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RESUMEN

La pérdida de expresion de la proteina de adhesion intercelular cadherina-E es un evento esencial
en el proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM) que permite la migracion celular durante el
desarrollo embrionario y la invasion de las células tumorales de origen epitelial (carcinomas). La represion
transcripcional es uno de los principales mecanismos de regulacion de la expresion de cadherina-E, tanto
en el desarrollo embrionario como durante la progresion tumoral. En los Gltimos afios se han caracterizado
diferentes represores transcripcionales del gen de cadherina-E, que a su vez inducen TEM, entre los
que se encuentran los factores de dedos de zinc de la familia Snail (Snaill y Snail2) y ZEB (ZEB-1
y ZEB-2), asi como los factores de la familia bHLH (E47, E2-2 y Twist). Estudios previos de nuestro
laboratorio de analisis de perfiles de expresion génica demostraron que los factores Snaill, Snail2 y E47
inducen programas genéticos comunes y especificos, apoyando un papel no redundante de los distintos
factores, en particular de Snaill y Snail2, en la invasion y progresion tumoral. En estudios previos se
habia caracterizado el mecanismo de represion de Snaill y puesto de manifiesto diferencias significativas
en la afinidad de los factores Snaill y Snail2 por las cajas-E del promotor de cadherina-E. Sin embargo,
se desconocen los mecanismos especificos de represion mediados por Snail2.

Esta tesis ha analizado los mecanismos transcripcionales utilizados por Snail2 para la represion
transcripcional de cadherina-E asi como su papel en el proceso de carcinogénesis quimica. Los estudios
bioquimicos mostraron que Snail2 precisa de los dominios SNAG (dominio comun a Snail y Gfi-1) y
SLUG para el reclutamiento de distintos co-represores, como mSin3A, NCoR y CtBP1.Estos co-represores
interactiian entre si durante la represion transcripcional de cadherina-E. Ademas, se han identificado
diferentes residuos fosforilables de Snail2 in vivo capaces de regular su actividad represora. Finalmente,
el analisis funcional de los dedos de zinc desveld que si bien el segundo dedo de zinc de Snail2 es esencial
para la represion de cadherina-E, el quinto dedo de zinc tiene una funcion dependiente del contexto
del promotor, modificando la capacidad de represion de Snail2 seglin la estructura del mismo. Estos
resultados sefialan diferencias entre los mecanismos de represion transcripcional de Snaill y Snail2,
apoyando las diferencias funcionales entre ambos factores.

Los estudios de proliferacion realizados en la piel de ratones control y Snail2 -/- mostraron que Snail2
es esencial para la proliferacion de los queratinocitos in vitro y el programa de diferenciacion in vivo. Sin
embargo, la ausencia de Snail2 aumenta significativamente el nimero de lesiones y la progresion maligna
de tumores inducidos por carcinogénesis quimica, mediante el protocolo de DMBA/TPA. El analisis
detallado de las lesiones revel6 que la ausencia de Snail2 favorece la proliferacion e inhibe parcialmente
la diferenciacion terminal en las lesiones, contribuyendo asi a la progresion tumoral. El tratamiento de
ratones carentes de Snail2 con antiinflamatorios reduce la progresién maligna de las lesiones inducidas
por DMBA/TPA pero no la aparicion y el crecimiento de lesiones benignas. Estos resultados sugieren una
alteracion importante de la respuesta inflamatoria en ausencia de Snail2, que a su vez puede contribuir en

la mayor progresion maligna.
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ABSTRACT

Loss of expression of the intercellular adhesion protein E-cadherin is a key event in the process of
epithelial-mesenchymal transition (EMT), which allows cell migration during embryonic development
and invasion of tumor cells of epithelial origin (carcinomas). One of the main mechanisms of negative
regulation of E-cadherin expression during both embryonic development and tumor progression is
transcriptional repression. Recently, different transcriptional repressors of E-cadherin gene, which in
turn induce TEM, have been identified including the zinc finger family of Snail (Snaill and Snail2) and
ZEB (ZEB - 1 and ZEB-2) factors and the bHLH family (E47, E2-2 and Twist). Previous gene expression
profiles studies from our laboratory, identified common and specific genetic programs induced by Snaill,
Snail2 and E47, supporting a non redundant role for these factors, particularly for Snaill and Snail2, during
invasion and tumor progression. Previous studies about Snaill repression mechanism revealed significant
differences in the affinity of Snaill and Snail2 for the E-boxes of E-cadherin promoter. However, the
specific repression mechanisms mediated by Snail2 are unknown.

In this thesis the mechanisms used by Snail2 for transcriptional repression of E-cadherin and its
role in the process of chemical carcinogenesis in mice heve been analized.

Biochemical approaches have shown that the SNAG (Snail and Gfi-1) and SLUG domains of Snail2
are required for the recruitment of different co-repressors, such as mSin3A, NCoR and CtBP1. These co-
repressors functionally interact during transcriptional repression of E-cadherin gene. In addition,several
in vivo phosphorylated residues able to modulate Snail2 funtional activity have been identified. Finally,
functional analysis of the zinc fingers of Snail2 revealed that while the second zinc finger is essential for
the repression activity of Snail2, the fifth zinc finger is required depending on the promoter context and
structure. These results highlight the differences between the mechanisms of transcriptional repression of
Snail and Snail2, supporting the non redundant function of both factors.

On the other hand, proliferation and wound healing studies in the skin of control or Snail2 -/- mice
showed that Snail?2 is essential for in vivo proliferation of keratinocytes and for their differentiation program
end. However, the absence of Snail2 significantly increases malignant progression of tumors induced
by DMBA/TPA protocol of skin chemical carcinogenesis. In-depth analysis of the lesions revealed that
the absence of Snail2 favors proliferation and partial inhibition of their terminal differentiation, thereby
contributing to tumor progression. Anti-inflammatory treatment of Snail2 -/- mice reduces malignant
progression of the lesions induced by DMBA/TPA but not the emergence and growth of benign lesions.
These results suggest significant alterations of the inflammatory response in the absence of Snail2, which

in turn may be causing the acute malignant progression.
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bHLH: motivo basico Hélice-lazo-Hélice.

BMPs: proteinas morfogenéticas de hueso.

BMDC: células derivadas de la médula osea.

BrdU: 5-bromo-2-deoxiuridina.

BSA: Albumina de suero bovino

CD: dominio tipo cadherina

CBS: secuencias de union a cateninas.

CDHI1: gen que codifica para cadherina-E humana.
cdhl: gen que codifica para cadherina-E de raton.
CdkS5: quinasa dependiente de ciclina, 5

CID: motivo de interaccion de CtBP.

ChIP: ensayos de inmunoprecipitaciéon de cromatina.
CK2: caseina quinasa 2

CM: célula madre

CMV: citomegalovirus.

CtBP: proteina de uniodn al extremo carboxilo-terminal.
CK: citoqueratina.

DB: secuencia de destruccion de Snaill

DMA: dimetilapimidato

DMBA: 7, 12-dimetilbenzantraceno.

DMEM: “Dulbeco’s modified esential medium” (medio esencial modificado de Dulbeco)
DMSO: dimetilsilfoxido

ECL: quimioluminiscencia aumentada

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EIF: epidermis interfolicular.

EMEM: “Eagle’s minimum essential medium” (medio minimo esencial de Eagle)
ESE: potenciador especifico de tejido.

FGF: factor de crecimiento fibroblastico.

FoxC2: factor de transcripcion Forkhead box C2.
FP: foliculo piloso.

Gfi-1: factor de independencia del crecimiento 1.
GS: glandula sebacea.

GSK3-B: Glucogeno sintetasa quinasa 3-8

GST: Glutation S-transferasa.

HA: hemaglutinina

HAV: motivo aminoacidico His-Ala-Val.

HDAC: histona deacetilasa.

HRP: peroxidasa de rabano.

IL: interleuquina.

IPH: tampdn de inmunoprecipitacion.

LacZ: gen que codifica para el enzima [3-galactosidasa.
L-CAM: molécula de adhesion celular de higado.

LOXIL2: proteina similar a lisil oxidasa tipo 2
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LRC: “long-retaining cells” (células que retienen durante largos periodos el BrdU).
MCA: 3-metilcolantreno.

MPCD: dominio proximal de membrana.

MPED: dominio extracelular proximo a la membrana.

NCoR: co-represor de receptores nucleares.

NES: secuencia de exportacion nuclear.

NLS: secuencia de importacion nuclear.

OCT: temperatura optima de corte

p120<*: catenina p120.

PAK: quinasa activada por p21

PBS: tampon salino fosfato

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PKC: proteina quinasa C.

PKA: proteina quinasa dependiente de c-AMP.

PMSF: fenil-metil-sulfonil fluoruro

PpA: proteina con caja-F componente de la ligasa E3.

SCC: carcinoma de células escamosas

SCF: factor de células madre.

SDS: dodecil sulfato sodico.

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
Smad: factor de transcripcion homologo a las proteina MAD de Drosophila melanogaster y SMA de
Caenorhabditis elegans.

SNAG: dominio comun a Snail y Gfi-1.

SLUG: dominio especifico de la subfamilia Snail2

SPR: region rica en serinas y prolinas.

SPARC: gen que codifica para osteonectina.

SpCC: carcinoma de células fusiformes.

SRD: dominio rico en serinas.

TA: célula progenitora transitoria.

TEM: transicion epitelio mesénquima.

TGFp: factor de crecimiento transformante 3.

TMA: “tissue microarrays” (micromatriz tisular).

TME: transicion mesénquima epitelio.

TNFo: factor de necrosis tumoral o.

TPA: ester de forbol, 12-O-tetra-decanoilforbol-13-acetato.
UVR: radiacion ultravioleta.

Whnt: proteina de sefializacion homologo a las proteinas Wingless e Int de Drosophila.
X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido.
YB-1: factor de transcripcion de union a cajas-Y

ZEB: factores de transcripcion de dedos de zinc y union a cajas-E.
ZF: dedo de zinc.
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INTRODUCCION
L EL PROCESO TUMORALY LA PROGRESIONTUMORAL

Segtn la Organizacion mundial de la salud, el cancer es la segunda causa de muerte después de
las enfermedades cardiovasculares y el nimero de casos sigue aumentando en todo el mundo. En los
ultimos afios se han hecho grandes esfuerzos para comprender los procesos de formacion de tumores y
metastasis. El termino cancer abarca un gran niimero de enfermedades caracterizadas por la existencia
de una proliferacion anormal de células que adquieren la capacidad de invadir 6rganos y tejidos y
diseminarse a distancia. Se considera que la transformacion maligna de las células normales tiene lugar
mediante la adquisicion progresiva de una serie de alteraciones moleculares que les confieren una ventaja
para el desarrollo de la enfermedad y son comunes a todos los tipos de canceres: 1) autosuficiencia en el
crecimiento, 2) resistencia a estimulos antiproliferativos, 3) evasion de la apoptosis, 4) capacidad replicativa
ilimitada, 5) capacidad angiogénica sostenida, y 6) capacidad de invasién y metastasis (Hanahan and
Weinberg, 2000). El 90% de los canceres humanos derivan de células epiteliales, que originan tumores

denominados carcinomas. La adquisicion de capacidad metastésica por las células de los carcinomas se

q, 3 :
{2;%} e 5. Colonizacién
4

3. Diseminacion @

Q)

@ Celulas epiteliales ?flulag tun’l,orales L Fibroblastos
invasivas

@ Celulas tumorales @IS Celulas endoteliales CE) Celulas inmunitarias

Figura 1. Modelo de progresion tumoral.

Modelo esquematico de las diferentes etapas de la progresion tumoral y la metastasis, donde se sefialan los
sitios donde ocurre la TEM. Obsérvese como en la primera etapa las células del tumor experimentan TEM,
asociada a la pérdida de contactos intercelulares, que les permiten adoptar un fenotipo mas motil y adquirir
la capacidad de degradar la membrana basal para comenzar el proceso de invasion. Durante la colonizacion,
las células tumorales ocasionalmente pueden producir fenomenos de TME.

puede subdividir en varias etapas (Figura 1). En la primera, la invasion, las células tumorales sufren
profundas alteraciones en los procesos de adhesion celular, incluyendo la pérdida o debilitamiento de
las adhesiones célula-célula, adquieren capacidad motil y abandonan el sitio donde se origind el tumor
primario para invadir tejidos adyacentes (Condeelis and Segall, 2003; Hanahan and Weinberg, 2000).

En la segunda etapa, denominada intravasacion, las células atraviesan la barrera endotelial entrando en
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el torrente circulatorio. Las células capaces de sobrevivir viajan a través del torrente circulatorio para
abandonarlo en lugares alejados del foco original en el proceso conocido como extravasacion. La Gltima
etapa, la colonizacion, tiene lugar cuando las células tumorales son capaces de crecer y formar un nuevo
tumor secundario en el tejido de destino (Chambers et al., 2002; Fidler, 2003).

Actualmente, se considera que uno de los procesos claves para la generacion de la metastasis es la

Transicion Epitelio-Mesénquima.

2. LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

Un epitelio esta formado por una o varias capas de células unidas entre siy a la lamina basal a través
de distintas moléculas de adhesion. En los epitelios simples estas adhesiones permiten una polarizacion
apico-basal (Figura 2a), permitiendo al epitelio actuar de barrera homeostatica. Por el contrario, las
células mesenquimaticas no forman capas organizadas, no se asocian estrechamente a la lamina basal y

su polaridad es la de una célula migratoria (Figura 2b).

a
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¥ Uniones estrechas
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—
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® Actina Cortical

sz Filamentos de Actina
—_— . .
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Matriz extracelular
Intesticial

Figura 2. Representacion esquematica de la TEM

Representacion esquematica de los principales eventos asociados a la TEM. En la parte a) se representan
las células de un epitelio simple, mientras que en la parte b) se representan células fusiformes similares a
las células mesenquimaticas.

La tranSR48R-epitelio-mesénquima (TEM) consiste en la conversion de una célula epitelial en
una célula con caracteristicas mesenquimaticas. Durante la TEM las células epiteliales sufren la
pérdida funcional de proteinas de adhesion célula-célula (como cadherina-E, componentes de uniones
desmosomales y uniones estrechas) y otros marcadores epiteliales, pasando a expresar marcadores
mesenquimaticos (como vimentina y fibronectina, entre otros). Como consecuencia, la célula sufre un

reordenamiento del citoesqueleto celular que favorecera su capacidad motil (Figura 2). En los ultimos
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afios se ha avanzado mucho en la caracterizacion de los procesos moleculares que tienen lugar durante
la TEM, identificandose algunas de las moléculas criticas para este proceso. Asi, la cadherina-E es una
de las moléculas esenciales en el proceso de TEM. La pérdida funcional de cadherina-E es uno de los
primeros procesos que tienen lugar durante la TEM y conlleva la pérdida de otras proteinas de adhesion
celular y cambios en el citoesqueleto de la célula (Peinado et al., 2004a).

La TEM tiene un papel esencial durante la embriogénesis, participando en la gastrulacion y la
migracion de las células de la cresta neural (Acloque et al., 2009; Gilbert, 2003; Thiery et al., 2009). En
el adulto, el proceso de TEM ocurre durante la regeneracion epitelial como en el proceso de reparacion
de heridas y en situaciones patologicas como la fibrosis y el cancer (Thiery et al., 2009). Estudios sobre
desarrollo embrionario han ayudado a comprender el proceso de TEM y han servido de base para estudiar
su participacion en la progresion tumoral y la metastasis (Shook and Keller, 2003; Thiery, 2002; Thiery
et al., 2009).

Es importante indicar que la TEM es un proceso reversible. Al proceso inverso se le denomina
transicion mesénquima-epitelio (TME) y sucede durante la organogénesis y la implantacion de nuevos
focos tumorales. Este proceso supone, entre otros eventos, la re-expresion de cadherina-E y otras proteinas
epiteliales y la pérdida de marcadores mesenquimaticos (Peinado et al., 2007; Polyak and Weinberg,
2009; Shook and Keller, 2003; Thiery, 2002; Thiery et al., 2009).

3. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR

Lasadhesiones celulares son esenciales para el mantenimiento de la estructuray funcion de los tejidos,
y estan constituidas por complejos multiproteicos que permiten la union entre dos células adyacentes y
entre la célula y la matriz extracelular. Estos complejos se componen principalmente de receptores de

adhesion celular, proteinas de la matriz extracelular y proteinas intracelulares yuxtamembrana.

3.1. La superfamilia de las cadherinas

Las cadherinas representan los principales receptores de adhesion célula-célula, y son receptores
dependientes de calcio (Gumbiner and Yamada, 1995; Takeichi, 1988; Takeichi, 1990). La mayoria
de las cadherinas son proteinas transmembrana, con varios dominios tipo cadherina (DC) en la region
extracelular, un dominio transmembrana, y un dominio citoplasmatico corto por el que se asocian a
proteinas citoplasmaticas (Takeichi, 1990; Yap et al., 1997) que actian de nexo con las diferentes redes
del citoesqueleto celular (Figura 3). Dependiendo de a qué proteinas se asocien las cadherinas, se generan
uniones de adhesion muy diferentes, como las uniones adherentes y los desmosomas (Takeichi, 1990;
Yap et al., 1998).

Se han identificado mas de 80 miembros de la superfamilia de las cadherinas en vertebrados e
invertebrados que se han dividido en cinco subfamilias en funcion de su estructura y/o organizacion
funcional (Nollet et al., 2000; Peinado et al., 2004a). Estas subfamilias comprenden: 1) las cadherinas
tipo-1 6 clasicas (Kemler, 1992; Tanihara et al., 1994), 2) las cadherinas tipo-II o atipicas (Munro and
Blaschuk, 1986; Tanihara et al., 1994), 3) las cadherinas desmosomales (Buxton et al., 1993; Koch and
Franke, 1994), 4) las protocadherinas, implicadas en el desarrollo neural (Frank and Kemler, 2002; Sano
etal., 1993), y 5) otras proteinas relacionadas con las cadherinas, como las cadherinas Flamingo (Nollet
et al., 2000; Usui et al., 1999) y tipo Fat (Cox et al., 2000; Mahoney et al., 1991) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de las proteinas de la Superfamilia de las
cadherinas.

Se indican las distintas subfamilias de cadherinas y el esquema de su organizacion estructural, las proteinas
yustamembranares con las que interaccionan y el tipo de citoesqueleto al que se asocian los complejos de
adhesion. (Modificado de Peinado et al 2004, Nelson et al 2006, Peifer et al 2000).

3.1.1 Cadherina-E. Papel en el desarrollo embrionario

La cadherina-E pertenece a la subfamilia de las cadherinas tipo-I o clasicas y es el receptor
mayoritario de las uniones adherentes en todos los tejidos epiteliales, formando interacciones homotipicas
dependientes de calcio con otras moléculas de cadherina-E de células adyacentes (Takeichi, 1988).

Fue la primera cadherina identificada y se denominé L-CAM en pollo (Gallin et al., 1983) y
uvomorulina en raton (Schuh et al., 1986). Los ratones mutantes nulos para cadherina-E presentan
letalidad embrionaria ya que esta impedida la implantacion y la formacion del blastocisto (Larue et al.,
1994; Riethmacher et al., 1995). En el embrion temprano de raton, la expresion de cadherina-E es necesaria
para la compactacion de la moérula. Durante el desarrollo embrionario, la expresion de cadherina-E es
esencial para el establecimiento de la polaridad celular y el mantenimiento de la morfologia y arquitectura
de todos los epitelios (Larue et al., 1996; Takeichi, 1991; Takeichi, 1995). La expresion de cadherina-E
se pierde en procesos que implican la movilizacion de las células epiteliales y su conversion en células
mesenquimaticas, como la gastrulacién, la delaminacion de la cresta neural y el cierre del paladar
(Takeichi, 1988; Takeichi, 1995), es deir en situaciones que conllevan un proceso de TEM. No obstante,
la cadherina-E se re-expresa en aquellos procesos del desarrollo que implican la formacion de nuevas
estructuras epiteliales, como en la organogénesis de rifion y dientes que implican un proceso de TME
(Takeichi, 1988; Takeichi, 1995). Ademas de su papel en la morfogénesis y la homeostasis de los tejidos
epiteliales, la cadherina-E participa en vias de sefializacion implicadas en la regulacion del crecimiento,
supervivencia y motilidad celular (Braga, 1999; Day et al., 1999; Fukata and Kaibuchi, 2001; Kandikonda
et al., 1996; Takahashi and Suzuki, 1996; Yap and Kovacs, 2003).
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3.1.2. Cadherina-E durante la progresion tumoral

Las modificaciones en las interacciones célula-célula que ocurren durante el desarrollo embrionario,
en particular las alteraciones en la expresion de cadherina-E, también tienen lugar en procesos patologicos
como la carcinogénesis. Durante la progresion de los carcinomas, se ha detectado la pérdida de expresion
o funcién de cadherina-E (Birchmeier and Behrens, 1994; Gamallo et al., 1993; Navarro et al., 1991;
Takeichi, 1993), frecuentemente asociada a la adquisicion de un fenotipo invasivo por parte de las células
del carcinoma (Christofori and Semb, 1999) y més recientemente asociado a la induccion de procesos de
TEM (Peinado et al., 2004a; Thiery, 2002; Thiery and Sleeman, 2006). En estas situaciones patologicas se
produce, ademas, la expresion aberrante de algunas cadherinas. Por ejemplo, en carcinomas de pancreas
y diferentes lineas célulares derivadas de carcinoma se expresan las cadherinas mesenquimaticas
cadherina-N y cadherina-11 en lugar de la cadherina-E. Estos fendmenos se conocen como “intercambio
de cadherinas”, donde la cadherina mayoritaria es sustituida por otra cadherina con menor capacidad
de adhesion célula-célula (Nieman et al., 1999; Rosivatz et al., 2002; Tomita et al., 2000). Los estudios
iniciales realizados en diferentes sistemas celulares (Behrens et al., 1989; Frixen et al., 1991; Navarro et
al., 1991; Vleminckx et al., 1991) y en modelos animales de progresion tumoral (Cano et al., 1996; Perl
et al., 1998) apoyaban fuertemente un papel anti-invasivo para cadherina-E, lo que se ha visto reforzado
por la relacion entre la invasion tumoral y la TEM. No obstante, al igual que ocurre en el desarrollo
embrionario, la pérdida de cadherina-E en situaciones patologicas puede ser un proceso reversible. Asi,
en los tumores secundarios se ha observado frecuentemente la re-expresion de cadherina-E (Bukholm
et al., 2000; Caulin et al., 1996; Palacios et al., 1995), lo que esta de acuerdo con la reversibilidad del
proceso de TEM y el planteamiento de la existencia de procesos de TME en los focos mestastasicos
(Polyak and Weinberg, 2009; Thiery, 2002).

Larelevancia del proceso de invasion tumoral y suregulacion negativa por cadherina-E ha estimulado
un gran interés por conocer los mecanismos que regulan la expresion y/o funcion de cadherina-E durante

la progresion tumoral.

4. REGULACION DE LA EXPRESION DE CADHERINA-E EN LA TRANSICION EPITELIO-
MESENOUIMA Y PROGRESION TUMORAL

El gen de cadherina-E ha sido mapeado en el cromosoma 16 humano (CDH1) (Mansouri et al.,
1988) y en el cromosoma 8 murino (cdhl) (Eistetter et al., 1988). Ambos genes presentan una gran
homologia con su ortélogo de pollo (Sorkin et al., 1988) en cuanto a su organizacion en 16 exones.

Como ya hemos comentado, durante la progresion tumoral se produce una pérdida de expresion de
cadherina-E que puede deberse a regulaciones a nivel proteico, a nivel del procesamiento del mRNA, o a
nivel génico. Dentro de la regulacion génica de cadherina-E, los mecanismos pueden incluir:

1) Mutaciones del gen, las cuales se han detectado exclusivamente en algunos tipos de tumores
como carcinomas gastricos difusos, carcinomas lobulillares de mama y sarcomas sinoviales (Berx et al.,
1995; Guilford et al., 1998; Strathdee, 2002).

2) Regulaciones a nivel epigenético, que provocan el silenciamiento del gen de cadherina-E
mediante la metilacion de islas CpG de su promotor (Cheng et al., 2001; Grady et al., 2000; Graff et al.,
2000, Kang et al., 2002; Sarrio et al., 2003; Strathdee, 2002; Tamura, 2002).

11
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3) Mecanismos de regulacion transcripcional, donde factores de transcripcion especificos pueden

reprimir la expresion del gen de cadherina-E (Peinado et al., 2004a; Peinado et al., 2007).

4.1. Regulacion transcripcional del gen de cadherina-E (CDH1)

Durante la ultima década se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la regulacion
transcripcional del gen de cadherina-E, especialmente a nivel de represion, habiéndose caracterizado
varios factores de transcripcion implicados en la represion del promotor de cadherina-E (Batlle et al.,
2000; Bolos et al., 2003; Cano et al., 2000; Comijn et al., 2001, Eger et al., 2005, Grooteclaes and Frisch,
2000; Perez-Moreno et al., 2001; Sobrado et al., 2009; Yang et al., 2004) que se comentan mas adelante.

4.1.1 Estructura del promotor de cadherina-E

El promotor proximal del gen de cadherina-E murino presenta varios elementos de regulacion,
entre los que se incluye una region rica en GC (-40), una caja CAAT (-65), un elemento palindrémico
denominado E-pal (-70 a -90), constituido por dos cajas-E adyacentes (caja-E1 y caja-E2) (CAS/c®/cTG)
flanqueadas por cuatro nucleodtidos invertidos, y una tercera caja-E (caja-E3) (CACCTG) proxima al
inicio de transcripcion (-30) (Behrens et al., 1991; Hennig et al., 1996) (Figura 4A y B). Otros elementos
reguladores identificados incluyen un elemento regulador negativo denominado CE, proximo al elemento
E-pal (Rodrigo et al., 1999), y una secuencia localizada en el primer intrén del gen de cadherina-E de
raton, denominada potenciador especifico de tejido epitelial (ESE), necesaria para mantener los niveles
de expresion de cadherina-E en células epiteliales (Hennig et al., 1996) (Figura 4A). La region rica en
GC parece ser una region responsable del mantenimiento de la actividad de este promotor (Behrens et al.,
1991, Faraldo et al., 1997) y la caja CAAT podria estar colaborando en el mantenimiento de la actividad
basal (Faraldo et al., 1997; Hennig et al., 1996; Niewiadomska et al., 1999). Por otro lado, el elemento
E-pal fue inicialmente descrito como un regulador positivo especifico de tejido epitelial (Behrens et al.,
1991) y posteriormente se describié como un elemento de regulacién negativa (Faraldo et al., 1997,
Hennig et al., 1996; Rodrigo et al., 1999). Ensayos de proteccion de DNAsa in vivo del promotor murino
mostraron que factores transcripcionales presentes en células cadherina-E negativas interaccionaban con
el promotor y que esta interaccion ocurria a través del elemento E-pal (mayoritariamente de la caja-E1)
(Rodrigo et al., 1999). Estudios comparativos entre los promotores de cadherina-E murino, humano y
canino (Comijn et al., 2001; Giroldi et al., 1997; Hennig et al., 1996) mostraron que la caja CAAT, la
region rica en GC y las cajas-E1 y E3 estan conservadas en la misma posicion (Figura 4A y B), mientras
que la caja-E2 del promotor murino no existe en el promotor humano ni canino (Figura 4A y B). Por otro
lado, los promotores humano y canino poseen una caja-E4 adicional detras del inicio de transcripcion
(+30) (Batlle et al., 2000) (Figura 4A).

4.1.2 Represores transcripcionales del gen de cadherina-E.

En los ultimos afios se han caracterizado varios factores de transcripcion que reprimen el promotor
de cadherina-E. Entre estos factores se encuentran factores de dedos de zinc de la familia Snail (Snaill
y Snail2) (Batlle et al., 2000; Bolos et al., 2003; Cano et al., 2000; Hajra et al., 2002), dos factores de
la familia ZEB (“Zinc finger and E-box binding”), ZEB1 (3EF1/TCF8) y ZEB-2 (SIP-1) (Comijn et al.,
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2001; Eger et al., 2005; Grooteclaes and Frisch, 2000; Vandewalle et al., 2009), factores de la familia
bHLH, como E47, E2-2 y Twist (Perez-Moreno et al., 2001; Sobrado et al., 2009; Yang et al., 2004) y los
factores de transcripcion embrionarios FoxC2 y Goosecoid (Hartwell et al., 2006; Mani et al., 2007). Hay
que resaltar que los factores identificados como represores de cadherina-E, especialmente los factores
Snaill y Twist, habian sido implicados previamente en el desarrollo embrionario, asociados a la pérdida
de expresion de cadherina-E (Hemavathy et al., 2000a; Kosman et al., 1991; Nieto, 2002; Thiery et al.,
2009).

A Snail1/2 C/EBP SP-1
factores Ets s cP1 AP-2
) ) (+) (+)
posicién  -110 -90 -65 -40 230 1
Promotor de —
Cadherina-E LDWM‘l i WW@
murino T ” .
aja aja
CE B2 El CAAT
E-pal

Promotor de

Cadherina-E W@Ml [L/r:

humano/ perro
) (+) ) )

factores Snail1/2 AP-2 Snail1/2 Snail1
ZEB1/2 ZEB1/2
B Caja-E2  Caja-El Caja-E3
Raton -89 CTGQCACCTGCAGGTGCGTC -70 230 CTICAGGTGGC -20
Humano -88 CTGTIGGCCGGCAGGTGAACC -69 -29 CTICAGGTGGC -19
Perro -87 CTGACGCCGGCAGGTGICAGC -69 28 CTICAGGTGGC -19

Figura 4. Representaci(')nces%uemética de la estructura del promotor proximal de cadherina-E

murino, REmHE)antrd. /G /GTG

(A) Comparacion de los elementos reguladores de los promotores de raton (arriba) y de humano/perro

(albggpa §e_ indican los factores de transcripcion que regulan (positiva o negativamente) el promotor de
erina-E asi como el elemento regulador del que dependen. (-) regulacion negativa, (+) regulacion

positiva. (B) Comparacion de la secuencia de las cajas E de los promotores de raton, humano y perro. En

morado se indica la secuencia consenso para las cajas-E.

La caracterizacion de Snaill como represor del promotor murino de cadherina-E demostro que
actuaba a través de su interaccion directa con el elemento E-pal (Cano et al., 2000), al igual que sucede
con los factores E47 (Perez-Moreno et al., 2001) y Snail2 (Bolos et al., 2003). Sin embargo, Snail2 y E47
tienen menor afinidad por el elemento E-pal que Snaill (Bolos et al., 2003). El factor E2-2 recientemente
caracterizado como represor de promotor de cadherina-E parece actuar mediante mecanismos indirectos
(Sobrado et al., 2009). Por otra parte, el mecanismo de represion del promotor de cadherina-E mediado por
el factor Twist (Yang et al., 2004) no ha sido todavia caracterizado, si bien existen indicios en la literatura
de una accidn indirecta, al igual que sucede con los factores FoxC2 y Goosecoid (Cano and Portillo, 2009;
Yang and Weinberg, 2008). En el caso de la represion del promotor de cadherina-E humano, que carece
del elemento E-pal, se ha demostrado que son necesarias las tres cajas-E para la represion mediada por
Snaill (Batlle et al., 2000). Por ultimo, se sabe que el factor ZEB-2 reprime el promotor humano y murino
mediante su interaccion simultanea con las cajas-E1 y -E3, mediada por las dos regiones de los dedos de

zinc localizadas en los extremos N- y C- terminal del factor, asumiendose un mecanismo similar en el

13
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caso de ZEB-1 (Comijn et al., 2001; Eger et al., 2005; Grooteclaes and Frisch, 2000) (Figura 4A).
Significativamente, los factores descritos mas alla de reprimir la expresion de cadherina-E actiian
como inductores de TEM. Asi, la expresion estable de cualquiera de estos factores transcripcionales en
células epiteliales produce un proceso de TEM completa y la adquisicion in vitro e in vivo de un fenotipo
invasivo y migratorio (revisado en Moreno-Bueno et al., 2009; Moreno-Bueno et al., 2008; Peinado et
al., 2007). Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la TEM inducida por la expresion
estable de los factores Snaill, Snail2, E47 o E2-2 en células epiteliales esta asociada a la puesta en marcha
de programas genéticos comunes pero también especificos (Moreno-Bueno et al., 2006; Sobrado et al.,
2009) y la adquisicion de propiedades invasivas diferenciales (Peinado et al., 2004; Sobrado et al., 2009),

apoyando un papel diferencial para estos factores en la progresion y la invasion tumoral.

5. LA SUPERFAMILIA SNAIL DE FACTORES DE TRANSCRIPCION

Los factores de la superfamilia Snail fueron descritos inicialmente como represores transcripcionales
en varios sistemas experimentales (Hemavathy et al., 2000a; Nieto, 2002). La superfamilia Snail esta
formada por factores de transcripcion con motivos de dedos de zinc C2H2 para el reconocimiento de
secuencias consenso de DNA del tipo cajas-E (CAS/c/cTG) (Fuse et al., 1994; Mauhin et al., 1993).

Estudios filogenéticos basados en la comparacion del dominio de union a DNA de los distintos
miembros de la superfamilia Snail han permitido dividirlos en dos familias: la familia Snail y la familia
Scratch. En vertebrados, la familia Snail se subdivide en 3 subfamilias: la subfamilia Snail (actualmente
denominada Snaill), la subfamilia Slug (actualmente denominada Snail2) y la subfamilia Snail3
(Manzanares et al., 2001; Manzanares et al., 2004) (Figura 5A).

5.1. Organizacion estructural y funcional de los factores de la familia Snail.

Préacticamente la totalidad de las especies de vertebrados estudiadas poseen, al menos, un gen Snail
(SNAI1) y un gen relacionado denominado S/ug (SNAI2) (Manzanares et al., 2001), aislado y descrito
por primera vez en pollo (Nieto et al., 1994). El gen Snail mapea en el cromosoma 2 murino (Chr2-97.0)
(Jiang et al., 1997) y en el cromosoma 20 humano (Chr 20q16.1), mientras que el gen Snai2 se localiza
en el cromosoma 16 murino (Chr16-9.4) (Jiang et al., 1998a) y en el cromosoma 8 humano (Chr 8ql1)
(Cohen et al., 1998). Ambos genes estan constituidos por 3 exones y tienen una organizacion génica
similar (Paznekas et al., 1999; Jiang et al., 1998a).

Las proteinas Snail estan organizadas en varios dominios funcionales (Figura 5A): un extremo
carboxilo terminal donde se encuentra el dominio de unidén a DNA, constituido por 4-6 dedos de Zinc
(C2H2) y un extremo amino terminal de transactivacion (Manzanares et al., 2001; Nieto, 2002). El
primer miembro descrito de la familia Snail (dmSnail) fue identificado en estudios sobre el desarrollo
embrionario de Drosophila melanogaster, donde se implico en el silenciamiento de dmcadherina-E (Oda
et al., 1998). DmSnail presenta un extremo carboxilo terminal donde se encuentra el dominio de uniéon
a DNA, formado por 5 dedos de Zinc, y un extremo amino terminal de transactivacion, que comprende
el dominio Nt (Manzanares et al., 2001; Nieto, 2002) (Figura 5A) por el que interacciona con complejos

de represion como Ebi/NCoR (Qi et al., 2008). La region central presenta dos secuencias consenso de
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Figura 5. Representacion esquematica de la organizacion estructural de las proteinas de la familia
Snail.

(A) En el esquema se indican los principales dominios de las proteinas de la familia Snail, asi como los
dominios que definene la superfamilia Snail (azul claro), la familia Snail (azul oscuro) y la subfamilia
Slug (verde y morado). (B) Comparacion de las secuencias de los dominios SNAG, SLUG y CID. a)
Secuencia del dominio SNAG en miembros de la familia Snail de mamiferos (como secuencia consenso se
ha utilizado la secuencia N-terminal de la proteina Gfi-1). b) Secuencia del dominio SLUG en miembros
de la subfamilia Snail2 de mamiferos. ¢) Secuencia del dominio CID en miembros de la subfamilia Snail2
de mamiferos. Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculos; Dm, Drosophila melanogaster; Dr, Dario regio. En
negrita se sefialan los aminoacidos conservados entre especies.

interaccion con CtBP que forman los dominios CID (CtBP interaction domain) (PQDLSLK) (Figura 5A)
por los cuales interacciona con dmCtBP (Hemavathy et al., 2004). El resto de los miembros de la familia
Snail carecen de dominio Nt, y han sufrido modificaciones en su estructura durante la evolucion, que
afectan mayoritariamente a la mitad N-terminal reguladora (Manzanares et al., 2001, Nibu et al., 1998,
Nieto, 2002). Las proteinas Snaill y Snail2 de vertebrados contienen un extremo carboxilo terminal de
unién a DNA, constituido por 4 6 5 dedos de Zinc, respectivamente, y un extremo amino terminal de

transactivacion, que comprende el dominio SNAG (conservado en los miembros de la familia Snail de
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vertebrados, en Scratch de Drosophila, y en la proteina Gfi) (Manzanares et al., 2001; Nieto, 2002) y
difieren en la region central, rica en serinas y prolinas (region SPR) (Figura 5A).

La secuencia de los dedos de zinc (ZF) tipo C2H2 sirve para clasificar la superfamilia Snail. Asi,
los dedos ZF3 y ZF4 tienen una secuencia consenso para todos los miembros de la superfamilia Snail,
mientras que los dedos ZF2 y ZF5 presentan secuencias consenso que permiten discriminar entre las
familias Snail y Scratch (Manzanares 2001). Por su parte, el dedo ZF-1, presente solo en Snail2 y en
dmSnail, parece ser no funcional (Nieto, 2002; Pavletich and Pabo, 1993). El dominio amino terminal
SNAG (dominio_Snail/Gfi-1, denominado asi por su homologia con una secuencia presente en el oncogén
Gfi-1) (Grimes et al., 1996) esta constituido por nueve aminoacidos (MPRSFLVK) (Figura 5B) y es
necesario para la actividad represora de los factores Snail (Batlle et al., 2000; Hemavathy et al., 2000b;
Nakayama et al., 1998; Peinado et al., 2004c).

Laregion central de Snaill y Snail2 es la menos conservada entre las proteinas de ambas subfamilias.
Dentro de la region SPR se encuentra una region rica en serinas (SRD) que en el caso de Snaill comprende
una secuencia de destruccion (DB) y una secuencia de exportacion nuclear (NES) (Figura 5A). Por su parte,
los miembros de la subfamilia Snail2 presentan, en su region central, un dominio SLUG (Sefton et al.,
1998) (Figura 5A) que consiste en una secuencia de 29 aminodcidos altamente conservada (Manzanares
et al., 2001) y de funciéon desconocida (Figura 5B). Los factores Snail2 de vertebrados contiene ademas
un dominio CID degenerado que procede evolutivamente de los dominios CID de dmSnail (Hemavathy
et al., 2000a) (Figura 5B).

Por otra parte, varios estudios recientes han determinado la existencia de secuencias de importacion
nuclear (NLS) para los factores de la superfamilia Snail, que implican bien secuencias proximas al dominio
SNAG (Ko et al., 2007) o una organizacion modular que implica a varios residuos basicos de los dedos
de zinc (Mingot et al., 2009).

5.2. Mecanismos de regulacion de los factores de la familia Snail.

Numerosos estudios realizados en diferentes modelos de desarrollo embrionario han puesto de
manifiesto la existencia de una plétora de sefiales que modulan la expresion de los factores Snail en
vertebrados, entre las que se encuentran las vias de TGFf3, EGF, FGF, BMP, Wnt, entre otras (Barallo-
Gimeno and Nieto, 2005; DeCraeve et al., 2005). Algunas de estas vias de sefializacion se han implicado
también en la induccion de la expresion de Snaill y Snail2 en determinados sistemas celulares (Barrallo-
Gimeno and Nieto, 2005; DeCraeve et al., 2005; Peinado et al., 2007) indicando que los factores Snail
pueden ser regulados en respuesta a diferentes sefiales del entorno. Ademas de la regulacion de la
expresion a nivel transcripcional, en los tltimos afios se ha puesto de manifiesto la existencia de diferentes
mecanismos de regulacion post-transcripcional, especialmente en el caso de Snaill. Se ha postulado que
la fosforilacion de Snaill en la region SRD es necesaria para la localizacion nuclear (Dominguez et al.,
2003). Adicionalmente, dos trabajos independientes (Yook et al., 2005; Zhou et al., 2004) identificaron en
Snaill una caja de destruccion (DB) (similar al dominio DB de B-catenina o IkK[3) (Zhou et al., 2004) que
contiene las serinas 96 y 100 cuya fosforilacion por GSK3[3 determina su degradacién por el proteasoma
(Yook et al., 2005; Zhou et al., 2004). Por otra parte, la fosforilacion de la serina 246 por PAK (“p21
activated kinase”) se ha propuesto que favorece la localizacion nuclear de Snaill (Yang et al., 2005).

Recientemente, en nuestro laboratorio se han caracterizado nuevos sitios de fosforilacion in vivo y se han
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identificado otras quinasas, como la caseina quinasa-2 (CK2) y la proteina quinasa dependiente de cAMP
(PKA), en la regulacion de Snaill (MacPherson et al., 2009) mientras que otros autores han descrito
mecanismos de defosforilacion (Wu et al., 2009). Adicionalmente, se han descrito otros reguladores post-
traduccionales de la estabilidad de Snaill como: la lisil-oxidasa-like2 (LOXL2) (Peinado et al., 2005) y
reguladores traduccionales como el factor YB-1 (Evdokimova et al., 2009).

En contraposicion, los mecanismos de regulacion post-transcripcional de Snail2 han sido
poco estudiados hasta la fecha. Se ha descrito un mecanismo de estabilizacion de Snail2 que implica
la participacion de la proteina F-box Ppa (Vernon and LaBonne, 2006), asi como un mecanismo de
degradacion por el proteosoma en situaciones de estrés celular que implica la interaccion con p53 y Mdm?2
(Wang et al., 2009). Sin embargo, no se han caracterizado hasta la fecha mecanismos de regulacion post-

transcripcional de Snail2 a nivel de fosforilacion y su posible implicacion funcional.

6. COMPLEJOS DE REPRESION DE CADHERINA-E MEDIADOS POR PROTEINAS DE LA
FAMILIA SNAIL

La primera evidencia de la relacion entre represion transcripcional y complejos co-represores en la
regulacion del promotor de cadherina-E fue la purificacion del complejo co-represor CtBP unido a este
promotor. Este complejo co-represor CtBP estaba formado por diferentes HDACs (histonas deacetilasas),
metilasas y el represor ZEB-1 (Shi et al., 2003).

Posteriormente, nuestro grupo describié el mecanismo de represion empleado por Snaill sobre
cadherina-E (Peinado et al., 2004a). La represion del promotor de cadherina-E por Snaill implica el
reclutamiento de un complejo formado por el co-represor mSin3A, y las histonas deacetilasas 1 y 2
(HDAC1/2) mediante la interaccion especifica entre el dominio SNAG de Snaill y mSin3A (Peinado et
al., 2004c). La presencia de este complejo en el promotor de cadherina-E origina un descenso en el nivel
de acetilacion de las histonas H3 y H4, y la metilacion de la lisina 9 de la histona H3, lo que inicia el
proceso de compactacion de la cromatina (Peinado et al., 2004¢; Peinado and Cano, 2005). Recientemente,
se han caracterizado complejos adicionales de represion reclutados por Snaill con la participacion del
complejo Polycomb (Herranz et al., 2008) y las proteinas Ajuba (Hou et al., 2008; Langer et al., 2008), asi
como nuevas interacciones de Snaill con proteinas Smad3/4 como mecanismos adicionales de represion
en respuesta a TGF[ en células epiteliales de carcinoma de mama (Vincent et al., 2009). El mecanismo
molecular responsable de la represion mediada por Snail2 todavia es desconocido. Datos previos de
nuestro laboratorio han demostrado, mediante ensayos de pull-down, la interaccion de Snail2 con los
factores CtBP1/2 y con las HDAC1/3 (Bolos, V., 2005). Sin embargo, la relevancia funcional de estas

interacciones todavia no se ha establecido.

7. LOS FACTORES SNAIL Y LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

7.1 Expresion de los factores Snail durante el desarrollo embrionario del raton.

El estudio del patron de expresion de los factores Snail durante el desarrollo embrionario temprano

en diferentes especies ha demostrado que desempefian un papel clave en diferentes procesos embrionarios.
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El factor Snail es necesario para la formacion del mesodermo en Drosophila y otros invertebrados
(Leptin, 1991). Snaill y Snail2 se han implicado en las TEM asociadas a la formacién del mesodermo
y la delaminacion de la cresta neural en embriones de raton y pollo, respectivamente (Nieto et al., 1994;
Nieto, 2002; Sefton et al., 1998). Por otro lado, estudios con dominantes negativos de Snail2 en Xenopus
indican, asimismo, su participacion en la induccion de las células de la cresta neural(Carl et al., 1999;
LaBonne, 2000).

Estudios con ratones mutantes de Snaill y Snail2, han mostrado que Snail2 no es esencial en el
desarrollo del mesodermo y la cresta neural, mientras que Snaill desempeia un papel esencial en estos
procesos induciendo la TEM. Asi, los embriones homocigotos nulos para Snail2 son viables y no presentan
defectos aparentes en el desarrollo de la cresta neural (Jiang et al., 1998b), mientras que los embriones
homocigotos nulos para Snaill son letales embrionarios y presentan defectos en la TEM que se produce
durante la gastrulacion (Carver et al., 2001). Estos datos estan de acuerdo con los patrones de expresion
de Snaill y Snail2 en embriones de raton, donde Snaill se expresa asociado a los procesos TEM, mientras
que Snail2 se expresa en el mesodermo y en regiones migratorias, pero no estrictamente asociado a los
procesos de TEM (Cano et al., 2000; Sefton et al., 1998). No obstante, es también importante mencionar
que los factores Snail no son esenciales en la especificacion del mesodermo en vertebrados sino que se
asocian a los cambios de forma, adhesion y movimiento celular (revisado en Acloque et al., 2009; Thiery
et al., 2009).

El estudio comparativo de Snaill y Snail2 en embriones de pollo y ratéon demuestra que se ha
producido una inversioén en los patrones de expresion de ambos genes en los sitios de TEM durante el
desarrollo embrionario de ambas especies (Sefton et al., 1998). Asi, en el embridon de pollo, Snail2 se
expresa en la linea primitiva y en las células premigratorias de la cresta neural (areas de TEM), mientras
que Snaill estd ausente en estos tejidos y se expresa en las células migratorias de la cresta neural (Sefton
et al., 1998). Es interesante sefalar que en otros vertebrados, como Xenopus, aunque Snaill y Snail2
se expresen en las células premigratorias de la cresta, Snaill es el primer miembro de la familia que se
transcribe (Aybar et al., 2003; Linker et al., 2000).

Actualmente, se sabe que ambos factores pueden ser funcionalmente equivalentes induciendo TEM
cuando se expresan ectopicamente en las especies y contextos de desarrollo apropiados (del Barrio and
Nieto, 2002; Nieto, 2002). Ademas, es preciso mencionar que Snaill y Snail2 se han visto implicados en
las TEM asociadas a la formacion del corazon y al cierre del paladar, entre otros procesos morfogenéticos
(Martinez-Alvarez et al., 2004; Nieto, 2002; Romano and Runyan, 2000; Sefton et al., 1998; Timmerman
et al., 2004).

7.2 Expresion de Snaill y Snail2 en tejidos adultos de raton

Snaill se expresa en algunos tejidos del raton adulto, como pulmoén y corazon, y a bajos niveles en
el cerebro, higado, y musculo esquelético (Paznekas et al., 1999). Snail2, en cambio, se expresa en una
gran cantidad de tejidos, presentando una expresion alta en epitelios estratificados o pseudoestratificados
como la epidermis, mucosa oral, esdfago y estobmago. Cabe destacar la expresion de Snail2 en las células
basales de estos tejidos epiteliales, lo que parece sugerir que podria estar implicado en los procesos de
renovacion de estos tejidos (Parent et al., 2004; Savagner et al., 2005). Adicionalmente, se han detectado

niveles variables de expresion de Snail2 en fibroblastos, células del musculo liso y en los tejidos
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mesenquimaticos (cartilago, glomérulos renales, pulmén, ovario y utero) (Hemavathy et al., 2000a;
Inukai et al., 1999; Parent et al., 2004).

8. CARACTERISTICAS DEL RATON MUTANTE NULO DE SNAIL2

La generacion del raton mutante nulo de Snail2 (Snai2™2¢1¢; Snail2 -/-) ha permitido asociar Snail2
con un gran namero de procesos biologicos. En 1998, Gridley y col. generaron este raton mutante
mediante el reemplazamiento, por recombinacion homologa, de la region codificante de los dedos de zinc
de Snail2 (parte de los exones 2 y 3) por el gen reportero LacZ y el cassette de resistencia a Neomicina
(Jiang et al., 1998b) (Figura 6A). La expresion del transgén produce la enzima -galactosidasa funcional
fusionada a los primeros 120 aminoacidos de Snail2. El raton Snail2 -/- es viable, aunque presenta ciertas
alteraciones. Asi, los ratones neonatos Snail2 -/- presentan un 70% menos de peso comparados con sus
hermanos de camada Snail2 +/+ (wild type) y Snail2 +/- (heterocigotos), y no llegan a alcanzar el tamafio
de sus hermanos en la edad adulta (Figura 6B). También se ha descrito la aparicion de un mechoén blanco
en la frente en algunos ratones (Jiang et al., 1998b), parches de despigmentacion en el vientre, la cola 'y
las patas, debido probablemente a la deficiencia de Snail2 durante la migracion de las células de la cresta
neural que dan lugar a los melanoblastos (Tribulo et al., 2004). Adicionalmente, los ratones Snail2 -/-

presentan anemia macrocitica e infertilidad (Jiang et al., 1998a).
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Figura 6. Ratéon mutante nulo para Snail2.

(A) Estrategia empleada para la generacion del raton Snail2 -/-. Se han sustituido parcialmente los exones
2 y 3 por el gen reportero LacZ y el gen de resistencia Neo. Exones representados en rojo. (B) Imagen de
ratones Snail2 -/- (KO) y Snail2 +/+ (Wt) de la misma camada, a los 10 dias de vida. Se puede apreciar la
diferencia de tamafio entre ambos ratones. Tomado de Jiang et al., 1998a (A).
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8.1. Regulacion de la hematopoyesis por Snail2.

Otro de los rasgos fenotipicos observados en los ratones Snail2 -/- afecta al proceso de formacion
de las células hematopoyéticas. La cascada de sefalizacion SCF/c-kit es esencial en la hematopoyesis,
la melanogénesis, y la gametogénesis para la especificacion y la migracion de las células progenitoras
c-kit". Esta funcidén también es determinante durante el desarrollo embrionario, en los procesos de TEM
inducidos por los factores de la familia Snail. Se ha demostrado in vivo que la activacion de c-kit por SCF
(Stem Cell factor) induce la expresion de Snail2 (Perez-Losada et al., 2002).

El analisis de la hematopoyesis en los ratones Snail2 -/- revel6 que la deficiencia de Snail2 bloquea
el desarrollo de las células progenitoras de la linea eritroide y de células T, pero no afecta el desarrollo
de la linea de células B. Sin embargo, otros linajes hematopoyéticos c-kit", como los mastocistos y los
melanoblastos, no muestran fenotipo en los ratones Snail2 -/-, sugiriendo que el contexto celular es
importante para interpretar el papel de Snail2 en la cascada SCF/c-kit. Ademas, otros estudios revelan
que Snail2 regula la supervivencia de los progenitores hematopoyéticos y los pro-linfocitos B tras un
dafio genotdxico (Inoue et al., 2002; Perez-Losada et al., 2003; Wu et al., 2005).

Sorprendentemente, Snail2 también se ha visto implicado en la adipogénesis: los ratones Snail2 -/-
presentan mucha menos acumulacion de grasa blanca que sus hermanos Snail2 +/+ y éstos mucha menos

que los ratones que sobreexpresan Snail2 (Perez-Mancera et al., 2007).

8.2. Snail2 regula la homeostasis epitelial.

Los ratones Snail2 -/- también se han utilizado para estudiar el papel de Snail2 en la homeostasis
epitelial. Ensayos con radiacion ultravioleta (UVR) a dosis similares a las solares, demuestran que Snail2
induce una respuesta aguda en los queratinocitos (Kurrey et al., 2009), ademas de regular positivamente la
proliferacion de los queratinocitos y el reclutamiento de neutrofilos en respuesta a la radiacion (Newkirk
et al., 2008a; Newkirk et al., 2008b). En estudios de explantes de piel de ratones Snail2 -/- se observo un
descenso en la capacidad proliferativa y migratoria de la epidermis, mientras que la sobreexpresion de
Snail2 en queratinocitos en cultivo aument6 su capacidad de re-epitelializar (Arnoux et al., 2008; Hudson
et al., 2009; Savagner et al., 2005).

Todos estos datos siguieren que Snail2 estd implicado en la homeostasis de las células madre
melanociticas, hematopoyéticas y germinales (Perez-Losada et al., 2002; Inoue et al., 2002; Wu et al.,
2005).

9. LA PIEL

La piel es la barrera fisiologica que comunica y protege al organismo del ambiente externo. Esta
constituida por hipodermis (tejido adiposo), dermis (tejido conectivo) y epidermis (epitelio estratificado)
(Fuchs, 1990). La hipodermis es la capa mas interna de la piel y une de manera laxa la dermis con los
organos adyacentes. Esta compuesta por una capa variable de tejido adiposo, la cual ejerce de aislante
evitando la pérdida de calor corporal y protegiendo el cuerpo contra traumatismos superficiales. La
dermis es la capa intermedia, siendo el soporte fisico de varias estructuras anatomicas como los vasos

sanguineos, vasos linfaticos, receptores sensoriales, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas
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sudoriparas (estas ultimas ausentes en la piel del raton). La dermis esta compuesta principalmente por una
matriz extracelular compuesta por colagenos (tipo I y III), elastina, glicosaminoglicanos y glicoproteinas
filamentosas. El principal tipo celular de la dermis es el fibroblasto, célula mesenquimatica con una

morfologia fusiforme (Alberts et al, 1996).

9.1 La epidermis

La epidermis es un epitelio renovable, estratificado y queratinizado, compuesto en su mayor
parte por queratinocitos. Ademas, contiene melanocitos (células productoras de melanina), células de
Langerhans (macrofagos intraepidérmicos con funcion presentadora de antigenos) y células de Merkel
(receptores sensoriales).

Los queratinocitos se organizan en capas de células que representan estadios sucesivos en la
diferenciacion terminal de la epidermis. Se distinguen cuatro capas segun su disposicion y morfologia:
basal, espinosa, granular y cornificada (Figura 7) (Alberts et al 1996). Mediante el proceso de homeostasis
se produce la renovacion de las distintas capas de la epidermis. Asi, las células de la capa basal mantienen
la capacidad proliferativa y periodicamente ejecutan el programa de diferenciacion terminal. La transicion
de la capa basal a la capa suprabasal es el paso principal del programa de diferenciacion terminal.
Cuando las células de la capa basal entran en la capa espinosa, dejan de expresar las citoqueratinas 5y 14
(CKS5 y CK14) para expresar las citoqueratinas CK1 y CK10 (Fuchs and Green, 1980). Posteriormente,
migran a la capa granular, donde expresan proteinas estructurales, caracteristicas de la diferenciacion
terminal, como profilagrina y loricrina, y el depdsito de granulos de queratohialina. Al mismo tiempo, se
reprime completamente la sintesis de DNA, que culmina con la pérdida de sus nacleos y la expresion de
marcadores como la involucrina. Finalmente se produce la muerte del queratinocito en la capa cornificada

desprendiéndose de la superficie de la epidérmis (descamacion) cuando son empujadas por las células de
Marcadores

filagrina, involucrina

Estrato /
Corneo -
granulos de queratohialina,
Capa
Granular

granulos melanina, profilagrina
loricrina

Capas

Suprabasales citoqueratinas CK1/CK10

cadherina-E

Capa citoqueratinas CK5/CK14

Basal

‘ Hemidesmosomas (a6p4), 4
— - Adhesiones focales (a3p1). {

Laminina V, Colageno IV

Lamina basal

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura de la epidermis.

El esquema representa la organizacion de las distintas capas que componen la epidermis, asi como las
proteinas que se expresan mayoritariamente en cada una de las capas y sirven como marcadores especificos
de cada capa. La ldmina basal (en verde) se incluye en este esquema, aunque no forma parte de la epidermis,
sino de la matriz extracelular, para indicar el contacto entre ésta y las células de la capa basal .
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las capas inferiores (Fuchs, 1990). Se han identificado multiples vias de sefalizacion esenciales para la
correcta estratificacion y homeostasis de la piel (Blanpain et al., 2007; Blanpain and Fuchs, 2006), como
las vias de Notch, MAPK, NFkB, el regulador transcripcional p63, el regulador transcripcional C/EBP,
IRF6, GRHL3 y KLF4.

Otra cuestion importante durante la homeostasis es el proceso de division asimétrica que sufren
algunas células de la capa basal. Una division asimétrica que sucede paralelamente a la membrana basal
generan dos células progenitoras transitorias, también denominada “transient amplified cell” (TA), 6 una
TA y una célula hija ya comprometida para la diferenciacion terminal. Las TA puede dividirse varias
veces simetricamente antes de comenzar la diferenciacion terminal (Braun et al., 2003; Ghazizadeh and
Taichman, 2001). Sin embargo, las divisiones asimétricas perpendiculares a la lamina basal s6lo generan
una TA y una célula hija ya comprometidas para la diferenciacion terminal, restringiendo asi la presencia
de células con capacidad proliferativa a la capa basal. La epidermis se puede subdividir funcionalmente
en: epidermis interfolicular (EIF) y foliculos pilosos (FP). En el foliculo piloso (que origina el pelo)
residen las células madre de la piel, concretamente en una region medio-superior concreta, denominada
“bulge” desde donde pueden migrar a la capa basal de la epidermis interfolicular generando las células
progenitoras transitorias (Blanpain and Fuchs, 2006; Blanpain and Fuchs, 2009; Watt et al., 2006). Todas
estas células estan encargadas de la regeneracion del pelo, la cicatrizacion de heridas, y del mantenimiento
de la homeostasis de la piel, por lo que podrian jugar un papel fundamental en la carcinogénesis (Brown
and Balmain, 1995; Lavker et al., 1993; Miller et al., 1993; Watt et al., 2006).

La piel del raton presenta ciertas ventajas como modelo experimental en el estudio de los cambios
asociados con el desarrollo neoplésico (Brown and Balmain, 1995), como son:
- Esun 6rgano facilmente accesible y permite la aplicacion localizada de carcindgenos.
- Permite la investigacion de los diferentes aspectos de cada etapa de la carcinogénesis: iniciacion,
promocion y progresion, que pueden separarse experimentalmente.
- El desarrollo morfologico de los tumores se puede seguir facilmente tanto microscopica como
macroscopicamente.

- Permite el uso de animales modificados genéticamente.

10. MODELO DE CARCINOGENESIS QUIMICA DE PIEL DE RATON

El modelo de carcinogénesis quimica de piel de ratdon en dos estadios se basa en la utilizacion de un
carcinégeno como iniciador y de un promotor tumoral generando un proceso canceroso multisecuencial
(Boutwell, 1974; Hennings and Yuspa, 1985; Yuspa, 1994; Yuspa et al., 1996). El protocolo consiste en
la aplicacion topica de una dosis del carcinégeno quimico dimetilbenzantraceno (DMBA), que actua
promoviendo la aparicion en la epidermis de “células iniciadas” (células que han sufrido mutaciones
en su DNA), seguida de aplicaciones repetidas del éster de forbol TPA como promotor tumoral, que
induce la division descontrolada de las células de la epidermis (Figura 8). Con este protocolo, al cabo
de varias semanas se generan tumores benignos (papilomas), la mayoria de los cuales regresan. Un
pequefio nimero (5-10%) de los papilomas evolucionan a carcinomas escamosos malignos (SCC) que
eventualmente progresan a carcinomas indiferenciados fusiformes (SpCC) (Ewing et al., 1988; Stenback,

1980). De esta manera pueden distinguirse tres etapas en la carcinogénesis quimica de piel de raton:
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iniciacion, promocidn y progresion maligna.

Durante el proceso de carcinogénesis quimica suceden cambios genéticos que generan células
iniciadas y favorecen la promocion y progresion maligna (Yuspa et al., 2004). Asi, la iniciacién quimica
con el carcindbgeno DMBA promueve la activacion del oncogén Harvey-ras (H-ras) mediante la mutacion
especifica del codon 61 del gen H-ras (Balmain et al., 1984; Brown et al., 1985; Quintanilla et al.,
1986). Durante la promocion y la progresion de papilomas a SCCs se produce la amplificacion del alelo
mutado de H-ras, mientras que en los ultimos estadios de la progresion maligna (SpCC), se produce la
amplificacion alélica de H-ras, acompafiada de la pérdida del alelo normal (Bianchi et al., 1990; Brown
and Balmain, 1995; Quintanilla et al., 1986). Asimismo, durante la progresion de papilomas a SCC se
produce la inactivacion del gen supresor de tumores p53 (Burns et al., 1991; Han and Kulesz-Martin, 1992;
Ruggeri et al., 1991) y de p19 Arf mediante procesos de regulacion genética y epigenética (Kelly-Spratt
et al., 2004) (Figura 8). Ademas de las alteraciones genéticas, durante el proceso de carcinogénesis tienen
lugar cambios en los patrones de expresion de proteinas, habiéndose caracterizado varios marcadores que
permiten clasificar las distintas lesiones generadas durante el proceso de carcinogénesis (Figura 8). Asi,
la epidermis hiperplésica y los papilomas incipientes expresan marcadores epiteliales y de diferenciacion,
como cadherina-E y citoqueratina CK10. Los papilomas con alto riesgo de progresion expresan otros
marcadores, como TGF-p (Fowlis et al., 1992; Glick et al., 2008), integrina a6p4 (Tennenbaum et al.,
1992; Tennenbaum et al., 1993), y citoqueratina CK13 (Gimenez-Conti et al., 1990; Nischt et al., 1988).
La conversion de papiloma a carcinoma se asocia con cambios en los marcadores de diferenciacion
epitelial: disminuye la expresion de cadherina-E (Navarro et al., 1991) y de citoqueratinas CK1 y CK10
(Roop et al., 1988) y se incrementa la expresion de integrina o634 (Gomez et al., 1992; Tennenbaum et

al., 1996). Ademas, en las primeras etapas del proceso de progresion maligna se produce un aumento
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Figura 8. Modelo de carcinogénesis quimica de piel de ratén DMBA/TPA.

Se indican los distintos estadios de la carcinogénesis desde las células iniciadas por DMBA hasta los
carcinomas de células fusiformes (SpCC) pasando por papilomas y carcinomas de células escamosas
(SCC). En naranja, modificaciones géneticas que tiene lugar durante el protocolo. En morado, cambios
moleculares asociados a los distintos estadios de la carcinogénesis.
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en la expresion de las citoqueratinas embrionarias CK8 y CK18 (Caulin et al., 1993; Larcher et al.,
1992), mientras que en los estadios finales (carcinomas indiferenciados, SpCC) se induce la expresion
de vimentina y fibronectina, caracteristicas de células mesenquimaticas (Caulin et al., 1993; Gomez et
al., 1994), la expresion de la integrina a531 (Gomez and Cano, 1995) y la pérdida de cadherina-E y P
(Navarro et al., 1991) (Figura 8).

La homeostasis de la piel requiere un control muy estricto entre la proliferacion y la apoptosis, que
tiene lugar mediante la comunicacion entre los queratinocitos y el microambiente de la piel. Este control
previene la transformacion neoplasica. Durante el desarrollo temprano de los tumores, sin embargo, se
invalidan estos controles debido probablemente a la aparicion de inflamaciones crénicas, y el cambio a
un estado pro-tumoral del microambiente. Actualmente, esta bien establecido que los tumores primarios
estan controlados por multiples células del estroma ademas de las células tumorales (Tlsty and Coussens,
2006). Algunas de estas células estromales se han implicado en la promocidon tumoral, como las células
endoteliales, los fibroblastos, varias células derivadas de la médula 6sea (BMDCs, como macrofagos,
neutrofilos y mastocitos), mientras que otras pueden actuar como células supresoras (Alison et al., 2009;
Mantovani et al., 2009; Phinney and Prockop, 2007; Sasaki et al., 2008).

En los ultimos afios han aumentado las evidencias sobre la importancia de las BMDCs en la
progresion maligna. Muchas de estas células infiltrantes acuden al tumor debido a la destruccion del
tejido provocado por agentes inflamatorios o como respuesta al crecimiento del propio tumor. Las células
tumorales no s6lo escapan del control del sistema inmune, sino que son capaces de modular cierto tipo de
células inflamatorias para que actiien como células pro-tumorales (Allavena et al., 2008a; Allavena et al.,
2008b; Mantovani et al., 2008; Mantovani et al., 2009).

Los macrofagos pueden considerarse las células BMDC prototipicas capaces de modificar el
comportamiento de las células tumorales y han sido relacionados con angiogénesis, invasion, intravasacion
y metastasis en modelos animales (Condeelis and Segall, 2003; Pollard, 2004). Los macréfagos son células
plasticas, y esta adaptabilidad puede ser utilizada por las células tumorales para obtener distintas funciones
de los macrofagos en distintos estadios de la progresion tumoral habiendose planteado recientemente la
existencia de un cambio entre macrofagos anti-tumorales y pro-tumorales durante la progresion tumoral
(Allavena et al., 2008b; Allavena et al., 2008c; Mantovani et al., 2009; Sica et al., 2008; Sica et al., 2007).
Los factores que controlan el balance entre la actividad pro y anti-tumoral de los macrofagos, y como este
equilibrio cambia durante la progresion tumoral, son desconocidos, siendo uno de los campos de intenso

interes y investigacion actual.
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OBJETIVOS

Como objetivos generales de esta tesis, nos planteamos caracterizar el mecanismo de accion de
Snail2 en la represion transcripcional de cadherina-E (PARTE 1), asi como el papel de Snail2 en la
carcinogénesis quimica de piel de raton (PARTE 2). Para ello nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1. Caracterizacion de la represion del promotor de cadherina-E mediada por Snail2.
1.1. Caracterizacion funcional de los dominios de unidén a DNA y reguladores de Snail2.
1.2. Caracterizacion de los complejos co-represores reclutados por Snail?2.

1.3. Caracterizacion funcional de la fosforilacion de Snail2.

2. Analisis de la funcion de Snail2 en la carcinogénesis de piel de raton.
2.1. Implicacién funcional de Snail2 en la carcinogénesis quimica.
2.2. Caracterizacion de las funciones intrinsecas de los queratinocitos Snail2 -/-.

2.3. Influencia del microambiente tumoral en la carcinogénesis en ausencia de Snail2.
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1. Construcciones de DNA

En esta tesis se han utilizado diversas construcciones generadas previamente en nuestro grupo o
cedidas por distintos laboratorios, como se especifica en la Tabla I. Adicionalmente, en el contexto del
presente trabajo, se han generado vectores de expresion de diferentes formas mutantes de Snail2 murino
a partir del plasmido pcDNA3-mSlug-HA (Bolos et al., 2003), que porta la secuencia completa de Snail2
de raton fusionada al epitopo HA (hemaglutinina). Los oligonucleotidos empleados en la generacion de
las construcciones mencionadas se recogen en la Tabla II. Los vectores de expresion de las diferentes

formas mutantes de Snail2 comprenden (ver Tabla III):

1.1. Mutaciones puntuales. Se generaron los siguientes mutantes puntuales mediante la técnica

de mutagénesis dirigida (Zheng et al., 2004).

=> Mutantes en la region de los dedos de zinc. Se obtuvieron mutantes en cada uno de los
cinco dedos de zinc presentes en Snail2. La mutacion consistio en la sustitucion de la primera
cisteina de cada uno de los dedos de zinc por alanina, dicha alteracion impide la formacion de la
estructura tridimensional del dedo de zinc y por tanto el que ese dominio sea funcional.

= Mutantes de fosforilacion. Se generaron mutantes en varios residuos, susceptibles de
fosforilacion, presentes en Snail2. Las mutaciones consistieron en sustituir la serina indicada
por alanina, cambio que impide la fosforilacion de ese residuo. Adicionalmente, se sustituyé la
serina correspondiente por aspartico, generando un mutante que mimetiza la carga negativa del
fosfato.

=> Mutantes intermedios. Se generaron mutantes del plasmido pcDNA3-Snail2-HA que
incorporan una diana de restriccion para la enzima EcoRV en los nucleétidos que codifican para
el aminoacido indicado (pcDNA3-EVaa).

1.2. Mutantes de delecciéon. Los mutantes de delecion ASNAG2-HA y ANt-HA se obtuvieron
mediante la amplificando por PCR de la region de Snail2 de interes utilizando como DNA molde el vector
pcDNA3-Snail2-HA. El producto amplificado se subclond en el vector pcDNA3-HA. Los mutantes
ASLUG-HA, ACID-HA y A65-87-HA se generaron mediante la digestion de dos vectores intermedios
(EcoRVaal e EcoRVaa2) (ver Tabla IIl y Esquema 1). En el caso del mutante A65-87-HA , los vectores
intermedios pcDNA3-EV65 y pcDNA3-EV87 se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRV y Xhol

segun se indica en el Esquema 1. El fragmento de pb del vector pcDNA3-EV65 se ligd con el fragmento
de ...... pb del vector pcDNA3-EV87 generandose un plasmido que codifica para la proteina Snail2
deleccionada en la region comprendida entre el 65 y el 87 (ver Esquema 1).Los mutantes ASLUG-HA,
ACID-HA se generaron de la misma manera.

Una vez obtenidas las distintas construcciones se verificaron mediante secuenciacion automatica
usando oligonucledtidos especificos del vector pcDNA3.1 (Invitrogen) (oligonucleotidos del promotor

T7 y del promotor SP6, Invitrogen).
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Tabla I: vectores de expresion en eucariotas

Construccion Especie

Tag

Referencia

Vectores de expresion en células eucariotas

Lab. Dr. A. Cano (Peinado et al., 2005)

Lab. Dr. A. Cano (Bolos et al 2003)

Dra. K. Verscheuren, Flanders Interuniversitary Intitute for
Biotechnology, Zwijnaarde, Belgium

Dr. E. Seto, Moffit Cancer Center, Tampa, USA

Dr. R. N. Eisenman, Fred Hutchinson, Cancer Research Center,
Seattle, USA

Dra. Ana Aranda, Instituto de Investigaciones Biomédicas
- Madrid “Alberto Sols” CSIC-UAM, Espaiia

Lab. Dr. A. Cano (Bolos et al 2003)

Dr. F. Van Roy, VIB, Universidad de Ghent, Berlgica

pcDNA3-mSnaill-HA Ratén HA

pcDNA3-mSnail2-HA Ratén HA

pcDNA3-flag-CtBP1 ~ Ratén Flag
pcDNA3-HDACI1-flag Humano  Flag
pcDNA3-HDAC2-flag Humano  Flag
pcDNA3-HDAC3-flag Humano  Flag
pSC2-mSin3A-myc Raton Myc
pcDNA3-NCoR-flag  Raton Flag
Vectores testigos

pGL2-mCadherina-E ~ Ratén LUC
(-178/+92)

pGL2-hCadherina-E Humano LUC
(-178/+92)

pCMV-BGalactosidasa -

Esquema 1. Generacion del mutan-
te de deleccion Snail2-ACID-HA
mediante la digestion de vectores
intermedios. Se generaron dos vec-
tores intermedios por mutagénesis
dirigida que incorporan en su se-
cuencia una secuencia de restriccion
para el enzima EcoRV (en rojo) en
la posicion del aminoacido indicado.
En este caso, en los aminoacidos 46
(izquierda, vector morado, Snail2-
EV46-HA) y 65 (derecha, vector ver-
de, Snail2-EV65-HA). Los vectores
intermedios se digirieron con los en-
zimas EcoRV y Xhol, y los fragmen-
tos de interes se ligaron para generar
un nuevo vector pcDNA3-HA que in-
corpora una secuencia del cDNA de
Snail2 que carece de la region com-
prendida entre los aminoécidos 46 y
65 (Snail2-ACID-HA).

EcoRI
|

B-GAL Promega

pcDNA3-Snail2-HA (6237 pb)

EcoRI B
cDNA Snail2-HA

837 pb

Xhol

pcDNA3 (5400 pb)

Mutagenesis puntual
(EV+46/EV-46)

EcoRV Xhol EccRI
|

Mutagenesis puntual
(EV+65/EV-65)

[IcuR\ Xhol

:

|
Snail2-EV46-HA
pcDNA3 (5400 pb)

SnallZ EV65-HA

pcDNA} (5400 pb)

EcoRI

Digestion con EcoRV y Xhol

EcoRV Xhol

138 pb
Fragmento de 5538 pb

EcoRV Xhol

I:Hj

Fragmento de 642 pb

pcDNA3-Snail2A46-65-HA (6180 pb)

EcoRI EcoRV

138 pb 642 pb

Xhol
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Tabla II: oligonucleétidos empleados para la generacion de los distintos mutantes.

Orientacion Secuencia Mutante

1. Cebadores para mutantes en los dedos de zinc
C131A-5° 5-GTTTCAGGCAAATTTATGCAATAAGACCTATTCTACTTCTCTGGGCTGGC

CI31A-3° 5"-GCATAAATTTGCCTGAAACTTCTCAGCTTCGATGGC mutZF1
C162A-5° 5"-CGTTCAGCGCCAAGTATTGTGACAAGGAATATGTGAGCC utZE2
CI162A-3" 5-GTCACAATACTTGGCGCTGAACGATTTCCTAGACTGGG "
C188A-5° 5 -CTTGTGTCGCCAAGATTTGTGGCAAGGCTTTCTCC MutZF3
C188A-3° 5'-GCCACAATCTTGGCGACACAAGGCAATGTGTG
C216A-5 5'-CCTTTCCTCTGCCCCTCACTGCAATAGGGCTTTTGC MutZF4
C216A-3° 5"-CAGTGAGGGGCAGAGAAAGGCTTTTCCCCAGTGTG "
C244A-5° 5"-CCAGGCCAAAAACTGCTCCAAAACCTTCTC mutZES
C244A-3 5'-GAGCAGTTTTTGGCCTGGTATTTCTTTACATCAGAGTGGG U
2. Cebadores para mutantes de fosforilacion
Rw S4A 5'-CCACCATGCCGCGCGCCTTCCTGGTCAAGAAACATTTCAAC SAA
Fw S4A 5'- CAGGAAGGCGCGCGGCATGGTGGCTGCGGGC
Rw S14A 5'-CAACGCCGCCAAGAAGCCCAACTACAGCGAAC S14A
Fw S14A 5'- GGCTTCTTGGCGGCGTTGAAATGTTTCTTGACCAGG
Rw S88A 5"-GCGTGTAGCTCCCCCGCCTTCCTCTGACACTTCATCCAAGG SS8A
Fw S88A 5-GAAGGCGGGGGAGCTACACGCCCCAAGGATGAG
Rw S4D 5'-GCCGCGCGACTTCCTGGTCAAGAAACATTTCAACGCCTCC S4D
Fw S4D 5'-CCAGGAAGTCGCGCGGCATGGTGGCTGCGGGC
Rw S14D 5"-CAACGCCGACAAGAAGCCCAACTACAGCGAACTGG S14D
Fw S14D 5-GGGCTTCTTGTCGGCGTTGAAATGTTTCTTGACCAGG
Rw S88D 5-CGTGTAGATCCCCCGACTTCCTCTGACACTTCATCCAAGG S88D
Fw S88D 5’-GGAAGTCGGGGGATCTACACGCCCCAAGGATGAGGAG
3. Cebadores para mutantes de delecién'
DSNAG2-5° 5-GGCGGCGAATTCATGTTCAACGCCTCCAAGAAGCCCAACTACAGC ASNAG?2
DSNAG2-3° 5-GGGCGCCTCGAGGTGTGCCACACAGCAGCCAGACTCC
DNt2-5° 5'-GGCGAATTCATGGCTGAGAAGTTTCAGTGC AN
DSNAG2-3° 5'-GGGCGCCTCGAGGTGTGCCACACAGCAGCCAGACTCC
4. Cebadores para la generacion de vectores intermedios’
EV+46 5’-CCAAAACCAGATATCCTCACCTCGGGAGCATACAGCCC EV46
EV-46 5’ -GGTGAGGATATCTGGTTTTGGTATGACAGGTATAGG
EV+65 5-GCAGCTGATATCCACTCTCCTTTACCCAGTGGCCTTTC EV65
EV-65 5'-GGAGAGTGGATATCAGCTGCCGACGATGTCCATACAG
EV+87 5’ -GGGCGTGATATCCCCCCGCCCCTTCCTCTGACACTTC EV87
EV-87 5-GCGGGGGGATATCACGCCCCAAGGATGAGGAGTATC
EV+123 5'-CCCCCATGATATCGAAGCTGAGAAGTTTCAGTGC EVI23
EV-123 5'-CTTCGATATCATGGGGGTCTGAAAGCTTGGGCTG

1.Se han incorporado unas secuencias de restriccion para los enzima EcoRI (en el cebador directo) y Xhol
(en el cebador reverso) (subrayado), asi como un codon de inicio de la transcripcion (letras en verde) en el
cebador directo.

2. Se ha incorporado una secuencia de restriccion para el enzima EcoRYV, tanto en el cebador directo como
en el reverso (subrayado)

Los nucleétidos mutados con respecto a la secuencia del cDNA de Snail2 murino se indican en negrilla.
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Tabla III: Vectores de expresion en eucariotas generados para esta memoria.

Construccion Mutacion Cebadores Dianas 5°/3° Tag Mutagenesis1

Mutantes de los dedos de zinc

pcDNA3-mutZF1-HA CI31A CI31A-5"/C131A-3° EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-mutZF2-HA Cl162A C162A-5/C162A-3" EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-mutZF3-HA C188A C188A-5"/C188A-3" EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-mutZF4-HA C216A C216A-5"/C216A-3" EcoRI/’Xhol HA m.d.
pcDNA3-mutZF5-HA C244A C244A-5"/C244A-3° EcoRI/Xhol HA m.d.

Mutantes de fosforilacion

pcDNA3-S4A-HA S4A S4A-5"/S4A-3" EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-S4D-HA S4D S4D-5"/S4D-3" EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-S14A-HA S14A S14A-5"/S14A-3° EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-S14D-HA S14D S14D-5'/S14D-3" EcoRI/Xhol HA m.d.
pcDNA3-S88A-HA S88A S88A-5"/S88A-3" EcoRI/’Xhol HA m.d.
pcDNA3-S88D-HA S88D S88D-5'/S88D-3" EcoRI/Xhol HA m.d.

Mutantes de deleccion

pcDNA3-ASNAG2-HA  Al-13 ASNAG2-5'/ASNAG2-3' EcoRI/Xhol HA PCR
pcDNA3-ANt2-HA Al-125  ANt2-5/ASNAG2-3° EcoRI/Xhol  HA PCR
pcDNA3-ACID-HA A46-65 v.i& EcoRI/Xhol ~ HA -
pcDNA3- A65-87-HA A65-87 v.i EcoRI/Xhol  HA -
pcDNA3- ASLUG-HA  A87-123 v.i EcoRI/Xhol = HA -
Vector intermedio Mutacion Cebadores Fragmento2 Mutante de delecciénd
pcDNA3-EV46 E46 D EV46-5'/EV46-3° 5538 pb
pcDNA3-ACID-HA
645 pb
pcDNA3-EV65 P65D EV65-5'/EV65-3 5605 pb
pcDNA3-A65-87-HA
489 pb
pcDNA3-EV87 P87D EV87-5'/EV87-3"
5661 pb
pcDNA3-ASLUG-HA
pcDNA3-EV123 Al123 EV123-5/EV123-3° 369 pb

1. Tecnica utilizada para la generacion del vector mutante: m.d, mutagenenesis dirigida; PCR, amplificacion del fragmento por PCR y
subclonaje en el vector pcDNA3-HA vacio.

2. Tamaiio del fragmento utilizado para la ligacion tras la digestion con EcoRV del los vectores intermedios, segiin esquema 1.

3. Mutante de deleccion generado por la ligacion de los fragmentos indicados (2)

&. v.i: los mutnates se generaron por digestion y ligacion de dos vectores intermedios segtin se indica a continuacion (2 y 3)
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2. Anticuerpos

Los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta memoria, asi como las

técnicas especificas en las que se han empleado se describen en las Tablas IV y V.
3. Cultivos celulares.

3.1 Cultivo de lineas celulares establecidas:

Las lineas celulares empleadas en la presente memoria fueron las siguientes:

® [ alinea epitelial MDCK-II (“Madin Darby Canine Kidney”), derivada de epitelio simple de
rifion de perro. (Comprado de la ATCC).

® La linea epiteloide HEK293T (“Human Embryonic Kidney”) derivada de epitelio renal
embrionario humano, que ha sido inmortalizada con la proteina de adenovirus E1A y transformada con el

antigeno T. (Proporcionado por el Dr. Santiago Ramon y Cajal, Hospital Valle de Hebron, Barcelona).

® La linea NMuMG (“Normal Murine Mammary Gland”) derivada de epitelio mamario
glandular de raton. (Proporcionado por la Dra. M. Angela Nieto, Instituto de Neurociencias, UMH-CSIC,
Alicante).

Las distintas limeas celulares se crecieron en medio DMEM (Gibco BRL), suplementado con
10% de suero fetal bovino (Gibco, BRL), 2mM de L-Glutamina (Gibco BRL), 100 pg/ml de ampicilina,
32 pg/ml de gentamicina. Adicionalmente, la linea NMuMG fue crecida en presencia de insulina a 10pg/
ml (Gibco,BRL). Todos los cultivos celulares se crecieron a 37°C en una atmoésfera humidificada al 5%
de saturacion de CO,,.

3.2 Cultivo de fibroblastos para su utilizacion como células nodriza.
La seleccion de un clon de células 3T3 para su uso como células nodrizas se basa en su habilidad

para a) formar una monocapa a una densidad de saturacion manteniendo la inhibicién por contacto, y
b) sobrevivir al tratamiento con mitomicina C (8 pug/ml) sin perder la adhesion con la placa. Las células
nodrizas utilizadas proceden del laboratorio de la Dra. Mirna Pérez-Moreno (CNIO-Madrid).

Las células nodrizas se crecen en medio F hasta confluencia y se tratan 2h con mitomicina C (8
ug/ml) para detener su crecimiento. Posteriormente, 24h antes de sembrar los queratinocitos se tripsinizan

y plaquean a densidad de saturacion (5x 10° células/ P60)

3.3 Aislamiento de queratinocitos primarios de ratones neonatos.
Los queratinocitos primarios se aislaron de ratones neonatos. Se extirpd la piel a los ratones y

tras tratarla con tripsina 0,25% a 4 °C durante 16h, se separ6 la dermis de la epidermis. La epidermis
se disgregd mecanicamente y filtro con un filtro para células de 40 um de diametro (BD Falcon) para
recuperar los queratinocitos de la epidermis. Los queratinocitos obtenidos se resuspendieron en medio
de congelacion (75% Suero Fetal Bovino descomplementado, 10% DMSO, 15% EMEM con 0,75 gr
/ml Glucosa) para su crio-preservacion. Los queratinocitos se aislaron de forma independiente para cada
raton, y se determind su genotipo (segin el apartado 7) a partir de una muestra de la cola obtenida

previamente.
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3.3.1 Ensayos de clonogenicidad de queratinocitos primarios.

Se sembraron 2,5-5 x 10* queratinocitos primarios en placas MW6 (Falcon), previamente
recubiertas con células nodriza NIH3T3, en medio E de crecimiento para queratinocitos con una
concentracion de 0,3 mM de NaCl, (DMEM:F12 (3:1), 3,7¢g/L bicarbonato sédico, 0,475 g/L L-
glutamina, 15% FBS quelado con CHELEX (Bio-Rad) suplementado con hidrocortisona, toxina
colérica, transferrina, insulina, tironina, 0,3mM CaCl2, 100 pg/ml de ampicilina, 32 pg/ml de
gentamicina, pH 7,2). Los queratinocitos se mantuvieron en cultivo durante 10 dias hasta la formacion

de colonias, que se contaron y clasificaron por tamafio y morfologia.

3.3.2. Cultivo de queratinocitos primarios.
Los queratinocitos primarios se crecieron en el medio E de crecimiento para queratinocitos

descrito anteriormente con una concentracion baja en calcio (0,05 mM CaCl2), sobre células nodriza
NIH3T3.

El laboratorio de la Dra. Mirna Perez-Moreno (CNIO-Madrid) colaboro en la realizacion de

estos experimentos.

4. Transfecciones transitorias.

Todas las transfecciones se realizaron con el reactivo Lipofectamina (Invitrogene) siguiendo las

indicaciones del fabricante, con las siguientes consideraciones:

® Para los ensayos de actividad del promotor se sembraron 2x10* células (MDCK-II) 6 2,5x10*
células (HEK293T) por pocillo en placas MW24 (Falcon) tal como se ha descrito recientemente (Moreno-
Bueno et al., 2009). Tras 18 horas se transfectaron con 200 ng/pocillo del vector testigo que contiene el
promotor de cadherina-E (murino o humano) fusionado al gen testigo de la luciferasa, 10 ng/pocillo
del vector testigo pCMV-BGal utilizado como control de eficiencia de transfeccion y los vectores de
expresion del factor de transcripcion y/o HDACs y/o co-represores indicados (la concentracion utilizada

de tales vectores se especifica en cada figura, y oscila entre 50-300 ng/pocillo).

® Para los ensayos de co-inmunoprecipitacion se sembraron 5x10° células HEK293T en placas

P60 (Falcon). Tras 18 h se transfectaron con 3 pg de cada uno de los vectores indicados en cada ensayo

® Para los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se sembraron 1x10° células
HEK293T o NMuMG en placas P100 (Falcon), tras 18 horas se transfectaron con 15 pg de pcDNA3-
Snail2-HA, pcDNA3-mutZF2-HA o pcDNA3-mutZF5-HA.

® Paralos ensayos de localizacion subcelular, se sembraron 3,5x10° células MDCK-II en placas
P60 con cristales de 12 mm de diametro. Tras 18 horas de incubacion se transfectaron con 3 pg de los

plasmidos indicados para cada ensayo.
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5. Ensayos de actividad promotora.

Los ensayos de actividad promotora se han realizado segun se ha descrito (Moreno-Bueno
et al., 2009). La actividad de los promotores de cadherina-E murino y humano se determind en las
células MDCK-IT o HEK293T transfectadas transitoriamente (segun se indica en el apartado 4). 18 h
después de la transfeccion, las células se lavaron con PBS 1x y se lisaron durante 15 min a temperatura
ambiente (t.a.) con tampon de lisis pasivo (Promega). Las actividades luciferasa y 3-galactosidasa de los
extractos resultantes se determinaron con el kit Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) utilizando
un luminémetro Lumat LB9507 (Berthold Technologies). La activad relativa luciferasa/p-galactosidasa
se normaliz6 con respecto a la actividad detectada en las células control transfectadas con el vector vacio
(pcDNA3-HA). Todos los ensayos se realizaron al menos dos veces y cada condicion experimental se

analiz6 por triplicado.
6. Analisis de proteinas

6.1 Inmunofluorescencia de células en cultivo.

Las células MDCK-II fueron crecidas hasta un 60% - 70% de confluencia en cubreobjetos
circulares de 12 mm de diametro incluidos en placas de cultivo P60 (Falcon). Tras su adhesion al sustrato
se transfectaron transitoriamente segun se indica en el apartado 4 24 h después las células se fijaron en
formaldehido al 3.7% durante 20 min a t.a. y posteriormente se permeabilizaron con 0.05% de Triton
X-100 en solucion de bloqueo (2% BSA en PBS) durante 15 min a t.a. Tras dos lavados con PBS, la
union inespecifica del anticuerpo se bloqued con solucion de bloqueo, las células se incubaron dentro
de una camara himeda durante 1 h en contacto con los anticuerpos primarios (diluidos seglin se indica
en la Tabla IV en solucion de bloqueo). Después de 2-3 lavados en PBS, las células se incubaron con

los anticuerpos secundarios fluorescentes adecuados. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti

Tabla IV: Anticuerpo primarios y secundarios utilizados en la primera parte de la tesis

Anticuerpo Especie WB]/;ilf“l/lIcli(/’)(IjlhIP Procedencia
Anticuerpos primarios:

Anti-HA (mAb) Rata 1:100/1:50/10 ug/20 pg Roche
Anti-Flag (mAb) Ratén 1:3000/1:1000/NA/NA Sigma
Anti-Myc (pAb) Conejo 1:1000/1:500/NA/NA Sigma
Anticuerpos secundarios

Anti-Rata-HRP (pAb) Cabra 1:10000 WB Nordic
Anti-Raton-HRP (pAb) Oveja 1:1000 WB Amersham
Anti-Conejo-HRP (PAb)  Cabra 1:4000 WB Nordic
Alexa o-Rata-488 (pAb) Cabra 1:800 IF Molecular probes
Alexa o-Raton-555 (pAb) Cabra 1:800 IF Molecular probes
Alexa o-Conejo-555 (PAb) Cabra 1:800 IF Molecular probes

WB, Western blot; IF, Inmunofluorescencia; IP, Inmunoprecipitacion; ChIP, inmunoprecipitacion de
cromatina; mAb, anticuerpo monoclonal; pAb, anticuerpo policlonal.

37



38

MATERIALES Y METODOS

IgGs de rata, raton o conejo generados en cabra y acopados a los fluorocromos Alexa-488 y Alexa-555
(Tabla IV). Posteriormente, el nicleo celular se tifid con 4,6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular
Probes) 10 min a t.a. Finalmente, las preparaciones se montaron sobre portaobjetos usando Mowiol
(Sigma-Aldrich). La tincion fluorescente se examino usando un microscopio Zeiss Axiophot equipado
con epifluorescencia acoplado a una camara digital CCD Olympus DP70. Para el analisis mediante
microscopia confocal se utiliz6 un microscopio confocal ultra-espectral (TCS-SP-2-AOBS-UYV, Leica). El
analisis y procesamiento de las imagenes capturadas se llevo a cabo utilizando los paquetes informaticos
Image]J y Adobe PhotoShop CS2.

Tabla V: Anticuerpo primarios y secundarios utilizados en la segunda parte de la tesis

Marcador Clon/Especie  Procedencia Il)llrl/l;;_}gl Fi{;‘;i)én Desenn;zltls{c g;?miento
Anticuerpos primarios:

Cadherina-E ECCD-2/rMab M. Takeichi 1:200/1:100 Met/Ac Citrato, 10 min OP
Ciclina D1 Dxc-6 / mMab DAKO NA/1:200 NA Citrato, 10 min OP
Citoqueratina 5 - /Congjo Covance NA/1:200 NA Citrato, 10 min OP
Citoqueratina 8 -/ Ratén Progen NA/1:100 NA Citrato, 10 min OP
Citoqueratina 10 - /Guinea pig Progen 1:100/1:100 Met/Ac Citrato, 10 min OP
Citoqueratina 13 AES8 / mMab Progen NA/1:100 NA Citrato, 10 min OP
Citoqueratina 15 - / Guinea pig Progen NA/1:100 NA Citrato, 10 min OP
IkB-P 5A5 / mMab siggglllling NA/1:50 NA EDTA, 3 min OP
Ki67 Mib-1 / mMab DAKO NA/1:50 NA EDTA, 3 min OP
Loricrina - / Conejo Covence 1:250/1:200 Met/Ac Citrato, 10 min OP
Involucrina SY5/mMab Novocastra 1:250/ NA Met/Ac NA

NFkB F-6 / mMab Santa Cruz NA/1:350 NA Citrato, 10 min OP
P27 57 / mMab BioslcgsiIches NA/1:1000 NA Citrato, 10 min OP
P53 DO-1 / mMab Santa Cruz NA/1:50 NA EDTA, 3 min OP
P63 4A4 / mMab Dako 1:25 NA Citrato, 10 min OP
Snail2 - / Conejo Abcam NA/1:100 NA EDTA, 3 min OP
Snaill H33 / mMab Virtanen® NA/1:50 NA EDTA, 15 min OP
Anticuerpos secundarios:

anti- Cobaya-HRP -/Conejo  Progen NA/1:200 NA NA

anti- Rata-Biotinilado -/Conejo  Dako 1:800/NA NA NA

anti- Conejo/Raton kit LSAB  Dako - NA NA
Alexa-488 Molecular probes 1:800/NA NA NA
Alexa-555 Molecular probes 1:800/NA NA NA

IF, Inmunoﬂuogescencia en tejido; IHQ, Inmunohistoquimica en secciones parafinadas; NA, no aplicado; OP,
Olla a presion; ~ Citrato: tampon citrato; EDTA, tampon EDTA a 1 atmosfera en olla a presion. r: rata; m: raton;
Mab: anticuerpo monoclonal.
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6.2. Ensayos de co-inmunoprecipitacion.

Las células HEK293T se transfectaron segun se indica en el apartado 4, transcurridas 36 h las
células se lavaron con PBS y se lisaron en tampo6n de inmunoprecipitacion IPH (50mM Tris-HCI, pH 8,0;
150mM NaCl; 5SmM EDTA; 0,5% NP-40), suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (2mM
PMSF, 2 pg/ml leupeptina, 2 pg/ml aprotinina), en hielo durante 30 min. Posteriormente, los lisados se
centrifugaron a 17.000 g para eliminar los restos celulares. Los sobrenadantes se pre-absorbieron con
proteina A/G-sepharosa (Sigma-Aldrich) (20 pl /600-800 pg de proteina) con el fin de eliminar los residuos
proteicos que puedan interaccionar inespecificamente con la proteina sepharosa. La inmunoprecipitacion
se realizd incubando el lisado pre-aclarado con 1 ug de anti-HA con agitacion orbital a 4°C durante
toda la noche. A continuacion, se incubaron con 40 pl de proteina A/G- Sepharosa (Sigma-Aldrich) en
agitacion orbital a 4°C durante 2 horas. Tras cuatro lavados con tampdén IPH, el immunoprecipitado se
centrifugd a 9.600 g durante 10 min. El immunoprecipitado se resuspendié en tampén Laemmli 1X. Para
la co-inmunoprecipitacion de proteinas con un peso molecular aproximado de 35 KDa se utilizé tampon
de carga no reductor (2% SDS, 0,002% azul de bromofenol, 10% glicerol, 0,125 M Tris-HCI) con 10
mM de iodoacetamida para evitar la interferencia con las cadenas ligeras de las IgGs durante el Western
blot. Los immunoprecipitados se analizaron por electroforesis, e inmunotransferencia segun se indica en
el apartado 6.3.

6.3. Electroforesis e inmunotransferencia (Western blot)

Los inmunoprecipitados se cargaron en geles de SDS-PAGE al 6%-12% de acrilamida. Los
polipéptidos se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Inmobilon-P (Millipore) utilizando tampon de
transferencia (Metanol 20%, Tris-glicina 1x) durante 1h a 300 mA. La unién no especifica del anticuerpo
se bloqued con PBS-Tween (0.01%) y 5% BSA. Las membranas se incubaron con anticuerpo primario a la
dilucién adecuada (ver Tabla IV) durante 1h at.a. o toda la noche a 4°C. Tras varios lavados con abundante
PBS-Tween, se incubaron con anticuerpo secundario apropiado anti-IgGs de raton/conejo/rata conjugado
con peroxidasa de rabano (HRP) a la dilucion adecuada (ver Tabla IV), durante 45 min. Posteriormente
las membranas se lavaron con PBS-Tween y las proteinas se visualizaron mediante quimioluminiscencia
,usando el kit de deteccion ECL chemiluminescence detection kit (Amersham), siguiendo las instrucciones
del fabricante. En todos los casos, la imagen mostrada corresponde a un experimento representativo de

al menos dos realizados.

6.4. Ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina.

Los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se realizaron segun se ha descrito
previamente (Aparicio et al., 2004, Peinado et al., 2004c). Las proteinas se entrecruzaron al DNA
incubando las placas con 10 mM dimetiladipimidato (DMA), 0,25% DMSO durante 45 min a t.a. y se
fijaron con 1% formaldehido durante 15 min a t.a. A continuacion, las células se lisaron en tampdn de
lisis SDS (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pHS) y se sonicaron en inmersion (en 4 ciclos
de 15 min en régimen de 30 seg a potencia maxima seguido de 30 seg apagado) con el fin de romper
el DNA en fragmentos de 200-1000 pb. Los lisados sonicados se incubaron con 10 pg del anticuerpo
anti-HA o con anti-IgG de rata utilizado como control negativo. La cromatina unida al anticuerpo se
precipitd con proteina G-agarosa bloqueada con DNA de esperma de salmén (Promega). La fraccion
inmunoprecipitada se recogio y se lavo varias veces para posteriormente separar el DNA del anticuerpo

mediante incubacion con 200 mM NaCl a 65°C durante 18 h. El DNA inmunoprecipitado se purificd con
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el kit “PCR purification” (Quiagen). Para la amplificacion por PCR del promotor endogeno de cadherina-
E (humano y/o murino) se utilizaron los siguientes oligonucleétidos: para el promotor de cadherina-E
murino: Fw-cdh1 5'-AGTCCTTTGTAACTCCATG-3" y Rw-cdhl 5'- AGACGCCGAGCAAA-CACTG-
3"; y para el promotor de cadherina-E humano: Fw-CDH1 5'-TCCTTTGTAACTCCATGTCTCCCGT-
3" y Rw-CDHI1 5'-CGGGCAGGAGTCTAGC-AGAAG-3". Para cada promotor la sensibilidad de la
amplificacion por PCR se evalu6 en diluciones seriadas del DNA total obtenido después de la sonicacion
(DNA de partida o “input fraction”). Los productos amplificados de PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 2% tefiidos con SyberSafe (Invitrogen). En cada gel se incluy6 el DNA de partida y la fracciones

inmunoprecipitadas con los anticuerpos anti-HA e IgG (como control negativo).

6.5. Ensayos de fosforilacion in vitro.

Los ensayos de fosforilacion in vitro se realizaron incubando 1 pg de la proteina de fusion
GST-Snail2 o GST sola con 10 U de la quinasa indicada, en el tampon suministrado por el fabricante,
suplementado con 100 uM ATP y 1 uCi [*P]-ATP. La reaccion se incubd 30 min a 30°C y se detuvo
afiadiendo tampon Laemmli 2x. Las proteinas se resolvieron mediante electroforesis en geles 10% SDS-
PAGE vy trasnferencia a membrana de nitrocelulosa, como se indica en el apartado 6.3. La holoenzima
recombinante humana caseina quinasa 2 (CK2) y la subunidad catalitica de la proteina quinasa C (PKC)
humana se obtubieron de Calbiochem y Sigma-Aldrich, respectivamente. La proteina de fusion GST-
Snail2 se obtuvo como se ha descrito previamente (Bolos V., 2003). La proteina GST-ASLUG se obtuvo
mediante PCR (ver Tabla III) y subclonaje en el vector pGEX, en fase con la proteina GST.

6.6. Ensayos de fosforilacién in vivo.

Las células se crecieron en P35 y se transfectaron con pcDNA3-Snail2-HA o con pcDNA3-
ASLUG-HA, segun el apatado 4. Después de 24-36 h, la células se lavaron tres veces con DMEM libre
de fosfato, suplementado con 10% FCS. A continuacion, las células se incubaron en el mismo medio
con 1 mCi/ml de [**P]-ortofosfato (Amersham) durante 4 h. Las células se lisaron a 4°C en tampon RIPA
(0,1% SDS, 0.5% deoxicolato, 1% NP-40, 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCIL, pH 8.0) suplementado con
inhibidores de proteasas (2 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, ImM PMSF) e inhibidores de fosfatasas
(1 mM ortovanadato sodico, 10 mM fluoruro sdédico). El lisado se centrifugd a 14.000 g durante 15 min
y el sobrenadante se incub6 durante 16 h a 4°C con 1 pg de anticuerpo anti-HA y 25 pl de proteina G-
Sepharosa (Amersham). Los inmunoprecipitados se recogieron y lavaron cuatro veces con tampon RIPA
a 4°C. Las proteinas inmunoprecipitadas se resolvieron en geles 12% SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (segun el apartado 6.4) antes de exponerlas toda la noche a peliculas X-ray

para detectar las proteinas marcadas radiactivamente mediante autoradiografia..

6.7. Andlisis de mapas de fosfopéptidos.
El mapa de fosfopéptidos se elabord segin se ha descrito previamente (Boyle et al. 1991,

MacPherson et al., 2009, Van Der Geer and Hunter, 1994). Las bandas de Snail2 fosforilado se excindieron
de la membrana y bloquearon durante 30 min con 0.5% polivinilpirolidon K30 (Sigma-Aldrich), 0.6%
acido acético a 37°C. Después de varios lavados con agua destilada, las bandas se incubaron 16 h a 37°C
en 50 mM NH,HCO, pH 8.0 con 1 pg de tripsina de grado (Promega). La solucion con los péptidos
eluidos se transfiri6 a un tubo limpio y, tras medir la radiactividad, estos se congelaron y secaron al

vacio. Posteriormente, se oxidaron con &cido performico durante lh a 4°C en oscuridad. El analisis
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se realizé mediante electroforesiscromatograficaen placas de TLC de 20x20 ¢cm (TLC plate cellulose
pre-coated-without fluorescente indicador- grosor de la placa 0,1 mm, Merck), tal como se ha decrito
previamente (MacPherson et al., 2009). La electroforesis se realizo con un aparato de electroforesis de
alto voltaje HTLE-700 (CBS Scientific) durante 30 min a 2000V. Posteriormente, se seco la placa durante
al menos 6 h antes de realizar la cromatografia. La separacion de los péptidos por cromatografia se llevo
a cabo durante 14-16 h en solucion de acido isobutirico (62.5% acido isobutirico, 3% acido acético,
2% n-buranol, 5% piridina). Después de secar durante al menos 6 h, las placas se expusiéron en una
pantalla phosphorimaging (Fujifilm). Los resultados se observaron utilizando una camara Typhoon (GE

Healthcare) y el programa informatico Adobe PhotoShop version 7.0.

6.8. Degradacion de Edmann.
Los fosfopéptidos se eluyeron de la placa de celulosa en tampoén de electroforesis pH1.9 y se

liofilizaron. Las fracciones se sometieron a protocolo de degradacion automatica de Edman (Edman,
P., 1950). Para la degradacion de Edmann, los fosfopéptidos (40-500 c.p.m.) se unieron a membranas
Sequelon-AA (Millipore) seglin las instrucciones del fabricante, y se secuenciaron en un secuenciador
(Applied Biosystems Gas Phase Sequencer Model 470A). Los aminodcidados de feniltiohidantoina
liberados en cada ciclo se aplicaron en distintos puntos en placas de cromatografia en capa fina. La
radiactividad de cada punto se cuantifico mediante la exposicion con una pantalla Phosphorlmager FLA
(Fuji).

7. Genotipado de los ratones para Snail2.

Los ratones heterocigotos de Snail2 (Snail2 +/-) fueron cedidos por el Dr. Tomas Gridley (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA). Los ratones se mantuvieron en régimen de cruces rotacional entre
heterocigotos, con el fin de evitar la consaguinidad entre camadas. En todos los ensayos se han utilizado
ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/-, hermanos de camada.

Para el genotipado del alelo Snail2 se extrajo DNA gendmico de la cola de ratones de 28 dias con
el reactivo REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich), segtn las indicaciones del fabricante.
Se determind la presencia o no de los alelos Snail2, LacZ y Neo mediante PCR semicuantitativa de 1 pl
de DNA extraido. Las condiciones de la PCR fueron: 35 ciclos de amplificacion de 1min. a 94°C; 1 min.

a 60°C; 1 min. 30 segundos a 72°C. Los oligonucleotidos utilizados se indican en la siguiente Tabla V1.

Tabla VI. Secuencia de oligonucledtidos para el genotipado de los ratones

Alelo Oligonucledtidos Secuencia Tamafio
Snail2 5° 5'- AGAACGGAAGCTGTTTGGCTG-3’

Snail2 . ~ 450 pb
Snail2 3° 5'- CTATTTGGTTGGTAAGCACATGAG-3’

N Snail2 5° 5'- AGAACGGAAGCTGTTTGGCTG-3’ L kb

€0 =

Neo 5-TTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTAT-3
Snail2 5° 5'- AGAACGGAAGCTGTTTGGCTG-3’

LacZ ~ 400 pb
LacZ 5'-TCGCCTTCTATCGCCTTCTTG-3"
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8. Anestesiado de ratones.

Los ratones se anestesiaron mediante la administracidén intraperitoneal de 100 pl de
clorhidrato de queetamina (Imalgene 500, Nerial Lab. S.A) en combinacién con 10 pl de clorhidrato
de medetomidina (Dormitol, Pfizer S.A). Tras la manipulacion, los ratones fueron despertados de
la anestesia mediante inyeccion subcutanea de 100 pl de alipamezol, antagonista del clorhidrato de
medetomidina (Antisedan, Pfizer S.A).

9. Carcinogénesis quimica de piel de raton mediante tratamiento con DMBA/TPA

Para el estudio de la carcinogénesis quimica por DMBA/TPA, se indujeron tumores en la piel
dorsal de ratones de 6-8 semanas de edad, afeitados el dia antes del inicio del tratamiento, mediante la
aplicacion de una dosis tnica de 200 pl de DMBA (9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene; Sigma-Aldrich)
de una dilucién a 160 pg/ml de acetona, seguida de dos dosis semanales de 200 ul de TPA (Forbol
12-miristato 13-acetato; Sigma-Aldrich) de una dilucion a 62,5 pg/ml de acetona durante 16 semanas.
El nimero y tamafio de los tumores fué medido semanalmente. La duracion total del tratamiento y la
observacion de los ratones se especifica en cada experimento. na vez concluido el tratamiento se realizaron
las necropsias recogiéndose las muestras tisulares de interés. El procesamiento de las mismas se detalla

en el apartado 13.

9.1 Tratamiento con dexametasona.
Tras la induccion de lesiones mediante DMBA/TPA, los ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2

-/- se sometieron al tratamiento con dexametasona tras la aparicion de las primeras lesiones. Para el

tratamiento, se inyectaron diariamente 0,05 mg/Kg de raton de Dexametasona (Sigma-Aldrich) via
intraperitoneal, y el tratamiento se prolongo6 hasta el sacrificio de los ratones. Una vez concluido el
tratamiento se realizaron las necropsias recogiéndose las muestras tisulares de interés. El procesamiento

de las mismas se detalla en el apartado 13.

10. Induccion de fibrosarcomas por inyeccion de metilcolantreno

Para la induccion de fibrosarcomas se inyectaron subcutdneamente con 100 pug de MCA (3-
metilcolantreno; Sigma-Aldrich) en 100 pl de trioleil glicerol en ambos flancos de los ratones. Tras la
inyeccion, se valoro la aparicion y tamano de las lesiones dos veces por semana, considerando positivas
aquellas lesiones que alcanzasen 5 mm y tuviesen un crecimiento progresivo. Los ratones se sacrificaron
cuando las lesiones alcanzaron un diametro > 2 cm. Una vez concluido el tratamiento se realizaron las
necropsias, recogiéndose las muestras tisulares de interés. El procesamiento de las mismas se detalla en

el apartado 13.

11. Tratamiento con TPA.

Ratones de 6 a 8 semanas de edad, afeitados el dia anterior al inicio del protocolo, se trataron
topicamente con 200 pl de TPA (forbol 12-miristato 13-acetato; Sigma-Aldrich) diluido a 62,5 pg/ml en

acetona. El tratamiento se llevo a cabo durante una semana, administrandose el farmaco cada 48 h hasta
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un maximo de tres aplicaciones. Una vez concluido el experimento, los ratones fueron sacrificados y se

obtuvieron biopsias de piel que se procesaron segun se indica en el apartado 13.

12. Ensayos de cicatrizacion de heridas.

Se rasuro el dorso de los ratones y tras anestesiarlos (segin el apartado 8) se realizaron 2 heridas
transcutaneas de 6 mm de diametro, utilizando un punteador de biopsias (Pfiel). Se tomaron imagenes
diarias de las heridas mediante el dibujo sobre papel parafilm del borde de las mismas, hasta el cierre
completo de las heridas. Para determinar el area de la herida se procesaron las distintas imagenes utilizando
el programa informatico PhotoShop CS2. A lo largo del experimento, se sacrificaron los animales a
distintos tiempos para recoger muestras de las heridas que se procesaron segun se indica en el apartado
13.

13. Procesamiento de las muestras obtenidas en las necropsias.

Las lesiones y visceras de los ensayos in vivo se fijaron en 3,7 % de formaldehido o se congelaron
con nitrégeno liquido para su posterior procesamiento, segiin se ha descrito previamente (Moreno-Bueno

et al., 2009), siguiendo los protocolos siguientes:

13.1. Generacién de bloques de OCT.

Se generaron bloques de OCT (“Optimal Cutting temperature” medium, Takara) a partir de

muestras congeladas. Las muestras extraidas de ratones se incluyeron y orientaron en un soporte tipo
Tissue Teck (Dako), que se rellené con OCT previamente refrigerado. Todo el proceso se realizé en frio
sobre nieve carbonica para evitar la descongelacion de las muestras. Una vez obtenidos los bloques se
cortaron secciones de 10 um con un criostato (Reichert-Jung Cryocut 1900, Leica Int.) y se depositaron

sobre portaobjetos (Dako) para su posterior analisis.

13.2. Generacion de bloques de Parafina.
Se generaron bloques de parafina a partir de muestras fijadas con formaldehido al 3,7% durante

24 h. Posteriormente, las muestras se deshidrataron en bafios progresivos de 30 min en etanol al 25%,
50%, 75%, 80% y 100%, y finalmente se incubaron en xilol (Merck) 24 h. Para la obtencion de los
bloques de parafina, las muestras deshidratadas previamente se incluyeron en un bafio de xilol:parafina
(1:1) a 55°C durante 16 horas, a continuacion se embebieron en soportes metalicos rellenados con
parafina (DC Panreac) a 55°C, y el bloque se dejo enfriar hasta su solidificacion. Una vez obtenidos los
bloques se cortaron secciones de 5 um con un microtomo (Microtomo Rotatorio Tipo Minot, Leica) que

se depositaron en portaobjetos (DAKO) para su posterior analisis.

13.3. Micromatriz tisular (TMA).

Las matrices de tejido (TMA, “tissue microarrays”) se construyeron para poder realizar estudios

inmunohistoquimicos de las muestras parafinadas obtenidas de los ensayos de carcinogénesis quimica de
piel de raton, siguiendo esencialmente el método establecido (Kononen, 1998). Para ello, tras la evaluacion
histolégica de cada bloque de parafina, mediante tincion de hematoxilina-eosina (H&E), se seleccionaron

al menos dos areas representativas de cada lesion, y se extrajeron pequeios cilindros de tejido de 3 mm de
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diametro que se depositan en un nuevo bloque de parafina. El bloque resultante (microarray) es una matriz
con un numero total de 36 muestras correspondientes a 24 papilomas (6 Snail2 +/+y 18 Snail2 -/-),4 SCC
(1 Snail2 +/+y 3 Snail2 -/-), y un control de piel Snail2 +/+, todas ellas por duplicado. Las muestras se
encuentran separadas entre siipor 0,8 mm de distancia. El TMA resultante se cort6é en secciones de 5 um
depositadas en portaobjetos (Dako) para su posterior analisis inmunohistoquimico.

El laboratorio del Dr. José Palacios (Unidad de Anatomia Patologica. Hospital Virgen del Rocio.

Sevilla) colabord en la elaboracion de los TMAs.
14. Tincion con Hematoxilina/Eoxina (H&E).

Las secciones de bloques de parafina se desparafinaron con xilol y se rehidrataron con bafios
sucesivos de etanol al 75%, 50%, 25% y H,O. Las secciones de bloques de OCT se fijaron en acetona
(Sigma-Aldrich) a -20°C durante 30 min y se lavaron con PBS. Ambos tipos de muestras se tifieron
con hematoxilina (DC Panreac) 10 min a t.a; el exceso de tincion se elimind con agua destilada, y a
continuacion se llevo a cabo una contratincion con eosina durante 1,5 a 3 min a t.a. Finalmente, las
muestras se deshidrataron en bafios progresivos de 10 min en etanol al 25%, 50%, 75% y xilol, y se
montaron con medio DEPEX (Dako).

15. Inmunodeteccion en tejidos.

15.1. Inmunohistoquimica.

Los cortes de tejido se desparafinaron con xilol (20 min), se rehidrataron en concentraciones
decrecientes de etanol (100%, 95%, 70%) y finalmente en agua destilada. Posteriormente, se llevo a cabo
un proceso de desenmascaramiento del antigeno inducido por calor (en ollaa presion a 120°C) sumergiendo
los cortes en tampon Tris-EDTA (10 mM Tris Base, 1 mM EDTA pH 9.0) o en tampoén citrato (10mM
citrato sodico, pH 6.5), seglin se indica en la Tabla V. A continuacion se inactivo la peroxidasa endogena
del tejido con solucion de bloqueo para dicho enzima (Dako) y se incub6 con el anticuerpo primario a la
dilucion adecuada (ver Tabla V) durante 40 min. La deteccion del anticuerpo primario se realizo mediante
la actividad enzimatica de la peroxidasa de rabano acoplada a los acticuerpos secunadrios utilizando los
métodos inmunohistoquimicos de tincion LSAB o EnVision (Dako Cytomation), segun se ha descrito
(Moreno-Buenos et al., 2009) y siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Para los controles

negativos se omitieron los anticuerpos primarios.

La inmunohistoquimica fue evaluada al menos por dos patdlogos y el nivel de expresion se
estim6 semicuantitativamente utilizando un sistema de puntuacion compuesto, que incluia la intensidad
de la tincion (ausente, reducida o débil, normal, o fuerte comparado con la de las células epiteliales de la

piel normales adyacente) y la abundancia relativa de células inmunopositivas.

Los cortes de tejido en bloques de OCT se fijaron en 3,7% de paraformaldéhido (PFA)apH 7,4 y

se trataron segun el protocolo de inmunohistoquimica, a partir de la inactivacion de la peroxidasa.

15.2. Inmunofluorescencia

Los cortes de tejido de muestras congeladas se fijaron con 4% de PFA a pH 7.4 durante 20 min a
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t.a. y posteriormente se permeabilizaron con 0.05% de Triton X-100 durante 15 min a t.a. Tras dos lavados
con PBS, la unién inespecifica del anticuerpo se bloqued con solucion de bloqueo (2% BSA en PBS), se
incubd dentro de una camara htimeda durante 1 h en contacto con los anticuerpos primarios (diluidos en
solucién de bloqueo segun se indica en la Tabla V). Después de dos o tres lavados en PBS, se incubaron
con los anticuerpos secundarios fluorescentes adecuados. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron:
Anti IgGs de ratéon o conejo generados en cabra y acopados a los flurocromos Alexa-488 y Alexa-555
(diluidos en solucion de bloqueo segun se indica en la Tabla V). Posteriormente, los nucleos se tifieron
con 4,6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular Probes) 10 min a t.a. Finalmente, las preparaciones
se montaron sobre portaobjetos usando Mowiol (Sigma-Aldrich). La tincion fluorescente se examind
usando un microscopio Zeiss Axiophot equipado con epifluorescencia acoplado a una camara digital
CCD Olympus DP70. El analisis y procesamiento de las imagenes capturadas se llevo a cabo utilizando

los paquetes informaticos ImageJ y Adobe PhotoShop CS2.

16. Deteccion de células apoptoticas en secciones de tejido.

Secciones de 10 pm obtenidas a partir de bloques de OCT se fijaron con 4% PFA a pH 7,4 durante
20 min. a t.a. Posteriormente, se lavaron con PBS durante 30 min y se permeabilizaron con 0,1% citrato
sodico, 0,1% Triton X-100 a 4°C durante 2 min. Las muestras se marcan con el Kit “In situ cell death
detection” (Roche), segun las indicaciones del fabricante. La tincion fluorescente se examind usando
un microscopio Zeiss Axiophot equipado con epifluorescencia acoplado a una camara digital CCD
Olympus DP70. El anélisis y procesamiento de las imagenes capturadas se llevo a cabo utilizando los
paquetes informaticos ImageJ y Adobe PhotoShop CS2. El niimero de células apoptéticas se determind
semicuantitativamente mediante el contaje de nucleos marcados en tres campos diferentes de la misma

muestra en, al menos, cinco muestras independientes.

17. Aislamiento de foliculos pilosos de cola de ratén.

Tras el sacrificio del raton por inhalacion de CO, se cort6 la cola por la base. Mediante una
incision longitudinal con bisturi, a continuacion se separo la piel de la cola del musculo y los huesos. La
piel se lavé con PBS y se incub6 en PBS, SmM EDTA durante 4 h a 37°C. Posteriormente, se separ6 la
dermis de la epidermis (junto con los foliculos pilosos) con cuidado para no romper los foliculos pilosos.

Finalmente, la epidermis se fijo con 4% PFA a pH 7,4 durante 30 min.

18. Deteccion de la actividad -galactosidasa en tejidos.

Las muestras de foliculos pilosos, piel o lesiones tumorales congeladas en OCT se fijaron con
1% PFA pH 7,4, 0.2% glutaraldéhido y 0,02% NP-40, durante 1h a 4°C. Tras dos lavados de 20 min
con PBS/0,02% NP-40 se procedi6 a su incubacién con solucién de marcaje (SmM C N FeK,, 5 mM
CNFeK,, 2mM MgCl,, 0,02% NP-40 y 1 mg/ml de X-gal (bromo-cloro-indolil-galactopiranoside)
durante 24 horas a t.a. La tincidon se examind en campo claro usando un microscopio Olympus acoplado
a una camara digital CCD Olympus DP70. El analisis y procesamiento de las imagenes capturadas se

llevé a cabo utilizando los paquetes informaticos ImageJ y Adobe PhotoShop CS2. El nimero de células
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o foliculos pilosos B-galactosidasa positivos se determind semicuantitativamente mediante el contaje de
nucleos o foliculos pilosos, respectivamente, presentes en tres campos diferentes de la misma muestra y

en, al menos, tres muestras independientes.
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PARTE 1. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS DOMINIOS DE SNAIL2.

- Con el fin de caracterizar funcionalmente los diferentes dominios del factor de transcripcion
Snail2 se gener6 una amplia coleccion de mutantes puntuales y de deleccion (Figura 9) que abarcaban:

a) Mutaciones puntuales en cada uno de los 5 dedos de zinc (ZF1-ZF5) que destruyen la estructura
terciaria de cada uno de ellos con el fin de analizar su implicacion en la funcionalidad de Snail2.

b) Mutaciones de deleccion del dominio funcional ya descrito (SNAG), asi como delecciones
en el dominio SLUG y en extremo N-terminal, a fin de identificar la presencia de posibles regiones
reguladoras.

¢) Mutaciones puntuales en los residuos de serina 4, 14 y 88 (serina - alanina y serina = aspartico)
identificadas mediante el andlisis in silico y fosforilacion in vivo de los potenciales sitios de fosforilacion
de Snail2.

1.1. Caracterizacion funcional de los dedos de zinc de Snail2.

El dominio de union al DNA de los factores Snail es el responsable de la unidén a secuencias
especificas del promotor de cadherina-E (cajas-E). En el caso de Snail2 el dominio de unién al DNA esta
localizado en el extremo C-terminal y contiene cinco dedos de zinc (ZF). La caracterizacion funcional de
los distintos dedos de zinc de Snail2 se llevo a cabo mediante ensayos de actividad promotora sobre el
promotor de cadherina-E murino, en células MDCK-II. De acuerdo con los resultados previos del grupo
(Bolos et al 2003), Snail2-HA presenta una capacidad de represion menor que su homoélogo Snaill-HA
(57% vs 82%, Figura 10A) sobre el promotor de cadherina-E murino (Figura 10A). De los cinco mutantes
en los dedos de zinc, el mutante en el quinto dedo de zinc (mutZF5-HA) presenta mayor capacidad de
represion que Snail2-wt llegando a alcanzar una represion similar a la de Snaill-HA, mientras que el
mutante en el segundo dedo (mutZF2-HA) pierde significativamente la capacidad de represion (20% vs.
57%, p<0.05, n=6) (Figura 10A), al igual que el mutante en el cuarto dedo (mutZF4-HA) (Tabla VII). Los
mutantes en los restantes dedos de zinc (ZF1 y ZF3) no afectaban significativamente la represion mediada
por Snail2 (Tabla VII).

La capacidad represora de un factor de transcripcion se puede ver influenciada por la localizacion
nuclear del mismo y por este motivo analizamos la localizacion de los mutantes mutZF2-HA y mutZF5-HA
en la linea humana HEK293T y en la linea canina MDCK-II. En ambos casos se observo una localizacion
nuclear similar a la de Snail2-wt (datos no mostrados, resumen Tabla VII).

Los dedos de zinc son dominios de interaccidon con el DNA, por tanto, la capacidad de union de
un determinado factor de transcripcion va a venir determinada por la arquitectura del sitio de unidn en
el DNA; por este motivo, decidimos analizar si la represion mediada por los mutantes en los dedos ZF2
y ZF5 se veia afectada por la estructura del promotor de cadherina-E. Los promotores de los genes de
cadherina-E humano y murino presentan una distribucion diferente de las cajas-E (Figura 4 y Figura
10B) por lo que decidimos analizar la activadad de los distintos mutantes sobre los promotores de ambas
especies. Como cabia esperar Snail2-HA w.t. reprime ambos promotores, siendo aparentemente mayor
la capacidad de represion sobre el promotor de cadherina-E humano (Figura 10B). El mutZF2-HA no
es capaz de reprimir ninguno de los promotores pero, sorprendentemente, el mutZF5-HA pierde por
completo la capacidad de represion sobre el promotor de cadherina-E humano (Figura 10B).

Para determinar si las alteraciones observadas en la capacidad represora del los mutantes mutZF2-
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Figura 9.- Representacion esquematica de los distintos mutantes empleados en esta memoria.

Se presentan tres tipos de mutantes: A) mutantes de los dedos de zinc; B) mutantes de deleccion; y C) mu-
tantes de fosforilacion. A la derecha se indica la mutacion especifica incorporada en la secuencia proteica
de Snail2 murino. Cada cuadradito de la escala representa 10 aminoacidos.
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Figura 10. Caracterizacion funcional de los dedos de Zinc ZF2 y ZFS de Snail2.

(A) Ensayo de actividad del promotor proximal de cadherina-E de raton en células MDCK-II. Las células fueron
transfectadas con 300 ng de Snail2-HA, Snail2-mutZF2-HA, Snail2-mutZF5-HA o Snaill-HA. (B) Ensayo de ac-
tividad del promotor proximal de cadherina-E de raton (azul, mCDH1) y de humano (verde, hCDH1) en células
MDCK-II. Las células fueron transfectadas con 300 ng de los vectores de expresion indicados. La actividad se de-
termino a las 24h post-transfeccion, y se expresa aqui como RLU (actividad Luciferasa/actividad B-Galactosidasa).
Las RLU se normalizaron con respecto a la medida obtenida con el vector vacio (pcDNA3-HA). Los resultados
representan la media + s.d. de tres experimentos independientes (* p<0,05). A la derecha se muestra un esquema de
la organizacion de las cajas-E en los promotores murino (arriba) y humano (abajo). (C) Ensayo de inmunoprecipi-
tacion de cromatina en células humanas (HEK293T) y de raton (NMuMG). Las células se transfectaron con Snail2-
HA, Snail2-mutZF2-HA o Snail2-mutZF5-HA. La inmunoprecipitacion se realizé con un anticuerpo anti-HA o con
una IgG control. Se detect la presencia del promotor proximal de cadherina-E mediante PCR con oligos especificos
para la region comprendida entre las cajas E1 y E3 del promotor humano (hCDH) o el promotor murino (mCDH).
Como control utilizamos como molde los extractos antes de la inmunoprecipitacion (INPUT).
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HA y mutZF5-HA eran causadas por alteraciones en la capacidad de interaccion de estos mutantes con
los promotores endogenos se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para la region
del promotor proximal enddgeno de cadherina-E humano y murino en la linea humana HEK293T y en
la linea murina NMuMG, respectivamente. Como se muestra en la Figura 10C, Snail2-HA interacciona
con el promotor de cadherina-E tanto murino como humano (Figura 10C, panel izquierdo), mientras que
el mutZF2 no es capaz de interaccionar con ninguno de los promotores (Figura 10C, panel central) y el
mutZF5 solo interacciona con el promotor murino (Figura 10C, panel derecho), aparentemente con una
mayor eficacia que Snail2-wt lo cual correlaciona con la mayor capacidad de represion del mutZF5-HA
observada en los experimentos de actividad promotora (Figura 10B).

En conjunto, estos resultados sugieren que el dedo ZF2 es necesario para la capacidad de represion
de Snail2 independientemente de la arquitectura del promotor, mientras que el dedo ZF5 se requiere
en determinados promotores, como en el promotor de cadherina-E murino, donde parece regular
negativamente la capacidad de unidon de Snail2 al promotor endogeno, reduciendo asi la capacidad de

represion del factor.

Tabla VII. Analisis funcional de los mutantes en los dedos de zinc de Snail2.

Actividad Localizacign
Construccion Esquema Represora  Nuclear

La barra blanca representa la mutacion (cisteina a alanina) introducida en el dedo de zinc indicado. Activi-
dad represora, resumen de los resultados obtenidos en ensayos de actividad del promotor proximal de ca-
dherina-E murino en células MDCK-II. Las células fueron transfectadas con 300 ng de las construcciones
indicadas. ! La actividad represora en unidades relativas se determind a las 24 h post-transfeccion, como
porcentaje de represion, respecto a la medida obtenida con pcDNA3-HA que se considera como actividad
represora del 0%. Los resultados representan la media + s.d. de al menos tres experimentos independientes.
2 Localizacion nuclear, se determiné por inmunofluorescencia con anticuerpos anti-HA, en células MDCK-
II transfectadas transitoriamente con la construccion indicada. +, localizacion nuclear positiva.

1.2. Caracterizacion de las regiones reguladoras de Snail2.

Como se ha descrito en la Introduccion, los factores de transcripcion de la familia Snail constan
al menos de dos dominios funcionales, los denominados dominio de union al DNA y el dominio de
transactivacion. El dominio de transactivacion es el encargado de reclutar complejos proteicos que son
los que median la accion represora o activadora del factor de transcripcion. En el caso de Snail2, y por
su similitud de secuencia con Snaill, se piensa que el dominio SNAG (aminoacidos 1 al 9) (a partir de
aqui denominado SNAG?2) podria corresponder con un dominio de transrepresion (Figura 5B, a), pero
esto no ha sido demostrado. Ademas se desconoce si otras regiones de Snail2 podrian tener una funcién

similar. Asi, Snail2 posee una regidn con alta similitud al sitio de unién de CtBP (dominio CID) que se ha
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o Figura 11. Caracterizacion de las
regiones reguladoras de Snail2.

(A) Ensayo de actividad del promotor
proximal de cadherina-E murino en
células HEK293T. Las células fueron
transfectadas con 50 ng de Snail2-HA o
los mutantes de deleccion ASNAG2-HA
y ASLUG-HA. La actividad en unidades
relativas (RLU) se determind a las 24h
post-transfeccion, normalizada respecto
a la medida obtenida con pcDNA3-HA.
Los resultados representan la media =+
s.d. de seis experimentos independientes
(** p< 0,01 y *** p<0,001). (B) Analisis
por  inmunofluorescencia  confocal
con anticuerpos anti-HA (verde), en
células  MDCK-II  co-transfectadas
transitoriamente con Snail2-HA,
ASNAG2-HA y ASLUG-HA. Se puede
apreciar la localizacion nuclear de todas
las construcciones analizadas.
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descrito en dmSnail como necesario para reprimir la transcripcion de los genes dianas (Hemavathy et al.,

2000a) (Figura 5B, b); y contiene el dominio SLUG que, aunque de funcion desconocida, esta altamente
conservado en la subfamilia Snail2 (Sefton et al., 1998, Manzanares et al., 2001) (Figura 5B, c). Por este
motivo decidimos llevar a cabo un andlisis en detalle del papel de la region N-terminal de Snail2 en la
represion del promotor de cadherina-E. Para llevar a cabo la caracterizacion de estos posibles dominios de
regulacion generamos versiones mutantes de Snail2 en las que se habian delecionado diferentes dominios
(ASNAG2-HA, ACID-HA, Snail2A65-87-HA, ASLUG-HA y Snail2ANt) (Figura 9B).

Realizamos ensayos de actividad del promotor de cadherina-E murino, en células HEK293T.
Como se puede observar en la Figura 11A la deleccion del dominio SNAG2 (ASNAG2-HA) bloquea
completamente la capacidad de represion de Snail2, al igual que la deleccion completa del dominio N-
terminal (Snail2ANt) (Datos no mostrados y Tabla VIII). Asimismo, la deleccion del dominio SLUG
(ASLUG-HA) reduce significativamente la capacidad de represion de Snail2 (30% vs. 60%) (Figura
11A, Tabla VIII). De la misma manera el analisis del resto de mutantes puso de manifiesto la posible
participacion del dominio CID, ya que su deleccion provoca una reduccion moderada de la capacidad
represora de Snail2 (40% vs. 60%) (Tabla VIII). Por otra parte, la deleccion de la region comprendida
entre los dominios CID y SLUG (A65-87) no afectaba significativamente la capacidad de represion (Tabla
VIII). No obstante, ninguna de las mutaciones analizadas alteraba la localizacion nuclear de Snail2 (Figura
11B y Tabla VIII).

En conjunto, estos resultados confirman que, al igual que ocurre en Snaill, el dominio SNAG
es importante para la represion mediada por Snail2 y pone en evidencia la presencia de otras regiones
(SLUG y CID, principalmente) que también pueden tener un papel importante en la actividad represora
de Snail2.
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Tabla VIII. Analisis funcional de los mutantes de deleccion de la region reguladora de Snail2.
Actividad Localizacion

Construccién Esquema Represora1 Nuclear
pONAT S A [ R S060%
1 125

19

45 65

poxaacoan Je= R o
65

87 123

pcDNA3-ASLUG-HA D:D:\/J:E:E:E:E:E: 25-30% +

Se indican los aminodcidos eliminados en cada uno de los mutantes. Actividad represora, resumen de los
resultados obtenidos en ensayos de actividad del promotor proximal de cadherina-E murino en células HE-
K293T. Las células fueron transfectadas con 50 ng de las construcciones indicadas. !'La actividad represora
en unidades relativas (RLU) se determiné a las 24h post-transfeccion, tal como se indica en la Tabla VII.
Los resultados representan la media + s.d. de al menos tres experimentos independientes. 2 Localizacion
nuclear, se determind por inmunofluorescencia con anticuerpos anti-HA, en células MDCK-II transfectadas
transitoriamente con la construccion indicada. +, localizacion nuclear positiva; n.t., no testado.

1.3 Caracterizacion de los complejos de represion reclutados por Snail2.

Lamayoria de los complejos de represion reclutados por los factores Snail y ZEB para la represion del
promotor de cadherina-E identificados hasta la fecha estan compuestos por co-represores de diferentes
familias e histonas deacetilasas (HDACs) y metiltransferasas (Herranz et al., 2008, Peinado and Cano,
2005, Peinado et al., 2004a, Qi et al., 2008), cuya funcion final, a través de complejos mecanismos, es
la de impedir que la RNA polimerasa acceda al sitio de inicio de la transcripcion. En el caso concreto de
Snaill se ha descrito que interacciona con los complejos de represion a través del dominio SNAG. En el
caso de Snail2 se desconoce la naturaleza de los complejos co-represores reclutados y la region concreta
a través de la cual son reclutados para ejercer su accion represora. Por ello decidimos caracterizar el papel
de alguno de los co-represores previamente relacionados con la represion del promotor de cadherina-E
en diferentes sistemas (CtBP1, mSin3A y NCoR) (Peinado et al., 2007, Peinado et al., 2004c, Qi et al.,
2008, Shi et al., 2003) y las posibles regiones de Snail2 implicadas en el reclutamiento de dichos co-

represores.

1.3.1 mSin3A

Como se ha comentado en la Introduccion, Snaill recluta a través del dominio SNAG un complejo
co-represor constituido por mSin3A y las HDACs 1 y 2 (Peinado et al., 2004c). Este hecho junto a la
observacion de que el dominio SNAG?2 de Snail2 es esencial para la represion del promotor de cadherina-E
(Tabla VIl y Figura 11A) nos llevo a analizar el papel de mSin3A'y de las HDACs en la represion mediada
por Snail2. La sobreexpresion transitoria de Snail2 y mSin3 A, en células MDCK-II y el analisis mediante
microscopia confocal nos permitié confirmar que Snail2 y mSin3A se localizan en el nucleo de estas
células (Figura 12A, panel superior). A continuacion llevamos a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion

en células HEK293T co-transfectadas transitoriamente con Snail2-HA y mSin3A-myc. Los resultados
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Figura 12. Caracterizaciéon de los dominios implicados en la asociacién de Snail2 con el co-represor
mSin3A.

(A) Analisis por inmunofluorescencia con anticuerpos a-HA (verde) y a-myc (rojo), en células MDCK-II
co-transfectadas transitoriamente con mSin3A-myc y Snail2-HA (arriba), ASNAG2-HA (centro) o ASLUG-
HA (debajo). Se puede apreciar la localizacion nuclear de Snail2 o los mutantes (verde) y mSin3A (rojo)
en las imagenes solapadas (merge). (B) Co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas con
mSin3A-myc y Snail2-HA (arriba), ASNAG2-HA (centro) o ASLUG-HA (debajo). La inmunoprecipitacion
se realizo con anticuerpoa anti-HA o IgG control, y se analizé la proteina asociada por western con
anticuerpos anti-myc (msin3A-myc) y anti-HA (Snail2-HA), como control de la inmunoprecipitacion. Se
uestra la fraccion control no inmunoprecipitada (Input) en cada caso.

muestran que Snail2-HA co-immunoprecipita con mSin3A-myc (Figura 12B, panel superior). A
continuacion procedimos a analizar la region de Snail2 responsable de la interaccion con mSin3A. Para
ello realizamos ensayos de co-immunoprecipitacion en células co-expresando transitoriamente mSin3A-
myc y Snail2-HA, ASNAG2-HA o ASLUG-HA. El analisis mediante microscopia confocal nos permitio
confirmar que los mutantes de Snail2 y mSin3A se localizan en el nucleo (Figura 12A paneles central
e inferior). Los resultados de la co-immunoprecipitacion, presentados en la Figura 12B, muestran que
en células que co-expresan mSin3A-myc/ASNAG2-HA los niveles de mSin3A co-immunoprecipitados
disminuyen drasticamente (Figura 12B, panel intermedio) en relacion a los encontrados en células que
co-expresan mSin3A-myc/Snail2-HA o mSin3A-myc/ASLUG-HA (Figura 12B, panel inferior). Estos
resultados sugieren que Snail2 y mSin3A pueden interaccionar in vivo a través del dominio SNAG2.
Para determinar si la interaccion observada tiene consecuencias funcionales decidimos analizar
el efecto de la sobreexpresion de mSin3A sobre la represion del promotor de cadherina-E mediada por
Snail2. Como se muestra en la Figura 13 la co-expresion de mSin3A no aumenta de la capacidad de
represion de Snail2 wt ni de los mutantes de Snail2, ASNAG2 y ASLUG. Un posible motivo que puede
explicar la falta de cooperacion observada entre mSin3A y Snail2 podria ser el hecho de que algiun
otro elemento del complejo represor se encontrase en cantidades limitantes. Puesto que se ha descrito
que mSin3A colabora en la represion del promotor de cadherina-E mediada por Snaill a través del
reclutamiento de HDACs (Peinado et al., 2004c¢), podria ocurrir que algunas de las HDACs reclutadas

por mSin3A se encontrase en cantidades limitantes y, por tanto, no permitiese detectar un aumento de
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Figura 13. Caracterizacion
funcional de la interaccién Snail2/
mSin3A.

Ensayo de actividad del promotor
proximal de cadherina-E murino
en células HEK293T. Las células
fueron transfectadas con Snail2-HA,
ASNAG2-HA o ASLUG-HA (50 ng)
y mSin3A-myc (50 ng). Las presencia
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Figura 14. Papel de las HDACS en la represion mediada por el complejo Snail2/mSin3A.

Se analizé la actividad del promotor de cadherina-E murino en células HEK293T transfectadas
transitoriamente con Snail2 (25 ng), mSin3A (50 ng), e HDAC1 (50 ng) o HDAC2 (50 ng) o HDAC3
(50 ng) en las combinaciones indicadas. La combinacion de Snail2/mSin3A en presencia o ausencia de
HDACI1 o HDAC2 o HDACS3 esta indicado con barras negras. La actividad en unidades relativas (RLU)
se determino a las 24h post-transfeccion, normalizada respecto a la medida obtenida con pcDNA3-HA. Los

resultados representan la media + s.d. de dos experimentos independientes (** p<0,01).

represion al co-expresar mSin3A y Snail2. Para investigar esta posibilidad decidimos analizar si la co-
expresion de alguna HDAC podria incrementar la capacidad de represion del complejo Snail2/mSin3A.
Para ello, realizamos ensayos de actividad del promotor de cadherina-E murino en células que co-
expresaban Snail2, mSin3A y HADC1, HDAC2 o HADC3. Como se aprecia en la Figura 14 la co-
expresion de HDAC3 incrementa significativamente la capacidad represora del complejo Snail2/mSin3A

(Figura 14, compar linea 10 con linea 13). Curiosamente, la co-expresion de HDACI parece disminuir la

capacidad de represion del complejo (Figura 14, comparar linea 10 y 11).

En conjunto, estos resultados sugieren que Snail2 a través del dominio SNAG?2 podria reclutar a

mSin3A y HDAC3 durante el proceso de represion del promotor de cadherina-E.
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1.3.2 CtBP1 (C-terminal binding protein-1)

La sobreexpresion transitoria de Snail2 y CtBP1, en células MDCK-II y el analisis mediante
microscopia confocal nos permitié confirmar que Snail2 y CtBP1 se localizan en el nticleo de estas células
(Figura 15A). A continuacion y con el objetivo de determinar si Snail2 interacciona con CtBP1, llevamos
a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas transitoriamente con
Snail2-HA y CtBP1-flag. Los resultados muestran que Snail2-HA co-immunoprecipita con CtBP1-flag
(Figura 15B, panel superior). A continuacion procedimos a analizar la region de Snail2 responsable de
la interaccion con CtBP. Para ello llevamos a cabo dos tipos de experimentos. Por una parte realizamos
ensayos de co-inmunoprecipitacion y microscopia confocal en células co-expresando transitoriamente
CtBP-flag y ya sea Snail2-HA wt, ASNAG2-HA o ASLUG-HA y, por otra parte llevamos a cabo ensayos
del promotor de cadherina-E en células co-expresando esas mismas combinaciones de proteinas. El
analisis mediante microscopia confocal de esas células nos permiti6 confirmar que los mutantes de Snail2
y CtBP se localizan en el nicleo (Figura 15A). Los ensayos de co-immunoprecipitacion claramente
muestran que Snail2 y CtBP interaccionan a través del dominio SLUG (Figura 15B, panel inferior),
mientras que el dominio SNAG2 no participa en dicha interaccion (Figura 15B, panel intermedio). En
los ensayos de promotor se observa que CtBP y Snail2 no cooperan funcionalmente en la represion del
promotor de cadherina-E (Figura 16, comparar lineas 2 y 6) pero, sorprendentemente, si se observo una
clara cooperacion funcional entre CtBP y el mutante ASNAG2-HA (Figura 16, comparar lineas 3 y 7).
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Figura 15. Caracterizaciéon de los dominios implicados en la asociacién de Snail2 con el co-represor
CtBP1.

(A) Analisis por inmunofluorescencia con anticuerpos a.-HA (verde) y a-flag (rojo), en células MDCK-
IT co-transfectadas transitoriamente con Snail2-HA, ASNAG2-HA o ASLUG-HA y CtBP1-flag (segun se
indique). Se puede apreciar la localizacion nuclear de Snail2 o los mutantes (verde) y CtBP1 (rojo). (B) Co-
inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas con Snail2-HA, ASNAG2-HA o ASLUG-HA y
CtBP1-flag (seglin se indique). La inmunoprecipitacion se realizo con anticuerpoa anti-HA o IgG control, y
se analiz6 la proteina asociada por western con anticuerpos anti-flag (CtBP1-flag) y anti-HA (Snail2-HA),
como control de la inmunoprecipitacion. Se muestra la fraccion control no inmunoprecipitada (Input) en
cada caso.
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Los estudios de actividad promotora en presencia de distintas HDACs mostraron que las HDAC1/2/3 no
cooperan funcionalmente en la represion de Snail2/CtBP1 (Figura 17).
Estos resultados sugieren que Snail2 y CtBP pueden interaccionar pero que la funcionalidad de la

interaccion es interferida por el dominio SNAG.
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Figura 17. Papel de las HDAC:s en la represion mediada por el complejo Snail2/CtBP1.

Se analiz6 la actividad del promotor de cadherina-E murino en células HEK293T transfectadas
transitoriamente con Snail2 (25 ng), CtBP1 (50 ng), ¢ HDACI (50 ng), HDAC2 (50 ng) o HDAC3 (50
ng) en las combinaciones indicadas. La combinacion de Snail2/CtBP1 en presencia o ausencia de HDACI,
HDAC?2 o HDACS3 esta indicada con barras negras.La actividad en unidades relativas (RLU) se determind
a las 24h post-transfeccion, normalizada respecto a la medida obtenida con el vector pcDNA3-HA. Los
resultados representan la media + s.d. de dos experimentos independientes.
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1.3.3 NCoR (Nuclear CoRepresor)

El factor Ebi de Drosophila se ha implicado recientemente en la represion mediada por dmSnail
(Qi et al., 2008), gracias al reclutamiento del co-represor NCoR. Por este motivo decidimos analizar la
implicaciéon de NCoR en la represion mediada por Snail2. Para ello llevamos a cabo experimentos de co-
immunoprecipitacion en células HEK293T co-expresando transitoriamente Snail2-HA y NCoR-flag. Los
resultados muestran que Snail2-HA co-immunoprecipita con NCoR-flag (Figura 18A).

Para analizar si la capacidad de interaccion entre Snail2-HA y NCoR-flag tiene consecuencias
funcionales llevamos a cabo ensayos de promotor en células co-expresando Snail2 y NCoR. Como se
muestra en la Figura 18B la co-expresion de NCoR incrementa la capacidad de represion de Snail2
wt (Figura 18B, morado). Por su parte, el analisis de los mutantes ASNAG-HA y ASLUG-HA mostro6
que la eliminacion del dominio SNAG?2 suprime la cooperacion funcional entre Snail2 y NCoR (Figura
18B, naranja). Sorprendentemente esta cooperacion se mantiene cuando se delecciona el dominio SLUG
(Figura 18B, verde), sugiriendo de nuevo una posible interferencia entre los dominios SNAG y SLUG
durante la represion del promotor de cadherina-E 6 que la interaccion Snail2/NCoR sea independiente
del dominio SLUG. A continuacion, decidimos analizar el efecto de la co-expresion de HDAC1, HDAC2
o HDACS3 sobre la actividad represora del complejo Snail2/NCoR. Como se muestra en la figura 19
ninguna de las HDACs analizadas colabora en la represion mediada por el complejo Snail2/NCoR.

Estos resultados, junto con los obtenidos en el apartado anterior, sugieren que el dominio SNAG2
de Snail2 puede reclutar a dos tipos de complejos represores. Por una parte puede reclutar a mSin3A 'y
HDACS3 vy, por otra, puede reclutar al co-represor NCoR. En este ultimo caso queda por determinar si

NCoR recluta algin otro tipo de HDACs o algin enzima modificador de la cromatina.
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Figura 18. Caracterizacién funcional de la interaccion Snail2/NCoR.

(A) Co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas con Snail2-HA, y CtBP1-flag. La
inmunoprecipitacion se realizé con un anticuerpo ao-HA o con una IgG control, y analizamos por western
con anticuerpos o-flag y a-HA, como control de la inmunoprecipitacion. (B) Ensayo de actividad del
promotor proximal de cadherina-E murino en células HEK293T. Las células fueron transfectadas con 50
ng de Snail2-HA (morado), ASNAG2-HA (naranja) o ASLUG-HA (verde) y NCoR-flag (50 ng),segun se
indique. La actividad en unidades relativas (RLU) se determiné a las 24h post-transfeccion. Las RLU se
normalizaron respecto a la medida obtenida con pcDNA3-HA s6lo (representada en la columna 1). Los
resultados representan la media + s.d. de dos experimentos independientes.
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Figura 19. Papel de las HDAC:s en la represion mediada por el complejo Snail2/NCoR.

(A) Se analiz6 la actividad del promotor de cadherina-E murino en células HEK293T transfectadas
transitoriamente con Snail2 (25 ng), NCoR (50 ng), e HDAC1 (50 ng), HDAC2 (50 ng) o HDAC3 (50 ng)
en las combinaciones indicadas. La combinaciéon de Snail2/CtBP1 en presencia o ausencia de HDACI,
HDAC2 0 HDACS3 esta indicado con barras negras. La actividad en unidades relativas (RLU) se determiné
a las 24h post-transfeccion, normalizada respecto a la medida ontenida con el vector pcDNA3-HA. Los
resultados representan la media + s.d. de al menos dos experimentos independientes.

1.3.4 Colaboracion funcional entre los distintos complejos represores.

El estudio de los complejos de represion asociados a NCoR en otros sistemas ha permitido
determinar que tanto CtBP1 como mSin3A pueden estar formando parte de complejos co-represores que
contienen NCoR (Perissi et al., 2008), de forma que durante la represion se formarian macro-complejos
que incluyesen varios co-represores con sus respectivas HDACs, asociados a un mismo represor.

Para determinar si existe alguna relacion a nivel transcripcional entre los co-represores NCoR, CtBP1
y mSin3A 'y el factor Snail2, procedimos a analizar la actividad del promotor de cadherina-E murino, en
células HEK293T co-expresando Snail2 y una de las siguientes combinaciones de co-represores: NCoR/
CtBP1, mSin3A/CtBP1 o NCoR/mSin3A. Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 20.
Como se puede apreciar, la co-expresion de NCoR/CtBP1 o mSin3A/CtBP1 incrementaba la capacidad de
represion de Snail2 sugiriendo que los co-represores reclutados por Snail2 a través del dominio SNAG?2
(NCoR y mSin3A) y del dominio SLUG (CtBP1) lo hacen de forma independiente y que ambos complejos
cooperan entre si. Por el contrario, cuando se analiz6 la actividad del promotor de cadherina-E en células
co-expresando NCoR y mSin3A no se observd cooperacion entre ambos, resultado que era esperable ya

que ambos co-represores interactian con Snail2 a través del mismo dominio funcional.

1.4. Caracterizacion funcional de la fosforilacion de Snail2.

1.4.1 Fosforilacion in vivo de Snail2.

Estudios previos sobre Snaill han puesto de manifiesto la importancia de distintos procesos de
fosforilacion en la regulacion de la estabilidad, localizacion y actividad funcional de Snaill (Dominguez
et al., 2003, MacPherson et al., 2009, Yang et al., 2005, Yook et al., 2005, Zhou et al., 2004). Sin embargo,
se desconoce la existencia de mecanismos de fosforilacion de Snail2. La busqueda in silico de posibles
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Figura 20. Colaboracion funcional entre los co-represores mSin3A, NCoR y CtBP1.

Ensayos de actividad del promotor proximal de cadherina-E murino en células HEK293T. Las células
fueron transfectadas con Snail2-HA (25 ng) y (A) CtBP1-flag (50 ng) y NCoR-flag (50 ng). (B) CtBP1-flag
(50 ng) y mSin3A-myc (50 ng). (C) mSin3A-myc (50 ng) y NCoR-flag (50 ng). La actividad en unidades
relativas (RLU) se determin a las 24h post-transfeccion, normalizada respecto a la medida obtenida con
pcDNA3-HA solo. Los resultados representan la media = s.d. de dos experimentos independientes.
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sitios de fosforilacion en Snail2 puso de manifiesto la existencia de multiples secuencias consenso para
la fosforilacion de Snail2 por proteina quinasa C (PKC), caseina quinasa 2 (CK2) y quinasa dependiente
de ciclina 5 (ckd5) (Figura 21A). Los sitios de fosforilacion méas probables encontrados se concentran en
los dominios SNAG2, SLUG y regiones adyacentes (Figura 21A, B). Para evaluar la posible relevancia
de estos sitios procedimos en primer lugar a la identificacion de los residuos fosforilados in vivo, para lo
cual tratamos de obtener un mapa de fosfopéptidos de Snail2 fosforilado in vivo. La forma fosforilada in
vivo de Snail2 aparece como una banda unica (Figura 21C), cuya intensidad se reduce cuando utilizamos
el mutante ASLUG (Figura 21C). La banda de Snail2 fosforilado fue eluida del gel y digerida con tripsina,
y los péptidos resultantes separados en dos dimensiones mediante electroforesis y cromatografia. El
mapa resultante muestra un minimo de 3 fosfopéptidos (Figura 21A). Cada fosfopéptido fue eluido y
degradado mediante la reaccion de Edman identificando los residuos marcados radiactivamente mediante
autorradiografia (Figura 22B). Este analisis nos permitié determinar que el fosfopéptido 1 se encontraba
fosforilado en la posicion 2 y el fosfopéptido 3 en la posicion 1. Del resto de fosfopéptido no se pudo
extraer la cantidad necesaria para llevar a cabo este tipo de analisis. Cuando la movilidad de los péptidos y
la posicion de fosforilacion se comparo6 con la movilidad teérica de todos los posibles péptidos de Snail2
producidos por la digestién con tripsina se llegé a la conclusion de que el fosfopéptido 1 correspondia
al péptido 87-VSPPPSSDTSSK mientras que el fosfopéptido 3 correspondia al péptido 4-SFLVK. Por

tanto, al menos, la serina 4 y la serina 88 de Snail2 se encontrarian fosforiladas in vivo (Figura 22B).

A B
.. . i1 dominio dominio
Sitio Quinasa Probabilidad SNAG SLUG
S-4 PKC 0.72 | Dominio SNAG2
S-14 PKC 0.90
T-26 PKC 0.62
T -49 PKC 0.65
S-54 CKI 0.60
S-54  cdkS 0.64 Qo
S-83  PKC 0.73 ¢ & & &i@e
& & v v

S-88 cdk5 0.64
5-96 0.67 Dominio SLUG

S-97 PKC 0.72
S-105 CKII 0.60
S-108 CKII 0.70
S-142 PKC 0.85
S-156 PKC 0.89
S-159 PKC 0.71
S-161 PKC 0.69
T -250 PKC 0.66

Figura 21. Analisis de los sitios de fosforilacion de Snail2.

(A) Analisis In silico de posibles sitios de fosforilacion de Snail2 (Programa online NetPhosK 1.0). Se
indican los residuos serina (S) o treonina (T) fosforilables (izquierda), las quinasas mas probables (centro)
y la probabilidad calculada para cada residuo/quinasa (derecha). (B) Representacion esquematica de la
localizacion de los sitios de fosforilacion predichos in silico. PKC (azul), CKII (rojo) y c¢dk5 (marrén). (C)
Ensayo de fosforilacion in vivo en células HEK293T transfectadas con Snail2-HA y el mutante ASLUG-HA
marcadas con P*?-radioactivo. Se muestra la autorradiografia tras la inmunoprecipitacion con anticuerpos
anti-HA de Snail2-HA y el mutante ASLUG-HA. El experimento se realizd por duplicado.
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Figura 22. Fosforilacion de Snail2 in
vivo.
A Anélisis de la fosforilacién in vivo de
Snail2 en células HEK293T transfectadas
transitoriamente  con  Snail2-HA y
marcadas con P¥-radioactivo. (A)
- Analisis por geles bidimensionales de los
.1_ ’2 £ fosfopéptidos generados por la digestion
bad ' con tripsina de Snail2-HA marcado, tras
su inmunoprecipitacion con anti-HA.
+ ) Los principales fosfopéptidos detectados
estan indicados con un numero del 1
B al 3. (B) Degradacion de Edman de los
1 2 345678910 fosfopéptidos indicados en el apartado

— a7-vspppssprssk  (A). En la parte superior se indica la
posicion de los aminoacidos, desde el

Péptido 1

extremo N-terminal, de los péptidos
analizados. A la derecha se indica la
secuencia del fosfopéptido y el hipotético
residuo fosforilado (en rojo).

Péptido 3 4-SFLVK
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Figura 23. Snail2 se fosforila in vitro por CK2 y PKC.
Las proteinas GST-Snail2 y el mutante GST-ASLUG se fosforilaron in vitro con (A) el holoenzima CK2

y (B) el enzima PKC. Los productos se analizaron mediante electroforesis y autoradiografia. Observese la
autofosforilacion de CK2 (A).

La serina 4 es un potencial sitio de fosforilacién por PKC mientras que la serina 88 localizada en
el dominio SLUG es un sitio potencial de fosforilacion por cdk5. No obstante, un analisis mas detallado
permitié determinar que la serina 88 se encuentra en un posible sitio consenso de fosforilacion para
CK2. La posibilidad de que Snail2 sea un sustrato de PKC y CK2 se confirmé mediante experimentos de
fosforilacion in vitro. Para lograr este objetivo una proteina de fusion GST-Snail2 purificada de bacterias
se incubd con las proteinas quinasas comerciales PKC y CK2. Como se muestra en la Figura 23, ambas
quinasas eran capaces de fosforilar a Snail2. Asimismo, la fosforilacion in vitro del mutante ASLUG
confirmo que la fosforilacion por CK2 dependia de la presencia de este dominio (Figura 23A), mientras que
la fosforilacion por PKC no se perdia completamente en el mutante ASLUG (Figura 23B), probablemente
debido a la existencia de otros sitios de fosforilacion para PKC fuera del dominio SLUG.

En conjunto, los estudios de fosforilacion sugieren que Snail2 se fosforila in vivo en los dominios
SNAG2 y SLUG, probablemente por las quinasas PKC y CK2, y sefialan como posibles residuos
fosforilados la serina 4 (del dominio SNAG?2) y la serina 88 (del dominio SLUG), si bien no podemos
descartar otros residuos detectados en el analisis in silico (Figura 21).
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1.4.2 Efecto de la fosforilacion en la actividad represora de Snail2.

La serina 4 de Snail2 se encuentra dentro del dominio SNAG2 y su fosforilacion podria afectar a la
actividad represora del factor. En el caso de la serina 14, ésta es equivalente a la serina 11 de Snaill donde
la fosforilacion por PKA regula la represion mediada por el complejo Snaill/mSin3A (MacPherson et al.,
2009). Por tanto, la fosforilacion de las serinas 4 y 14 de Snail2 podria afectar al reclutamiento de co-
represores del dominio SNAG2. Adicionalmente, la fosforilacion de la serina 88 (en el dominio SLUG)
también podria tener un papel en la actividad funcional de Snail2 y, por tanto, afectar a la interaccion de
Snail2 con CtBPI.

Para determinar el efecto de la fosforilacion de Snail2 en los residuos de serina 4, 14 y 88, se
realizaron ensayos de actividad de promotor de cadherina-E murino, en células HEK293T, en presencia
de mutantes fosfomiméticos (S = D) o no fosforilables (S = A) de Snail2 en cada uno de los residuos
mencionados (Tabla IX). La transfeccion transitoria de Snail2 y los distintos mutantes mostré que las
versiones fosfomiméticas de la serina 4 y la serina 88 presentaban una capacidad represora disminuida
respecto de Snail2 (Figura 24B y Tabla IX). Por el contrario, en el caso de la serina 14, es la version no
fosforilable de este residuo la que presenta una menor capacidad de represion respecto de Snail2 (Tabla
IX), al igual que ocurre en el caso de Snaill con la serina 11 (MacPherson et al., 2009).

Estos resultados sugieren que las fosforilaciones en el dominio SNAG2 y residuos adyacentes, y en
el dominio SLUG pueden ser relevantes para modular la actividad represora de Snail2.
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Figura 24. Caracterizacion del estado de fosforilacion de la Ser4 de Snail2.

(A) Analisis por inmunofluorescencia con anticuerpos o.-HA (verde), en células MDCK-II co-transfectadas
transitoriamente con Snail2-HA, S4A-HA y S4D-HA. Se puede apreciar la localizacion nuclear de las
construcciones analizadas. (A) Ensayo de actividad del promotor proximal de cadherina-E murino en
células HEK293T. Las células fueron transfectadas con Snail2-HA (50 ng), los mutantes de fosforilacion
S4A-HA (50 ng) y S4D-HA (50 ng). La actividad en unidades relativas (RLU) se determiné a las 24h
post-transfeccion. Las RLU se normalizaron respecto a la medida obtenida con la construcciéon pcDNA3-
HA (representada en la columna 1). Los resultados representan la media + s.d. de cuatro experimentos
independientes (* p< 0,05).
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Tabla IX Analisis funcional de los mutantes de fosforilacion de Snail2.

Actividad Interacciéon
Construccion Esquema Represora con mSin3A

peDNA3-Snail2-HA  [———f "S-t 50 % +

peNAISaAHA SRR RS 45 +

Se indica la posicion del aminoacido mutado con un punto. Punto rojo, mutacion Ser = Ala; Punto verde,
mutacion Ser > Asp. Actividad represora, resumen de los resultados obtenidos en ensayos de actividad
del promotor proximal de cadherina-E murino en células HEK293T. Las células fueron transfectadas con
50 ng de las construcciones indicadas. La actividad represora se determind a las 24h post-transfeccion,
como porcentaje de represion respecto a la medida obtenida con pcDNA3-HA s6lo que se considera como
actividad represora del 0%. Los resultados representan la media + s.d. de al menos tres experimentos
independientes. Interaccion con mSin3A, se determind por co-inmunoprecipitacion en células HEK293T
co-transfectadas con mSin3A-myc y el mutante indicado. La inmunoprecipitacion se realizé con anticuerpos
anti-HA o con IgG control, y se analizo por western con anticuerpos anti-myc (msin3A-myc) y anti-HA
(Snail2-HA), como control de la inmunoprecipitacion. n.t: no testado.

1.4.3 Efecto de la fosforilacion de la serinas 4 y la serina 14 en la interaccion Snail2/mSin3A.

En el caso de la serina 4 es posible que su estado de fosforilacion pueda modular la interacciéon de
Snail2 con el co-represor mSin3A. Para analizar esta posibilidad se co-transfectaron células HEK293T
con mSin3A-myc y Snail2-S4A o Snail2-S4D y se realizaron ensayos de co-immunoprecipitacion. Los
resultados muestran en primer lugar que las mutaciones en la S4 no alteran su localizacion nuclear (Figura
24A)y, en segundo lugar, que la version fosfomimética de la serina 4 de Snail2 (S4D) pierde la capacidad
de interaccionar fisicamente con mSin3A (Figura 25B, panel superior). Estos resultados sugieren que
la fosforilacion de la serina 4 del dominio SNAG2 de Snail2 puede estar regulando negativamente la
interaccion con el co-represor mSin3A y por tanto la represion mediada a través del complejo mSin3A/
HDACS3.

En el caso de la serina 14, es posible que su fosforilacion también regule la interacciéon con mSin3A.
De acuerdo con esto, el analisis por inmunoprecipitacion de la capacidad de interaccion con mSin3A
muestra que la forma fosfomimética (S14D) mantiene la interaccion con mSin3A (Figura 25D, panel
superior), mientras que la forma no fosforilable (S14A) pierde sustancialmente capaz de interaccionar
con mSin3A (Figura 25C, panel superior).

Para analizar el papel funcional de la fosforilacion como regulador del complejo Snail2/mSin3A
realizamos ensayos de actividad del promotor de cadherina-E en células co-expresando transitoriamente
mSin3A-mycySnail2-HA,S4A-HA 0 S4D-HA. Como se muestraen lafigura 26, laformapseudofosforilada
de Snail2 en la serina 4 impide la co-represion mediada por mSin3A 'y la represion de Snail2 solo, mientras

que la forma no fosforilada se comporta como Snail2 wt.
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Asimismo, y como se indica en la Tabla IX, la fosforilacion de la serina 88 en el dominio SLUG
disminuye la capacidad de represion de Snail2, si bien queda por determinar si la fosforilacion de este
residuo afecta a la capacidad de interaccion de Snail2 con el co-represor CtBP1 a través del dominio
SLUG.

En conjunto, estos resultados, junto con los obtenidos en el apartado anterior, sugieren que el estado
de fosforilacion de la serina 4 y la serina 14 tiene un papel modulador de la represion mediada por
Snail2 sobre el promotor de cadherina-E, de manera que en su estado fosforilado regula positiva y
negativamente, respectivamente, el reclutamiento del co-represor mSin3A. Asimismo, la fosforilacion
de la serina 88 regula negativamente la capacidad de represion Snail2, aunque queda por caracterizar el

mecanismo molecular especifico.
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Figura 25. Efecto de la fosforilacion de las Ser4 y Ser14 en la interaccién entre Snail2/mSin3A.

(A'y B) Panel superior, co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas con mSin3A-
myc y los mutantes de fosforilacion S4A-HA (A) y S4D-HA (B). La inmunoprecipitacion se realizdé con
anticuerpos anti-HA o con IgG control, y se analizar6 la proteina asociada por western con anticuerpos anti-
myc y anti-HA, como control de la inmunoprecipitacion. Panel inferior, analisis por inmunofluorescencia
con anticuerpos anti-HA (verde) y anti-myc (r0jo), en células MDCK-II co-transfectadas transitoriamente
con mSin3A y S4A-HA (A) o S4D-HA (B). Se puede apreciar la localizacion nuclear de los mutantes
(verde) y mSin3A (rojo).

(C y D) Panel superior, co-inmunoprecipitacion en células HEK293T co-transfectadas con mSin3A-
myc y los mutantes de fosforilacion S14A-HA (C) y S14D-HA (D). nélisis por inmunofluorescencia con
anticuerpos anti-HA (verde) y anti-myc (rojo), en células MDCK-II co-transfectadas transitoriamente con
mSin3Ay S14A-HA (C) o S14D-HA (D). Se puede apreciar la localizacion nuclear de los mutantes (verde)
y mSin3A (rojo). En todas las inmunoprecipitaciones se incluye la fraccion no inmuunoprecipitada (input)
como control positivo.
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Figura 26. Analisis funcional de la fosforilacion de la Ser4 en la co-represién con mSin3A

Ensayo de actividad del promotor proximal de cadherina-E murino en células HEK293T. Las células
fueron transfectadas con Snail2-HA, S4A-HA o S4D-HA (50 ng) y mSin3A-myc (50 ng). Las presencia
de mSin3A esta representada en barras naranjas. La actividad en unidades relativas (RLU) se determiné a
las 24h post-transfeccion normalizada respecto a la medida obtenida con pcDNA3-HA solo. Los resultados
representan la media =+ s.d. de tres experimentos independientes. (**, p < 0,01; n.s. no significativo)
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PARTE 2: FUNCION DE SNAIL2 EN LA CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATON

Para estudiar la implicacion de Snail2 en el proceso de carcinogénesis utilizamos como modelo
animal el raton homocigoto nulo de Snail2 (Snail2 -/-) generado en el laboratorio de Thomas Gridley

(Jiang et al., 1998b) y cedido amablemente.

2.1. Carcinogénesis quimica de piel de raton: efecto de la deleccion de Snail2.

2.1.1 Caracterizacion general del proceso.

La implicacioén funcional de Snail2 en el proceso de carcinogénesis se estudié mediante ensayos de
carcinogénesis quimica por DMBA/TPA en ratones silvestres para Snail2 (Snail2 +/+), heterocigotos para
Snail2 (Snail2 +/-) y homocigotos nulos para Snail2 (Snail2 -/-). Este tipo de ensayos permiten obtener
datos como la latencia, la incidencia, el nimero de lesiones y su tamafio, entre otros, relacionados con
el grado de sensibilidad a la carcinogénesis y relacionarlos con la ausencia/presencia de Snail2, en este
caso. Como se muestra en la Figura 27, la respuesta al tratamiento con DMBA/TPA fue similar entre
los ratones Snail2 +/+ y Snail2 +/- en cuanto a la latencia, detectandose la aparicion de las primeras
lesiones a partir de las 7 semanas de inicio del tratamiento, mientras que los ratones Snail2 -/- presentaron
un aumento de la latencia, apareciendo las primeras lesiones a partir de las 8 semanas (Figura 27A).
Sorprendentemente, superada la fase de latencia, el nimero de lesiones presentes en los ratones Snail2 -/-
aumenta significativamente, presentando al final del ensayo 18 lesiones por raton frente a las 10 lesiones
por raton producidas en los ratones Snail2 +/+ y 8 lesiones por raton producidas en los ratones Snail2
+/- (Figura 27A). Sin embargo, la incidencia fue del 100% para los tres genotipos, Snail2 +/+, Snail2
+/- 'y Snail2 -/- (Figura 27B y datos no mostrados). Asimismo, el porcentaje de lesiones superiores a 3
mm fue mayor en los ratones Snail2 -/- comparados con los Snail2 +/+ a tiempos cortos e intermedios,
llegando a duplicar el nimero de lesiones superiores a 3 mm a las 16 semanas de tratamiento (54,30% vs
27,55%) (Figura 27C), si bien estas diferencias tienden a minimizarse a tiempos mas largos (como a las
22 semanas) (Figura 27C)

El analisis histologico de las lesiones (Figura 28) mostré que el tratamiento habia producido, tanto
en los ratones Snail2 wild type (Snail2 +/+) como en los ratones nulos para Snail2 (Snail2 -/-) lesiones
benignas, papilomas e hiperplasias. Sorprendentemente, un 31% de las lesiones de los ratones Snail2 -/-
eran carcinomas de células escamosas (SCC), mientras que los ratones control solo desarrollaron un 7%
de SCC (Figura 28A). El incremento en el porcentaje de SCC observado en los ratones Snail2 -/- parece
ocurrir fundamentalmente a expensas de la disminucion de las lesiones de papilomas (63% en ratones
Snail2 -/- frente 81% en ratones Snail2 +/+), si bien no puede descartarse la apariciéon de carcinomas
directamente a partir de hiperplasias. El analisis histopatologico no detectd diferencias aparentes entre los

papilomas generados por los ratones Snail2 +/+y Snail2 -/- (Figura 28B).

2.1.2 Analisis inmunohistoquimico de marcadores de diferenciacion y proliferacion.

Con objeto de analizar en mayor profundidad las caracteristicas de las lesiones producidas en
ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/- se estudio la expresion de un niimero significativo de marcadores mediante
el andlisis de perfiles de expresion de proteinas en las lesiones. Para ello, se elaboré6 un TMA (Tissue
Microarray) constituido por un total de 24 papilomas, 4 SCC de ambos genotipos y piel control. Debido

al papel descrito para Snail2 como represor transcripcional de cadherina-E analizamos inicialmente su
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Figura 27.- Efecto de la delecién de Snail2 en la induccion de lesiones por DMBA/TPA

Se sometieron ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/- al proceso de carcinogénesis quimica por DMBA/

TPA. (A) Grafica de latencia. Se representa el numero de lesiones totales producidas por el nimero total de

ratones de cada genotipo. La grafica representa la media y la d.s. de cinco experimentos independientes para

los ratones Snail2 +/+ y Snail -/-, y la media de dos experimentos independientes para los ratones Snail2 +/-.

n, numero de ratones por condicion. (B) Grafica de incidencia. Se representa el porcentaje de ratones Snail2

+/+ y Snail2 -/- que han desarrolla alguna lesion después del tratamiento con DMBA/TPA, a los tiempos

indicados. Grafica representativa de un experimento. (C) Porcentaje de lesiones con un didmetro superior

a 3 mm. Se puede observar un aumento en el tamafio de las lesiones de los ratones Snail2 -/- (morado)

comparados con las lesiones de los ratones Snail2 +/+ (verde), a tiempos cortos. Se representa la media y

d.s. de tres experimentos independientes a distintas semanas post-iniciacion.
expresion en las lesiones generadas en los ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/-. No se detectaron diferencias
significativas en el patron de expresion de cadherina-E en las lesiones de ambos genotipos, presentando
una localizacion de membrana en las células de las capas basal y suprabasales en papilomas (Figura 29A,
ay c¢), la disminucion en SCC bien diferenciados (datos no mostrados) y una ausencia de expresion en
los SCC pobremente diferenciados (Figura 29A, b y d). A continuacion se realizo el analisis comparativo
de la expresion de 1) marcadores de diferenciacion (loricrina, CK10, CK13 y CKS&), 2) marcadores
proliferacion (Ki67 y ciclina D1), y 3) marcadores de muerte celular (TUNEL y p63) en las lesiones
derivadas de ratones Snail2 +/+ frente a las lesiones derivadas de ratones Snail2 -/-. EI marcador de
diferenciacion terminal loricrina se expresa de forma restringida en las capas cornificadas de las lesiones
Snail2 +/+, como cabria esperar (Figura 29B, a), mientras que lo hace de forma difusa y a lo largo de un
mayor nimero de capas suprabasales en las lesiones Snail2 -/- (Figura 29B, c). La expresion de loricrina
se pierde en las lesiones avanzadas, SCC pobremente diferenciados, de ambos genotipos (Figura 29B,
b, d). Durante el desarrollo de las lesiones se produce un cambio en el tipo de citoqueratinas expresadas
por los queratinocitos, asi los papilomas que progresan intercambian inicialmente la CK10 por la CK13
(marcador de papilomas de grado medio) (Gimenez-Conti et al., 1990, Nischt et al., 1988) y en estados
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Figura 28.- Analisis histopatologico de las lesiones producidas por DMBA/TPA.
(A) Porcentaje de lesiones del tipo hiperplasia (azul), papiloma (rojo) y carcinoma de células escamosas
(SCC) (verde) producidas en ratones Snail2+/+ (arriba) y Snail2 -/- (abajo). Se representa el conjunto de
las lesiones producidas en tres experimentos independientes. (B) Las lesiones se tifieron con Hematoxilina-
Eosina para determinar la patologia. Imagenes representativas de papilomas de ratones Snail2 +/+ (a) y
Snail2 -/- (c y d) y carcinoma de células escamosas de ratones Snail2 -/- (b). Escala: 200 pum.
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Figura 29.- Analisis comparativo
de marcadores diferenciacion (I).
Imagenes representativas de la
inmunotinciéon de Cadherina-E (A)
y Loricrina (B) en papilomas (ay c)
y carcinoma de células escamosas
pobremente diferenciados (b y d),
producidos por el tratamiento con
DMBA/TPA en ratones Snail2 +/+
(ay b) y Snail2 -/- (c y d). Escala:
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mas avanzados la CK13 por la CK8 (marcador de progresion de papiloma a SCC) (Caulin et al., 1993,
Larcher et al., 1992, Casanova et al., 2004). El analisis de CK10, CK13 y CK8 (Figura 30) mostré un
patron de expresion de CK10 en las capas suprabasales de las lesiones de ratones Snail2 +/+ acorde con lo
descrito previamente en papilomas benignos (Roop et al., 1988) y la pérdida progresiva con la progresion
tumoral (Figura 30A, a-c). Significativamente, las lesiones de los ratones Snail2 -/- apenas expresan CK 10,
incluso en los estadios mas benignos (Figura 30A, d) y se pierde por completo en papilomas avanzados
(Figura 30A, e). De acuerdo con esto, el analisis de la expresion de CK13 mostré muy altos niveles de
expresion en todas las lesiones derivadas de ratones Snail2 -/- (Figura 30B, d-f), incluidos papilomas
iniciales, mientras que las lesiones de ratones Snail2 +/+ presentaban distintos grados de expresion de
CK13 (Figura 30B, a-c). Por otra parte, la expresion de CKS se detectd en papilomas avanzados y SCCs
de ratones Snail2 -/-, mientras que solo se observé en SCCs de lesiones de ratones Snail2 +/+ (Figura
30C, y resultados no mostrados).

En conjunto, estos resultados indican que los papilomas derivados de ratones Snail2 -/- presentan
un menor grado de diferenciacion y una mayor tendencia a la progresion maligna que los derivados de
ratones Snail2 +/+.

El analisis del los marcadores de proliferacion Ki67 y ciclina D1 mostré un aumento significativo
de células Ki67 positivas en las lesiones (papilomas y SCC) derivadas de ratones Snail2 -/- con respecto
a las lesiones de ratones Snail2 +/+ (12,68% =+ 4,31 frente a 5,39% + 1,34 del area de los papilomas
Ki67 positiva, respectivamente) (Figura 31A). Como cabria esperar, la expresion de Ki67 en las lesiones
Snail2 +/+ se limita a las células proliferativas de la capa basal (Figura 31A, a). Sin embargo, las células
Ki67 positivas de las lesiones Snail2 -/- se extienden ademas por las capas suprabasales (Figura 31A,
¢). El marcaje para ciclina D1 mostr6 un menor numero de células ciclina D1 positivas en las lesiones
Snail2 +/+ que de células Ki67 positivas (Figura 31B, a), mientras que el marcaje para ciclina D1 en los
ratones Snail2 -/- es comparable al de Ki67, al menos en los papilomas (Figura 31B, ¢). En conjunto,
estos resultados indican un mayor estado proliferativo de las lesiones derivadas de ratones Snail2 -/-
comparadas con las lesiones derivadas de ratones Snail2 +/+.

Debido a que el tamafio de las lesiones se debe a la relacion entre la capacidad proliferativa de los
queratinocitos y el nimero de células que mueren por apoptosis, decidimos analizar el grado de apoptosis
en las lesiones mediante ensayos de TUNEL e inmunotincion para p63. Como se muestra en la Figura 32,
el namero de células apoptdticas detectadas por TUNEL en las lesiones Snail2 -/- es significativamente
mayor que en las lesiones Snail2 +/+ (Figura 32, panel izquierda). Estos dato estan de acuerdo con la
tincién para p63 donde se puede ver un aumento significativo en el niimero de nticleos p63 positivos
en las lesiones Snail2 -/-, comparado con las lesiones Snail2 +/+ donde los niveles de p63 son casi
indetectables (Figura 32, panel derecha). El aumento de la capacidad apoptotica de las lesiones Snail2 -/-
esta de acuerdo con el papel asignado a Snail2 en la supervivencia celular tras un dafio genotdxico (Inoue
et al., 2002, Kajita et al., 2004, Perez-Losada et al., 2003, Wu et al., 2005, )

Estos resultados, junto con anteriores, sugieren que la ausencia de Snail2 favorece la aparicion de
lesiones y su malignizacion, debido probablemente al aumento en la capacidad proliferativa de las células
del tumor que no se ve compensado por los procesos de apoptosis, y alteraciones en la diferenciacion

terminal de los queratinocitos.
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Figura 30.- Analisis comparativo de marcadores diferenciacion (II).

Imagenes representativas de la inmunotincion de citoqueratina 10 (CK10) (A) CK13 (B) y CKS8 (C) en
papilomas benignos (ay d), papilomas avanzados (b y e) y carcinomas indiferenciados de células escamosas
(cy ), producidos por el tratamiento con DMBA/TPA en ratones Snail2 +/+ (a-c) y Snail2 -/- (d-f). Escala:
200 pm.
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Figura 31.- Analisis comparativo de marcadores de proliferacién.
Imagenes representativas de la inmunotincion de Ki67 (A) y ciclina D1 (B) en papilomas (ay ¢) y
carcinomas indiferenciados de células escamosas (b y d), producidos por el tratamiento con DMBA/TPA
en ratones Snail2 +/+ (a y b) y Snail2 -/~ (¢ y d). Escala: 200 pum.
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Figura 32.- Anilisis comparativo de marcadores diferenciacion muerte celular.

Iméagenes representativas de ensayo de TUNEL (izquierda) e inmunotincion de p63 (derecha) en papilomas
producidos por el tratamiento con DMBA/TPA en ratones Snail2 +/+ (paneles superiores) y Snail2 -/-
(paneles inferiores). Escala: 200 pm.
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2.1.3 Analisis indirecto de la expresion de Snail2 en lesiones tumorales.

Como se ha indicado en la Introduccion, el raton Snail2 -/- lleva el gen de -galactosidasa insertado
entre los exones 2 y 3 del gen endogeno, quedando por tanto su expresion bajo la regulacion del promotor
endogeno de Snail? (Jiang et al., 1998b). Utilizamos la expresion del gen de la B-galactosidasa para
determinar las células que deberian estar expresando Snail2 en las lesiones de los ratones Snail2 -/-.
El marcaje con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopiranosido) de las lesiones mostré que la
expresion de B-galactosidasa se restringe mayoritariamente a células de la capa basal de los papilomas
y carcinomas (Figura 33), aunque el numero de células positivas es muy elevado, extendiéndose
adicionalmente a algunas células aisladas de las capas suprabasales (Figura 33 d, f).

Estos resultados indican la expresion restringida de Snail2 en distintos tipos de lesiones a las células

proliferativas.
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Figura 33.- Analisis indirecto de la expresion de Snail2 en lesiones tumorales.

Iméagenes representativas del marcaje de B-galactosidasa (a-f) contratefiido con Hematoxilina-Eosina (a-€)
en papilomas (a-d) y carcinomas de células escamosas (e y f) producidos por el tratamiento con DMBA/
TPA en ratones Snail2 +/+ (a y b) y Snail2 -/- (c-f). Escala: 200 pm.

2.2. Caracterizacion de las funciones intrinsecas de los queratinocitos Snail2 -/- e influencia

del entorno tumoral.

Los resultados anteriores indican que la deficiencia de Snail2 estd induciendo un aumento en el
numero de lesiones producidas por el tratamiento con DMBA/TPA ademas de favorecer su malignizacion.
Estos resultados sorprenden frente al papel propuesto para Snail2 como inductor de TEM (Bolos et al.,
2003), y su valor pronostico propuesto en ciertos tipos de tumores humanos (revisado en Peinado et
al., 2007). Como se describe en la Introduccion, el proceso de carcinogénesis no depende solo de los
queratinocitos de la epidermis, sino que consiste en un sistema complejo de interacciones entre la dermis
y la epidermis, y entre las células del tumor y el microambiente tumoral que pueden favorecer 6 impedir
la aparicion de lesiones y su progresion.

Para dilucidar el papel de Snail2 en la induccion y progresion maligna, decidimos analizar el efecto
de la deleccion de Snail2 en las funciones intrinsecas de los queratinocitos y la respuesta de éstos al

entorno tumoral.
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2.2.1 Proliferacion in vitro.

Como mostramos anteriormente, la ausencia de Snail2 induce un aumento en la proliferacion de
las células de los tumores. Para caracterizar si esta capacidad es intrinseca de los queratinocitos Snail2
-/- decidimos estudiar la capacidad proliferativa de éstos mediante ensayos de clonogenicidad con
queratinocitos primarios aislados de ratones neonatos (2-3 dias p.n.) Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/-.
En estos ensayos los queratinocitos primarios crecen en placa formando tres tipos de colonias (Barrandon
and Green, 1987), diferenciables por su tamafio, morfologia, capacidad proliferativa y grado de
diferenciacion (ver Tabla X). Como se muestra en la Figura 34, tanto los queratinocitos Snail2 +/+ como
los queratinocitos Snail2 +/- son capaces de formar los tres tipos de colonias en proporciones similares
(Figura 34). Sin embargo, los queratinocitos deficientes en Snail2 no son capaces de formar ningtn tipo
de colonias. Ademas, obtuvimos cultivos primarios de queratinocitos Snai2+/+ y Snail2 +/-, pero no fue
posible obtener estos cultivos a partir de los queratinocitos Snail2 -/- (datos no mostrados).

Estos datos demuestran que Snail2 es esencial para la supervivencia y proliferacion de los
queratinocitos, y sugieren un papel importante del entorno en la supervivencia de los queratinocitos

Snail2 -/- in vivo.

Tabla X. Ensayos de clonogenicidad: tipos de clones
Holoclones Meroclones  Paraclones
Capacidad
proliferativa

Estado de
diferenciacion

ot ++ -

- ++ +++

Snail2 +/+ Snail2 +/- Snail2 -/- Figura 34.- Capacidad proliferativa in

’ 5 el B e 72 t ey vitro de los queratinocitos primarios
& : @' O o de ratones neonatos. Ensayos de
T ey S ; clonogenicidad.

&) d E g Queratinocitos primarios de ratones neonatos
: e Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/-se cultivaron
en placa para determinar su capacidad de
generar colonias independientes (capacidad
clonogénica). (A) Imagenes representativas
de los distintos tipos de colonias (Paraclones,
Meroclones y Holoclones) generados por los
queratinocitos primarios aislados de ratones
neonatos Snail2 +/+ (a, ¢ y e), Snail2 +/-
(b, d y f) y Snail2 -/- (g) tefiidos con cristal
violeta. Obsérvese la ausencia de colonias
en los cultivos de queratinocitos derivados
de ratones Snail2 -/- (g). (B) Representacion
grafica del porcentaje relativo de colonias
de los distintos tipos de clones producidos
[C] Holoclones  por los queratinocitos primarios de ratones
Bl Meroclones peonatos Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2
Paraclones  _/_ [ o5 datos representan la media de
dos experimentos independientes, a dos
diluciones (100 células/pocillo y 50 células/

pocillo).

Meroclones  Paraclones

Holoclones
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60 1

% de colonias

40

20 1

Snail2 +/+ Snail2 +/- Snail2 -/-
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2.2.2 Cicatrizacion de heridas.

Utilizamos los ensayos de cicatrizacion de heridas como modelo para estudiar inicialmente el
efecto del entorno sobre la capacidad proliferativa y motil de los queratinocitos. Como se muestra en la
Figura 35, el proceso de cicatrizacion de heridas es més lento en los ratones Snail2 -/- que en los ratones
Snail2 +/+ y Snail2 +/-. Asi, dos dias después de realizarse las lesiones, los ratones control ya habian
cerrado el 56% del area de la lesion, mientras que los ratones Snail2 -/- solo habian cerrado el 33% de
la herida (n=26 y n=20, respectivamente, p<0.05), y estas diferencias se seguian manteniendo tras una
semana (Figura 35B). Los resultados obtenidos estan de acuerdo con estudios previos del laboratorio del
Dr. Savagner sobre la reparacion de heridas in vitro que indican que los queratinocitos Snail2 -/- tienen

menor capacidad migratoria que los queratinocitos de ratones Snail2 +/+ (Savagner et al., 2005).

B
1,27
[ Snail2 +/+ (n=26)
_ [] Snail2 +/- (n=26)
3 * [l Snail2-/- (n=20)
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<
< .
8
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=
o *
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<
g
0 : : : :
1 2 3 4 7

Dias post-lesion

Figura 35.- Ensayo de cicatrizacion de heridas in vivo.

Se realizo la excision de 2 secciones de piel de 8 mm de diametro en ambos flancos de cada raton y se
tomaron medidas periddicas de la superficie de la herida. (A) Imagen representativa del tamafia de las
lesiones a las 48h post-lesion en ratones Snail2 +/+ (arriba) y Snail2 -/- (abajo). (B) Representacion grafica
del area de las heridas (en unidades relativas) a lo largo del tiempo. El area de las heridas se normalizo con
respecto area de las heridas inmediatamente después de realizar la excision. Se representa la media y d.s. de
dos experimentos independientes. n, nimero total de lesiones empleados en el experimento. (* p> 0.05).

2.2.3 Capacidad proliferativa in vivo en respuesta a TPA.

Otro tipo de aproximacion experimental para estudiar la capacidad proliferativa de los queratinocitos
in vivo consiste en el tratamiento topico de la piel del dorso de los ratones con TPA, provocando la
hiperproliferacion de la epidermis. Para analizar la respuesta proliferativa en estas condiciones in vivo
tratamos ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/- con TPA durante una semana. Al final del tratamiento
se recogieron las pieles de ratones y se tifieron secciones de 10 um con hematoxilina-eoxina (Figura 36A)
para determinar el grosor de la epidermis tras el tratamiento con TPA, mediante el programa informatico
CellA (Leica) (Figura 36B). Las pieles no tratadas no presentaban diferencias significativas en cuanto al
grosor de la epidermis entre los tres genotipos (Figura 36A, a-c). Sin embargo, el tratamiento con TPA
induce un mayor engrosamiento de la epidermis en los ratones Snail2 +/+ y Snail2 +/- comparado con
los ratones Snail2 -/- (Figura 36A, d-f). Mientras que la piel de los ratones Snail2 +/+ (n=34) presentaba
un espesor de 86,59 + 3,28 um (similar a la piel de los ratones Snail2 +/-), la piel de los ratones Snail2
-/- s6lo tenia un espesor de 48,51 + 1,45 pum (n=34, p< 0,001) (Figura 36B).

Estos resultados sugieren que la ausencia de Snail2 dificulta la capacidad de proliferacion y/o

aumenta la capacidad de diferenciacion de los queratinocitos en respuesta a TPA.
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Figura 36.- Capacidad proliferativa in vivo de los queratinocitos en respuesta a TPA.

Ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/- se trataron topicamente con TPA dias alternos durante una
semana, hasta un total de 3 aplicaciones. (A) Imagenes representativas de tincion de Hematoxilina-Eosina
de pieles no tratadas (a-c) y tras una semana de tratamiento con TPA (d-f). La linea discontinua representa la
separacion entre la dermis y la epidermis. Las flechas con doble punta indican la distancia que se ha tomado
para cuantificar el espesor de la epidermis. Barra: 100 um. (B) Representacion grafica del espesor de la
epidermis al final del tratamiento con TPA, con 7 medidas/muestra, en micrometros. Los datos representan
la media y la d.s de un experimento representativo (*** p< 0.001, n=3).

Quisimos estudiar entonces el proceso de diferenciacion epitelial en pieles tratadas con TPA, para
lo cual marcamos las pieles tratadas con anticuerpos especificos para CK 10, involucrina y loricrina, como
marcadores de diferenciacion epidérmica suprabasal y terminal, respectivamente. Asimismo, analizamos
la expresion de cadherina-E como control de la estructura de la epidermis. Como se muestra en la Figura
37, no se apreciaron diferencias significativas en la expresion de cadherina-E (Figura 37, comparar c, g
y k) y CK10 (Figura 37, comparar d, h, 1) entre las pieles tratadas con TPA de ratones Snail2 +/+, Snail2
+/- y Snail2 -/-. Sin embargo, el patron de expresion de loricrina e involucrina se encuentra alterado en
las pieles de los ratones Snail2 -/- tratados con TPA que presentan un mayor nimero de capas marcadas
para loricrina e involucrina y con un patréon de expresion difuso (Figura 38) que las pieles de los ratones
Snail2 +/+ y Snail2 +/- tratados con TPA (Figura 38 e, g y d, h, respectivamente).

Estos resultados sugieren un defecto en la diferenciacion terminal de la epidermis en ausencia de
Snail?2.
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A) Cadherina-E B) CK10

Figura 37.- Andlisis comparativo de la
expresion de cadherina-E y del marcador
de diferenciacion suprabasal CK10 en pieles
tratadas con TPA.

Imagenes representativas del analisis por
inmunofluorescencia de marcadores epiteliales
en pieles de ratones Snail2 +/+ (a-d), Snail2 +/-
(e-h) y Snail2 -/- (i-1) tratadas topicamente con
TPA dias alternos durante una semana, hasta un
total de 3 aplicaciones. Secciones de las pieles
congeladas en OCT se tifieron con anticuerpos
anti-cadherina-E (ECCD-2) (verde) (A), y anti-
CK10 (rojo) (B), marcador de diferenciacion
suprabasal. Los nucleos se tifieron con DAPI.
Se muestran imagenes de bajo (panel izquierdo)
y alto aumento (paneles derechos) para ambas
tinciones. Escala: 200 pum.

Snail2 +/+

Snail2 +/-

Snail2 -/-

A)  Loricrina B) Involucrina

Figura 38.- Anailisis comparativo de los
marcadores de  diferenciacién terminal
loricrina e involucrina en pieles tratadas con
TPA.

Iméagenes representativas del analisis por
inmunofluorescencia de marcadores de
diferenciacion terminal en pieles de ratones
Snail2 +/+ (a-d), Snail2 +/- (e-h) y Snail2 -
/- (i-]) tratadas topicamente con TPA dias
alternos durante una semana, hasta un total de
3 aplicaciones. Se marcaron con anticuerpos
anti-loricrina (A), marcador de diferenciacion
terminal del estrato corneo; y anti- involucrina
(B), marcador de diferenciacién teminal de la
capa granular. Como anticuerpo secundario se
utiliz6 el anticuerpo Alexa-488 correspondiente.
Los nucleos se tifieron con DAPI. En los paneles
de la izquierda se muestrab imagenes de bajo
aumento para la tincion de loricrina (a, c, i) e
involucrina (b, f, j). Escala: 200 pm.

Snail2 +/+

Snail2 +/-

Snail2 -/-
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2.2.4 Analisis indirecto de la expresion de Snail2 en la piel de los ratones tratados con TPA.
Expresion de B-galactosidasa.

Estudios recientes de analisis de perfiles de expresion génica en pieles de ratones Snail2 +/+y Snail2
-/- han puesto de manifiesto el papel de Snail2 en la regulacion de la homeostasis de la piel (Newkirk,
2008b). Con el fin de profundizar en este aspecto decidimos estudiar el patron de expresion de Snail2 en
las pieles y los foliculos pilosos de ratones Snail2 +/- y Snail2 -/-, asi como el efecto del tratamiento con
TPA. Para abordar este objetivo, y de forma similar a lo realizado en las lesiones tumorales, analizamos
la expresion de -galactosidasa en los foliculos pilosos (FP) y las pieles de ratones Snail2 +/- y Snail2
-/- tratados y no tratados con TPA.

Como se muestra en la Figura 39, la tincion con X-gal de FPs de la cola de ratones Snail2 +/-
y Snail2 -/- es discontinua, expresandose [3-galactosidasa en franjas bien delimitadas (Figura 39B).
Sorprendentemente, el numero de FPs con actividad [(-galactosidasa es significativamente mayor en la
cola de ratones Snail2 -/- que en los ratones Snail2 +/- (Figura 39 B y C). Sin embargo, cuando estudiamos
el patron de expresion de -galactosidasa dentro del FPs no observamos diferencias significativas en la
distrubucion de la expresion a lo largo del FP entre ambos genotipos (Figura 39 E). El analisis de secciones
de 10 um de pieles del dorso de ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/- de dos a tres meses de edad
mostro un patroén de expresion discontinuo, como ocurria en la cola (Figura 39 A b, ¢). Ademas, la mayoria
de los queratinocitos de la capa basal de los ratones Snail2 -/- expresaban -galactosidasa, mientras que
en los ratones Snail2 +/- la expresion de -galactosidasa presentaba un patron mas discontinuo y una
intensidad menor (Figura 39A b, ¢ y 39D).

Mediante la tincién con X-gal de cortes seriados de las pieles tratadas con TPA se reconstruyo la
estructura de los FPs en las pieles tratadas con TPA y se determiné la expresion de B-galactosidasa en
los FPs. Como se muestra en la Figura 39F, la expresion de P-galactosidasa tiene lugar a lo largo de
todo el FPs, al igual que sucede en los FPs de la cola (Figura 39E), independientemente de presencia
o no de Snail2. Sorprendentemente, las mayores diferencias en la expresion de [-galactosidasa tras el
tratamiento con TPA se detectaron en la epidermis interfolicular (EIF) donde el tratamiento con TPA
produce aparentemente una tincion mas homogenea y de mayor intensidad en la piel de los ratones Snail2
-/- comparada con la de los ratones Snail2 +/- (Figura 39A e, f'y Figura 39D).

Estos analisis indican que el promotor de Snail? se expresa principalmente en algunas células de la
capa basal y a lo largo del foliculo piloso. Sorprendentemente, la ausencia de Snail2 aumenta los niveles
de expresion del su promotor endogeno, sugiriendo un papel autorregulador negativo de Snail2, si bien

quedaria por caracterizar el mecanismo por el cual tiene lugar esta autorregulacion.

2.3. Inflamacion, Snail2 y carcinogénesis quimica.

En conjunto, los resultados de la caracterizacion de los queratinocitos Snail2 -/- indican que los
queratinocitos per se y la respuesta inicial de la epidermis a las heridas o al tratamiento con TPA no podian
ser responsables de la mayor incidencia y progresion de las lesiones inducidas por DMBA/TPA en los
ratones Snail2 -/-, ya que los queratinocitos aislados no son capaces de formar colonias, y presentan serias
dificultades para crecer en cultivo, incluso acompainados de células nodriza. Ademas, en condiciones in
vivo tienen deficiencias en la capacidad proliferativa y/o migratoria en respuesta a diferentes estimulos
(TPA, cicatrizacién), lo cual es esencial en un proceso neoplasico como es la carcinogénesis quimica.

Como se indica en la Introduccion, el protocolo de carcinogénesis quimica induce mutaciones en
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Figura 39.- Analisis indirecto de la expresion de Snail2 en piel de ratones Snail2 +/- y Snail2 -/-.
Deteccion de la expresion de B-galactosidasa en (A) pieles del dorso de ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y
Snail2-/- tratadas (d, e y f) y sin tratar (a, by ¢) con TPA. Aumento: 40x, escala: 100 pm; y (B) foliculos pilosos
de la cola de ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/-. Aumento: 40x, escala: 100 um. (C) Cuantificacion
de los foliculos pilosos que expresan B-galactosidasa frente al nimero de foliculos pilosos no marcados,
en los tres genotipos. (D) Detalle de la expresion de -galactosidasa en la epidermis interfolicular de la piel
de dorso de ratones Snail2 +/- y Snail2 -/-. (E) Detalle de la expresion de B-galactosidasa en los foliculos
pilosos de la cola sin tratar. (F) Reconstruccion de la expresion de 3-galactosidasa en los foliculos pilosos de
las pieles tratadas, la imagen se obtuvo mediante la recontruccion digital del foliculo por superposicion de
las imagens obtenidas de 5 cortes seriados de la piel del dorso de los ratones. La gama de colores representa
el marcaje con P-galactosidasa de las distintas capas, desde el primer corte (verde) hasta el quinto (rojo).
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las células de la capa basal (células iniciadas) y ademas promueve el reclutamiento de células del sistema
inflamatorio cuya funcion inicial seria controlar el crecimiento descontrolado de estas células iniciadas
(Allavena et al., 2008b, Allavena et al., 2008c, Mantovani et al., 2008, Sica et al., 2008). Debido a que
Snail2 ha sido relacionado con la homeostasis de los progenitores hematopoyéticos y se han caracterizado
alteraciones en la respuesta de este sistema en los ratones Snail2 -/- (Inoue et al., 2002, Perez-Losada
et al., 2003, Wu et al., 2005), decidimos analizar el estado inflamatorio de los ratones Snail 2 -/- tras
el protocolo de carcinogénesis quimica. El estudio histopatologico de los 6rganos internos de ratones
Snail2 +/+ y Snail2 -/- sometidos al protocolo de carcinogénesis quimica con DMBA/TPA desvel6 que
los ratones deficientes en Snail2 -/- presentaban un mayor niimero de alteraciones relacionadas con el
sistema inmunologico en los 6rganos internos comparados con los ratones control Snail2 +/+ (Tabla XI).
Asi, se observaron alteraciones importantes en el higado, el bazo, los ganglios inguinales y los pulmones.
El analisis histopatologico de los érganos internos de ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/- no tratados descartd
que las lesiones pudieran deberse al envejecimiento del raton. Asi, las alteraciones observadas en bazo y
testiculos (Tabla XI) son las correspondientes al fondo genético, de acuerdo con la literatura (Jiang et al.,
1998Db).

Significativamente, el analisis histopatologico detallado de las lesiones tumorales producidas por
el tratamiento con DMBA/TPA manifesto que las lesiones de los ratones Snail2 -/- presentaban procesos
purulentos y infiltraciones de linfocitos, neutrdfilos y macrofagos, que no ocurrian en las lesiones de los
ratones Snail2 +/+ (Figura 41 a, b). Estos datos indican que los ratones Snail2 -/-, tras el tratamiento con
DMBA/TPA, presentan una respuesta inflamatoria anémala que podria estar favoreciendo la aparicion y
progresion de las lesiones en los ratones Snail2 -/-. Para confirmar esta hipotesis tratamos los ratones con un
anti-inflamatorio esteroideo, como la dexametasona descrito previamente en la literatura como un protector
frente al desarrollo de lesiones inducidas por DMBA/TPA (Perez-Moreno et al., 2006, Perez-Moreno et
al., 2008). Iniciamos el protocolo de carcinogénesis quimica por DMBA/TPA y cuando el 100% de los

Tabla XI.- Analisis histopatolégico de los 6rganos de los ratones tratados con DMBA/TPA.

Organo Lesion Snail2 -/- Snail2 +/+
Intestino Grueso Necrosis apical de vellosidades en el duodeno + -
Higado Severa inflamacion perivascular ++ -

Infiltracion linfocitaria en sinusiodes + -
Infiltracién mixta difusa por todo el organo +++ -
Bazo Deplecion linfoide ++ -
Hiperplasia celular de la pulpa roja ++ -
Necrosis con perdida de estructura + -
Predominio de células mieloides y macrofagos + -
Congestion ++ -
Ganglios Deplecion linfoide + -
Histiocitosis/plasmocitosis de los senos linfaticos ++ -
Pulmén Infiltracion de neutr6filos PMN ++ -

Lesiones presentes en ratones no tratados (7 meses)

Higado Degeneracion vacuolar hepatica - ++
Bazo Deplecion mieloide ++ -
Testiculos Degeneracion severa de la linea germinal en tubulos seminiferos ~ + -

PMN: polimorfonucleares
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ratones presentaban lesiones se inici6 el tratamiento con dexametasona, por inyeccion intraperitoneal,
que se mantuvo hasta el final del experimento. Como se muestra en la figura 40, sorprendentemente,
y contrariamente a lo esperado, la administracion de dexametasona en los ratones Snail2 -/- duplico el
numero de lesiones al final del experimento, mientras que en los ratones Snail2 +/+ disminuy6 ligeramente
el numero de lesiones (Figura 40A), como cabia esperar. El analisis histopatologico de las lesiones desvelo
que el tratamiento con dexametasona habia disminuido significativamente la aparicion de SCC en los
ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/- (Figura 40B). No obstante, el tratamiento con dexametasona provoco
un aumento6 del tamafio de las lesiones en los ratones Snail2 -/- (Figura 40 D) mientras que no afectd
al tamafo de las lesiones en los ratones Snail2 +/+, excepto a tiempos largos (Figura 40C). La tincién
con hematoxilina-eoxina de las lesiones producidas tras el tratamiento con dexametasona confirmé un
descenso en el nimero de macréfagos infiltrantes presente en las lesiones Snail2 +/+ tras el tratamiento
(Figura 41, comparar a y c), pero esa disminucidén era menos significativa en las lesiones de los ratones
Snail2 -/-, donde se mantenia un gran nimero de células infiltrantes tras el tratamiento con dexametasona

(Figura 41, comparar b y d).
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Figura 40.- Efecto del tratamiento con Dexametasona en la induccion de tumores por DMBA/TPA en
ratones Snail2 -/-.

Ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/- sometidos al proceso de carcinogénesis quimica por DMBA/TPA, se trataron
diariamente con dexametasona (Dex) via intraperitoneal a partir de la aparicion de las primeras lesiones.
(A) Grafica de latencia. Se representa el nimero de lesiones totales producidas en cada condicion por el
numero total de ratones de cada genotipo y condicion a lo largo del tiempo. La grafica representa un unico
experimento. (B) Porcentaje de lesiones del tipo hiperplasia, papiloma y carcinoma de células escamosas
(SCC) producidas por el tratamiento con DMBA/TPA de ratones Snail2+/+ (verde) y Snail2 -/- (morado)
con (+) o sin (-) tratamiento con dexametasona. Se puede apreciar la disminucion del porcentaje de SCC
tras el tratamiento con dexametasona en ambos genotipos. (C y D) Porcentaje de lesiones con un diametro
superior a 3 mm producidas por el tratamiento con DMBA/TPA de ratones Snail2+/+ (C) y Snail2 -/- (D)
con (negro) o sin (blanco) tratamiento con dexametasona. Se puede apreciar un aumento significativo en el
tamarfio de las lesiones de los ratones Snail2 +/+ al poco tiempo de iniciar el tratamiento con dexametasona.
(16 semanas post- iniciacion).
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Estos resultados sugieren diferencias importantes en el proceso inflamatorio asociado al tratamiento
con DMBA/TPA entre los ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/-. Asi, la administraciéon de dexametasona estaria
bloqueando la progresion maligna y la aparicion de nuevas lesiones en los ratones control, mientras
que en los ratones Snail2 -/- bloquearia la progresion tumoral pero favoreceria la aparicion de nuevas
lesiones. Queda por realizar un analisis mas exhaustivo de los procesos inflamatorios anti y pro-tumorales
inducidos por la ausencia de Snail2 en este modelo.

Snail2 +/+ Snail2 -/-
o W . _

+ Dex

Figura 41.- Tincion con Hematoxilina-Eosina de lesiones producidas tras el tratamiento con
dexametasona.

Imagenes representativas de la tincion con Hematoxilina-Eosina de papilomas producidos por el tratamiento
con DMBA/TPA en ratones Snail2 +/+ (a 'y ¢) y Snail2 -/- (b y d) tratados (c y d) o sin tratar (a y b) con
Dexametasona. Se muestran regiones del estroma de los papilomas, donde se puede apreciar la infiltracion
de macrofagos y células polimorfonucleares (sefiala con un asterisco).

2.4. Efecto de la delecion de Snail2 en la carcinogénesis por metilcolantreno.

Finalmente, para analizar si los efectos observados en la carcinogénesis inducida por DMBA/TPA,
en la ausencia de Snail2, son extensibles a otros protocolos de carcinogénesis, realizamos un ensayo de
carcinogénesis inducida por metilcolantreno (MCA) que promueve la aparicion de fibrosarcomas (Reddy
and Fialkow, 1979).

Como se observa en la figura 42A, la latencia y carga tumoral (% de tumores inducidos) inducida
por MCA fue similar en los ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/-. Curiosamente, los ratones heterozigotos
Snail2 +/- desarrollaron lesiones con mayor latencia y menor carga tumoral (Figura 42A). No obstante,
las lesiones inducidas por MCA en los ratones Snail2 -/- proliferan aparentemente mas rapidamente que
las inducidas en ratones Snail2 +/+, a juzgar por la evolucion del tamafio de las lesiones tras su aparicion,
en comparacion con las lesiones inducidas en los ratones Snail2 +/+ y Snail2 +/- (Figura 42B).

Estos resultados sugieren que la ausencia de Snail2, aumenta la capacidad proliferativa de las
lesiones inducidas por MCA, al igual que ocurre con las lesiones inducidas por DMBA/TPA.

El analisis histopatologico de las lesiones inducidas por MCA mostro la aparicion de fibrosarcomas
en el 100% de los casos, independientemente del genotipo de los ratones analizados.
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Figura 42.- Efecto de la delecién de Snail2 en la induccién de fibrosarcomas por MCA

Se inyectaron ambos flancos de ratones Snail2 +/+, Snail2 +/- y Snail2 -/- con MCA por via subcutanea.
(A) Grafica de carga tumoral. Se representa el numero de lesiones totales producidas en cada genotipo por
el nimero total de inyecciones para cada genotipo. (n, nimero de flancos inyectados). (B) Gréfica de la
progresion del tamaiio de las lesiones a lo largo del experimento. Se representa el tamaiio de las lesiones en
cm? durante las semanas después de su aparicion, hasta que alcanzan los 2 cm de diametro (4 cm?) tras lo
cual se sacrifica al animal. Se puede apreciar que en los ratones Snail2 -/- el tamafio de las lesiones aumenta
a un ritmo mucho mayor que en los ratones Snail2 +/+ y Snail2 +/-. (n, nimero de ratones que generaron
lesiones durante el experimento).
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1. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS DOMINIOS DE SNAIL2 EN LA REPRESION
DEL PROMOTOR DE CADHERINA-E

En los ultimos afios se han caracterizado varios factores de transcripcion, que habian sido implicados
previamente en la pérdida de expresion de cadherina-E durante el desarrollo embrionario, y que actian
como represores trasncripcionales de Cadherina-E (Nieto, 2002, Peinado et al., 2004a, Peinado et al.,
2007, Thiery, 2002, Thiery et al., 2009). Entre estos factores se encuentran los factores de dedos de zinc
Snaill y Snail2 (Batlle et al., 2000, Bolos et al., 2003, Cano et al., 2000, Hajra et al., 2002). La expresion
estable de estos factores en células MDCK-II de lugar a la pérdida de cadherina-E y a una TEM (Bolos et
al., 2003, Cano et al., 2000). El analisis de los perfiles de expresion génica de células MDCK-II expresando
de forma estable Snaill o Snail2 permiti6 identificar una bateria de genes que eran regulados de forma
comun o especifica por cada uno de estos factores (Moreno-Bueno et al., 2006).Por otra parte, estudios
sobre el comportamiento tumorogénico, invasivo y angiogénico has permitido determinar la existencia
de diferencias significativas entre los factores Snail y bHLH (Peinado et al., 2004b, Bolos et al., 2003,
Moreno-Bueno et al., 2006, Sobrado et al., 2009). Estos resultados sugieren que estos factores pueden
tener un pepel general y otro especifico (no redundante) durante la TEM. En apoyo de esta hipotesis es
el hecho de que distintos inductores de TEM, y en concreto los factores Snail son esenciales durante el
desarrollo embrionario de raton y la progresion tumoral (Carver et al., 2001). Snail2 es dispensable en
el embridn pero es necesario en el adulto para la homeostasis de determinados linajes celulares (Jiang et
al., 1998a, Perez-Losada et al., 2003). Durante el desarrollo embrionario el papel diferencial de Snaill
y Snail2 queda también explicado por su diferente patrén de expresion (Nieto et al., 1994, Sefton et
al., 1998) aunque este hecho no explica las diferencias observadas entre células estables para Snaill o
Snail2. Los mecanismos moleculares responsables de la regulacion diferencial llevada a cabo por ambos
factores son todavia desconocidos. La diferente afinidad de estos factores por las cajas-E del promotor de
cadherina-E (Bolos et al., 2003) causadas probablemente por las diferencias estructurales existentes entre
ambos factores puede estar en la base del papel especifico que juega cada uno de ellos.

Otra razon posible de las diferencias observadas podria deberse a divergencias en la capacidad
de reclutamiento de complejos de represion. Un aspecto clave es la caracterizacion de los dominios
funcionales implicados en la unién de Snaill y Snail2 a los promotores diana asi como los complejos
de represion reclutados por Snaill y Snail2 para llevar a cabo su accion represora. Trabajos previos
del laboratorio se han centrado en la caracterizacion funcional y en la identificacion de los complejos
reclutados por Snaill (Peinado et al., 2004c, Peinado and Cano, 2005). En esta tesis se han llevado a cabo

dichos estudios con el factor Snail2.

1.1. Regulacion de la expresion de cadherina-E a través de los dedos de zinc 2 y S de
Snail2.

Snaill y Snail2 se diferencian en el nimero de dedos de zinc que conforman su dominio de unién
al DNA, conteniendo 4 y 5 dedos de zinc respectivamente (Figura 5). Los resultados obtenidos en esta
tesis mediante el analisis de mutantes no funcionales de los dedos de zinc, muestran que el dedo ZF1
de Snail2 no es funcional, como ya se habia sugerido previamente (Grimes et al., 1996, Hemavathy et
al., 2000a, Pavletich and Pavo, 1993). Igualmente el dedo ZF3 parece no ser necesario para la actividad

represora de Snail2, al menos en las condiciones ensayadas en esta tesis (Tabla VII). Respecto a los
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restantes dedos de zinc, los resultados sugieren que los dedos ZF2 y ZF4 son esenciales para la actividad
represora de Snail2, mientras que la eliminacion funcional del dedo ZF5 parece aumentar la capacidad
represora de Snail2 en determinados contextos estructurales (Tabla VII y Figura 10). Los ensayos de
promotores de cadherina-E murino y humano desvelaron que el dedo ZF5 de Snail2 participa en la
represion del promotor de cadherina-E de forma dependiente de la distribicion de las cajas-E y, por
tanto, de la arquitectura del promotor (Figura 10B). Estos resultados se confirmaron mediante ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina en células HEK293T humanas y NMuMG murinas (Figura 10C).EI
hecho de que en determinados contextos la mutacion del dedo ZF5 de lugar a una capacidad de represion
similar a la de Snaill (como sobre el promotor murino de cadherina-E) podria indicar que el dedo ZF5
puede actuar como un selector del promotor promoviendo la unién a promotores cuyas cajas-E presenten
una distribucion similar a la del promotor murino. Estudios iniciales sobre el promotor de claudina-1
(Martinez-Estrada et al., 2005) parecen apoyar esta hipotesis. En el caso de de Snaill, la deleciéon o la
mutacion no funcional de cualquiera de los dedos de zinc bloquea la importacion de Snaill al nicleo
(Nieto, 2002, Mingot et al., 2009). Sin embargo, en nuestros estudios no observamos cambios en la
localizacion nuclear con los mutantes no funcionales de los ZFs de Snail2 (Tabla VII). Estas diferencias
pueden deberse al hecho de que todos los mutantes analizados conservan la estructura intacta de 4 de sus
5 ZFs lo que permitiria conservar los aminoacidos basicos necesarios para conformar la secuencia de
localizacion nuclear (NLS) descrita por Mingot y col. como la secuencia minima de reconocimiento de

algunas importinas (Mingot et al., 2009).

1.2. Mecanismos de represion de Snail2 sobre el promotor de cadherina-E: implicacion
funcional de los dominios SNAG2 y SLUG.

Los resultados del analisis funcional de los mutantes de delecion de la region N-terminal de
transrepresion de Snail2 sugieren que, al igual que ocurre con Snaill, el dominio SNAG es un dominio
esencial para la represion mediada por Snail2; ademas, nuestros resultados sigueren la existencia de al
menos otra region de Snail2 (el dominio SLUG) con una funcién importante para su actividad represora
(Figura 11 y Tabla VIII).

El mecanismo de represion de la expresion de cadherina-E por distintos miembros de la familia
Snail implica a diferentes complejos represores. Asi, Snaill, a través de su dominio SNAGI, recluta al
co-represor mSin3A y a las HDAC1 y 2 (Peinado et al., 2004c) y eventualmente al complejo Polycomb
(Herranz et al., 2008). De la misma manera, Snail2 interacciona con mSin3A a través del dominio SNAG2
(Figura 12). No obstante, los estudios funcionales llevados a cabo indican que el complejo Snail2/mSin3A
requiere la presencia de la HDAC3 para la co-represion (Figura 14), en lugar de las HDAC1/2 como en el
caso de Snaill (Peinado et al., 2004c). Esta diferencia entre los complejos reclutados por ambos factores,
Snaill y Snail2, puede deberse a diferencias en la afinidad por las distintas HDACs o a la participacion
de algin otro co-represor que esté mediando la interaccion con las HDACs. Adicionalmente, nuestros
estudios han puesto de manifiesto la capacidad de Snail2 de interaccionar con otros dos co-represores: el
co-represor NCoR y el co-represor CtBP1. NCoR interacciona con Snail2 a través del dominio SNAG2
(Figura 18) mientras que CtBP1 lo hace a través del dominio SLUG (Figura 15). Queda por determinar
si NCoR puede interaccionar también con Snaill, si bien es poco probable la interaccion Snaill/CtBP1
debido a la ausencia de dominio CID en Snaill (Manzanares et al., 2001, Nieto, 2002)

Los estudios de co-inmunoprecipitacion de CtBP1-flag con los mutantes de deleccion ASLUG-HA
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y ACID-HA mostraron que el mutante ASNAG2-HA tenia mayor capacidad de interaccion con CtBP1
que Snail2 wt. Estos resultados concuerdan con el aumento en la actividad del complejo Snail2/CtBP1
cuando utilizamos este mismo mutante (Figura 16). La interaccion Snail2/CtBP1 esta de acuerdo con
datos previos en dmSnail (Hemavathy et al., 2004), aunque contrastan con datos previos de otros autores
que suguieren que Snail2 no interacciona con CtBP1 (Bailey et al., 2007). Estas diferencias pueden
explicarse por las diferencias en los sistemas experimentales utilizados en ambos estudios. Nuestros
resultados sugerian, de hecho, la existencia de mecanismos de interferencia/cooperacion entre los
complejos represores reclutados a través del dominio SNAG2 y SLUG, y por ello procedimos a analizar

la posible relacion funcional entre los distirntos complejos represores.
1.2.1 Colaboracion funcional entre los distintos complejos represores.

Se han descrito muchos casos, tanto en vertebrados como en invertebrados, en los que el co-represor
NCoR forma parte de macrocomplejos que incluyen, entre otros componentes, el co-represor CtBP1
(Perissi et al., 2008, Qi et al., 2008, Heinzel et al., 1997, Alland et al., 1997, Huang et al., 2000, Nagy
et al., 1997). Aunque no se ha podido demostrar la existencia de macrocomplejos que incluyan NCoR
y mSin3A, si se han descrito complejos de NCoR dependientes de mSin3A (Huang et al., 2000). Como
demuestran los ensayos de promotor, la co-expresion de NCoR/CtBP1 o mSin3A/CtBP1 incrementa la
capacidad de represion de Snail2, sugiriendo que los co-represores que se asocian a Snail2 a través del
dominio SNAG (NCoR y mSin3A) o del dominio SLUG (CtBP1) pueden colaborar en la represion del
promotor de cadherina-E (Figura 20A y B). Estos datos corroboran los estudios previos en Drosophila
melanogaster donde NCoR actiia en combinacion con CtBP1 favoreciendo la actividad represora de
dmSnail durante el desarrollo temprano (Qi et al 2008). Por el contrario, los ensayos funcionales de co-
expresion de NCoR y mSin3A no mostraron una cooperacion entre ambos co-represores, y si en cambio
una ligera disminucion de la capacidad de represion del complejo Snail2/NCoR en presencia de mSin3A
(Figura 20C). Estos datos sugieren la existencia de una competicion entre ambos co-represores en su

interaccion con el dominio SNAG?2.

Interaccidn con co-represores

d) Macro-complejos de repres

NCoR CtBP1

mSin3A NCoR CtBP1 % %EEEE

SNAG2 SLUG
mSin3A@ ; CtBP1

Figura 43. Interaccion de Snail2 con los co-represores mSin3A, NCoR y CtBP1 a través de sus dominios
SNAG2 y SLUG.

Veasé como los co-represores mSin3A y NCoR intetraccionan con el factor Snail2 a través del dominio SNAG2
(a 'y b), mientras que la interaccion con el co-represor CtBP1 sucede a través del dominio SLUG (c)

Los ensayos de colaboracion funcional entre los distintos co-represores sugieren que los co-represores recluta-
dos a través de los dominios SNAG2 y SLUG pueden colaborar en la represion. En el esquema (d) sugerimos la
formacion de macro-complejos de represion que modularian la actividad represora de Snail2.
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1.3. Caracterizacion funcional de la fosforilacion de Snail2.

Se han llevado a cabo numerosos estudios para caracterizar las modificaciones post-traduccionales
que controlan la funcion celular de Snaill. Asi, los estudios iniciales demostraron que la region rica
en Serinas (SRD) de Snaill era importante para la localizacion subcelular de este factor. En efecto, la
mutacion de todas las serinas del SRD a residuos no fosforilables provoca la localizacion citoplasmatica
de Snaill y, en consecuencia, un descenso en su capacidad de represion (Dominguez et al., 2003).
Adicionalmente, dos trabajos independientes (Yook et al., 2005, Zhou et al., 2004) identificaron una caja
de destruccion (DB) en el SRD, homologa a la presente en [3-catenina, importante para la regulacion post-
traduccional de Snaill (Zhou et al., 2004). Esta DB contiene las serinas 96 y 100, que estan conservadas
evolutivamente en los miembros de la subfamilia Snail y en dmSnail y son dianas de GSK3f (Zhou et al.,
2004; Yook et al., 2005). Asimismo, se identificaron otras dos serinas (serina 104 y serina 107) del SRD,
como dianas adicionales de GSK3p (Yook et al., 2005). Asi, se han planteado dos modelos ligeramente
diferentes; uno de ellos propone que GSK3[ fosforila Snaill en una serie de serinas proximas a la DB
(serinas 107/111/115/119) provocando su exportacion nuclear y una vez en el citoplasma vuelve a ser
fosforilado por GSK3f en el DB (serinas 96/100) promoviendo su ubiquitinacion y degradacion por el
proteosoma (Zhou et al., 2004). El otro modelo, propuesto por Yook y col., propone que las serinas 104 y
105 son fosforiladas por otras quinasas, actuando como eventos que priman la fosforilacion de las serinas
96 y 100 por GSK3 en el dominio DB (Yook et al., 2005). De hecho, estudios recientes de nuestro grupo
de fosforilacion in vivo de Snaill favorecen el ultimo modelo (MacPherson et al., 2009). La fosforilacion
de otras serinas de Snaill tiene en cambio el efecto contrario: la serina 246 fosforilada por PAK favorece
la localizacion nuclear (Yang et al., 2005). Adicionalmente, se han descrito otros reguladores post-
traduccionales de la estabilidad de Snaill: la lisil-oxidasa LOXL2 (Peinado et al., 2005), y reguladores
traduccionales como el factor YB-1 (Evdokimova et al., 2009). Recientemente en nuestro laboratorio se
han caracterizado nuevos sitios de fosforilacion in vivo que implican a las proteinas quinasas CK2 y PKA
como potenciales reguladores de la actividad de Snaill (MacPherson et al., 2009).

Sin embargo, al inicio de esta tesis los estudios sobre las modificaciones post-traduccionales que
puedan regular la actividad de Snail2 eran practicamente inexistentes, habiéndose descrito inicamente
su regulacion por una proteina F-box, PpA (Vernon and LaBonne, 2006). Por ello, decidimos analizar los
residuos de Snail2 que se encuentran fosforilados in vivo y estudiar su posible papel funcional. Nuestros
estudios mostraron que Snail2 se encontraba fosforilado in vivo, al menos en el dominio SNAG2 (serina

4) y en el dominio SLUG (serina 88), aunque no se descartan otros sitios adicionales.
1.3.1. Efecto de la fosforilacion de la serina 4 y la serina 14 en la interaccion Snail2/mSin3A.

Dado que, como se ha descrito anteriomente, los dominios SNAG2 y SLUG de Snail2 estan
implicados en el reclutamiento de co-represores, decidimos analizar el papel de la fosforilacion en el
reclutamiento de dichos co-represores. Para ello analizamos por co-inmunoprecipitacion y ensayos de
promotor la interaccion y cooperacion entre el co-represor mSin3A y los mutantes no fosforilables (serina
a alanina) o fosfomiméticos (serina a aspartico) de las serina 4 y 14 de Snail2, esta iltima localizada en el
entorno proximo al dominio SNAG2. Los resultados obtenidos indican que la fosforilacion de la serina 4
bloquea la interaccion y la colaboracion de Snail2 con mSin3A (Figura 25 y 26), mientras la fosforilacion

de la serina 14 (correspondiente a la serina 11 de Snaill) favorece la interaccion con mSin3A (Figura 25).
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Falta determinar si la interaccion con NCoR se ve afectada en este mismo sentido. Es interesante resaltar
el hecho de que la fosforilacion de la serina 14 de Snail2 y su homologa la serina 11 en Snaill parecen
tener un mismo papel como promotor de la interaccion con mSin3A (Figura 25; Macpherson et al., 2009).
No obstante, parece que ambas serinas son fosforiladas en respuesta a diferentes vias de sefializacion,
ya que en el caso de Snaill la serina 11 es fosforilada por PKA, mientras que la serina 14 de Snail2 es
fosforilada probablemente por PKC (Figura 23). Esta divergencia en la regulacion post-traduccional de
ambas proteinas también puede dar cuenta del papel diferencial de Snaill y Snail2.

Respecto a la serina 88, aunque no hemos llevado a cabo un analisis detallado, nuestro estudio sugiere
que su fosforilacion tiene un efecto negativo sobre la capacidad de represion de Snail2, probablemente
como consecuencia de una alteracion en la interaccion con CtBP1. Este hecho representa otro nivel de
regulacion de Snail2 que necesita ser investigado en el futuro. Curiosamente, Snaill posee una serina
(serina 86) en una posicion equivalente y que es fosforilada in vivo (MacPherson et al., 2009), aunque no
se ha descrito ningun papel regulador para esta fosforilacion ni identificado la quinasa responsable. Seria
muy interesante determinar si Snaill puede reclutar reclutar a co-represores en el entorno de la serina 86
y si esta interaccion se ve alterada por el estado de fosforilacion de la serina 86.

No se puede descartar que la fosforilacion de la serina 88 de Snail2, o la equivalente serina 86
de Snaill module la interaccion con co-represores reclutados por el dominio SNAG de ambos factores
mediante cambios en la conformacion estructural de los mismos. Estos aspectos quedan pendientes de

dilucidar en estudios posteriores.

SNAG2
g Snail2
SLUG
PKC Y
a) b) )
s4(® s14(P)
®)ss88
mSin3A
mSin3A (NCoR ?) :
I—D(NCOR?) ? | O CtBP1

Cadherina-E oN Cadherina-E OFF Cadherina-E oN

Figura 44. Implicacion funcional de la fosforilacion de Snail2.

Veasé como la fosforilacion de la serina 4 (a) impide la interaccion Snail2/mSin3A, y por tanto la represion trans-
cripcional, mientras que la fosforilacion de la serina 14 (b) favorece esta misma interaccion. La fosforilacion de
la serina 4 y la serina 14 también podrian afectar a la interaccion con NCoR, ya que estd sucede también a través
del dominio SNAG2. En el esquema (c) sugerimos que de la fosforilacion de la serina 88 afecta negativamente
a la capacidad de represion de Snail2, alterando la interaccion Snail2/CtBP1.
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2. FUNCION DE SNAIL2 EN LA CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATON
2.1 Efecto de la ausencia de Snail2 en la carcinogénesis quimica de piel de raton

Durante los ultimos afios se han detectado en diversos tumores y lineas celulares derivadas la
expresion de varios represores transcripcionales de cadherina-E, asociada a progresion tumoral (Peinado
et al., 2004a, Peinado et al., 2007). En carcinomas de mama, la expresion de Snaill se asocia con la
represion de cadherina-E y la metastasis linfatica y a distancia (Cheng et al., 2001, Come et al., 2006,
Blanco et al., 2002), mientras que en otros estudios se asocia con recurrencia y mal pronostico (Elloul et
al., 2006, Moody et al., 2005). De forma similar, la expresion de Snail2 se ha asociado con baja respuesta
clinica en carcinomas de mama y ovario (Elloul et al., 2006, Martin et al., 2005), aunque la expresion
de Snail2 se ha relacionado con fenotipos diferenciados en carcinomas de mama (Come et al., 2000).
Ademas de en carcinomas de mama y ovario, la expresion de Snail2 también se ha detectado en otros
tipos de tumores, asociado a parametros clinicos, como en carcinomas de colon (Shioiri et al., 2006),
carcinomas de células escamosas (Uchikado et al., 2005) y adenocarcinomas de pulmén (Shih et al.,
2005) (revisado en Covaleda et al., 2007, Alves et al., 2009).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos estudiar el papel de Snail2 en la carcinogénesis
quimica de piel de raton. Para ello realizamos ensayos de carcinogénesis inducida por DMBA/TPA en
ratones mutantes nulos para Snail2 (Snail2 -/-). Sorprendentemente, los ratones Snail2 -/- desarrollaron
un mayor numero de lesiones de mayor tamafio y con una mayor incidencia de lesiones malignas,
comparado con sus hermanos de camada Snail2 +/- y Snail2 +/+ (Figuras 27 y 28). El estudio de las
lesiones producidas por el tratamiento con DMBA/TPA mostré un aumento en la expresion de Ki67 y
ciclina D1 en las lesiones generadas en ausencia de Snail2, sugiriendo una mayor capacidad proliferativa
de los queratinocitos en los tumores derivados de ratones Snail2 -/- (Figura 31). Asimismo, el analisis de
los marcadores de diferenciacion epitelial loricrina y citoqueratinas CK10, CK13 y CKS indicé que la
ausencia de Snail2 provoca alteraciones en la diferenciacion epidérmica terminal y promueve la expresion
de citoqueratinas implicadas en la malignizacion de las lesiones (CK13 y CK8) (Figuras 29 y 30). En los
primeros estadios de la carcinogénesis el entorno tumoral genera sefales de apoptosis para las células
tumorales en un intento por evitar el crecimiento descontrolado de estas células (Joyce and Pollard, 2009).
El analisis de la apoptosis en las lesiones tumorales generadas en los ratones de diferentes genotipos de
Snail2 indicé que la ausencia de Snail2 incrementa la tasa de apoptosis intratumoral, como se muestra en
los ensayos de TUNEL y el marcaje de p63 (Figura 32). Estos resultados estan de acuerdo con el papel
anti-apoptotico descrito previamente para Snail2 in vivo e in vitro en respuesta a dafio genotdxico (Kajita
et al., 2004, Kurrey et al., 2009, Perez-Losada et al., 2003, Perez-Losada et al., 2002, Vitali et al., 2008,
Wang et al., 2005, Zhang and Klymkowsky, 2009).

Sorprendentemente, estos datos muestran que la ausencia de Snail2 favorece la aparicion de lesiones
y su malignizacion, contrariamente a lo esperado en relacion con el papel de Snail2 como represor de
cadherina-E e inductor de TEM (Bolos et al., 2003, Hajra et al., 2002, Moreno-Bueno et al., 2006) y
su valor pronéstico propuesto en ciertos tipos de tumores humanos (revisado en Peinado et al., 2007).
Este efecto podria deberse al aumento en la capacidad proliferativa de las células del tumor que no se
ve compensado por los procesos de apoptosis, y/o a alteraciones en la diferenciacion terminal de los

queratinocitos, y por tanto, en la homeostasis epidérmica.
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2.2 Caracterizacion de los queratinocitos Snail2 -/-. Efecto del microambiente.

Las células tumorales no responden a los controles de crecimiento fisiologicos y tienen crecimiento
auténomo (Hanahan and Weinberg, 2000). A pesar de esto, el tumor no es una lesion autonoma y depende,
en mayor o menor medida, de la interaccion con el microambiente para su desarrollo (Joyce and Pollard,
2009).

Como se describe en la Introduccion, el proceso de carcinogénesis no depende solo de los
queratinocitos de la epidermis, sino que consiste en un sistema complejo de interacciones entre las células
del tumor y las células del estroma que pueden favorecer o impedir la aparicion de lesiones y su progresion
(Yuspa et al., 1994, Gupta and Massague, 2006). Por ello, decidimos analizar las caracteristicas intrinsecas
de los queratinocitos de los ratones Snail2 -/-, asi como el efecto del entorno. Los resultados obtenidos
en los ensayos de clonogenicidad y cultivos con queratinocitos primarios indican que Snail2 es esencial
para la supervivencia y proliferacion de los queratinocitos in vitro, de acuerdo con el papel de Snail2
en otros sistemas celulares donde su expresion es esencial para la supervivencia de las células (Kurrey
et al., 2009, Leroy and Mostov, 2007, Newkirk et al., 2008a, Wu et al., 2005, Zhang and Klymkowsky,
2009). Los ensayos de cicatrizacion de heridas e induccion de proliferacion con TPA in vivo aportan datos
en este sentido. La ausencia de Snail2 dificulta la reepitelializacion, como se aprecia en los ensayos de
cicatrizacion de heridas (Figura 35). Estos resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos por
otros grupos in vitro € in vivo (Arnoux et al., 2005, Savagner et al., 2005, Hudson et al., 2009). Segin
este ultimo trabajo, la ausencia de Snail2 aumenta la expresion de la citoqueratina CKS8 y mantiene la
expresion de cadherina-E y citoqueratina CK10 durante la reepitelializacion (Hudson et al., 2009). La
CKS8 es una citoqueratina embrionaria que se expresa en epitelios simples pero no en la epidermis intacta
ni en los bordes de las heridas (Casanova et al., 2004, Larcher et al., 1992). La expresion de CK8 en la piel
puede indicar alteraciones en la diferenciacion de los queratinocitos. Aunque en esta memoria no se ha
analizado la expresion de CK8 u otros marcadores durante la cicatrizacion, los resultados de las lesiones
tumorales apoyarian ese modelo. Al igual que sucede en la reepitelializacion la induccion de hiperplasia
por tratamiento con TPA de la piel de ratones Snail2 -/- presenta alteraciones en el patron de expresion de
marcadores de diferenciacion terminal como loricrina e involucrina, mientras que no se altera la expresion
de marcadores tempranos de diferenciacion como la citoqueratina CK10 (Figuras 37 y 38) En conjunto,

estos resultados sugieren un papel para Snail2 en el control de la homeostasis de la epidermis.
2.3 Alteraciones en la activacion del promotor de Snail2 en la capa basal de la epidermis.

La epidermis asi como los apéndices de la piel se renuevan en el adulto por un proceso denominado
homeostasis. Las células madre (CM) de la epidermis tienen un papel crucial en la homeostasis ya que
mediante division asimétrica generan células hijas que activan el programa de diferenciacion terminal
(Blanpain and Fuchs, 2006, Blanpain and Fuchs, 2009, Fuchs, 2009, Watt et al., 2006). Como se describio
en la Introduccion, las células de la capa basal ejecutan periddicamente el programa de diferenciacion
terminal para renovar las capas superiores de la epidermis. Durante la homeostasis normal, las células
progenitoras (TA) dela capabasal aumentan el nlimero de divisiones asimétricas perpendiculares alalamina
basal para reponer las células de las capas superiores. Experimentos de marcaje de linajes celulares en la
epidermis han documentado la existencia de unidades proliferativas discretas en la EIF que crecen como

columnas independientes desde la capa basal hasta el estrato corneo (Kolodka et al., 1998, Mackenzie,
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1997, Ro and Rannala, 2005). Los diferentes compartimentos de la epidermis, EIF, FPs y glandulas
sebaceas, se mantienen en el adulto por las CM o las TA que residen en diferentes compartimentos. Las
CM del FP residen en el bulge, y a pesar de estar relativamente quiescentes se dividen con cada ciclo del
pelo para mantener su homeostasis (Jaks et al., 2008, Levy et al., 2005, Tumbar et al., 2004). En respuesta
a lesiones las CM del foliculo activan rapidamente su movilizacion y su programa de diferenciacion, pero
esto no sucede en la epidermis normal (Ito et al., 2005, Levy et al., 2007).

Recientemente se ha relacionado a Snail2 con la homeostasis epidérmica normal y lesionada (Hudson
et al., 2009, Kusewitz et al., 2009, Newkirk et al., 2008a, Newkirk et al., 2008b, Savagner et al., 2005),
asi como con la regulacion de la homeostasis de las células progenitoras hematopoyéticas (Inoue et al.,
2002, Perez-Losada et al., 2002). Estos datos indican que Snail2 podria estar regulando de alguna manera
las TA de la epidermis, por lo que decidimos analizar el patron de expresion de Snail2 en la piel de ratones
Snail2 +/- y Snail2 -/- mediante el marcaje de la actividad B-galactosidasa, ya que el alelo mutado porta el
gen de la beta-galactosidasa (Figura 6A), como medida indirecta de la expresion del promotor endogeno
del gen de Snail2. Los resultados obtenidos mostraron que el promotor de Snail2 esta activo en los FP y
la EIF adyacente de los ratones Snail2 +/- y Snail2 -/-. Aunque el nimero de FPs marcados es mayor en
los ratones Snail2 -/- que en los ratones Snail2 +/- (Figura 39), no se aprecian diferencias en el patron de
expresion de B-galactosidasa entre los FPs de ratones Snail2 -/- y Snail2 +/-. Sorprendentemente, la EIF
de los ratones Snail2 -/- mostré un mayor namero de células marcadas en la capa basal comparado con la
EIF de los ratones Snail2 +/- (Figura 39), asi como células marcadas dispersas por la capa suprabasal.

Estos datos sugieren que Snail2 ejerce un papel autorregulador negativo sobre su propio promotor
en la EIF, por lo que la ausencia de Snail2 en los ratones Snail2 -/- aumenta la actividad del promotor
de Snail2, estos datos contrastan con lo observado durante el desarrollo embrionario de pollo donde se
han propuesto una autoregulacion positiva de Snail2 (Sakai et al., 2006). De acuerdo con esta hipdtesis,
Snail2 regularia la localizacion de las células que expresan Snail2 restringiendo su expresion a la capa
basal de la epidermis interfolicular. Otra hipotesis alternativa, aunque no excluyente, es que Snail2 regula
negativamente la movilizacion y/o localizacion de las células madre desde el FP, tal como sugieren
experimentos preliminares de retencion de marcaje con BrdU (LRC). No obstante son necesarios estudios

adicionales para confirmar o descartar estas hipdtesis.
2.4 Inflamacion, Snail2 y la carcinogénesis quimica.

En conjunto, los resultados obtenidos en la segunda parte de esta tesis junto con estudios previos
(Kusewitt et al., 2009, Newkirk et al., 2008b, Savagner et al., 2005) sugieren que Snail2 tiene un papel
importante en la regulacion de genes implicados en la homeostasis epitelial, manteniendo la integridad de
la epidermis, asi como en procesos fisiologicos dinamicos como la cicatrizacion de heridas. Sin embargo,
no explican los resultados obtenidos con el tratamiento con DMBA/TPA, ya que los queratinocitos Snail2
-/- no tienen capacidad de autorrenovacion in vitro y lo tienen disminuido in vivo, lo cual es esencial en
un proceso neopldsico como es la carcinogénesis. Con estos datos, lo que cabria esperar es que los ratones
Snail2 +/+ fuesen mas susceptibles al protocolo de carcinogénesis quimica que los ratones Snail2 -/-, si la
respuesta fuese autdnoma de los queratinocitos, contrariamente a los resultados obtenidos.

Un estudio reciente sobre perfiles de expresion génica de piel de ratones adultos Snail2 -/- implica
a Snail2 en el desarrollo y diferenciacion de los queratinocitos, asi como en proliferacion, apoptosis,

adhesion, motilidad, angiogénesis y respuesta a estimulos del entorno (Newkirk et al., 2008b). Asi, segun
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este estudio, la epidermis de los ratones Snail2 -/- expresan tres veces menos receptores de citoquinas
proinflamatorias IL-20 e IL-22, y un menor nimero de linfocitos Tyd, cuyo papel es importante en la
inmunidad innata de la piel, por su actividad anti-tumoral (Girardi, 2006, Girardi et al., 2006).

El anélisis del estado inflamatorio de los ratones y las lesiones producidas por el DMBA/TPA
mostré un mayor nimero de infiltraciones de macrofagos y células polimorfonucleares, asi como
procesos purulentos en las lesiones producidas por el tratamiento con DMBA/TPA en los ratones Snail2
-/- comparados con las lesiones generadas en los ratones Snail2 +/+. Asimismo, los 6érganos de los ratones
Snail2 -/- también presentaban alteraciones relacionadas con el sistema inmunitario e inflamatorio,
independientes del envejecimiento (Tabla XI). La administracion del anti-inflamatorio dexametasona tras
la deteccion de lesiones iniciales producidas por el tratamiento con DMBA/TPA bloque6 la progresion
maligna en ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/-, como cabria esperar. Sorprendentemente, y contrariamente
a lo esperado, el nimero de lesiones y su tamafo aument6 de forma significativa en los ratones Snail2
-/- tratados con dexametasona frente a los ratones Snail2 -/- no tratados (Figura 40). Estos resultados
sugieren que el tratamiento con dexametasona en los ratones Snail2 -/- esta bloqueando la respuesta
inflamatoria anti-tumoral y favoreciendo la respuesta pro-tumoral, probablemente debido a alteraciones
en el propio sistema inflamatorio de los ratones Snail2 -/-, junto con alteraciones en la respuesta anti-
apoptdtica producida en ausencia de Snail2. Para abordar esta hipotesis serian necesarios otros tipos de
ensayos in vivo, como el transplante de médula dsea entre ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/- y la induccién
de carcinomas por DMBA/TPA.

Las alteraciones en la respuesta carcinogénica observada en los ratones Snail2 -/- se extienden a
otros protocolos de carcinogénesis, como tras el tratamiento con MCA, donde también se observa una
mayor tasa proliferativa de las lesiones generadas en los ratones Snail2 -/-, en comparacion con los
ratones Snail2 +/+ (Figura 42). Es de destacar, no obstante, que bajo el protocolo de MCA los ratones
Snail2 +/- exhiben un fenotipo tumoral menos agresivo (mayor latencia y menor carga tumoral) que los
ratones Snail2 +/+ y Snail2 -/-, sugiriendo efectos adicionales dependientes de la dosis de Snail2 que
quedan por investigar.

En conjunto, los resultados derivados de los estudios de carcinogénesis por DMBA/TPA sugieren
que la mayor latencia de las lesiones generadas en los ratones Snail2 -/- puede deberse a las alteraciones
intrinsecas de los queratinocitos promovidas por la ausencia de Snail2, como baja capacidad proliferativa
y alteraciones en el programa de diferenciacion terminal, si bien no podemos descartar la participacion
del sistema inmune en esta fase. Sin embargo, la respuesta exacerbada que se origina tras el periodo de
latencia en los ratones Snail2 -/- con un significativo incremento en el nimero y tamafio de las lesiones
y aumento de su malignizacion debe ser originada por factores extrinsecos a los queratinocitos, que
deben producir una respuesta anémala al entorno tumoral, como puede ser la provocada por procesos
de inflamacion cronica en el microambiente tumoral con efectos pro-tumorales. Si bien quedan todavia
muchos aspectos por dilucidar sobre el papel de Snail2 en el proceso de carcinogénesis, los resultados
obtenidos en esta parte de la memoria avalan un papel importante de Snail2 en el control de la respuesta

al microambiente tumoral.
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1. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS DOMINIOS DE SNAIL2 EN LA REPRESION
DEL PROMOTOR DE CADHERINA-E

1. Los dedos de zinc 1 y 3 son dispensables para la actividad represora de Snail2, mientras que os
dedos de zinc 2 y 4 son esenciales para la represion del promotor de cadherina-E. La funcionalidad

del quinto dedo de zinc de Snail2 es dependiente de la arquitectura del promotor.

2. Los dominios SNAG2 y SLUG son necesarios para la represion mediada por Snail2. El dominio
SNAG?2 puede reclutar dos tipos de complejos de represion, el formado por el co-represor mSin3A
y laHDAC3 y el formado por el co-represor NCoR, que cooperan en la represion del promotor de

cadherina-E murino. Por su parte, el dominio SLUG interacciona con el co-represor CtBP1.

3. Los co-represores reclutados por Snail2 a través del dominio SNAG2 (mSin3A y NCoR) y del

dominio SLUG (CtBP1) cooperan entre si para reprimir el promotor de cadherina-E.

4. La proteina Snail2 se fosforila in vivo en los dominios SNAG2 (serina 4 y serina 14) y SLUG
(serina 88). Estas fosforilaciones pueden estar mediadas por las proteinas quinasas PKC y CK2,

respectivamente.

5. La fosforilacion de la serina 4 o la serina 14 regulan positiva o negativamente, respectivamente,
el reclutamiento del co-represor mSin3A y la actividad represora de Snail2. Por si parte, la

fosforilacion de la serina 88 regula negativamente la capacidad de represion de Snail2.



2. FUNCION DE SNAIL2 EN LA CARCINOGENESIS DE PIEL DE RATON

1.

Snail2 favorece la aparicion de lesiones y su malignizacion duratne el proceso de carcinogénesis
gimica inducida por el tratamiento con DMBA/TPA. Este hecho es debido a un aumento de la
capacidad proliferativa de las células tumorales y a alteraciones en el programa de diferenciacion

terminal de los queratinocitos.

Snail2 es esencial para la proliferacion de los queratinocitos in vitro. Es, asimismo, necesario para
la respesta hiperplasica de la epidermis en respuesta a TPA in vivo, asi como para la migracion de

los queratinocitos durante la cicatrizacion de heridas.

El promotor enddgeno de Srnail? se expresa mayoritariamente en las células de la capa basal de la
epidermis y en diferentes capas del foliculo piloso, estando sometido a un proceso de autoregulado

negativamente.

La ausencia de Snail2 produce alteraciones en la respuesta inflamatoria durante la carcinogénesis
quimica por DMBA/TPA. Lo que puede estar asociado a la mayor capacidad de progresion de las

lesiones tumorales.
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