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1. INTRODUCCION

1.1.

Morfologia del intestino

El intestino delgado se divide longitudinalmente en tres partes: el

duodeno, que se extiende desde el piloro hasta el ligamento de Treizt, el

yeyuno y el ileon, que se extiende hasta la valvula ileocecal. Se considera que

el yeyuno ocupa el 40% de la porcion proximal del intestino delgado y el ileon

el 60% distal, sin que exista una frontera anatémica definida entre ambos.

Aunque entre estos tres segmentos hay ciertas diferencias todos ellos

presentan la misma organizacion fundamental.

1.1.1. Eje Vertical

capas:

a)

b)

d)

En un corte transversal del intestino delgado se distinguen cuatro

Serosa peritoneal: capa de células mesoteliales que descansan sobre
tejido conjuntivo laxo.

Muscular: existe una capa interna longitudinal y una capa externa o
circular de fibras musculares lisas; entre ambas se localiza el plexo
nervioso mientérico de Auerbach.

Submucosa: formada por tejido conjuntivo bastante denso, con un
abundante componente de tejido elastico y algunos lobulos de tejido
adiposo; en estos lobulos se localizan las glandulas de Brunner, grupo
de glandulas que se sitian tnicamente en el duodeno y cuyo producto
de secrecion parece proteger la mucosa duodenal de los efectos erosivos
de la acidez del jugo gastrico.

Mucosa: capa que a su vez puede subdividir en otras tres; la primera

capa se denomina Muscularis mucosae y esta constituida por fibras

musculares; la segunda capa es la lamina propia en la que se observa

tejido conjuntivo, células y fibras nerviosas desmielinizantes;

finalmente, la tercera capa la constituyen el epitelio columnar y las

células M; el primero recubre las criptas y las vellosidades, mientras las

células M recubren el foliculo linfoide de las placas de Peyer.
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Figura 1. Corte transversal del intestino delgado

1.1.2. Eje Horizontal

La mucosa que tapiza interiormente al intestino delgado es la principal
responsable de los procesos de digestion y absorcion de alimentos. Presenta
un elevado numero de pliegues transversales llamados valvulas conniventes,
revestidas a su vez por minusculas y finisimas digitaciones denominadas
vellosidades intestinales, prolongaciones de la mucosa que le dan un aspecto
aterciopelado al tiempo que aumentan su superficie. Las vellosidades alcanzan
su maximo de longitud y area de superficie en el comienzo del intestino
delgado y van disminuyendo hasta llegar a un minimo al final del ileon. Entre
estas vellosidades se localizan las llamadas criptas de Lieberkiihn, que son
invaginaciones tubulares localizadas en la base de la vellosidad (Mahoney,
Stappenbeck, and Miner, 2008; Young B, 2000).

Las vellosidades contintian hacia las criptas desde donde se originan los
diferentes tipos celulares (Sancho, Batlle, and Clevers, 2003; Van Beers et al.,

1995). Cerca del final de cada cripta residen varias células madre con



capacidad para dividirse en nuevas células madre y en células proliferativas.
La velocidad de proliferacion de estas ultimas esta relacionada con la
velocidad con que desaparecen las células del epitelio. Cuando las células
proliferativas se han dividido aproximadamente cuatro veces, se diferencian y
dan lugar a cuatro tipos celulares altamente especializados: enterocitos,
células endocrinas, células caliciformes y células de Paneth. Cuando la
diferenciaciéon resulta en células de Paneth, se produce una migracién de las
mismas al final de las criptas. Sin embargo, si se diferencian en alguno de los
otros tres tipos, se dirigen a lo alto de la vellosidad desde donde son liberadas
un par de dias después sin dejar ninguna union a la capa epitelial (Brittan

and Wright, 2004; Traber and Silberg, 1996).

1.2. Células intestinales

Los diferentes tipos celulares que podemos encontrar en el intestino son:

e Enterocitos: constituyen casi el 90% de la capa de células que dan al
lumen. Estan polarizadas y poseen una membrana apical con borde en
cepillo que da al lumen intestinal con pequenas proyecciones llamadas
microvellosidades o borde en cepillo. Los enterocitos tienen
principalmente funcion hidrolitica y absortiva y son responsables de la
degradacion y captacion de los nutrientes. Expresan hidrolasas como la
lactasa-floricina hidrolasa (lactasa) y la sacarosa isomaltasa (sacarasa)
y proteinas implicadas en el transporte de nutrientes a través de la
barrera intestinal. Durante la migracion desde la cripta al vértice de la
vellosidad es donde los enterocitos sufren diferenciacion y cambios
morfolégicos (Marshman, Booth, and Potten, 2002).

Aunque la funciéon primaria del intestino delgado es la absorcion
de nutrientes, sin embargo, durante el desarrollo de esta funcién el
epitelio esta expuesto a una amplia variedad de antigenos procedentes
de la comida, las bacterias residentes y microorganismos invasores.
Como consecuencia de esto, el epitelio intestinal tiene que ser
permeable para los nutrientes y las macromoléculas, necesarias para el
crecimiento y el desarrollo, a la vez que tiene que ejercer de barrera
efectiva hacia potenciales macromoléculas y microorganismos
peligrosos. Aunque existen células, derivadas del sistema inmune,

especializadas en la proteccion contra los patégenos asi como en la



tolerancia a las bacterias residentes sin embargo los enterocitos ademas
de su funcion absortiva y funcion como barrera protectora también
estan implicados con frecuencia en el desarrollo de la respuesta
inmune. Ellos captan y procesan los antigenos luminales
principalmente por endocitosis en fase fluida y puede ser por dos vias.
En la ruta principal, los lisosomas degradan los antigenos. En la ruta
minoritaria, las macromoléculas no son degradadas y son liberadas en

el espacio intersticial. (Snoeck, Goddeeris, and Cox, 2005)

Células Enterocrinas: constituyen un pequeno porcentaje de las
células del intestino delgado pero producen al menos 15 hormonas
gastrointestinales. Cada célula enterocrina produce de una a varias
hormonas diferentes (Strader and Woods, 2005; Traber and Silberg,
1996).

Células caliciformes: producen gran cantidad de mucinas secretoras
que cubren la capa epitelial de todo el intestino. La cantidad de células
caliciformes varia a lo largo del tracto gastrointestinal, desde un 5% en
el intestino delgado a un 50% en el colon. La capa de moco forma un gel
que constituye una barrera para las moléculas grandes (Gutierrez-
Gonzalez and Wright, 2008; Van Beers et al.,, 1995). Defectos en la
produccion de moco han sido observados en la IBD (Torres and Rios,
2008).

Células de Paneth: se localizan en las criptas del intestino delgado.
Producen polipéptidos antimicrobianos como lisozima y defensinas, que
eliminan bacterias y virus. Tienen una tasa de recambio baja
(aproximadamente 3 semanas) comparada con los pocos dias de los
otros tres tipos celulares (Porter et al, 2002; Tsukamoto, Mizoshita,
and Tatematsu, 2006). La deficiencia en o-defensinas incrementa el
riesgo de padecer la enfermedad de Crohn y un polimorfismo en el gen
de las defensinas se ha asociado con esta enfermedad (Fellermann et

al., 2006).



Aunque el colon tiene un diametro mayor que el intestino delgado, su
area de superficie es mucho menor. El colon carece de enzimas digestivos y en
cambio esta recubierto de mucus. Su funcion principal es regular la captacion
de fluidos y electrolitos. La expresion de las hidrolasas del borde en cepillo
esta confinada generalmente a los enterocitos del intestino delgado sin
embargo durante el desarrollo embrionario o en circunstancias especiales
puede tener lugar la expresion de enzimas (Beaulieu, 1997; Van Beers et al.,

1995).

1.3. Membrana basal

La membrana basal es una fina capa especializada de matriz
extracelular. Se localiza entre las capas epitelial-endodérmica y fibroblastica-
mesenquimatica. Aparece en la embriogénesis y divide los tejidos en
compartimentos. La membrana basal es muy importante para el
entrecruzamiento de epitelio con mesenquima (Simon-Assmann and Kedinger,
2000).

Hay evidencias de que los movimientos morfogenéticos, la diferenciacion
y la migracion de las células epiteliales estan influenciados por alteraciones en
la composicion de la matriz extracelular mediante la via de receptores de
superficie de las células epiteliales que interactiian con la matriz extracelular.

La membrana basal intestinal estd compuesta de principalmente de
glicoproteinas como las lamininas, colageno IV (del que se conocen 3 tipos),
proteoglicanos (perlecan y agrin) y nidogenos. La composicion de la membrana
basal varia dependiendo del estado del desarrollo y el tejido (Scheele et al.,
2007). Funciona como una estructura dinamica en la morfogénesis del tejido,
en la diferenciaciéon y mantenimiento del intestino maduro. Sus moléculas
constituyentes son capaces de regular la adhesion y proliferacion de diferentes
tipos celulares ya sea directamente o a través de senales de crecimiento o
migraciéon (De Arcangelis et al., 1996).

La formaciéon de distintas matrices de membrana basal en el desarrollo
embrionario esta influenciada por las isoformas de lamininas producidas en
cada momento. Se conocen 11 isoformas de lamininas. Las principales
funciones de las lamininas incluyen la formacion de redes, filamentos y union

a las células epiteliales a través de integrinas. Las lamininas tienen un efecto



biologico sobre la diferenciacién de los enterocitos ya que cultivos primarios de
enterocitos crecidos sobre laminina expresan una gran actividad de enzimas
del borde en cepillo (Hahn et al.,, 1990). Las alteraciones en las interacciones
celulares de las lamininas han sido implicadas en varias alteraciones
patologicas. Aunque ninguna de estas alteraciones ha demostrado ser el
defecto primario de cualquier enfermedad, estas alteraciones no son
exclusivamente secundarias a la ruptura de la interfaz mesénquima-epitelio.
Se ha demostrado que existe una alteracion de las lamininas en la
mucosa intestinal de los enfermos de Crohn y esto indica que las moléculas de
la ECM estan implicadas en la inflamacién cronica que sufren estos pacientes.
Se ha observado que ciertas moléculas de la ECM como la tenascina (Riedl et
al., 1998) y el colageno tipo III estan incrementados en las enfermedades
inflamatorias del intestino (Sanders, 2005). Concretamente en la enfermedad
de Crohn, se ha observado que en los segmentos intestinales inflamados se da
una mayor reorganizaciéon de la membrana basal de las criptas; esta
reorganizacion consiste en la desaparicion de la laminina-2 y su sustitucion
por laminina-1 y laminina-5 (Perreault, Vachon, and Beaulieu, 1995). Otra
caracteristica, que se da en estos sujetos, es que en las criptas de los
segmentos no inflamados aparece la cadena ol de la laminina, fenémeno que
ocurre raramente en los individuos controles (Simon-Assmann et al.,, 1994).
Ademas se ha observado que esta regulada positivamente la expresion del

transcrito de al en la mucosa intestinal de las muestras inflamadas de Crohn.

1.4. Fisiologia del intestino

1.4.1. Proliferacion y diferenciacion

El intestino es un sistema de multiples tipos celulares en complejo
equilibrio que sufre una continua renovacion mientras mantiene una precisa
interrelacion a lo largo del eje cripta-vellosidad, con una poblacion celular
dinamica en constante cambio a partir de un estado indiferenciado y
proliferativo de la cripta, a un estado maduro de la vellosidad. La migracion de
las células de la cripta va acompanada de diferenciacion celular que conlleva

cambios morfologicos y funcionales.



Las distintas lineas celulares que forman el intestino derivan de un
grupo de células madre que se localizan en las criptas intestinales. La
arquitectura compleja del epitelio intestinal resulta de una serie de procesos
muy bien organizados como son la proliferaciéon de células inmaduras en la
cripta, diferenciacion en varias lineas celulares, migracion de las células en
patrones definidos y muerte celular programada especifica para cada célula
(Andreu et al., 2005; Traber and Silberg, 1996). Las células madre intestinales
son extremadamente susceptibles a la apoptosis comparadas con otras células
progenitoras de las criptas (Potten, Owen, and Booth, 2002). La regulacion del
crecimiento epitelial y la diferenciacion funcional esta sometida a varias
influencias a lo largo del eje cripta-vellosidad, incluyendo interacciones con
moléculas de la matriz extracelular, una serie de grandes glicoproteinas
bioactivas y mayoritariamente insolubles. Esta reconocida que la composicion
de la matriz extracelular define el microambiente necesario para multiples
funciones celulares como la proliferacion, diferenciacion y supervivencia
celular (Ruoslahti, 1996).

Como resultado del recambio celular, las células en los tejidos
periféricos continuamente estan sufriendo apoptosis. Estas células
apoptoticas estan asociadas con una falta de inflamacion, llevando a la
percepcion inicial de que este proceso de apoptosis es inmunolégicamente

silencioso y pasivo (Rosenblum et al., 2004).

1.4.2. Expresion génica en la proliferacion y en la
diferenciacion del intestino

Para estudiar la expresion de genes durante la diferenciacion, se llevo a
cabo un trabajo mediante el uso de microarrays en la linea celular Caco-2 in
vitro. Ya que estas células experimentan detencion del ciclo celular y
diferenciacién, en funciéon del tiempo que permanecen en cultivo, se
analizaron qué grupos de genes eran sobreexpresados y cuales reprimidos
durante el programa de maduracion. Los grupos funcionales que mas se
alteraron durante este proceso fueron:

e El ciclo celular, la sintesis y reparacion del DNA: Los genes
relacionados con el ciclo celular que se vieron reprimidos durante la

maduracion fueron principalmente ciclinas (4, B, Bl1...), proteinas de la



division celular (cdc2, cdcé...) y ciclinas dependientes de kinasas (cdk-1
y cdk-2). Debido a la diferenciacion, los genes relacionados con la
sintesis de DNA, replicacion y reparacion también se veian reprimidos;
algunos de estos genes son timidilato sintasa, UMP kinasa,
topoisomerasa I y II, DNA ligasa I, etc (Mariadason et al., 2002)

el procesamiento de proteinas y transporte de las mismas, asi
como su degradacion: en la diferenciacion se incrementé la expresion
de proteinas asociadas al borde en cepillo como dipeptidilpeptidasa IV y
villina ademas de proteinas relacionadas con las uniones intercelulares
(Mariadason et al., 2002)

factores asociados a la matriz extracelular: aumentan genes
implicados en la formaciéon de matriz extracelular (laminina B2,
colageno tipo III al, vitronectina y fibrinogenos. Aumentan también las
cadenas de integrinas a3 y a5. (Mariadason et al., 2002)

metabolismo, kinasas y fosfatasas: aumenta la expresion de la
dipeptidilpeptidasa IV, asi como genes relacionados con la absorcion de
agua, lipidos e iones. Disminuyen genes implicados en la sintesis de
acidos grasos y colesterol (Mariadason et al., 2002) asi como
transportadores de aminoacidos e iones fuera de las criptas colonicas

(Landowski et al., 2004).

No observaron alteracion en genes relacionados con la apoptosis.

Mariadason et al. realizé un estudio para definir el perfil de expresién de genes

en la maduracion de las células epiteliales intestinales de ratén, a lo largo del

eje cripta-vellosidad. Dicho trabajo determiné que aproximadamente unos

1000 genes se ven alterados, tanto sobreexpresados como reprimidos. En

general si agrupamos los genes segun su funciéon biologica las categorias

donde se observan mas genes alterados son:

la biogénesis del ribosoma y categorias relacionadas con la traduccion,
procesamiento y plegamiento de proteinas

ciclo celular (donde se incluye proliferacion celular y replicacion del
DNA)

procesamiento, metabolismo y transporte del RNA,

citoesqueleto

biologia de lipidos

transduccion de senales y actividad kinasa



e estructura nuclear y transporte electréonico

Debido a que la proliferacion celular se localiza en las criptas del
intestino delgado, las categorias que se ven mas afectadas en esta ubicacion
son el ciclo celular y la replicacion de DNA.

Los genes cuya funcion esta relacionada con el procesamiento, el
splicing y transporte de RNA, el procesamiento y el plegamiento de proteinas
ademas de la biogénesis de ribosomas estaban reprimidos en lo alto de la
vellosidad; en esta localizacion estan sobreexpresados los genes implicados en
el ensamblamiento del citoesqueleto y en la captacion y biosintesis de lipidos
Los genes relacionados con el ciclo celular y la replicacion del DNA son
reprimidos en lo alto de la vellosidad en comparacion con la cripta.

(Mariadason et al., 2005).

Los factores de transcripcion homeobox conducen a la expresion de
genes que estan relacionados con la proliferacion y la diferenciacion celular. Se
conocen muchos genes diferentes homeobox humanos en el intestino delgado
con marcadas diferencias considerando su expresion proximal y distal. Los
productos génicos mas abundantes identificados en humanos son Cdx1, Cdx2
y Pdx1.

El gen Cdx2 es el primero que se expresa, mucho mas temprano que
Cdx1 y esta expresion se mantiene a lo largo de la vida. Cdx1 se expresa en un
patréon complejo durante la embriogénesis. Su expresion también contintia en
la edad adulta. Ambos genes aumentan drasticamente durante un periodo
critico del desarrollo intestinal: la transformacion de endodermo visceral a
epitelio columnar simple (Silberg et al., 2000). En el intestino y colon adultos,
la expresion de ambas proteinas ocurre en patrones claramente diferentes
pero solapantes. Cdx2 incrementa progresivamente desde el duodeno al
intestino distal y muestra sus niveles mas altos en el epitelio colénico
proximal. La expresion de CdxI aumenta a lo largo del eje antero-posterior y
su expresion mas alta se encuentra en el colon distal. También presenta una
expresion elevada en las células epiteliales de la cripta aunque también se
expresa en superficie de los colonocitos y en los enterocitos de la vellosidad
pero en estos casos en menor cantidad (Guo, Suh, and Lynch, 2004).

Pdx1 incrementa su expresion por la accion de NeuroD. Este gen tiene

un papel en la produccion de poblaciones especificas de células enterocrinas.



Ademas hay otra serie de genes recientemente descritos como son:

e los genes hox que estan implicados en la regionalizacion del
intestino durante el desarrollo.

e En ratones recién nacidos Ephb2 y Ephb3 son expresados en las
zonas intervellosidad, mientras que el adulto Ephb2 es expresado en
la base columnar y continua hasta la cripta y Ephb3 esta restringido
a las células de la base de la cripta.

e La expresion de LKBI es observada en el citoplasma de las células

de la vellosidad incrementandose en gradiente hacia el extremo.

e Hesl ha sido observado en la mayoria de células proliferativas de las
criptas pero no en las células enterocrinas, de Paneth y células
califormes. También esta ausente en las células localizadas en las
vellosidades.

e Mathl se expresa en el adulto en las células de Paneth y las células

califormes (Hauck et al., 2005).

En otro estudio se investigo si el cambio de localizacién de las células
influye en su programacion genética. Se hizo la transposicion de una porcion
de intestino desde el ileon hasta el colon y observaron que los genes de
caracter endocrino NT/Ny PYY no se alteraban por dicha transposicion. Estos
resultados apoyan el hecho de que los genes endocrinos parece que estan
programados y no se alteran por cambios medioambientales ya que juegan un
papel crucial en la arquitectura estructural y otros aspectos funcionales del
intestino (Thomas, Rajaraman, and Evers, 2003).

En la bibliografia también se analiza la regulacion de la expresion de
genes epiteliales intestinales durante la hipoxia. La exposicion de las células
intestinales a la hipoxia se traduce en una estabilizacion de HIFla y la
consiguiente sobreexpresion de TFF3 (ITF), un importante protector de la
funcién de barrera de los epitelios. Pero esta respuesta es transitoria. Una de
las causas primarias de la hipoxia es que provoca la liberacion de TNF-a por la
zona basolateral; este factor actiia sinérgicamente con mediadores derivados
de células inmunes como es el IFN-y lo que activamente contribuye a los
procesos inflamatorios y esto disminuye la funcién de barrera epitelial, un

marcador de IBD. Al profundizar en el estudio se observo que la hipoxia
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modificaba genes relacionados con la inflamacion como IL-8 y MHC clase II y
se descubridé que existe un elemento de respuesta comun en los promotores de
los genes inflamatorios inducidos. Este elemento es el CRE y se une a CREB.
CREB actiia como represor para estos genes y al ser degradado en la hipoxia
pierde su actividad represora. Este proceso esta intimamente asociado con las
inflamaciones crénicas, como la enfermedad de Crohn, ya que la disrupcion
microvascular que se produce debido a la inflamacion contribuye
significantemente a la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal.
Bajo condiciones fisiologicas normales, los 6rganos, como el intestino, estan
profusamente irrigados de sangre (y consecuentemente de oxigeno) por la
microvasculatura de la mucosa. En condiciones de inflamaciéon croénica, la
disrupcion de la microvasculatura ocurre en conjunto con fibrosis en la

lamina propia.

La incidencia de la enfermedad de Crohn esta significativamente
disminuida en pacientes con alteraciones en la coagulacion como la hemofilia.

(Taylor, 2004).
1.5. Apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada caracterizado
por una serie de cambios morfologicos como encogimiento de la célula,
condensacion de la cromatina y desintegraciéon en pequenos fragmentos,
llamados cuerpos apoptoticos, que son eliminados por fagocitosis. Este
proceso es inherente y controlado por parte de la célula.

Existe otro proceso que se denomina necrosis, mas caotico, y que
resulta de circunstancias ajenas a la célula como isquemia, temperaturas
extremas o trauma. Se caracteriza por edema celular y ruptura de la
membrana plasmatica, lo que conlleva una liberacion de los componentes
celulares y por tanto una respuesta inflamatoria del tejido (Broker, Kruyt, and

Giaccone, 2005).
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Figura 2.-Marcadores del proceso de apoptosis y necrosis. La apoptosis incluye
contraccion de la célula, condensacion de la cromatina y desplazamiento de la misma a la
periferia nuclear con la formacion de cuerpos apoptéticos, que contienen organulos,
citosol y fragmentos nucleares, que son fagocitados sin desencadenar procesos de
inflamacién. Las células necréticas se hinchan, se hacen permeables y finalmente se
rompen liberando todo su contenido provocando la inflamacion. Modificado de Van
Cruchten, 2002)

La muerte celular es un proceso natural que juega un papel critico en
muchos procesos normales como son el desarrollo fetal y la homeostasis de los
tejidos. La falta de regulacion de la apoptosis contribuye a muchas

enfermedades.

1.5.1. Mecanismo

La cascada apoptotica puede ser iniciada por dos rutas principales, una
que implica la liberacion del citocromo c desde la mitocondria (ruta intrinseca)
y otra que se desencadena por activacion de receptores de muerte en
respuesta a un ligando (ruta extrinseca). Siguiendo a la activacion por
cualquier ruta, una familia especifica de cistein proteasas, las caspasas, es
activada para ejecutar el destino de las células de un modo programado
llevando a los tipicos cambios morfolégicos (Degterev, Boyce, and Yuan, 2003;

Gilmore, 2005).
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1.5.1.1. Ruta intrinseca

Los marcadores morfologicos que definen una célula apoptotica son el
resultado de la activacion de las proteasas denominadas “caspasas”. Las
caspasas son cistein proteasas que cortan a las proteinas en residuos
conservados de acido aspartico. Se han clasificado como iniciadoras (caspasa-
2, -8 -9y -10) y ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7). Estas moléculas existen en la
célula como zimégenos con una actividad muy baja. Para su activacion
requieren, en la mayoria de las células, la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa (OMM, en sus siglas en inglés)(Martinou and Green,
2001; Zamzami and Kroemer, 2001). Dicho proceso libera una multitud de
factores cuyo efecto combinado es la activacion de las caspasas. El citocromo c
actia como cofactor e interacttia con APAF-1 (apoptotic protease activation
factor 1) lo que conlleva a la activacion de la caspasa 9. La activacién de la
caspasa 9 es facilitada por su asociacion con APAF-1 que se une al citocromo
c en una estructura denominada apoptosoma. (Reddig and Juliano, 2005)
Otros factores como el Smac/DIABLO (second mitochondria derived activator
of caspase/direct IAP binding protein with low pl), bloquean al IAP (inhibitor of
apoptosis protein) cuya funcion es inhibir a las caspasas activadas. Esta
permeabilizacion de la OMM inicia la cascada de caspasas y va a desembocar
en la muerte celular.

Los miembros de la familia de Bcl-2 previenen la apoptosis
manteniendo la integridad de la membrana mitocondrial, evitando la
formacion de poros y desestructuracion de la OMM. Dentro de esta familia se

incluyen 3 grupos:

e las proteinas antiapoptoticas: Bcl-2, Bel-Xpy Mcl-1.

e proteinas como Bax y Bak (Bouillet and Strasser, 2002; Chittenden et
al., 1995) y Bok cuyo papel consiste en promover la apoptosis cuando
son  sobreexpresadas. Aunque Bax puede ser regulado
transcripcionalmente (por pS3), tanto Bax como Bak son
principalmente controlados post-translacionalmente. Bax y Bak existen
en las células saludables en una forma latente e inactiva (Griffiths et
al., 1999). La forma inactiva de Bak reside en la OMM mientras que Bax
se encuentra en el citosol y se transloca a la mitocondria durante la

apoptosis en respuesta a muchos estimulos apoptoticos, por ejemplo,

14



células despegadas de la ECM estimulan la translocacion de Bax en
quince minutos. En la OMM ocurre la activacion de Bax, que sufre un
cambio conformacional y forma complejos oligoméricos.

e proteinas tipo BH-3, que incluyen a Bid, Bad, Bim, Bik, Bmf, Noxa,
Puma y Hrk. Es el grupo mas grande y diverso de la maquinaria
apoptotica. Actlan como sensores vigilando las sefiales apoptoticas que
las células producen. Estas proteinas interactiian con los otros tipos y
unas promueven la actividad proapoptética mientras que otras la
inhiben. Dos miembros de esta familia, Bim y Bmf detectan cambios en
el citoesqueleto de actina (Puthalakath et al., 1999). Algunas de estas
proteinas BH-3 son reguladas a nivel transcripcional. Por ejemplo,
PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) y Noxa son regulados
positivamente por una ruta dependiente de p53 (Nakano and Vousden,
2001; Shibue et al, 2003). Otras proteinas BH-3 son
transcripcionalmente reguladas por factores de crecimiento, como Bid y
otras post-translacionalmente. Bad es regulado por fosforilacion, por
parte de diferentes kinasas que lo fosforilan en distintos sitios (Harada
et al., 1999; Zha et al., 1996). Algunas de las kinasas implicadas en su
regulacion son PKB, PKA (protein kinase A) y PAK-1(p21l-activated
kinase), las cuales son componentes criticos de la senalizacion

dependiente de la adhesion.

1.5.1.2. Ruta extrinseca

La ruta extrinseca es iniciada por la uniéon de los ligandos de muerte
extracellulares, como FasL (Fas Ligand) o TNF (Tumor Necrosis Factor) a sus
receptores transmembrana denominados receptores de Fas y TNF
respectivamente (Chiarugi and Giannoni, 2008). Esto lleva a la formacién del
DISC (death-inducing signalling complex), cuya funcion es captar proteinas
adaptadoras como FADD, las cuales sucesivamente van agregando varias
moléculas de caspasa-8 promoviendo asi su activacion y autoprocesamiento.
La caspasa-8 procesa proteoliticamente y activa a las caspasas 3 y 7,
provocando la activacion del resto de caspasas que culminan en la proteolisis
y muerte celular (Taylor, Cullen, and Martin, 2008).Los células que responden

a los ligandos de muerte extracelulares se dividen en dos clases (Green, 2000).
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e Células de tipo I: la caspasa 8 es suficiente para iniciar la cascada de
efectores de caspasas que llevan a la muerte celular.

e Células de tipo II: la caspasa 8 no puede comenzar ella sola la
apoptosis, de hecho en estas células se entrecruza la via intrinseca con
la extrinseca ya que necesita una amplificacion via mitocondria y esto
lo consigue con la ruptura de Bid. El complejo formado por los
fragmentos de Bid activan la liberacién de citocromo c y a Bax, que lo
lleva a su oligomerizacion y por consiguiente a la permeabilizacion de la
OMM (Eskes et al., 2000; Kuwana et al., 2002). Es interesante destacar
que durante la anoikis de células epiteliales de mamifero, Bid es
translocado a la mitocondria como proteina completa y su ruptura no

es necesaria para la anoikis (Wang et al., 2003).

Se ha demostrado que la activacion del EGFR (epidermal growth factor
receptor) y la posterior estimulacion de la cascada de PI3K y Erk/MAPK son
capaces de suprimir la actividad de factores apoptéticos. En células
adherentes, EGFR reprime la expresion de Bim, a través de la ruta Erk/MAPK
por fosforilacién, y lleva a su degradacion. La inhibicion de Bim evita la
destruccion de la mitocondria y la inducciéon de la muerte celular. La perdida
de la interaccion de la integrina B1 con la matriz, en las células despegadas,
reprimio la expresion de EGFR e increment6 la expresion de Bim (Reginato et
al., 2003) (Shen and Kramer, 2004). Las senales de supervivencia, a través de
la adhesion que suprimen la anoikis, presentan una forma dependiente y otra

independiente de Bim (Marani et al., 2004).

1.5.2. Mecanismo independiente de caspasas

En los Ultimos anos se ha visto que la evidente dicotomia de apoptosis
versus necrosis era una simplificacion de un proceso altamente sofisticado que
protege a los organismos de las células indeseables y potencialmente nocivas.
Existen muchas evidencias de que la muerte celular programada también
puede ocurrir en ausencia de caspasas y otras proteasas no caspasas han sido
descritas como capaces de ejecutar este proceso (Broker, Kruyt, and Giaccone,
2005). Ademas este proceso independiente se ha visto que no esta restringido
a modelos in vitro (Cauwels et al., 2003; Perfettini and Kroemer, 2003). No s6lo

ocurre en circunstancias fisiolégicas sino que puede ser inducida por ejemplo
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por TNF-a o farmacos. Existen varias formas de muerte celular programada
que han sido denominadas como autofagia, paraptosis y catastrofe mitoética.

La autofagia se caracteriza por la formacion de vesiculas autofagicas
que engloban gran cantidad de citoplasma y organulos y su consiguiente
degradacion por el sistema lisosomal propio de la célula (Shintani and
Klionsky, 2004). La funcion exacta de la muerte celular por autofagia en
mamiferos no esta completamente aclarada (Okada and Mak, 2004).

La paraptosis esta caracterizada por una formacion de vacuolas
citoplasmaticas que comienza con una progresiva turgencia de las
mitocondrias y el reticulo endoplasmatico. Se ha descrito que esta mediada
por protein-kinasas mediadas por mitogenos y puede ser desencadenada por
el miembro de la familia del receptor de TNF, TAj/TROY (Wang et al., 2004) y
por el insuline-like growth factor I receptor (Sperandio et al., 2004).

La catastrofe mitética es otra ruta de muerte celular que no es

apoptosis tipica. Se produce por un fallo mitético causado por un defecto en el
control del ciclo celular y el desarrollo de células aneuploides que son
condenadas a morir. Este proceso mata a la célula durante o cerca de la
metafase de un modo independiente de pS3, pero se ha observado que va
acompanada de permeabilizacion de la membrana mitocondrial y activacion de
caspasas.

Aunque se ha intentado hacer una clasificacion para su mejor
entendimiento todas las rutas se solapan y comparten las rutas de
senalizacion con lo cual es muy dificil establecer fronteras entre unas y otras.
De hecho en una misma célula pueden aparecer marcadores de muerte tanto
apoptoticos como necroéticos simultaneamente, lo que indica que mas de un
programa de muerte celular puede estar activado al mismo tiempo. Aunque
solo se hara efectivo el programa mas rapido (Castedo et al., 2004).

Una proteina mitocondrial que contribuye, potencialmente, tanto a la
muerte celular dependiente como independiente de caspasas es la
endonucleasa G. Es una proteina conservada evolutivamente y es capaz de
inducir la fragmentaciéon del DNA de forma independiente de las caspasas en
nucleos aislados. Otra proteina con papel pivotante es el apoptosis inducing
factor (AIF) que funciona normalmente como oxidorreductasa pero que se
transforma en un destructor celular cuando es liberado al citosol. Los efectos
letales de AIF son controlados por la proteina de shock térmico, proteina 70

(Ravagnan et al., 2001).
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La proteina lisosomal cathepsina D se ha observado que dispara la
liberacion de AIF en varias circunstancias. Ademas la presencia del inhibidor
de caspasas z-VAD-fmk no previene la translocaciéon mitocondrial-nuclear de
AIF ni sus efectos letales, indicando que esta proteina esta implicada en la
ruta independiente de caspasas (Broker, Kruyt, and Giaccone, 2005).

En células MCF-7 se ha observado que ciertos componentes de la
vitamina D son capaces de desencadenar la muerte celular ejecutada por
proteinas denominadas calpainas en ausencia completa e independientemente
de las caspasas. Esto indica que el reticulo endoplasmatico también puede
intervenir en ciertos tipos de muerte celular independiente de caspasas
(Mathiasen et al., 2002).

La adhesion a la matriz extracelular a través de ciertas integrinas como
aSPB1 puede estimular la expresion de Bcl-2.(Matter and Ruoslahti, 2001).
Existe una proteina que inhibe la transcripcion de Bcl-2 y se denomina Bit-1.
Durante la anoikis, Bitl se transloca desde la mitocondria al citoplasma e
interacciona con AES, un miembro y regulador negativo de la familia de
reguladores transcripcionales Groucho/TLE. Esta interaccién inicia la muerte
celular programada independiente de la activacion de caspasas (Jan et al,

2004).

1.5.3. Marcadores de apoptosis (microparticulas)

Las microparticulas son vesiculas, derivadas de la membrana
plasmatica, que son liberadas de las células durante su activacion o por la
muerte celular. Estas particulas sirven como mediadores de entrecruzamiento
celular e inducen una gran variedad de respuestas celulares. La liberacion de
estas estructuras aumenta enormemente cuando las células son expuestas a
estimulos pro-inflamatorios o pro-apoptéticos. Se ha observado que dichas
particulas ejercen una funcién en las enfermedades autoinmunes, ya que su
cantidad es muy superior en estas circunstancias, por lo que han sido
propuestas como mediadores de inflamacion y pueden funcionar como
vectores subcelulares que lleven proteinas y lipidos a las células diana.

Dichas microparticulas son fagocitadas por los macréfagos que sufren
apoptosis después de su captacion. La muerte de los macréfagos lleva a la
liberacion de mas microparticulas aunque con marcadores celulares diferentes

(Huber et al., 2007). Ademas de los fagocitos profesionales, existen otros tipos
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celulares como las células del parénquima que también pueden atrapar
células muertas o en proceso de muerte. La desaparicion rapida de las células
muertas asegura la homeostasis del tejido asi como la modulacion local de la
inflamacion (Distler et al., 2005).

Las microparticulas presentan marcadores celulares de superficie que
indican su origen celular. También pueden expresar otros marcadores como
marcadores de activacion celular (Gelderman and Simak, 2008). Aunque las
microparticulas pueden ser liberadas por cualquier tipo celular, la mayoria de
las investigaciones se han llevado a cabo en las producidas por plaquetas,
leucocitos y células endoteliales. De este modo, la presencia de CD4, CD3 o
CD8 en la superficie de estas microparticulas indica un origen linfoide
mientras que las procedentes de plaquetas van marcadas con la expresion de
glicoproteinas IIb-Illa y P-selectina/CD42a. Las microparticulas que presentan
en su superficie CD31 o CD146 indican que son de origen endotelial (Piccin,
Murphy, and Smith, 2007). Las microparticulas circulantes de origen
endotelial también pueden expresar marcadores de dano celular como ICAM-
1, VCAM-1, E-selectina y factor von Willebrand (Leroyer, Tedgui, and
Boulanger, 2008). También se ha observado que la mayoria de las
microparticulas expresan tanto CD40 como CD40L independientemente de
que su origen sea endotelial, de macrofagos, plaquetas o células del musculo.
En las plaquetas, CD40L es translocado rapidamente a la superficie celular
tras la activacion (Pasterkamp and de Kleijn, 2008).

Por otro lado también se ha observado que las microparticulas pueden
expresar un conjunto de marcadores de superficie distinto a las células
precursoras, esto se ha observado en microparticulas de origen eritrocitario
(Butikofer et al., 1989). En la actualidad se desconocen las reglas que rigen la
incorporacion de diferentes proteinas a la superficie de las microparticulas.

Las microparticulas pueden ser detectadas por citometria de flujo pero
presentan el inconveniente de que debido a su pequeno tamano la cantidad de
cualquier marcador de superficie esta drasticamente disminuida, en
comparacion con las células intactas. Por otra parte, la presencia de
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana permite la union de la
anexina V lo cual puede ser usado para su identificacion y cuantificacion

(Ardoin, Shanahan, and Pisetsky, 2007).
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1.6. Anoikis

La anoikis es la apoptosis que se produce en respuesta a la falta de
adhesion o a una union inadecuada a la matriz extracelular. Durante este
proceso se observan todas las caracteristicas propias de la apoptosis,
incluyendo la fragmentacion nuclear y la formaciéon de burbujas en la
membrana plasmatica (Kerr, Wyllie, and Currie, 1972; Vermeulen, Van
Bockstaele, and Berneman, 2005). Algunos aspectos fundamentales de la
anoikis son:

e los receptores de la matriz extracelular (ECM) de la familia de las
integrinas son esenciales,

e requiere una permeabilizacion de la membrana mitocondrial para que
ocurra,

e no todas las células son igualmente sensibles a la anoikis. Las células
epiteliales y endoteliales son mas sensibles que los fibroblastos

(Gilmore, 2005).

1.6.1. Contacto por integrinas

La matriz extracelular proporciona el soporte fisico para las células pero
también aporta informacion a la célula para llevar a cabo procesos como la
proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia (Valentijn, Zouq, and
Gilmore, 2004). La mayoria de las interacciones célula-ECM dependen de las
integrinas, que son receptores heterodiméricos transmembrana para las
proteinas de la ECM, que se asocian con un gran numero de proteinas
localizadas en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica formando los
denominados complejos de adhesion (complejos y adhesiones focales
(Critchley, 2000; Geiger et al.,, 2001). En estos sitios, las integrinas se unen a
complejos del citoesqueleto intracelulares y de este modo traducen
informacion posicional de la matriz a la célula (Yamada and Miyamoto, 1995).

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas receptoras de
membrana conservadas evolutivamente compuestas por una cadena o y una
cadena B y que pueden unirse a diferentes ligandos, fundamentalmente
componentes de la membrana extracelular. Esta union es dependiente de

cationes y reconocen secuencias especificas en sus ligandos. La mas estudiada
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es la secuencia RGD, que se ha encontrado en un gran numero de proteinas
de la matriz, como fibrinégeno, vitronectina, fibronectina, osteopontina, VWF,
etc. Sin embargo, también otras integrinas se unen a ligandos no RGD como
son los receptores de a4B1 que se unen y reconocen la secuencia LDV que
esta dentro de la region CS-1 de la fibronectina (Mousa, 2008). Se conocen al
menos 8 tipos de subunidades B y 18 subunidades o (Marastoni et al., 2008)
La mayoria de los miembros de las integrinas pertenecen al tipo 1, y son
conocidas como subfamilia VLA. Se han caracterizado al menos, siete
receptores de esta subfamilia y cada uno con especificidad de ligando. Entre
los mas estudiados se incluyen o4f1, aS5pl, a6fl y anfl. La integrina
leucocitaria a4B1 (también conocida como VLA4) es un receptor de adhesion
celular que se expresa predominantemente en linfocitos, monocitos y
eosinofilos (Hamann et al., 1994). Las integrinas a4 son moléculas centrales
en la interaccion de los leucocitos con otras células y con la matriz. El papel
de las integrinas y su regulacion por citoquinas y otros mediadores
inflamatorios durante la adhesion de los eosinéfilos al endotelio, a la matriz
extracelular y la migracion transendotelial esta bien documentada (Springer,
1994; Yednock et al., 1992).

En el intestino, las integrinas son expresadas diferencialmente a lo
largo del desarrollo intestinal y del eje cripta-vellosidad en el adulto (Beaulieu,
1999), aunque algunas, como la a6B1l, parecen encontrarse en todos los
enterocitos (Beaulieu and Vachon, 1994). Las integrinas a2pf1 y a3B1 se
encuentran en la membrana basal de los enterocitos siguiendo un patrén de
complementariedad: la primera esta en las criptas y la segunda en las
vellosidades (Perreault, Vachon, and Beaulieu, 1995). La integrina a7p1 se
encuentra paralela a la adquisicion de las caracteristicas de diferenciacion
durante el desarrollo y el eje cripta-vellosidad, encontrandose en la parte
superior de la cripta y la inferior de la vellosidad (Basora et al., 1997).
También existen diferentes isoformas de la cadena 4 de la integrina a6p4 a lo
largo del eje cripta-vellosidad con diferentes funciones y ligandos (Lussier et
al., 2000).

La union de las integrinas al citoesqueleto se da fundamentalmente a
través de las cadenas B a proteinas como talina y filamina (Calderwood,
Shattil, and Ginsberg, 2000) que interacciona con vinculina y paxilina, que

interactuan con la quinasa de adhesion focal (FAK) y activan esta via (Almeida
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et al.,, 2000). Las cadenas B1, B2 y B3 de las integrinas también pueden
interaccionar con ILK (integrin-linked kinase), una serintreoninquinasa
implicada en la adhesion celular, el crecimiento anclaje-dependiente y la
anoikis (Attwell, Roskelley, and Dedhar, 2000).

Ademas las integrinas también pueden ejercer su funciéon al cooperar
en asociacion lateral directa con otros receptores de membrana
(transactivacion), como en el caso del receptor CD98 (Cai et al., 2005).

Se ha demostrado que las integrinas Pl estan presentes en los
intestinos inflamados de la enfermedad inflamatoria intestinal y el bloqueo o la
pérdida de la integrina alBl esta asociada a una disminucion de la
inflamacion y el dano en un modelo de colitis inducida de raton (Krieglstein et
al.,, 2002). Tanto alfl como a2B1, han demostrado estar implicadas en la
migracion del cancer de colon sobre colageno IV (Sanders and Basson, 2004).

Las senales que se producen en las uniones célula-ECM activan un
gran numero de rutas intracelulares que estan bien caracterizadas, muchas
de las cuales se ha sugerido que intervienen en la supresion de la apoptosis

(Frisch and Screaton, 2001).

1.6.2. Rutas implicadas en la supervivencia y en la
anoikis

Las piezas claves en la transmision de sefales, mediada por integrinas,
que lleva a la proteccion contra la anoikis son la PI3K, FAK, ILK (integrin-
linked kinase), Src tirosin kinasa, ERK y la proteina adaptadora Shc (Chiarugi
and Giannoni, 2008).
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Un elemento importante en el proceso de la anoikis es la PI3K. Este
enzima genera derivados fosforilados (PI3, 4P & PI3, 4,5P) que estimulan la
union de la PKB/Akt a la membrana y su activacion. La consecuencia de esta
activacion es la supervivencia celular ya que a través de la fosforilacion de
varios sustratos, entre los que se incluyen Bad, Bim (Gilley, Coffer, and Ham,
2003) y la pro-caspasa 9, inhibe su funcién y no ocurre la apoptosis. Este
grupo de enzimas juega una funciéon primordial en la regulacion de la
adhesion mediada por sefiales de supervivencia (Alahari, Reddig, and Juliano,
2002; Nicholson and Anderson, 2002) ya que la perdida del contacto con la
ECM lleva a una inhibicion de las senales producidas por PISK/Akt y Erk, lo

que incrementa considerablemente la acumulacion de Bim (Cheng et al,
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2001). La serin-treonin kinasa PKB/Akt también es un elemento vital en la
senalizacion de supervivencia ya que su activacion conlleva multiples efectos
inhibitorios de la maquinaria apoptotica como son la inactivacion de la
caspasa-9 (Cardone et al., 1998), la fosforilacién de la proteina pro-apoptética
Bad (Datta et al.,, 2000), la activacion del NF-kB (Romashkova and Makarov,
1999) asi como la inhibicion de factores de transcripcion Forkhead (Kops and

Burgering, 1999).

Se ha observado que el dominio citoplasmatico de la integrina B1 es el
que regula especificamente las seniales de supervivencia ya que éste estimula
la actividad de la PKB/Akt (Pankov et al, 2003). La Akt presenta varias
isoformas que parecen tener papeles independientes en la supervivencia
dependiente de anclaje. En células epiteliales intestinales, la activacion de la
isoforma Akt-1 por la adhesion celular a través de la integrina p1, FAK y PI3K
es crucial para la supervivencia celular en todas las etapas de la diferenciacion
del enterocito. Sin embargo, la Akt-2 no es regulada por la PISK y no puede
sustituir a PKB/Akt en la senalizacion (Dufour et al., 2004).

e PI3K con DAP-3

Otra conexion en la red de las interacciones de la PISK que regulan la
anoikis es la DAP-3 (death associated protein-3). Esta proteina es pro-
apoptotica y esta presente tanto en la mitocondria como en el citosol.
Regula la muerte celular mediada por factores como el TNF-o. La
separacion de las células de la matriz extracelular estimula la asociacion
de DAP-3 con FADD y esto incrementa la actividad de la caspasa 8. Akt
puede fosforilar directamente a DAP-3 y esto conlleva que aumente la
supervivencia en células en suspension. Es por esto que DAP-3 parece ser
una diana importante para la Akt en la senalizacion de supervivencia

mediada por la adhesion (Miyazaki et al., 2004).

e PI3K con IAP

La ruta de supervivencia de la PI3K tiene también otro punto importante
que es la survivina de la familia de proteinas IAP. Estas proteina no se
expresa en la mayoria de tejidos adultos pero se ha descubierto que su

expresion esta elevada en numerosos canceres humanos y esta asociada a
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un dificil diagnoéstico (Altieri, 2001). La importancia de la cascada de
senalizacion de la PISK-AKT en la anoikis fue reforzada por un estudio
sobre supresores de la anoikis en células epiteliales intestinales de rata
(RIE). Se observo que el TrkB, un receptor neurotréfico tirosin kinasa,
suprimio fuertemente la anoikis en la células RIE en presencia o ausencia
de su ligando, el factor neurotrofico derivado del cerebro. TrkB activa la
cascada de la PI3K y esta activacion es necesaria para la supresion de la

anoikis (Douma et al., 2004).

e PI3K con FAK

FAK (focal adhesion kinase) desempefia una funcion central en la
transmision de senales dependientes de la adhesion y es muy importante
para la supervivencia celular. Interacciona con varias proteinas efectoras
como la p85, subunidad catalitica de la PI3K, Shc, Src y Cas. La senal de
supervivencia de FAK depende de la cascada de senalizacion de la PI3K,
mientras que la muerte celular en ausencia de FAK depende de la
presencia de p53 (Abbi and Guan, 2002; Alahari, Reddig, and Juliano,
2002).Se ha descubierto que FAK interacciona directamente con RIP, un
dominio de muerte que a su vez se une con otros receptores de muerte y
regulan las senales vida/muerte a través de la regulacion de NF-«kB (Hsu et

al., 1996).

Otra proteina de contacto focal, la vinculina, ha sido implicada en la
regulacion de la supervivencia celular a través de la cascada de FAK. La
vinculina se une a la talina, actina y paxilina y es un enlace importante en las
conexiones entre integrinas y el citoesqueleto de actina (Johnson and Craig,
1994; Johnson and Craig, 1995). Tanto la vinculina como FAK interacttian
con la paxilina (Tumbarello, Brown, and Turner, 2002), pero se ha observado
que la ausencia de vinculina favorece la senalizacion entre paxilina y FAK
hacia Erk y mejora la movilidad de las células F9 (células de carcinoma

embrionario de ratén)(Coll et al., 1995).

ILK es una protein-kinasa que interacciona con las integrinas y es
capaz de fosforilar a PKB/Akt estimulando asi su actividad (Attwell, Roskelley,
and Dedhar, 2000; Wu, 2001). La sobreexpresion de FAK o ILK activos

bloquea la anoikis en las células a pesar de la pérdida de anclaje, lo que apoya
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la importancia de estas enzimas en la regulacion de la anoikis ((Frisch, 1999;
Frisch and Francis, 1994; Hungerford et al., 1996; Ilic et al., 1998). Ademas el
compromiso de anoikis debido a la sobreexpresion de ILK no es eliminado por
FAK, lo que sugiere que cada una de estas enzimas afecta a la anoikis por
rutas diferentes (Attwell, Roskelley, and Dedhar, 2000).

Existe otra ruta que ocurre al margen de FAK o ILK y es a través de la
via de la caveolina-1 que interviene en la union de las integrinas a la proteina
adaptadora Shc lo que lleva a la activacion de ERKs independientemente de la
participacion de FAK. Esto protege a la célula frente a la apoptosis y promueve
el ciclo celular mediante la acumulacién de cyclina D1 (Barberis et al., 2000;
Wary et al., 1998).

La ruptura de proteinas es un marcador de apoptosis ya que es la
consecuencia de la activacion de las caspasas. La ruptura de moléculas como
FAK, Src y paxilina son importantes para la progresion de senales que
desembocan en la muerte celular (Shim et al., 2001; Widmann, Gibson, and
Johnson, 1998). Una de las proteinas que se une a FAK para transmitir las
senales de las integrinas, se denomina CAS y es cortada durante la apoptosis
por la caspasa-3. Esta ruptura hace que se produzca la separacion del
complejo CAS-paxilina y que se deshaga la arquitectura de la adhesion
focal.(Kook et al., 2000).

Las Rho GTPasas, Racl y Cdc42 son componentes importantes de la
red de senalizacion dependiente de la adhesion. La uniéon entre las integrinas
regula su activacion y su translocacion a la membrana donde pueden actuar
con efectores como p21 (Del Pozo et al., 2002). La expresion de Cdc42 activado
inhibe la anoikis y este efecto depende de su capacidad para activar la PI3K y
Rac. También se ha observado que Cdc42 y Rac pueden regular la
supervivencia celular a través de rutas dependientes e independientes de la
PI3K (Cheng, Symons, and Jou, 2004). Recientemente se ha demostrado que
las especies reactivas de oxigeno (ROS) produjeron, a través de Rac-1, un
efecto protector de la anoikis. En particular, las ROS son responsables de la
activacion tipo redox de Src que lleva a la fosforilacion independiente de
ligando de EFGR y esta activacion dispara las rutas de Erk y PKB/Akt, que
culminan en la degradacion de Bim (Giannoni et al., 2008).

Varios estudios han demostrado que las cadherinas también juegan un
papel en la senalizacion celular ya que la interrupcion de su funcion

desemboco en el incremento en la apoptosis en células epiteliales intestinales
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(Hermiston and Gordon, 1995). Estas proteinas promueven la supervivencia,
principalmente, a través de la ruta PISK/Akt (Bergin et al, 2000) aunque

también pueden afectar a través de asociaciones indirectas con las integrinas.

1.7. Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en inglés) es
una afeccion cronica que causa inflamacion e hinchazoéon en el tubo digestivo
o la pared intestinal. Cuando el tubo digestivo se inflama debido a la IBD, se
forman llagas (ualceras) que sangran. Esto a su vez puede causar dolor
abdominal, diarrea liquida, sangre en la materia fecal, fatiga, disminucion del
apetito, pérdida de peso, o fiebre. Los dos tipos de IBD mas comunes son la

colitis ulcerosa (UC) y la enfermedad de Crohn (CD)(Lanzoni et al., 2008).

La enfermedad suele desarrollarse durante la segunda y tercera década
de la vida tanto en hombres como en mujeres. La edad promedio de
diagnostico son los 27 anos. Un segundo pico de nuevos casos, pero mucho
menor, ocurre en personas mayores de 65 afnos de edad. En total, la IBD
afecta a los hombres y a las mujeres por igual. Se ha observado que las
personas blancas tienen el mas alto riesgo de enfermedad, especialmente
aquellas de origen judio o europeo. Aproximadamente entre el 15 y el 30 por
ciento de las personas que padecen IBD tienen un pariente que sufre de la
enfermedad. Por este motivo se esta investigando si existe predisposicion
genética para que una persona tenga mas probabilidades de padecer IBD.

Se desconoce su etiologia pero como sucede con otras enfermedades, el
estrés puede empeorar los sintomas de IBD. Tampoco se conoce ninguna
conexion entre consumir ciertos tipos de alimentos y padecer IBD, pero un
cambio en la dieta puede ayudar a disminuir los sintomas y a reemplazar los

nutrientes perdidos.

1.7.1. Colitis ulcerosa

La colitis ulcerosa (UC, por sus siglas en inglés) causa inflamacion y
llagas llamadas ulceras en las capas superiores del recubrimiento del intestino
grueso (colon) o del recto. Suele ocurrir en la parte inferior del colon y el recto,

pero puede afectar al colon completo. Cuando esta localizada solamente en el
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recto, se la llama proctitis. Sucede mas frecuentemente en personas jovenes de

entre 15 y 40 anos de edad.

El sintoma mas comun es la diarrea, porque la inflamacion evita que el
agua sea absorbida dentro de la corriente sanguinea y hace que el colon se
vacie a menudo. La inflamacion también mata células sanas del revestimiento
del colon, lo que hace que se formen ulceras y sangren, y generen pus y
mucosidad. Algunos de los otros sintomas son la diarrea con sangre,
calambres abdominales graves, nausea y fiebre frecuente. La mayor parte de
las personas que padecen UC tienen momentos en los que se sienten bien
(remision) y otros en los que se sientes enfermos (recaidas). Aproximadamente
la mitad de las personas que padecen UC soélo tienen sintomas leves. En casos
graves, las personas pueden desnutrirse y pueden tener que hacer una dieta

especial, o recibir fluidos por via intravenosa (Torres and Rios, 2008).

La UC puede también causar problemas tales como la artritis,
inflamacion en el ojo, enfermedades del higado, erupciones cutaneas, anemia,
y calculos renales. Se desconoce por qué suceden estos problemas fuera del
colon aunque se sospecha que puede ocurrir cuando el sistema inmunolégico
provoca inflamaciones en otras partes del cuerpo. Estos problemas suelen ser
leves y desaparecen una vez que se trata la colitis. El bajo consumo de calcio y
vitamina D a través de productos lacteos, la mala absorcién de nutrientes en
el cuerpo, la inflamacion, y el uso de corticosteroides (para el tratamiento de la

UC) pueden causar osteoporosis.

1.7.2. Enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn (CD, por sus siglas en inglés) suele causar
inflamacion en el recubrimiento de las paredes del intestino grueso (colon) o el
intestino delgado, pero también puede afectar cualquier parte del tubo
digestivo, de la boca hasta el ano. A veces la CD puede afectar a otras partes
del tubo digestivo superior con la formacion de ulceras en el estomago, la
parte superior del intestino delgado, o el eséfago. Al igual que la UC, la CD

también tiene periodos de remision y recaidas (Torres and Rios, 2008).
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El problema mas comun en personas que padecen CD es la obstruccion
del intestino. Debido a que la hinchazo6n y la cicatrizacion ensanchan la pared
del intestino, el conducto intestinal puede cerrarse. Las ulceras en el intestino,
que atraviesan hacia otras partes del intestino o a tejidos adyacentes de la
vejiga, la vagina o la piel, pueden formar fistulas, o conexiones anormales
entre el intestino y otros 6rganos. Estas suelen formarse alrededor del ano y el

recto.

Los problemas de nutricion son comunes en personas que padecen CD.
Muchas de ellas tienen deficiencias de proteinas, calorias, y vitaminas. Estas
pueden ser causadas por no comer lo suficiente, por pérdidas de proteina
dentro del intestino, o por mala absorciéon. Otro peligro es la osteoporosis,
debido al bajo consumo de calcio y vitamina D a través de productos lacteos,
la mala absorcion de nutrientes en el cuerpo, o el uso de corticoides (para el
tratamiento de la CD o de la inflamacién en si). Algunas personas que padecen
CD tienen problemas de artritis, de la piel, inflamacion en los ojos o la boca,
calculos renales, calculos biliares, y otras enfermedades del higado. Algunos
de estos problemas mejoran al tratarse la enfermedad del aparato digestivo,

pero otros se tratan por separado.

1.7.3. Apoptosis en ibd

La IBD es considerada como una compleja alteracion poligénica y la
susceptibilidad de los genes interviene tanto en la enfermedad como en la
respuesta de la misma a los diferentes tratamientos.

Se piensa que esta causada por reacciones entre los genes que
confieren susceptibilidad como son CARD15/NOD2, CARD4/NOD1, HLA,
TLR4, DGLS Y NF-kB1, factores medioambientales que incluyen la flora
entérica y los antigenos de los alimentos, y un balance inmune alterado. La
base de la IBD es la presencia de alteraciones determinadas genéticamente
que resultan en un sistema inmune que reacciona excesivamente a la
microflora intestinal. Estas respuestas inmunes pueden ser inducidas por
defectos en la barrera epitelial, una permeabilidad intestinal incrementada, la
adherencia de las bacterias y la disminucion de la expresion de defensinas

(Torres and Rios, 2008).
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Una apoptosis defectuosa en las poblaciones de células de la mucosa
parece ser relevante en el mecanismo patogénico de la IBD. Una proliferacion
incrementada o una apoptosis insuficiente podrian contribuir al aumento de
células inflamatorias. La disfuncion o desregulacion del programa de
apoptotico ha sido implicado en multiples enfermedades inmunes, como la
artritis reumatoide. Se han estudiado las propiedades de la induccion de la
apoptosis en pacientes de Crohn y UC y se ha visto que las células T de la
mucosa son altamente resistentes a la apoptosis, lo que explicaria la
perpetuacion de la reaccion inflamatoria en la mucosa con IBD. Observaciones
recientes sugieren que el defecto apoptético en las células de la mucosa de los
enfermos de Crohn ocurriria a nivel de la mitocondria en la ruta intrinseca de
de la apoptosis (Lugering et al., 2006). La induccion de la apoptosis no parece
requerir la ruta de senalizacion vinculada a Fas/FasL, pero si implica la
sobreregulacion de Bax/Bak seguida de la liberaciéon mitocondrial del
citocromo c.

Los diferentes farmacos utilizados en el tratamiento de la IBD tienen la
capacidad de inducir la apoptosis en monocitos o linfocitos y usan distintas
rutas moleculares para llevar a la apoptosis lo que explicaria los diferentes
efectos terapéuticos causados por estos agentes. Los agentes anti-TNF, como
infliximab y adalimumab, son capaces de inducir la apoptosis en monocitos y
linfocitos in vitro e in vivo, pero la cuestién es que no hay un método simple
para cuantificar la apoptosis in vivo ya que las células que mueren son
rapidamente eliminadas por los macréfagos y por tanto no se puede saber si
este mecanismo esta asociado con la eficacia de estos farmacos.

Por otra parte, las células muertas pueden acumularse en pacientes
con defectos en la fagocitosis de las células apoptéticas o durante una muerte
celular masiva, cuando un gran numero de células muertas excede la
capacidad de eliminacioén del organismo. De hecho, defectos en la fagocitosis
de las células apoptoticas han sido observados en enfermedades inflamatorias

cronicas y autoinmunes (Distler et al., 2005).
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1.8. CD200R y CD200

CD200R es una glicoproteina transmembrana que se encuentra en la
superficie celular y que actia de receptor de otra molécula denominada

CD200.

CD200R se expresa en la superficie de células del tejido mieloide y en
linfocitos CD4+ de sangre periférica (Wright et al., 2003; Wright et al.,, 2000)
mientras que CD200 se expresa en una amplia variedad de tejidos, como son
timocitos, células dendriticas foliculares, endotelio vascular, células B
recirculantes, células T activadas y neuronas tanto del sistema nervioso
central como periférico. Ambas moléculas comparten estructura ya que
contienen dos dominios tipo inmunoglobulina e interaccionan entre ellas.
Ademas si se comparan filogenéticamente estan muy cercanas lo que indica

que ambas proceden de un gen ancestral comun.

Aunque la existencia de CD200 se conocia desde la década de los 80
(antes conocida como OX-2) no se planteé la existencia de CD200R hasta 1997
que fue sugerida por Preston et al. (Preston et al., 1997). Aun asi, no fue hasta
el ano 2000, cuando dicha molécula fue caracterizada en ratéon (Wright et al.,

2000).

1.8.1. Estructura de CD200R y CD200.
Caracterizacion del gen.

Estructuralmente, CD200R contiene dos dominios de la superfamilia
de las inmunoglobulinas en una estructura tipica de union V/C2; contiene
una estructura transmembrana y un tallo citoplasmatico mas largo que
CD200. Este tallo esta compuesto de 67 aminoacidos y posee tres residuos de
tirosina altamente conservados. Una de estas tirosinas forma parte de un
motivo NPXY. Estos motivos son conocidos por su capacidad de uniéon a
dominios PTB/PID que estan presentes en moléculas adaptadoras como SHC,
IRS-1 y Numb. Esto lleva a pensar que es CD200R la encargada de desarrollar

senales intracelulares que afecten a la funcion del macroéfago.
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CD200 es una glicoproteina de tipo I que presenta dos dominios
extracelulares, una region transmembrana y un tallo citoplasmatico que no

presenta ningiin motivo conocido de senalizacion (Barclay et al., 2002).

Por otro lado, CD200R es wuna molécula altamente glicosilada
(aproximadamente un 70% de su peso son carbohidratos). Existen de ocho a
diez sitios potenciales de N-glicosilacion tanto en ratén como en rata. A pesar
de este grado tan alto de azucares asociados se cree que la interaccion esta
mediada por la proteina y que los carbohidratos son importantes para el
mantenimiento de la orientacion respecto a la membrana y para prevenir

posibles interacciones cis no deseadas.

En el ano 2003, nuestro grupo describié la caracterizacion del CD200R1
en el genoma humano (Vieites et al., 2003). Se descubrioé que estaba localizado
en la region del cromosoma 3ql2-13 muy cercano al CD200. Ambos genes
estan muy conservados entre humanos y ratones y estrechamente
relacionados, lo que indica que estos genes pudieron surgir por sucesos de

duplicacion (Wang et al., 2007).

El gen humano consta de una region de 52 kb que conforman 9
exones. Dichos exones codifican para una proteina celular de superficie
compuesta de 348 aminoacidos consistentes en dos dominios IgFF (fold-
family) en una tipica uniéon V/C2 con los residuos conservados de tirosina,
cisteina y triptofano que definen las hebras B a F de la organizaciéon IgFF
(Halaby, Poupon, and Mornon, 1999). El dominio citoplasmatico consta de 59
aminoacidos y tiene 2 residuos de tirosina, uno de los cuales forma parte de
un motivo NPXY. Al igual que otros genes IgSF el gen CD200R puede generar

distintas isoformas mediante splicing alternativo.

Una isoforma alternativa, que todavia no se ha descrito en ratén, es la
formada por 188 aminoacidos que codifican un polipéptido soluble que
contiene solo el dominio inmunoglobulina V. Esta se formaria por la inclusién
de un fragmento de 125 pares de bases que se encuentra entre los exones 4 y

6 y que daria lugar a un codén de paro produciéndose dicha forma truncada.

Otro aspecto diferencial con el homoélogo murino seria que ambas
formas tanto la soluble como la unida a membrana pueden presentar una
insercion de 23 aminoacidos en la posicion 23; dicha insercion conformaria el

exon 2 y generaria un dominio putativo de dihidroxiacido dehidratasa. Por lo
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tanto se generarian dos nuevas isoformas que serian la unida a membrana y
la soluble y con o sin el ex6n 2. Por otro lado, CD200R ha sido estudiado en

higado, timo, bazo, rifién, cerebro y placenta.

La siguiente figura representa las distintas isoformas que se pueden

formar:

Isufu o 2 I\/J\/“\A/U

Isoforma 3 I\/I\/I -
Isoforma 4 I\/J\\)

CD200R1 W
Péptido seial
CD200R2 “!]
Dominio de dihidroxiacido

dehidratasa

SCD200R1 Q @ DominioV
. Dominio C2

[ | Dominio transmembrana

sCD200R2

I Dominio intracelular

Figura 5.- Arriba: Esquemas de las distintas isoformas que se pueden formar por splicing
alternativo del gen CD200R1. Los bloques negros corresponden a los exones y las lineas
de union entre éstos serian los intrones. Los bloques grises corresponden a un intron que
tendria la capacidad de ser transcrito en ciertas circunstancias y dar lugar a las isoformas
cortas. Abajo: una representacion esquematica de los distintos dominios que presenta la
proteina codificada por CD200R1 y las distintas proteinas a las que darian lugar las
combinaciones representadas en la imagen de arriba. Corresponderian a dos proteinas
tipo receptor y otras dos que tendrian naturaleza soluble.

Otros autores (Wright et al., 2003) han observado un gen relacionado

con CD200R1 en humanos y cuatro genes relacionados con CD200R en ratoén.
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Definen dos proteinas denominadas mCD200RLa y mCD200RLb. Ambas
tienen una secuencia similar a CD200R1 pero con una cola citoplasmatica
corta y que no presenta motivos conocidos de senalizacion. Por otro lado en la
zona transmembrana presentaria un aminoacido cargado positivamente,
lisina, que interactuaria con DAP12, una molécula adaptadora. El gen que
han encontrado en humanos lo han denominado hCD200RLa y seria similar a
mCD200RLa, pero el analisis de la secuencia de aminoacidos ha demostrado
que esta proteina no tendria dos residuos de cisteina que si presenta la de
raton y eso explicaria el motivo de por qué esta forma no es funcional en

humanos ya que no interaccionaria con DAP12.

Gorczynski et al. hacen un estudio en el genoma de ratéon e informa que
existe una familia de moléculas CD200R, en la cual cada uno de sus
miembros tiene patrones de expresion y propiedades funcionales propias. La
isoforma CD200R1 estaria expresada en tejidos como bazo, pulmoén,
testiculos, intestino y otros. En intestino también se expresaria la isoforma
CD200R4. También han observado que aunque todas las isoformas
interactian con CD200 es la R1 la que desencadena una senal intracelular ya
que las otras presentan un tallo citoplasmatico corto y sin motivos de
senalizacion. Estas isoformas no corresponderian exactamente a las definidas
por Wright et al. ya que dicho autor considera que éstas isoformas estan
truncadas y no serian funcionales mientras que Gorczynski asigna a cada
isoforma una localizacion e intenta asignarle un papel especifico de tejido

(Gorczynski et al., 2004).

Viertlboeck y colaboradores han demostrado que existe un homologo del
CD200R1 mamifero en el pollo. Al analizar el area cromosémica de ambos
genes se ha visto que estan relacionados y que presentan idénticas
caracteristicas estructurales, aunque los genes CD200R mamiferos presentan
un exon que codifica aproximadamente unos 20 aminoacidos que preceden al
dominio V, y este exon no aparece en el pollo. Estos autores identifican un

segundo gen, que daria lugar a un receptor soluble (Viertlboeck et al., 2008).

Se han encontrado secuencias similares a CD200 en los genomas de
virus de las familias Herpesviridae y Poxviridae. Estos virus estan muy
adaptados y son patégenos capaces de provocar infecciones asintomaticas
durante mucho tiempo en grandes poblaciones inmunocompetentes. Uno de

ellos es el herpesvirus 8 humano (herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi),
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cuya proteina K14, es capaz de interactuar con CD200R e inhibir la secrecion
de citoquinas inflamatorias (TNF-a) por parte de los macréfagos activados.
Todo esto, a pesar de que solo comparte un 40 % de homologia con CD200
pero han sabido retener todas las propiedades bioquimicas de la proteina
original para poder desarrollar su funcion eficazmente y minimizar la sefal en
el hospedador (Foster-Cuevas et al.,, 2004). Otros herpesvirus humanos que
tienen homologos de CD200 son el HHV-6, HHV-7 y HHV-8. Estos homoélogos
virales son reconocidos por CD200R y regulan la activacién de los baséfilos
(Shiratori et al., 2005).

Los myxoma virus, que pertenecen al género de los Leporipoxvirus y es
un miembro de la subfamilia Chordopoxvirus, infectan a los conejos y también
se ha observado que poseen secuencias similares a CD200; en este caso
también le sirven para reducir los niveles de activacion de los macrofagos y las
células T en el hospedador (Cameron et al., 2005).

La presencia de homologos de CD200 en virus de familias muy
diferentes sugiere que esta capacidad para controlar a los macrofagos del
hospedador es una estrategia inmunomoduladora viral comtn y por tanto
sugiere que la relacion CD200:CD200R es importante en el control de las

reacciones inmunes.

1.8.2. Funcion de CD200R y CD200

En las primeras observaciones, Hoek y colaboradores demostraron, en
ratones, que una deleccion del gen CD200 aumentaba el nimero de células
que expresaban CD200R y los animales mostraban mas susceptibilidad a
sufrir artritis inducida por colageno y encefalomielitis alérgica experimental,
ademas de presentar un compartimento mieloide expandido y activado (Hoek
et al., 2000). Las células mieloides y neuronas también presentan un receptor
inmune inhibitorio denominado SIRP-o. que se une a su ligando que es el
CD47 y es similar a CD200. Esta interaccion SIRP-a/CD47 causa la inhibiciéon
de la actividad de los macrofagos a través de los motivos inhibitorios presentes
en el tallo citoplasmatico de SIRP-a. Se ha demostrado que esta interaccion es
importante en la inhibicion de la fagocitosis de los macréofagos. La abundante
expresion de CD200 y CD47 en el sistema nervioso central sugiere un

importante papel para estas moléculas inhibitorias (Koning et al., 2007).
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En otro estudio se observo que la interaccion de CD200 con CD200R
producia un efecto immunoregulador ya que inhibia la produccién de
citoquinas tipo-1, que son las encargadas de la defensa de tipo celular y
producidas por los linfocitos T helper tipo-1. Estos datos apoyan la idea de que
las interacciones CD200:CD200R son importantes en la inmunoregulacion
que contribuye a determinar la susceptibilidad a la enfermedad autoinmune
(Gorczynski, 2001). La interacciéon de CD200 con su receptor provoca una
senal inmunosupresora que lleva a la inhibicion de los macréfagos, a la
induccion de células T reguladoras, cambio del perfil de citoquinas desde Thl
a Th2 e inhibicion de la inmunidad especifica de tumor de las células T

(Moreaux et al., 2008).

Clark et al. (2003) demuestran que la expresion de CD200 en
trofoblastos esta relacionada con el éxito en el término de un embarazo ya que
cuando la expresion de esta molécula falla se provoca el aborto. Demuestran
que el cambio de citoquinas de Thl a Th2 en la superficie fetomaternal es
importante para que un embarazo llegue a término y que este cambio esta
influenciado por la expresion de CD200 tanto en los trofoblastos fetales como

en la decidua materna (Clark et al., 2003).

Se ha observado que durante la muerte celular por apoptosis, los
procesos bioquimicos modifican las proteinas propias y crean potenciales
autoantigenos. Para mantener la tolerancia, el sistema inmune debe controlar
las respuestas asociadas a estos autoantigenos. Rosenblum et al (2004)
demuestran que las células dendriticas experimentan un incremento en la
expresion de CD200 cuando dichas células entran en apoptosis (fenémeno que
ocurre continuamente debido al recambio celular). Ademas ambos procesos
van unidos porque cuando se inhibe la apoptosis utilizando un inhibidor de la
misma, como es el Z-VAD-FMK, también es inhibida la expresion de CD200.
También encontraron que en la secuencia de CD200 hay 4 posibles sitios de
union a pS3 en el primer intrén murino y 2 sitios putativos en el primer intréon
humano. Esto es importante porque pS3 juega un papel importante en las
rutas de senalizacion iniciadas en las células apoptéticas, lo que sugiere que
CD200 juega un papel en la tolerancia inmune asociada a la apoptosis (Clark

et al., 2003; Rosenblum et al., 2004).
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CD200R también ha sido analizado en mastocitos tanto humanos como
de raton y se ha visto que desarrolla un papel importante en la respuesta
inmune inhibitoria (Cherwinski et al., 2005).

Recientemente se ha demostrado que tanto Dok-1 como Dok-2 se
asocian a CD200R y median su funciéon inhibidora (Zhang et al., 2004b;
Zhang and Phillips, 2006). Ademas se ha demostrado que la union de CD200R
por su ligando CD200 no es necesaria para la mielopoyesis en ratones
normales ya que el desarrollo de leucemia en ratones DKO no fue causada por
un defecto en la senalizacion de CD200R (Rijkers et al., 2007).

Muchos estudios sugieren que la senalizacion producida por la
interaccion CD200-CD200R disminuye la actividad de las células mieloides
(Jenmalm et al., 2006). Se ha descrito una relacion entre esta interaccion y la
enfermedad de Parkinson ya que CD200 transmite wuna senal
inmunoreguladora a través del receptor de CD200 para regular la activacion
de la microglia y este suceso esta bastante relacionado con la patogénesis y la
progresion de la enfermedad de Parkinson (Wang et al., 2007).

CD200 esta también implicada en la inmunosupresion en las
neoplasias de células B. Las células B de la leucemia linfocitica crénica
expresan CD200, lo que lleva a la inhibicion de la respuesta Thl en las

reacciones linfocitarias (McWhirter et al., 2006).

En el anno 2008 se ha llevado a cabo un estudio empleando un ligando
soluble de CD200R para tratar la artritis inducida por colageno (CIA) en
ratones. El resultado ha sido, que este tratamiento ha reducido la gravedad de
los sintomas tanto clinicos como histologicos, e incluso empleando menos
dosis que el TNFR-Fc. La administracion de CD200R-Fc disminuy6 los niveles
de expresion de RNAm para el TNF-a, la IL-1, la IL-10 y la metaloproteinasa
13 (MMP-13) en las articulaciones (Simelyte et al., 2008).

Otro articulo reciente demuestra la expresion de CD200R tanto en
células T como células B, y esto ocurre tanto en humanos como en ratones
(Rijkers et al., 2008). También se expresa en bazo y en los nodulos linfaticos

(Simelyte et al., 2008).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Bacterias

Para los procesos de transformacion y expansion de clones se empleo la
cepa de bacterias Escherichia coli XL1-Blue, que es resistente a tetraciclina. Las
principales caracteristicas del genotipo de esta cepa bacteriana son: F’ TnlO
proA*B* lacla A(lacZ) M15/recAl endAl gyrA96(Nalr) thi hsdR17 (rc myx) supE44
relAl lac (Bullock, 1987).

Plasmidos

pGEM-T

Para la clonacién de fragmentos de DNA y su envio para secuenciar se
utilizo el vector pGEM-T de Promega (Promega Biotech Ibérica, SL, Espana).

Los vectores comerciales estan linealizados y poseen en sus extremos 5’
una timina desapareada. Esto permite la clonacion de fragmentos de PCR
producidos con la Taq polimerasa ya que esta enzima agrega una adenina en las
reacciones de amplificacion.

Este vector confiere resistencia a ampicilina y permite la seleccion por o
complementacion. Ademas incluyen las secuencias promotoras de los fagos T7 y

SP6, lo que permite la secuenciaciéon de los fragmentos clonados.

X | 1904
Scal 1875 —
A '3”‘\ 7 1 atart
Apa | 14
Aatll 20
o gﬂhz“ 25
mp g a1
g pGENE-T lac? ol | 37
Vector 7T Sacll | a8
(3000bp)
Spe | ]
hot| 62
Ba7| 62
Pat | 73
&l | 75
Nde | az
. Sac | 3d
on Bax| |10
Msil |11z
T sps | 1°

Figura 6. Esquemas del vector pGEM-T donde se indican sus principales caracteristicas, asi
como los sitios de corte tanicos del sitio de clonacion miltiple.
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pDsRed-Express-1

El vector pDsRed-Express-1 (Clontech, Becton Dickinson, Espana) codifica
una variante de la proteina roja fluorescente de Discosoma sp. llamada DsRed-
Express, que presenta mejores caracteristicas de solubilidad y emision de
fluorescencia, y puede ser usado como un reporter in vivo de la expresion de
genes.

Eso es debido a que pDsRed-Express-1 es un vector que carece de
promotor y puede ser usado para monitorizar la transcripcion de diferentes
promotores y combinaciones promotor-potenciador insertadas en el sitio de
clonacion multiple.

Este vector presenta el gen neor (aminoglycoside phosphotransferase) que
confiere resistencia frente a aminoglucésidos como kanamicina, neomicina y

geneticina.
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Figura 7. Esquema del vector pDSRed-Express-1 donde se indican sus principales
caracteristicas, asi como los sitios de corte Ginicos.

2.1.2. Animales

Se emplearon ratas Wistar suministradas por el Servicio de Animales de la
Universidad de Granada. Los animales fueron mantenidos en jaulas en una
habitaciéon termostatizada y con iluminaciéon de 8 a 20 horas. Las ratas tenian
acceso a la comida y la bebida ad libitum. Antes de su sacrificio, fueron
mantenidas en ayunas durante 24 horas. Los animales fueron anestesiados con

éter antes de su sacrificio.
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Las lineas celulares empleadas durante esta Tesis fueron aportadas por los
servicios técnicos de la Universidad a partir de la ATCC (American Type Culture
Collection, LGC Promochem, Inglaterra). Se emplearon las lineas celulares
derivadas de cripta de ileon de rata IEC-6 (CRL-1592™) [EC-18 (CRL-1589™) y
las linea celular humana derivada de carcinoma de colon, Caco-2 (HBT-37™).
También se utilizaron células MG-63 (CRL-1427™) y MCF-7 (HTB-22™), ambas de
origen humano y de tipo epitelial pero proceden de osteosarcoma y de

adenocarcinoma de mama respectivamente.

2.1.3. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos empleados en esta Tesis han sido:
e STAR9B de Serotec (Bionova Cientifica, Espana) como secundario
conjugado a fluoresceina para la deteccion del anticuerpo primario.
e Mouse antihuman CD200R (MCA2282) (Serotec, Bionova Cientifica,
Espana)
e Mouse antirat CD200 (Serotec, Bionova Cientifica, Espana)
e Mouse antirat OX2 Ligand (Serotec, Bionova Cientifica, Espana)

e Mouse IgG1 Control Negativo

2.1.4. Enzimas

Las enzimas utilizadas en esta Tesis han sido:

e DNA polimerasa: Biotools DNA polymerase (recombinante de Thermus)
Biotools Espana

e Transcriptasa inversa: Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen
S.A., Espana)

e DNasa: Turbo DNAse (Ambion, Bionova Cientifica, Espana)

e Enzimas de restriccion: la mayoria eran de la marca New England Biolabs
(Izasa S.A., Espana)

e Fosfatasa: Shrimp Alkaline Phosphatase (USB Corporation, GE Healthcare
Biosciences, Espana)

e Ligasa: T4 DNA Ligase, New England Biolabs (Izasa S.A., Espana)

e Quinasa: T4 Polynucleotide Kinase, New England Biolabs (Izasa S.A,,

Espana)
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2.1.5. Productos quimicos

Los reactivos quimicos generales empleados fueron de las casas Merck
(VWR International Eurolab S.L., Espana), Sigma y Fluka (Sigma-Aldrich Quimica,
S.A., Espana), Bio-Rad (Bio-Rad Spain, Espana), Invitrogen (Invitrogen, S.A.,
Espana), Ambion y Molecular Probes (Bionova Cientifica), BD Biosciences
(Espana), Qiagen (Izasa S.A.), USB Corporation (Amersham Biosciences Europe
GMBH, GE Healthcare Bio-Sciences, Espana) y Panreac (Labortecnic, Espana). El
nitrogeno liquido fue aportado por los Servicios Técnicos de la Universidad de

Granada.

2.1.6. Soluciones generales

2.1.6.1. Medios de cultivos para bacterias

Todos los medios y soluciones utilizadas en el cultivo de bacterias fueron
esterilizados por calor himedo en un autoclave a 121 °C y 1 atmoésfera de presion
durante 20 minutos.

Para el crecimiento de E. coli en medio liquido se utiliz6 el medio Luria-Bertani

(LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composicion es:

Bactotriptona 10 g
Extracto de levadura Sg
Cloruro so6dico 15¢g
Agua destilada c. s. p. 1 litro

Para el crecimiento de E. coli en medio solido se anade a la mezcla anterior
15 gramos de agar bacteriolégico.
Todos los componentes del medio fueron proporcionados por BD Biosciences, a

excepcion del cloruro sédico que era de la marca Sigma-Aldrich.
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Antibioticos.

Los antibioticos se adicionaron a los medios de cultivo para seleccionar
aquellas bacterias portadoras de diferentes genes de resistencia a antibioticos. Las
soluciones preparadas fueron esterilizadas por filtracién y guardadas a —20 °C.

Los antibioticos empleados fueron ampicilina (100 mg/mlL), tetraciclina (10
mg/mL) y kanamicina (50 mg/ml) en agua bidestilada estéril. Todos eran

suministrados por Sigma-Aldrich.

Isopropil-B-tiogalactopiranodsido (IPTG).

Este compuesto fue anadido al medio de cultivo solido donde se crecieron
bacterias transformadas con plasmidos de la familia pGEM-T que poseen sistema
de selecciéon por a complementacion. El IPTG inactiva el represor del operon lac, lo
que induce la expresion del gen lacZ que codifica un fragmento de la f-
galactosidasa. Este fragmento se complementa con otro fragmento del enzima
codificado por el cromosoma bacteriano dando lugar a la enzima funcional. Dado
que el sitio de clonacion multiple esta en el gen lacZ, cuando se clonan
fragmentos de DNA se interrumpe la expresion del mismo y no se da la actividad
enzimatica en bacterias transformadas con el plasmido con el fragmento clonado.

El IPTG se empleod en solucion con agua bidestilada a una concentracion de

0,1 M. dicho compuesto era de USB Corporation.

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal).

Sustrato alternativo de la p-galactosidasa que da como producto un
compuesto azulado insoluble. El color de las colonias bacterianas en medio de
cultivo con IPTG y X-Gal permite seleccionar las bacterias recombinantes
positivas con el fragmento clonado (de color blanco) y negativas (de color azul).

El X-gal (de USB Corporation) se utiliz6 a una concentracion 2% p/v

diluido en dimetilformamida.
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2.1.6.2. Medios de cultivo para células.

Para el mantenimiento y expansion de las lineas celulares se empled el
medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con 4,5 g/L de glucosa
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) libre de complemento, 200 mM
de L-glutamina, 1000 unidades/ mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina
y 0,2 U/mL de insulina bovina.

Para la seleccién, mantenimiento y expansion de los clones transfectados
establemente se emple6 medio RPMI sin indicador rojo fenol suplementado con
10% de FBS, 200 mM de L-glutamina, 0,5 mg/mL de geneticina (G-418) y 0,2
U/mL de insulina bovina. El medio de seleccion fue usado sin indicador de pH
dado que el rojo fenol interfiere en la deteccion de la fluorescencia emitida por la
proteina roja fluorescente.

Todos los reactivos empleados en los medios celulares fueron de las casas
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Espaina) e Invitrogen (Invitrogen S.A.,

Espana).

2.1.7. Equipamientos generales

e Material de plastico: Nalge Nunc (Dinamarca), Sarstedt (Sarstedt S.A.,
Espana) y Labortecnic (Espana).

e Pipetas: Wilson (Wilson Inc., EEUU) y Labsystem Finnipipette (Termo
Electron Corporation, EEUU)

e Autoclave: Selecta (Eleco, S.A., Espana).

e Centrifugas: Modelo Centrifuge 5415 D (Eppendorf Ibérica, Espana)

Modelo Microcentrifuge MC-13 (Amicon, Millipore

Ibérica, Espana).

Modelo Mixtasel (Selecta).

Modelo Microfuge E (Beckman Coulter Espana S.A.,
Espana).

o Centrifugas refrigeradas: Modelo Centrifuge J2-21 (Beckman

Coulter Espana S.A.)
Modelo Universal 16R (Hettich

Zentrifugen, Alemania).
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Agitador orbital: Orbital Shaker SO3 (Stuart Scientific, Real Labware, Reino
Unido).
Banos: Precisterm (Selecta).
Memmert (GmbH+Co, Alemania).

Incubador de células (Revco, Pacisa y Giralt, S.L., Espana).
Campana de flujo laminar: Microflow Laminar Flow Cabinet (MDH Limited,
EEUU).
Congelador de —20 °C: Liebherr (Espana).
Congelador de —80 °C: -86 °C Freezer (Forma Scientific, EEUU).
Lector de placas: EMS Reader MF (Labsystems, GMI Inc., EEUU).
Sistema de obtencion de imagenes: Kodak Electrophoresis Documentation
and Analysis System 120 (Kodak, Espana).
Estufas: Memmert.
Incubador de bacterias: Orbital Incubator Cooled (Gallenkamp, Alemania).
Transiluminador UV: New Brunswick Scientific, EEUU.
Termobloque: Thermomixer 5436 (Eppendorf Ibérica).
Agitador magnético: Asincro (Selecta).
Espectrofotometro: DU-70 Spectrophotometer (Beckman Coulter Espana
S.A).
Vortex: Press-to-mix 34524 (Snijders, Holanda).
Microscopio 6ptico: Olympus CK2 (Alemania).
Camara fria: SIFSA, (Espana.)
pHmetro: Crison micropH 2002, (Espana)
Luminometro: Lumart LB9507 (Berthold Technologies, Alemania)
Citometro de flujo: Citometro de Flujo FACS Vantage (Becton Dickinson,
Palo Alto, California), serie CO00S5, equipado con dos cabezas Lasser.

- Lasser dual Coherente Enterprise a 488nm (340 mW) y UV (60mW).

- Lasser rojo visible Spectra Physics 127 a 640 nm (15mW).

Cuenta con 7 detectores: 5 para fluorescencia (fotomultiplicadores),
SSC (fotomultiplicador), FSC (diodo).

- Mobdulo Procesador de Pulsos.

- Mobdulo de SORTER.

- Banco de filtros Band-pass, Short-pass y espejos dicroicos divisores

de banda.
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- Software de adquisicibn y analisis CELL Quest (Becton

Dickinson).

e Termocicladores: Modelos 2700 y 9600 de Applied Biosystems (EEUU).

e Fuentes de electroforesis: Model 250 EX (Gibco, Invitrogen).
Model 200/2.0 Power Supply (BioRad, Bio-Rad
Laboratories, S.A., Espana).

e Cubetas de electroforesis: Horizon 11-14 (Gibco, Invitrogen).
Horizon 58 (Gibco, Invitrogen).

e Homogenizador: Polytron T25 Basic (IKA Labortechnik, Alemania).

2.2. Métodos

2.2.1. Procedimientos generales de trabajo con
lineas celulares de mamiferos

2.2.1.1. Materiales

e Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

e Plasmidos.

e Cilindros y discos de clonacion (Sigma-Aldrich).

e Dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich).

e Contenedor de congelacién Nalgene Cryo — 1 °C (Nalge Nunc, Dinamarca).
e Crioviales (Nalge Nunc).

e Solucién de Trypan Blue.

e Camara de Neubauer.

e Cubreobjetos.

e Tampon fosfato salino (PBS) (Invitrogen).

2.2.1.2. Cultivo

El cultivo de las diferentes lineas celulares se llevd a acabo en una
campana de flujo laminar bajo condiciones estériles usando material estéril. Los
medios fueron guardados a 4 °C y precalentados a 37 °C antes de su empleo.

Las células fueron incubadas a 37 °C en atmoésfera con 5% de CO2 y 95%

de aire. El medio de cultivo se cambié cada 2 dias.
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Subcultivo y expansion

En general, las células fueron -cultivadas hasta su confluencia y
posteriormente separadas por tripsinizacion. Después fueron recuperadas con
medio completo y centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos en tubos de
polipropileno a temperatura ambiente. El sobrenadante fue eliminado y las células
fueron resuspendidas en medio completo y colocadas en nuevos frascos de cultivo

a una densidad aproximada de 2x105 células por mililitro.

Tripsinizacion

Las monocapas de células adherentes fueron dispersadas por tratamiento
con 1 mL de tripsina-EDTA por frasco de 25 mL. Para ello previamente se eliminé
el medio y se lavaron las células dos veces con 5 mL de PBS sin calcio ni

magnesio.

Contaje

Cuando se requirié la determinacion del numero de células, se mezclaron
S50 pL de la suspension celular con 50 puL de una solucion de Trypan Blue para
determinar la viabilidad celular. A continuaciéon se procedié al contaje de las

células utilizando una camara de Neubauer.

2.2.1.3. Congelacion y descongelacion

Las lineas celulares fueron almacenadas en crioviales de 1,8 mL en medio
completo con 8% de DMSO (medio de congelacion) en un congelador de -80 °C.
Para su congelacion las células recuperadas y centrifugadas fueron resuspendidas
en 1 mL de medio de congelacion, pasadas al criovial e introducidas en el
congelador de -80 °C en un contenedor de congelacion Nalgene Cryo -1 °C
durante 24 horas, para posteriormente almacenarlas en el congelador en cajas de
congelacion.

Para la descongelacion el criovial se introdujo en un bano a 37 °C. El medio

descongelado, que contiene las células, fue transferido a un frasco con 10 mL de

47



medio completo, permitiéndose que las células se adhiriesen durante 24 horas,
pasadas las cuales se eliminaron las células muertas cambiando el medio.
Cuando los crioviales, que se van descongelar, llevan mucho tiempo en el
congelador (mas de 6 meses) requieren unas caracteristicas especiales para que
las células se recuperen. En estos casos es conveniente preparar un medio
completo pero en este caso con un 20% de FBS. A la hora de descongelar los
crioviales escoger un frasco de cultivo pequenio, por ejemplo una placa de 6
pocillos o placas individuales de 35mm y poner ahi las células. Favorecer que
haya muchas células, si es preciso anadir dos crioviales a la misma placa.
Pasadas unas horas en estufa, observar si se van pegando al fondo y si quedan
muchas en suspension recuperarlas con la pipeta y pasarlas a otra placa. Dejar
en la estufa 24 horas y pasado este tiempo cambiar el medio antiguo por nuevo y

dejar crecer hasta confluencia.

2.2.1.4. Transfeccion transitoria de células

La transfeccion de células es el proceso por el que se introduce un DNA
extrano en la célula por métodos fisicos o bioquimicos. Esa transfeccion puede ser
transitoria o estable. En este tiltimo caso el DNA extrafno se integra en el genoma
de la célula hospedadora.

Existe multitud de métodos para la transfeccion de células: coprecipitacion
con fosfato calcico, electroporacion, microinyeccion, uso de DEAE-dextrano y uso
de reactivos lipidicos cationicos. En nuestro caso, empleamos el reactivo lipidico
cationico Lipofectamine 2000. Brevemente, la técnica consistié en mezclar en un
tubo 250 puL de medio DMEM con 3-4 ug del DNA de interés y en otro tubo, 240 pL
de DMEM con 10 pL de Lipofectamine 2000. Inmediatamente se echo el contenido
del segundo tubo sobre el primero y se incub6 la mezcla 20 minutos, durante los
cuales se formaron micelas de agente transfectante cargadas positivamente que
atraen el DNA cargado negativamente formando complejos. La relacion optima
para la formacion de estos complejos es una proporcion de DNA (ug) y
Lipofectamine 2000 (uL) de 1:2 o 1:3. Cuando se echo la mezcla que contiene los
complejos de agente transfectante con DNA sobre las células con medio DMEM
sin aditivos, los complejos se vieron atraidos por la membrana celular,

produciéndose la entrada del DNA en las células.
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A continuacion, las células transfectadas fueron incubadas en la estufa
durante 5-10 horas, tras las cuales se procedi6 a cambiar el medio a medio
normal de cultivo, durante el tiempo necesario para que se produjera la expresion

del gen reporter (normalmente 72 horas).

2.2.1.5. Establecimiento de clones estables

Se emple6 la misma técnica que en el caso anterior, pero en esta ocasion
seleccionamos clones de células que hubieran integrado establemente el plasmido
de interés. Para que esto se diese, el DNA introducido debia sufrir un proceso de
recombinacion con el genoma celular. Para identificar las células en las que se
hubiera dado la recombinacion usamos un medio de seleccion que contenia G-418
(geneticina), producto que eliminé aquellas células que no hubieran integrado
establemente en su genoma el plasmido pDs-Red-Express-1, que conferia
resistencia frente a G-418. Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y
sembradas a baja densidad para que crecieran clones separados, manteniendo la
presion selectiva para asegurar que soOlo crecieran las células transfectadas
establemente. Cuando estos clones adquirieron un tamafno adecuado se
purificaron usando cilindros o discos de clonacién y se pasaron a pocillos donde
se mantuvieron con medio de seleccion hasta su crecimiento y posterior uso o

caracterizacion.

2.2.1.6. Induccion de apoptosis

Materiales
e Materiales de cultivo de células
e Agitador orbital
e Estufaa37°C
e Butirato sodico (Sigma-Aldrich)
e PBS
e Tripsina
e Tubos eppendorf
e Centrifuga

Técnica
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La apoptosis de las células CACO-2 se realizé manteniendo las células en
suspension, en medio completo, en tubos en los cuales no podian adherirse, y que
ademas fueron mantenidos en agitacion para evitar que las células se agregaran.
Para ello, una vez que habian crecido en la placa y estaban confluentes eran
tripsinizadas, contadas con la camara Neubauer (se ponian unas 1-2
x105celulas/mL) y se repartian en tubos eppendorf (segin los puntos que
necesitabamos y por duplicado) junto con medio de cultivo. Los tubos eran
colocados en un agitador orbital a unas 100 rpm y puestos en una estufa a 37
°C. Asi se incubaban, con un movimiento suave, durante unas 20 horas.
Posteriormente, las células eran recogidas mediante una centrifugacion y tratadas
adecuadamente segin la técnica a seguir posteriormente. Estas podian ser la
determinacion de su fenotipo por citometria de flujo, la determinacion de
apoptosis o la extraccion de RNA.

Durante algunos experimentos, las células Caco-2 fueron tratadas con
butirato sodico 5 mM durante 72 horas. La presencia de esta sustancia produce
un efecto de diferenciacion y muerte celular que hace que muchas células se
desprendan de la monocapa celular y aparezcan en suspension. Para rescatar las
células y poder extraerles el RNA o proceder a su tipado, primeramente se recogio
el medio con las células que se habian desprendido. Este medio se centrifugé y se
recuperaron las células. En el caso de las células que seguian adheridas, se
procediéo a su tratamiento con tripsina y se recuperaron con medio completo.
Ambos grupos celulares fueron mezcados, centrifugados y lavados posteriormente

con PBS.

2.2.1.7. Induccion de diferenciacion

Materiales.
e Materiales generales de cultivo de células.
e Dispasa (Becton Dickinson).
e Matrigel (Becton Dickinson).
e Laminina 1 (Becton Dickinson).
e Colageno IV (Becton Dickinson).
e NGF-7S (Sigma-Aldrich).
e IGF-I (Sigma-Aldrich).
e TGF-B1 (Sigma-Aldrich).
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e PDGF (Sigma-Aldrich).
e DbFGF (Biosource, Labclinics, Espana).

e EGF (Calbiochem, Bionova Cientifica, S.L., Espana).

Técnica.

Para determinar el efecto de la diferenciacion en la expresion de CD200R en
las células IEC-6, éstas fueron plaqueadas (5 x 105) en placas de 35 mm que
previamente habian sido recubiertas de una fina capa de una matriz extracelular
extraida del sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) llamada Matrigel
segun las instrucciones del proveedor. Esta matriz extracelular esta compuesta de
laminina, colageno IV, nidégeno, heparan sulfato y diferentes factores de
crecimiento, entre los que destacan TGF-f, EGF e IGF. Esa matriz es similar a la
que se encuentra en la superficie basolateral de las células epiteliales intestinales
(Kleinman and Martin, 2005).

Las células fueron cultivadas en esas condiciones durante 24 6 48 horas,
momento en el que fueron recogidas usando dispasa segun las instrucciones del
proveedor. Las células separadas del Matrigel fueron recogidas y tratadas para la
extraccion de RNA.

Para determinar posteriormente si alguno de los componentes del Matrigel
por separado era el inductor de la diferenciacion de las células y de los cambios
en la expresion de CD200R, se procedi6 al cultivo de las células con cada uno de
los siguientes componentes del Matrigel: laminina 1, colageno IV, factor de
crecimiento de nervios (nerve growth factor 7S, NGF-7S), factor de crecimiento
parecido a la insulina I (insulin-like growth factor I, IGF-I), factor de crecimiento
transformante B1 (transforming growth factor 1, TGF-f1), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF), factor de crecimiento
de fibroblastos basico (basic fibroblast growth factor, bFGF) y factor de crecimiento
epidérmico (epidermal growth factor, EGF) a concentraciones similares a aquellas
en las que se encuentran en el Matrigel. En el caso de la laminina y el colageno se
procedio a cubrir las placas con la proteina, dejar que gelificara y posteriormente
sembrar las células. En el caso de los factores de crecimiento, se procedio al
cultivo de las células con medio al que se le adicioné la cantidad correspondiente

del factor de crecimiento.
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2.2.1.8. Analisis de actividad de la region promotora

El estudio de la actividad del promotor de CD200R1 se ha realizado
utilizando el vector pDs-Red-Express-1, que permite observar la actividad
promotora mediante la medicion o visualizacion de la proteina roja fluorescente

(RFP).

Materiales
e Materiales de cultivo de células.

e Materiales para transfecciones.

2.2.1.9. Medicion de la expresion de la proteina roja
fluorescente (RFP).

Se introdujo la region promotora en el vector pDsRed-Express-1 y esta
construccion fue transfectada en células eucariotas por el método descrito en la
Seccion 2.2.1.5. Posteriormente se aislaron aquellos clones que la hubieron
integrado establemente en su genoma. De esta manera se puede visualizar en un
microscopio de fluorescencia cuales son las células emisoras de fluorescencia y
ademas ésta puede ser medida en un citéometro de flujo, lo que permite observar
la actividad del promotor sin necesidad de lisar las células. Para ello se cultivaron
las células en las condiciones experimentales pertinentes y, cuando hubo pasado
suficiente tiempo para la expresion de la RFP, se observaron al microscopio de
fluorescencia, tras lo cual fueron tripsinizadas y lavadas y se procedié a medir la

emision de fluorescencia en el citometro de flujo

2.2.2. Procedimientos de trabajo con Escherichia
coli

2.2.2.1 Cultivo de bacterias
Materiales.
e Medios LB y LB-agar.

e Soluciones de antibidticos.

e Glicerol (Sigma-Aldrich).
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e Crioviales (Nalgene Nunc).

e Material de plastico y de vidrio estériles.

Técnica.

Las bacterias E. coli XL1-Blue fueron crecidas en medio LB estéril con
tetraciclina a 37 °C. En el caso de aquellas bacterias transformadas con un
plasmido que confiriera resistencia a algin otro antibiético (ampicilina en el caso
de los plasmidos de las familias pGEM-T y kanamicina en el caso de pDs-Red-
Express-1), éstas fueron crecidas en LB con tetraciclina y ese antibiotico.

Todos los materiales y soluciones empleadas en el cultivo de bacterias eran
estériles o autoclavados. Para el almacenamiento a largo plazo de las cepas
bacterianas, estas fueron guardadas en crioviales a -80 °C en medio LB
suplementado con glicerol al 50%.

En los casos en los que se requeria pequenas cantidades de bacterias, se
inocularon 5-10 mL de LB mas los correspondientes antibiéticos con una colonia
o parte del glicerol y se cultivé a 37 °C durante 12-15 horas.

Para los cultivos en los que se requeria mayor cantidad de bacterias, se
preparé previamente un cultivo iniciador de la manera previamente indicada.
Posteriormente se inocul6é 100-200 mL de LB mas los correspondientes
antibioticos con 1:100 del cultivo iniciador y se procedi6o a su incubacion a 37 °C
con agitacion suave durante el tiempo necesario para obtener una absorbancia de
0,5-0,6 a 600 nm. Las bacterias fueron recuperadas por centrifugacion.

En el caso de los cultivos sobre medio so6lido, se usaron placas de LB-agar
con los correspondientes antibioticos en las que se sembraron diferentes
diluciones de soluciones de bacterias E. coli. Las placas fueron incubadas

invertidas durante toda la noche a 37 °C.

Preparacion de bacterias competentes

Materiales.
e Bacterias Escherichia coli cepa XL1-Blue.
e Medio LB liquido.
e Solucion de tetraciclina.
e Agua estéril autoclavada fria.
e Glicerol al 10% autoclavado frio.

e Glicerol absoluto estéril.
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Técnica.

Se inocularon 5 mL de medio LB liquido y tetraciclina con bacterias de la
cepa XL1-Blue. El in6culo se incubé a 37 °C con agitacion moderada durante toda
la noche. Al dia siguiente se tomoé una alicuota con la que inoculamos un matraz
erlenmeyer de 250 mL de LB liquido y tetraciclina, que fue incubado a 37 °C hasta
alcanzar una densidad optica de 0,5-0,6 a 600 nm. En ese momento se pasaron las
bacterias a tubos de polipropileno en los que se realizaron los siguientes pasos:

- Centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Eliminar el
sobrenadante.

- Lavar una vez con un volumen de agua bidestilada autoclavada fria.

- Lavar dos veces con medio volumen de agua bidestilada autoclavada fria.

- Lavar una vez con 0,02 volumenes de glicerol al 10% en agua frio.

- Resuspender en 0,002 volumenes de glicerol al 10% en agua frio.

- Las bacterias asi obtenidas se hicieron alicuotas y, bien fueron utilizadas

inmediatamente, bien fueron guardadas a -80 °C para su uso posterior.

Electroporacion

Materiales
e Bacterias competentes.
e Plasmido.
e Medios LB y LB-agar.
e Soluciones de antibioticos.
e Electroporador Electroporator 2510 (Eppendorf).
e Cubetas de electroporacion.

e Material de plastico estéril

Técnica

Es el proceso por el que se introduce el DNA en el interior de las bacterias a
través de una descarga eléctrica. La electroporacion es el método mas eficiente
para la transformacion de E. coli.

Para ello se utilizaron 50 puL de las bacterias competentes obtenidas por la
técnica previamente descrita que fueron mezcladas con parte del volumen de la

ligacién (segiin protocolo indicado en la seccion 2.2.7.8). La mezcla se introdujo
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dentro de la cubeta de electroporacion y se sometiéo a un pulso eléctrico de 2500
voltios a 16-19 kV/cm?2. Las bacterias fueron recogidas anadiendo directamente a
la mezcla un mililitro de medio LB sin antibidticos a 37 °C. Las bacterias
transformadas se incubaron durante una hora a 37 °C en un agitador orbital con
agitacion suave (100 rpm) para favorecer su recuperacion tras la elecroporacion.
Pasado ese tiempo se sembré una alicuota de esas bacterias en una placa de LB-
agar con los antibi6ticos adecuados, tras lo cual la introdujimos en una estufa a

37 °C durante toda la noche o hasta la aparicion de colonias.

Screening de colonias

Materiales
e Medios LB y LB-agar.
e Soluciones de antibioticos.
e Soluciéon STET: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris'HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8 y 5%
Triton X-100 en agua bidestilada estéril.
e Isopropanol (Panreac).

e Etanol (Panreac).

Técnica.

En el caso de los plasmidos que, como el pGEM-T, permiten la seleccion
blanco-azul, las colonias blancas que se han obtenido se pican con palillos de
dientes estériles que se introducen en tubos eppendorf de 1,5 mL que contienen
un mililitro de medio LB liquido. Se dejan crecer durante toda la noche a 37 °C en
un agitador orbital a 200 rpm. Cuando el sistema de seleccion blanco-azul no
estaba disponible, se picaron colonias transformadas con el plasmido religado
(control negativo) y colonias transformadas con la ligacién aleatoriamente.

El DNA plasmidico se extrae mediante una variante del protocolo de lisis
por calentamiento (miniprep) (Sambrook, 1989)que implica un choque térmico a
95 °C durante 55 segundos seguido de una serie de precipitaciones. Asi, los
cultivos fueron centrifugados y el sedimento de bacterias fue resuspendido en
solucion STET, para posteriormente sufrir el choque térmico. A continuacion se
eliminaron los restos bacterianos y se procedi6é a precipitar el DNA plasmidico con

acetato sodico 3 M pH 5,2 y 500 uL de isopropanol, para posteriormente limpiarlo
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con etanol. Finalmente secamos el DNA al aire y se resuspendié en agua
bidestilada estéril. Para la comparacion de los plasmidos se procedi6 a correr una
alicuota en un gel de agarosa. Cuando comparamos el tamano de los plasmidos
obtenidos por este protocolo y el del plasmido control religado decidimos qué
plasmidos (y por ende, qué colonias) habian integrado el fragmento de DNA que
queriamos clonar. Mediante cortes con enzimas de restriccion se determiné cual

de los positivos portaba el fragmento que nos interesaba.

2.2.3. Procedimientos de trabajo con RNA

Extraccion de RNA

El RNA se obtuvo por el método de la extraccién con el reactivo llamado
Trizol (Invitrogen), que consiste en una soluciéon monofase de fenol y tiocianato de
guanidina, y el método indicado por el fabricante.

Todas las soluciones que no contienen componentes organicos y el material
de plastico y de vidrio fueron tratados con agua y dietilpirocarbonato (DEPC)
durante un minimo de 12 horas y posteriormente autoclavados dos veces para
eliminar las posibles nucleasas de RNA existentes y los restos de DEPC. La
solucion stock de tiocianato de guanidina (GT) se esterilizé por filtracion a través

de filtros de nitrato de celulosa de tamano de poro 0.2 uM.

Extraccion con Trizol.

Materiales
e Reactivo Trizol (Invitrogen).
e Cloroformo (Sigma-Aldrich).
e Alcohol isopropilico (Panreac).

e Etanol (Panreac).

Técnica

Se partié de las células (sobre las cuales se anadio el Trizol) o de los tejidos
(a los que se les anadio el Trizol y se homogenizaron usando un Polytron). A
continuaciéon se incubaron las muestras y se les anadié 0,5 volimenes de

cloroformo, mezclando bien el contenido del tubo. Se centrifugd a maxima
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velocidad a 4 °C para separar dos fases, una superior donde permanece el RNA y
otra inferior donde queda el DNA y otros componentes celulares, separadas por
una interfase de proteinas.

La fase superior fue recuperada y pasada a otro tubo en el que se anadi6 un
volumen de isopropanol. La mezcla fue incubada y, tras centrifugarla, se obtuvo
un precipitado de RNA que fue lavado secuencialmente con etanol absoluto y
etanol 70%. Este precipitado fue secado al aire y posteriormente resuspendido en
agua tratada con DEPC.

Para comparar la calidad del RNA se resolvieron 5 pug de RNA, previamente
adicionados de tampon de carga y desnaturalizados por calentamiento durante 5
minutos a 65 °C, en un gel de agarosa al 0,8%. La electroforesis se llevé a cabo
durante una hora a 80V, utilizando TAE 1X como tampon. El gel se tiné con
bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador de ultravioleta. Si el RNA
obtenido estaba en buenas condiciones se veian dos bandas que corresponden a

las subunidades ribosémicas 18S y 28S.

. L - .- +——Banda 28S
% <«—— Banda 18S
- - " =

Figura 8.-Imagen tipica de un gel de RNA donde se observan las bandas correspondientes a las
subunidades ribosémicas.

Tratamiento con TURBO DNAsa

Para evitar la posible interferencia del DNA que puede contaminar las

muestras de RNA se trataron las muestras con TURBO DNasa.

Materiales
e Kit Turbo DNA-free (Ambion, Bionova Cientifica, S.L., Espana).
e RNA de interés.
e Agua bidestilada tratada con DEPC.
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Técnica

Mezclamos 10 ug de RNA total con 1 uL de TURBO DNasa (2 U) y 5 uL de
tampon de TURBO DNasa y completamos hasta un volumen final de reaccion de
S0 pL con agua bidestilada tratada con dietilpirocarbonato. Se incub6 la reaccion
durante 30 minutos a 37 °C. A continuacién se anadi6 otro microlitro de enzima
TURBO DNasa e incubamos nuevamente durante 30 minutos a 37 °C. Para
detener la reaccion e inactivar la enzima anadimos 5 upL de reactivo de
inactivacion (Dnase Inactivation Reagent) y mezclamos bien. Se mantuvo la
solucion a temperatura ambiente durante 3-5 minutos y se elimin6 el agente
inactivador por centrifugacion. A continuacion se recuperd el sobrenadante, se
pasé a un tubo nuevo libre de RNAsas y se procedi6 a la cuantificacion del RNA

limpio de DNA.

2.2.4. Cuantificacion de DNA y RNA

Materiales
e Agua bidestilada estéril.
e Acido nucleico de interés.
e Cubeta de cuarzo.

e Espectrofotometro.

Técnica
Para cuantificar el RNA y el DNA obtenidos se emplea un método
espectrofotométrico. Para determinar la calidad se mide la absorbancia a 230,
260, 270 y 280 nm y se hacen las siguientes comparaciones:
- Aseo/Asso: debe estar entre 1,7 y 2,0. Una relacion menor indica
contaminacion por proteinas.
- Aseo/A270: debe ser mayor de 1. Si es menor indica contaminacion por
fenol.
- Azeo0/A230: debe estar entre 2,0 y 2,3. Si es menor indica contaminacién
por lipidos o tiocianato de guanidina.
Para determinar la cantidad, se mide la absorbancia (A) a 260 nm dado que
una unidad de absorbancia a dicha longitud de onda equivale a una

concentracion de 40 pg/mL (en el caso del RNA) o de 50 pg/mL (en el caso del
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DNA de doble hebra) usando una cubeta de cuarzo de 1 mL de capacidad y 1 cm

de ancho.

2.2.5. Reaccion de transcripcion inversa (RT)

Esta técnica se basa en la sintesis de una hebra de DNA complementario
(cDNA) de cadena simple a partir del RNA mensajero (mRNA) (Sambrook et al.,
1989).

Para ello se usa la enzima transcriptasa inversa que sintetiza el cDNA a partir de
los sitios determinados por los cebadores empleados, que pueden ser Utiles para
generar cDNA de todos los mRNA (en este caso el cebador es un p(dT).) o sélo para
uno de los mRNA (en cuyo caso el cebador sera complementario a una parte de la

secuencia del mRNA).

Materiales

e Tampon de la transcriptasa inversa 5X (Invitrogen).

e Ditiotreitol (DTT) 100 mM (Invitrogen).

e Inhibidor de nucleasas de RNA: Rnase Out (Invitrogen).

e Transcriptasa inversa: SuperScript II RT RNASA H-Reverse Transcriptase
(200 U/ul) (Invitrogen).

e dNTPs 10 mM de cada uno: dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Biotools).

e Cebadores (Sigma Genosys).

e Termociclador.

e Tubos eppendorf de 200 uL libres de nucleasas de RNA (Molecular
Bioproducts, EEUU).

Técnica

Se mezclaron de 100 a 500 ng de RNA total con 1 uL de cebador p(dT). de
concentracion 10 ug/ulL o 1 uL de cebador especifico de concentracion 2 ug/uL. La
mezcla se incubé durante 10 minutos a 70 °C para desnaturalizar el RNA e
inmediatamente se enfrio a 4 °C, proceso durante el cual hibrida el cebador. En
ese momento se anadié una mezcla que contenia 4 pL del buffer 5x, 2 uL de DTT
100mM, 1 pL de inhibidor de nucleasas de RNA, 1 uL de dNTPs, 1 uL de enzima
SuperScript II y la cantidad de agua tratada con DEPC necesaria para llegar hasta

un volumen total de 20 upL. Aplicamos un pulso a las muestras que fueron
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incubadas en el termociclador a 42 °C durante 1 hora a 70 °C durante 15 minutos
para terminar la reaccion, tras lo cual se enfriaron a 4 °C. El cDNA asi obtenido

pudo ser usado inmediatamente o guardado a —20 °C hasta su empleo.

2.2.6. Extension de cebadores (Primer Extension)

Esta técnica permite llevar a cabo el estudio del extremo 5’ de los mRNA de
los genes. Asi podemos determinar el punto de inicio de la transcripcion y
estudiar también si existe mas de un inicio de transcripcion. Consiste en la
retrotranscripcion del mRNA usando un cebador especifico antisentido marcado
radiactivamente y que hibrida en una posicion cercana al supuesto inicio de

transcripcion.
Marcaje del cebador y de los marcadores de pesos moleculares.

Materiales
e Tampon 10x de la T4 polinucleétido-quinasa.
e T4 polinucleotido-quinasa.
e Cebadores (Sigma Genosys).
e Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) (USB Corporation)
e Sephadex G-25 6 Sephadex G-50. (GE Healthcare Biosciences, Espana).
e [y-32P]ATP (GE Healthcare Biosciences, Espana).

Técnica

Marcamos el cebador correspondiente mezclando 1 uL de cebador (10
picomoles totales), 5 pL de [y-32P] ATP, 2 puL de tampén 10x, 2 uL de T4
polinucleétido-quinasa (8 unidades) y agua para un volumen final de 20 puL.
Incubamos a 37 °C durante 1 hora y posteriormente inactivamos la enzima
incubando a 70 °C durante 10 minutos. Después introdujimos la mezcla en hielo.

A continuacion cuantificamos el porcentaje de incorporacion del [y-32P] ATP
filtrando la mezcla a través de una columna de Sephadex G-25 al centrifugar a
3000 rpm durante 3 minutos. Medimos en un contador de centelleo 1 uL de
cebador marcado en 1 mL de liquido de centelleo. El valor obtenido debe ser

superior a 105 cpm/uL.
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En el caso de los marcadores de pesos moleculares, la reaccion que se

preparo fue la misma sustituyendo el cebador por el marcador de peso molecular.

Reaccion de hibridacion.

Materiales
e Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).
e Cebador marcado.
e Termobloque.

e Bano de agua en ebullicion.

Técnica

Cuantificamos y verificamos el estado del RNA problema. Mezclamos para
un volumen total de 10 pL: 2 pL de tampon 10x, 10 ug de RNA total, 105 cpm del
cebador y agua tratada con DEPC. Aplicamos un pulso en la centrifuga e
incubamos la mezcla a 95 °C durante 5 minutos, tras lo cual enfriamos de forma
rapida hasta 65 °C, temperatura que la mantuvimos durante 10 minutos, para

posteriormente enfriar lentamente hasta los 42 °C, proceso que dur6 2-3 horas.

Reaccion de extension del cebador.
Materiales
e Tampodn Sx para la transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen).
e dNTPs (100mM) (Invitrogen).
e DTT (100mM) (Invitrogen).
e Inhibidor de nucleasas de RNA (40 U/uL) (Invitrogen).

e Transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen).

Técnica

Una vez la mezcla de la reaccion de hibridacion habia alcanzado los 42 °C
le anadimos la mezcla, previamente preparada y calentada, de 10 uL de tampon
Sx, 0,5 uL de la mezcla de dANTP (10 mM de cada uno —dATP, dCTP, dGTP, dTTP-),
0,5 pL de inhibidor de nucleasas de RNA, 1 pL de la transcriptasa inversa
SuperScript II y 26 uL de agua tratada con DEPC. Mezclamos por pipeteo y

aplicamos un pulso en la microfuga. Finalmente incubamos la muestra a 42 °C
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durante 1 a 2 horas, tiempo durante el cual se dio la reacciéon de transcripcion
inversa.

Detuvimos la reaccion anadiendo 5 uL de acetato sodico 3 M, pH 4.8 y 150 uL de
etanol absoluto. Dejamos que el cDNA precipitara durante toda la noche a —20 °C.
Al dia siguiente centrifugamos 15 minutos a 13000 rpm. Eliminamos el
sobrenadante y lavamos el precipitado con 150 upL de etanol al 70%.
Centrifugamos nuevamente en las mismas condiciones. Dejamos secar la muestra
al aire y resuspendimos en 5 uL de tampon TE. Los productos de la transcripcion
inversa asi resuspendidos se mezclaron con 10 uL de tampén de carga
desnaturalizante, con 97,5% de formamida, 10 mM EDTA pH 7,5, azul de
bromofenol 0,3% y xileno cianol 0,3%. Calentamos dos veces a 65 °C durante 10
minutos, mezclando en el vortex antes de cada calentamiento. Después

calentamos a 90 °C durante tres minutos antes de cargar las muestras.

Electroforesis de las muestras.

Materiales
e Urea (Sigma-Aldrich).
e Solucioén de acrilamida/Bis (37,5:1) al 40% (BioRad).
e Tampon de electroforesis TBE 1x y TBE 10x (BioRad).
e Persulfato amonico ( Sigma-Aldrich)
e TEMED( Sigma-Aldrich)
e Peliculas Kodak (Sigma-Aldrich).
e Liquidos de revelado: Revelador ultrafin y fijador Superfix, de Tetenal, de
Alemania.

o Casete: Hyperscreen (Amersham, GE Healthcare).

Técnica

En un vaso de precipitados mezclamos 25,2 g de urea, 6 mL de TBE 10x (1
M Tris-base, 16 mM EDTA pH 8, 800 mM acido borico), 9,76 mL de solucion de
acrilamida/bis (37,5:1) al 40% y agua hasta un volumen de 60 mL. Una vez
mezclados los distintos componentes le afiadimos los agentes polimerizantes: 250
uL de persulfato amoénico al 10% y 75 uL de TEMED. Vertimos el contenido del

vaso de precipitados entre los cristales y dejamos polimerizar durante una hora
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aproximadamente. Para la electroforesis se empleé un sistema Poker Face II SE
1600 (Hoefer Scientific Instrument).

Cargamos el volumen total de las muestras en el gel, que habia sido precalentado
durante 30 minutos a 1500 V. La electroforesis se realizé a 2000 V hasta que el
frente alcanzo la parte baja del gel (2-3 horas).

Una vez finalizada la electroforesis transferimos el gel a papel Whatman y
secamos calentando a 65 °C durante 2 horas en un sistema de vacio Centrivac
(Heraeus Instruments, Control Técnica, Espana). Recortamos el papel Whatman
con el gel y le expusimos una pelicula fotografica en un casete durante un tiempo
que vari6 dependiendo de la emision de radiactividad detectada con un contador
Geiger-Muller Series 900 Mint Monitor (Morgan, Espana). Al dia siguiente
revelamos la pelicula y determinamos los tamanos de los productos extendidos en

la reaccion.

2.2.7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite la amplificacion in vitro de un DNA utilizando
cebadores especificos de la secuencia. Dependiendo de la enzima usada y de la
secuencia a amplificar se aplican diferentes protocolos que tienen en comun la
existencia de un nimero dado de ciclos que constan de los pasos:

- desnaturalizacion: consiste en la separacion de la doble hebra de DNA

en dos hebras complementarias por calentamiento.

- hibridacién: paso en el que los cebadores se unen al DNA
desnaturalizado previamente en aquellas zonas en la que exista
complementariedad, que estaran flanqueando la zona que se pretende
amplificar.

- elongacién: paso en el que la DNA polimerasa anade nucleétidos para
producir la hebra complementaria a aquélla donde se ha unido el
cebador. Los productos de cada ciclo de amplificacion seran
desnaturalizados, empezando un nuevo ciclo de amplificacion.
Tedricamente, para un numero n de ciclos, se obtendran 2» hebras del

producto por cada secuencia inicial.
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Materiales.
e Tubos eppendorf de 200 pL para PCR.
e dNTPs 10 mM de cada uno: dATP, dCTP, dTTP y dGTP.
e Oligos forwardy reverse (Sigma-Genosys).
e Tampon de la polimerasa 10X
e Cloruro de magnesio 25mM.

e DNA polimerasa (2,5 U/uL)

Técnica

Se mezcla en un tubo de 0,2 mL una cantidad de DNA que varia
dependiendo del experimento a realizar (excepto en el tubo de control negativo,
donde se anade agua bidestilada estéril), 5 uL del tampon de la DNA polimerasa, 1
uL de la mezcla de nucledtidos, 2 pL de la solucion de cloruro de magnesio, 1 pL
de una solucion 10 mM de los correspondientes cebadores, 0,5 uL de la DNA
polimerasa y completamos hasta 50 pL con agua bidestilada autoclavada.

A continuacion se aplico un pulso para mezclar bien los componentes de la
muestra y se colocaron los tubos en el aplicandosele un protocolo de
temperaturas que vario dependiendo del producto que esperamos obtener y de las
caracteristicas de los cebadores, aunque las condiciones estandar de
amplificacion pueden resumirse en un ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C, 5
minutos), seguido de wun numero variable de ciclos compuestos de
desnaturalizacion (94 °C, 30-60 segundos), hibridacién (50-60 °C, 30 segundos) y
elongacion (72 °C, 60 segundos/kilobase del producto amplificado), y que acaba
con una elongacion final (72 °C, 10 minutos).

Los productos obtenidos pueden ser usados inmediatamente o bien
guardados a —20 °C hasta su utilizacion.

La temperatura de hibridacion empleada fue la temperatura media de
fusion (Tm) de los cebadores empleados menos 5 °C. El numero de ciclos
empleado dependié del uso posterior del producto amplificado: cuando se uso6
para su secuenciacion se us6é un numero final de ciclos de 30-35 ciclos, mientras
que si se pretendia la semicuantificacion de la expresion del mRNA se uso un
numero similar de ciclos pero se sacaron alicuotas desde el ciclo 20 hasta el 30
para su analisis en geles de agarosa.

En los casos en los que se pretendia clonar el producto que se obtuviera de

la reaccion de PCR, como cuando se obtuvo el promotor de CD200R, los cebadores
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tenian en los extremos sitios de restriccion para que el producto fuera digerido y
clonado en el vector de interés digerido con esas mismas enzimas. Dado que los
sitios de restriccion no hibridaban con el molde, se procedio en los primeros cinco
ciclos a usar una Tm de la zona que hibridaba realmente, y posteriormente, una
vez que se hubieran producido algunos productos con los sitios de corte, se
aumento la temperatura de hibridacion a la Tm del cebador completo. Ademas la
cantidad de nucleétidos se disminuy6 a la mitad para disminuir la posibilidad de

que la DNA polimerasa introdujera mutaciones.

2.2.7.1. Estudio de la expresion de genes por RT-PCR

Materiales
e Tubos eppendorf de 200 pL para PCR.
e dNTPs 10 mM de cada uno: dATP, dCTP, dTTP y dGTP.
e Oligos forwardy reverse (Sigma-Genosys)
e Tampon de la polimerasa 10X.
e Cloruro de magnesio 25mM.
e DNA polimerasa (2,5 U/uL)
e Termociclador 9600 6 9700 de Applied Biosystem.
e Scion Image Beta 4.02 para Windows (Scion Corporation, EEUU).

Técnica

El estudio de la expresion de genes a nivel de mRNA incluye el aislamiento
del RNA total, la reaccién de transcripcion inversa del mRNA a cDNA y la
amplificacion del DNA diana por PCR.

Para determinar la expresion de CD200R a nivel de mensajero se

emplearon los siguientes cebadores:

LRGQP-F S-ATCCTGAGAGGCCAGCCTTC-3°

SNGTV-R S5-CAGTCACTGTGCCCATTGCTC-3"

CEXON3-F S-CACTTTCCAGGGGAAAATAG-3~

PEXONS5-R 5-CGGGATCCTCACAAATCTGGTGATGTGAAA-3"
PEXON3-F S5-GGAATTCCATATGTGTATGGATGAAAAACAGATTAC-3°
VTPDG-R 5-GGAAATTCCCATCAGGTGTTAC-3"

cd200RF 5-GACTGGCAACAAGAGTCTG-3"

CD200RrevA S5-CCTGTGGTGACCAGAATGA-3"
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Como control interno se empleo la expresion de la gliceraldehido-3-fosfato-

deshidrogenasa (GAPDH) y la B-Actina utilizando los siguientes cebadores:

GAPDH-F S5-CCCTTCATTGACCTCAACTAC-3’
GAPDH-R 5-AGTGATGGCATGGACTGTGGT-3"
B-ACTINA-F S5-ATCGTGCGTGACATTAARGA-3"

B-ACTINA -R S5-AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG-3°

Para realizar la comparacion de la expresion de los mRNA en las diferentes
muestras se utilizé el programa Scion Image Beta 4.02 para Windows, de Scion
Corporation, EEUU, segun las instrucciones del uso indicadas en la Ayuda del

programa.

2.2.7.2. Estudio de la expresion de genes por PCR a tiempo real
(Real Time PCR)

El estudio de la expresion de genes por PCR a tiempo real se realizé por dos

métodos diferentes:

SONDAS TAQMAN

En el caso de la determinacion de la expresion de CD200R en los individuos
sanos y enfermos utilizamos oligos que estan marcados especificamente con
sondas Tagman para analizar las distintas isoformas; los reactivos procedian de la
casa Applied Biosystem y en este caso los oligos fueron disenados también por

esta casa (Assays-by Design). Desconocemos su secuenciacion.
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MATERIALES Y METODOS
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Figura 9. Imagen tipica de una reacciéon de PCR tiempo real.
Materiales

e Tubos para PCR a tiempo real
e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
e Mastermix: 2X TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG

e Oligos especificos marcados con sondas Tagman ®:
-Hs00373422_m1 (permite detectar la isoforma larga)
-Hs00793597_m1 (permite detectar la isoforma sin el ex6n 2)

e Control interno GUS

Termociclador: ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System

Técnica

En este experimento se utilizo como control interno el gen GUS (codifica
para la B-glucuronidasa) que es una glicoproteina relativamente abundante y que
es expresada de forma constitutiva en muchos tejidos. Actia como wuna

exoglicosidasa en los lisosomas (Oshima et al., 1988).

Se emple6é dicho gen porque en un estudio preliminar con diferentes
controles internos se determino que era el gen mas idoneo ya que ofrecia menos

variacion entre muestras.
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SYBR® Green QPCR

En el caso de la determinacién de la variacion de la expresion de CD200R
con el paso del tiempo de las células que permanecen en suspension, utilizamos
esta técnica pero marcando el DNA con un fluoréforo inespecifico como es el SYBR
®Green. En este experimento usamos los oligos LRPQ-F y SNGT-V (detallados

mas atras). En este caso el gen control empleado fue la -Actina.

Materiales
e Tubos para PCR a tiempo real
e Mastermix: 2X Brilliant® II SYBR® Green QPCR Master Mix
e Termociclador : Mx3000P de Stratagene
e Oligos especificos: LRPQ-F y SNGT-V, B-Actina.

Técnica
El método seguido es el siguiente. Se hace una mezcla madre con todos los
componentes para que al final salga un volumen final de 25uL. Los componentes

se van anadiendo en el orden en que estan escritos:

-12,5 pl de 2X Brilliant II SYBR Green QPCR master mix.

-0,06 pL de RT.

-x pl de oligo forward (200-600 nM concentracion final) (por ejemplo, 5

uL/tubo de dilucion 1/100 de la solucion madre del oligo de B-actina-F)

-x pl de oligo reverse (200-600 nM concentracion final) (por ejemplo, 6,25

uL/tubo de dilucion 1/100 de la solucion madre del oligo de B-actina-R).
Agitar suavemente para que se mezclen pero sin hacer burbujas.

-Anadir x pl of experimental gDNA, cDNA, o DNA plasmidico a cada
reaccion.

-Anadir agua si es necesario para tener los 25 pL de volumen final.
Agitar de nuevo, suavemente, para que se mezclen pero con cuidado de no hacer
burbujas.

Poner en el termociclador con el siguiente programa:
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MATERIALES Y METODOS

CICLOS DURACION DEL CICLO TEMPERATURA
1 30 minutos 50°C
1 10 minutos 95°C
30 segundos 95°C
40 1,0 minuto 60°C
1,0 minuto 72°C

Fluorescence (dRn)

-template

T

Fluorescence (-R'(

T2OT4 TE T
Temperature (20

Figura 10.-. Curva de amplificacion (arriba) y curva de disociaciéon (abajo) de una reaccion con
molde de DNA y sin €l. Cuando los productos amplificados son sometidos al analisi de la curva
de disociacion se distinguen facilmente el pico correspondiente al ampli amplicon (que se
centra en los 81°C) y el pico de fluorescencia correspondiente a los dimeros de oligos que se
han formado (que se localizan a los 76°C)
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Figura 11. Esquema del programa de temperaturas seguido por el método del SYBR® Green.

En este caso hay que poner el programa para que se desarrolle la curva de
disociacion, que es la que nos confirmara que el experimento ha salido bien o
mal.

Incubar las reacciones durante 1 minuto a 95°C, subiendo desde 55°C.
Para ello, el instrumento ira aumentando la temperatura desde 55°C hasta 95°C a
una velocidad de 0.2°C/sec y recogera datos de fluorescencia continuamente

durante toda la rampa de temperatura.

2.2.7.3. Preparacion de DNA plasmidico

Materiales
e Medio LB.
e Soluciones de antibioticos
e CONCERT™ Rapid Plasmid Miniprep System. (Invitrogen).
e GFX™ Microplasmid Prep Kit (Amersham, GE Healthcare).
e Glicerol (Sigma-Aldrich)

Técnica.

Las colonias positivas verificadas, segiin el protocolo de la Seccién 2.2.2.1

(Screening de colonias), fueron crecidas para obtener la cantidad suficiente de
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bacterias que nos diese la cantidad de plasmido necesaria para poder
secuenciarlo. El crecimiento se dio durante unas 16 horas a 37 °C con agitacion.

Para ello las colonias seleccionadas fueron crecidas en LB liquido con los
correspondientes antibioticos durante toda la noche. Una alicuota del cultivo fue
mezclada con glicerol y congelada a — 80 °C para obtener el correspondiente stock
de glicerol del que poder recuperar el clon cuando fuera necesario. El resto del
cultivo fue usado para extraer el plasmido siguiendo los protocolos respectivos de
los kits comerciales CONCERT™ Rapid Plasmid Miniprep System o GFX™
Microplasmid Prep Kit. Basicamente, las bacterias fueron centrifugadas y
posteriormente resuspendidas en una solucion de resuspension. A continuacion
se anadio6 la soluciéon de lisis que rompiera las membranas bacterianas, y después
se anadié una solucién neutralizadora. Se eliminaron los restos bacterianos por
centrifugacion y el sobrenadante se filtr6 por una columna en la que quedé el

DNA plasmidico. Este fue lavado y posteriormente eluido.

2.2.7.4. Preparacion de DNA gen6émico

Materiales.
e Tampon de lisis de eritrocitos: Tris-HCI1 pH 7,5 20 mM; MgCl, SmM
e Tampon de lisis de leucocitos: NaCl 0,4 M; EDTA pH 8 2 mM; Tris-HCI pH
7,5 10 mM.

Técnica.

Para la obtencion de DNA genémico de linfocitos humanos se us6 el metodo
de la extraccién salina. Para ello, se obtuvo sangre periférica en un tubo con
EDTA como anticoagulante, que fue diluida con suero salino y posteriormente
centrifugada. La fase inferior y la interfase fueron lavadas dos veces con tampoén
de lisis de eritrocitos, tras lo cual los leucocitos quedaron como un sedimento en
el fondo del tubo. Estos leucocitos fueron lisados al anadir SDS y proteinasa K
junto con tampon de lisis de leucocitos e incubar a 37°C toda la noche. A
continuaciéon, se anadié solucion de cloruro sédico y se centrifugoé la mezcla. El
sobrenadante fue mezclado con cloroformo y centrifugado de nuevo. La fase
superior, que contiene el DNA, es mezclada con etanol, lo que produce que

aparezca una malla de DNA genomico que fue recogida y pasada a un tubo nuevo
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donde se lavo con etanol del 70% para, posteriormente, ser resuspendido en agua

bidestilada estéril.

2.2.7.5. Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis de los productos de DNA se realizo en geles de agarosa
horizontales preparados en tampon TAE (40 mM Tris-base, acido acético glacial
0,11% (v/v), 1 mM EDTA-Nay, pH 8) de porcentajes variables dependiendo del

tamano de los fragmentos de DNA esperado.

Materiales

e Cubeta de electroforesis.

e Soporte de geles.

e Peines de ocho pocillos.

e Etanol al 70 %.

e Soluciéon TAE 1X(40 mM Tris-base, acido acético glacial 0,11% (v/v), 1 mM
EDTA-Nay, pH 8).

e Soluciones de agarosa en TAE a diferentes concentraciones.

e Tampon de carga: sacarosa 40 % p/v en agua destilada estéril con 0,5% de
azul de bromofenol.

e Fuente de electroforesis.

Técnica

Se limpio el soporte y la cubeta con etanol al 70 % primero y después con
agua bidestilada estéril. El soporte se sell6 con dos trozos de cinta de autoclave y
se coloco el peine. Posteriormente vertimos la solucién de agarosa, que habia sido
fundida previamente, evitando que se formen burbujas. Esperamos que
polimerizara el gel durante 30-45 minutos.

Una vez se produjo la polimerizacion, se retiraron los dos trozos de cinta de
autoclave y el peine y se coloco el soporte con el gel en la cubeta, cubriéndolo con
TAE 1X.

Después cargamos las muestras, que habian sido previamente mezcladas
con el tampon de carga, en los diferentes pocillos, evitando hacer burbujas con

aire que pudieran expulsar parte de la muestra del pocillo.
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Tras haber cargado las muestras se cerr6 la cubeta y se conectaron los
electrodos. Se dejo correr el gel durante aproximadamente una hora a 60-80V. El
DNA, cargado negativamente, migré hacia el anodo. Los fragmentos migraron a
distancias inversamente proporcionales al logaritmo del nimero de pares de bases
de los mismos. Una vez realizada la electroforesis de desconectaron los electrodos,
se abrié la cubeta y se introdujo el gel en una solucion de bromuro de etidio
durante diez minutos, lavandolo después con agua bidestilada durante cinco
minutos. Posteriormente se procedio a visualizar el gel en un transiluminador que
emite luz UV (A=254 nm) para poder ver las bandas de DNA en las que se ha
intercalado el bromuro de etidio.

Para poder determinar el tamano de los fragmentos obtenidos se usaron
marcadores de pesos molecular comerciales del fago A digeridos con HindIII
(Invitrogen), Pstl (Sigma-Aldrich) o con diferentes enzimas para dar fragmentos

multiplos de 100 6 1000 pb (Biotools).

2.2.7.6. Purificacion de DNA de geles de agarosa

En el gel se puede ver si se obtienen fragmentos de los tamanos esperados
por comparacion con un marcador de tamanos de DNA.
Cuando se obtienen fragmentos de los tamanos esperados se puede

proceder a su purificacion del gel de agarosa donde se encuentra.

Materiales
e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
e Isopropanol.

e Agua bidestilada estéril.

Técnica

Se siguiod el protocolo indicado en el kit QIAquick Gel extrction Kit Una vez
seleccionada la banda de tamano esperado se procedido a la extraccion de la
misma del gel de agarosa usando una cuchilla estéril y se introdujo en un tubo
eppendorf de 1,5 mL que habia sido previamente pesado. Pesamos el tubo con la
banda de DNA y por diferencia obtuvimos cuanto pesaba el fragmento de gel que
habiamos cortado.

A continuacion se anadieron tres volimenes del tampén de solubilizacion

QG e incubamos a 50 °C durante diez minutos. Posteriormente afadimos un
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volumen de isopropanol, mezclamos y cargamos la muestra en una columna con
una matriz de gel de silice provista por el kit. Centrifugamos a 13000 rpm durante
un minuto lo que permitio que el DNA se uniera a la columna. Después lavamos
con el tampon PE y centrifugamos nuevamente para eliminar los restos de etanol
que pudieran quedar. Finalmente se eluyé con 30 6 50 ulL de agua estéril

autoclavada.

2.2.7.7. Empleo de enzimas de restriccion

Materiales
e Tampon 10X de la enzima.
e Enzima de restriccion.
e Agua bidestilada esteéril.
e DNA de interés

Técnica

Se emplearon enzimas de restriccion de tipo II para digerir DNA de doble
banda para propoésitos analiticos (para identificar si el producto tenia un patron
de digestion esperado) o preparativos (fundamentalmente para su posterior
clonacién). Las enzimas o endonucleasas de restriccibn son proteinas que
reconocen secuencias particulares del DNA, a las que se unen y cortan en sitios
especificos denominados sitios de restriccion, hidrolizando un enlace fosfodiéster
en cada banda.

En general, se digirieron 1-10 pg de DNA con 10-20 unidades de enzima en
un volumen total de 20 pL con el tampén apropiado (suministrado por la casa
comercial). Esta reaccion se realizo durante 1-2 horas a 37 °C. La reaccion fue
terminada mediante choque térmico o extrayendo el DNA usando fenol:cloroformo.

La digestion completa fue confirmada por electroforesis en gel de agarosa.

2.2.7.8. Clonacion de fragmentos de DNA

La clonacion de los productos de PCR consta de la ligacion de dichos

fragmentos tras ser purificados en un plasmido y de la posterior transformacion
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de bacterias competentes con dicha ligacion (2.2.2.1). Puede ser necesario
defosforilar el vector para evitar la posibilidad de la religacion del vector y
disminuir el nimero de falsos positivos (colonias que crecen porque tienen el
plasmido pero éste no ha incorporado el fragmento de interés), sobre todo cuando
se pretende obtener transformantes con un vector sin el sistema de seleccion

blanco/azul.

Defosforilacion de los plasmidos linearizados con Calf Intestine Alkaline
Phosphatase (CIP) o con Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Materiales
e Tampon de la CIP ( o Tampoén de la SAP) (GE Healtcare Biosciences)
e Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIP) o Shrimp Alkaline Phosphatase
(USB Corporation, GE Healtcare Biosciences)

e DNA plasmidico de interés.

Técnica

Para evitar la ligacion de los extremos de los plasmidos digeridos en las
estrategias de clonacion, el DNA plasmidico linearizado fue tratado con la enzima
CIP o SAP. Estas enzima catalizan la hidrolisis de los residuos 5-fosfato, dejando
libres los hidroxilos en posicion 5’. Dado que la T4 DNA Ligasa requiere residuos
S’-fosfato para formar nuevos enlaces fosfodiéster, la ligacion so6lo sera posible
entre los extremos de los vectores y los insertos, pero no entre los propios
extremos de los vectores.

La defosforilacion se llevé a cabo tras la linearizacion del plasmido por
tratamiento con la/s correspondiente/s enzima/s de restriccion. Para ello se
dializ6 la reaccion de digestion, se afnadio el tampon de la CIP o SAP y la propia
enzima, y se incubo la muestra a 37 °C durante 30 minutos, tras los cuales se
anadi6 una segunda alicuota de la enzima, incubandose otros 30 minutos.
Finalmente, la enzima fue inactivada por calentamiento (68 °C/ 5 minutos) y el

DNA recuperado por extraccion con fenol:cloroformo y precipitacion con etanol.

Ligacion

Materiales.
e Vector (50-200 ng/uL).
e T4 DNA ligasa.
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e Tampon 10x de la T4 DNA ligasa.

e Fragmento a clonar.

Técnica

Se empleo la enzima DNA ligasa del bacteriofago T4, que cataliza la formacion
de enlaces fosfodiéster entre un residuo 5-fosfato de un fragmento de DNA y un
3’-hidroxilo de otro fragmento de DNA. Para ello, en un tubo eppendorf de 1,5 mL
mezclamos los siguientes componentes de la reaccion: 1 pL del tampén 10X, 1 uL
de plasmido (50-200 ng), 150 ng del fragmento de DNA a clonar, 1 uL de T4 DNA
ligasa y agua bidestilada estéril autoclavada hasta completar un volumen de 10
uL. Se mezclo bien y se incubo durante toda la noche en un bano a 16 °C.
Durante este tiempo la enzima catalizé la formacion de nuevos enlaces

fosfodiéster entre los fragmentos de DNA.

2.2.8. Analisis de proteinas

2.2.8.1. Extraccion de proteinas

Materiales
e PBS

e Tampodn de extraccion de proteinas: RIPA (0,1% de deoxicolato sodico, 0,1%

de laurilsulfato sodico, 1% de Triton X-100 y 1ImM de

fenilmetilsulfonilfluoruro en PBS.

2.2.8.2. Medicion de la concentracion de proteinas

Para la determinacion de la concentracion de proteinas se uso6 el método del
acido bicinconinico (BCA), reactivo que detecta el catién cuproso (Cu*) que se
forma por la reduccion mediada por proteinas del cation cuprico (Cu2*) en medio
alcalino. El complejo formado por dos moléculas de BCA con un cation cuproso
presenta un maximo de absorcion en el espectrofotémetro a una longitud de onda
(A) de 562 nm, permitiendo de este modo la cuantificacion espectrofotométrica de

proteinas en solucion acuosa.
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Materiales
e Soluciéon estandar de albumina bovina sérica (BSA) en agua destilada (1
mg/mL).
e Kit de ensayo BCA (Sigma Aldrich).

Técnica.

Se emple6é una solucion madre de albumina bovina sérica (BSA) en agua
bidestilada para preparar los estandares de proteinas. A cada conjunto de
estandares y muestras se le anadio 150 pL de solucion de trabajo del kit de BCA
preparada extemporaneamente. Las soluciones de proteinas fueron incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente, pasados los cuales se midi6 la
absorbancia a 562 nm.

Segun los valores de absorbancia de los estandares, se construyé una
curva de calibracion que fue empleada para determinar las concentraciones de las
muestras problema. La determinacion de concentracion tanto de los estandares

como de las muestras problema fue realizada por duplicado.

2.2.8.3. Electroforesis de proteinas en geles de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE)

El empleo del detergente dodecil sulfato soédico (SDS) permite que la
separacion de las proteinas en el gel de poliacrilamida se dé de acuerdo con el
peso molecular de las proteinas. El SDS se une a los polipéptidos confiriéndoles

una carga negativa directamente proporcional a su tamano molecular.

Materiales

e Sistema de electroforesis Mini Protean II (Bio-Rad)

e Poliacrilamida en solucion: 30% acrylamide/ bys solution (29:1) (Bio-
Rad)

e Solucién de dodecil sulfato sodico (SDS) al 10%

e Persulfato amonico (Sigma- Aldrich)

e Marcadores de peso molecular: Prestained SDS-PAGE Standard Broad
Range y Kaleidoscope Prestained Standard (Bio-Rad)

e Tampodn de carga 2X: 100mM Tris-HCI pH 6,8; 5% de SDS; 0,2% de azul
de bromofenol, 20% de glycerol y 10% de B-mercaptoetanol
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e Solucién de tincion: Comassie Brillant Blue G-2500 2%; metanol 40% y
acido acético 15% en agua destilada

e Solucién colorante: metanol 40% y acido acético 15% en agua destilada

Técnica

La electroforesis de proteinas en geles de SDS-poliacrilamida se realizé en
el sistema Mini-Protean II (Bio Rad) segin las instrucciones del fabricante. La
electroforesis se llevo a cabo en un sistema discontinuo de tampones que primero
concentra las proteinas en un gel concentrador (stacking gel) antes de la
migracion en el gel donde se discriminan las proteinas por tamanos (resolving gel).

La preparacion de las muestras de proteinas para su electroforesis fue
realizada resuspendiendo 25-50 pg de proteinas en tampén de carga 2X. Las
muestras asi mezcladas fueron incubadas 5 minutos a 95 °C, tras lo cual las
muestras fueron enfriadas rapidamente al pasarlas a hielo.

Los geles de SDS-poliacrilamida fueron preparados mezclando los
siguientes componentes: agua destilada, tampoén Tris-HCl, SDS 10% y solucioén de
acrilamida/Bis (29:1) al 30%. A continuacion se anadieron los agentes
polimerizantes: persulfato amoénico al 10% y TEMED.

Las proteinas separadas en la electroforesis fueron visualizadas empleando
el colorante Comassie Brillant Blue G-250. Para ello el gel con las proteinas fue
sumergido en una solucion de tincion a temperatura ambiente durante varias
horas. A continuacion el gel fue destenido sumergiéndolo en soluciéon decolorante
(de la misma composicién que la de tinciéon pero sin el colorante), tras lo cual el

gel fue secado en papel de celofan para su conservacion.

2.2.8.4. Western Blot

Materiales.
e Anticuerpos primario y secundario.
e PBS-leche (PBS anadiendo 5% de leche en polvo)
e TBS (8 grs de ClNa y 2,42 grs de Tris-Base. Diluir en 1 litro de agua y llevar
el pH a 7,6)
e TBS-T (a partir de TBS, afiadiendole 0,1 % de Tween 20)

e TBS-T-leche (a partir del anterior, anadiendo 5% de leche en polvo)
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e Membrana de nitrocelulosa: Trans-Blot Transfer Médium (Bio-Rad)

e Tampodn de transferencia: 39 mM glicina, 48 mM Tris-Base, 0,037% de SDS
y 20% metanol en agua destilada.

e Sistema de transferencia (Bio-Rad)

o Kit de quimiolumniniscencia: ECL Western Blotting Detection reagents (GE
Healthcare Bio-sciences)

e Peliculas fotograficas Kodak: Kodak X-Omat AR Film XAR-5 (Sigma-Aldrich)

e Liquido revelador Ultrafin (Tetenal)

e Liquido fijador Superfix (Tetenal)

Técnica

Para realizar esta técnica se requiere primero la transferencia de las
proteinas electroforéticamente separadas del gel de SDS-poliacrilamida a un
soporte solido, tal como una membrana de nitrocelulosa.

La membrana de nitrocelulosa fue colocada sobre el gel de poliacrilamida.
Posteriormente ambas fueron colocadas entre papeles Whatman, esponjas y un
soporte de plastico. Las proteinas fueron transferidas por electroforesis hacia el
anodo en tampo6n de transferencia frio (4 °C).

Los sitios de union no especificos de la membrana fueron bloqueados por
PBS-leche durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion la membrana
fue incubada con el anticuerpo primario, lavada con TBS-T tres veces, e incubada
con el anticuerpo secundario. Los anticuerpos empleados fueron diluidos en TBS-

T-leche a las concentraciones indicadas por los proveedores.

Posteriormente, la solucion quimioluminiscente fue preparada y anadida a
la membrana, tras lo cual se coloc6 una membrana de plastico y la pelicula
fotografica, que fue expuesta durante tiempos variables entre 30 segundos y 15

minutos. Finalmente, se procedi6 al revelado de la pelicula.

Revelado de la pelicula

e Se introduce la pelicula en el liquido de revelado durante 3 a 5 minutos con
agitacion suave.

e Se pasa la pelicula a un contenedor con agua donde se deja 30 segundos.
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e Se introduce la pelicula en el liquido fijador donde se mantiene también de
3 a 5 minutos.

e Finalmente se vuelve a lavar con agua la pelicula durante 5 minutos.

e La pelicula es secada en la estufa a 60 °C e identificamos la posiciéon de las

bandas del marcador comparando con la membrana.

2.2.9. Citometria de flujo

Esta técnica estudia la expresion de moléculas celulares por medio del paso
de una suspension celular marcada con anticuerpos monoclonales, conjugados
con fluorocromos, a través de una camara sobre la que incide un laser que excita
los fluorocromos. Fue empleada para medir el nivel de apoptosis y la expresion de

CD20O0R en las células.

Determinacion del grado de apoptosis por anexina V/ yoduro de propidio (PI).

El ensayo para la medicion del grado de apoptosis en las suspensiones
celulares se basa en el empleo de anexina V, molécula que se une a la
fosfatidilserina que es externalizada por las células en los primeros momentos de
la apoptosis. Esta técnica presenta las ventajas de ser muy sensible y detectar la
apoptosis en las células antes del evento de la degradacion de DNA que es visible
en electroforesis en geles de agarosa y usado en técnicas como TUNEL (Martin et
al.,, 1995; Vermes et al., 1995). El yoduro de propidio es un agente intercalante
que se une al DNA. Las células sanas o en el inicio de su apoptosis no dejan
entrar el PI, mientras que aquellas mas danadas si permiten su paso al interior
celular y de este modo se puede unir al DNA, por lo que emitiran fluorescencia en

la longitud de onda del PI.

Materiales
e Tampodn de unién de anexina: HEPES 10mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5
mM, pH 7,4. Se prepara extemporaneamente.
e Solucién de Anexina V- FITC (Molecular Probes)
e Solucion de yoduro de propidio (Molecular Probes)

e PBS
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Técnica

Las células fueron recogidas por tripsinizacion ligera, lavado y
centrifugacion (células adheridas al sustrato) o por centrifugacion directamente
(células en suspension). El sedimento celular fue resuspendido en tampon de
union de anexina V y posteriormente incubadas en oscuridad con anexina V. Se
procedio6 a la adicién de un nuevo volumen de tampon de union de anexina Vy, a
continuacién, 10 uL de yoduro de propidio, tras lo cual se midi6 en un citometro

de flujo.

Determinacion de la expresion de CD200R.

Materiales
e PBS
e PBS con 1% de albumina bovina sérica (BSA)

e Anticuerpo primarios y secundario

Técnica.

Las células fueron recuperadas del modo indicado previamente. EI
sedimento celular fue lavado con solucion de PBS + BSA y pasado a tubos de
citometria. A continuacion se recuperaron las células por centrifugacion y fueron
resuspendidas en 100 pL de PBS + BSA, donde se anadio el anticuerpo primario
que reconoce a CD200R, e incubamos durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente centrifugamos para eliminar el exceso de anticuerpo
primario y resuspendimos las células en 50 pL de PBS + BSA suplementado con
anticuerpo secundario conjugado a fluoresceina a la dilucion indicada por el
proveedor.

Se realizé la mediciéon de las muestras, contandose, en general, 10000
células por tubo. La expresion de la proteina se observa por la presencia de una

poblacion de células altamente fluorescentes en el histograma.
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2.2.10. Técnicas de microscopia

Microscopio de fluorescencia

Materiales
e Microscopio Olympus IK70
e Unidad de laser Olympus U-RFL-T

Técnica

Las muestras de células transfectadas con las construcciones del plasmido
pDsRed-Express-1 fueron observadas al microscopio de fluorescencia en un
microscopio invertido. Para observar la proteina roja fluorescente, las células
fueron cultivadas en medio sin rojo fenol para que el colorante no interfiriese en la

determinacion de la fluorescencia.

Aislamiento de células de la mucosa de intestino de rata

Materiales
e PBS
e DTT 10 mM en PBS
e EDTA 1mM en PBS
e Malla de Nylon (Sefar Nytel PA-17XXX/80 micras (Sefar Maissa, S.A.,
Espana)
e Medio DMEM

e Vasos de recogida de muestras estériles.

Técnica

Para los experimentos en que se necesitaban enterocitos de intestino de
rata se empleo la técnica desarrollada por (Grossmann et al.,, 1998), con algunas
modificaciones.

Los animales fueron sacrificados y se extrajo la porcion correspondiente al
intestino delgado. El intestino fue lavado dos veces haciendo pasar PBS por él con
una jeringa. Posteriormente fue abierto longitudinalmente y cortado
transversalmente en pequenas tiras de 2 x 0,5 cm. Dichas tiras fueron
sumergidas en solucion de ditiotreitol 10 mM en PBS durante 30 minutos con

agitacion suave a temperatura ambiente.
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Posteriormente, las tiras fueron recogidas y sumergidas en EDTA 1 mM en
PBS durante 60 minutos con agitacion suave a 4 °C. Las células epiteliales fueron
separadas de la mucosa mediante 10 golpes fuertes y la solucion resultante fue
filtrada a través de una malla Sefar Nytel PA-17XXX/80 micras (Sefar Maissa,
S.A., Espana) y recogidas en un vaso de recogida de muestras de orina estéril. El
filtro fue lavado con DMEM vy las células aisladas de este modo eran visualizadas
al microscopio optico y sembradas en placas de cultivo de células durante el
tiempo de duraciéon de los experimentos.

Como control del efecto de la pérdida de membrana basal se usaron tiras
de intestino mantenidas a 4 °C en PBS y a las que se les hacia el mismo

tratamiento de extraccion de células epiteliales.

2.2.11. Analisis in silico

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media +- SEM (error estandar de la
media). Las diferencias estadisticamente significativas entre las medias se
establecieron usando el paquete estadistico BMDP, versiéon PC 90 (BMDP
Statistical Software, UCLA, Los Angeles, EEUU).

Analisis del promotor

Para determinar la posible region promotora del gen CD200R1 humano se
procedio al analisis de la region existente por delante del comienzo del mensajero
tanto en humano como en rata por medio de los softwares GenomatixSuite (al que
se puede acceder gratuitamente desde las instituciones publicas en

http://www.genomatix.de) y de la técnica de primer extension.

A continuacion se analizaron primero las secuencias de CD200RI1 en ambos
organismos (humano y rata) wusando el software ClustalW v1.82

(http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw/)((Thompson, Higgins, and Gibson, 1994) para

hacer un analisis comparativo y determinar las zonas de homologia.

A partir de los datos obtenidos del inicio de la transcripciéon de CD200R]1,
se pudo localizar la posible region promotora. Esta region se estudiéo con
diferentes programas informaticos que comparan posibles regiones promotoras y

determinar la fiabilidad de que esas regiones realmente tengan funcion
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promotora. Se emplearon diversas fuentes procedentes de internet: Neural
Network Promoter Prediction Version 2.2
(www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html), los programas TSSW y TSSG que se
dedican a buscar promotores humanos y su inicio de transcripcion
(www.softberry.com/berry.phtml), Proscan version 1.7

(http://thr.cit.nih.gov/molbio/proscan/) y Promoter 2.0, que encuentran

promotores de la polimerasa II (http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter).

También se consulté la suite Genomatix Suite.
Cuantificacion de bandas en geles.

Para la cuantificacion de las cantidades relativas de DNA, RNA o proteina
en las diferentes técnicas descritas se utilizo el programa Scion Image Beta 4.02

para Windows, de Scion Corporation, EEUU, segun las instrucciones indicadas en

la Ayuda del programa.
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3. RESULTADOS

3.1. Estudio de la expresion de CD200R en
células intestinales y regulacion de
CD200R por efecto del matrigel.

Cuando las células de intestino de rata IEC-6 son cultivadas sobre
Matrigel tienen la capacidad de diferenciarse (Carroll et al.,, 1988). En trabajos
previos de nuestro laboratorio, empleando una modificaciéon de la técnica
differential display, se observaron una serie de genes que modificaban su
expresion como consecuencia de la diferenciacion celular (Vieites et al.,, 2005).
Uno de estos genes fue identificado como Cd200r y se inicié el estudio de los
cambios que experimentaba dicho gen tanto en células en proliferacion como
en células diferenciadas sobre una matriz extracelular (Matrigel).

Aunque en la bibliografia se habia sido descrito que este gen se
expresaba en células de la linea mieloide (Wright et al.,, 2000), el estudio de
expresion de Cd200r se realizo sobre células I[EC-6 ya que era en estas células
donde se habian observado los cambios de su expresion. Las células fueron
diferenciadas y cultivadas en presencia o ausencia de suero, para ver si este
factor también era importante a la hora de expresar el gen en estudio. Se les
extrajo el RNA y se hizo una RT radiactiva empleando como cebador un oligo
dT:6. Posteriormente las PCR se hicieron a partir de 20000 cpm. Como control
interno se utilizo la GAPD y con ella normalizamos los resultados. Este gen
presenta splicing alternativo que da lugar a dos isoformas, una mas extensa
que contiene todos los exones y origina una proteina receptor de membrana y
una isoforma mas corta que finaliza en un punto intermedio (ex6n 5) y que da
lugar a una proteina carente de la zona transmembrana y que ,por tanto, es de

caracter soluble. Analizamos ambas isoformas.

3.1.1. Expresion en diferenciacion

En la Figura 12 se observa que existe una disminucion de la cantidad de
mRNA correspondiente a Cd200r, en ambas isoformas, cuando las células
estan diferenciadas sobre Matrigel. La isoforma larga esta disminuida en las

células diferenciadas sobre Matrigel pero ain se aprecia en el gel mientras que
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la isoforma corta ha desaparecido y no es detectada en estas circunstancias.
Por otro lado, se observa que la ausencia de suero hace que disminuya mas la
isoforma larga respecto a la muestra con suero. En la isoforma corta esta

variacion no se aprecia ya que desaparece en ambos casos.

A Isoforma larga de Cd200r
B GAPDH
C Isoforma corta de Cd200r

Figura 12 .- A) Expresion de Cd200r (isoforma larga) en los distintos puntos analizados. Estos
puntos son: calle 1- control sin suero, calle 2- control con suero, calle 3-células crecidas sobre todos
los componentes del Matrigel con suero, calle 4- células crecidas

Las bandas aparecidas en los geles fueron cuantificadas por el programa
Scionlmage y normalizadas con la GAPD, obteniéndose unos niveles relativos

de expresion que se resumen en la Tabla 1:

Cd200R
Cd200R corta
larga
Control sin suero 0.69 1.15
Control con suero 1.00 1.00
Todos los componentes
1.09 1.15
sin suero
Todos los componentes
1.15 1.37
con suero
Matrigel sin suero 0.21 0.01
Matrigel con suero 0.45 0.10

Tabla 1. Densitometria (en valores relativos) de los geles de Cd200r respecto de la GAPDH.
Se toma como control normal las células crecidas en presencia de suero y se hace un
control sin suero para ver si esto puede afectar o no a la expresion de Cd200r.

87



Como se aprecia en los datos de la Tabla 1, aunque ambas isoformas de
Cd200r disminuyen al diferenciarse las células en el Matrigel, la isoforma larga
predomina sobre la corta en estas condiciones. Sin embargo cuando se ponen
las células con todos los componentes del Matrigel pero sin constituir dicha
matriz, la isoforma mas expresada es la corta. En los controles observamos que
la ausencia de suero tiene un efecto negativo sobre la isoforma larga, ya que el
valor de esta isoforma disminuye en relacion al control con suero. En la
diferenciaciéon en Matrigel, la presencia de suero es positiva para la expresion
de ambas isoformas de Cd200r.

Estos resultados demuestran que Cd200r se expresa en células
intestinales, como es la linea celular IEC-6, y que esta expresion se ve alterada

por el estado de diferenciaciéon celular.

3.1.2. Expresion de CD200R en funcion del
desarrollo y del eje longitudinal

Dado que se habia observado la expresion de este gen en la linea celular
IEC-6 se decidi6 comprobar si in vivo también se presentaba. Se hizo un
analisis del patron de expresion de Cd200R en rata en funciéon de la porcion
intestinal y del desarrollo del animal. Este estudio se realizé mediante western
blot. Los resultados obtenidos (Figura 13) mostraron que todos los segmentos
intestinales (duodeno, yeyuno, ileon y colon) mostraban expresion de CD200R
en ratas desde el nacimiento incrementandose hasta los 7 dias de vida, aunque
esta expresion era mas acusada en ileon. En los extractos obtenidos de ratas a
partir de 21 dias la expresion de CD200R no es detectada, salvo en la porcion

de colon.
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Rata 1 dia Rata 2 dias Rata 7 dias Rata 21 dias
Feto IECé6
D Y I C D Y I D Y I C D Y I
_31
e a— - e ~— ‘ - L ——
— — -17
a— = [

Figura 13.-En esta imagen de western blot se presenta la expresion de Cd200R en las
distintas porciones del intestino de rata, en individuos con distintas edades (Feto, 1 dia, 2
dias, 7 dias, 21 dias) junto a la expresion en las células IEC-6.

Sin embargo, como se aprecia en la Figura 13 no se detect6 la expresion
de proteina Cd200R en las células IEC-6. Esto creemos que se debe a la baja
proporcion de proteina existente en estas células cuando estan en
proliferacion.

Con el fin de analizar la localizacion celular de la proteina CD200R de
rata se llevaron cabo técnicas de inmunohistoquimica con marcaje de oro
coloidal, aunque experimentos previos habian demostrado que la expresion de
Cd200R es muy reducida en muestras de rata fetal. Las marcas de oro coloidal
aumentan en numero y magnitud a medida que nos desplazamos desde la base
de la microvellosidad hacia las capas mas profundas en direccion a la lamina
basal, en muestras de feto de rata con anticuerpo rCD200R. Esas marcas
estan distribuidas en el citoplasma y no asociadas a organulos definidos. El
control negativo (muestras tratadas tnicamente con el anticuerpo secundario)
no mostré ninguna senal de oro coloidal residual.

Los resultados de microscopia en rata fetal concuerdan con los
obtenidos en los western blot ya que los niveles de marcaje de oro coloidal en
estas muestras son muy bajos.

También se trataron las muestras con anticuerpo anti-rCd200 para
observar donde se localizaba el ligando de Cd200r. Las imagenes nos muestran

que la marca de oro coloidal esta proxima a las microvellosidades (Figura 14C).
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Figura 14.- La imagen A corresponde al control negativo, en el cual no se observa ningian
marcaje. En la imagen B estan sefnialadas las marcas de oro coloidal que se presentan en la
zona del citoplasma. La imagen C indica una acumulacion de oro coloidal en la zona
proxima a las microvellosidades en muestras de intestino fetal en las que se utilizé6 rCd200
como anticuerpo primario.
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Figura 15.- La imagen A corresponde al control negativo (muestras tratadas solo con el
anticuerpo secundario) y no muestra ninguna marca de oro coloidal. En la imagen B se
observa acumulacion de rCd200R en las proximidades de la membrana plasmatica. En la

imagen C se observan marcas similares cuando utilizamos anticuerpos frente a rCd200.

En cuanto a los experimentos realizados en IEC-6, en la Figura 15B se
observa una acumulacién de anticuerpo en la zona préoxima a la membrana
plasmatica. El control negativo mostré senal difusa de oro coloidal residual. El
analisis de rCd200 nos muestra imagenes similares a las obtenidas con
rCd200r, esto es,(Brittan and Wright, 2004) marcas proximas a la membrana

citoplasmatica.

El analisis de estos experimentos nos ha permitido conocer el patrén de
expresion de CD200R a lo largo del eje longitudinal intestinal y a lo largo del
tiempo, desde el estado de feto hasta rata adulta. Los resultados de
microscopia no nos ayudaron a identificar la localizacion de la proteina pues la

cantidad de proteina detectada fue minima y difusa.
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3.2. Identificacion del componente del
matrigel responsable de la regulacion de
la expresion del gen Cd200rl en la
diferenciacion.

Para comprobar la hipotesis de que alguno de los componentes del
Matrigel fuera el responsable de las variaciones en la expresion de Cd200r
durante la diferenciacion en dicha matriz y puesto que esta compuesta de una
serie de elementos estructurales y factores de crecimiento, se realizé un
minucioso estudio para conocer qué componente del Matrigel era el
responsable de los cambios que experimentaba nuestro gen. Se cultivaron las
células IEC-6 con cada uno de los componentes del Matrigel por separado y en
concentracion similar a la empleada en el Matrigel y se procedio a determinar

los niveles de mRNA del gen Cd200r1 mediante PCR semicuantitativa.

Figura 16.- Analisis por RT-PCR semicuantitativa de la expresion del gen Cd200r

CD200R largo

Figura 17.- En la grafica se muestran los niveles de expresion de la forma larga de CD200R
cuando las células son crecidas sobre una matriz formada por cada uno de los compuestos
que aparecen reflejados en el eje X.
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Ya que la isoforma larga era la mas abundante en los experimentos
preliminares, nos decantamos por analizar solo ésta ultima. En la Figura 17, al
comparar la expresion de Cd200r en los controles y en las matrices
compuestas por los elementos del Matrigel, observamos que aunque existe una
disminuciéon de la expresion con algunos de los componentes, no se llega a
alcanzar la disminucion que se consigue con el Matrigel integro. A la vista de
los resultados, decidimos mezclar todos los componentes para hacer una
matriz extracelular que llevara todos los elementos del Matrigel original.
Posteriormente dejamos crecer las células sobre esta matriz y analizamos, del
mismo modo, los niveles de RNA mensajero de Cd200r presentes en las
células. En este caso tampoco fuimos capaces de detectar cambios
significativos en los mRNA correspondientes a nuestro gen.

Este experimento nos demuestra que no es un solo componente del
Matrigel el responsable de las modificaciones del gen sino una combinacién de

varios factores que por el momento desconociamos.

3.3. Estudio de los niveles de expresion en
respuesta a la confluencia celular.

Puesto que los niveles de expresion de Cd200r variaban con la
diferenciacion sobre Matrigel decidimos estudiar los cambios de expresion en
respuesta a la confluencia celular y al tiempo de confluencia. Este hecho
parece ser de gran importancia en la diferenciacion de algunas lineas celulares
de epitelio intestinal, siendo utilizado de hecho, como otro modelo de induccion
de diferenciacion. Para ello, crecimos las células IEC-6 manteniéndolas en

confluencia del 100% durante varios periodos de tiempo.

Los resultados fueron los que presentamos a continuacién. En todos los
casos las células fueron crecidas con medio DMEM 10% FBS (que era

cambiado cada 48 horas).
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CD200R corta CD200R larga

Figura 18.- Expresion de las isoformas corta y larga de Cd200r en las células en
proliferacion (calle 1), crecidas sobre Matrigel (calle 2), confluentes 3 dias (calle 3),
confluentes 1 dia (calle 4) y confluentes 21 dias (calle 5).
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Figura 19.- Expresion de las distintas isoformas de Cd200r en proliferacion, en
confluencia durante distintos periodos de tiempo (1 dia, 3 dias, 21 dias) y diferenciadas en
Matrigel.

Los niveles de expresion de Cd200r encontrados en el Matrigel para
ambas isoformas son muy bajos a diferencia de la expresion encontrada en las
células que permanecieron en confluencia durante 3 y 21 dias, aunque como
se puede apreciar en la Figura 19 a los 3 dias ya se alcanzan unos niveles
considerables. De igual modo que en la diferenciacion, la isoforma larga es la
mas abundante en respuesta a la confluencia aunque la isoforma corta se ha
incrementado mas respecto a la cantidad de partida en las células en

proliferacion.

En este experimento demostramos que con la confluencia, al contrario

que la diferenciacion en Matrigel, los niveles de expresion de Cd200r
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aumentaban pero no identificamos la causa que provocaba que dichos niveles

fueran modificados. Lo sresultados eran aparentemente contradictorios.

3.4. Estudio de la expresion de Cd200r en
células intestinales en distintos modelos
de apoptosis ex vivo.

Para completar el estudio se decidi6 estudiar la relacion entre la
apoptosis de células intestinales y la expresion del gen Cd200r1 ya que el
desarrollo fisiologico de un enterocito consiste en proliferacion, diferenciacion y

apoptosis cuando llega a la cima de la vellosidad.

3.4.1. Modelo de apoptosis inducida por LPS.

Se realizo la induccion de apoptosis anadiendo al medio LPS a
baja concentracion (1,5 pg/mL) y manteniendo después las células en
suspension durante determinados periodos de tiempo. Los resultados que

obtuvimos se muestran a continuacion.

CD200R soluble CD200R receptor

1,6 4 1,4
1,4 1,2 — 1
12 B 1

0844 |— |

0,8 |
0,6 |

04+ ] —1 — |

04 —

Ohoras 0.5horas 1hora 1.5horas 2.5horas 4.5 horas Ohoras 0.5horas 1hora 1.5horas 2.5horas 4.5 horas

Figura 20.- Representacion de la expresion de ambas isoformas en células IEC-6,
cultivadas en presencia de LPS a una concentracion de 1,5 pg/mL y mantenidas
posteriormente en suspension durante periodos de tiempo que van desde media hora hasta

4,5 horas.
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Como se aprecia en los graficos, la forma soluble, en tiempos cortos
varia oscilando entorno al punto de inicio pero a las 4,5 horas se produce un
incremento mayor; del mismo modo, la forma receptor de CD200R experimenta
un incremento a la media hora y a las 4,5 horas de suspension.

El LPS modifico los niveles de mRNA de Cd200r dandonos un patréon
regular pero no concluyente porque las modificaciones eran muy pequenas y

balanceandose en torno al punto de origen.

3.4.2. Modelo de apoptosis inducida con H,O,

La induccién de la apoptosis fue realizada, al principio, en células
IEC-6 mediante la adicion de agua oxigenada al medio de cultivo a distintas
concentraciones durante 20 horas. Las concentraciones fueron 1 mM, 0,1
mM y 0,01mM. El empleo de estas concentraciones se debi6é a que, segun el
tipo celular, las células varian en su sensiblilidad y quisimos abarcar un
rango bastante amplio. Por ejemplo, las células MCF-7 necesitan una
concentracion de H2O; de 250-1000 uM para provocar la apoptosis (Kim,
Cho, and Um, 2000) mientras que las células germinales testiculares sufren
apoptosis con una concentracion de 1uM de H;O,. La concentracion
fisiologica de H20O: esta entre 30 y 50 uM (Maheshwari et al.,, 2009). Los

resultados que obtuvimos fueron los siguientes:

A B C D

A)
GAPDH

CD200R forma larga

CD200R forma corta

A B C D
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rCD200R sCD200R

Control 1mM 0.1 mM 0.01mM Control 1mM 0.1 mM 0.01 mM

Figura 21.-A) Imagen de los geles obtenidos con las isoformas de CD200R y del control
interno, la GAPDH. B) Graficos correspondientes a las densitometrias normalizadas
realizadas a los geles anteriores. Representan las expresiones de ambas isoformas de
Cd200r, en las células IEC-6 cultivadas con distintas concentraciones de agua oxigenada
agente desencadenante de la apoptosis. Las concentraciones empleadas fueron A) Control,
B) 1mM, C) 0,1 mM y D) 0,01 mM.

En estas figuras se aprecia que a una concentraciéon de 1 mM disminuye
la cantidad de mRNA de ambas formas de CD200R; esto es porque a esta
concentracion ocurre una gran muerte celular que hace que la cantidad de
mRNA total también esté disminuida. En el siguiente punto, 0,1mM, ambas
isoformas aumentan porque el grado de apoptosis es elevado pero las células
no estan tan deterioradas y se puede cuantificar mejor. En el cuarto punto,
0,01mM, la concentracion de agua oxigenada a hace que la muerte celular no

sea tan elevada con lo cual los niveles de mRNA de CD200R disminuyen.

Los niveles de mRNA de Cd200r se vieron bastante alterados por la
accion de este compuesto pero la gran cantidad de células muertas nos impidio

detectar la verdadera causa del incremento de la expresion del gen.

3.4.3. Modelo de apoptosis inducida por butirato.

Se ha demostrado que el butirato inhibe el crecimiento celular in
vitro favoreciendo la parada del ciclo celular, promueve la diferenciacion en
células normales y transformadas y es capaz de inducir apoptosis en algunos
tipos de cancer (Giuliano et al., 1999). Es por ello que decidimos hacer un

estudio para ver como se afectaban las células intestinales de la linea celular
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Caco-2 por dos métodos: adicién de butirato al 5% al medio de cultivo de las
células y mantenimiento de las células en suspensién durante 20 horas.
Dichas células presentan la caracteristica de que experimentan la
diferenciacion espontaneamente y en un patron reproducible que es similar a
las células epiteliales maduras in vivo, tanto en fenotipo como en capacidad
funcional (Levy et al.,, 1994). También hay que tener en cuenta que en estudios
anteriores se observo que el butirato ademas inhibe la adhesion de las células
a la matriz y disminuye la expresion de las integrinas (Basson et al., 1996).

Se cultivaron las células y se pusieron en presencia de butirato durante
varios tiempos para ver que el efecto que causaba sobre la viabilidad celular.
Se incluy6é un punto adicional en el experimento en el cual le anadiamos un
inhibidor de caspasas (Z-VAD-FMK), que son las moléculas efectoras de la
apoptosis; con ello pretendiamos contrarrestar los efectos apoptoticos del

butirato. Los resultados que obtuvimos fueron los siguientes:
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Apoptosis Caco-2 72 horas

O Viables
B Apoptosis
O Necrosis

%

Z-VAD-FMK + +

Na BT _ +

Figura 22.- A) Imagenes del citometro de flujo en el las cuales se observa que la mayoria de
las células estan vivas (24 h) o empiezan a presentar fosfadilserina que es reconocida por
la Anexina V (72 h). B) Porcentaje de células viables, apoptéticas y necroticas en las
células Caco-2 tratadas durante 24 y 72 horas con butirato sédico 5SmM. Los resultados
representados son la media y desviaciones estandar de dos experimentos diferentes.

Podemos ver que el butirato a las 24 horas (Figura 22B) practicamente
no ha afectado a la viabilidad celular, aunque se aprecia un leve aumento de la
necrosis. En todos los casos analizados, tanto con Z-VAD-FMK como sin €l, el
porcentaje de apoptosis es inapreciable.

Al aumentar el tiempo de exposicion a la presencia del butirato (72
horas) la presencia del butirato hace que la apoptosis se vea incrementada
pero, igualmente, en un porcentaje reducido. La existencia del inhibidor de
caspasas Z-VAD-FMK a concentraciéon 100 pM no dio lugar a una disminucion
en la cantidad de células apoptoticas ni en células controles ni en células
tratadas con butirato a diferencia de lo indicado por otros autores, que
describieron que el Z-VAD-FMK era capaz de evitar la muerte celular inducida
por butirato (Ruemmele et al., 2003).

Al analizar la viabilidad de las células observamos que habia mucha
diferencia entre las células que estaban en suspension y las que se quedaban

pegadas (Figura 23).
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Figura 23.- Viabilidad celular después del tratamiento con butirato. Hicimos distincién
entre pegadas y no pegadas porque la proporcion de ambas era importante. También
incluimos en el ensayo el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK para inhibir la apoptosis que
se originaba. El1 DMSO era el vehiculo del Z-VAD-FMK con lo cual también se us6 como
control para ver si afectaba en algun aspecto.

Como se puede observar se da una disminuciéon importante en la
viabilidad celular cuando las células estan en presencia de butirato y la
apoptosis/necrosis es mas importante cuando observamos las células que
estan en suspension respecto a las que se han quedado pegadas a la placa. El
Z-VAD-FMK no afecta a las células cuando estan en proliferacion (control) y
tampoco se aprecia su efecto inhibidor de apoptosis cuando las células entran
en apoptosis a causa del butirato. La influencia del vehiculo del Z-VAD-FMK
que es el DMSO no afecta ni a la viabilidad celular ni a la apoptosis.

Seglin nuestra experiencia, la muerte celular inducida por butirato ha
presentado el inconveniente de no poder ser evitada por un inhibidor de
caspasas. Ademas la adicion de butirato no solo provoca la muerte celular sino
también su diferenciacion lo que podria influir en la expresion del gen

estudiado.
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3.4.4. Modelo de apoptosis inducida por
descamacion (ANOIKIS)

Debido a estos factores y puesto que las células epiteliales intestinales
sufren anoikis (Joseph et al., 2005; Krestow et al, 1999), en la cual por
pérdida de anclaje estas células entran en apoptosis, decidimos investigar si

este método era mas modulable que el empleo de butirato.

3.4.4.1. Anoikis inducida en células IEC-18

Empezamos estudiando como afectaba la suspension a las células IEC-
18 ya que al ser de naturaleza adherente, si se impide su adhesion al frasco
mediante agitacion suave, las células entran en un estado de apoptosis debido
a la pérdida de adhesion celular. En este caso usamos las IEC-18 porque

encontramos mas bibliografia sobre este método de suspension.

Apoptosis IEC-18

OViables
B Apoptosis
O Necrosis

% células

Control Suspension  Control +  Suspension
ZVAD + ZVAD
Z-VAD-
FMK - - + +

Figura 24.- Viabilidad celular de las células IEC-18 en los controles (pegadas a la placa) y

en suspension. Efecto del Z-VAD-FMK en ambos casos.

Como se puede apreciar la suspension induce en gran medida la
apoptosis en este tipo celular y cuando las células son puestas en presencia de
Z-VAD.FMK, éste ejerce su efecto inhibidor de la apoptosis con lo cual nos
decantamos por este sistema de induccién de apoptosis que nos permitia

controlarlo con el Z-VAD-FMK.
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Cuando analizamos la expresion de CD200R en las IEC-18 observamos
que la expresion en condiciones normales, es decir células adheridas, es muy
baja mientras que cuando las células estan en suspension aumenta en una
gran proporcion. Cuando repetiamos el experimento anadiendo Z-VAD-FMK a
las células en suspension para inhibir la apoptosis observamos que la

expresion de CD200R disminuia en un 15% aproximadamente.

A) Expresion de CD200R en IEC-18
20 18,08
15
10
5
1,22
0
Adheridas Suspension
20
B) 15,27
15
10 -
5 1,95
0
Adheridas Suspension

Figura 25.- Expresion de CD200R en células IEC-18 cuando estan adheridas y cuando
estan en suspension. A) células sin Z-VAD-FMK. B) Células con Z-VAD-FMK.

Este experimento nos confirma que la expresion de CD200R en condiciones
normales, es decir células adheridas es muy baja pero cuando las células

entran en apoptosis esta expresion aumenta significativamente.

3.4.4.2. Anoikis en células CACO-2
Ademas de los resultados obtenidos en IEC-18 decidimos estudiar si
ocurria lo mismo en las células intestinales humanas Caco-2 cuando eran

sometidas a suspension aunque éste es un método muy poco usado en estas

células (Morozevich et al., 2003)
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Cuando las células Caco-2 fueron puestas en suspension durante un
periodo de tiempo de 20 horas y se analizo la viabilidad celular y la apoptosis

mediante citometria de flujo y se obtuvieron los siguientes resultados:

A)

80

70 T
60 |

50 1 OViables
40 +— B Apoptosis
B Necrosis

% Células

30 —

20 1

10 1

Control Suspensién Suspension +Z-VAD

Figura 26.- A) Imagen obtenida al determinar la viabilidad celular por citometria de flujo
por el método anexina-V/yoduro de propidio en células Caco-2 mantenidas adheridas
(izquierda) y en células Caco-2 mantenidas en suspension durante 20 horas (derecha). El
eje Y muestra la tincion por yoduro de propidio, indicativa de necrosis, mientras que el eje
X muestra la tincién por anexina- V, tipica de la apoptosis. B) Efecto de la suspension
sobre la viabilidad celular de Caco-2 en los controles (células adheridas), células en
suspension y células en suspension con Z-VAD-FMK.

Como se aprecia en la figura 15, cuando las células son sometidas a
suspension, el numero de células apoptéticas aumenta en una proporcion
bastante alta (casi un 40%). Diferenciamos células apoptoticas y células

necroticas por la presencia de fosfatidilserina y yoduro de propidio en las
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células respectivamente. Igual que con las IEC-18, se hizo el mismo
experimento pero esta vez se cultivaban las células en suspension en presencia
del inhibidor de apoptosis Z-VAD-FMK. Se aprecia un descenso en el grado de
apoptosis y necrosis y un aumento en las células viables.

Una vez determinado el grado de apoptosis que provocamos con la
suspension estudiamos el grado de afectacion que producia este fenémeno en
los niveles de expresion de CD200r. Como se observa en el grafico (Figura 25)
hay un aumento importante (un 40%) desde los niveles basales expresados en
células adherentes que actiian como control y los expresados por las células en
suspension. La adicion del inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK, al igual que la
vez anterior, hizo que disminuyera un pequefno porcentaje la expresion de
CD200r lo que es coincidente con la pequefia disminuciéon de apoptosis que
habiamos visto antes. Por todo esto, se observa que existe un grado de relacion

entre apoptosis y expresion de CD200r.

CD200R

Adherentes Suspension Suspension+Z-VAD

OCD200R

Figura 27.- Nivel de expresion de CD200R en células Caco-2 en los controles (adheridas),
suspension y suspensiéon con Z-VAD-FMK.

Mediante el empleo de la técnica de PCR a tiempo real realizamos el
estudio de la variacion en los niveles de RNA mensajero correspondientes al
gen cd200r en células mantenidas en suspension durante diferentes tiempos.
En la figura 17 se muestran dichos niveles y como van variando con el tiempo
de suspension. El gen usado como control interno es GAPDH y el calibrador es
considerado el tiempo O horas. Los oligos usados para determinar CD200R son
LPQR-F (forward) y SNGTV-R (reverse).
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Figura 28.- En este grafico se muestra la cuantificacion relativa correspondiente a CD200R
a diferentes tiempos de suspension de las células. La primera barra corresponde al tiempo
O horas es decir, la expresion basal que es considerada como el calibrador. La segunda

barra corresponde al tiempo 4 horas y la tercera barra corresponde a las 8 horas de
suspension.

Se aprecia un incremento muy importante a las 4 horas de suspension,
ya que a tiempos cortos ocurre una disminucion de los niveles de RNA
mensajero. A las 8 horas disminuyen dichos niveles a la mitad debido,
posiblemente, a la apoptosis de las células que hace que se activen las

caspasas y degraden dicho mensajero.

Se repitio el experimento cambiando el control interno por la B-actina
por si acaso la GAPDH se veia también afectada por la accion de las caspasas.
Los oligos usados para determinar CD200R fueron los mismos que en el
experimento anterior. En la figura 18 se observa que el comportamiento es
similar para ambos genes controles, lo que indica que ese es el

comportamiento del gen en estudio y se corresponde con los resultados

encontrados en citometria de flujo.

105



Log Fold Change to Cal. (Log base 7 (d=)
k i c ¥ & 3

Figura 29.- En este grafico se expresa la cuantificacion relativa de CD200R respecto al
control interno, que en este caso es la f-actina. El primer dato corresponde al calibrador,

el segundo al tiempo 4 horas y el tercero a las 8 horas.

La cantidad de mRNA correspondiente al gen Cd200r se ve
incrementada en las primeras horas de permanencia de las células en
suspension lo que nos indica que la proteina codificada por el gen esta siendo
traducida, confirmando lo que se habia observado por citometria de flujo.
Posteriormente dicha cantidad de mRNA disminuye lo cual se traduce en la
degradacion del mismo por la entrada de las células en un estado de muerte
irreversible que lleva a que toda la maquinaria intracelular vaya encaminada a

la formaciéon de cuerpos apoptoéticos.

3.5. La anoikis controla la expresion de
CD200R.

Los resultados anteriores indicaban que probablemente en la
modificaciéon de la expresion de Cd200r intervinieran factores de adhesion
celular ya que al aumentar la apoptosis debido a la pérdida de adhesion
también aumentaba la expresion de CD200R. Como se explico en la
introduccion las moléculas mas importantes implicadas en la adhesion a la

matriz extracelular son las integrinas, concretamente las del tipo 1. Dichas
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integrinas también son capaces de desencadenar una respuesta intracelular
que lleva a provocar cambios muy importantes en la célula ya que son en parte
responsables de la maduracion y diferenciacion de los enterocitos a través del
eje cripta-vellosidad. Se decidi6 averiguar si estas integrinas estaban
relacionadas con el proceso de la anoikis que habiamos observado
anteriormente. Se realiz6 un ensayo cultivando las células en suspension y
anadiéndole a las mismas un anticuerpo anti-31. Como control utilizamos una
inmunoglobulina que no afectaba a las integrinas pero que nos servia para
discriminar si el efecto que se produjera era debido al anticuerpo o era una
reaccion inespecifica. El anticuerpo anti-integrina B1 (P4G1l1l) es de tipo
activador, es decir de los que son capaces de desarrollar una respuesta
intracelular.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se muestran en la

siguiente figura:

80

50 1 O Viables
40 B Apoptosis
30 1 ONecrosis

20 4 T T

107 ﬂ
0

Adherentes Suspensién  Suspension+Z- Ig negativa Ig negativa+Z- Ac Anti-Integrina Ac Anti-
VAD VAD Integrina+Z-
VAD

Figura 30.- Viabilidad de las células en presencia de la inmunoglobulina inespecifica

(control negativo) y del anticuerpo anti-integrina 1.

Al analizar el grado de apoptosis desarrollado por las células,
observamos que éste no se modificaba practicamente cuando ponemos las
células en presencia de la inmunoglobulina inespecifica y sin embargo
aumenta un 10% la viabilidad celular cuando ponemos el inhibidor Z-VAD-
FMK. Sin embargo cuando ponemos las células en presencia del anticuerpo
P4G11 aumenta una gran proporcion el porcentaje de células viables y
disminuye, por tanto, el porcentaje de células apoptoticas. El numero de

células necroticas aumenta un 5% y esto puede deberse a que cuando las
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células ya han llegado a un punto determinado de la apoptosis, este proceso se
vuelve irreversible y la accion del anticuerpo no puede revertir a aquellas
células que ya han llegado a ese punto.

Por otra parte, estudiamos las modificaciones que ocurrian en la
expresion de CD200R en estas condiciones. Observamos en esta ocasion que la
expresion de dicha molécula disminuia en respuesta a la accion del anticuerpo
lo que nos lleva a relacionar la modulacién de Cd200r con la activacion de las
integrinas con cadena [B1l. Es decir cuando las células son sometidas a
suspension la falta de activacion de las integrinas por la matriz extracelular, a
través de su cadena B1, hace que el proceso de anoikis comience y por tanto

que la expresion de CD200R aumente.

CD200R
L B0
2 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
=}
g ffffffffffff ---| |OCD200R
32
Adherentes Suspension Ac Anti- Ac Anti-
Integrina  Integrina+Z-
VAD

Figura 31.- Expresion de CD200R por las células por accion del anticuerpo P4G1l1(anti-
integrina B1).

La presencia en el medio de cultivo del anticuerpo anti-B1 ejerce un
efecto antiapoptotico lo que conlleva una disminucion de la expresion de
CD200R, lo cual nos esta indicando que la unién de las integrinas esta

relacionada con la expresion de dicha proteina.
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RESULTADOS

3.6. La anoikis controla la expresion de
cd200r por la via de 1a PI3K.

La ruta intracelular que se activa por la integrina 1 va desencadenando
una serie de senales a través de proteinas citoplasmaticas que llevan esta
senal hasta el nucleo celular y alli es donde en ultima instancia se produce el

efecto. Las proteinas implicadas en esta ruta estan representadas en la

0 0.9

siguiente figura:
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Figura 32.- Esquema que muestra las principales vias de transduccion de sefiales a partir de la
union de las integrinas a sus ligandos.

Como un paso clave en la ruta de senalizacion, esta la proteina PI3K y
es por ello que se decidi6 seguir la investigacion interceptando la senal
intracelular a este nivel. Para ello, se realizo el experimento empleando un
inhibidor de dicha proteina, el LY294002 cuya funcion es detener la senal
iniciada por la integrina 1. Para este ensayo se colocaron las células en
suspension y se le anadio el anticuerpo anti-f1 para que la sefial intracelular
se desencadenara. Al mismo tiempo se dispuso otro tubo en el cual se

colocaban las células igualmente y en este caso le anadiamos el inhibidor
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LY294002 para ver si ejercia su accion interceptando la senal intracelular. Los

resultados que obtuvimos se pueden ver en el siguiente grafico:

Apoptosis

50 A O Viables
2 40 B Apoptosis
30 O Necrosis

Z-VAD-FMK

P4G11

LY294002 _ - - - - + +

CD200R

% Células

Figura 33.- Porcentaje de células viables, apoptosis y necrosis. Nivel de expresion de
CD200R cuando las células estan adheridas, en suspension, en suspension con Z-VAD-
FMK, en suspension y en presencia del anticuerpo anti-f1 (P4G11), en suspensién, con el
anticuerpo P4Gl1 y con Z-VAD-FMK, en suspension, con el anticuerpo y el inhibidor de la
PI3K y en suspension, con el anticuerpo P4G1l1, el inhibidor de la PI3K y con el inhibidor
de caspasas Z-VAD-FMK.
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Las células sometidas a suspension, en contacto con el anticuerpo anti-
integrina B1 unido al inhibidor de la PI3K aument6 la expresion de CD200R
debido a que las células entraban en apoptosis por anoikis ya que se da una
compensacion relativa del efecto de la integrina con el inhibidor de la PISK. Por
otro lado cuando ponemos el inhibidor de las caspasas, Z-VAD-FMK se reduce
la expresion de CD200R muy ligeramente respecto a la condicion anterior. Esto
se puede explicar por el bajo efecto que causa el Z-VAD-FMK sobre estas
células ya que aquellas que han entrado en la fase irreversible ya no pueden
volver atras.

El empleo del inhibidor de la PI3K nos permitié confirmar que este
enzima es clave en la senalizacion que lleva a la muerte celular y que esta
muerte por descamacion es la causa que provoca el incremento de la expresion

de la proteina CD200R.

3.7. La anoikis regula la expresion de cd200r
a nivel transcripcional

Para el aislamiento de la region promotora debiamos obtener un
fragmento de ADN genomico delante del gen CD200R1 que pudiera
corresponderse con el promotor. Los programas de prediccion de promotores
identificaron la presencia de un posible promotor del gen CD200R1 en la region

entre 2000 pb antes del inicio de la transcripcion y 200 pb por detras.

PROGRAMA COMIENZO DE CAJA
TATA PREVISTAS
Neural Network Promoter -(643-693)
Prediction -(1269-1219)
TSSW -684
TSSG -684
Promoter 2.0 -494

Tabla 2.- Se indica la localizacion desde el inicio del mensajero previsto en NCBI (nimero
de acceso NM 138806)
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Con lo cual partimos de DNA genomico humano y usamos los cebadores

PRCD200RFW y PRCD200RRV. La imagen que obtuvimos fue ésta:

|lwu

Figura 34.- Productos de PCR obtenidos con los cebadores PRCD200RFW y PRCD200RRV

La secuencia clonada fue la siguiente:
GTTGGATTATTTGGGTGGACCAAAAATAATCACAAGGTCTTTATAAAAGGGAGGCATA
AGGGTCACAGTCAGAGAAGATGTGACAGTGGACCAGAGGTCCGAATGATGTAGCTGC
AAGCCAAGAAATGCAGGCATTCTCAAATCGCTGGAAAAGGCAGGGAGCAAATTCTGCC

CGAGCCTCCAGATGGAGTGCAGCCCTTCCAACACCTTGATTTTAGTCCCCTAAGATCC

ATTTCAGACTTCTGATCACCAGAACTGTAAGATAATAAATGTTGTGTTGTGTTAAGCC

ACTGAGTTTGTGGTAATTTCTTACAGTAGCAATAGGAAACTAATACACATATGATGTT

TACAGGGTTGTGTGTTGACTCCCATTATAGACAGGAATTTCACACAATAATTTTCAAG

AAAACATATTGTATTCCAGACTCAAATACTAAGGCCGTAAAGCTCTTCAACCTGGAGA

AAGCCTCTAAAAGTCATCATAATTGGGAAATTTACAAGGATGGGCCAAAGTAGATCAA
TATTCTGTTTTACTTTTTGGTGCAAGTTTAGACAAATCTGTTTATCTTGGACACGTTCA
ATGCCTTACTGTAAAGTTTGTCTGTGTACAGCAGAAGTGAGAGGAGAACCAATGAGCT
GAGAGATAATTCAATCAATCTGCTTCCTCCGTCTTTGCTTCAGGGCTTCATACAGGAA
ATCTATTGCTGTGTCAAGTTCCAGAGAAAAGCTTCTGTTCGTCCAAGTTACTAACCAG
GCTAAACCACATAGACGTGAAGGAAGGGGCTAGAAGGAAGGGAGTGCCCCACTGTTG
ATGGGGTAAGAGGATCCTGTACTGAGAAGTTGACCAGAGAGGGTCTCACCATGCGCA
CAGTTCCTTCTGTACCTGTGTGGAGGAAAAGTACTGAGTGAAGGGCAGAAAAAGAGAA

AACAGAAATGCTCTGCCCTTGGAGAACTGCTAACCTAGGGCTACTGTTGATTTTEAGE

Figura 35.- Secuencia del extremo 5° del gen CD200RI1 clonada en el vector pDSRed-
Express-1. En amarillo se representa el primer exon del mensajero. La secuencia subrayada
es el promotor predicho por GenomatixSuite. Se marcan en verde y rojo las regiones donde
hibridan los cebadores empleados para la clonacion.
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El promotor fue digerido para ver si el patron de digestion era el
correcto, una vez comprobado fue purificado y clonado en pGEMT, de donde
fue sacado digiriendo con los enzimas de restriccion Bgl Il y Sal I.

Para el estudio del promotor de CD200RI procedimos a introducirlo en
el vector pDsRed-Express-1, que expresa la proteina roja fluorescente cuando
se le inserta un promotor funcional delante. Segin nuestra hipoétesis, las
células que se encuentren en suspension deberian emitir fluorescencia, lo que

comprobamos que ocurria realmente, como muestran las fotografias:

a) en las células que no estan en suspension no se ve fluorescencia:

b) en las células en suspension se produce la transcripcion y se ven

fluorescentes:
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Figura 36.-Fotografias de las células Caco-2 transfectadas con el promotor de CD200R

incluido en el vector pDS-Red-Express-1. Las células que estan pegadas y vivas no emiten
fluorescencia pero las que estan despegadas y por consiguiente en apoptosis si emiten

fluorescencia.

Si observamos el nivel de fluorescencia por citometria de flujo
obtenemos la confirmacion de los datos de microscopia, por lo que se
demuestra que el promotor se activa cuando las células se encuentran en

suspension.
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Figura 37.- Expresion de red GFP:CD200R y de la apoptosis cuando las células entran en
suspension y con el tratamiento con Z-VAD-FMK.

En esta grafica podemos ver como se correlaciona el aumento de
apoptosis con el incremento en la expresion de CD200R en las células en
suspension con respecto a los controles. Cuando ponemos el inhibidor de la
apoptosis Z-VAD-FMK, se puede apreciar que la apoptosis no varia mucho sin
embargo la expresion de CD200R si disminuye un poco. Esto puede explicarse
de forma que aunque el inhibidor de caspasas es capaz de actuar sobre el
promotor a nivel de detener la expresion de la proteina posiblemente las

células ya han entrado en la via irreversible de la apoptosis y al ir por la via
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alternativa a las caspasas este proceso no se puede detener pero el inhibidor si
afecta al promotor.

Cuando hacemos el experimento para cuantificar los cambios en los
niveles de expresion de CD200R a nivel de promotor insertado en el vector
(Figura 38) observamos que, de la misma manera que en condiciones normales
la expresion de CD200R aumenta con la suspension, el promotor también se
ve afectado por esta circunstancia lo que nos indica que debe haber algin sitio
de regulaciéon relacionado con la activacién de las integrinas, como se habia
visto anteriormente. Como se puede apreciar las células en suspensién con
ZVAD-FMK ven un poco disminuida su expresion al igual que las células que
han estado en contacto con el anticuerpo anti-integrina 1. Esto puede
deberse a que la senal intracelular desencadenada por las integrinas llega
hasta algtun sitio del promotor y reprime la expresion de CD200R.

Cuando ponemos las células en suspension con el anticuerpo (P4G11)
anti-integrina 31 y le anadimos el inhibidor de la PI3K (LY294002) observamos
que ocurre una disminucion de la expresion de CD200R que va asociada a una
disminucién de la apoptosis.

Cuando ponemos las células en las mismas condiciones que antes y
ademas le anadimos el Z-VAD-FMK no apreciamos un cambio significativo

respecto al anterior.
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Figura 38.- Variaciones en la expresion de la fusion CD200R:redGFP en las células transfectadas con el

promotor de CD200R en las condiciones previamente ensayadas.

En este experimento demostramos que las células transfectadas con el
vector tienen el mismo comportamiento que las normales (no transfectadas) y

que la regulacion de la expresion de CD200R esta relacionada con la anoikis.
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3.8. La anoikis controla la expresion de
cd200r in vivo.

Simultaneamente decidimos estudiar si este fenomeno de anoikis
ocurria también en células intestinales de rata in vivo y si los cambios en la
expresion de la proteina CD200R también se correspondian con este fenémeno.
Para ello se extrajeron los enterocitos del intestino de rata y se dividieron en 2
grupos: uno de ellos quedaron unidos en un trozo mientras que el otro grupo
fue puesto en suspension durante 5 horas. Al hacer el analisis de viabilidad

mediante la anexina V obtuvimos los siguientes resultados:

Apoptosis in vivo
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Figura 39.- Viabilidad celular, apoptosis y necrosis obtenidas para los enterocitos
obtenidos de rata. Se ha afnadido el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK para ver su accion
sobre estas células.

Se anadio6 el inhibidor de caspasas, Z-VAD-FMK, para ver si ejercia su
accion antiapoptotica sobre las células normales. Como se puede ver actia a
un pequeno nivel reduciendo la apoptosis en un 10% y aumenta la viabilidad
celular. La necrosis no se ve alterada por la presencia o ausencia del Z-VAD-
FMK. En estas condiciones se hizo una medicion de la expresion de CD200R
en estas células y como se puede apreciar en la suspension también provoca
en estas células un aumento de CD200R respecto a los controles y también se
observa que el efecto del Z-VAD-FMK sobre la expresion es infimo aunque hay

una pequena disminuciéon en la expresion.
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Figura 40.- Expresion de CD200R en las células intestinales de rata en los controles (han
permanecido adheridas unas a otras y a la matriz), en suspension durante 5 horas y en

suspension en presencia de Z-VAD-FMK.

Con este experimento demostramos que la expresion de CD200R esta

relacionada con la anoikis, también en condiciones fisiologicas.

3.9. Expresion de ¢d200r en células
epiteliales y no epiteliales: MCF-7
(cancer de mama) y MG-63
(osteosarcoma).

Se hizo un estudio en células de cancer de mama (MCF-7) que son de
morfologia epitelial y en células de osteosarcoma (MG-63) que son de
morfologia tipo fibroblasto para averiguar si el mecanismo de expresion de
CD200R estaba restringido a la linea celular de origen epitelial o era un
mecanismo generalizado a otras lineas celulares para inhibir la respuesta
inflamatoria cuando las células entran en apoptosis. En primer lugar lo que
intentamos fue provocar la apoptosis en estos tipos celulares y averiguar si
podia ser provocada por la suspension o pérdida de la matriz extracelular es
decir que fuera anoikis. Los datos que obtuvimos en MCF-7 nos indican que la
anoikis también es un proceso generalizado a todas las células de origen
epitelial e incluso es mas efectivo que la provocacion de apoptosis por métodos
quimicos como es la adicién de adriamicina.

La adicion de Z-VAD-FMK a estas células no produjo variacion en la

viabilidad celular ni en la reducciéon de la apoptosis.
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Figura 41.- Este grafico representa el porcentaje de células viables, apoptédticas y
necréticas cuando las células MCF-7 son mantenidas en suspensiéon durante 20 horas y en
presencia de un compuesto desencadenante de la apoptosis como es la adriamicina.

Como se observa en la Figura 42, el porcentaje de expresiéon de CD200R
también aumenta con la suspension, aunque en este caso el Z-VAD-FMK
provoca un aumento de esta proteina en vez de disminuir, lo que era esperado
pues el inhibidor de caspasa no ejercio su efecto en el grado de apoptosis. Sin
embargo, a pesar que el Z-VAD-FMK no vari6 los niveles de apoptosis en el
tratamiento con adriamicina, si provoca un incremento en los niveles de

expresion de CD200R en estas células, incluso son mas elevados que los

provocados por la suspension.

CD200R en MCF-7

% Células

Control Suspensién  Suspension Adria Adria ZVAD
ZVAD

Figura 42.-Grafico en el que se representan los niveles de expresion de CD200R en las

células MCF-7 cuando son mantenidas en suspension, en presencia de adriamicina y con

Z-VAD-FMK.

Cuando provocamos la apoptosis en células MG-63 por agitacion suave,

observamos que este mecanismo es también efectivo en este tipo celular; la
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apoptosis se ve incrementada en una gran proporcién y cuando se pone el
inhibidor de caspasas, Z-VAD-FMK se aprecia una disminucion en la apoptosis

provocada por la suspension.

APOPTOSIS
40
301
I 201
10
oL .
Control Suspension Susp2VAD

Figura 43.- Porcentaje de células MG-63 apoptéticas producidas por la suspensiéon durante

20 horas y la accion del Z-VAD-FMK sobre la apoptosis.

Cuando analizamos la expresion de CD200R en estas células se observa
que la expresion basal es un poco menor que en las células epiteliales y
aunque aumenta dicha expresion con la suspension; por otro lado, en este
caso, el agente inhibidor Z-VAD-FMK no disminuye dicha expresion sino que

aumenta.

CD200R

- |I|

Controt Suspenson SuspensionZvAD

]
ANVoONAMNOOBREDBD
T

Figura 44.- Expresion de CD200R en las células MG-63 en los controles (células adheridas), en

suspension y en presencia de Z-VAD-FMK.

Estos experimentos nos confirman que la anoikis es un proceso
generalizado a distintos tipos celulares y que, igual que en las células
intestinales, también regula la expresion de CD200R aunque parece ser por
rutas distintas ya que estas células no responden de la misma forma al Z-VAD-

FMK que en el caso estudiado.
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3.10. Expresion diferencial de las isoformas
de ¢d200r en enfermos de Crohn, colitis
ulcerosa e individuos sanos.

En estudios previos de nuestro laboratorio se habia observado que
CD200R se expresaba en enfermos de Crohn por lo cual se decidi6é estudiar si
esta molécula tenia una expresion diferencial respecto a los enfermos de CU y
los individuos sanos. Para ello, se tomaron biopsias de estos grupos de
personas, se les extrajo el RNA y se analizo mediante PCR a tiempo real. Se
utilizé como control interno la determinacion del gen GUS (B-glucuronidasa) y
para detectar a CD200R se emplearon dos tipos de oligos: uno era capaz de
detectar la isoforma de CD200R que contenia el exon 2 mientras que el otro
detectaba la isoforma que no lo presentaba. Ambos cebadores habian sido
disefiados por Applied Biosystems.

Por otro lado, también interesaba conocer si el ligando de CD200R,
CD200, presentaba también wuna expresion diferencial entre ambas
enfermedades o solo uno de ellos era especifico de la enfermedad.

Se hicieron tres experimentos con cada muestra y se calcul6 la media
para los tres. Ademas se agruparon las muestras por enfermedad e individuos

sanos. Se obtuvieron los siguientes resultados:

O AD200 Sanos
m CDro0 QU
0O CD200 Grohn

Figura 45.- Expresion del gen ¢d200 en los individuos sanos, en los pacientes de CU y los

pacientes de enfermedad de Crohn.
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O CD200R1 Sanos

B CD200R1 QU

Figura 46.- Expresion de la isoforma R1 (sin exon 2) del gen cd200r en los individuos

sanos y en los pacientes de CU y enfermedad de Crohn.

CD200R2

O CDP00R2 Sanos
B CD200R2 QU
0O CD200R2 Crohn

Figura 47.- Expresion de la isoforma R2 (con ex6n 2) del gen cd200r en los individuos

sanos y en los pacientes de CU y enfermedad de Crohn.

En la primera grafica podemos observar que el gen cd200 no varia
practicamente en los tres grupos analizados por lo cual si su expresion no se
modifica podemos deducir que su expresion no esta relacionada con la
enfermedad. Hay un pequeno incremento en los individuos de CU pero no es
considerado significativo.

En la figura 32 estan reflejados los cambios de expresion de la isoforma
R1, es decir sin exén 2 en los individuos sanos, en los pacientes de colitis
ulcerosa y en los enfermos de Crohn. Se aprecia un incremento de la expresion
de esta isoforma en los pacientes de CU respecto a los individuos sanos y una
disminucién de la expresion en los individuos de Crohn respecto tanto a los
individuos sanos como a los de CU. En esta isoforma se da una expresion
diferencial entre ambas enfermedades ya que la expresion en enfermos de
Crohn es 4 veces menor que en los de CU.

En la ultima grafica (figura 33) también ocurre un aumento en la
expresion de la isoforma R2 (con ex6n 2) en los enfermos de CU respecto a los
individuos sanos. El grupo de pacientes de Crohn presenta una ligera
disminucién respecto a los individuos sanos y una variacion de 2,5 veces

respecto a los enfermos del grupo de CU.

121



M. Olga Fernandez Navarro

DISCUSION

122



4. DISCUSION

La formacion del intestino comienza muy temprano en la embriogénesis
y el desarrollo de un epitelio maduro requiere la correcta expresion, tanto
temporal como espacialmente, de los productos de numerosos genes para que
se den los cambios estructurales correctos y la morfogénesis celular que es
necesaria para la formacion del o6rgano. En el adulto, aunque el epitelio
intestinal esta maduro y completamente desarrollado, permanece en un estado
de renovaciéon contintia. Este recambio depende de un proceso de proliferacion
altamente regulado de las células madres y de la diferenciacion de las células
hijas (Guo, Suh, and Lynch, 2004).

En trabajos previos de nuestro laboratorio empleando una modificacién
de la técnica differential display, se identificaron una serie de genes cuya
expresion estaba asociada al proceso de diferenciacion celular que
experimentaban las células cuando eran crecidas sobre una matriz
extracelular, denominada Matrigel (Vieites et al., 2005). El Matrigel es una
preparacion de membrana basal solubilizada extraida del sarcoma de
Engelbreth-Holm-Swarm de ratén, un tumor enriquecido en proteinas de ECM.
Esta compuesto por componentes de membrana basal, como son la laminina,
el colageno IV y la entactina, y factores de crecimiento (EGF, bFGF, NGF,
PDGF, IGF-1 y TGF-B)(LeBleu, Macdonald, and Kalluri, 2007). Las células
empleadas procedian de una linea celular de intestino de rata (IEC-6).

Los genes que vieron modificada su expresion por esta causa fueron:
e Nr4a3
e Rnd3 (rhoE)

e Sh3d19
e Gosrl (Cis-Golgi p28)
e (d200rl1

De este grupo de genes, el mas interesante para nosotros fue Cd200r1 y
profundizando en su estudio, en el ano 2003, nuestro grupo identifico y
caracterizé el gen CD200RI1 en el genoma humano (Vieites et al, 2003).
CD200R1 es un gen que codifica para una proteina denominada CD200R y que
actua de receptor para un ligando denominado CD200. CD200R1 se descubrio

que estaba localizado en la region del cromosoma 3q12-13 muy cercano al gen
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CD200. El gen humano consta de una region de 52 kb que conforman 9
exones. Dichos exones codifican para una proteina celular de superficie
compuesta de 348 aminoacidos consistentes en dos dominios IgFF (fold-family)
en una tipica unién V/C2 con los residuos conservados de tirosina, cisteina y
triptéfano que definen las hebras B a F de la organizacion IgFF (Halaby,
Poupon, and Mornon, 1999). El dominio citoplasmatico consta de 59
aminoacidos y tiene 2 residuos de tirosina, uno de los cuales forma parte de
un motivo NPXY. Al igual que otros genes IgSF el gen CD200R genera distintas
isoformas mediante splicing alternativo que da lugar a dos isoformas, una mas
larga (contiene todos los exones) que codifica para un receptor de membrana y
otra mas corta (que finaliza en un punto intermedio, ex6n 5) y que lo hace para
una proteina de caracter soluble, sin dominio transmembrana ni intracelular.
Ambas formas, tanto la soluble como la receptora pueden presentar una
insercion de 23 aminoacidos en la posicion 23; dicha insercion conformaria el

exon 2 y generaria un dominio putativo de dihidroxiacido dehidratasa.

La interaccion de CD200 con CD200R produce wun efecto
immunoregulador provocando una senal que lleva a la inhibicion de los
macrofagos. CD200 esta formada por dos dominios IgSF y posee una region
citoplasmatica corta (Preston et al., 1997). Esta estructuralmente relacionado
con B7.1 y B7.2 (Borriello et al., 1998) que poseen dos dominios IgSF en union
V/C, un dominio transmembrana y regiones intracelulares divergentes.
Ademas, una variante de splicing ha sido descrita para B7.2, carente de zona
transmembrana. Ambos presentan dos patrones de expresion diferentes pues
mientras que B7.1 es inducible, B7.2 es expresado constitutivamente en las
APC y se regula positivamente por la activacion de dichas células (Hansen et
al., 2009). Los componentes del LRC (complejo receptor leucocitario) también
pertenecen a la familia de las IgSF y son receptores de superficie celular.
Dentro de este complejo se encuentran los KIR (receptores tipo
inmunoglobulina), que se expresan en las células NK y las células T
citotoxicas, y los LILRs (receptores de tipo Ig leucocitarios) que son expresados
en células de la linea mieloide. Los principales ligandos para estos receptores
son las moléculas de MHC clase I. Dentro del grupo de los LILRs existen de
tipo inhibidor, activador y pseudogenes (Cao et al,, 2006; Liu, 2005). También
existen LILRs potencialmente solubles que son producidos por splicing y son

capaces de desarrollar una respuesta inhibitoria cuando se unen a su ligando

124



de MHC clase I (Suciu-Foca et al., 2007). Los LILRs son potentes moduladores
de la respuesta inmune y como sus homologos murinos, los PIR, regulan a las
células de la linea mieloide. Varios investigadores se han encargado de
estudiar las funciones de los receptores LILRs en monocitos ex vivo (Colonna et
al.,, 1997; Fanger et al., 1998; Nakajima et al.,, 1999) o en células dendriticas
(Tenca et al.,, 2005) pero su significancia biolégica se desconoce debido a su
complejidad. Los LILRs con ITIM en su tallo citoplasmatico llevan una senal
que regula negativamente las funciones leucocitarias. Ademas de éstos, existen
una gran variedad de receptores inmunes que pertenecen al LRC (LAIR-1,
FcaR1, NCR1) y moléculas codificadas en zonas adyacentes (CEACAMs, Axl,
CD79A, DAP10, DAP12, etc.) las cuales, la mayoria, estan implicados en la
regulacion negativa de la respuesta inmune. Muchas de estas proteinas
colaboran con DAP-12 para propagar su senal inhibitoria, aunque su

mecanismo es desconocido (Barrow and Trowsdale, 2008).

Gorczynski observo que la interaccion de CD200 con CD200R producia
un efecto immunoregulador ya que inhibia la produccion de citoquinas tipo-1,
que son las encargadas de la defensa de tipo celular y producidas por los
linfocitos T helper tipo-1. Estos datos apoyan la idea de que las interacciones
CD200:CD200R son importantes en la inmunoregulacion que contribuye a
determinar la susceptibilidad a la enfermedad autoinmune (Gorczynski, 2001).
La interaccion de CD200 con su receptor provoca una seflal inmunosupresora
que lleva a la inhibicion de los macrofagos, a la inducciéon de células T
reguladoras, cambio del perfil de citoquinas desde Th1l a Th2 e inhibicién de la
inmunidad especifica de tumor de las células T (Moreaux et al.,, 2008). Muchos
estudios sugieren que la sefnalizaciéon producida por la interaccion CD200-
CD200R disminuye la actividad de las células mieloides (Jenmalm et al., 2006).
Se ha descrito una relacién entre esta interaccion y la enfermedad de
Parkinson ya que CD200 transmite una sefial inmunoreguladora a través del
receptor de CD200 para regular la activacién de la microglia y este suceso esta
bastante relacionado con la patogénesis y la progresion de la enfermedad de

Parkinson (Wang et al., 2007).

Nuestros resultados preliminares habian comprobado que la expresion
de CD200R1 no estaba so6lo restringida a células de la linea mieloide (Wright et
al., 2000) sino que dicho gen también es expresado por las células intestinales

en el proceso de diferenciacion celular. Nuestro objetivo a continuacion fue
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estudiar que factor estaba implicado en la regulacion de la expresion del gen
Cd200r1. En primer lugar, cultivamos y diferenciamos las células IEC-6 sobre
Matrigel. Un posible factor que podia influir sobre la expresion de Cd200rl
podia ser la presencia o ausencia de suero, ya que la ausencia de suero hace
que las células detengan su ciclo celular mientras que la presencia de este
componente hace que sigan madurando hasta llegar a la muerte celular. El
estudio abarco dos aspectos: proliferacion o diferenciacion celular y presencia
o ausencia de suero. La figura 12 y la tabla 1 nos muestran que la expresion
de Cd200r1 disminuy6 por la diferenciacion. Con respecto a las distintas
isoformas, la isoforma larga es mayoritaria. La isoforma corta desaparece en
las células diferenciadas. La presencia de suero contribuye positivamente a la
expresion de ambas isoformas ya que las células maduran y entran en

apoptosis.

Una vez que habiamos demostrado la expresion de Cd200rl en las
células intestinales se decidi6é averiguar en qué localizacion celular y tisular
asociada al desarrollo podiamos hallarlo. El intestino de los mamiferos
continua desarrollandose después del nacimiento coincidiendo con cambios
dietarios e inmunolégicos. En el raton ocurre una importante transformacion a
fenotipo adulto en el tiempo del destete (dia 20) en los enzimas digestivos y en
la funcion de transporte (Holmes et al.,, 2006). Respecto a la localizacion
celular, dado que la forma mayoritaria era la isoforma de receptor supusimos
que estaria integrado en la membrana citoplasmatica. Los resultados de
microscopia no revelaron ninguna localizacion celular definitiva ya que fueron
difusos debido a la poca cantidad de proteina expresada en estas células en
estado proliferativo. Los receptores tipo Toll (TLRs) son cruciales en la
inmunidad innata que reconoce los componentes microbianos (ligandos de los
TLRs). La interaccion entre ambos conduce a la transcripcion de numerosos
genes inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-12, etc. pero articulos recientes han
demostrado que la activacion de los TLRs de las IECs pueden limitar la
respuesta inflamatoria a los ligandos que existen en el lumen intestinal.
Algunas lineas celulares humanas de IEC expresan mRNA de TLR2, TLR3,
TLRS y TLR9. Los TLR9 se expresan exclusivamente en la superficie de las
células IEC mientras que en lineas de células B es expresado
intracelularmente. TLR9 es expresado tanto en la zona apical como en la

superficie basolateral en células Caco-2 (Lee, Gonzales-Navajas, and Raz,
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2008). En cuanto a la localizacion tisular, comprobamos que CD200R se
expresa a lo largo del eje intestinal longitudinal, en todas las porciones
intestinales (duodeno, yeyuno, ileon y colon) en las ratas desde el nacimiento y
aumentando hasta los 7 dias. La expresion disminuye a los 21 dias, excepto
en colon. Los niveles de expresion cuando la rata tiene 21 dias son menores
que en ratas mas jovenes lo que indica que el estado de desarrollo del
individuo también afecta a CD200R. Varios enzimas estan espacialmente
restringidos a distintos segmentos en el eje antero-posterior del intestino
delgado son temporalmente regulados durante la maduracion postnatal. Por
ejemplo, la lactasa intestinal es expresada a niveles altos en el yeyuno justo
después del nacimiento y disminuye drasticamente justo antes del destete en
la mayoria de los mamiferos. La sacarosa-isomaltasa también se expresa a
niveles altos en yeyuno pero con un patron temporal diferente ya que en el
nacimiento los niveles son minimos y aumentan drasticamente en el tiempo de
destete (Fang, Olds, and Sibley, 2006). Otras proteinas, como las claudinas,
también son expresadas a lo largo del eje longitudinal y en el eje de
diferenciacion cripta-vellosidad, presentando un complejo patron espacio-
temporal. Son proteinas que forman parte de las uniones estrechas entre
células y su funcion es bloquear el paso de moléculas por la ruta paracelular
(Tsukita and Furuse, 1998).Se conocen 19 claudinas, pero no todos los
gradientes son continuos sino que algunas claudinas son especificas de
determinados segmentos, por ejemplo, la expresion de claudinas 2, 5, 7y 10
se observo en la zona ileocecal mientras que la claudina 18 solo se detecta en
duodeno y yeyuno. Otros genes que codifican para uniones transmembrana,
como ocludina, JAM o JAM-4 fueron muy continuos desde el duodeno hasta el
colon distal (Holmes et al.,, 2006). Los genes Cdx-1, Cdx-2 y E2F4 muestran
una expresion regional especifica en el intestino delgado y en el colon, tanto en

el desarrollo como en el adulto (Brittan and Wright, 2004).

Dado que la interaccion con la matriz extracelular ha sido implicada en
la diferenciacion o proliferacion en diversos tipos celulares, entre los que
destacamos las células epiteliales intestinales, decidimos estudiar si alguno de
los componentes de dicha matriz podia regular la expresion del gen Cd200r1.
El Matrigel esta compuesto de laminina, colageno IV, nidégeno, heparan
sulfato y diferentes factores de crecimiento, entre los que destacan TGF-, EGF

e IGF. La laminina y el colageno IV son capaces de parar la proliferacion de las
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células Caco-2 y aumentar las actividades de enzimas indicadoras de
diferenciacion intestinal, como la fosfatasa alcalina, la sacarasa isomaltasa, la
lactasa y la dipeptidil peptidasa (Basson, Turowski, and Emenaker, 1996).
Ademas, la laminina I es capaz de producir la salida del ciclo celular de las
células fetales de intestino de rata (Hahn et al., 1990). Por otro lado, las células
Caco-2 son capaces de diferenciarse espontaneamente al mantenerse en
confluencia, lo que puede deberse a su produccion de laminina I, ya que la
inhibicion de la sintesis de la cadena al de lamininas disminuye la
diferenciacion de estas células (De Arcangelis et al., 1996).En las células IEC-6
existen informes contradictorios sobre la accién de la laminina, indicando que
pueden aumentar la proliferacion (Yu, Schwartz, and Petryshyn, 1998) o
disminuirla e inducir la diferenciacion (Wolpert et al., 1999). En el caso de
TGF-B, algunos articulos indican que disminuye la proliferacion de las células
sin inducir la diferenciacion (Barnard et al, 1989), mientras que otros
defienden que este compuesto es capaz de inducir la diferenciacion (Kurokowa,
Lynch, and Podolsky, 1987). En el caso de IGF-I, PDGF y EGF, todos estos
factores parecen inducir la proliferacion de las células IEC-6 (Kojima et al.,
1998). Quaroni et al. determinaron que tanto la hidrocortisona como la
dexametasona a concentraciones muy bajas son capaces de inhibir la
proliferacion celular y favorecer la aparicion de caracteristicas morfologicas de
diferenciacion, aunque sin acompanarse de la deteccion de de actividades de
enzimas de borde en cepillo (Quaroni et al., 1999).

Sin embargo, en nuestros experimentos ninguno de los elementos de la
matriz extracelular ni la dexametasona, usada como control para inducir la
diferenciacién, fueron capaces de producir por si solos la diferenciacion
morfologica de las células IEC-6, a pesar que en la bibliografia existian
articulos previos que indicaban este hecho. Desde el punto de vista de la
expresion de Cd200r1 (Figura 17) ninguno de los compuestos estudiados fue
capaz de producir una disminucion en los niveles de mRNA. Tampoco
apreciamos cambios significativos cuando mezclamos todos los componentes
para hacer una matriz extracelular similar al Matrigel.

El estado de confluencia parece ser de gran importancia en la
diferenciacion de algunas lineas celulares de epitelio intestinal, siendo utilizado
de hecho, como otro modelo de induccion de diferenciacion. Este es el caso de
las células Caco-2, que se diferencian cuando se mantienen en cultivo post-

confluente (Vachon and Beaulieu, 1992). Como se habian descrito cambios en
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la expresion de genes asociados al estado de confluencia total o la parada del
crecimiento (Bello et al., 2003) y dado que no habiamos encontrado un
elemento de la matriz extracelular que redujera la expresion del gen Cd200r1,
decidimos estudiar si la diferenciacion inducida por confluencia podia influir
en la expresion de éste. Sorprendentemente, la confluencia aumento6 los niveles
de expresion del gen Cd200r1 respecto al Matrigel y a las células en
proliferacion (Figura 18 Y 19) lo que hacia que estuviéramos ante unos
resultados aparentemente contradictorios.

Para intentar aclarar este punto, analizamos qué podia estar ocurriendo
en estos dos estados celulares. En la practica se observa que el porcentaje de
células que se adhieren al Matrigel, respecto a las que se anaden para el
experimento, es bastante bajo lo que indica que la mayoria no se adhieren y
quedan en el medio donde mueren. La muerte de estas células hace que se
liberen al medio sustancias proinflamatorias que también podrian estar
influenciando la expresion de Cd200rl. Estudios recientes han demostrado
que las células intestinales participan activamente de la respuesta inmune
innata ademas de su funcion protectora como barrera fisica (Cario and
Podolsky, 2005). Puesto que en el intestino existe una microflora que convive
con las células intestinales y su lipolisacarido (LPS) es un estimulo
proinflamatorio (Abreu et al., 2001; Haller et al., 2004) se analizo si éste podia
ser el responsable de los cambios en la expresion del gen. Los experimentos no
fueron concluyentes, debido sobre todo al uso de lipopolisacaridos de varios
lotes con distinto grado de pureza (Figura 20).

Seguidamente decidimos estudiar el efecto de estimulos proapoptoéticos.
El empleo del H2O, como productor de dano celular esta bastante extendido
(Saksena et al., 2008) ya que produce modificacion de proteinas, oxidacion
lipidica, dano al DNA y otras alteraciones de las funciones biolégicas de células
y tejidos (Berlett and Stadtman, 1997). En este sentido, el estrés oxidativo
actia sobre receptores de factores de crecimiento como EGFR, para activar las
rutas de ERK y JNK (Guyton et al., 1996; Seomun et al., 2005). Asimismo, la
VCAM-1 se creia que se expresaba Unicamente en células endoteliales cuando
estas células son activadas por estimulos inflamatorios como estrés oxidativo,
LPS, etc. pero se ha observado que el peroxido de hidrégeno induce la
expresion de VCAM-1 en islotes pancreaticos y células p (Lee et al, 2008).
Analizamos el efecto del H,O> a varias concentraciones sobre la expresion del

gen Cd200r]1 (Figura 21). La conclusién a la que llegamos con este experimento
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fue que el dano celular estaba elevando los niveles de mRNA del gen Cd200rI
pero el gran numero de células muertas debido al dano celular nos impedia
detectar si era por apoptosis o por necrosis.

Una revision bibliografica nos mostréo que la suspension celular es, de
hecho, un método de induccién de la apoptosis (Dufour et al.,, 2004; Hyoh et
al,, 2002) en células epiteliales. Ademas algunos investigadores (Sterling and
Cutroneo, 2002) observaron que las células crecidas sobre Matrigel sufren
apoptosis. En trabajos previos se habia inducido la muerte celular de IEC-18 y
células Caco-2 por mantenimiento en suspension (Joseph et al., 2005;
Morozevich et al., 2003; Rosen et al., 2001). Este fenémeno de muerte celular
por falta de anclaje es conocido como anoikis (Wang, 2004) y se da en muchos
tipos de células epiteliales. En el caso del intestino, se piensa que se produce
cuando las células llegan a la cima de la vellosidad y son eliminadas al lumen
intestinal (Karam, 1999). Por ello, decidimos comprobar la regulacion de
Cd200r1 en células epiteliales intestinales en anoikis.

El estudio se dirigi6 en dos direcciones: una empleando el butirato como
agente proapoptoético y otra empleando la suspension celular en el medio de
cultivo como método para inducir la apoptosis. Se ha demostrado que el
butirato inhibe el crecimiento celular in vitro favoreciendo la parada del ciclo
celular, promueve la diferenciacion en células normales y transformadas y es
capaz de inducir apoptosis en algunos tipos de cancer (Andoh, Tsujikawa, and
Fujiyama, 2003; Giuliano et al.,, 1999; Myzak, Ho, and Dashwood, 2006). El
butirato es un acido graso de cadena corta que es producido por la
fermentacion de las bacterias en el lumen intestinal. Produce dos efectos en las
células: por un lado diferenciacion y por otro apoptosis (Gibson, 2004; Olmo et
al.,, 2007) aunque ambos parecen estar intimamente relacionados ya que las
células que mueren son las que presentan mayor actividad de enzimas
marcadoras de diferenciacion (Ruemmele et al., 2003). En las células Caco-2 se
habia observado que la adicion de butirato al medio de cultivo induce la
muerte por necrosis y apoptosis, ademas de inhibir la adhesion de las células a
la matriz y disminuir la expresion de las integrinas (Basson et al., 1996). Al
realizar los experimentos observamos que la apoptosis provocada por butirato
es de tipo independiente de caspasas (Figura 23) ya que el inhibidor de
caspasas Z-VAD-FMK no redujo la apoptosis. Por otro lado, produce un patron

mixto de necrosis y apoptosis. Todo esto junto a que requiere tiempos
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prolongados de exposicion al compuesto (72 horas minimo) hizo que no lo
consideraramos un método adecuado.

Respecto de la anoikis, utilizamos wuna técnica en la que
mayoritariamente se provocara la apoptosis de las células. Lo primero que se
hizo fue confirmar que este método provocaba un porcentaje relativamente alto
de apoptosis en células IEC-18 (Figura 24); esto se conseguia despues de 20
horas de suspension mientras que con el butirato eran necesarias un minimo
de 72 horas. Ademas, la apoptosis provocada era fundamentalmente
dependiente de caspasas ya que el Z-VAD-FMK produjo una recuperacion
importante de la viabilidad y el porcentaje de celulas necroéticas no era muy
elevado lo cual lo hacia idéneo para continuar el estudio. En estas condiciones,
el analisis de la expresion de la proteina CD200R nos confirmé6 que durante la
anoikis aumentaba la expresion del gen.

Se hizo el mismo estudio en las células Caco-2 para observar si este
fenomeno se extendia a otras lineas de células intestinales. Pudimos
comprobar que efectivamente los resultados eran similares.

Mediante la técnica de PCR a tiempo real probamos que la expresion de
CD200R1 se debia a un incremento en la transcripcién ya que la cantidad de
mRNA aumentaba en las primeras horas de la suspension aunque luego
descendia, posiblemente por la degradaciéon intracelular que sufren las células
cuando entran en un estado irreversible de apoptosis.

Para comprobar que la regulacion de la expresion del gen CD200RI se
debia a la descamacion celular o anoikis, se analizo el control por contacto con
la cadena B1 de la integrinas sobre las células en suspension. Estas integrinas
son muy abundantes en las células Caco-2, y no s6lo son las responsables del
contacto fisico con la matriz extracelular sino que la senalizacion celular a
través de ellas esta relacionada con la supervivencia celular dependiente de
anclaje (Frisch and Ruoslahti, 1997; Martin and Vuori, 2004; Reddig and
Juliano, 2005). La mayoria de los estudios sobre eventos de senalizacion
mediados por integrinas han sido desarrollados en células que se adhieren a la
fibronectina través de la integrina a5f31, una de las mejor caracterizadas que
reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp. Esta asociacion entre fibronectina y aSp1
esta implicada tanto en la regulacion de adhesion celular y la migracion como
en la diferenciacion y apoptosis (Frisch and Ruoslahti, 1997; Ruoslahti, 1996).
Por otro lado, otra de las principales integrinas en las células epiteliales es la

a3pf1, que media la adhesion a las lamininas de la ECM, promoviendo
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preferentemente la migracién celular y previniendo la apoptosis (Gu and
Taniguchi, 2004). Estas interacciones son criticas para la adhesién celular y
para la senalizacion dependiente de anclaje tanto en estados normales, por
ejemplo hemostasis o desarrollo, como patologicos (metastasis de tumores e
inflamacion) (Diamond and Springer, 1994; Mousa, 2008).

Los resultados mostraron que la viabilidad celular aument6 presencia de
anticuerpo anti-pl1 (Figura 30), y por tanto se confirma que las integrinas
tienen un papel importante en la senalizacion de supervivencia celular anclaje
dependiente. Al analizar la expresion de la proteina CD200R (Figura 31) se
observé que la disminucion de la apoptosis esta asociada con la disminucion
en la expresion de la proteina CD200R. Asimismo, el doble efecto del
anticuerpo anti-fl1 y el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK también redujo la
apoptosis y la expresion de CD200R.

Estos resultados no nos permitian conocer qué eventos intracelulares
determinan la supervivencia celular y la expresion de CD200R. Al estudiar las
rutas intracelulares relacionadas con la senalizacion de las integrinas
observamos que existen varias vias implicadas como son la ruta de FAK, Src y
MEK/Erk y la ruta de la PI3K/Akt, funcionando una u otra dependiendo del
tejido y el contexto celular (Manning and Cantley, 2007; Mitra and Schlaepfer,
2006). También esta confirmado que la ruta integrina/Fak/Src puede
estimular a la rutas PISK/Akt y MEK/Erk, tanto individualmente como en
combinacion, dependiendo del tipo celular analizado (Stupack and Cheresh,
2002; Vachon, 2006). En células epiteliales intestinales se ha observado que la
activacion de la via de la PI3K esta relacionada con un aumento de la
viabilidad celular (Zhang et al., 2004a). Ademas numerosos estudios han
relacionado la falta de union de las integrinas a sus ligandos con la actividad
de esta via, lo que da lugar finalmente a la muerte de aquellas células que han
perdido el contacto con la matriz extracelular (Tian et al, 2002; Xia et al.,
2004). Al ensayar el efecto de la inactivacion de esta via por el compuesto
LY294002, inhibidor de la PI3K, observamos que se bloquea la proteccion del
anticuerpo anti-f1, P4G11, que produjo un aumento de la muerte celular y un
incremento en la expresion de CD200R comparable a las células en suspension
sin anticuerpo (Figura 33). Esto nos induce a pensar que la sefializacion desde
la integrina Bl a través de la PI3K es la fundamental para la muerte por

anoikis y el control de la expresion de CD200R1, al menos en células Caco-2.
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Puesto que en los experimentos realizados habiamos empleado una linea
celular, derivada de un cancer de colon, decidimos comprobar si ocurria de
igual forma in vivo. Para ello, utilizamos enterocitos extraidos de intestino de
rata segin el método de Grossman et al. (1998), con algunas modificaciones.
Obtuvimos wuna poblacion de enterocitos primarios, extraidos por
procedimientos mecanicos, tras debilitar las uniones intracelulares y con la
matriz extracelular mediante el empleo de EDTA y DTT. Las células asi
obtenidas han sido empleadas por otros grupos en el estudio de la activacion
de caspasas durante el proceso de anoikis y estudios de respuesta de
enterocitos a interleuquinas implicadas en la enfermedad inflamatoria
intestinal (Grossmann et al.,, 1998; Grossmann et al., 2001; Kiessling et al.,
2004; Schlottmann et al., 2004). Al someter a los enterocitos a descamacion
observamos una respuesta similar a las células Caco-2 y que el Z-VAD-FMK
también ejercia efecto inhibidor de la apoptosis. Igualmente se correspondia
con un incremento en los niveles de expresion de CD200R en estas células. Por
tanto podemos confirmar que este fenomeno ocurre también de forma
fisiologica en las células epiteliales de intestino.

En paralelo, procedimos a la identificacion y caracterizacion de la regiéon

promotora del gen CD200RI1. Para el estudio del promotor, el primer paso
consistio en la identificacion del sitio de inicio de la transcripcion. Para ello
usamos la técnica de extension de cebadores (primer extension) y programas
bioinformaticos de predicciéon de promotores. Se selecciondé un fragmento de
1000 pb donde se localizaba el promotor. Una vez identificado éste, fue clonado
en el vector pDS-Red-Express-1, dejando la proteina fluorescente bajo control
del promotor de CD200RI1. El empleo de este vector nos permitié obtener
clones de células Caco-2 transfectadas establemente con los cuales reproducir
los experimentos realizados en las células Caco-2.
A nivel microscopico, pudimos observar que la emision de fluorescencia se
daba en las células en suspensiéon y no en las células pegadas lo que confirma
que la transcripcion se produce en condiciones de anoikis. De nuevo, al
analizar los niveles de expresion por citometria de flujo comprobamos que
tanto apoptosis como expresion de CD200R aumentan con la apoptosis y que
es dependiente de caspasas.

En nuestros experimentos demostramos que las células con el vector

insertado se comportan de la misma manera que las normales, que la anoikis
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es la responsable del incremento en los niveles de expresion de la proteina y
que estan reguladas por la misma ruta.

Para completar el estudio decidimos comprobar si CD200R se expresaba

en otros tipos celulares diferentes. Para ello, realizamos el experimento
utilizando dos lineas celulares de diferente origen pero de naturaleza
adherente: MCF7, son células de tipo epitelial pero proceden de un cancer de
mama y MG63, que son de tipo fibroblasto y proceden de un osteosarcoma. De
nuestros resultados se deduce que el sustrato es imprescindible para que estas
células mantengan su viabilidad ya que la suspension hace que se produzca la
apoptosis. La proteina CD200R también es expresada en las células MCF7 y
aumenta en apoptosis. En este caso, la presencia del Z-VAD-FMK no ejerce
efecto inhibidor de apoptosis (Figuras 41 y 42) por lo que deducimos que este
mecanismo es independiente de caspasas.
Las células MG63 cuando son expuestas a distintas sustancias
anticancerigenas entran en apoptosis e incrementan los niveles de mRNA de
FasL y FasR (Tanaka et al.,, 2007). Asimismo se ha observado que alguna de
estas sustancias induce una apoptosis dependiente de caspasas a través de la
via de la PIBK (Jin et al, 2007). La suspension provoca en estas células un
aumento de la apoptosis y la expresion de CD200R. La presencia del inhibidor
de caspasas (Figura 44) recupera la viabilidad celular pero no va acompanada
de la disminucion de la expresion de la proteina CD200R.

Para finalizar, decidimos estudiar la expresion de CD200R en enfermos
de colitis ulcerosa (UC) y enfermos de Crohn. Aun no se identificado la causa
de la IBD aunque sus mecanismos fisiopatologicos se han investigado
extensamente. Se sabe que tanto una apoptosis defectuosa de las células T
como el desajuste de la funciéon de la barrera epitelial intestinal intervienen en
la patogénesis (Gordon, Di Sabatino, and Macdonald, 2005). Se han observado
diferencias en la respuesta de las células T entre la enfermedad de Crohn y la
UC (Dignass, Baumgart, and Sturm, 2004). En ambas enfermedades, la
activacion de los macrofagos conduce a un incremento en la produccion de
citoquinas como son TNF, IL-1 e IL-6 (Kolios, Petoumenos, and Nakos, 1998).
Las interacciones epitelio-leucocito son especialmente interesantes ya que la
exposicion de los TLRs a los ligandos microbianos desencadena una activacion
de mediadores inflamatorios, mientras que esta exposicion en leucocitos
modula la respuesta microbiana especifica (Liew et al., 2005). La interaccion

intensa entre células epiteliales intestinales y células inmunolégicamente
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competentes es critica en el mantenimiento y perpetuacion del proceso
inflamatorio crénico caracteristico de la IBD (Tsianos and Katsanos, 2009).
Numerosos investigadores estan dedicandose a encontrar algin marcador
diferencial entre ambas enfermedades ya que en muchas ocasiones debido a la
similitud de los sintomas es dificil distinguirlas (von Stein et al., 2008). Un
ejemplo es el estudio realizado por Laerum et al. en el cual han observado una
expresion diferencial entre PAI-1 y uPAR en las neuronas del plexo mientérico
de enfermos de Crohn y UC (Laerum et al., 2008). También se han identificado
como determinantes de la enfermedad de Crohn al gen del receptor de la
interleukina-23, al gen ATG16L1 y al gen M de la familia de GTPasas
relacionadas con la inmunidad (Satsangi, 2008).

En estudios anteriores de nuestro laboratorio, se habia observado que
los enfermos de Crohn expresaban el RNA mensajero de CD200R]1. Por ello, se
procedi6 a analizar si existia una expresion diferencial entre ambas
enfermedades. También se analizé la expresion del ligando de CD200R,
CD200, por si también podia tener una expresion diferente entre los grupos. La
conclusion del estudio fue que la expresion de CD200 no varia entre los
distintos grupos mientras que la de CD200R si presenta variaciones entre
ambas enfermedades, que dependen de la isoforma que analicemos (Figura 45).
En el caso de la isoforma sin exon 2 (R1) los enfermos de Crohn tienen dicha
isoforma disminuida respecto a los individuos normales y respecto a los
enfermos de UC (Figura 46). En el caso de la isoforma completa (con exén 2)
los que presentan una mayor diferencia son los enfermos de UC que tienen
dicha isoforma incrementada (Figura 47). Estas diferencias postulan a que el
patron de expresion de CD200R pudiese utilizarse como marcador diferencial

de patologia.
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