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Nada debe desalentarnos.
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A.Tosco.
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Resumen

CD44, receptor del acido hialurénico, es una glicoproteina de
membrana con un dominio extracelular altamente glicosilado, una
porcion transmembrana y una cola citoplasmatica que interactia con el
citoesqueleto. Originalmente fue descripta como receptor “homing” en
células linfocitarias, pero luego se vio que también se expresa en otros
tipos celulares. Existen multiples formas de esta molécula, llamadas
variantes, que se generan por splicing alternativo de 10 exones. La forma
mas abundante es la llamada estandar 6 hemopoyética (CD44s/H), que
carece de los diez exones alternativos y se expresa predominantemente en
células hemopoyéticas y mesenquimaticas. Su peso molecular es de 80-90
kDa. Sus principales funciones son participar en la activacion de linfocitos
y en la adhesion y migracion celular. Las formas variantes tienen un peso
molecular de 120-150 kDa y se expresan con predominio en tejidos
epiteliales. Las funciones precisas de estas isoformas aun no estan claras.

En 1991, Gunthert y col., demostraron que la isoforma v6
conferia capacidad metastasica al ser transfectada en células tumorales no
metastdsicas de rata. Como consecuencia de este hallazgo ha surgido un

gran interés por el estudio de CD44 en otros modelos tumorales.

En el desarrollo de este plan de Tesis, hemos estudiado la funcion,
expresion y distribucion de CD44 en una linea celular tumoral mamaria
murina, F3I1, altamente invasiva y metastasica. El estudio de la expresion
de CD44 en cortes histologicos de tumores F3I1, mostré una alta expresion
de esta molécula asociada al crecimiento subcutdneo de los mismos,
mientras que dicha expresion fue practicamente nula en tumores F3II

crecidos en forma peritoneal. El andlisis de la expresion de CD44, por



Western blot e inmunohistoquimica, en cultivos de células tumorales F31I
y normales NMuMG, mostrd que las monocapas de células F3II expresan
mayores niveles que las células normales. En ambas lineas se pudo
detectar, por Western blot, una banda principal de 80 kDa,
correspondiente a CD44s. También se observo la presencia de bandas de
mayor peso molecular, que podrian corresponder a la expresion de
variantes de CD44, aunque dicha expresion fue menos evidente en las
células NMuMG.

Mediante el uso de un anticuerpo monoclonal especifico anti-
CD44 (KM201), hemos demostrado que los procesos de adhesién y
spreading de células F3II pucden ser inhibidos en forma significativa. El
analisis de la expresidon de CD44, por inmunocitoquimica durante el
spreading, mostrd que esta molécula se distribuye en forma continua (no
punctata) sobre la membrana plasmatica, particularmente en los bordes
anteriores o de avance y en la zona perinuclear de la membrana
plasmatica. CD44 no fue detectado en estructuras como filopodios o
lamelipodios, pero si entre dichas estructuras. Las células totalmente
extendidas sobre el sustrato, presentaron una significativa disminucion de
la tincién de CD44 sobre la membrana plasmatica, comparado con los
estadios iniciales del spreading. Este descenso en la expresion a lo largo
del spreading fue confirmado por Western Blot.

En ensayos de migracion e invasién de células F3II en camaras
Transwell, demostramos que el anticuerpo anti-CD44, fue también capaz
de inhibir en forma significativa ambos procesos. Ademas, el tratamiento
de células F3II con anti-CD44 conjuntamente con anti-uPA, la inhibicién
de la migracién se incrementd en un 90%, sugiriendo una accion
sinérgica entre CD44 y uPA en favor de la migracion de estas células

tumorales. Ademas de la asociacidn funcional entre CD44 y el uPA en ¢l
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en el proceso de migracion, los resultados de ensayos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos, indicaron que el
receptor CD44 estaria fisicamente asociado con el uPA, sugiriendo la
participacion conjunta de ambas moléculas en algunas etapas de la
cascada metastdsica de células tumorales mamarias murinas.

En conjunto estos resultados demuestran que, en la linea celular
tumoral F3II, CD44 cumple un rol activo en eventos criticos que tienen
lugar durante la cascada metastasica, como la adhesion, spreading,
migracion e invasion celular.

Mediante un enfoque farmacoldgico, se estudiaron las vias de
sefnalizacion que participarian en la regulacion de la expresion de CD44
en células F3I1. El tratamiento de células F3II con PMA, activador de PKC,
o é4cido fosfatidico, producto de la degradacion de fosfatidilcolina
dependiente de PLD, aumentaron en forma significativa la expresion de
CD44. Cuando los cultivos fueron tratados con H7, inhibidor especifico
de PKC, o con propranolol, inhibidor de la conversiéon de acido fosfatidico
a DAG, se observo una sensible disminucion de la expresion de CD44. Los
resultados de estos experimentos sugieren la participacion de PKC y PLD

en las vias de sefiales que regulan la expresion de este receptor.

Los tumores cerebrales raramente metastatizan pero son muy
invasivos a nivel local. Dado que el AH es un componente abundante de la
matriz extracelular del sistema nervioso central y que CD44 participa en
su degradacion, la sobreexpresion de este receptor podria facilitar el
proceso invasivo de estos tumores. En un trabajo colaborativo con los
Servicios de Oncologia y Patologia del Hospital Italiano, hemos analizado
la expresion de CD44 en 57 tumores de cerebro (14 astrocitomas de bajo

grado, 13 astrocitomas anaplasicos, 22 glioblastomas multiformes, 5
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ependimomas y 3 meduloblastomas). Cuando se analizaron los
glioblastomas de distintos estadios, se observé que la sobreexpresion de
CD44s se correlaciona en forma lineal con el grado de agresividad de
estos tumores (clasificacion de Burger). En cambio, el mismo analisis en
ependimomas, tumores poco agresivos, mostréo una alta expresion de
CD44s, mientras que, en meduloblastomas, tumores altamente agresivos,
la expresion de esta molécula, fue casi nula. No se detectd expresion de
variantes de CD44 en ninguno de los tumores estudiados. Nuestros
resultados sugieren que la sobreexpresion de CD44s podria ser de
importancia durante el desarrollo de tumores humanos de origen

neuroglial.
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Abstract

CD44, the receptor of hyaluronan acid, is a transmembrane
glycoprotein, which has an extracellular domain, a transmembrane
portion, and a cytoplasmic tail which is connected to the cytoskeleton.
CD44 was originally described as the lymphocyte “homing receptor” to
lymph nodes endothelium. A large number of isoforms are generated by
alternative splicing of up to 10 variant exons. Further diversity is created
by variable side chain glycosilation. The most abundant form is the so
called standard or hematopoetic form, CD44s/H, expressed
predominantly in hematopoetic and mesenchymal cells. CD44s lacks the
variant exons and has a molecular weight of 80-90 kD. Its multiple
functions include lymphocyte activation, cell adhesion and migration. The
variant forms range from 120 to 250 kD and are expressed
predominantly in epithelial tissues. The precise functions of these
isoforms are not clear at present.

A considerable amount of interest in this molecule was generated
by the finding reported by Gunthert et al (1991), that a particular isoform
(v6), when transfected into non metastatic rat pancreatic carcinoma cells,
conferred metastatic capability. This was followed by a series of papers
indicating increased expression of CD44s and variants in other tumor

models.

In this Thesis project, we have studied the function, expression
and distribution of CD44 in the highly invasive and metastatic murine
mammary tumor cell line, F3II. We detected a high CD44 expression on
F3I1 subcutancous tumors, while the expression was almost nule when

the tumor grew intraperitoneally. Confluent monolayers of normal
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murine mammary cells (NMuMG) and F3II tumor cells were assayed for
their capacity to express CD44 by Western blot and
immunohystochemistry. F3II cells were found to express significantly
higher levels of CD44 than NMuMG. The Western blot analysis showed a
main specific band of 80 kDa on both cell lines, corresponding to CD44s,
and minor bands of higher molecular weight suggesting the expression of
CD44 variants.

A mAb anti-CD44 (KM201) dramatically blocked F3II cell
adhesion and spreading. Immunocytochemistry of spreading cells
revealed that CD44 distributed in bands on the cell surface, particularly
in the tip of leading edges and in the perinuclear zones of the cell
membrane. CD44 antigen was never detected in filopodia or lamellipodia
but was detected as strong interlamellar bands. CD44 staining never
showed a distribution compatible with association to focal adhesion-like
structures. Fully spread cells showed remarkably less CD44 staining
compared to cells in early stages of spreading. This decrease observed by
ICC studies, correlated with a reduced expression of CD44, as detected by
Western blot.

KM201 mAb significantly inhibited F3II cell migration and
invasion in Transwell chambers. When F3II cells migration was assayed
in the presence of both anti-CD44 and anti-uPA  antibodies, the
inhibition on migration was dramatically enhanced (90% inhibition). This
result suggest a sinergistic cooperation between CD44 and uPA during
migration of F3II cells. In addition to the functional cooperation between
CD44 and uPA during cell migration, we demonstrated by
immunoprecipitation with specific antibodies, a physical link between

both molecules on F3Il cells. These results may indicate that the close
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proximity of CD44 and uPA may be important for the functional synergy
during the migration process of murine mammary tumor cells.

Taken together, these results demonstrate that CD44 plays an
important role during F3Il cells adhesion, spreading, migration and

invasion, all of them critical events during tumor metastasis.

We used a pharmacologycal approach to study the signal
pathways regulating CD44 expression in F3II cells. Treatment of F3II cells
with PMA, a PKC activator, or phosphatidic acid, the product of PLD-
dependent phosphatidilcholine degradation,  significantly enhanced
CD44 expression. When F3II cells monolayers were treated with H7, a
specific PKC inhibitor, or propranolol, which inhibits phosphatidic acid
convertion to DAG, it was observed a dramatic decrease of CD44 antigen
levels. These results suggest the involvement of PKC and PLD pathways in

the regulation of CD44 expression.

Primary brain tumors are characterized by their highly invasive
behaviour, although they seldom metastasize to distant organs. HA, a
main component of the extracellular matrix in the central nervous
system, may be substrate for tumor cell invasion through CD44. In a
collaborative study with the “Hospital Italiano”, we have analyzed CD44
expression on 57 human brain tumor biopsies (14 low grade
astrocytomas, 13 anaplastic astrocytomas, 22 glioblastomas multiforme, 5
ependymomas and 3 medulloblastomas). In the astrocytomas group we
found that overexpression of CD44s correlates with tumor aggresiveness
(upon Burger grade). In contrast, in ependymomas, less aggressive
tumors, CD44s expression was high, while CD44s expression was almost

negative in medulloblastomas, highly aggressive tumors. No (D44



variants expression was detected in any of the samples analyzed. Our
results suggest that overexpression of CD44s could be important during

the development of human astrocytomas.

Key words: adhesion molecules, CD44, cell motility, cellular signaling,

metastatic cascade
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Glosario y abreviaturas

AH acido hialurénico
CD44s CD44 estandar
CD44v CD44 variante
CD44E CD44 epitelial
cluster agrupacion de receptores sobre Ia
membrana plasmatica
core eje proteico que forma parte de los PG
DAB diaminobencidina
DAG diacilglicerol
MEC matriz extracelular
EGF factor de crecimiento epidérmico
FN fibronectina
GAGs glicosaminoglicanos
LN laminina
MEC matriz extracelular
MEM medio esencial minimo
MMP metaloproteasas
PA acido fosfatidico
PAI inhibidor del activador del plasminégeno
PG proteoglicanos
PKC proteina kinasa C
PLD fosfolipasa D
PMA phorbol myristate acetate
PMSF fenil metil sulfonil fluoruro
smear bandas de alto peso molecular; “chorreado”
SNC sistema nervioso central
spreading extension celular
TIMP inhibidor tisular de metaloproteasas
uPA activador de plasmindgeno tipo uroquinasa
uPAR receptor del uPA
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Introduccion

La Cascada Metastdsica

La metastasis puede definirse como la capacidad que adquieren las
células tumorales de diseminarse en sitios distantes del tumor primario
donde dan lugar a un nuevo tumor. Tanto la invasiéon como la metastasis
representan dos grandes obstaculos para el tratamiento de los tumores.
La metastasis es un proceso ineficiente, dado que pocas células tumorales
liberadas a la circulacion (alrededor del 0.01%) pueden escapar del
sistema inmune (Schirrmacher, 1985). Sin embargo, la diseminacion de
células tumorales es una de las causas mds comunes de muerte en
pacientes con cancer.

Las metastasis no se distribuyen al azar entre los diferentes
organos, sSino dque algunos tumores tienden a colonizar Organos
especificos. La metéstasis depende de la accion conjunta de factores
propios de la célula tumoral y del huésped (Schirrmacher, 1985). Esto
fue descripto por primera vez por Paget en 1889, quien describié un
modelo hipotético en cual las semillas (células tumorales) pueden
diseminarse en todas las direcciones llevadas por el vienfo (circulacion
sanguinea), pero solo sobreviven y crecen en un suelo que responda a sus
requerimientos (6rgano blanco). Sin embargo, Ewing en 1928 propuso
que las conexiones vasculares del tumor primario son las que determinan
la ruta de diseminacion y los sitios donde se detendran las células
tumorales, demarcando asi el patron metastasico. Ambas teorias no son
mutuamente excluyentes y deben tenerse en cuenta al tratar de explicar

la forma de colonizacion de un tumor (Rusciano y Burger,1992).
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Una célula tumoral no necesariamente es una célula metastasica.
La cascada metastdsica comprende una serie de pasos secuenciales a
través de los cuales la célula tumoral debe adquirir ciertas caracteristicas
fenotipicas que le permitan la sobrevida y la colonizacion de otros

organos. Estas caracteristicas incluyen (Fig. 1):

e Eficiencia en su crecimiento e invasion en el sitio primario.

e Penetracion en el sistema circulatorio, ya sea como célula aislada o en
cluster .

e Sobrevida en el microambiente de la circulacion sanguinea.

e Detencion en la microvasculatura del 6rgano blanco y extravasacion en
el parénquima de dicho érgano.

¢ Eficiencia de invasidn y crecimiento en el sitio secundario.

Solo las células que cumplan con estas caracteristicas podran

establecer una colonia metastasica.
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Figura 1:
metastasica

Representacion esquematica de las distintas etapas de la cascada
(modificado de De Vita, 1997).

Transformacion Angiogénesis Invasion

Adhesion al Batandisn macinisa Intravasacion y
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Etapas y mecanismos

El crecimiento de un tumor solido, ya sea primario o una
metastasis, cuyo tamafio sobrepase 1-2 mm de diametro, requiere la
induccion de neovascularizacion o angiogénesis por parte de las células
tumorales, dado que éste es el tamano limite que puede asegurar la
difusion de nutrientes (Blood y Zetter, 1990). La primera etapa del
crecimiento tumoral es avascular y es posible, para estos tumores
pequenios, permanecer en estado de latencia por un periodo prolongado,
hasta que algun evento actiie como gatillo en la produccion de factores
angiogénicos. En esas condiciones el tumor tendra acceso a los nutrientes
en forma mas eficiente acelerando de inmediato su crecimiento. Ademas,
dado que los nuevos vasos tienen una matriz extracelular poco
organizada, las células tumorales pueden facilmente alcanzar el lumen
vascular y escapar hacia sitios secundarios (Blood y Zetter, 1990). Esto
sugiere que el proceso de angiogénesis es importante tanto para el
crecimiento del tumor primario como para la generacion de metastasis a
partir del mismo.

No se ha encontrado relacién entre el patrén especifico de
distribuciéon de la metastasis y la angiogénesis. La propiedad de inducir
neovascularizacion pareceria ser intrinseca del tumor y no estaria
relacionada con el microambiente en donde se establece. La produccion
de factores angiogénicos por parte de la célula tumoral podria estar
influenciada por sus interacciones con las células y la matriz
circundantes. Holmgren y col. (1995) demostraron que las metastasis
pueden entrar en estado de latencia (0 quiescencia) debido a la talta de
capacidad por parte de las células tumorales que la forman, de inducir

neovascularizacion. En un trabajo mas reciente, Yu y col. (1997)
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demostraron que esc estado de latencia coincide con la falta de expresion
del receptor del uPA (uPAR).

Griffioen y col. (1997) demostraron que CD44 se sobreexpresa en
células endoteliales de carcinoma renal. Estos autores también
demuestran que el tratamiento con factores angiogénicos de células
endoteliales cultivadas in vitro es capaz de inducir la expresion de CD44.
Los resultados de este trabajo sugieren que la sobreexpresion de CD44, en
el endotelio vascular tumoral, podria jugar un importante rol en el

proceso angiogénico.

Una caracteristica fundamental de las células tumorales es su
capacidad de proliferar en forma descontrolada. Esta capacidad se ve
particularmente favorecida en el momento que comienza la etapa
vascular del tumor. La interaccion de la célula tumoral con el tejido del
huésped permite un intercambio de factores generados por senales
autocrinas, paracrinas y/o endécrinas (Nicholson, 1993; Radinsky,
1993). En este sentido, tanto la activacion de proto-oncogenes como la
inactivacion de genes supresores juegan también un rol critico (Garcia y
col., 1989; Pavelic y col., 1992). Fidler y Hart (1982) han propuesto que
la metastasis es un proceso selectivo donde sobreviven ciertas
subpoblaciones del tumor primario. Esta seleccion podria estar regulada
por la expresion diferencial de genes que participan en el crecimiento y la

diferenciacion celular.

La invasion y la motilidad son propiedades de las células
tumorales que tienen una gran relevancia en el fenotipo metastasico, ya
que a través de estos eventos, entre otros, la célula tumoral coloniza los

tejidos adyacentes al tumor primario.
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El tumor epitelial in sifu se encuentra separado del estroma
intersticial por la membrana basal. La transicion a la malignidad requiere
que la célula tumoral atraviese la membrana basal y degrade el estroma
que rodea al tumor primario. (Fig 1) Para tener acceso a los vasos
linfaticos y sanguineos deberd cruzar la membrana basal subendotelial e
intravasarse (Hart y col, 1989; Liotta y Stettler Stevenson, 1991). Esta es
la etapa de invasion local Luego, si sobrevive al microambiente de la
circulacion sanguinea, comienza la etapa de invasion secundaria. La
detencion de células malignas circulantes en un érgano puede ocurrir por
atrapamiento mecanico en la microvasculatura, que puede estar facilitado
por agregacion homotipica entre células tumorales o agregacion
heterotipica con las plaquetas del huésped. Seguidamente, se establecen
contactos con el endotelio vascular (Belloni y Tressler, 1990). En esta fase,
la célula, ya adherida al endotelio de la microvasculatura del 6rgano
blanco, comienza a degradar la membrana basal del vaso sanguineo.
Luego de extravasarse, si las condiciones son favorables, comenzara la

etapa de colonizacion del érgano blanco (Rusciano y Burger, 1993).

Enzimas proteoliticas

Las células transformadas pueden alterar la integridad estructural
de la matriz adyacente promoviendo asi la progresion tumoral. Para
atravesar la membrana basal e invadir el estroma intersticial, tanto en el
tumor primario como durante la intra y extravasacion, la célula tumoral
requiere la accion de enzimas proteoliticas. Las enzimas producidas por
las células tumorales pueden degradar los distintos componentes de la
MEC, como colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. Algunos autores

han demostrado que esta matriz enzimaticamente alterada es una fuente
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de moléculas que pueden modular el comportamiento de la célula
tumoral, incluyendo la adhesién, sobrevida, crecimiento y migracion
(Mignatti y Rifkin, 1993; DeClerck e Imren, 1994).

Los activadores del plasmindgeno (PA) de tipo tisular (tPA) o tipo
urokinasa (uPA) son serino-proteasas con alta especificidad, que se
sintetizan como zimdgeno (pro-uPA). El pro-uPA puede ser activado por
plasmina, y el uPA resultante es capaz de clivar plasmindgeno generando
plasmina (Ellis y col., 1991). La plasmina a su vez, es una serino proteasa
que participa en la cascada fibrinolitica (Hart, 1989; Mueller, 1996).
Ademas, la plasmina puede degradar otros componentes de la MEC como
proteoglicanos y glicoproteinas (Liotta y col, 1981; Kramer y col, 1982), o
activar procolagenasas (Gross y col. 1982; Schultz y col. 1988; Paranjpe y
col 1980), facilitando la degradacioén del colageno.

Numerosos autores han demostrado la importante participacion
del uPA en la diseminacion metastasica (Ossowski y Reich, 1983; Dano y
col., 1985; Mignatti y Rifkin, 1993; Yu y Schultz, 1990). Pereyra-Alfonso
y col. (1988) demostraron, en un modelo tumoral murino, que un
aumento de la secrecion de uPA en cultivos primarios de tumores
mamarios, se correlacionaba con una mayor capacidad metastasica.
Alonso y col. (1993), trabajando en el mismo modelo, describieron un
descenso de los niveles de actividad de uPA en el plasma de ratones
portadores de tumor. También se ha demostrado que la sobreexpresion de
uPA en algunos tumores humanos estaria asociada con un mal pronostico
(Janicke y col, 1990; Sim y col, 1988; Duggan y col, 1995).

El receptor de uPA (uPAR) esta unido a la membrana plasmatica a
través de un ancla de glicosil-fosfatidilinositido (GPI), careciendo de
dominio citoplasmatico. El uPA y pro-uFA se unen con alta afinidad al

uPAR en la superficie celular (Nielsen y col., 1988; Moller, 1993). Esta
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union acelera y aumenta la actividad proteolitica del uPA, comparado con
el uPA soluble (Ellis y col, 1991; Stephens y col, 1989). Debido a esta
union, la actividad degradativa del uPA estd aumentada sobre la superficie
celular, lo cual hace que las células sean mas invasivas. Bloqueando la
actividad del uPA con drogas especificas anticataliticas (amiloride, B623,
B428), es posible inhibir la invasion local de células tumorales, en forma
dramatica (Alonso y col, 1996). Similares resultados se han obtenido al
tratar células tumorales con anticuerpos anti-uPA (Ossowski y Reich,
1983).

El sistema PA/plasmina esta regulado por inhibidores especificos:
inhibidores del PA o PAI, el inhibidor de plasmina o a2 antiplasmina, la

o2 macroglobulina y el PAI placentario (Bizik y col 1989; Mueller 1996).
Cajot y col (1986) describieron los PAI tipo 1 y tipo 2. Se encontro que, en
algunos tumores, la sobrexpresion de uPA, se correlaciona con una
disminucion en la expresion de estos inhibidores (Laiho y Keski-Oja,
1989).

Las metaloproteasas de la MEC (MMPs) son una familia de
proteasas Ca++ y Zn++ dependientes. Segun la especificidad de sustrato,
se dividen en tres subclases: colagenasas, gelatinasas y estromelisinas. Las
colagenasas degradan coldgenos fibrilares (tipo I, II, III). Las gelatinasas A
y B actuian sobre gelatinas (colagenos desnaturalizados) y sobre coldageno
IV. Finalmente, las estromelisinas tienen mayor rango de actividad,
degradando glicoproteinas, proteoglicanos y colageno IV (Matrisian,
1992).

La sintesis y secrecion de MMPs es inducible por factores de
crecimiento, oncogenes y promotores tumorales (Frisch y Werb, 1989).

Como ya se menciond, las MMPs latentes pueden ser activadas por
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plasmina. La actividad esta regulada por inhibidores tisulares especificos
(Murphy y col, 1994) denominados TIMF, de los cuales se conocen el 1y
el 2 (Denhardt y col, 1993). Varias evidencias experimentales
demuestran la participacion de las MMFs en el fenotipo tumoral (Stetler-

Stevenson y col., 1993):

¢ la produccion de MMP se correlaciona positivamente con el
comportamiento invasivo y metastdsico de ciertas lineas celulares

tumorales y en algunos tumores humanos

e ciertos factores de crecimiento y oncogenes aumentan la produccién de
MMPs

¢ los TIMPs son capaces de inhibir la invasion tumoral y las metdstasis

experimentales.

Las catepsinas B, L y H son cisteino-proteasas lisosdmicas que, al
ser liberadas por las células tumorales, actuian como endo o
ectopeptidasas sobre componentes de la MEC. La actividad de catepsina B
ha sido correlacionada positivamente con el potencial metastasico de
células tumorales y con la progresion tumoral (Sloane y col, 1990). Los
inhibidores de cisteino-proteasas son capaces de bloquear la motilidad de

células de melanoma que expresan catepsinas (Boike y col. 1991).

Las heparanasas conforman otro grupo de enzimas proteoliticas
que se encargan de degradar los proteoglicanos presentes en la MEC.
Algunos trabajos han descripto la implicancia de la actividad heparanasa
en la metastasis de células de melanoma en modelos murinos, y en suero
de pacientes con melanoma se han detectado altos niveles de estas

enzimas (Nakajima y col., 1988). S¢ ha reconocido también un inhibidor
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de heparanasas en células con baja capacidad invasiva (Keren y col.,

1989).

TABLA 1: proteasas participantes en la invasion tumoral

Enzimas

Especificidad

Sustratos e inhibidores

MMP1 (colagenasa

intersticial)
MMP2 y MMP9

(Gelatinasa Ay Bo

Colagenasa [V)
Stromelisinas

Metaloproteasas
(CaZ+y Zn2+
dependientes)

Degradan todo tipo de colagenos
pero también pueden actuar sobre
proteoglicanos o glicoproteinas
Inhibidores:TIMP-1 y TIMP-2

Matrilisinas
uPA Activan el plasmindgeno a plasmina
tPA pero puede degradar otras
Serino-proteasas moléculas de la MEC como FN
Inhibidores: PAI-1 y PAI-2
Degrada LN, colageno IV, FN, activa
Plasmina metaloproteasas y puede activar
pro-uPA.
Inhibidores: a.2-macroglobulina
Catepsina B Cisteino-proteasas Proteasa de amplio espectro y
activadora de uPA y MMPs

Catepsina D

Aspartil-proteasas

Participa en la degradacion
lizosomal de proteinas, pero puede
encontrarse en la periferia celular

Heparanasas
Hialuronidasas

Glicosidasas

Degradan heparan sulfato,
heparinas, proteoglicanos.
Inhibidores: TIMP y heparinas
quimicamente modificadas
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Moléculas de la matriz extracelular

Un componente fundamental del entorno celular es la MEC, que
esta formada por glicoproteinas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos,
secretados y ensamblados localmente en una red organizada. La adhesion
de las células a la MEC es fundamental para mantener la integridad
tisular. Las células pueden estar completamente rodeadas de MEC, como
los condrocitos, o sélo contactarla a través de una zona de la superficie
celular, como los epitelios. Esta malla, base estructural sobre la cual las
células estan adheridas (Hay, 1981), puede también actuar como barrera
fisica o filtro selectivo de moléculas solubles. Por lo tanto, la MEC no es
una estructura pasiva, sino que es una entidad bioldgica activa que
contribuye también a determinar la morfologia y funcion de las células
(Schnaper y Kleinman, 1993). Streuli y Bissell (1990) han demostrado,
‘mediante experimentos in vitro, que la expresion y la deposicion de
componentes de la MEC esta regulada por el sustrato.

Dentro de la MEC, las membranas basales conforman la barrera
natural mas importante que encuentran las células tumorales a lo largo
de la cascada metastasica. Sus principales componentes son

glicoproteinas, como LN, FN, y proteoglicanos, como HS y colageno IV.

La laminina (LN) es una glicoproteina de gran tamarno, compuesta
por tres cadenas polipeptidicas (A, B1 y B2) que forman una estructura
cruciforme (Beck y col, 1990). Por analisis de su secuencia se han
identificado péptidos biologicamente activos (Schnaper y Kleinman, 1993,
Schnaper y col. 1993). La cadena A contiene la secuencia RGD, descripta
en fibronectina, que media la adhesion LN-célula. La cadena B1, contiene

la secuencia YIGSR (tir-ile-gly-ser-arg) ¢ interviene en la adhesion a
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laminina y al Matrigel (membrana basal artificial) (Graf y col, 1987). La
tercera secuencia, también en la cadena A, es la SIKVAV (ser-ile-lys-val-
ala-val), que participa en la induccion del crecimiento de la neuritas de
las células del sistema nervioso (Sephel y col, 1989). Ademas, péptidos
sintéticos correspondientes a esta secuencia son capaces de aumentar la
metastasis (Kanemoto y col, 1990), el crecimiento tumoral y la
angiogénesis in vivo (Kibbey y col, 1992), y de aumentar la actividad del
tPA (Stack y col, 1991).

La molélula mas abundante de la MEC es el colageno. Existen
varios tipos de coldgeno, cada uno producto de un gen diferente con una
localizacion especifica de tejido. El colageno puede formar fibras u hojas,
dando fuerza y elasticidad a los tejidos. Colagenos de tipo I y IV han sido
usados para recubrir la superficie de placas de cultivo, ya que promueven
la adhesion y la sobrevida celular (Yamada y Kleinman, 1992). Tanto el
colageno | como el IV poseen sitios RGD en su estructura (Agrez y col,
1991).

La fibronectina (FN) es una glicoproteina heterodimérica de alto
peso molecular (220 y 230 kD cada subunidad), que se presenta en dos
formas: en el plasma, como molécula soluble, o en los tejidos donde se
localiza extracelularmente en forma de fibrillas (Mosher, 1984). La FN
posee tres tipos de secuencias aminoacidicas repetidas, y, como
consecuencia de splicing alternativo, pueden obtenerse distintos
polipéptidos (Petersen y col., 1983). Dentro de su estructura se encuentra
la secuencia RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser), que es reconocida por el receptor
tipo integrina a5 1 y constituye la region de la molécula con mayor rol

en la adhesion celular (Pierschbacher y col., 1981). La FN también es
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reconocida por la integrina a4f1 en un segundo sitio de union a células,
distinto al anterior (Giancotti y Mainiero, 1994). La union de FN a
integrinas esta vinculada a vias de transduccion de sefiales intracelulares,
que participan en los procesos de crecimiento y diferenciacion celular
(Horowitz y col, 1986).

La pérdida de expresion de FN en células tumorales ha sido
correlacionada con un aumento de la capacidad metastasica (Muro y col.
1991, Urtreger y col. 1997). Otros autores han demostrado que menores
niveles de FN en células malignas eran consecuencia de una disminucion
en la vida media de esta molécula (Tyagi y col, 1983). También se ha
demostrado que la pérdida de anclaje, caracteristica de las células
malignas, puede ser inhibida si se agrega FN en el medio de cultivo,
aunque el fenotipo transformado de las células no se altera (Boyd y col.
1988; Roman y col. 1989).

La FN ha sido propuesta como posible molécula target para el
tratamiento antimetastasico. La coinyeccion de células tumorales con
péptidos sintéticos que codifican secuencias especificas de la FN (Saiki y
col. 1989a, 1989b, 1990) produce una sensible disminucién en el

numero de colonias metastdsicas pulmonares.

Los proteoglicanos (PG) son macromoléculas que se encuentran
en todos los tejidos conectivos, matrices extracelulares y en la superficie
de muchos tipos celulares. Estan formados por un core proteico con una o
mads cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs) asociadas covalentemente
(Ruoslahti, 1988; Templeton, 1992). Los GAGs son largas cadenas
poliméricas lineales de disacaridos en los que, en general, un azucar es un
acido uronico y el otro azucar puede ser N-acetilglucosamina o N-

acetilgalactosamina. Los azucares pueden tener residuos sulfatados. Los
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GAGs se clasifican en cuatro clases, segun el tipo de aziicar que los
componen:

¢ 4cido hialuronico (AH)

¢ condroitin sulfato (CS) y dermatan sulfato (DS)

e keratan sulfato

¢ heparan sulfato (HS) y heparina

El AH y la heparina son los unicos GAGs que no estan unidos a un
core proteico (Hascall y col., 1994). Un PG puede tener mds de una clase
de GAGs, como el sindecan-1, por ejemplo (Bernfield y col., 1992). Las
proteinas que forman el core de los GAGs estan codificadas por distintos
genes (Esko, 1991; Kjellen y Lindahl, 1991), y la combinacion de un dado
core proteico con el GAG apropiado, confieren a esa molécula una
estructura y propiedades bioldgicas unicas.

Los PG participan en multiples procesos biologicos, como
morfogénesis, desarrollo embrionario, adhesion celular y regulacion de la
proliferacion y la diferenciacion celular (Kjellen y Lindahl, 1991; Esko,
1991; Ruoslahti y Yamaguchi, 1991; Wight y col., 1992).

Los HSPG (heparan sulfato PG) pueden interactuar con varias
moléculas de la MEC, como inhibidores de proteasas, factores de
crecimiento, enzimas y proteinas de virus y parasitos (Kjellen y Lindahl,
1991; David. 1993).

Los sindecanos pueden funcionar como co-receptores de
componentes de la MEC (Elenius y Jalkanen, 1994). El sindecan-1
también participa en la adhesion célula-célula en epitelios (Bernfield y

col., 1992). Leppa y col. (1992) han demostrado que células tumorales
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mamarias murinas, transfectadas con sindecan-1, son capaces de
recuperar su morfologia epitelial. Estas evidencias sugieren que el

sindecan-1 participaria en la organizacion del tejido epitelial.
El acido hialurénico, miembro de esta familia, es el principal

ligando de CD44. Su estructura y funciones seran descriptas en detalle en

la seccion Moléculas de adhesion, al referirnos a CD44.

TABLA 2: Componentes mas importantes de la MEC (segiin Asha Nair y col, 1994)

Tipo Componente Propiedades

Colageno Colageno LIILIV,V Forma la estructura de sostén
reticular de las membranas basales
y matrices intersticiales

Glicoproteinas Laminina Media la adhesion entre células
epiteliales y endoteliales
Fibronectina Esencial en el desarrollo y en

procesos como remodelacion tisular
y reparacion de heridas

Proteoglicanos Glicosaminoglicanos Intervienen en la morfogénesis,
adhesion celular, regulacion de la
proliferacion y diferenciacion

Contactos Focales y Transducion de Seriales

Los contactos adhesivos, también llamados contactos focales, son
estructuras que participan en la interaccion célula-sustrato. Estan
formados basicamente por un receptor de adhesién, en general de tipo
integrina, asociado con proteinas del citoesqueleto y con proteinas
componentes de la MEC (Figura 2).

En el grupo de proteinas citoplasmaticas se incluyen: talina,

vinculina, a-actinina, paxilina y proteinas quinasas (Turncr y Burridge,
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1991; Gumbiner, 1993). Estas proteinas son el principal nexo entre los
filamentos de actina y la superficie celular, y su formacién esta asociada
con el proceso de spreading o extension celular. De manera que los
contactos focales son sitios de coordinacion entre la adhesion celular y la
motilidad celular: las células muy moviles tienen contactos focales dificiles
de detectar, probablemente porque son estructuras transitorias o mas
pequenas (Gumbiner; 1996). En forma similar, ha sido descripto en
algunos modelos de células tumorales, una disminucion significativa en el
numero de contactos focales (Yoshimura y col, 1995). Esto se
correlaciona con su baja capacidad adhesiva y alta capacidad migratoria
(Juliano, 1994). Friedl y col. (1997) demostraron que, a diferencia de las
integrinas, durante la migracion de células sobre coldgeno, CD44 no se
distribuye en forma de clusfers o parches en los sitios de contacto con el

sustrato.

Figura 2: representacion esquematica del complejo de proteinas que forman un
contacto focal (Modificado de Hao Lo y Bo Chen, 1994).
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Pero el contacto focal no sélo es una estructura mediadora de la
adhesion celular sino que, a través de senales intracelulares, establece una
via de comunicacion entre el entorno celular y el nucleo, regulando la
transcripcion de genes que participan en el crecimiento, la diferenciacion
y la apoptosis (Rosales, 1995). Ha sido demostrado que factores de
crecimiento (Segall y col. 1996) o mediadores lipidicos presentes en el
suero como acido lisofosfatidico (Kwon Soo y col, 1994), son capaces de
disparar una cascada de sefiales al unirse con su receptor, regulando la
organizacion de los componentes del citoesqueleto involucrados en la
adhesion, el spreading y la migracion (Juliano, 1994).

En las células tumorales, esos receptores pueden estar alterados
por mutaciones que los mantienen activados en forma constitutiva
(Wright y col. 1990). Asi, la célula tumoral adquiere, entre otras
caracteristicas, independencia de anclaje, aumento de la proliferacion y
desdiferenciacion.

El ensamblaje de proteinas que forman el contacto focal puede
estar regulado por la union al ligando extracelular, como es el caso de las
integrinas. Cuando las integrinas son ocupadas por el ligando, la quinasa
de adhesion focal (FAK) se activa fosforilando paxilina y tensina para el
ensamblado del contacto focal (Burridge y col 1992; Schwartz y col,
1995). Las interacciones del contacto focal con la actina del citoesqueleto
también esta regulada por GTPasas (Rac, Cdc42 y Rho), para la formacion
de filopodios, lamelipodios y fibras de estrés (Nobes y Hall, 1995).

En lineas celulares fibroblasticas la polimerizacion de actina esta
regulada por la fosfolipasa D (PLD) que hidroliza fosfatidilcolina (FC),
luego de ser activada con LPA o a-trombina (Kwon-$00 y col, 1994). La

hidrolisis de PC dependiente de FLD resulta en la produccion de acido
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fosfatidico (PA) que puede ser convertido por fosfohidrolasas (FAP) en
diacilglicerol (DAG) (Exton, 1994).

La proteina quinasa C (FKC) ha sido detectada en contactos focales
y su activacidon se correlacioné con la fosforilacion de FAK durante la
adhesion y el spreading (Vuori y Ruoslahti, 1993). Estos mismos autores
han demostrado que la adhesion dependiente de integrinas esta conectada
con la FKC, que es uno de los componente claves de las vias de
sefializacion mitogénica donde interviene la proteina quinasa mitogénica
(MAPK) (Burgering y Bos, 1995). En la década de los 80s dos
descubrimientos  establecieron la importancia de la PKC en la
transduccion de senales y en la promociéon tumoral. El primero de ellos
estuvo referido a la capacidad del DAG de estimular la actividad basal de
la PKC (Kishimoto y col., 1980). El segundo hallazgo demostrd que la PKC
era el principal receptor intracelular de promotores tumorales, como los
ésteres de forbol, entre ellos, el PMA (Castagna y col., 1982; Niedel y col.,
1983). Los ésteres de forbol inducen la activacion de PKC debido a que
son analogos estructurales del DAG, aunque se unen en un sitio distinto.

Existen distintas isoformas de PKC , que se clasifican en tres
grupos segun la estructura proteica y los requerimientos para su

activacion (Tabla 3).

También se ha demostrado que la actividad mitogénica del factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y la activacion de la MAFK, estan
asociados a la actividad de la PLD. Esto sugiere que PKC y PLD participan

en la misma via de sefiales mitogénicas (Foster 1993; Jones y col., 1994).
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Tabla 3 : Clasificacion de PKCs (Perletti y col., 1996).

PKC | Tipo* | Dependencia Dependencia Funcién
de Ca++(1) de DAG(2)
o c si si participaria en la diferenciacion
celular; posible oncogen en
algunos modelos.
B c si si su sobreexpresion puede tener
efecto transformante
¥ c si si contribuye a la transformacion
maligna
€ n no si en ciertos tipos celulares podria
comportarse como oncogen; en
otros participaria en la
diferenciacion celular
F n no si relacionada con el crecimiento y
la diferenciacion celular
4 a no no relacionada con el crecimiento y

la diferenciacion celular

* c= isoformas clasicas; n= nuevas; a= atipicas
(1) requieren Ca++ para su activacion
(2) requieren DAG para su activacion

Moléculas de adhesion

El proceso metastdsico implica una serie de eventos basados en

interacciones célula-célula y célula-sustrato. Durante el “viaje” de una

célula tumoral hacia el 6rgano blanco, hay varios pasos en los cuales la

capacidad de adherirse o no al sustrato es fundamental. Como se explicd

anteriormente, la unidad funcional de la adhesion celular es un complejo

proteico formado, basicamente, por tres clases de proteinas: las moléculas

o receptores de adhesion, las proteinas de la matriz extracelular (MEC), y

las proteinas citoplasmaticas.

La metastasis se inicia cuando ocurrc un evento de desagregacion

o desprendimiento de las células que forman el tumor primario, lo cual
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implica una ruptura de la adhesién intercelular. Asi, la invasion,
dependera de nuevas interacciones adhesivas con los componentes de la
membrana basal y el tejido mesenquimatico en el sitio primario.
Posteriormente, para acceder a la circulacion sanguinea y extravasarse a
organos distantes, la célula tumoral necesitard establecer contactos
heterotipicos con las células endoteliales. Finalmente, las interacciones
con la MEC, son la base de la penetracion en el estroma del érgano blanco

donde eventualmente se formara el foco metastasico. (Beherens J., 1993)

Existe variada informacion sobre las moléculas de adhesion que
tienen un rol causal en la formacién de metastasis. Podria decirse que
depende del tipo de tumor o del modelo experimental en el que se esté
investigando. Pero los candidatos importantes como componentes clave en
la diseminacion metastdsica son las integrinas y las variantes de CD44.

(Ponta, 1994).

Las integrinas conforman una gran familia de receptores de

superficie celular que median interacciones célula-célula y célula-MEC.
Estructuralmente se componen de dos subunidades, las cadenas o y 3. Se

conocen al menos 15 cadenas o y 9 cadenas 3, que se pueden combinar
entre si para formar receptores con distintas afinidades por los
componentes de la MEC, como coldageno, fibronectina, laminina y
vitronectina.

El rol de estos receptores en la metastasis fue sugerido a partir de
la observacion de que algunas integrinas estan poco expresadas en células
tumorales con bajo potencial metastasico (Fonta, 1994).

Algunos autores describen que las células transformadas poseen

menor capacidad de retener fibronectina, coldgeno o laminina en su
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superficie. Una explicacion posible es que en estas células se expresan
receptores que tienen menor afinidad por sus ligandos (Rusciano y
Burger, 1993). De esta manera, si bien la célula transformada puede
adherirse a los componentes de la membrana basal, tienen mayor libertad
de movimiento lo cual facilitaria la migracion. El andlisis de la expresion
de receptores integrinas en células murinas normales y transformadas,
demostro que éstas ultimas expresan menores niveles de la integrina
a5f1 de fibronectina, y mayores niveles del receptor a3B 1, que es de baja
afinidad. Estos mismos autores encuentran que otros dos receptores de la
familia B1 se pierden por completo luego de la transformacién
(Plantefaber y Hynes, 1989).

El sitio de reconocimiento de las integrinas es un tripéptido
formado por Arg-Gly-Asp (RGD). Esta secuencia esta presente en las
molélulas de la MEC que se unen a las integrinas, y la funcion de estos
receptores puede ser bloqueada por péptidos RGD sintéticos, inhibiendo
asi tanto la invasion in vitro como la formacién de metastasis

experimentales (Gehlsen, 1988; Humphries, 1986, Saiki, 1989).

TABLA 4: Familias de moléculas de adhesion (Alberts y col., 1994; Rosales y col.,
1995)

Familia Integrantes
Adhesion célula-célula
Cadherinas Cadherina E, N, P
Inmunoglobulinas N-CAM, I-CAM1, V-CAM1, MHCI], L1,
DCC, CEA
Selectinas L,PE
Integrinas LFA-1 (a1B2), Mac1(amp2)
Interaccion célula-MEC
Integrinas al-8;B1-4
Proteoglicanos Sindecan, Glipican, Betaglican




CD44

CD44 pertenece a una familia de glicoproteinas de superficie de la
membrana celular. CD44 fue inicialmente descripta como “homing
receptor” en linfocitos, por mediar la adhesidon linfocito-endotelio en
nddulos linfaticos y otros tejidos linfoides. Posteriormente, se vio que
también, participa en la diferenciacion celular (Horst y col., 1990),
proliferacion (Aruffo y col., 1990; Alho y col., 1989), migracién (Thomas
y col., 1993), adhesion célula-célula y célula-MEC, invasion (Pauli y col.,
1988; Okada y col., 1996) y metastasis (Guo y col. 1994), en células de

origen mesenquimatico y epitelial.

¢ Lstructura génica

CD44 esta representada por un gen de copia unica ubicado en la
banda p13 del cromosoma 11 en el humano (Goodfellow y col. 1982;
Franke y col., 1983), siendo su peso molecular de 60 kb. Su contraparte
murina se encuentra en el cromosoma 2 (Lesley 1982). Estd compuesto
por 10 exones estandar (Fig.3A) que codifican para CD44s (o CD44H), y
10 exones que sdlo se expresan por splicing alternativo, dando lugar a un
gran numero de variantes (CD44v) (Screaton y col., 1992; Jackson y col.,
1992). Las variaciones en la cola citoplasmatica resultan de la utilizacion
diferencial de uno de dos exones (los exones 18 y 19). Los tres primeros
aminoacidos de ambas colas estdn codificados en el exon 17. El exon 18
codifica una zona rica en secuencias AT no traducida, que podria conferir
inestabilidad al mRNA. El exén vl no se expresa en el humano por la

presencia de un coddn stop.
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Algunos autores han analizado la presencia de secuencias
regulatorias en el gen de CD44. En células humanas de neuroblastoma se
vio que no existen TATA y CCAAT boxes, pero si zonas ricas en secuencias
GC (Shtivelman, 1991). Sin embargo tanto en el gen humano como en el
de raton, clonados por Herrlich et al (1993) se ha encontrado un TATA
box en las posiciones -31 a -35. Por ensayos de transfeccion también se
demostro la existencia de elementos regulatorios negativos (Shtivelman
1991). Tanto el gen humano como el murino tienen, ademas, sitios
potenciales de unidn el factor de transcripcion SP-1. También en estos
genes existe un sitio de union al factor AP-1. En ensayos de transfeccion
con este sitio mutado, se vio una reduccidon en la eficiencia de
transcripcion de CD44, como también una menor respuesta a la
induccion por ésteres de forbol (Herrlich y col., 1993). Por otro lado,
Zhang et al (1996) han demostrado la presencia de “EGF-responsive
elements” en el promotor de CD44, capaces de regular la transcripcion de

este receptor.



Figura 3: Estructura gendmica y proteica de CD44.
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A) Mapa de exones: los exones “s” representan la region constante. Los exones “v”
son insertados por splicing alternativo en la region variable. Debajo del mapa de
exones se han representado algunos ejemplos de transcriptos generados por splicing

alternativo.
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B) Estructura proteica: representacion esquematica de dos moléculas de CD44 que
difieren en el grado de glicosilacion. Se representan sus tres dominios, regiones
unidas por puentes disulfuro (S-S), cadenas laterales de condroitin sulfato (CS) o

heparan sulfato (HS), sitios de glicosilacion y la regién variable (A).

Dominio
Extracelular Glicosilado

€—— glicositacion
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¢ Lstructura del mRNA

En el patron mads simple de expresion de CD44 se observan tres
especies de mRNA. El tamafio de las mismas es de 1.6, 2.2 y 4.8 kb en
humanos (Stamenkovic y col., 1989; Goldstein y col., 1989; Brown y col.,
1991), y de 1.6, 3.3 y 4.6 en raton (Wolffe y col., 1990). Esta variacion
resulta, aparentemente, por el uso de multiples sefiales de poliadenilacion.
(Harn y col., 1991). Han sido descriptos al menos 18 transcriptos. Esta
heterogeniedad resulta de que 12 de 20 exones pueden sufrir splicing
alternativo y entre los exones 5 y 7 hay sitios dadores y aceptores de
splicing.

No se sabe con certeza si todas las especies generadas por splicing

alternativo, dan lugar a una proteina madura.

¢ Lstructura profeica
CD44 esta conformada por un dominio extracelular altamente
glicosilado, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular que se

conecta con el citoesqueleto (Fig. 3B).

Dominio cifoplasmditico

El dominio citoplasmatico esta compuesto por una secuencia de 70
aminoacidos, y posee un 80-90% de homologia entre especies. Dentro de
este dominio existen cinco residuos conservados de serina, dos de los
cuales son fosforilados in vivo. La fosforilacion in vitro de CD44 aumenta
su afinidad por ankirina (Lokeshwar y col., 1992). Sin embargo esto no
fue comprobado en células MDCK intactas (Neame y col., 1992). Por otro
lado, CD44 purificado es capaz de unir GTP y tiene actividad GTFPasa
como se demostro en ensayos in vitro (Lokeshwar y col., 1992). En células

BHK y fibroblastos de raton, también se ha demostrado que CD44 esta
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asociado con tres proteinas, ezrina, radixina y moesina, que se localizan
debajo de la membrana citoplasmatica, y cuya funcion, en este caso, seria
servir de nexo entre CD44 y los filamentos de actina del citoesqueleto
(Tsukita y col., 1994). La delecién de la cola citoplasmatica, impide la
localizacion de CD44 en la membrana basolateral de células epiteliales
polarizadas (Neame y col., 1992).

Analizando posibles funciones del dominio citoplasmatico, se
demostré que mutaciones en el mismo disminuyen o anulan la capacidad

de CD44H de unirse a su ligando, el acido hialurdnico (Liao y col., 1993).

Dominio fransmembrana

Se conoce poco acerca de este dominio. Perschl y col. (1995) han
estudiado la importancia de la porcion transmembrana de CD44 en
fibroblastos de ratdon. Estos autores observaron, mediante el uso de
mutantes para el dominio citoplasmatico y transmembrana, que este
ultimo es importante para establecer una interaccion entre CD44 y el
citoesqueleto de actina. Dicha interaccidon se mantendria gracias al
contacto entre el dominio transmembrana y los lipidos que forman parte

de la membrana citoplasmatica.

Dominio extracelular

La porcion N-terminal del dominio extracelular, esta comprendida
por 90 residuos hidrofébicos y tiene un 80-90% de homologia entre
especies. (Zhou y col., 1989). El dominio mas proximo a la membrana es
el menos conservado, pues posee aproximadamente un 50% de homologia
entre distintas especies. Esta zona contiene tres o cuatro sitios consenso
para la union de condroitinsulfato y varios sitios para O-glicosilacion. En

el humano se han descripto al menos seis sitios de unidn de carbohidratos.
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Tanto en células normales como tumorales, se ha reportado la
expresion de variantes como resultado de un splicing alternativo. En
keratinocitos y células de carcinoma se encontraron transcriptos cuyo
core proteico deglicosilado, tiene mayor peso molecular que el de la forma
estandar (Hofmann y col., 1991; Kugelman y col., 1992; Haggerty y col.,
1992). Al compararlos con CD44s, que predomina en las células
hemopoyéticas, se vio que esos cores tienen 338 aminodcidos mas en el
dominio extracelular. Ademas se comprobd que poseen tres sitios de N-
glicosilacion, varios de O-glicosilacion, y dos de wunidn a
condroitinsulfato.

No se han descripto secuencias de union a heparan sulfato (Brown
y col., 1991; Haggerty y col., 1992).

Una misma célula es capaz de sintetizar simultineamente, mas de
una variante de CD44 (He y col.,1992).

¢ El ligando

El principal ligando de CD44 es el dcido hialuronico (AH). Los
principales componentes de la MEC son proteinas de la familia del
colageno y proteoglicanos. Estos ultimos son glicosaminoglicanos (GAG)
unidos covalentemente a un core proteico. EI AH es un GAG cuya
estructura consiste en un polimero lineal de acido D-glucurdnico y N-
acetil-D-glucosamina. A diferencia de otros GAGs, el AH no se une en
forma covalente al core proteico. Su peso molecular puede ser de varios
millones, y en solucion es capaz de capturar gran cantidad de solvente
(Laurent, 1992).

En 1983, Underhill et al. encontraron que el receptor para AH en
fibroblastos era una molécula de 85 kDa. Esta molécula se encontraba

fosforilada y asociada al citoesqueleto a través de filamentos de¢ actina



Tesis Doctoral 45

(Underhill y col., 1985). Posteriormente, Culty et al. (1990), demostraron
que esa union podia ser bloqueada especificamente por un anti-CD44
monoclonal (KM201). No todos los anticuerpos bloquean la union AH-
CD44, demostrando la existencia de ciertos epitopes que son especificos
de esta union. Sin embargo, no todas las células positivas para CD44 son
capaces de unir AH (Lesley y col., 1990; Miyake y col., 1990).

También se demostrd que no todas las isoformas de CD44 tienen
afinidad por AH. Stamenkovic (1991) y posteriormente Dougherty
(1994), demostraron que células que expresan CD44E no son capaces de
reconocer y unirse al AH. La capacidad de CD44 unirse a dicho ligando
seria dependiente de 3 aminoacidos en las posiciones 109, 221 y 306 del
dominio extracelular. Sy y col. (1991) han descripto que la invasion
tumoral puede observarse, en algunos casos, en regiones con alta
concentracion de AH, como el intersticio de la zona medular y papilar del
tejido renal, la submucosa del tracto gastrointestinal, y debajo de la
capsula hepatica. Hobarth y col. (1992) demostraron que el AH era capaz
de formar un halo alrrededor de las células tumorales conformando asi
una barrera protectora contra el sistema inmune. Recientemente
Lokeshwar y col. (1997) han demostrado que la presencia de altos niveles
de AH en la orina de pacientes con cancer de vejiga podria ser de utilidad

Ccomo marcador.

¢ Expresion de CD44 en tejidos normales

La expresion de CD44s y de CD44v ha sido descripta en tejidos
normales por Fox (1994) y Mackay (1994). Estos autores han encontrado
una alta expresion de variantes en los epitelios normales, cuya funcion
estaria asociada a la adhesion intercelular y a 1a migracion de las células

residentes en el tejido. Dentro de los tejidos epiteliales, las variantes se
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expresan con mayor intesidad en las células “stem” o sea, en células con
alta capacidad de proliferacion, como las células basales del epitelio
escamoso, o las células glandulares. Las variantes analizadas fueron v3,
v4/5, v6 y v8/9. El epitelio gastrointestinal expresa las variantes en
forma débil, mientras que las glandulas del endometrio son positivas
durante todas las fases del ciclo menstrual y la decidua. Ovario, timo,
bazo, musculo estriado y liso, higado y rifion resultaron negativos , como
asi también el SNC. El mismo analisis para la forma estandar, mostrd
positividad para casi todos los tejidos analizados, con excepcion de ovario

e higado.

¢ Expresion de CD44 en fumores

En 1991 Gunthert y col. demostraron que la isoforma v6 confiere
capacidad metastasica al ser transfectada en células tumorales no
metastasicas de rata. Como consecuencia de este hallazgo, surgio un gran
interés por el estudio de CD44 en diferentes tumores, como colon
(Wielenga y col.,, 1993), pulmén (Penno y col., 1994), gastrinomas
(Chaudry y col., 1994), glioblastomas (Kuppner y col., 1992), linfomas
no-Hodking (Koopman y col.,, 1993), entre otros. Estos estudios
demuestran que CD44s o CD44v pueden estar sobreexpresadas, que los
tumores tienen patrones de splicing mas complejos que los tejidos
normales y que la expresion diferencial de CD44 ocurre en distintos
subtipos histologicos.

En neuroblastoma, sin embargo, se ha demostrado que la ausencia
de expresion de CD44 asociada a la sobrexpresion de N-myc, seria un
indicador de agresividad en estos tumores (Combaret et al, 1995).

Similarmente, en carcinomas de células escamosas, Salmi y col. (1993),
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han reportado que una disminucion de la expresion de CD44 se asociaba
con un mal prondstico.

Por otro lado, si bien en tumores de mama los resultados son aun
conflictivos, CD44 podria funcionar como marcador de diferenciacion
(Friedrichs y col., 1995) o como marcador prondstico (Kaufmann y col.,
1995).



. 16.';":'§“--:.~m’.~.-1."‘i "”‘q," :ﬂ A ’i’,:ﬁ,T‘.}fb T;,';'f BT
| & - B - . ~.l ] = \ v ) M n ¥ - l.' .I o ? i
"en" » § Y e 3 ¢ .«:»' '* N u e .. g gl Gean s R ‘v."
" l\h'r. ‘_v- -"1 : % .".'- r;"‘ ¥ :?' % gom : w ’\, . u Ia. .{’? -Iun’{\_‘t ':t~ *1 . } g—-',;’us v & T ,:. i :
h’g’q‘ " s R e ™ e M AR RIRS c‘ e l@'u_ ® _I e e '_."‘P,"l b Rasw_ Reieelhezs - 1
| ] !‘.D e .,L.
iw“n‘r-.ﬁr, o A s
¥ e Ry ‘n |
l ¥
-V R " |
*t‘ - ‘n' }- A
P %® .‘ [ 7" n &
F -!‘i‘i [ .
ﬁ: L2 \ 'y *
[ o 71‘1
o
Py e : L
\' 3 [ ] K L] ia
» _. R . 1;'.‘-."
Py
F s ‘.'.' K ...'.
fnia™ 1 Mon e %
» iy
E " e .Li _:y |
| ,.:-‘;ﬂ’ F "
[ ; - ~ =
b3 « i 2
P DT .
- B
iR | 4 B
B o it hfn‘-..
"- ll’ -::* u. ‘,‘q‘? S
L ‘ li R !' &:‘ .EIE‘
% '!."1
e N Pt
beog ool R &
..Ik:.““,.‘ ¥ o
TR ol o !
g e e
"o St » . WS oo
P fea
e L 1.
! s ' Ly s A <‘
0 Y
B e Pty
}l;.,l_ ;",. : e e BN
| ,_A:“'L‘fi,- ;\{‘ ¥
s - Sl
& n o
B Py
A-;' ';.;, st L]
o e {s Hae
WK e L n {
1% b i 2
S g NS ol "
’ : »
o e e i 51":"
g § oo
& v s
;.-.\. .!>.;§1.:

-

-
"

=

g

v!:“ ' ’ ,
“ " - s A
P T g ' s
e’ » :5. @ ':’cfsﬂ,
e Ry AR

o

r“' 5 \ﬁ' ak'vu.ls'

-.!wb.- B Y
A" ™ »s ! s i
| 0 BN ; .
& i; M Z |
w ‘- 1 ‘l, 'l.
P-: .g,‘lq ¥ g e A
P s ¥ : c":
| - s Ll ) "
\ ,,-;_:;:"’fg :‘.f’.!.v d
ka1 e
.s S o -°-)‘-'7- - .- )
’.': -ln-. :«‘\ -.‘_
- et g
y, - o e “w 1

B e et L

s B s | 1 L o
| w = é:‘v <
e, w ey dy
iv"; l‘:“ "._ ;4 -:. Bl T T T THEI \7! ‘r 'lr"‘.;: -mnl-"; _‘-s".@ R R 4*:-:.4:'-;"-1

o s 5 ¢ v « Pl
« pe. i h 1- u" %l ,-'ei‘* Z h -~ .ﬂ.h.*..h w " d...‘

.;h 3 Bl '-‘x : PO 1 1L
TR R il A 2 UL R AN

.‘--



48

CD44 es una molécula de adhesion que ha sido implicada en
procesos fisioldgicos normales y patologicos como la activacion de
linfocitos y macrofagos, la reparacion de heridas, la adhesion de linfocitos
al endotelio, y la capacidad invasiva y metastasica de células tumorales.
Sin embargo, su localizacidn y expresion durante el spreading celular
como asi también las vias de senales intracelulares que regulan su
expresion, han sido poco explorados.

Tomando como base estos y otros antecedentes experimentales ya
mencionados en la introduccion, nuestra hipotesis de trabajo se basa en el
analisis de la participacion de CD44 en las diferentes etapas que
componen la cascada metastdsica. Para ello, en el comienzo del desarrollo
de este plan de Tesis, se analizara la expresion de CD44 in vivo e in vitro
de tres lineas celulares tumorales murinas, con el objeto de seleccionar
una de ellas para profundizar nuestro estudio sobre esta molécula. En el
modelo seleccionado nos proponemos estudiar el rol de CD44 en los
procesos de adhesion, spreading, migracidbn e invasidn in vitro.
Posteriormente, analizaremos los caminos de sefalizacion intracelulares
que regularian su expresion, asi como la posible relacion de este receptor
con otras moléculas que también participan en los procesos de invasion y
metastasis.

En el ultimo capitulo de este plan de trabajo, en colaboracion con
los Servicios de Patologia y Oncologia del Hospital Italiano, se analizara la
expresion de CD44 en tumores humanos cerebrales. La sobreexpresion de
CD44s y sus variantes ha estado relacionada con la progresion tumoral y

la capacidad metastasica en distintas neoplasias humanas. En algunos
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tumores se ha demostrado que CD44 podria ser un marcador prondstico,
mientras que en otros su utilidad en este sentido es aun dudosa. En base a
estos datos nos hemos propuesto evaluar si la expresion de CD44s y
algunas variantes en tumores humanos de cerebro, podria correlacionarse
con los distintos estadios tumorales, y, si ese fuera el caso, establecer su

utilidad como marcador diagndstico o pronostico.

Brevemente, los objetivos especificos a desarrollar en el presente

plan de tesis son:

¢ Analizar la expresion de CD44 in vivo e in vitro, en distintos modelos
experimentales tumorales murinos

e Determinar el rol de CD44 en las diferentes etapas de la cascada
metastasica

e Investigar la posible relacion de este receptor con otras moléculas

involucradas en el proceso metastasico

e Estudiar los caminos de sefializacion que participarian en la
regulacion de la expresion de CD44

e Evaluar la expresion de CD44s y algunas variantes en tumores
humanos del SNC, y su correlacion con otros parametros

clinicopatoldgicos.
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CAPITULO 1

Expresion de CD44 en Tumores Mamarios Murinos y Lineas

Celulares

Modelo Tumoral

En el Area Investigacion del Instituto “A.H.Roffo” contamos con
adenocarcinomas mamarios murinos de diferente capacidad invasiva y
metastasica que se han empleado como modelo para investigar las
moléculas criticas determinantes de la progresion tumoral y la
diseminacién metastasica.

El adenocarcinoma mamario M3 moderadamente metastasico en
pulmon, surgid expontaneamente en una hembra BALB/c. A partir de
éste, por un procedimiento de seleccién in vivo (Colombo y col., 1980), se
obtuvo la variante tumoral MMS3, con alta capacidad metastasica en
pulmén. Ambos tumores se mantienen por pasajes in vivo mediante
transplantes subcutdneos en ratones singeneicos BALB/c. El anélisis
histopatoldgico muestra que ambos son adenocarcinomas moderadamente
diferenciados con cordones celulares de células polihédricas y algunos
acinos, separados por haces de estroma. Ninguno presenta destacable
capacidad invasiva a nivel local. A partir de estos tumores se pueden
obtener cultivos primarios que han sido extensamente caracterizados (Bal

de Kier Joffé y col., 1983; Pereyra Alfonso y col., 1988).

Mediante procedimientos in vitro se han establecido las lineas

celulares continuas ILM3 y ILMMS3, derivadas de M3 y MM3
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respectivamente (Urtreger y col., 1997). Las mismas guardan similitudes
y al mismo tiempo difieren en algunos aspectos de sus tumores parentales
de origen. Al ser inoculadas por via subcutinea, dan tumores con
capacidad metastasica en pulmon, siendo la linea LM3 mas metastasica
que el tumor parental, mientras que la linea LMM3 mantiene ¢l mismo
potencial metastasico que el tumor MMS3. El analisis histopatologico de los
tumores generados por estas lineas muestra que son adenocarcinomas
poco diferenciados, con capacidad invasiva en la dermis y en las capas
muscular y adiposa subcutaneas. Las células en estos tumores no tienen

estructura polarizada y se observa escaso estroma intercelular.

Se cuenta ademas con la linea celular F3II, que es de particular
interés. Esta linea celular derivé de un clon obtenido, a partir de
suspensiones celulares del tumor primario M3, por la técnica de dilucion
limite (Alonso y col.,, 1996). Las células F3II presentan morfologia
fusiforme. A pesar de su morfologia ahusada, el analisis ultraestructural
muestra que se trata de células de estirpe epitelial, con caracteristicas
tipicas de carcinomas, como microvellosidades, numerosos ribosomas y
uniones intercelulares rudimentarias. Los desmosomas son escasos y poco
desarrollados, y no se detectaron tonofilamentos. Los nucleos en general
son grandes, con varios nucleolos y areas de condensacion de la
cromatina. Algunas células poseen cisternas con particulas virales de tipo
A. La tincién inmunohistoquimica de las células F3II mostro expresién de
citoqueratinas y ausencia de vimentina, confirmando su estirpe epitelial.

Al ser inoculadas por via subcutinea, las células F3II forman
tumores que dan metéstasis espontaneas en pulmon, con una incidencia
del 100%. Una caracteristica muy importante de estos tumores es su gran

invasividad a nivel local. A diferencia del tumor parental M3, las células
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F3II producen mayores niveles de uPA unido a membrana, caracteristica
que permite focalizar la actividad del uPA sobre la superficie celular
favoreciendo el proceso de invasion. Ademas, al ser inoculadas por via
intravenosa en ratones BALB/c, desarrollan metastasis experimentales en

pulmon.

Como ya se menciono, la invasion y la motilidad en una célula
tumoral son propiedades criticas, dado que le permiten colonizar los
tejidos normales del huésped. Entre las moléculas mediadoras de estos
eventos, las moléculas de adhesion, dentro de las que se encuentra CD44,
constituyen un grupo de gran interés. En los modelos tumorales
estudiados en nuestro Instituto, aun no se conoce la expresion y el rol de
CD44.

Por otra parte, en nuestro laboratorio contamos con la linea
celular NMuMG (normal murine mammary gland) derivada de tejido
mamario normal de raton (cedida por el Dr. J. Filmus). Sus caracteristicas
morfoldgicas ultraestructurales corresponden con las de un epitelio
secretorio por la presencia de desmosomas o uniones intermedias,

microvellosidades y tonofibrillas (ATCC, CRL 1636).

A fin de iniciar el desarrollo del tema de investigacion de esta tesis,
se evaluo la expresion de CD44 en cortes histologicos de tumores F3lI,
LM3 y LMMS3 y en monocapas de estas mismas células. La linea celular
NMuMG fue usada como control de células normales en algunos

experimentos in vitro.
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Materiales y Métodos

Cultivos Celulares

Las lineas F3II, LM3 y LMM3 se mantienen in vitro en MEM
(410-1500, Gibco) suplementado con SFB (5%), L-glutamina (2mM) y
gentamicina (80 ug/ml). La linea celular NMuMG se mantiene D-MEM
(430-1600, Gibco), suplementado con SFB (5%), L-glutamina (2mM),
gentamicina, estreptomicina y penicilina (50 pg/ml c/u) e insulina (40
U/ml).

Todas las lineas celulares son cultivadas en atmdsfera himeda bajo

condiciones estandar a 37°C y 5% de CO.. Al llegar a confluencia son
repicadas empleando una solucioén 0.25% de tripsina y 0.02% de EDTA.
Todas las lineas celulares son controladas periddicamente para

descartar la presencia de micoplasmas.

Tumores

Cultivos confluentes o subconfluentes de células F3II, LM3 y
LMM3 fueron tripsinizados y se contd el numero de células viables por
exclusion con azul tripan. Luego de dejar que las células se recuperen en
MEM durante una hora a 37°C en estufa gaseada, las mismas fueron
inoculadas en ratones singeneicos hembras BALB/c de aproximadamente
14 semanas de edad. Cada raton recibid 2 x 10° células (F3II, LM3 o
LMM3) en 0.2 ml de MEM, por via subcutianea en el flanco izquierdo, o
por via intraperitoneal (solo células F3II). Los animales fueron
sacrificados a distintos tiempos (20, 25 y 32 dias los subcutaneos, y 15-20

dias los intraperitoneales). Una parte de los tumores fue fijada en 3% de
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paraformaldehido y procesada para su estudio por inmunohistoquimica
(IHQ). El resto fue congelado en N2 para su andlisis por western blot

(WB) o inmunoprecipitacion (IP).

Anticuerpo

En estos experimentos se usd un anti-CD44 murino proveniente
del hibridoma KM201 hecho en rata (Miyake y col., 1990), cedido por el
Dr. J. Filmus. Este anticuerpo reconoce la forma estandar y todas las

variantes de CD44 murinas.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Los tumores F3II, LM3 o LMMB3 de distintos tiempos de evolucion
fueron incluidos en parafina. Se hizo IHQ sobre los cortes histologicos y
las monocapas, segun el siguiente protocolo:

Los cortes histologicos fueron desparafinados por lavados
sucesivos con xilol, etanol absoluto, etanol 96% y etanol 70%.
Posteriormente, para desenmascarar el antigeno, las muestras se
sumergieron en buffer citrato (pH= 6) y se trataron por tres periodos de
10 min. cada uno, en horno a microondas, agregando buffer para que las
muestras no se sequen.

Las monocapas de células F3II, LM3, LMM3 y NMuMG fueron
fijadas en 3% de paraformaldehido durante 30 min. a temperatura
ambiente y luego de lavarlas en PBS, se guardaron a 4°C hasta su tincion.

Los pasos siguientes fueron comunes en el procesamiento de los

cortes y las monocapas:
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Se bloqued la peroxidasa enddgena incubando las muestras con
3% de Hz0: en PBS durante 20 min., seguido de un lavado con PBS. Luego
de incubar con buffer de bloqueo (5% de leche en FBS), a fin de impedir
la union inespecifica de los anticuerpos, se agregd el primer anticuerpo
(anti-CD44 murino, sobrenadante sin diluir del hibridoma KM201) y se
incubo a 4°C toda la noche. Un anticuerpo anti-IgG de rata biotinilado
fue usado como segundo anticuerpo (dil. 1:500, Vector) por dos horas a
temperatura ambiente. Luego de lavar se incubd con estreptavidina-
peroxidasa por 40 min. a temperatura ambiente (dil. 1:500, Vector) y
finalmente se reveld con una solucién al 7% de DAB (diaminobencidina) y
3% de H20:2 en PBS, como cromogeno. Se hizo contratincion de nucleos
con hematoxilina de Harris, y se procediéo al montado en balsamo de
Canadd. Como control negativo se omitié la incubacion con el primer

anticuerpo.
Western Blot (WB)

Se prepararon homogenatos de fragmentos de tumores F3II, por
machacado de los mismos en Nz liquido y resuspension del lisado en 1%
PMSF en PBS. Por otro lado, las monocapas de células F3II o NMuMG
fueron levantadas por rastrillado, resuspendidas en 1% PMSF en FPBS y
sonicadas. Luego de calentarlos durante 3 minutos en buffer de siembra,
los lisados fueron corridos en geles PAA (poliacrilamida) al 7% (Laemmli,
1970). En cada calle se sembrd la misma cantidad de proteinas totales.
Luego de la corrida, las proteinas fueron transferidas a filtros de
nitrocelulosa (Bio-Rad). La determinacion de proteinas totales se hizo por

el método de Lowry, usando albumina bovina como estandar.



Tesis Doctoral 57

La identificacion de CD44 en las muestras se realizo incubando las
membranas en presencia del primero y segundo anticuerpos, usando las
mismas concentraciones que en el protocolo para la IHQ. El revelado, en
el caso de WB, se hizo incubando las membranas en estreptavidina-
fosfatasa alcalina (dil. 1:1000, Vector) durante 40 min.,, y como
cromogeno se utilizd NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium, Sigma; y 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, Sigma). Las bandas proteicas fueron
analizadas en un densitometro modelo GS-700 (Bio-Rad, USA).

Inmunoprecipitacion (IP)

Se incubaron extractos proteicos (100 ug) provenientes de lisados
tumorales en presencia del anticuerpo monoclonal anti-CD44 (dil. 1:5,

aprox. 0.05 ug/ul de sobrenadante de hibridoma), durante toda la noche
a 4°C. Luego se agregd proteina A-Sepharosa (Sigma) a la mezcla

antigeno/anticuerpo y se incubd durante una hora mas a 4°C. Los
complejos se recuperaron por centrifugacion en frio a 5000 g por 1 min.
y se lavaron dos veces con buffer de lisis adicionado con NaCl 0.5M y dos
veces con buffer de lisis en ausencia de NaCl. El pellet final se resuspendio
en buffer de siembra, se calentd 3 min y se analizo por electroforesis en
geles PAA al 7%. Luego de transferir los geles a membranas de
nitrocelulosa, se realizd el revelado segun el protocolo detallado para

Western blot.
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RESULTADOS

Expresion de CD44 en lineas celulares murinas mamarias normales
(NMuMG) y tumorales (F3II, LM3 y LMM3):

Se analizé la expresion de CD44 en monocapas de células LM3 y
LMM3 por IHQ. Las células F3II y NMuMG (control normal) se
estudiaron por I[HQ y WB.

La ITHQ sobre monocapas confluentes de todas las lineas celulares,
mostrd un patron de tincion de la membrana celular, en casi el 100% de
las células. También se observé una leve tincion citoplasmatica en algunos
grupos celulares, que podria explicarse por la presencia de formas
carentes de la cola citoplasmdtica, que no alcanzan a ubicarse en la
membrana celular (Neame 1992) (Fig.1.1: a-f). La expresion de CD44
en células F3II fue diferente, segun el grado de densidad celular. Se
observé que las monocapas subconfluentes tenian un alto grado de

expresion que disminuia al alcanzar la confluencia (Fig. 1.1 a y b).

Figura 1.1: Analisis por ITHQ de la expresion de CD44 en lineas celulares mamarias
murinas tumorales y normales (400x):

Cultivos de la linea celular tumoral F3II:

Se puede observar una alta expresion de CD44 en monocapas subconfluentes (a),
mientras que al alcanzar la confluencia (b) dicha expresion disminuye
sensiblemente.

¢) Monocapas de células mamarias murinas normales NMuMG. Puede observarse la
tincion de CD44 sobre la membrana celular.

Cultivos de las lineas celulares tumorales LM3 (d) y LMM3 (e): la tincién para
CD44 se distribuye en forma heterogénea en estos cultivos: se pueden observar
grupos celulares que presentan mayor expresion de ésta molécula.

f) Control en ausencia del primer anticuerpo.
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La expresion de CD44 en lisados de monocapas confluentes de
NMuMGQG vy F3II fue también analizada por técnicas de WB. Tkach y col.
(1996), han reportado que las células NMuMG expresan CD44s y las
variantes v7-v10. El analisis densitométrico del WB demostrd que las
cé€lulas F3II expresan niveles mas altos que sus pares normales (Fig. 1.2).
Al ser incubadas durante 24 horas en presencia de 5% de SFB, las células
NMuMG presentaron un aumento de 3.7 veces en la expresion de CD44,
respecto de los cultivos en ausencia de suero, mientras que las células F3II

presentaron un aumento de 2.5 veces en las mismas condiciones.
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Figura 1.2: Analisis por Western blot y densitometria, de la expresion de CD44 en
células NMuMG y F3II. Las células fueron cultivadas en presencia o en ausencia de
5% de SFB durante 24 hs.
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Como se ha mencionado, el anticuerpo usado en nuestros ensayos
proviene del hibridoma KM201, que reconoce la forma estandar de CD44
y también las variantes. El andlisis de la expresion de CD44 por WB, tanto
en las células tumorales F3II como en el control normal, NMuMG, revelo
la presencia de una banda principal de 80 kDa, correspondiente a CD44s.
El WB de las células F3II mostré ademas, un patron de “smear” o
productos de mayor peso molecular, indicando que estas células expresan
isoformas de CD44, con distintos grados de glicosilacion y heterogeneidad
de pesos moleculares. En las células NMuMG dicha expresion fue mucho
menos evidente (Fig. 1.3). Nuestro analisis posterior sobre la expresion de
CD44 en la linea celular F3II se focalizd en la banda de 80 kDa que

identifica a la forma estandar.

<4 "smear”

-CD44

Figura 1.3: Western blot de lisados de células NMuMG (calles 1 y 2) y F3II (calles 3
y 4). En ambas lineas celulares aparece una banda principal de 80 kDa,
correspondiente a CD44s. En las células F3II, pueden verse, ademas, productos
proteicos de mayor peso molecular (“smear”) correspondientes a la presencia de
variantes de CD44, mientras que en las células NMuMG dicha presencia es menos
evidente.
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Expresion de CD44 en tumores F3II, LM3 y LMM3

A fin de evaluar si habia correlacion entre la expresion in vitro de
CD44 y la expresién in vivo, se analizo la presencia de CD44 por THQ
sobre cortes histologicos de tumores subcutaneos F3II, LM3 y LMM3.
Asimismo, la expresion de CD44 también fue estudiada por WB ¢ IF en el
caso de los tumores F3II.
Los tumores LM3 y LMM3 de distinto tiempo de evolucién mostraron
débil expresion de CD44 (Fig. 1.4 a y b). La tincidén de los cortes
histologicos de tumores F3II crecidos en forma subcutdnea, en cambio,
muestran una alta expresion de CD44 (Fig. 1.4 c¢), especialmente los de
mayor tiempo de evolucidon (25 y 32 dias). Cuando se analizaron los
tumores F3II crecidos por inoculacion intraperitoneal, la expresion de

CD44 fue practicamente nula (Fig. 1.4 d).

Figura 1.4: Expresion de CD44 en cortes histoldgicos de tumores murinos. Tincion
por IHQ (400x):

La expresion de CD44 en tumores subcutineos LM3 (a) y LMM3 (b) fue muy débil
o nula. EI mismo analisis sobre tumores F3II crecidos en forma subcutanea, reveld
una alta expresion de CD44 (c). Sin embargo, la IHQ sobre cortes histologicos de
tumores F3Il intraperitoneales (d), mostré una pérdida de la expresion de esta
molécula.

¢) Control en ausencia del primer anticuerpo.
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Para confirmar estos resultados, lisados de estos mismos tumores
fueron analizados por IP y WB. El analisis densitométrico de las bandas
(Tabla 1.1) muestra que los tumores s.c. expresan niveles
significativamente mas altos que los tumores i.p. Las débiles bandas
detectadas en estos ultimos podrian provenir de la expresion de CD44 en
células normales como fibroblastos, endotelio vascular o células del

sistema inmune, que se encuentran en el tumor.

Tabla 1.1: Expresion de CD44 tumores F31l crecidos en diferentes sitios

Tumores
Subcutineos Intraperitoneales
Experimento 1 306* 68
Experimento 2 270 85
Media 288 76.5**
SD 25.4 12

Lisados de tumores F3II subcutineos o intraperitoneales fueron inmuno
precipitados con anti-CD44 en presencia de proteina A Sepharosa, y luego
analizados por WB y densitometria.

* unidades arbitrarias de absorbancia
** p<0.05 (t-test)

DISCUSION

La motilidad celular estd asociada a distintos procesos normales o
patoldgicos, en los cuales las moléculas de adhesion juegan un papel
importante. Dentro de este grupo de moléculas se encuentra CD44
(Ponta, 1993).

Como se menciond anteriormente, en nuestro laboratorio
contamos con varios modelos tumorales murinos, entre ellos el tumor
F3II, caracterizado por su alta invasividad local y su capacidad

metastasica (Alonso y col., 1996). Este hecho hace que las células F3II
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constituyan un modelo ideal para el estudio de una molécula de adhesion
como CD44. Las lineas celulares LM3 y LMM3, que al ser inoculadas en
raton son altamentes metastdsicas en pulmén e invasivas localmente
(aunque menos agresivos comparados con el F3II), también fueron
estudiados para determinar la expresion de CD44.

Los ensayos preliminares in vitro demostraron que todas las lineas
celulares analizadas por IHQ (F3II, LM3, LMM3 y NMuMG), mostraron
expresion de CD44. En coincidencia con lo ya descripto por Kogerman
(1996) y Griffioen (1997) en otros modelos experimentales, la expresion
de CD44 en células F3II fue mayor en monocapas subconfluentes,
disminuyendo al alcanzar la confluencia. Esto no fue observado en las
otras lineas.

Al analizar la expresion de esta molécula en tumores subcutaneos
derivados de estas lineas tumorales, encontramos que solo los tumores
F3II expresaban altos niveles de CD44, mientras que los tumores LM3 y
LMMS3 mostraron una débil expresion de ésta molécula. Este resultado nos
llevo a seleccionar la linea F3II para profundizar nuestro trabajo de

investigacion sobre el rol de CD44 durante el proceso metastasico.

El estudio de CD44 en cortes histoldgicos de tumores F3II, mostrod
una alta expresion de esta molécula asociada al crecimiento subcutaneo
de estos tumores. Sin embargo, la expresion se pierde cuando el tumor se
inocula por via intraperitoneal. A la luz de estos datos se podria pensar
que existen factores a nivel local que estarian modulando la expresion de
CD44. Los animales portadores de tumores F3II intraperitoneales tienen
una breve sobrevida , 15 a 20 dias luego de la inoculacion, falleciendo
por ascitis. En ese corto periodo de tiempo no es posible detectar

desarrollo de metastasis pulmonares. Sin embargo, en un trabajo anterior
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efectuado en nuestro laboratorio (Aguirre Ghiso y col, 1997c) con el
tumor M3 (tumor parental de la linea F3II), también se describe una
significativa disminucién en la incidencia de metdstasis pulmonares en
tumores crecidos en peritoneo, al compararlos con los mismos tumores
implantados en forma subcutanea. Si bien existen diferencias entre el
parental M3 y la linea F3II, se podria hipotetizar que una disminucion en
la expresion de CD44 en tumores F3II intraperitoneales, tendria relacion
con una menor capacidad metastasica.

En un estudio preliminar (datos no mostrados), se analizé también
la expresion de CD44 en metdstasis pulmonares experimentales o
espontianeas (de tumores F3II crecidos en forma subcutdnea). La tincion
por ITHQ mostré6 una débil expresion de este receptor, con mayor
intensidad en algunos grupos celulares.

Algunos autores han descripto que la composicion de la MEC es
capaz de modular la regulacion de la actividad celular (Schnaper y
Kleinman, 1993). Estos estudios indicarian que al menos tres factores

podrian tener influencia:

e la estimulacion mecanico-quimica que ocurre cuando la célula se
adhiere a la matriz, lo cual provoca cambios en su forma creando
fuerzas tensionales

e la presencia de citoquinas y factores de crecimiento

e las interacciones célula-célula y célula-MEC

En teoria todas las proteinas componentes de la MEC serian

capaces de generar seniales que alteren la actividad celular (Schnaper y

Kleinman, 1993). Por ejemplo, se ha demostrado que la interaccion de

células con matrices de coldgeno es capaz de regular la actividad

transcripcional en forma especifica (Di Persio y col., 1991). Otros autores

demostraron que la sintesis y secrecion de proteinas de la leche en lineas
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celulares mamarias murinas epiteliales normales estaria regulada no solo
por la presencia de hormonas lactogénicas, sino también por la
composicion de la MEC sobre la cual fueron cultivadas (Li y col., 1987,
Chen y col., 1987). Streuli y col. (1990) también han descripto que la
MEC cumpliria un rol fundamental en controlar el fenotipo celular en
tejidos especializados. Estas evidencias experimentales nos permiten
hipotetizar que pequefias diferencias en la composicion del
microambiente tisular que rodea a la célula tumoral (F3II), en este caso
peritoneo o zona subcutanea o pulmon, podrian ser determinantes en la

sintesis y expresion de CD44.

El analisis comparativo de la expresion de CD44 en monocapas de
células tumorales F3II y normales NMuMG por la técnica de IHQ, nos
permitio ver que las monocapas subconfluentes de células F3II presentan
mayor expresion de esta molécula que sus pares normales. Cuando las
monocapas fueron analizadas por WB también se observd mayor
expresion de CD44 en las células F3II que en las NMuMG. El analisis del
WB en lisados de células F3Il y NMuMG mostrd una banda principal de
80 kDa, correspondiente a CD44s. También se observé la presencia un
“smear” o productos de mayor peso molecular, que estarian indicando la
expresion de variantes de CD44 en células F3II, mientras que dicha
expresion fue mucho menor en las células NMuMG.

Se ha reportado que factores de crecimiento y mediadores lipidicos
presentes en el suero son capaces de regular la motilidad celular y la
expresion de genes (Jalnik y col., 1994). El analisis densitométrico del WB
demostré que tanto las células F3I1 como el control normal, NMuMQgG,

aumentan la expresion de CD44 en presencia de 5% de SFB.
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En este primer capitulo hemos evaluado comparativamente la
expresion de CD44 en tres lineas celulares derivadas de
adenocarcinomas mamarios murinos emparentados, encontrando que
todos expresan esta molécula cuando son cultivados in vitro. Sin
embargo, esta expresion se mantiene in vivo solo en los tumores F3II

crecidos en forma subcutanea.

Este dato nos permitio iniciar una serie de estudios In vitro
destinados a dilucidar la regulacion de la expresion y el rol funcional de
CD44 en la linea celular F3II, durante los eventos que tienen lugar a lo

largo de la cascada metastasica en este modelo.
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CAPITULO 2

Rol de CD44 durante la adhesion, el spreading, la migracion y

la invasion, en la linea celular fumoral F3II.

En una célula tumoral, la motilidad es de vital importancia, ya que
le permitira la colonizacion de tejidos del huésped. La capacidad de una
célula de moverse a través del sustrato comprende una serie de eventos

que dependen de la cooperacion coordinada de diferentes moléculas.

El primer evento del proceso de motilidad celular es la adhesion al
sustrato (Gumbiner, 1996). Esa adhesion estd mediada por receptores que
se encuentran en la membrana celular (moléculas de adhesion), los que
establecen un puente de comunicacién entre el espacio extracelular y la
maquinaria molecular citoplasmatica. Seguidamente, la célula se extiende
sobre el sustrato, fendmeno denominado de spreading. Durante el
spreading, la célula puede emitir proyecciones de diferente morfologia,
como espiculas, filopodios o lamelipodios. Luego del spreading, la célula
inicia la etapa de migracion sobre el sustrato. Para migrar la célula debe
adquirir una asimetria espacial que le permitira generar fuerzas internas
para su translocacion (Lauffenburger y Horwitz, 1996). La manifestacion
de esta asimetria es una morfologia polarizada, o sea, en la célula se
distingue claramente un frente de avance y una zona de retraccion. Esta
polarizacién celular puede ser la respuesta a un estimulo, por ejemplo,

un agente quimioatractante.
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Finalmente, en conjunto con el proceso de migracion, la célula
puede ser capaz de invadir un nuevo “territorio” ¢ tejido. En esta etapa, al
igual que en las anteriores, las moléculas de adhesion cumplen un rol
fundamental. Sin embargo, para que la invasion a otro tejido sea efectiva,
las enzimas proteoliticas, junto a las moléculas de adhesion, juegan un rol

central en este proceso (Schmitt y col., 1992).

Como ya se ha mencionado, CD44 pertenece a una familia de
proteinas de transmembrana que participan en la adhesion y la
migracion, como también en el ensamblado de la MEC. (Knudson y col,
1993; Thomas y col., 1993). Si bien en algunos modelos experimentales
se conoce el rol que juega esta molécula en el proceso de invasion y
diseminacion metastasica (Bartolazzi y col., 1994; Guo y col., 1994a), en
algunos casos se han obtenido evidencias contradictorias (Birch y col.,
1991, Ota y col., 1995; Gao y col., 1997). La linea celular F3II como se
menciond anteriormente, es un modelo de gran interés dado que al ser
inoculada en ratones singeneicos da lugar a la formacion de carcinomas
altamente invasivos y metastasicos. Los estudios desarrollados en el
capitulo 1 mostraron que estas células expresan altos niveles de CD44
tanto in vivo como in vitro, por lo que consideramos que constituye un
modelo ideal para estudiar el papel de este receptor durante la progresion
tumoral. En este capitulo hemos estudiado la funcion y distribucion de
CD44 en los procesos de adhesion y de spreading, como también su rol en

la migraciodn e invasion in vitro de células F3IIL.
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Materiales y Métodos

Cultivos Celulares

Se utilizd la linea celular F3Il cultivada en las condiciones

descriptas en el capitulo 1.

Ensayos bioldgicos in vitro

a- Adhesion

e Adhesion a plastico:

Estudiamos el rol de CD44 durante la adhesion de células F3II a
placas plasticas de cultivo. Se partid de cultivos subconfluentes que fueron
tripsinizados e incubados en MEM a 37°C durante 2 hs para permitir la
recuperacion de los antigenos de superficie. Luego de ese tiempo, las
células se lavaron y se incubaron en presencia o en ausencia del
anticuerpo KM201(dil 1:50), o con un anticuerpo irrelevante, durante
10 min a temperatura ambiente o 1 hora en hielo. Luego se sembraron a
razon de 2x10° células por placa de Petri de 35 mm, permitiendo su
adhesion durante 10, 30 y 60 min, a 37°C. Las células no adheridas
fueron lavadas con PBS. Las células adheridas fueron tripsinizadas y

contadas en camaras de Neubauer.
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e Adhesion a acido hialurdnico (AH):

0 Tratamiento de placas pldsticas de cultivo con AH:

Se prepard un coating de AH (Sigma) (I mg/ml) en placas
multiwell de 48 pocillos o en placas de Petri de 35mm (Corning Costar).
Luego de incubar durante 18 hs. a 4°C, los pocillos se lavaron con FBS y
se incubaron durante una hora a temperatura ambiente en 1% de BSA
para bloquear sitios de unién inespecificos. Como control, pocillos no
tratados con AH se bloquearon también con BSA. Luego de ese tiempo, se

volvié a lavar con PBS y se procedid al sembrado de las células.

0 Tratamiento de células con anti-CD44:

Las células F3II, obtenidas por tripsinizacion, se incubaron a 37°C
durante 2 hs para permitir la recuperacion de los antigenos de superficie,
y se trataron con una dilucion 1:50 (aprox. 0.05 ug de anticuerpo/ul de
sobrenadante de hibridoma) del anticuerpo anti-CD44 durante 1 hora en
hielo, antes de sembrarlas en las placas tratadas o no con AH. Como
control las células se incubaron en las mismas condiciones pero en
ausencia del anticuerpo o con un anticuerpo irrelevante. El numero de
células wiables se evalud por recuento en camara de Neubauer en
presencia de azul tripan. La viabilidad fue mayor del 90% en todos los

€asos.



Tesis Doctora! 75

O Tratamiento de células con PMA:

Monocapas subconfluentes de células F3II fueron tratadas con una
dosis de 10 nM de PMA durante 24 hs. Las placas control no fueron
tratadas. Luego de este tratamiento, las células fueron levantadas con una
solucion 25 mM de EDTA y sembradas en placas de 35 mm tratadas o no
con AH.

¢ Ensayo de adhesion a AH:

Las células tratadas con anticuerpo o con PMA y los controles sin
tratar fueron sembradas en las placas multiwell (5 x 104 células/well) o
en las placas de Petri (I1x 10% células/placa) tratadas o no con AH, en

MEM sin suero, por triplicado o cuadruplicado. Las placas se incubaron

durante 45 minutos a 37°C en estufa gaseada. Al cabo de ese tiempo, las
células no adheridas fueron lavadas con FPBS. Se contaron las células
adheridas en la placa multiwell en 7 a 10 campos al azar en cada well,
bajo microscopio invertido con un aumento de 100X. Las células en las
placas de 35 mm fueron levantadas por tripsinizacion y se hizo recuento

con azul tripan en camara de Neubauer.

b- Spreading

7 x 104 células F3Il, resuspendidas en MEM, fueron sembradas en
placas de Petri pldsticas de 35 mm. Luego de 100 minutos se hicieron
lavados con PBS para remover las células no adheridas, y sc agrego medio
de cultivo adicionado o no con distintas diluciones de KM201 (1:5 a
1:50).
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Cada 30 minutos se determind el porcentaje de células en
spreading, por observacion en microscopio de contraste de fase (Nikon).
Para cada tratamiento, se contaron 200-300 células en campos
seleccionados al azar y por triplicado (Aguirre Ghiso, 1997a; Tawil,
1996).

c- Migracion

La migracion quimiotactica de células F3II fue evaluada utilizando
filtros policarbonados con poros de 8 mm de didmetro en camaras de
cultivo Transwell (Corning Costar). Dichas cdmaras constan de dos
compartimentos separados por los filtros mencionados. En el

compartimento inferior se agregaron 500 pl de MEM adicionado con

0.1% de BSA y 10 pg/ml de fibronectina soluble como agente
quimioatractante. En el compartimento superior se sembré  una
suspension celular de F3II en MEM/0.1% BSA (2 x 10% células /150

pl/well). Para los ensayos de inhibicion de la migracion, se agregd en

ambos compartimentos una dilucion 1:50 de anti-CD44, o 10 pg/ml de
anti-uPA murino, o una combinacion de ambos anticuerpos.

Luego de incubar durante 6 horas a 37°C en estufa gaseada, los
filtros fueron fijados en metanol y tefiidos con hematoxilina-eosina. Las
células de la superficie superior del filtro fueron removidas con hisopo de
algodon y los filtros se deshidrataron y montaron en balsamo de Canada.
Las células que migraron fueron contadas bajo microscopio optico, 10 a

15 campos en aumento de 400X, y se expresaron como numero de células

por campo.
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d- Invasion

La capacidad de invasion de las células F3II fue evaluada en
cdmaras de cultivo Transwell, descriptas para el ensayo de migracion. En
este caso, la cara inferior del filtro se cubrioé con una pelicula de solucion
de gelatina (0.1% en agua destilada) y se dejé secar a temperatura
ambiente en esterilidad (bajo flujo laminar). Posteriormente, en el
compartimento superior de cada cestilla se sembraron 12.5 ug de
Matrigel (membrana basal artificial reconstituida) en 100 ul de MEM
adicionado con 0.1% BSA, y se incubd toda la noche a 37°C en estufa
seca. Al otro dia el Matrigel se hidratdé con 50 ul de MEM/BSA, durante
una hora a temperatura ambiente. Luego se sembrd, en el compartimento
superior, una suspension celular de F3Il en MEM/BSA (1.5 x 10°

células/ 150 pl/well). En el compartimento inferior se agregaron 500 pl

de MEM/BSA y 10 pg/ml de fibronectina soluble como agente
quimioatractante. Para los ensayos de inhibicidn de la invasion, se agrego
anti-CD44 purificado (dil 1:100; aprox. 0.08 ug de anticuerpo/ul), a los
30 minutos de sembrar las células, en ambos compartimentos.

Luego de incubar durante 20 horas a 37° C en estufa gaseada, los
filtros fueron procesados como se describié para el ensayo de migracion.
Los experimentos se realizaron dos veces por duplicado. Las células que
invadieron el Matrigel, fueron contadas bajo microscopio optico en 25
campos seleccionados al azar por cada filtro, con un aumento de 450X,y

se expresaron como numero de células por campo.
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Anticuerpos

En los ensayos de adhesion, spreading y migracion se uso el
anticuerpo monoclonal anti-CD44 murino descripto en el capitulo
anterior. También se utilizé un anti-uPA murino policlonal que reconoce

el dominio catalitico de la enzima, cedido por la Dra. G.H.Hansen.

Purificacion del anticuerpo KM201

El hibridoma KM201 produce trazas de gelatinasas (datos no
mostrados). Dada la importancia de las enzimas proteoliticas durante la
invasion tumoral, hemos purificado el anticuerpo anti-CD44 proveniente
de este hibridoma, para ser utilizado en los ensayos de invasion. Dicha
purificaciéon se realizd por columna de proteina A (Hi Trap, Protein A,
Pharmacia Biotech). Los anticuerpos de la subclase IgG: tienen baja
afinidad por la proteina A. Dado que nuestro anti-CD44 pertenece a
dicha subclase, se utilizd un protocolo de alta concentracion salina para
aumentar la afinidad del anticuerpo por la proteina A y asi, mejorar el
rendimiento.

Se lavd la columna con dos volumenes de agua destilada y luego se
equilibré con cinco volumenes de PBS. Se partio de 25 ml de sobrenadante
de hibridoma, ajustando la concentracion de NaCl en 3.3M. Se agregd
una dilucion 1/10 de borato de sodio IM (pH 8.9) y se pasd esta
preparacion de anticuerpos a través de la columna. Se lavo con 10
volumenes de una solucion 3M de NaCl y 50 mM de borato de sodio (pH
8.9). Luego se lavo con 10 volumenes de una solucion 3M de NaCl y 10
mM de borato de sodio (pH 8.9). Finalmente se eluyd la columna con una

solucion 100 mM de glicina (pH 3) y se recogio el eluido en fracciones de
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500 ul c/u en tubos eppendorf conteniendo 50 ul de Tris-Cl IM (pH 8).
El contenido proteico de las fracciones se determind por el método de
Lowry. La funcionalidad del anticuerpo purificado fue confirmada por
WB e IHQ (datos no mostrados).

Estudio de la expresion de CD44 durante el spreading

Con el fin de analizar la expresion de CD44 durante el spreading
de las células F3II, se partid de suspensiones celulares, obtenidas por
tripsinizacion de monocapas, que se incubaron durante 2 horas en MEM
a 37° C, en estufa gaseada para permitir la recuperacion de los antigenos
de superficie celular. Para hacer el analisis sobre células aisladas, las
mismas fueron sembradas a baja densidad (1 x 10% ) sobre cajas de petri
de 35 mm que contenian cubreobjetos preparados para cultivos celulares.
Luego de 45, 90 y 180 minutos, las células fueron fijadas en 4% de
paraformaldehido en PBS por 10 min. y conservadas en PBS a 4° C hasta
su tincion por ICQ. Como control de tiempo cero, se fijaron células F3II en
suspension.

Con un protocolo similar, se prepararon células para analizar la
expresion de CD44 por WB. Brevemente: se sembraron suspensiones de
células F3II, a baja densidad (1,5 x 106 células) en cajas de petri de 10
cm, que se incubaron a 37° C durante 45, 90 y 180 min. Al cabo de cada
tiempo, las células, en diferentes grados de spreading, se lavaron con PBS,
se levantaron por rastrillado, se resuspendieron en una solucion de 1%
triton X-100/ 1% PMSF en PBS y se sonicaron. Como control para tiempo
cero, una suspension del mismo numero de células fue procesada de igual

modo. El contenido proteico se determind por el método de Lowry. Las

células fueron congeladas a -20° C hasta su analisis por WB.
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Rol de proteasas en la expresion de CD44 durante el spreading

Para evaluar el rol de proteasas enddgenas en la expresion de
CD44 durante el spreading, se sembraron 1x10¢ células F3II en placas de
Fetri de 10cm, y se dejo que las células avanzaran en el spreading. Luego
de 45 min se agrego la siguiente combinacién de inhibidores de proteasas:
PMSF (0.5mM), benzamidina (0.2 mM), DTT (0.05 mM), B623 (5 uM) y
B428 (5 uM) (Towle y col., 1993). Como control se incubaron células
sembradas en ausencia de inhibidores. Las placas se incubaron en estufa

gaseada a 37°C. A los 45 y 180 min las células fueron lisadas y analizadas

por Western Blot.

Inmunocitoquimica (ICQ)

La ICQ se realizo sobre las células, sembradas a baja densidad
sobre cubreobjetos, y fijadas en 4% de paraformaldehido. El
procedimiento se efectud segun el protocolo descripto en el capitulo

anterior al referirnos a la técnica de IHQ.

Western Blot (WB)

Las células sonicadas y congeladas a -20° C luego del ensayo de
spreading, fueron analizadas por WB. Para la electroforesis de proteinas
en geles de PAA y transferencia a membranas de nitrocelulosa, se siguio el

protocolo descripto para WB en el capitulo anterior.
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RESULTADOS

Rol de CD44 en los procesos de adhesion, spreading, migracion e

invasion de células F3II,

Adhesion:

Se ensayd la capacidad de adhesidn de células F3Il a placas
plasticas de cultivo, en presencia o en ausencia de KM201. Como muestra
la Fig. 2.1A una dilucién 1:50 de anti-CD44 inhibi6 significativamente la
adhesion de estas células en todos los tiempos ensayados, con un maximo
de 74% de inhibicion a los 60 minutos. Se observaron idénticos resultados
tanto al preincubar las células con el anticuerpo a temperatura ambiente
como al preincubarlas en hielo.

A continuacion, se estudio la capacidad de adhesion de células F3II
a acido hialurdnico (AH), ligando especifico de CD44, también en
presencia y en ausencia de KM201. El andlisis de la Fig. 2.1B muestra
que el anticuerpo KM201, inhibe sensiblemente la adhesion de las células
F3II a AH. La fig 2.1B también muestra que las células F3II se adhieren
significativamente menos a AH que a BSA.

Estos datos concuerdan con lo reportado por Lesley (1992), quien
describe que ciertas lineas celulares que expresan CD44 no presentan alta
capacidad de adhesion a AH, a menos que sean tratadas con ésteres de
forbol. Este fendmeno es mencionado como “activacion o forma activada
de CD44”. Para verificar la presencia de esta forma activable de CD44 en
esta linea celular, partimos de cultivos confluentes de F31I que fueron
tratados durante 24 horas con 10 nM de PMA en ausencia de suero. Para
evaluar ¢l efecto del PMA sobre moléculas preexistentes de CD44 durante

ese lapso de tiempo, las células fueron levantadas con EDTA. En la figura
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2.1C se observa que las células tratadas con PMA aumentan nueve veces
su adhesidon a AH, respecto de las no tratadas. La adhesion a un sutrato
inespecifico, como BSA, también se vio incrementada por este tratamiento,

aunque en menor proporcidn (tres veces).

Figura 2.1: Ensayo de adhesion de células F3II.

A) Curva de adhesion de células F3II a placas de cultivo plasticas: control de células
sin tratar (), células tratadas con un anticuerpo irrelevante (W), células tratadas
con anti-CD44 (A)

B) Efecto del anti-CD44 sobre la adhesion de células F3I11 a AH: las células fueron
incubadas en presencia o en ausencia del anti-CD44 durante 1 hora en hielo, antes
de sembrarlas sobre placas de cultivo tratadas con BSA (control) o AH.

C) Efecto del PMA sobre la adhesidn de células F3II a AH: las células fueron tratadas
en presencia o en ausencia de PMA (10 nM) durante 24 hs. Posteriormente, fueron
levantadas con EDTA y se evalud su capacidad de adhesion en placas cubiertas con
BSA (control) o AH.

Analisis estadistico: test-t de Student
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Spreading:

Estudiamos también la capacidad de spreading de células F3II en
presencia y en ausencia de anti-CD44. Las células con aspecto
redondeado y refringentes, resistentes a los lavados con PBS, fueron
incluidas en el grupo sin spreading, mientras que aquellas en las que se
podia apreciar un aspecto achatado, no refringentes y en algunos casos
con lamelipodios o filopodios ya formados, fueron incluidas en el grupo

de células en spreading (Figura 2.3) (Aguirre Ghiso 1997a; Tawil 1996).

Figura 2.3: Caracteristicas morfoldgicas de las células F3II a lo largo del spreading.
Las células que mostraron una base extendida y opalescente o lamelas, espiculas o
filopodios (flechas negras), se incluyeron en el grupo de células en spreading (A y
B). Las células redondeadas y refringentes (flechas blancas) que resistieron los
lavados con PBS fueron incluidas en el grupo de no-spreading. C) Las células
tratadas con anti-CD44 mostraron una morfologia redondeada y refringente.
Barras de escala: 50 um.
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El analisis de la Fig. 2.4 muestra que una dilucion 1:50 de anti-

CD44 fue capaz de bloquear el spreading de células F3II.
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Figura 2.4: Efecto del anti-CD44 sobre el spreading de células F3II

A) 30 min luego de la siembra de las células F3II, éstas fueron lavadas y tratadas
con una dilucién 1:50 (A) de anti-CD44 (control de células sin tratar: B).

Migracion:

Luego se estudio la capacidad de migracion de células F3II en
camaras Transwell. En presencia de KM201 se pudo observar un 64% de
inhibicidn de la migracion (Figura 2.5 A), lo cual sugiere un importante
rol de CD44 como mediador de los eventos motiles de esta linea celular

tumoral.
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La linea F3lI, altamente invasiva, produce uPA que se encuentra
asociado a la membrana celular en una gran proporcién (Alonso y col.
1996). Como fue demostrado por Wei y col.(1996) y Stahl y Mueller
(1997), el uPA asociado a su receptor participa en la migracion de células
normales y tumorales. Tomando en cuenta estos datos, hemos usado un
anticuerpo anti-uPA murino como control positivo de inhibicidon de la
migracion en células F3II. Asi, en nuestros experimentos, observamos que
el anti-uFA era capaz de bloquear signifivativamente la migracion de
estas células (44%). Mds aun, cuando las células F3II fueron incubadas
simultaneamente con anti-CD44 y anti-uPA, la inhibicion de la migracion

aumento en forma dramatica (90% de inhibicién) (Fig 2.5A).

Invasion:

Finalmente, se estudié la capacidad de las células F3Il de invadir
Matrigel en presencia de anti-CD44. En un ensayo preliminar
observamos que el hibridoma KM201 produce trazas de gelatinasas (datos
no mostrados). Dado que las enzimas proteoliticas tienen una activa
participacion durante el proceso de invasidon tumoral, hemos purificado el
anticuerpo anti-CD44 proveniente de este hibridoma, para ser utilizado
en los ensayos de invasion. Nuestros resultados muestran que la
capacidad invasiva de las células F3II fue inhibida en un 52.4% respecto
del control sin tratar (Fig. 2.5B), confirmando asi el rol activo que CD44

podria tener durante el proceso invasivo en este modelo tumoral.

Figura 2.5: Ensayos dc migracion e invasion de células F31I:

A) Inhibicion de la migracién en camaras Transwell: las células fueron tratadas con
anti-CD44 (dil 1:50), anti-uPA (10 ug/ml) o ambos. La figura muestra un
experimento representativo de dos independientes, realizados por duplicado.

B) Inhibicidén de la invasion en Matrigel: las c¢lulas F3Il fucron incubadas en
presencia o en ausencia de anti-CD44 purificado (dil 1:100).

En ambos experimentos se evalud el numero de células por campo, contando 20-50
campos por membrana. El analisis estadistico se realizo por el test-t de Student.
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Expresion y distribucion de CD44 durante el spreading

Luego de estudiar el efecto de la inhibicion de CD44 sobre el
spreading de células F3II, hemos analizado, mediante ICQ, la cinética de
la expresion y distribucion de esta molécula durante este proceso.

En las células teniidas en el tiempo cero, cuando aun no han hecho
spreading, se observa que CD44 se distribuye forma homogénea y con
una tincion intensa en toda la membrana celular (Fig 2.6A). Durante el
spreading, en cambio, la expresion de CD44 se observa principalmente en
la membrana plasmatica a nivel de los bordes anteriores o de avance y
posteriores o de retraccidn de la célula (Fig 2.6 D y E), desapareciendo,
en cambio, de estructuras como lamelipodios y filopodios (Fig 2.6 B, C, F).
Sin embargo, es interesante destacar que se observd una intensa tincion
en la membrana plasmatica entre lamelipodios y filopodios (Fig 2.6 B y
C). En las etapas finales o tardias del spreading celular (180 min),
practicamente no se observo tincidn para CD44, que reaparecid
posteriormente en la fase de proliferacion celular. Nunca se observd una
distribucion de tipo punctata de la tincidn, descartando asi, la presencia

de CD44 en estructuras del tipo contacto focal.

Figura 2.6: Localizacion de CD44 durante el proceso de spreading de células F3II
(tincion por ICQ).

Durante las etapas iniciales del spreading, las células mostraron una tincion
uniforme sobre la membrana plasmatica (A, flechas negras). CD44 se distribuyo,
principalmente, en los frentes de avance y de retraccion de la célula (D y E, “a” y
“r”). La expresion no fue detectada en lamelipodios o filopodios (B, C, F, flechas
blancas), pero si entre dichas estructuras (B y C, flechas negras). En los estadios
finales del spreading (180 min) la expresion de CD44 fue casi nula (F). Barras de
escala: fig. D: 4.3 um; figs. A, B,C,Ey F: 10 um.
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Para cuantificar la variacion en la expresion de CD44 durante el
spreading, se realizd un recuento del numero de células positivas para
CD44 por campo, a distintos tiempos. En el grupo de células fijadas en
suspension (tiempo cero), se verifico el mayor numero de células positivas
para CD44 (97.8%, Fig 2.7A). En células fijadas a los 45 minutos, se
observé un aumento del spreading y redistribucion de CD44, junto con
una reduccion en el porcentaje de células positivas. A los 90 minutos de la
siembra, se pudo apreciar claramente un incremento del estado de
spreading y una disminucion significativa del porcentaje de células
positivas. Finalmente, en tiempos avanzados de spreading (180 min.),
habia aun antigeno detectable en algunas células, pero el porcentaje de
células positivas era sensiblemente menor comparado con los tiempos

iniciales (Figura 2.7A).

Para estudiar si el descenso de la sefial de CD44, observada por
ICQ durante los estadios avanzados del spreading, era una consecuencia
de la redistribucion de la molécula o era debido a una disminucion en la
expresion de la misma, se efectudé un analisis por WB. Como muestra la
Fig 2.7B, el andlisis densitométrico de las bandas reveladas por WB,
mostrd un claro descenso de los niveles de antigeno a los 90 y 180
minutos, mientras que no hubo diferencias significativas en la expresion
de CD44 en estadios tempranos del spreading celular (45 min). Esto
sugiere que los cambios observados en la tincién por ICQ antes de los 90
minutos, serian una consecuencia de la redistribucion de esta molécula,
mientras que a tiempos mas avanzados podria estar ocurriendo una
regulacion negativa o una degradacion proteolitica del antigeno. A los

fines de evaluar esta ultima hipdtesis, células F3II en spreading se



Tesis Doctoral 91

incubaron en presencia o en ausencia de un coctel de inhibidores de
proteasas (ver materiales y métodos). Luego de 180 minutos, las células se
lisaron y se ensayaron por WB. Como muestra el andlisis densitométrico
del mismo (Fig 2.7C), la expresion de CD44, en presencia de los
inhibidores de proteasas, mantiene a los 180 min, los mismos niveles que
en las células lisadas a los 45 min en ausencia de los inhibidores. Es
interesante mencionar que, como consecuencia del tratamiento con los
inhibidores, se observd una leve disminucion del numero de células en

spreading.

Figura 2.7: Analisis cuantitativo de la expresion de CD44 durante el spreading de
células F3IL:

A) Porcentaje de células positivas (por ICQ), a distintos tiempos (grafico de barras)
y porcentaje de células en spreading en cada tiempo (A). En cada punto se contaron
200-300 células (400x) por triplicado en tres experimentos independientes.

B) Western blot y analisis densitométrico de la expresion de CD44 durante el
spreading desde tiempo O min hasta 180 min.

C) Western blot y andlisis densitométrico de la expresion de CD44 durante el
spreading, en presencia de inhibidores de proteasas (ver Materiales y Métodos).
Analisis estadistico: test-t de Student.
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DISCUSION

La motilidad celular estd asociada a distintos eventos celulares
normales y patoldgicos, como la reparacion de heridas, la diferenciacion,
el desarrollo tumoral y la formacion de metastasis (Brodt, 1996). La
adhesion, el spreading, la migracion y la invasion son procesos criticos en
la progresion tumoral, que involucran la motilidad celular. Todos estos
eventos estan finamente regulados, involucrando la participacion de
distintos tipos de proteinas, como los factores de crecimiento, las enzimas
proteoliticas, y las moléculas de adhesion, entre otras. Ha sido demostrado
que la interaccion de células tumorales con células del estroma estimula
la secrecion de factores angiogénicos (West y Kumar, 1989) y la
produccion de hialuronato (Knudson y col.,, 1984), mientras que la
adhesion a proteoglicanos permite a las células tumorales acceder a los
factores de crecimiento secuestrados dentro de la MEC (Ruoslahti, 1989;
Ruoslahti y Yamaguchi, 1991). El ecfecto de la interaccion CD44-
hialuronato sobre la motilidad y la adhesion de una célula tumoral podria,
en parte, explicar el alto grado de agresividad que poseen algunos
tumores con alta expresion de CD44 (Sy y col., 1991; Knudson y col.,
1989; Horst y col., 1990; Lokeshwar y col., 1995).

En este capitulo hemos demostrado que CD44 juega un importante
rol en los eventos de adhesion, motilidad y capacidad invasiva de una

linea celular tumoral mamaria murina altamente invasiva y metastasica.

Durante estos ultimos afios ha crecido el interés por el estudio de

CD44 y su potencial rol en el crecimiento y diseminacion de tumores
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humanos. Inicialmente se demostroé que la tumorigenicidad y el potencial
metastasico de ciertos tumores se correlacionaba con una sobreexpresion
de ciertas variantes de CD44 (Gunthert y col., 1991; Sy y col., 1991). En
estudios posteriores, algunos autores han demostrado la importancia de
CD44 en la adhesion celular (Merzak y col., 1994; Bartolazzi y col,,
1994; Faasen y col., 1992; Thomas y col., 1992). En coincidencia con lo
reportado por dichos autores, nosotros demostramos que el receptor
CD44 juega un importante rol en la adhesion de células F3II, mediante
ensayos de inhibiciébn con el anticuerpo especifico KM201. Este
anticuerpo, que interactuia en el sitio de union de CD44 con AH (Miyake y
col., 1990; Zheng y col.,, 1995), fue capaz de inhibir en forma
significativa la adhesion de células F3II a placas de cultivo. El efecto
inhibitorio de este anticuerpo fue aun mayor cuando el ensayo se hizo
sobre placas recubiertas con AH. Asi, demostramos la importancia de la
interaccion de CD44 con su ligando en esta linea celular tumoral
altamente invasiva, durante los eventos de adhesion.

Lesley y col. (1992 y 1993) han descripto que CD44 podia ser
activado en respuesta al tratamiento con ésteres de forbol, como TPA o
PMA, o con ciertos anticuerpos especificos. El término “activacion”
describe moléculas preexistentes de CD44 que pueden ser convertidas de
un estado de baja afinidad por el AH a una forma de alta afinidad por este
ligando (Lesley y col., 1993). La induccidén de activacion por anticuerpos
ha sido también descripto para las integrinas LFA-1 (Figdor y col., 1990)
y para la glicoproteina de plaquetas IIb-Illa (O Toole y col., 1990). No se
conoce la importancia bioldgica de esta activacion. Sin embargo, es
probable que existan factores solubles in vivo que induzcan la activacion
de moléculas preexistentes de CD44. Este modelo seria interesante en

aquellos tumores altamente invasivos donde uno de los principales
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componentes de la MEC sea el AH, y ademas sobreexpresen CD44. En
nuestros experimentos pudimos verificar que las células F3II, altamente
invasivas, expresan la forma “activable” de CD44, ya que el tratamiento
con ésteres de forbol aumentd significativamente la adhesion a AH
mediada por CD44, indicando un punto importante de regulacion. No se
conoce aun si esta activacion implica un aumento de expresion de CD44.

Ademas de adherirse al sustrato, la célula tumoral debe extenderse
sobre el mismo para luego iniciar la migracion. De manera que el proceso
de spreading o extension celular, estd intimamente ligado al de adhesién y
migracion. Sin embargo el rol de CD44 durante el spreading de células
tumorales mamarias no ha sido descripto. Hemos demostrado que un
anticuerpo monoclonal especifico anti-CD44 es capaz de bloquear el
spreading de células F3II, indicando un rol critico de CD44 durante este
proceso. Ha sido descripto que CD44 interactua con proteinas
intracelulares asociadas al citoesqueleto (Lokeshwar y col., 1992
Bourguignon y col.,, 1993; Tsukita y col, 1994). Nuestros resultados
sugieren que la interaccion de CD44 y el anticuerpo KM201 sobre la
superficie de células F3II puede, de alguna manera, alterar la senal
derivada de CD44 durante el spreading, bloqueando este proceso.

En este trabajo, a través de técnicas de ICQ, también hemos
demostrado que la localizacidn celular, distribucidn y expresion de CD44
durante el proceso de extension sobre el sustrato, es un proceso dindmico
a través del tiempo. En las etapas iniciales del spreading (0 a 45 minutos
luego de la siembra), CD44 se localizd sobre la membrana plasmatica en
forma de bandas continuas, en particular en el borde anterior o de
avance de la célula. En estadios mas avanzados del spreading, la sefal de
CD44 se visualizé en zonas de la membrana celular comprendidas entre

extesiones celulares, como lamelipodios o filopodios, pero nunca se
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detectd expresion de esta molécula en estas extensiones celulares. En
coincidencia con otros autores (Friedl y col., 1997), nuestros resultados
indican que la distribucion de CD44 difiere de la tipica distribucion de
otros receptores de adhesion como las integrinas, que se organizan en
contactos focales (Hao Lo y Bo Chen, 1994; Juliano, 1994; Aguirre Ghiso
y col. 1997a), ya que nunca se observd tincion para CD44 en forma
punctata que indicara la presencia de dichas estructuras.

A lo largo del proceso de spreading, se observo una disminucién
del numero de células positivas para CD44. Hemos investigado si este
cambio era consecuencia de una redistribucion de la molécula o si era
causado por una verdadera caida en los niveles de la proteina CD44. El
analisis por WB mostro claramente un descenso en la expresion de CD44
a lo largo del proceso de spreading. Si bien, el descenso observado en la
expresion de CD44 a los 45 min por ICQ puede ser consecuencia de la
redistribucion de esta molécula, ya que el WB de los lisados celulares
muestra los mismos niveles de CD44 a los 45 min y a tiempo cero, el
descenso observado a los 90 y 180 min por ICQ, coincide con los
resultados obtenidos por WB, indicando que, en esos tiempos, se produce
una “verdadera” disminucion de los niveles de este antigeno.

Dado que las células F3II producen altas cantidades de enzimas
proteoliticas (Alonso y col., 1996), es posible hipotetizar que el descenso
de la expresidon de CD44 en estadios avanzados del spreading podria, en
parte, deberse a una proteolisis sobre la superficie celular. Algunos
autores han demostrado, en cultivos de células de melanoma, que durante
el proceso de migracion, CD44 es liberado en forma fragmentos,
sugiriendo un clivaje de tipo enzimatico que facilitaria la des-adhesion del
sutrato (Goebeler y col., 1996; Friedl y col., 1997). Esto no ha sido

demostrado durante el proceso de spreading celular. Al incubar cé¢lulas
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F3II en presencia de una combinacion de inhibidores de proteasas durante
el spreading, se observd por anadlisis densitométrico del WB, un
incremento de la expresion de CD44 a los 180 min comparado con el
control en el mismo tiempo pero sin tratar. Estos resultados sugieren que
el descenso en los niveles de CD44 durante el spreading podria ser
consecuencia de una degradacion de esta molécula, dependiente de las

proteasas celulares que participan en la cascada metastasica.

Algunos autores han descripto la importancia de CD44 durante la
migracion celular (Faasen y col., 1992; Thomas y col., 1992). El uPA
también es una molécula clave en la migracion celular (Busso y col.,
1994; Wei y col., 1996; Stahl y Mueller, 1997). La union a su receptor
favorece la actividad proteolitica pericelular, y este evento seria de
fundamental importancia en el proceso metastasico (Ossowski y Reich,
1983; Ossowski y col., 1991).

En este capitulo hemos investigado el rol de CD44 durante la
migracion de células F3II. Como control positivo de inhibicion de la
migracion, usamos un anticuerpo anti-uPA. La migracién fue inhibida en
forma significativa por anticuerpos anti-CD44 y anti-uPA, efecto que fue
aditivo al ensayar ambos anticuerpos al mismo tiempo. Estos datos
sugieren que, ademas de una cooperacion funcional entre ambas
moléculas durante este proceso, podria haber una proximidad espacial
que favoreceria la intervencion de las mismas en la migracion de células

F3II. Este punto sera desarrollado en el capitulo 3.

Finalmente, analizamos la participacion de CD44 en la invasion
celular. Faasen y col. (1992), demostraron la importancia de esta

molécula en células de melanoma altamente invasivas, estudiando el rol



de la glicosilacion en la motilidad sobre matrices de colageno 1. Dado que
el modelo tumoral F3II es altamente invasivo in vivo, hemos evaluado si
un anticuerpo anti-CD44 seria capaz de afectar este proceso in vitro. Para
tal fin hemos utilizado cdmaras de cultivo Transwell, provistas con una
membrana porosa de policarbonato. Cubriendo esta membrana con
componentes de la MEC (Matrigel), estamos en condiciones de evaluar no
solo la motilidad celular, sino también su capacidad de degradar
componentes de la MEC para dar lugar al proceso invasivo. La invasion de
células F3Il a través de Matrigel fue inhibida en forma significativa
(52.4%) en presencia de anti-CD44, respecto de las células control sin
tratar, confirmando asi, la participacion de esta molécula en Ia

colonizacion de la MEC, por parte de células tumorales.

En base a los datos experimentales obtenidos sobre adhesion,
spreading, migracion e invasion, proponemos un modelo hipotético que
describe el rol de CD44 a lo largo de estos eventos. Luego de la adhesion,
en la cual participa CD44 junto con otras moléculas, y en el inicio del
spreading, CD44 seria necesario para la formacion de filopodios, que es el
primer paso en la formacion de las extensiones celulares (Nobes y Hall,
1995). Una vez formado el filopodio, una proteolisis pericelular y una
redistribucion pondria fin a la intervencidon de CD44 dando lugar a otras
moléculas como integrinas, para afianzar la union al sustrato a través de
contactos focales (Juliano y col., 1995). La presencia de CD44 en la
membrana de células F3II entre lamelipodios y filopodios, podria tener un
rol en el desarrollo de lamelipodios, que es el segundo paso en la
formacidn de las extensiones celulares. Ya completada esta etapa, CD44
desapareceria en forma similar a la descipta anteriormente favoreciendo

la adhesion estable al sustrato. Los procesos de migracion e invasion
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requieren eventos coordinados de adhesion y des-adhesion, como también
extension sobre el sutrato (spreading) y retraccion. Es probable que la
expresion de CD44 in vivo siga la misma cinética observada durante el
spreading In vitro. Algunos autores han descripto que durante Ia
migracion de células de melanoma, CD44 podria ser clivado por
proteolisis pericelular como mecanismo de des-adhesion (Goebeler y col.,
1996). Durante la invasion la célula debe integrar movimientos
migratorios con degradacion de la MEC, donde probablemente
intervengan en forma coordinada CD44 con otras moléculas como el

complejo uPA/uPAR.

Al comienzo de este capitulo sefialamos que no se conocia el rol de
CD44 en el comportamiento de las células F3II.

A través de nuestros experimentos hemos podido demostrar una
participacién activa del receptor del AH, CD44, en los procesos criticos
de la cascada metastasica, en los cuales la motilidad celular juega un

importante rol.

En el proximo capitulo se analizaran las posibles interacciones de

CD44 con otras moléculas involucradas en el proceso metastasico.
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CAPITULO 3

Relacion entre CD44 y el activador de plasminogeno (ipo

uroquinasa (uPA) en células F3IT

El pro-uPA secretado es un zimdgeno que debe ser clivado
proteoliticamente para desarrollar su actividad enzimatica. La interaccion
del uPA con su receptor especifico (uPAR) sobre la membrana plasmatica,
facilita la activacion del plasmindgeno unido a membrana (Ellis y col.,
1991), y focaliza la actividad proteolitica sobre la superficie celular
(Vasalli y col., 1985; Plow y col., 1986; Roldan y col., 1990). Existen
muchas evidencias experimentales que demuestran la participacion del
uPA unido a membrana en la degradacion de componentes de la MEC
(Dano y col., 1985; Cajot y col, 1989; Blasi y col., 1994; Stahl y Mueller,
1997). Estreicher y col. (1990) demostraron que el uPAR podria dirigir la
proteolisis dependiente de uPA durante el proceso migratorio. Algunos
autores han demostrado que una colonia metastasica podria entrar en
estado de latencia o quiescencia hasta el momento en que las células
tumorales que la forman, sean capaces de inducir neovascularizacion
(Holmgren y col., 1995). Mas recientemente, Yu y col. (1997) han
demostrado que ese estado de latencia puede ser inducido por la falta de
expresion de uPAR. Tanto el uPA como el pro-uPA se unen con alta

afinidad al uPAR en la superficie de la célula (Moller, 1993).

Algunos autores han encontrado asociacion reversible entre el

uPAR y el receptor tipo C3 del complemento ¢n neutrofilos y monocitos
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(Kindzelskii y col., 1996; Sitrin y col., 1996; Wei y col.,, 1996). En

monocitos ha sido descripta una cooperacion funcional entre la integrina

B2, la quinasa Src y el uPAR, que formarian un complejo en la membrana
celular (Bohuslav y col., 1995). Mas recientemente, Xue y col. (1997)
demostraron, en células de fibrosarcoma, la asociacion fisica entre el
uPAR y las integrinas B1 y (3, y sugirieron que esa asociacion seria
dependiente del tipo de sustrato. Este tipo de interaccion permitiria a la
célula tumoral, adherida al sustrato por una integrina, focalizar en ese
mismo punto, la degradacion de componentes de la MEC a través del uPA

asociado a su receptor.

Varios autores han demostrado la participacion de CD44 en el
proceso de migracion celular (Faasen y col., 1992; Thomas y col., 1992).
Ademas, CD44 participa en la captura y degradacion lisosomal de su
propio ligando, el AH (Culty y col., 1992), evento que podria ser de gran

relevancia durante la migracion de células tumorales.

Como ya hemos descripto en el capitulo 2, habiamos observado
que el co-tratamiento con anti-CD44 y anti-uPA, inhibia la migracion de
las células F3II en forma muy dramatica (90%). Este resultado sugeriria
una cooperacion de tipo funcional entre CD44 y el uPA durante este
proceso. En base a los datos experimentales reportados por otros autores
demostrando la asociacion de uPAR con otras moléculas, nuestro objetivo,
en esta etapa de la Tesis, ha estado dirigida a dilucidar posibles
asociaciones entre CD44 y otras moléculas en la superficie de las células
F3II.
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Materiales y Métodos

Anticuerpos
En estos experimentos se utilizaron los siguientes anticuerpos:

anti-CD44, hibridoma KM201, anti-uPA, cedido por la Dra. G. Hansen
(Dinamarca); anti-RalA (Transduction Laboratories); anti-PKCa (Sigma);
anti-PKCP (Sigma); anti-PKCS (Sigma); anti-Src (Sigma); anti-Fak

(Sigma); anti-integrina B 1 (Sigma).

Preparacion de lisados celulares

Monocapas confluentes o subconfluentes de células F3II se lavaron
con FBS y se levantaron por rastrillado. Luego de centrifugar Ia
suspension celular, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en PBS y se sonico. Para poder medir la actividad enzimatica del uPA, no
se agregaron inhibidores de proteasas en el buffer de lisis celular. Por este
motivo, durante todos los pasos las células se mantuvieron en hielo para
evitar la activacion de proteasas enddgenas. El contenido proteico se

determino por el método de Lowry.

Inmunoprecipitacion

Los extractos proteicos (100 ug) provenientes de los lisados
celulares se incubaron en presencia del anticuerpo monoclonal anti-
CD44 (dil. 1:5 de sobrenadante de hibridoma) o anti-uPA (0.2 ug/ 100
ul), durante toda Ia noche a 4°C. Luego se agregd proteina A-Sepharosa
(Sigma) a la mezcla antigeno/anticuerpo y se incubd durante una hora
mas a 4°C. Los complejos se recuperaron por centrifugacion en frio a

5000 g por 1 min. y se lavaron dos veces con buffer de lisis adicionado
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con NaCl 0.5M y dos veces con buffer de lisis en ausencia de NaCl. El
pellet final se resuspendid en buffer de siembra y se analizd por dos
métodos: western blot o zimografia.

En todos los experimentos se hizo un control con lisado celular y

proteina A-Sepharosa, en ausencia de anticuerpo.

Western blot

Para estudiar los inmunoprecipitados por WB, se efectuo la
electroforesis en geles PAA al 7%. Luego de transferir los geles a
membranas de nitrocelulosa, se realizd el revelado segun el protocolo
detallado para Western blot. Las muestras inmunoprecipitadas con
KM201 fueron reveladas usando alternativamente los siguientes
anticuerpo primarios: anti-CD44 (sobrenadante de hibridoma sin diluir),
anti-uPA (dil 1:500), anti-Src (dil 1:500), anti-Ral (dil 1:5000), anti-Fak
(dil 1:500), anti- PKC (a, B 6 8) (dil 1:500), anti-integrina B1 (dil 1:500).
Las muestras inmunoprecipitadas con anti-uPA fueron reveladas con anti-
CD44.

Fosteriormente, las membranas se incubaron con los siguientes
anticuerpos secundarios biotinilados: anti-rata para CD44; anti-conejo

para PKC a y uPA, y anti-ratén para PKC B 6 J, Fak, Src, Ral e integrina

B1. Todos los anticuerpos secundarios se usaron en una dilucion 1:500.
El revelado del WB se efectud siguiendo el protocolo descripto en el

capitulol.

Zimogrdfia
Con el fin de medir la presencia de actividad del uPA en los lisados
celulares de F3II, inmunoprecipitados con anti-CD44, se efectuaron

zimografias de corridas ¢n geles de PAA al 10% en SDS (Laemmli, 1970).
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Una vez terminada la corrida, el gel se lavo en Triton X-100 2% para
remover el SDS; se lavo con agua destilada y se incubo durante 24 hs,
sobre una placa de agar-caseina-plasmindgeno para revelar la actividad
caseinolitica especifica. Se usd un estandar de uroquinasa humana
(Serono) como control positivo (0.5 Ul/ml). Como control de
especificidad se realizo una incubacién en presencia de amiloride

(inhibidor de la actividad de uPA).

RESULTADOS

En los lisados de células F3II inmunoprecipitados con anti-CD44,
se detectd, mediante WB, la presencia de una banda positiva para uPA,
indicando la asociacion espacial entre ambas moléculas (Fig. 3.1A).

Las membranas fueron también reveladas con otros anticuerpos
para investigar la presencia de otras moléculas. Se pudo observar una
banda correspondiente a la isoforma PKC & en los inmunoprecipitados
con anti-CD44 (Fig. 3.1B). En cambio, no se detectd co-precipitacion de
CD44 con Src, Fak, Ral, integrina 31, 0 PKC a 6 3 (datos no mostrados).
En todos los casos, como control, se incubd proteina A-Sepharosa con
lisado celular de F3IlI en ausencia de anticuerpo.

El revelado de las membranas con anti-CD44 confirmé la
presencia de ésta molécula en los inmunoprecipitados (Fig. 3.1C).

Para verificar la coexistencia de uPA con CD44 en los
inmunoprecipitados, en otro experimento se inmunoprecipitd un lisado
celular F3II con anti-uPA murino, y la membrana se reveld con anti-
CD44, confirmando una vez mas la co-precipitacion de ambas moléculas
(Fig. 3.1D).
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Finalmente, para confirmar los resultados de WB,
inmunoprecipitados de extractos celulares F3II con anti-CD44 fueron
analizados mediante zimografias para identificar uPA por su actividad
enzimatica y peso molecular. Como control de la ausencia de uPA en el
medio condicionado del hibridoma, se corridé al mismo tiempo una
alicuota del sobrenadante puro en una de las calles.

Los resultados de la zimografia muestran una banda con actividad
caseinolitica  dependiente de  plasminogeno asociada a los
inmunoprecipitados con anti-CD44, cuyo peso molecular se corresponde
con el de uPA (Fig. 3.1E). No se detectd actividad enzimatica en el
hibridoma (datos no mostrados), lo cual confirma que la actividad
enzimdtica detectada en los inmunoprecipitados proviene de los lisados

celulares F3II.

Figura 3.1: Ensayos de inmunoprecipitacion en lisados de células F3II.
Los lisados de células F3Il inmunoprecipitados con anti-CD44, fueron revelados con

anti-uPA (A) o anti-PKC3 (B) o anti-CD44 (C) por WB.

Los lisados inmunoprecipitados con anti-uPA fueron revelados con anti-CD44 por
WB (D). En los mismos inmunoprecipitados se detectd actividad de uPA mediante
zimografias de corridas electroforéticas (E).

En todos los experimentos se hizo un control incubando proteina A y lisado celular,
en ausencia de anticuerpos.
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DISCUSION

Varios autores han demostrado la asociacion directa entre CD44 y
proteinas del citoesqueleto (Kalomiris y col., 1989; Lokeshwar y col,,
1992 y 1994; Tsukita y col., 1994). Mas recientemente lida y col (AACR,
abstract 3571, 1997) reportaron la asociacion de CD44v3 con la
metaloproteasa MMP-9 en una linea celular tumoral mamaria. Sin
embargo, hasta la fecha no hay trabajos que relacionen CD44 con el

activador de plasminogeno (uPA).

Ha sido demostrado, en diferentes modelos experimentales, que el
uPAR estaria asociado a otras moléculas. Dentro de esta linea, Bohuslav y
col. (1995) demostraron en células monociticas que el uPAR, junto con
Src e integrina 2, forman un compléjo molecular en la membrana
plasmatica. Sitrin y col. (1996), también en células monociticas,
demostraron que las funciones adhesivas dependientes del receptor del
complemento C3, estarian facilitadas por su asociacion con el complejo
uPA-uPAR. Estos mismos autores también demostraron (Kindzelskii y col.,
1996) que la asociacién uPAR-C3 es reversible y tiene una distribucion
diferencial sobre la membrana plasmatica, segun el estado de polarizacion
de la célula. Dos trabajos recientes han demostrado la co-localizacion de
uPAR con integrinas en contactos focales. Esta interaccion podria
promover la adhesion y migracion sobre vitronectina (Wei y col., 1996)
en células humanas normales. En células tumorales, esta asociaciéon entre
uPAR e integrinas, estaria favoreciendo la proteolisis direccional durante

el proceso de invasion ( Xue y col., 1997).
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En el capitulo 2 hemos descripto que el tratamiento de células F3II
con anticuerpos anti-CD44 o anti-uPA, inhibian en forma significativa la
migracion en camaras Transwell. Al incubar las células con la
combinacion de ambos anticuerpos se potenciaban los efectos inhibitorios
de cada anticuerpo, llegando al 90% de inhibicién de la migracion. Esta
cooperacion de tipo funcional nos llevé a plantear la hipdtesis de una
probable cercania fisica entre estas dos moléculas. En un trabajo previo en
nuestro laboratorio (Alonso y col. 1996), habia sido demostrado que la
linea celular F3Il produce uPA y presenta una alta actividad de uPA
unida a membrana.

Para evaluar la asociacion de CD44 con uPA;, hemos
inmunoprecipitado lisados celulares de F3II con anti-uPA. El analisis por
WB reveld la presencia de CD44 en los complejos antigeno-anticuerpo.
Por otro lado, la presencia de uPA en los inmunoprecipitados con anti-
CD44 fue revelada por dos métodos: analisis por WB y deteccion de
actividad caseinolitica dependiente de plasminégeno mediante zimografia.
Como se menciono anteriormente, el uPA es activado mas rapidamente y
con mayor eficiencia cuando se encuentra asociado a su receptor en la
membrana celular (Moller, 1993). Estos resultados sugieren un probable
nexo fisico entre CD44 y el complejo uPA-uPAR.

Por otra parte, no hemos encontrado asociacion de CD44 con otras

moléculas como Fak, integrina 31, Ral o Src.

Kalomiris y col. (1989) demostraron que CD44 podia ser
fosforilado por PKC en células de linfoma, evento que facilitaria la
interaccion de dicho receptor con ankirina en el citoesqueleto. Este
antecedente nos permitié especular sobre una posible asociacién de CD44
con alguna isoforma de PKC en células F3Il. Para corroborarlo, lisados

celulares de F3II inmunoprecipitados con anti-CD44 fueron analizados
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por WB con anti-PKC a , B 6 8. El analisis de los inmunoprecipitados con
anti-CD44 revelo la presencia de la PKC 6, mientras que las isoformas o 6

B no coprecipitaron con CD44.

El uPAR pertenece a la familia de proteinas que carecen de
dominio transmembrana, y se asocian a la membrana plasmatica a través
de un ancla compuesta por un glicofosfoinositido (GPI). Algunos autores
(Wei y col, 1996) han propuesto que la asociacion de proteinas unidas a
GPI, con receptores de transmembrana seria importante para establecer
conexiones con el citoesqueleto. En un trabajo anterior, ha sido
demostrado que la linea celular F3II presentaba una alta actividad
enzimatica dependiente de uPA, unida a membrana (Alonso y col., 1996).
S1 bien no lo hemos podido analizar en forma directa por no contar con el
anticuerpo anti-uPAR murino, la co-precipitacion de uPA con CD44 seria
una forma indirecta de detectar una probable asociacion con uPAR.

Nuestras evidencias experimentales, sugieren que la proximidad
fisica de CD44 y el uPA podria ser un mecanismo estratégico para
focalizar la actividad del uPA en los puntos de migracion celular. Esta
hipotesis se ve reforzada por la evidencia experimental presentada sobre
este tema en el capitulo 2, donde los inhibidores de proteasas (entre ellos
B428 y B623, potentes inhibidores de la actividad de uPA) eran capaces
de inhibir la degradacién proteolitica de CD44 que ocurriria durante el
spreading celular. Si bien no lo hemos demostrado en este trabajo, queda
abierta la posibilidad de que estas moléculas también actuen

cooperativamente en otras etapas de la cascada metastasica.

Estos resultados muestran por primera vez un nexo fisico y

funcional entre ¢l receptor del hialuronato CD44 y el uPA.
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CAPITULO 4

Senales involucradas en la expresion de CD44 en células F3II

La interaccion de las células tumorales con los componentes de la
MEC es un fendmeno critico en varias etapas de la cascada metastasica
(Juliano 1994, Brodt, 1996). Esa interaccion esta presente en diversos
eventos como la adhesion, el spreading y la migracion celular. Todos estos
son procesos dindmicos que involucran una continua reorganizacion del
citoesqueleto. A su vez, esta reorganizacién estructural implica la
activacion de vias de sefiales que llevan el mensaje desde la membrana
celular hasta el nucleo (Hao Lo y Bo Chen, 1994; Aguirre Ghiso y col.
1997D).

Cuando las células se adhieren a un determinado sustrato, se
produce un agrupamiento de las integrinas que dispara sefiales
intracelulares, dando como resultado final la formacion de un contacto
focal (Hao Lo y Bo Chen, 1994). Durante la adhesion y el spreading, la
actina filamentosa (f-actina) se asocia con proteinas especificas, como
integrinas, vinculina, talina, organizando el contacto focal. Algunas
cé¢lulas tumorales necesitan anclarse al sustrato para poder crecer. Sin
embargo, ha sido descripto un numero significativamente menor de
contacto focales en la membrana celular tumoral (Yoshimura y col,
1995), hecho que se correlaciona con una menor capacidad adhesiva y

alta capacidad migratoria (Juliano, 1994). Asimismo, Sadano y col.
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(1992) demostraron que el citoesqueleto de las células tumorales se halla
menos organizado que en las células normales, caracteristica que les

confiere mayor flexibilidad durante el spreading y la migracion.

Las senales que la célula recibe de su entorno son captadas por
receptores ubicados en la superficie celular. Estos receptores, en general,
estan compuestos por un dominio extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico (Alberts y col., 1994). FPara
poder transmitir la sefial al nucleo, donde generalmente se integra y
activa la respuesta final a la sefial recibida, los receptores se asocian con

diferentes proteinas en la cara intracelular de la membrana plasmatica.

Como ya fue descripto en la Infroduccion, CD44 es una
glicoproteina, ubicada en la membrana plasmatica, que funciona como
receptor del AH. Algunos autores han demostrado que la funcionalidad de
CD44 puede ser modulada por distintos factores, algunos de los cuales
participan en vias de sefalizacion intracelular. En este sentido las
evidencias experimentales muestran que la adhesion de CD44 a su
ligando, el AH, puede ser modulada por factores de crecimiento, como
como TGF-f3 (Faasen y col. 1993), EGF (Zhang y col., 1996) y por ésteres
de forbol o anticuerpos (Lesley y col, 1990). Ademas, la expresion de
CD44 puede ser regulada por la sobreexpresion de oncogenes como rasy

src (Hofmann y col., 1993; Jamal y col., 1994; Kogerman y col., 1996).

Evidencias experimentales demostraron la asociacion de CD44 con
proteinas del citoesqueleto. CD44 posee en su estructura un dominio de
union a componentes del citoesqueleto. Algunos trabajos indican que esta

union seria necesaria para la interaccion entre CD44 el All (Bourguignon
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y col, 1991; Lokeshwar y col, 1994). Koopman y col. (1990)
demostraron que la agregacion celular mediada por CD44 dependiente
de LFA-1, podia ser bloqueada por inhibidores de PKC (H7, AMG) o por
inhibidores de la formacién de microfilamentos (citocalacina B),
sugiriendo la dependencia, en este proceso, de la actividad de PKC y de la

integridad del citoesqueleto.

En el presente capitulo presentamos evidencias experimentales
sobre las vias de sefiales que participarian en la regulacion de la
expresion de CD44 en células F3II. También se discutiran los resultados
obtenidos en un trabajo colaborativo con el Dr. Foster (USA), sobre otro
modelo experimental, que nos ha permitido profundizar los
conocimientos relativos a las vias de senalizacion que regulan la

expresion de esta molécula.
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Materiales y Métodos

Tratamiento de células F3II con PA, PMA, EGF, H7 y Propranolol

Para analizar el efecto de diferentes agonistas y antagonistas en la
expresion de CD44, se partid de cultivos confluentes de células F3II, que

fueron tratados segun los siguientes esquemas:

Tratamiento Concentracion Tiempo (hs)
PMA 1-100 nM 2624

H7 50 uM 24
EGF 20 ng/ml 24
PMA/H7 10 nM/50 uM 24
EGF/H7 20 ng/ml/50 uM 24
PA 1-100 ng/ml 24
Propranolol 20-200 uM 24

Luego de los tratamientos, los cultivos fueron rastrillados y lisados
en presencia de inhibidores de proteasas. Se cuantifico el contenido
proteico por el método de Lowry. Las muestras fueron congeladas a -20°C
y posteriormente analizadas por Western Blot como se describio en el

capitulo 1.
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RESULTADOS

Se estudiaron por técnicas de WB, las vias de sefalizaciéon que
participan en la expresion de CD44 en monocapas confluentes de células
F3II. El tratamiento de células F3Il con PMA, activador de PKC, en un
rango de 1-10 nM, aumento la expresion de CD44 hasta 24 hs de
tratamiento (Fig. 4.1A). En cambio, una dosis de 100 nM de PMA solo
estimulo la expresion de esta molécula cuando la exposicidon fue de 2 hs
(Fig. 4.1A, inset). El tratamiento prolongado (24 hs) con PMA 100 nM no
modificé en forma significativa los niveles de expresion de CD44 respecto
del control (Fig. 4.14A).

Monocapas de células F3II fueron también tratadas con 50 uM de
H7, un inhibidor especifico de PKC, durante 24 hs. El analisis
densitométrico del WB-muestra que el tratamiento con H7, en dosis no
citotdxica, es capaz de inhibir la expresion de CD44, comparado con el
control sin tratar (Fig. 4.1C). Al tratar las monocapas con una
combinacion de PMA y H7, se observd, al igual que en el tratamiento
anterior, un descenso en el nivel de expresion de CD44 (Fig. 4.1C).

También ensayamos el efecto del tratamiento con EGF (20 ug/ml)
sobre los cultivos de células F3II. El andlisis densitométrico del WB no
mostro diferencias significativas en los niveles de expresion de CD44,
respecto del control sin tratar (Fig. 4.1C).

Los datos experimentales obtenidos con PMA y H7, sugieren la
participacion de PKC en la via de sefiales que regula la expresidon de
CD44 en células F3II.
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Ha sido descripto que la activacién de la PKC dependeria también
de 4acido fosfatidico y DAG, productos de la degradacion de PC
dependiente de PLD, involucando a PKC y PLD en la misma via. En los
siguientes experimentos, analizamos, por WB, el efecto sobre la expresion
de CD44, del tratamiento de monocapas de células F3II con PA (1-100
ng/ml) o con propranolol (20-200 uM), inhibidor de la conversion de PA
a DAG (Jiang y col., 1994). Como resultado del tratamiento con PA, se
observo un significativo aumento de la expresion de CD44 (Fig. 4.1B),
mientras que, el tratamiento con propranolol inhibio la expresion de este
receptor en forma dosis dependiente (Fig. 4.1 D). Estos datos sugieren la
participacion de la via de sefiales de PLD en el control de la expresion de
CD44 en células F3II.

Figura 4.1: Efecto de agonistas y antagonistas de la PKC y la PLD sobre la expresion
de CD44: Western blot y analisis densitométrico.

A) Expresion de CD44 en lisados de células F31I tratadas con distintas
concentraciones de PMA (1 a 100 nM) durante 24 hs.

Inset: Analisis de la expresion de CD44 en lisados de células F3II tratadas con PMA
(100 nM) durante 2 hs.

B) Efecto del tratamiento con PA (1-100 ng/ml) sobre la expresion de CD44 en
lisados de células F3II tratadas durante 24 hs.

C) Andlisis de la expresion de CD44 en células F3I! tratadas durante 24 hs en
presencia de activadores y/o inhibidores de la PKC. Calle 1: control sin tratar; calle
2: PMA 10 nM; calle 3: EGF 10 ng/ml; calle 4: H7 50 um,; calle 5: tratamiento
combinado de PMA y H7; calle 6: tratamiento combinado de EGF y H7.

D) Efecto del tratamiento con propranolol (20-200 uM) sobre la expresion de
CD44 en células F3II tratadas durante 24 hs. Calle 1: control; calle 2: 20 uM; calle
3: 100 uM; calle 4: 200 uM.

Analisis estadistico: test-t de Student.

Las figuras muestran un experimento representativo de por lo menos tres
independientes.
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DISCUSION

Existen evidencias experimentales demostrando que la expresion
de CD44 puede ser modulada por oncogenes como ras o src (Hofmann y
col., 1993; Jamal y col., 1994; Kogermann y col., 1996), o por factores de
crecimiento, como el EGF (Zhang y col., 1996) (Fig.4.2).

R

Figura 4.2: Esquema que representa la interaccion de CD44 con proteinas cel
citoesqueleto y vias de senales que regularian su expresion en células F3II. (AH:
acido hialurdnico; AF: 4cido fosfatidico, Ank: ankirina; AFF: acido fosfatidico
fosfohidrolasas; C: citoplasma; Col: colina; DAG: diacilglicerol; E: ezrina; FC:
fosfatidilcolina; M: moesina; MC: membrana citoplasmatica; MAPK: proteina
quinasa activada por mitégenos; MEK: quinasa MAPK/ERK; R: radixina; RTK:

receptor tirosina quinasa).
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Algunos autores han propuesto que CD44 tendria un importante
rol en la adhesidon de las células tumorales al endotelio vascular,
facilitando asi la extravasacion y la diseminacion metastasica (Griffioen y
col.,, 1997). Lesley y col. (1992a) también han presentado evidencias
demostrando que en linfocitos y células de linfoma la adhesion al
endotelio estaria mediada por CD44. Por otro lado, ha sido demostrada la
participacion de la PKC en el proceso metastasico (Schwartz y col., 1990;
Dumont y col., 1992) y también se ha propuesto que PKC jugaria un
importante rol como modulador de la adhesion de células tumorales a la
MEC y al endotelio vascular (Herbert y col., 1991).

En este trabajo hemos analizado si la via de sefiales dependientes
de PKC, participan en la regulacion la expresion de CD44 en células F3II.
Nuestros resultados muestran que el PMA, activador especifico de la PKC,
aumenta la expresion de CD44 en concentraciones hasta 10 nM durante
24 hs. Es interesante observar que las células F3II tratadas durante 2 hs
con 100 nM de PMA también aumentan la expresion de CD44, mientras
que la prolongacion del tratamiento a 24 hs produce una disminucién de
la expresidn respecto del tratamiento corto. Es probable que este efecto se
deba a una deplecion de la PKC producida por el PMA en altas dosis y
tiempo prolongado (Young y col., 1987).

En el capitulo 2 hemos demostrado que el PMA es capaz de
modular la funcionalidad de CD44 aumentando la afinidad de este
receptor por su ligando, el AH. El mecanismo a través del cual el PMA
aumenta dicha afinidad no se conoce. En el presente capitulo
demostramos que el tratamiento con PMA aumenta los niveles de

expresion de esta molécula. Tomando en conjunto estos datos podriamos
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hipotetizar que el incremento de la afinidad de CD44 por el AH es
consecuencia del aumento de expresion de CD44 por activacion de la
PKC. Sin embargo, este mismo efecto también puede lograrse por
tratamiento con anticuerpos especificos (Lesley y col., 1993). Esto nos
hace pensar que la modulacidn de 1a funcionalidad de CD44 y el aumento
de expresion de este receptor en respuesta al tratamiento con PMA, sean

regulados, probablemente, por mecanismos independientes.

Luego de estudiar los efectos de un activador de la PKC sobre la
expresion de CD44, analizamos el efecto del H7, un inhibidor que
interactiia con el dominio catalitico de las isoformas a y £ de la PKC
(Mizuno y col., 1995). Nuestros resultados muestran que, en cultivos de
células F3II, el tratamiento con H7 es capaz de disminuir los niveles de
expresion de CD44, confirmando la participacion de PKC en la via de
regulacidon de CD44. Cuando los cultivos fueron tratados con una
combinacién no toxica de ambas drogas, predominé el efecto inhibitorio
de H7 sobre CD44. Esto indica que, en esta combinacién de dosis
ensayadas, la accién inhibitoria del H7 sobre la PKC puede revertir el

efecto estimulatorio del PMA sobre Ia expresion de CD44.

Zhang y col., (1996) han demostrado, en células derivadas de la
linea NIH 3T3, que el EGF, a través de su receptor, EGFR, es capaz de
estimular la expresion de CD44 y modular la adhesion al AH in vitro.
Muchas de las senales transducidas por la PKC provienen de receptores
tirosina-quinasa cuyos ligandos son factores de crecimiento, como EGF o
PDGF (Blobe, 1994).

Nuestros resultados demostraron que, en este modelo de células

tumorales epiteliales, EGF no modula la expresion de CD44. Sin embargo,
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en trabajos anteriores se demostrd que el tratamiento de células F3II con
EGF estimula la expresion de otras moléculas, como uPA y
metaloproteasas (Aguirre Ghiso y col.,1997b). Como mencionamos en la
Introduccion, existen varias isoformas de PKC segun los requerimientos
de Ca++ y DAG para su activacion (Perletti y col., 1996). En base a
nuestros resultados, es probable que en este modelo tumoral, la
regulacion de la expresion de CD44 se produzca a través de una isoforma
de PKC no dependiente de Ca++, pero dependiente de DAG para su
activacion y, en consecuencia, sensible al tratamiento con PMA.

En los ultimos afos se ha demostrado que la activacion de la PLD
estd asociada a sefiales mitogénicas dependientes de receptor (Foster,
1993; John-Challiss y col., 1993; Suzuki y col.,, 1996; Ha, 1994). La
activacion de PLD por factores de crecimiento lleva, a su vez, a la
activacion de la PKC (Foster, 1993; Blobe y col., 1994). Se ha demostrado
también que activadores de la PKC, como ésteres de forbol, inducen la
activacion de la FLD (Song y Foster, 1993). En base a estos datos,
estudiamos el efecto del PA, producto de la degracién de PC dependiente
de PLD, y del propranolol, inhibidor de la conversion de PA a DAG
mediada por AFF (Jiang y col., 1994) sobre la expresion de CD44.
Nuestros datos muestran que el tratamiento con PA aumenta la expresion
de este receptor en un rango de concentraciones que regulan otros
eventos celulares como la polimerizacion de actina (Ha y col., 1994) y la
produccion de proteasas (Aguirre Ghiso y col., 1997b). Por otro lado, los
oncogenes que aumentan la expresion de CD44 (ras y src) median sus
sefiales a través de FLD (Jiang y col., 1995). Aderﬁz’ts, el tratamiento de
células F3II con propranolo!l disminuyé en forma significativa los niveles
de expresion de CD44. Estos datos sugieren que la via de senales

dependiente de PLD participaria en la regulacion de la expresion de CD44
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en células F3II. En suma, podriamos proponer que la via dependiente de
PLD estaria produciendo DAG en forma constitutiva, manteniendo
activada la PKC, modulando asi la expresion de este receptor en este

modelo tumoral.

Las evidencias experimentales presentadas en este capitulo
sugieren que las vias de sefales dependientes de PKC y PLD

participarian en la regulacion de la expresion de CD44.

Recientemente, en un trabajo colaborativo con el Dr. Foster
(University of New York, USA), junto con el Dr. Aguirre Ghiso, hemos
profundizado nuestra linea de investigacion sobre las vias de sefalizacion
que regulan la expresion de CD44, en otro modelo experimental. Como se
menciono anteriormente, los oncogenes ras y src aumentan la expresion
de CD44. Jiang y col. (1995) demostraron que la actividad de PLD
inducida por el oncogen v-Src es mediada por v-Ras. A su vez, Ras
interactua con el factor RalA-GDS, responsable de activar la GTFPasa RalA.
Estos mismos autores (Jiang y col.,, 1996) demostraron, recientemente,
que la via Ras/RalA participa en la activacion de la PLD1 a través de Src.
(Figura 4.3)
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Figura 4.3: Esquema ilustrando la participacion de la GTPasa RalA en la via de
activacion de PLD dependiente de v-Src. RalA sirve como ancla para PLD a través de
su extremo amino-terminal. Ral-GDS mediaria el nexo entre RalA-PLD y el oncogen
v-Ras activado (esquema modificado de Jiang y col, 1995) (AF: acido fosfatidico; C:
citoplasma; FC: fosfatidilcolina; MC: membrana citoplasmatica; DAG:
diacilglicerol)
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Brevemente, en el laboratorio del Dr. Foster, se obtuvieron lineas celulares
derivadas de NIH 3T3 transfectadas con v-Ras o v-Src, o éstas ultimas
cotransfectadas con S28N-RalA o con el plasmido control, siendo SZ8N-
RalA una mutante dominante negativa de RalA. Los experimentos
realizados en nuestro laboratorio, muestran un aumento de la expresion
de CD44 en las células NIH transfectadas con v-Ras o v-Src. Estos
resultados coinciden con lo ya reportado por otros autores (Hofmann y
col, 1993; Jamal y col, 1994; Kogerman y col., 1996). Sin embargo, en las
células cotransfectadas con la mutante negativa S2Z8N-RalA, se observo
una anulacidn casi completa de la sobreexpresion constitutiva de CD44
en las células transformadas con los oncogenes Ras y Src. Estos
experimentos demuestran por primera vez que la GTPasa RalA
participaria en la via que media la sefial enddgena dependiente de dichos
oncogenes que lleva a la sobreexpresion de CD44. No se conoce aun si
RalA participa en la regulacion de la expresion de CD44 en el modelo

tumoral murino F3II.
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CAPITULO 5

Expresion de CD44 en fumores humanos del SNC

La mayoria de los tumores del sistema nervioso central (SNC)
derivan de la glia, y dentro de éstos, los astrocitomas son los tumores
cerebrales mas frecuentes en el adulto. Histologicamente, los astrocitomas
se dividen en tres categorias de acuerdo al grado de malignidad, seguin el
criterio de la WHO y el indice de Burger (DeVita y col., 1977):

WHO Burger
Astrocitoma de bajo I I
grado
Astrocitoma I 11
anaplasico
Glioblastoma v I
multiforme

De acuerdo a esta clasificacion los astrocitomas de bajo grado son
los mas benignos, aunque son infiltrativos y tienen una marcada
tendencia a la progresion maligna. Esta capacidad invasiva es evidente
tanto en astrocitomas de bajo grado como de alto grado, lo cual implica
que el fenotipo invasivo es una caracteristica que estos tumores adquieren
en una etapa temprana de la tumorigénesis. En los astrocitomas de bajo
grado, han sido descriptas alteraciones en el gen supresor p53 (Louis,
1994), alteraciones en moléculas de adhesion como CD44, gangliosidos e
integrinas, y sobreexpresion de factores de crecimiento y sus receptores
(Pilkington, 1994). La transicion de astrocitoma de bajo grado a
astrocitoma anaplasico esta acompanada por un marcado aumento en el
comportamiento maligno. En estos tumores la principal caracteristica es

su elevado indice mitdtico. A nivel molecular, las alteraciones mas
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importantes han sido descriptas en proteinas que participan en la
regulacion del ciclo celular, como p16, ciclina D1 y Rb (gen supresor)
(Serrano y col.,, 1993). También han sido descriptas alteraciones
cromosomicas, como la pérdida del 9p, 19q y 13q. La sobrevida de
pacientes con astrocitoma anaplasico es menor, comparada con los de

bajo grado (Ueki y col., 1994; Henson y col., 1994).

El glioblastoma multiforme (GBM) es el de mayor grado de
malignidad en este grupo de tumores, siendo la sobrevida de los pacientes
menor de dos afos. Estos tumores se caracterizan por un alto indice
proliferativo, alta proliferacion de células endoteliales y necrosis focal,
dando como resultado una gran cantidad de alteraciones genéticas, que se
suman a las mencionadas anteriormente. La pérdida del cromosoma 10
ha sido reportada en el 95% de los GBM (von Deimling y col., 1992). Esta
anomalia cromosomica esta acompanada, en la mayoria de los casos, por
amplificacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), lo
cual sugiere la participacion de esta via de senales en la progresion
maligna del GBM.

Existen también gliomas mixtos, llamados oligodendrogliomas u
oligoastrocitomas. Estos tumores estdn clinica y biolégicamente
relacionados con los astrocitomas de bajo grado. Estos tumores son poco
comunes y tienen mejor prondstico. Los oligodendrogliomas son mas
sensibles a los tratamientos quimioterapicos y la sobrevida de estos
pacientes puede llegar hasta 10 anos (Cairncross y col., 1992). Las
pérdidas cromosdmicas mas caracteristicas son las 1p y 19q, afectando
entre el 40 y el 80% de estos tumores (von Deimling y col., 1992; Kraus y

col., 1995). A pesar de tener buen prondstico, las alteraciones genéticas
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cn este tipo de tumores pueden contribuir a la progresion maligna,
llegando a transformarse en astrocitomas anaplasicos 0 en GBM (Wu y
col., 1993).

Los ependimomas son un grupo clinicamente diverso de gliomas,
que pueden ser tumores intraventriculares altamente agresivos en ninos,
hasta tumores benignos de la médula espinal en adultos. Es frecuente
encontrar pérdida del 22q en estos tumores (James y col., 1990), y
raramente se encuentran alteraciones del gen p53 (Ohgaki y col., 1991) .

La transicion de ependimoma a GBM no es frecuente.

Los meduloblastomas son tumores muy malignos, que se originan
en la fosa posterior. En el 50% de estos tumores ha sido descripto el
1socromosoma 17q (Bigner y col., 1990) . Esto sugeria la participacion del
gen p53 mutado, que también mapea en el cromosoma 17, en este tipo de
tumores, pero luego se confirmo que las mutaciones en este gen son poco
frecuentes (Ohgaki y col., 1991; Saylors y col., 1991). También ha sido
descripta la pérdida del 6q, mientras que la amplificacion de oncogenes

ha sido reportada en casos esporadicos (Bigner y col., 1990).

En algunos trabajos se ha observado que las variantes de CD44
soOlo se expresan en metastasis cerebrales, cuyo tumor primario se localiza
en rifidon, pulmén o colon, mientras que, en tumores primarios del SNC,
se expresa principalmente la forma estandar de CD44 (Nagasaka y col.,
1995; Frank y col, 1996). Estos datos sugieren un posible rol de las
variantes de CD44 cn el establecimiento de metastasis en SNC. No se ha
estudiado en los trabajos citados, el valor de CD44 como potencial

marcador prondstico en tumores primarios del SNC.
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Los tumores del SNC, aunque raramente dan metastasis, son
altamente invasivos. Como ya se describid en capitulos anteriores, la
invasion es un proceso complejo que involucra interacciones entre las
células tumorales, las células normales y la MEC. Dichas interacciones
estan mediadas por moléculas de adhesién. El AH y el condroitin sulfato
son las moléculas mas abundantes en el espacio extracelular del SNC
(Asher y col. 1991; Bertolotto y col, 1990), siendo los astrocitos los
principales productores de AH (Yu y col. 1994; Pilkington y col., 1993).
En lineas celulares continuas de glioma, se ha observado que CD44 es
capaz de intervenir en los procesos de adhesion e invasidon in vitro
(Merzak y col., 1994). Ademas, CD44 participa en la captura y
degradacién del AH en fibroblastos transformados (Culty y col. 1992).
Estos trabajos sugieren que, a través de la degracion del AH, CD44 podria
promover el crecimiento invasivo en tumores del SNC. La invasividad, que
como ya mencionamos, caracteriza a los tumores cerebrales, constituye el
mayor obstaculo para la aplicaciéon de un tratamiento efectivo. Otra
caracteristica bioldgica relevante en los gliomas, es su resistencia a la
radio y quimioterapia. Las evidencias experimentales presentadas hasta
hoy, sumadas a la falta de marcadores de utilidad en el manejo clinico de
pacientes con tumores cerebrales, hacen que CD44 sea una molécula de

interés para su estudio en estos tumores.

En el presente trabajo, en colaboracion con el Departamento de
Oncologia y Fatologia del Hospital Italiano, hemos evaluado por THQ la
expresion de CD44s y las variantes v3, v4/5 y v6, en tumores de cerebro.
Ademas, se correlaciond dicha expresion con diferentes parametros

anatomopatologicos y clinicos.
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Se estudiaron 57 tumores de cerebro correspondientes al periodo

1990-96 del archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital

[taliano de Buenos Aires. Los datos sobre los pacientes se obtuvieron por

revision de las historias clinicas. Los cortes analizados pertenecen, en

todos los casos, a la biopsia diferida realizada luego de la primera

intervencidn quirargica.

Tabla 5.1: Clasificacion de pacientes segun sexo y edad

Sexo Numero Edad*
Hombres 35 56 (18-70)
Mujeres 22 47 (17-75)

*Mediana (rango)

Tabla 5.2: Distribucion de los tumores segun su tipo histologico y estadio

Clasificacion Histoldgica N° de Estadios
pacientes (Burger)
Astrocitoma (bajo grado) 14 I
Astrocitoma anaplasico 13 11
Glioblastoma multiforme 22 111
Ependimoma 5 -
Meduloblastoma 3 -
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IHQ

Para evaluar la expresion de CD44s y variantes, se emplearon
cortes histoldgicos de biopsias incluidas en parafina. Las muestras fueron
desparafinadas en xileno y rehidratadas por tratamiento con alcoholes de
grados decrecientes (100° a 70°). Luego de desparafinar los cortes, se los
incubd durante 20 min con 3% H202 (30 vol) en PBS para bloquear la
peroxidasa endogena. Para exponer el antigeno los cortes, sumergidos en
buffer citrato (pH 6), se sometieron a dos ciclos de horno a microondas de
1000 w (1 min), 500 w (1.30 min) y 750 w (2.30 min). Luego de
incubar con buffer de bloqueo (5% de leche en PBS) a fin de impedir la
union inespecifica de los anticuerpos, se agregd el primer anticuerpo
(anti-CD44s,v3,v4/5 y v6; dil. 1:1000, R&D Systems, Minneapolis, USA)
y se incubaron a 4°C en camara humeda toda la noche. Un anticuerpo
anti-IgG de raton biotinilado fue usado como segundo anticuerpo (dil.
1:500, Gibco, BRL, USA) incubandose por una hora a temperatura
ambiente. Luego de lavar se incubo con estreptavidina-peroxidasa por 40
min. a temperatura ambiente (dil. 1:500, Vector) y finalmente se reveld
con una solucién al 7% de DAB (diaminobencidina) y 3% de HzOz en FBS,

como cromaogeno.

Se hizo contratincidn de nucleos con hematoxilina de Harris, y se
procedio a la deshidratacion y montaje de los cortes en balsamo de
Canada. En todos los casos, como control, un corte se incubd en ausencia

del primer anticuerpo.
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La expresion de CD44 fue analizada en forma semicuantitativa
por recuento de células tumorales positivas por campo (aumento en
400x). Se considerd como marcacion positiva la tincion sobre la
membrana plasmatica del soma celular. Los tumores fueron clasificados
segun el porcentaje de células positivas por campo:

¢ (-) <10%

¢ (+) 10-50%
¢ (++) 50-70%
¢ (++4) > 70%

Analisis Estadistico

El analisis estadistico fue hecho en colaboracion con la Dra. E.
Matos del Instituto “A.H.Roffo”. La asociacidn entre la expresion CD44 y
otros parametros clinicos se evalué mediante el test Chi-cuadrado y el test
de ANOVA.
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RESULTADOS

Se analizo la expresion de CD44s, v3, v4/5 y v6 en 57 tumores
cerebrales. Dado que en el tejido nervioso normal CD44s se expresa
débilmente en las prolongaciones celulares (Moretto y col., 1993), solo
aquellas células tumorales gliales que expresaban este antigeno sobre la
membrana del soma celular fueron consideradas como positivas. Segun
este criterio, la tincion para CD44s fue observada con diferentes
intensidades en los distintos tumores (Tabla 5.3), y también dentro de un

mismo corte, revelando una marcada heterogeneidad.

Tabla 5.3: Distribucidn de los tumores segun el porcentaje de células CD44s

positivas.
N° de casos seglin la expresion de CD44*
Diagndstico - + ++ +++ Total
Ependimoma - - - 5 5
Meduloblastoma 2 1 - - 3
Astrocitoma de bajo 1 . 6 2 5 14
grado (35.7%)
Astrocitoma anaplasico - - 3 10 13
(76.9%)
Glioblastoma - 2 1 19** 22
multiforme (86.3%)

*clasificacion:

o (-)<10%

e (+) 10-50%

e (++) 50-70%

o (++4)>70%

(porcentaje de células positivas)
**p<0.03
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Mas del 70% (+++) de las células tumorales expresaban CD44s
en el 35,7% (5/14) de los astrocitomas de bajo grado, en el 76,9%
(10/13) de los astrocitomas anaplasicos, y en el 86.3% (19/22) de los
glioblastomas multiformes (Tabla 5.3 y Fig. 5.1a, b y c). Estos resultados
muestran que, en el grupo de tumores correspondiente a los astrocitomas,
el aumento de la expresion de CD44s se asocio linealmente con el grado
de malignidad, siendo el porcentaje mas alto de casos positivos (+++,
86.3%) en los glioblastomas multiformes (Burger III) (p<0.03) El
analisis de otras variables como la edad y el sexo, no mostrd una relacion
con el grado de expresion de CD44.

El escaso numero de muestras en algunos de los grupos
histologicos no permitioé realizar un analisis detallado de la sobrevida. Sin
embargo, como muestra la tabla 5.4, no se observd relacion entre el
numero de pacientes vivos hasta el afio 1995 y la expresion de CD44.
Asimismo, tampoco se observd relacion entre el la expresion de CD44 y
los meses de sobrevida en estos pacientes (tabla 5.5). En el grupo de
glioblastomas por ejemplo, todos los pacientes presentaron igual tiempo
de sobrevida, independientemente del grado de expresion de CD44s en el

tumor primario.

Tabla 5.4: Sobrevida global de los pacientes segiin el tipo histologico y el grado de
expresion de CD44

Sobrevida segun la expresion de CD44*
Diagnostico - + ++ +++
Ependimomas 2/5*
Meduloblastomas 1/2
Astrocitomas de bajo grado 1/1 1/5 0/2 2/5
Astrocitomas anaplasicos 1/3 5/10
Glioblastomas 0/2 0/1 0/19
*ver tabla 5.3

**se expresa como numero de pacientes vivos sobre numero total (sobrevida global
hasta el ano 1995)



Tesis Doctoral 135

Tabla 5.5: Tiempo de sobrevida global de los pacientes segtin el tipo histolégico y el
grado de expresion de CD44

Tiempo de sobrevida segun la expresion de CD44*
Diagnostico estado# - + ++ +++
Ependimomas vivos 66(68-64)**
fallecidos 14(12-45)
Meduloblastomas vivos 68(68)
fallecidos 23(23) 10(10)
Astrocitomas de vivos 29(29) 33(33) 29(25-34)
bajo grado fallecidos 27(9-35) 35(23-48) | 28(12-42)
Astrocitomas vivos 50(50) 29(26-56)
anaplasicos fallecidos 14(14) 20(6-48)
Glioblastomas Vivos
fallecidos 13(13-14) 16(16) 15(5-24)
*ver tabla 5.3

**mediana y rango de la sobrevida global en meses hasta el ano 1995
#se indica si los pacientes estaban vivos o fallecidos hasta 1995

Los tumores que no estan incluidos en la clasificacion de Burger
(ependimomas y meduloblastomas), presentaron un comportamiento
diferente. Todos los ependimomas analizados (5/5), tumores de bajo
grado de malignidad, mostraron alta expresion de CD44s, mientras que el
100% de los meduloblastomas (3/3), tumores indiferenciados y altamente
agresivos, presentaron nula o escasa tincion (dos casos negativos y uno
con menos del 50% de células positivas por campo) (Fig. 5.1 d y e).

Las prolongaciones citoplasmaticas de células gliales presentaron tincion
positiva leve para CD44, tanto en el tejido peritumoral normal como en
los tumores (Burger grado 1) (Fig.5.1 f).

El analisis inmunohistoquimico para las variantes v3, v4/5 y v6

de CD44 no mostrod tincion positiva para ninguna de ellas en los 57 casos

estudiados (datos no mostrados).
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Figura 5.1: Expresion de CD44s en cortes histologicos de tumores dec cerebro.
Tincion por THQ.

a) Astrocitoma de bajo grado (Burger I, +): tumores con alto grado de
diferenciacion, cuya organizacion histoarquitectural se asemeja a la corteza
cerebral normal. Se observa que la mayor parte de las células tumorales no
presentan marcacién a nivel de la membrana plasmatica (200x)

b) Astrocitoma anaplasico (Burger IlI, ++): obsérvese una alta tincion de la
membrana plasmatica de las células tumorales (200x)

¢) Glioblastoma multiforme (Burger II1, +++): puede observarse tincidén positiva en
mas del 90% de los astrocitos malignos (400x)

d) Ependimoma: obsérvese una alta expresion de CD44 en casi la totalidad de las
células tumorales (400x)

e) Meduloblastoma: la expresion de CD44 en estos tumores fue practicamente nula.
En la foto puede observase una débil tincion en algunos grupos celulares (400x).

f) Tejido normal peritumoral: La flecha indica un astrocito con tincién en sus
prolongaciones citoplasmaticas (400x). También pudo observarse leve positividad a
nivel de membrana del soma celular.
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DISCUSION

Los tumores neurogliales o gliomas derivan de células
neuroectodérmicas, siendo los astrocitomas la variante clinica mas
importante. Los astrocitomas constituyen el 80% de los tumores cerebrales
primarios del adulto. Estos tumores exhiben diferentes grados de
agresividad, desde astrocitoma de bajo grado (grado I de Burger) hasta
glioblastoma multiforme (grado III de Burger). Los tumores del SNC
raramente metastatizan pero son altamente invasivos.

La invasion tumoral estd mediada, en parte, por la interaccion de
las células con la MEC, siendo el AH uno de los principales componentes
del parénquima cerebral y CD44, su receptor. Merzak y col. (1994)
demostraron que CD44 jugaria un importante rol en la adhesion e
invasion in vitro de lineas celulares de glioma humano. En algunos
tumores humanos, ha sido demostrado que la expresion de CD44s o sus
variantes podria correlacionarse con la capacidad invasiva o la
diferenciacion celular (Seelentag y col., 1996; Guriec y col., 1997,
Friedrichs y col., 1995). La bibliografia que avala el valor de CD44 como
marcador pronostico en tumores humanos es escasa (Penno y col., 1994,
Mulder y col., 1994; Wielenga y col., 1993). Su rol como marcador en
tumores humanos de cerebro aun no ha sido demostrado. Sin embargo, en
neuroblastomas (tumores de estirpe neuronal), la ausencia de expresion
de CD44 sc correlaciona con la sobreexpresion del oncogen N-myc y por
lo tanto, con mal prondstico (Christiansen y col., 1995; Combaret y col.,
1995; Gross y col., 1995; Terpe y col., 1995).
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En el tejido nervioso normal, CD44s se expresa principalmente en
la sustancia blanca, con predominio en astrocitos perivasculares, mientras
que la glia cortical es negativa (Flanagan y col, 1989; Picker y col., 1989,
Nagasaka y col.,, 1995). En estos trabajos los autores no detectan

expresion de variantes de CD44 en cortes de tejido nervioso normal.

En el presente trabajo hemos evaluado por IHQ, la expresion de
CD44s y cuatro variantes (v3, v4/5, v6) en 57 tumores cerebrales. En
coincidencia con lo reportado por otros autores (Nagasaka y col., 1995;
Frank y col., 1996; Kuppner y col.,, 1992), CD44s es la isoforma
predominante que se expresa en tumores primarios neurogliales. En el
grupo de tumores comprendido por astrocitomas de bajo grado,
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas multiformes, la sobrexpresion de
CD44s se correlaciond linealmente con el grado de agresividad de estos
tumores clasificacidon de Burger). Todos los gliomas analizados resultaron
negativos para la expresion de las variantes. Esta observacién podria
explicarse por las ewidencias que demuestran que CD44s, y no sus
variantes, es el principal receptor para el AH, y que el AH es el principal
componente de la MEC en el SNC (Lesley y col., 1992; Asher y col., 1991,
Bignami y col., 1992). Asi, una sobreexpresion de CD44s favoreceria la

interaccion de la célula tumoral con un entorno rico en AH.

Los tumores analizados que no entran en la clasificacion de
Burger, como ependimomas y meduloblastomas, mostraron un
comportamiento diferente en lo que refiere a la expresion de CD44s.
Nuestros resultados muestran que todos los ependimomas (5/5), tumorcs
de bajo grado de agresividad, expresaron altos niveles (>70% de células

positivas por campo) de CD44s. En cambio, los meduloblastomas (3/3),
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tumores altamente agresivos, mostraron muy baja expresion de esta
molécula (dos casos negativos y uno con menos del 50% de células
positivas por campo). Tampoco se detectd expresion de las variantes en
estos dos tipos de tumores. En coincidencia con nuestros resultados, otros
autores (Frank y col., 1996) han demostrado expresion de CD44s en 4/5
ependimomas. En cambio, Nagasaka y col. (1995) mediante el analisis a
través de RT-PCR, altamente sensible, encontraron expresion del mRNA
CD44s en 7/7 meduloblastomas. En estos dos trabajos, tanto el analisis
por IHQ como por RT-PCR resultaron negativos para la expresion de
variantes de CD44 en ambos tipos tumorales, al igual que la serie de
tumores evaluados en esta Tesis.

Desde el punto de vista histologico la clasificacion de Burger es un
indicador del grado de malignidad de los tumores neurogliales, y se
relaciona con la sobrevida. En nuestro trabajo hemos demostrado una
significativa asociacion lineal entre el aumento de la expresion de CD44 y
el grado de malignidad segun Burger. Sin embargo, nuestros resultados
sugieren que ¢l grado de expresion de CD44 no tendria valor prondstico,
ya que no encontramos relacion entre este parametro y la sobrevida de los
casos estudiados.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la forma
estandar de CD44 tendria un importante rol en el desarrollo de

tumores primarios de origen glial.
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Capitulo 6

Discusion General

CD44 es una glicoproteina presente en la superficie celular, cuyo
principal ligando es el dcido hialurdnico. La forma mds abundante es la
estandar (CD44s), pero existen variantes (CD44v) de mayor peso
molecular debido al splicing alternativo de 10 exones presentes en su gen.
Inicialmente fue descripta en linfocitos como molécula mediadora de la
adhesion linfocito-endotelio. A partir de un trabajo demostrando que la
variante v6 podia conferir capacidad metastasica al ser transfectada en
células tumorales no metastasicas (Gunthert y col.,, 1991), muchas
evidencias experimentales han sido presentadas referidas a la

participacion de CD44 en el proceso tumorigénico y metastasico.

En el presente trabajo de tesis hemos estudiado la expresion y el
rol de CD44, en un modelo tumoral mamario murino que ya habia sido
estudiado para otras caracteristicas relacionadas con el proceso de

diseminacién tumoral (Alonso y col., 1996).

Tomando las células NMuMG (mamarias normales) como control
positivo de la expresion de CD44, se realizo un analisis preliminar en las
lineas celulares tumorales F3II, LM3 y LMM3. Los resultados mostraron
que los niveles de expresion de esta molécula eran mas altos en las células
F3Il, comparadas con las demas lineas, tanto en cultivos in vitro como en

tumores crecidos en forma subcutanea por inoculacion de las mismas.
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Estos resultados nos permitieron seleccionar esta linea celular para
focalizar nuestra investigacion sobre CD44.

Por analisis densitométrico de WB, observamos, que la linea cclular F3II
expresaba una banda principal de 80 kDa coincidente con ¢l peso
molecular correspondiente a CD44s. También se detectaron productos de

mayor peso molecular, indicando la presencia de variantes de CD44.

La capacidad de moverse a través del sustrato es de fundamental
importancia para la célula tumoral, ya que le facilitara la colonizacion de
sitios distantes del tumor primario. La motilidad depende de una serie
encadenada de eventos que se llevan a cabo por la cooperacion
coordinada de distintas moléculas, entre ellas, los receptores de adhesion
(Gumbiner, 1996).

La expresion y funcionalidad de CD44 ha sido poco estudiada en
modelos tumorales murinos de estirpe mamaria. En el desarrollo de este
plan de Tesis comenzamos estudiando la funcionalidad de CD44 in vitro,
en células mamarias murinas, durante diferentes etapas del proceso
metastasico, en las cuales la motilidad celular es un evento critico. El
tratamiento de las células F3II con un anticuerpo monoclonal (KM201),
que reconoce la forma estdndar y las variantes de CD44, e interactiia con
el sitio de binding de CD44 a su ligando (Miyake y col., 1990; Zheng y
col, 1995), bloqued en forma parcial, distintas etapas de la cascada

metastasica, como adhesion, spreading, migracion e invasion.

Ha sido descripto, en algunos modelos, que el tratamiento con
ésteres de forbol, como el PMA, o con anticuerpos especificos, son capaces

de modular la funcionalidad de CD44, modificando la afinidad de esta
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molécula por su ligando, ¢l AH (Lesley y col., 1990 y 1992). A este
fendmeno se lo denominod “activacion”. Hemos estudiado la capacidad de
adhesion de células F3II a AH, a través de su receptor especifico CD44.
Nuestros estudios revelaron que las células F3Il expresan la forma
activable de CD44 ya que, mediante el tratamiento de cultivos de células
F3II con PMA, se observé un significativo aumento de la adhesion de
células F3II a AH, indicando la activacion del receptor CD44. Ademas, el
tratamiento de células F3II con anti-CD44 inhibié en forma altamente

significativa la adhesion a placas de cultivo tratadas o no con AH.

El paso siguiente a la adhesion es la extension sobre el sustrato o
spreading. Durante el spreading la célula emite proyecciones como
lamelipodios y/o filopodios. En los procesos de adhesion y extension sobre
el sustrato la célula establece puntos de contacto a través de los receptores
localizados en la membrana celular, que sirven de nexo entre el espacio
extracelular y el citoesqueleto (Hao Lo y Bo Chen, 1994; Gumbiner,
1996). Si bien algunos autores han demostrado que CD44 participa en la
adhesion celular (Merzak y col., 1994; Bartolazzi y col., 1994), su rol
durante el spreading de células tumorales no ha sido descripto. Por
tratamiento con un anti-CD44 monoclonal hemos verificado una
significativa inhibicion del proceso de spreading de células F3II. Se ha
descripto que CD44 interactua con proteinas intracelulares asociadas al
citoesqueleto (Lokeshwar y col., 1992; Bourguignon y col., 1993; Tsukita
y col., 1994). Nuestros resultados sugieren que el bloqueo de CD44, con
un anticuerpo especifico, estaria alterando la senal derivada de este

receptor durante el spreading, anulando este proceso.
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Analizamos también, por ICQ, la cinética de la expresion y de la
localizacion celular de CD44 durante el proceso de extension de la célula
sobre el sustrato. En las etapas tempranas del spreading, CD44 se localizo
sobre la membrana plasmatica en forma de bandas continuas, con
predominio en los bordes anteriores o de avance de la célula. En estadios
mas avanzados del spreading, la sefial de CD44 se visualizo en zonas de la
membrana celular comprendidas entre extensiones celulares, como
lamelipodios o filopodios, pero nunca se detectd expresion de esta
molécula en las propias extensiones celulares. La tincion para CD44 no
mostrd un patréon de distribucidon compatible con localizaciéon en

estructuras del tipo contacto focal.

Algunos autores han descripto la participacién de CD44 durante
la migracidon e invasion de células de melanoma (Faasen y col., 1992;
Thomas y col., 1992). Dado que el modelo tumoral mamario nurino F3II
es altamente invasivo y metastasico (Alonso y col., 1996), hemos evaluado
si un anticuerpo anti-CD44 seria capaz de afectar los procesos de
migracion e invasion in vitro. El anticuerpo monoclonal KM201 inhibié
en forma significativa tanto la migracion como la invasién in vitro de
células F3II. En los ensayos de migracion, usamos ademas, un anticuerpo
anti-uPA como control positivo de inhibicion de la migracion. El efecto del
co-tratamiento de células F3II con anti-CD44 y anti-uPA fue aditivo sobre
la inhibicion del proceso de migracion, sugiriendo una cooperacion

funcional entre estas dos moléculas.
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Tomando en conjunto los resultados obtenidos podriamos afirmar
que CD44 tendria una importante participacion en la diseminacion
tumoral de las células F3II, derivadas de un tumor mamario, favoreciendo

asi el proceso metastasico.

Al analizar la cxpresion de CD44 en metdstasis pulmonares,
hemos observado una marcada disminucion de la expresion de esta
molécula (datos no mostrados). Estos resultados darian lugar varias
interpretaciones. Podriamos hipotetizar que la regulacion de la expresion
enddgena de CD44 estaria modulada por la funcionalidad de la molécula
en un momento determinado de la cascada metastasica. Por ejemplo, una
vez establecido el foco secundario en el érgano blanco, CD44 cumpliria
un rol menos preponderante que estaria asociado a la disminucion de su
expresion. Como segunda posibilidad podriamos pensar que el
microambiente ejerceria algun tipo de modulacion sobre la expresion de
CD44; tal es asi que los tumores F3II subcutaneos presentan altos niveles
de expresion, mientras que al crecer en forma peritoneal dicha expresion
es practicamente nula. Algunos autores han descripto la influencia que
puede ejercer la composicion de la MEC sobre la regulacion de la
actividad celular (Schnaper y Kleinman, 1993). Estos mismos autores han
postulado que, en teoria, todas las proteinas componentes de la MEC
serian capaces de generar sefiales que alteren la actividad celular. Por
ejemplo, se ha demostrado que la interaccidon de células con matrices de
colageno es capaz de regular la actividad transcripcional en forma
especifica (Di Persio y col., 1991). Otros trabajos han descripto que la
sintesis y secrecion de proteinas de la leche en lineas celulares mamarias
murinas epiteliales normales estaria regulada no solo por la presencia de

hormonas lactogénicas, sino también por la composicion de la MEC sobre
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la cual fueron cultivadas (Li y col., 1987; Chen y col., 1987). Estas
evidencias experimentales nos permiten hipotetizar que pequenas
diferencias en la composicion del microambiente tisular que rodea a la
célula tumoral (por ejemplo F3II), en este caso peritoneo o zona
subcutanea o pulmon, podrian ser determinantes de la sintesis y

expresion de CD44.

Como se describidé anteriormente, el tratamiento de cultivos de
células F3II con anti-CD44 y anti-uPA en forma conjunta, produce una
significativa inhibicion de la migracidén celular en cdmaras Transwell.
Estos resultados estarian indicando una cooperaciéon funcional entre
CD44 y uPA. la interaccion del uPA con su receptor uPAR sobre la
membrana plasmatica, facilita la activacidon del plasmindgeno unido a
membrana (Ellis y col., 1991). Varios autores han demostrado que el uPA
participa en la degradacion de los componentes de la MEC (Dano y col.,
1985; Stahl y Mueller, 1994). Ademas, en diferentes modelos, ha sido
descripta la asociacion entre el uPAR y otras moléculas, como el receptor
tipo C3 del complemento (Kindzelskii y col., 1996; Sitrin.y col., 1996), la

integrina B2 y la quinasa Src (Bohuslav y col., 1995), o las integrinas 1

y B3 (Xue y col,, 1997). En el este trabajo de Tesis, por técnicas de
Inmunoprecipitacion, hemos demostrado por primera vez, que habria un
asoclacion de tipo fisica entre CD44 y el uPA en células F3II. Nuestros
resultados sugieren que esta proximidad entre ambas moléculas seria un
mecanismo que facilitaria una accion sinérgica focalizando la actividad
proteolitica en los puntos de migracion de células F3II sobre el sustrato.
En un trabajo previo se demostrd que las células F3II presentan una alta
actividad de uPA unida a membrana (Alonso y col., 1996), y dado que ¢l

uPA es activado en forma mas eficiente por unioén a su receptor, nuestros



Tesis Doctoral 149

resultados sugieren un probable nexo entre CD44 y el complejo uPA-

uPAR.

Hemos estudiado también las vias de transduccion de senales que
participarian en la regulacion de la expresion de CD44 en células F3IL.
Conociendo las vias de sefalizacion que regulan la sobreexpresion de
ciertas moléculas involucradas en los procesos de invasion y metéstasis
(Aguirre Ghiso y col., 1997), hemos utilizado un enfoque farmacologico
tomando como target las senales intracelulares. La interaccion de las
células tumorales con componentes de la MEC es critica a lo largo de toda
la cascada metastdsica (Juliano, 1994; Brodt, 1996), e involucra procesos
dindmicos de reorganizacion del citoesqueleto. Este ensamblaje vy
desensamblaje de proteinas requiere la activacion de vias de sefiales que
lleven la informacién al nucleo donde sera procesada (Hao Lo y Bo Chen,
1994). La PKC esta presente en contactos focales y su activacion se
correlaciond con la fosforilacion de la quinasa de adhesion focal (Fak)
durante la adhesion y el spreading, y la adhesion dependiente de
integrinas esta también conectada con la PKC (Vuori y Ruoslahti, 1993).
También ha sido descripta la participacion de PKC como modulador de la
adhesion de células tumorales a la MEC y a la vasculatura (Herbert y col.
1991). Por otro lado, se ha demostrado, en lineas celulares fibroblasticas,
que la polimerizacion de actina esta regulada por la PLD, que hidroliza
fosfatidilcolina resultando en la producccion de dcido fosfatidico y
diacilglicerol (DAG) (Exton, 1994). A su vez, el DAG es capaz de activar
la PKC (Kishimoto y col., 1980). El PMA es un activador especifico de la
PKC y ademads es capaz de modular la afinidad de CD44 por ¢l AH, como
se describid anteriormente. En este trabajo hemos observado que el PMA

cs también capaz de inducir un significativo aumento de la expresion de
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CD44 en células F3II in vitro. En forma similar, el tratamiento con PA,
producto de la degradacion de fosfatidilcolina mediada por PLD, también
fue capaz de aumentar la expresion de este receptor. Cuando los cultivos
fueron tratados con H7, un inhibidor especifico de PKC, o con una
combinacién de PMA/H7, se observd una disminucion de la expresion. En
forma similar, al tratar las células F3II con propranolol, inhibidor de la
conversion de PA a DAG mediada por AFF, se observd un significativo
descenso de los niveles de expresion de CD44. Estos resultados sugieren
que la PKC y la PLD participarian en la via de sefiales que regulan la

expresion de CD44 en células F3IL.

Como se menciond en la introduccidn, existen varias isoformas de
PKC, segun los requerimientos de Ca++ y/o0 DAG para su activacion. Ha
sido descripto que el EGF, por unidén a su receptor, es capaz de activar las
1soformas clasicas y nuevas de PKC, ademas de movilizar el calcio
intracelular (Blobe y col., 1994). Por otro lado, Zhang y col. (1996),
demostraron que el EGF es capaz de estimular la expresion de CD44 en
células murinas derivadas de NIH 3T3. Nuestros resultados han
demostrado que, en este modelo tumoral, EGF no modula la expresion de
CD44. Sin embargo, en un trabajo anterior, se habia observado que EGF
era capaz de estimular la expresion de otras moléculas en cultivos de
células F3II (Aguirre Ghiso y col., 1997b). Dado que la sobreexpresion de
CD44 en este modelo responde al estimulo de PMA pero no al de EGF,
nuestros resultados indicarian que la sobreexpresion de CD44 en células
F3II estaria mediada por una isoforma de PKC no dependiente de Ca++,
pero dependiente de DAG para su activacion y, por lo tanto, sensible a la

estimulacion con PMA.
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Como hemos mencionado en el capitulo 3, en un estudio
colaborativo con el Dr. Foster (USA), hemos profundizado, en otro modelo
experimental, nuestro estudio sobre las vias de sefales que regulan la
expresion de CD44. En lineas celulares derivadas de NIH 3T3,
cotransfectadas con los oncogenes v-ras o v-src y una mutante negativa
de la GTPasa RalA, se estudid la expresion de distintas moléculas, entre
ellas, CD44. Nuestros resultados indican que la GTPasa RalA estaria
mediando las vias de sefiales que llevan a la activacion de la PLDI1
dependiente de los oncogenes Ras y Src, que participan en la regulacion

de la expresiéon de CD44.

Finalmente, analizamos la expresion de CD44 en tumores
humanos de cerebro. Algunos grupos de investigacion han analizado la
expresion de CD44s y CD44v en tumores primario de cerebro y en
metastasis cerebrales. Las conclusiones de estos trabajos han remarcado la
importancia de la expresion de las variantes en las metastasis cerebrales
(cuyos tumores primarios se encontraban en otros 6rganos), y su valor
como potencial marcador de diagnodtico diferencial en pacientes con
metastasis en cerebro (Nagasaka y col., 1995; Frank y col., 1996).

Nuestros resultados mostraron que la expresion de CD44s se
correlacioné en forma lineal con el grado de agresividad de tumores
gliales. No se detectd expresion de variantes de CD44 en ninguno de los
tumores analizados. El resultado de nuestro analisis, sugiere que la
sobreexpresion de CD44s seria necesaria en la iniciacion y el desarrollo
de tumores humanos de origen neuroglial, pero no tendria influencia en

el pronostico del paciente evaluado en etapas mas avanzadas.
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A lo largo de este trabajo de tesis hemos citado trabajos de otros
autores que avalan la participacién de CD44 en la biologia tumoral. Sin
embargo, el rol de este receptor en el crecimiento tumoral y la
diseminacidn metastasica varia segiin el modelo experimental estudiado.
Por ejemplo, el aumento en el numero de metastasis ha sido
correlacionado con mayor expresion de CD44s por Birch y col.(1991)
mientras que Gao y col. (1997) correlacionan este aumento con una
menor expresion de CD44s. Por otro lado, Bartolazzi y col. (1994)
demostraron que el tratamiento con anti-CD44 es capaz de inhibir el
desarrollo tumoral, mientras que Strobel y col. (1997), trabajando en un
modelo diferente, demostraron que anticuerpos anti-CD44 podian inhibir
la implantacion de células tumorales en el peritoneo pero no inhibian el
crecimiento del tumor. También es interesante mencionar los resultados
de Ota y col. (1995) demostrando que células de melanoma tratadas con
anti-CD44 aumentaban su capacidad metastasica al ser inoculadas en

ratones.

Toda la extensa bibliografia publicada hasta la fecha sobre CD44,
demuestra que es una molécula multifuncional cuyo rol especifico es
dificil de predecir y, por lo tanto, es importante estudiarla en los

diferentes modelos experimentales.
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CAPITULO 7

Conclusiones Generales

La metastasis, o diseminacion de células tumorales hacia sitios
distantes en el cuerpo, hace del cdncer una enfermedad letal. La cascada
metastasica es un proceso complejo que se cumple por etapas, en el cual
intervienen multiples factores. Seria dificil pensar que la neutralizacion
de uno de ellos, como CD44 por ejemplo, fuera capaz de anular todo el
proceso, ya que las ventajas adaptativas que adquiere una célula tumoral,
no estan confinadas a una sola molécula. Sin embargo, CD44 es capaz de
satisfacer parte de los requerimientos de una célula metastasica para
cumplir exitosamente todas las etapas de la cascada.

En nuestro laboratorio, usando como modelo tumores espontaneos
transplantables y lineas celulares tumorales de ellos derivadas, se han
analizado algunas de las distintas moléculas que participan en el proceso
metastdsico, como metaloproteasas, uPA, fibronectina, heparinas, entre
otras.

A lo largo de este trabajo de Tesis nuestros resultados han aportado
nuevos conocimientos acerca del rol de CD44 en el proceso de
diseminacion tumoral usando como modelo la linea celular F3II derivada
de un tumor mamario murino, que fue obtenida e inicialmente
caracterizada por el Dr. Alonso. Esta linea celular presenta ciertas
caracteristicas, como alta invasividad local y capacidad metastasica, que
hacen de ella un modelo interesante para el estudio del proceso de
diseminacion tumoral. Nuestras evidencias experimentales han

demostrado que CD44 es una de las moléculas que tiene activa
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participacion, junto a los otros factores, en el comportamiento invasivo y

metastasico de células F3II.

En las siguientes conclusiones presentamos una sintesis del aporte

de esta Tesis para dilucidar el papel de CD44 en el proceso metastasico :

e En coincidencia con lo reportado en otros modelos experimentales,
hemos demostrado que CD44 cumple un activo rol durante los
procesos de adhesion, migracion e invasion de células tumorales
mamarias murinas.

e Hemos estudiado por primera vez, segun nuestro conocimiento, la
funcién de CD44 durante el proceso de spreading de células
tumorales, analizando ademas la cinética de localizacién de este
receptor a lo largo de dicho proceso.

e El hallazgo de una vinculacion espacial y funcional entre CD44 y el
uPA, también contribuye de manera novedosa al conocimiento de la

biologia de la progresion tumoral.

e También hemos aportado nuevos conocimientos acerca de las vias de
serializacion que estarian regulando la expresion de esta molécula en
células tumorales mamarias murinas.

¢ Finalmente, en un trabajo colaborativo con el Hospital Italiano,
hemos evaluado la expresion de CD44 en tumores humanos
primarios del SNC. Nuestro aporte al conocimiento de la expresion y
funcion de CD44s en tumores de origen glial, indicaria una evidente
asociacion entre la alta expresion de CD44s y el grado de malignidad
en estos tumores, sugiriendo la participacion de CD44 en la

progresion maligna de 1os mismos.
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