susceptibles de ser hipermetilados en cdncer (Costello and Plass, 2001; Costello et
al., 2000; Sharma et al., 2010b). Ademds de la inactivacién directa de los genes
supresores de tumores, la hipermetilacién del ADN puede silenciar indirectamente

otras clases de genes mediante el silenciamiento de factores de transcripcién y genes

de reparacién del ADN (Sharma et al., 2010b).

En ciertos tejidos como pédncreas y rindn la hipermetilacién es un evento
temprano y el namero de eventos de hipermetilacién aberrante aumenta
progresivamente desde el estado precanceroso a canceroso (Arai et al., 2006; Peng et
al., 2006). Ademis, la metilacién no se produce de manera aleatoria ya que hay islas
CpG que estdn metiladas en maltiples tipos tumorales, mientras otras islas CpG estdn
metiladas s6lo en ciertos tipos tumorales (Costello et al., 2000; Esteller and Herman,
2001). Esto concuerda con el modelo en el que la metilacién de islas CpG de
determinados genes podria conferir a las células cancerosas una ventaja en el
crecimiento o supervivencia y por tanto los patrones de metilacién surgirian
dependiendo de la presién selectiva en el silenciamiento de genes del tipo tumoral
examinado. Se ha sugerido que durante la carcinogénesis muchos cdnceres necesitan
desarrollar caracteres como evasién de la apoptosis, insensibilidad a sefiales para frenar
el crecimiento, potencial replicativo ilimitado, autosuficiencia en senales de
crecimiento, angiogénesis e invasiéon tisular sostenida... (Hanahan and Weinberg,
2000) que son adquiridos mediante el silenciamiento de determinados genes por

metilacién de sus promotores.

Sin embargo, la mayoria de los genes hipermetilados en cdncer no son genes
supresores de tumores y para algunos de estos genes, la metilacién del promotor
podria ser el tnico tipo de inactivacién encontrado en cdncer. Esto sugiere que la
hipermetilacién anormal es frecuentemente el resultado de la desregulacién de la
magquinaria de metilacién en células cancerosas, en vez del resultado de una ventaja
selectiva de un dnico evento de metilacién que resulta en la inactivacién de un gen

supresor de tumores critico (Clark, 2007).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron una importante
disminucién de la expresién de los genes MDGAI y MDGA2 en todas las patologias
tumorales estudiadas, que a su vez se correlacionaba con una disminucién de la
expresién de las proteinas correspondientes. Estas evidencias nos llevaron a investigar
si podria existir una correlacién entre la expresién génica disminuida de MDGAI y
MDGAZ2 y una posible hipermetilacién de las secuencias promotoras de ambos genes.
El andlisis de las correspondientes regiones promotoras revel6 que ambos promotores

poseian islas CpG muy densas, con un porcentaje de CGs de mds del 60%.

En un primer abordaje, se llevé a cabo un estudio de desmetilacién del ADN
con el agente 5-aza. Para ello se utilizaron células HeLa, que presentaban un nivel de
expresién muy bajo de MDGAI y MDGA2. Asumiendo que los bajos niveles de
expresién para los genes MDGA pudieran ser debidos a una regulacién por
hipermetilacién de sus respectivos promotores, un tratamiento con un agente
desmetilante como la 5-aza deberfa producir una disminucién de la metilacién de los
promotores, favoreciendo la expresién de dichos genes. Los resultados obtenidos
revelaron que la expresiéon de MDGAI y MDGA2 se veia incrementada conforme
aumentaba el tiempo de tratamiento con el agente desmetilante, lo que parecia
indicar que la expresién de los genes MDGAI y MDGA2 podria estar regulada por

hipermetilacién.

Nuestro siguiente objetivo fue analizar el estado de metilacién de las
secuencias promotoras de los genes MDGAI y MDGA2 en muestras tumorales
humanas. Este estudio se realizé a partir de ADN genémico extraido de muestras
tumorales y no tumorales de pacientes con CCR. El método elegido fue el andlisis por
PCR especifica de metilacién (MSP). Este andlisis era en aquel momento el mids
ampliamente utilizado para el andlisis de metilacién de ADN en un loci especifico
(Kristensen and Hansen, 2009). Se trata de un método con una alta sensibilidad,
aunque la sensibilidad analitica también estd influenciada por el disefio de
oligonucleétidos, el nimero de ciclos de la PCR y la temperatura de hibridacién
(Kristensen and Hansen, 2009). Sin embargo, los ensayos de MSP estdn asociados

generalmente a un elevado nimero de falsos positivos (Rand et al., 2002; Shaw et al.,
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20006) provocados por eventos de emparejamientos erréneos de los oligonucledtidos
con el ADN objeto de estudio, que provocan la amplificacién de secuencias de ADN
a pesar de no hibridar perfectamente con las mismas, y la presencia de moléculas de
ADN que no han sido convertidas completamente con el tratamiento por bisulfito
(Kristensen and Hansen, 2009). Esto podria explicar nuestros resultados, en los que
tnicamente hemos podido amplificar correctamente la secuencia no metilada del

promotor del gen MDGA1I y la secuencia metilada del promotor del gen MDGA2.

A la vista de nuestros resultados, actualmente se estd disenando el abordaje del
estudio de hipermetilacién de las secuencias promotoras de los genes MDGAI y
MDGA2 mediante pirosecuenciacién. Este método es frecuentemente utilizado para
identificar falsos positivos en los ensayos MSP (Shaw et al., 2006), y se basa en la
detecciéon de pirofosfato. Ademds, este método aporta una informacién cuantitativa
de la metilacién en una isla CpG (Colella et al., 2003; Tost et al., 2003; Uhlmann et
al., 2002). La pirosecuenciacion se basa en la luz emitida durante la sintesis de la
hebra complementaria por accién de una ADN polimerasa que carece de actividad
exonucleasa. Cuando los nucleétidos son incorporados se libera el pirofosfato y es
convertido a ATP por accién de la enzima ATP-sulfurilasa. Las moléculas de ATP
proporcionan energfa a la enzima luciferasa para oxidar la luciferina en una reaccién

que genera luz (Kristensen and Hansen, 2009).

Ademds, dado que el diseno de los cebadores para el anilisis del estado de
metilacién de los promotores mediante MSP ha constituido un punto critico en
nuestro estudio debido al elevado porcentaje en CGs presentes en estas regiones
promotoras, en el momento actual se estd realizando un andlisis profundo de las
regiones promotoras de MDGAI y MDGAZ2 con objeto de disefiar nuevos cebadores

que hagan posible este andlisis de metilacién.
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La expresiéon de las proteinas MDGA1 o MDGA2 incrementa la capacidad
migratoria de las células MDCK, siendo este incremento mayor en las células que

expresan MDGAL.

La expresién de las proteinas MDGA1 o MDGA2 incrementa la capacidad invasiva
de las células MDCK, siendo ésta mayor en el caso de las células que expresan

MDGAL.

La expresién de MDGA2 incrementa la capacidad de adhesién de las células MDCK
a proteinas de la matriz extracelular, especialmente a fibronectina, laminina I y
coldgeno I. Esta propiedad parece ser debida principalmente al dominio MAM de la

proteina.

La expresiéon de las proteinas MDGAl o MDGA2 incrementa la capacidad de
adhesion célula-célula de las células MDCK, que ademds parece ser de tipo
heterofilica. Este efecto es mucho mds notable en las células que expresan MDGAI.

Los dominios MAM e inmunoglobulina parecen ser responsables de esta propiedad.

La expresién de los genes MDGAI y MDGA2 se encuentra significativamente
disminuida en un elevado nimero de pacientes con cdncer no microcitico de
pulmén, cdncer colorrectal, cdncer géstrico 6 cincer de eséfago. Sin embargo, no se
encuentra una asociacién entre la disminucién de la expresién de los genes MDGAI o

MDGAZ2 y las variables clinico-patolégicas estudiadas.
Una menos expresién de los genes MDGAI o MDGA?2 parece proporcionar un mejor

prondstico clinico en todas las patologias tumorales analizadas, incrementando los

intervalos medios libres de enfermedad y reduciendo las recidivas.
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una disminucién de la expresién de las proteinas correspondientes en todas las

patologias tumorales analizadas.

Esta disminucién de la expresién de las proteinas MDGA en cdncer podria deberse a
una regulacién de su expresién por hipermetilacién de sus promotores, ya que el
tratamiento con 5-AZA-2’-deoxicitidina incrementa significativamente la expresién

de las proteinas MDGA en células HeLa.

CONCLUSION FINAL

La expresién in vitro de las proteinas MDGA incrementa la capacidad
migratoria e invasiva de las células MDCK. Esto podria corresponderse in vivo con
una mayor agresividad del cdncer. Por tanto, una menor expresién de MDGAI o
MDGA?2 implicaria una menor capacidad migratoria e invasiva de las células
tumorales, que explicaria los mejores prondsticos clinicos observados en aquellos
pacientes cuya expresion de MDGAI o MDGA2 se encuentra disminuida. Esta
disminucién de la expresién en tumores podria ser debida a una regulacién de estos

genes por hipermetilacién de sus promotores.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Identification and characterization of the MDGAI gene (MAM Domain containing a
Glycosylphosphatidylinositol Anchor 1), originally termed GPIM, was previously performed
in our laboratory (Diaz-Lépez et al., 2005). Human MDGA1 (hMDGALI) is a 955-aa
glycoprotein (137KDa) attached to the cell membrane by a GPI anchor. Its structure consists
of a signal peptide at the N-terminal, followed by six immunoglobulin-like (Ig) domains, one
single fibronectin type III (FnIll) domain, a MAM (Meprin, A5 protein, receptor protein-
tyrosine phosphatase 1) domain and a cleavage site for GPI located in the C-terminal (De

Juan et al., 2002).

MDGALI has a homologous protein called MDGA2 (MAM Domain containing a
Glycosylphosphatidylinositol Anchor 2), a 956-aa glycoprotein (135KDa) with the same
structure as MDGAL1 and attached to the cell membrane by a GPI anchor (Litwack et al.,
2004). Previous laboratory data have shown that both proteins, MDGA1 and MDGA2, are
localized in lipid rafts (Diaz-Lépez et al., 2005; Diaz-Lépez, 2007), both are susceptible to be
cleaved by phosphatidylinositol specific phospholipase C (PI-PLC) (Diaz-Lépez et al., 2005;
Litwack et al., 2004) and, similar to other proteins sorted via the secretory pathway,
hMDGA1 and hMDGA2 undergoes post-translational modification consisting of N-
glycosylation (Dfaz-Lépez et al., 2005; Diaz-Lépez, 2007).

MDGA proteins have been postulated as a member of the immunoglobulin
superfamily (IgSF), the largest class of Cell Adhesion Molecules (CAMs), containing both a
MAM domain and a GPI anchored {DiazLopez:2005jd, Litwack:2004kz, DeJuan:2002dp,
Fujimura:2006io, Takeuchi:2007ku, Takeuchi:2006¢c}. These structural features make them
a unique proteins as they are the first GPI-linked IgSF molecules containing a MAM domain

described to our knowledge {DiazLopez:2010ib}.
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On the other hand, MDGA1 and MDGA2 are expressed in multiple human tissues
such as brain, heart, skeleton muscle and placenta (De Juan et al., 2002). However, The
expression levels of MDGA2 are lower than MDGAL in adult brain (Diaz-Lépez, 2007). In
rat, MDGA1 and MDGA2 are exclusively expressed in the peripheral and central nervous
system and have different localization; MDGAL is expressed at high levels in developing
interneurons while MDGA?2 is predominantly expressed in spinal motoneurons and some
subpopulations of spinal interneurons (Litwack et al., 2004). In contrast to the rat
counterpart, expression of chicken MDGALI in commissural interneurons is rather low and
can be observed just at later stages, raising the question of whether some functions of the
mammalian MDGAL can be covered by the MDGA2 homolog in chicken (Fujimura et al.,
2006). Moreover, recent studies have demonstrated the implication of MDGA1 and
MDGA?2 in different diseases such as autism (Pettem et al., 2013), bipolar disorders,
schizophrenia (Li et al., 2010), systemic lupus erythematosus {Hellquist:2009fy}, and sexual
dysfunction (Kurose et al., 2012).

Previous laboratory data have shown that MDGAI expressed in MDCK cells
increases migration and cell-cell adhesion and decreases adhesion to extracellular matrix
proteins {DiazLopez:2010ib}. Moreover, preliminary data showed that MDGA proteins seem
to be downregulated in cancer {DiazLopez:2007wy}.

Taking into account all the data mentioned above, our aims in the present work are:

- Investigate MDGA2 implication in migration and cell adhesion.

- Study MDGALI and MDGA2 implication in cellular invasion.

- Analyse the MDGAI and MDGA2 expression in different human tumoral
pathologies by Quantitative Real-Time PCR and immunohistochemistry.

- Investigate the methylation status of MDGAI and MDGA2 gene promoters.
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MATERIAL AND METHODS

pFLAG fusion proteins were generated previously in our laboratory. pFLAG
expression vector without coding regions served as an empty vector control (EV). Then
MDCK cells were transfected using Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
(Invitrogen™ Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions, and selected
by adding 750 ug/ml of geneticine (G418) over 3 weeks. All resistant clones were collected in
order to obtain a polyclonal stable cell lines (MDGAIL, MDGA2, IgGPI or MAMGPI
MDCK cells). In all cases, in-frame fusion proteins generated were confirmed by sequencing,

and their expression was verified by western blotting and immunofluorescence.

Cell migration capacity was analysed in MDGA1 and MDGA2 stable cell lines by
wound healing assay (using a time-lapse microscopy at time intervals of 10 minutes for up to
15 hours) as well as by transwell chambers (Becton Dickinson; cells that had migrated to the
lower chamber were fixed with methanol, stained with crystal violet (0.2% in 2% ethanol)
and counted in an optical microscope). Moreover, invasion assays were performed in
MDGAI and MDGA2 stable cell lines by using BioCoatTM MatrigelTM Invasion
Chambers (Becton Dickinson). Cells were then treated as in migration assays and counted in
an optical microscope. Proliferation assays were developed in order to confirm that the

differences observed in migration and invasion assays were due to the expression of MDGA1

or MDGA?2 proteins.

Cell adhesion to extracellular matrix proteins was studied by using Cytoselec cell
adhesion kit (CytoSelect™, Cell Biolabs) that contains 48-well plates coated with
fibronectin, laminin-I, collagen-I, collagen-IV or fibrinogen. Cell adhesion was quantified by
measuring the absorbance at a wavelength of 560 nm in a PowerWave XS microplate reader
(BioTek). On the other hand, cell to cell adhesion assays were performed by using VIbrant®
Cell Adhesion Assay (Molecular Probes) following the manufacturer’s instructions. Relative
fluorescence intensity of the adherent calcein-labeled cells was measured in a fluorescence
microplate reader (FL600 BioTek), using a standard fluorescein filter with an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530 nm. Results were expressed as a

percentage of adhesion relative to control cells.
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In relation to the analysis of the MDGAI and MDGA2 expression in cancer, 88
primary non-small cell-lung cancers (NSCLC), 49 primary colorectal cancers (CRC), 56
primary gastric cancers (GC) and 25 primary esophageal cancers (EC), and their
corresponding non tumoral control tissue samples were obtained from patients who
underwent surgery at San Carlos Hospital of Madrid, Spain. All the patients included in the
study were collected without any selection of age, gender or tumour stage and any of them
received a previous treatment of chemotherapy or radiotherapy before diagnosis. The median

follow-up period for patients was 5 years.

Expression levels of MDGAI and MDGAZ2 were analysed by Quantitative real-time
PCR using Tagman® probes (FAM™dye-labelled Tagman® MGB probes; Applied
Biosystem, USA), following the manufacturer’s instructions. The comparative threshold cycle
(Ct) method was used to calculate the relative expression of those genes. The quantification
of the target genes’ expression was calculated by normalizing its Ct values with the expression
of an endogenous gene GAPDH, which was used as an inner control. Moreover, the
expression of the target genes was normalized with respect to its expression in a pool of no
tumoral samples, which was used as a calibrator. Finally, the amount of target genes was

expressed as 2 (Relative Quantification, RQ). ACt = Ct (urgec gene) - Ct (Garpm; AACt = ACt

(for any sample) ~ ACt (for the calibrator)-

Immunohistochemistry was used to investigate the expression of MDGAI and
MDGA2 in tumoral samples compared with no tumoral samples. Immunohistochemistry
staining was performed at Citopath Anatomopathology laboratories using an Autostainerlink
48 (Dako). GP854 (Eurogentec) and anti-MDGA2 (R&D Systems) specific antibodies
against MDGA1 and MDGA?2 respectively were used.

The methylation status of the MDGAI and MDGA2 gene promoters was analysed
firstly by qRT-PCR in Hela cells treated over 4 days with 5-AZA-2’-deoxicitdine.

Afterwards, the methylation status of both promoters were analysed by Methylation-Specific

Polymerase Chain Reaction (MSP) in CRC.
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Statistical analysis was performed using IBM SPSS (Statistical Package for social
science) Statistics 19 software. A p-value of < 0.05 was considered a statistically significant

difference.

RESULTS

The migration capacity of cells was analysed firstly by wound healing assay. The
distance advanced by cells to close the wound was measured at 3, 6, 9 and 15 hours after
scratching (time 0). Cells which stably express MDGAIL show a migration increase of 40%
(p=0.020) with respect to the control cells at 3 hours, 56% (p=0.004) at 6 hours and 88% at
9 hours (p<0.001) respectively after scratching. These cells are capable of closing the wound
in 9 hours. On the other hand, cells expressing MDGA2 show a significantly higher
migration capacity in comparison to control cells from 15 hours after scratching, showing an
increase of 19% (p=0.003). Transwell chamber migration results showed statistically
significant differences in migration capacity between cells stably expressing MDGA1

(107+13) or MDGA2 (20+2), compared to control cells (5£1), after 24 hours of migration

(p<0.001 in both cases; mean = typical error).

Invasion capacity of cells expressing MDGAL1 (17.7+2) or MDGA2 (3.1+0.6) was
significantly higher than control cells (0.4+0.1) in both cases (p<0.001 mean =+ typical error).

Statistical analysis indicated that there is no significant difference in the proliferation of cells

expressing MDGA1 or MDGA2 compared to control cells (p>0.1).

Concerning cell adhesion to extracellular matrix, cells expressing MDGA2 showed an
increase of 22.7% in adhesion to fibronectin and an increase of 16.6% and 18.75% in
adhesion to laminin I and collagen I respectively. Conversely, IgGPI showed similar adhesion
values than control cells to extracellular matrix proteins. Surprisingly, cells expressing
MAMGTPT increases the adhesion to cell matrix proteins more than the full-length protein:
57.7% to fibrinogen and 84.6% to laminin I. However, the statistical analysis of the results

doesn’t reveal significant differences with respect to control cells.
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The effect of MDGA1, MDGA2, MAMGPI and IgGPI on cell-cell adhesion was
also investigated. Cell adhesion capacity was significantly increased in cells expressing
MDGAL (4.35 fold, p=0.004) or MDGA2 (2.5 fold, p=0.015) as compared to control cells
when MDGALI or MDGA2 respectively monolayer was used. Similar results were obtained
when using a control cells monolayer. When MAMGPI or IgGPI expressing cells were used
in adhesion assays, we also observed an adhesion increase compared to control cells with the

two-monolayer substrates assayed.

Expression of MDGAI and MDGA2 genes was analysed by qRT-PCR in several
human tumoral pathologies. A total of 88 NSCLC, 49 CRC, 56 GC and 25 EC patients
were analysed. The results reveal that MDGAI was downregulated in 72% of NSCLC, 63%
of CRC, 46% of GC and 40% of EC patients, while MDGA2 was downregulated in 74% of
NSCLC, 86% CRC, 86% GC and 64% of EC patients. In addition, if we consider both
genes together, we could observe that in a high percentage of patients both genes appeared
downregulated simultaneously: 52% of NSCLC, 59% of CRC, 46% of GC and 32% of EC
patients. However, no statistical differences were observed among the MDGAI and/or
MDGA2 expression and the clinical-pathological characteristics of the tumours included in
the study. On the other hand, it seems that MDGAI and MDGA2 expression levels could
have a prognostic value. In this way, a markedly downregulation of these genes increases the

disease-free interval.

In order to confirm that this transcriptional downregulation could be reflected in a
downregulation of the protein, an immunohistochemistry study was performed. In this case,
we compared the expression of each gene in tumoral and no tumoral-paired samples of each
patient. The results showed a down-regulation of both genes in all the pathologies studied,

confirming the results obtained by qRT-PCR.

Then, the methylation status of the MDGAI and MDGA2 gene promoter was
analysed in HeLa cells by using a demethylation agent (5’-AZA-2’-deoxicitidine). HeLa cells
were treated over 4 days with 5-AZA-2’-deoxicitidine and expression of MDGAI and
MDGA2 was analysed by qRT-PCR each 24 hours. The results showed that MDGAs

expression were rising over the treatment of HelLa cells with the demethylation agent. This
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means that probably MDGAI and MDGA2 were regulated by methylation. Next, we
investigated the methylation status of the promoters of MDGAI and MDGA2 in human
CRC tumours by MSP. However no clear results were obtained. Due to the design of the
primers is a clue step in the analysis of the methylation status of the gene promoter, at the

moment we are designing new primers in order to be possible this study.

CONCLUSIONS

In vitro expression of MDGA proteins increase the migration and invasion capacity of
MDCK cells. This fact could correspond iz vivo with a higher aggressiveness of the cancer
disease. Thus, a downregulation of MDGA1 or MDGA2 expression could involve a decrease
in the migratory and invasive capacity of tumoral cells. Altogether, could explain the better
prognostic values observed in those patients who present lower expression levels of MDGA1
or MDGA2. This downregulation of MDGA1 or MDGA2 could be regulated by

methylation of their gene promoter regions.
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