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RESUM

Snaill és un factor de transcripciéd necessari per al desenvolupament
embrionari; d’altra banda, I'expressié Snaill en els animals adults és molt
limitada. En aquesta tesi s’ha inactivat condicionalment Snaill en ratolins
adults i se n’ha analitzat el fenotip. Contrariament del que s’observa en
altres organs, l'ablacio de Snaill altera rapidament I'estructura del
pancrees: dues setmanes després de la delecié de Snaill les cél-lules
acinars disminueixen drasticament i el pancrees comenga acumular teixit
adipds. Quatre setmanes més tard, aquesta conversié afecta la majoria
dels acinis mentre que les cél-lules ductals romanen més resistents i els
illots no es veuen afectats. L’expressié de Snaill no es detecta en I'epiteli,
pero si en les cél-lules mesenquimals del pancrees (PMC). La delecié de
Snaill en les PMC en cultiu regulen a la baixa |'expressié de diversos gens
diana del complex B-catenina / Tcf-4 i preveu parcialment la resposta
d'aquestes cel-lules a la IL-1. A més, I'ablacié de Snaill en les PMC també
disminueix I'efecte d'aquestes cel-lules en el manteniment dels
marcadors acinars del pancrees quan els explants acinars sén cocultivats
en presencia de les PMC. Finalment, també s’ha observat que la
deficieéncia de Snaill modifica el fenotip dels tumors pancreatics generats
en ratolins transgenics que expressen c-myc sota el control del promotor
de l'elastasa: la falta d’expressioé de Snaill no altera significativament la
mida dels tumors, pero va disminuir la proporcié de cél-lules acinars,
afavorint la metaplasia acinar-ductal. Aquests resultats demostren que
Snaill s'expressa en les PMC jugant un paper fonamental en el
manteniment de les cel-lules acinars del pancrees tant en condicions
normals com en patologiques.
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ABSTRACT

Snaill transcriptional factor is required for a correct embryonic
development; however, in adult animals Snaill expression is very limited.
In this tesis a conditionally inactivated Snaill in adult mice was generated
and analyzed the phenotype of these animals. Contrarily to other organs,
Snaill ablation rapidly altered pancreas structure: two weeks after Snaill
depletion acinar cells were markedly depleted and pancreas accumulated
adipose tissue. By four weeks this conversion affected most of acini
whereas ductal cells were more resistant and islets were not modified.
Snaill expression was not detected in the epithelium but in pancreatic
mesenchymal cells (PMCs). Snaill ablation in cultured PMCs down-
regulated the expression of several b-catenin/Tcf-4 target genes and
partially prevented the response of these cells to IL-1. Moreover, has
been observed that Snaill depletion in PMCs also decreased the effect of
these cells in the maintenance of acinar markers in cultured pancreas
explants. Finally, Snaill deficiency also modified the phenotype of
pancreatic tumors generated in transgenic mice expressing c-myc under
the control of the elastase promoter: Snaill depletion did not
significantly alter the size of the tumors but decreased the proportion of
acinar cells by favoring acinar-ductal metaplasia. These results
demonstrate that Snaill is expressed in PMCs and plays a pivotal role in
the maintenance of acinar cells in the pancreas in normal and
pathological conditions.
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1. EMT, TRANSICIO EPITELI MESENQUIMA

1.1 EMT: caracteristiques generals

La transicié epiteli mesénquima (EMT, de [I'anglés Epithelial-
Mesenchymal Transition) fa referéncia a una seérie d'esdeveniments
durant els quals cel-lules epitelials, en resposta a diferents senyals,
pateixen profunds canvis moleculars i fenotipics que els porta a adquirir,
de forma reversible o irreversible, propietats tipicament de cel-lules
mesenquimals com son la perdua d’estructures d'adhesio cel-lula-cél-lula,
la modulacié de la polaritat cel-lular, la reorganitzacié del citosquelet i
I'adquisicié de propietats migratories, invasives i antiapoptotiques * ™.

En una capa epitelial tipica, sovint una monocapa, les cél-lules epitelials
es distribueixen de forma contigua les unes amb les altres i es mantenen
unides mitjangant estructures especialitzades de la membrana com ara
les unions estretes (tight junctions), les unions adherents (adherent
junctions) i els desmosomes. Aquestes unions especifiques estableixen
una forta adherencia entre cel-lules que facilita la comunicacié
intercel-lular i restringeix la mobilitat, tot preservant la integritat del
teixit, permetent que les cel-lules individuals funcionin com una unitat
cohesiva . A més, les cél-lules epitelials presenten polaritzacié apico-
basolateral que ve determinada per I'organitzacié de les unions cél-lula-
cél-lula, l'organitzacié del citosquelet d’actina i la preséencia de la lamina
basal a la base de la capa de cél-lules (Fig. I-1).

L'E-cadherina és una proteina de transmembrana que es localitza a les
unions adherents, te un domini extracel-lular que estableix interaccions
homotipiques dependents de calci entre molecules d’E-cadherina de les
cél-lules adjacents, i un domini intracel-lular que connecta amb el
citosquelet d’actina indirectament mitjancant les catenines. L’E-
cadherina és la responsable dels primers contactes entre dues cél-lules.
La pérdua d'E-cadherina és per si mateix un marcador d'EMT, ja que
s'associa amb la pérdua de fenotip epitelial. Altres marcadors epitelials
estan regulats a la baixa durant 'EMT, com claudines i ocludinas, que
també formen part de les unions entre cél-lules. En cultiu, les cel-lules
epitelials creixen formant clusters de cel-lules que mantenen les unions
amb les cél-lules veines.
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D’altra banda, les cel-lules mesenquimals formen teixits menys
organitzats i compactes. En molts casos juguen un paper de suport i
estan més separades les unes de les altres, tenen una forma més
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allargada i una polaritat front-cua que en facilita la motilitat i Ia

locomocié®>.

Epithelial Cells Mesenchymal Cells

EMT

Tight junction

H Adherens junction
Desmosome

U’ Cell attachment
Apical-basolat. polarity
Basement membrane

/@ Cell motility
Focal adhesions

E-Cadherin
Claudins N-Cadherin
Occludins Molecular Vimentin
Desmoplakins - Markers —> Fibronectin
Cytokeratins Smooth-muscle-actin
Mucins MMPs
Z0-1 FSP1

Figura I-1. Caracteristiques de les cél-lules epitelials i mesenquimals: Esquema
on es resumeixen les diferencies morfologiques i fisiques entre les ceél-lules
epitelials i les mesenquimals.

Durant 'EMT hi ha un augment de diferents marcadors mesenquimals,
com la N-Cadherina, filaments del citosquelet, com la Vimentina,
components de la matriu extracel-lular (ECM de External Cellular Matrix),
com la Fibronectina o les metal-loproteinases de matriu (MMP) i de
receptors de la familia de les integrines. També s’observa una
translocacié cap al nucli de la B-catenina i un augment en la produccié de
factors de transcripcio tals com Snail, Slug, Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2,
i/o E47 *®

També s'ha descrit el procés invers, conegut com MET (Mesenchymal-
Epithelial Transition). Aquest procés es déna en diferents estadis



morfogenics del desenvolupament, en processos metastatics i en la

reprogramacio de les cél-lules mare pluripotents °™**.

1.2 EMT: Rellevancia fisiologica

Les cel-lules epitelials fan servir 'EMT per dissociar-se de I'epiteli i migrar
com a cél-lules individuals per dirigir-se a diferents localitzacions. A més,
'EMT ha estat reconeguda pels biolegs del desenvolupament com un
important procés per la generacid de teixits i organs durant
I'embriogenesi de vertebrats i invertebrats. De fet, diverses rondes de
EMT i MET sdn necessaries per a la diferenciacié de diferents tipus de
cél-lules especialitzades i I'adquisici6 de la complexa estructura

1213, Aguests tipus de processos tenen

tridimensional d’organs interns
lloc tant en fases clau del desenvolupament embrionari com en diferents
processos patologics, com la fibrosi, la cicatritzacié d’una ferida a la pell i

la progressié tumoral.

1.2.1 EMT en desenvolupament

Durant el desenvolupament embrionari diferents senyals extracel-lulars
poden engegar un procés d’EMT i convertir cel-lules epitelials en cel-lules
mesenquimals. Dits processos d’EMT han esdevinguts claus durant
I'evolucié dels éssers vius, ja que han permes |'aparicié d’estructures
tissulars molt elaborades. En la majoria de metazous el primer estadi del
desenvolupament on es déna I'EMT és en el procés de gastrulacio.
L'ectoderma presumptiu de la blastula, constituit per capes de cel-lules
fortament unides entre elles per les unions adherents i a la matriu
extracel-lular, s’invagina i es delamina per donar lloc a cél-lules
mesenquimals que migraran i constituiran I'endoderma i el mesoderma.
En vertebrats, es déna una segona EMT en la formacié de les cél-lules de
la cresta neural a partir de la delaminacié d’una petita porcié de cel-lules
del tub neural. Després del procés d’EMT, les cél-lules de la cresta neural
migren i es diferencien en una amplia gamma de teixits®. Pero els
processos d’EMT no es donen només durant el desenvolupament
embrionari, s’han descrit també en estadis normals del desenvolupament
d’un organisme adult, com sén la formacié de la placenta ** o en els
ovaris de dones adultes *°.
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1.2.2 EMT en processos patologics

L'EMT també te lloc en certs processos patologics on també es donen
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canvis cel-lulars. Estudis recents mostren una gran similitud entre les vies

de senyalitzacié que regulen 'EMT en aquests processos patologics:

Re-epitelitzacidé: Durant la re-epitelitzacié d’una ferida a la pell els
gueratinocits pateixen una série de canvis que recorden 'EMT: péerdua
de polaritat, alteracions del citosquelet d’actina, trencament de
contactes cel-lula-cél-lula i descomposicié de la membrana basal.
Aquestes cel-lules canvien les seves propietats motrius i migren cap a la
zona que cal re-epitelitzar. En el darrer estadi de re-epitelitzacio, els
queratinocits recuperen els trets epitelials *°.

Fibrosi: Els principals efectors de la fibrosi en diferents drgans, coma ara
en ronyons, pulmons i fetge, sén els fibroblasts intersticials que deriven
de cél-lules de I'epiteli danyat del propi organ i que han patit una EMT /.
L'acumulacié d’aquets fibroblasts, I'excés de col-lagen i altres
components de la matriu extracel-lular en regions d’inflamacid cronica,
condueix a un progressiu dany de teixit.

Cancer: Cada cop sembla més evident la idea que I'EMT té un rol central
en la progressié tumoral. Durant aquets procés les cel-lules del
carcinoma adquireixen propietats i patrons d’expressi6 de gens
mesenquimals que provoquen canvis fenotipics a les cel-lules. Aquests
canvis els permeten abandonar la capa epitelial organitzada i iniciar un
procés metastatic, que conduira les cel-lules a migrar a través del teixit
hoste cap al torrent sanguini per a establir-se en llocs distants del tumor
primari on podran iniciar un nou focus tumoral (Fig. 1-2). Les cél-lules
mare canceroses (CSC) sén més propenses a fer metastasi i es detecten
amb més freqiencia al torrent sanguini i a les micrometastasis. No
obstant aix0, les metastasis macroscopiques distants sén amb més
freqliéncia formades de cél-lules canceroses epitelials diferenciades. Aixo
pot explicar-se per la reversié de I'EMT mitjancant la MET degut a la
pressid selectiva local per a la derivacié de cel-lules tumorals amb
caracteristiques més epitelials o per l'abséncia de senyals inductores
d'EMT en el nou microambient.



Primary tumor invasion

Intravasation
a _-—--—-—-

Sey "0
L ——3

Extravasation I o
” MET
=

Micrometastasis
Figura I-2. Transicions entre I'estat epitelial i I'estat mesenquimal durant la
progressié tumoral. En el tumor primari, les transicions epiteli-mesenquimal
(EMT) i mesenquimals a epitelials (MET) contribueixen a I’heterogeneitat
intratumural que pot influir en les respostes terapéutiques i la capacitat de fer
metastasi. Adaptat de 8

Metastasis in
secondary sites

\

=
O
O
o
(o]
o
o
[
<




N

2
—
P
o
=)
(=
(@)
a
o

2. SNAIL1

Snaill pertany a la superfamilia de Snail, un conjunt de gens que
codifiquen per factors de transcripcié del tipus dits de zinc. Tots ells
comparteixen un paper evolutiu molt conservat, actuant com a
repressors de I'expressio de gens implicats en el desenvolupament
embrionari primerenc. ***

El primer membre d’aquesta superfamilia en ser identificat va ser Snaill,
durant I'analisi del patré de desenvolupament dors-ventral en Drosophila
melanogaster (els embrions mutants per Snaill no gastrulaven
correctament i adoptaven forma de cargol). "%
trobat homolegs de Snaill en molts organismes evolutivament molt
distants, des d’insectes com la mosca fins a mamifers com els humans o
en ratolins **® (Fig I-3).

. Posteriorment s’han

Figura I-3:  Arbre
filogenetic de |Ia
superfamilia Snail.
Arbre filogenetic de la
superfamilia Snail. El

requadre lila  fosc
inclou a tots els
membres de la

superfamilia. El fons
rosat  agrupa als
membres de la familia
Snail mentre que el
fons verd destaca els
membres de la familia
Scratch. Les
subfamilies de
vertebrats Snail i Slug
es mostren mitjangant
una trama groc clar o

groc fort

respectivament.  Les

[ srai subtamity espécies  mostrades

[ [APm— P, ::":‘;Z‘m representen membres
[ Scrateh famity = dels protostomats: Pv,

Patella wvulgata; Ce,
Caneohabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster; i deuterostomats: Bf,
Brachiostoma floridae (amphioxus); Ci, Ciona intestinalis i Hr, Holocynthia roretzi
(ascidia); Dr, Danio rerio (peix zebra); Gg, Gallus gallus; (pollastre), Hs, Homo
sapiens (home); Lv, Lytechinus variegatus; Mm, Mus musculus; Tr, Takifugu
rubripes; i XI, Xenopus laevis. Pres de 2



2.1 Estructura i regulacid de la proteina

Snaill és una proteina de 264 aminoacids formada per dos dominis ben
diferenciats que interactuen entre si *’: 'aminoterminal (1-151) i el
carboxiterminal (151-264) (Fig. I-4).

Nt Ct
—— BOX-1 —
1 9 82 151 263 264
MPRSFLVRK Pro-Ser rich domain Zn fingers

Figura I-4 Esquema de I'estructura de Snaill en mamifers. La regié N-terminal
situada entre els aminoacids 1-151 i conté el domini SNAG necessari per a
I'activitat repressora de Snaill. En aquesta regié també es troba el domini ric en
serines involucrat en la regulacié de la localitzacié i I'estabilitat de la proteina i
una seqlieéncia de export nuclear (NES). A la regié C-terminal trobem els quatre
dits de zinc. Adaptat de %,

A l'extrem N-terminal trobem el domini SNAG que identifica tots els
membres de la superfamilia i esta implicat en la regulacié de I'activitat
repressora de Snaill. Dins el nucli el domini repressor SNAG és necessari
per a la repressid de la transcripcié reclutant membres de la familia de
les histones desacetilases (HDAC) 1i 2 *° i el complex repressiu Polycomb
2 (PRC2) *. La interacci6 d'aquestes proteines amb Snaill no és directa,

29-31

sind mitjangant altres proteines, com ara Sin3A i Ajuba . A la part
central de la proteina (dins el domini N-terminal) trobem una regid rica
en serines on trobem la senyal d’export nuclear (NES), implicada en la
seva localitzacio, i una seqliencia de destruccidé (DB) implicada en la seva
estabilitat. L'activitat repressora de Snaill pot ser modulada per almenys
dos mecanismes moleculars: per una banda, per la fosforilacié en la
seqiencia rica en prolines i serines situades en el domini regulador, en el
qual s'han descrit dos llocs de fosforilacié per GSK3B. Un d’ells esta
involucrat en I'export nuclear i I'altre en la seva degradacié mitjancant la
interaccid amb la lligasa b-TrCP1 que l'ubiquitina al citoplasma®’*>2
Recentment investigadors del nostre grup han descrit una altra lligasa
gue interacciona amb Snaill en linies cel-lulars i promou la seva
ubiquitinacié i posterior degradacié pel proteosoma 3. Cal assenyalar
gue Snaill és una proteina molt inestable amb una vida mitjana d’entre

20 a 45 min.
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El domini C-terminal de la proteina Snaill amb quatre dits de zinc del
tipus C,H,, en qué les dues cisteines i histidines coordinen I'ié de zinc i
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son els responsables de la unié al DNA i presenta especificitat per a les

seqliéncies 5'-CAGGTG-3, anomenades “caixa E”, presents a la zona
promotora dels seus gens diana. Cal assenyalar la conservacié de la

252634 ‘A més a més,

funcid repressora de les proteines Snail en I'evolucié
aquest domini també pot ser fosforilat per la quinasa PAK-1 retenint-la

dins el nucli.®

2.2 Dianes moleculars i mecanisme d’accio

Hi ha poca informacié sobre els factors que controlen directament el
promotor Snaill. Es coneix que la proteina esta regulada per diversos
estimuls que formen una xarxa integrada i complexa de senyals a nivell
transcripcional i post-transcripcional que convergeixen en la induccié de
I'expressié de Snaill. Entre aquests estimuls hi ha citoquines
(interleuquina-6), factors de creixement com el factor de creixement
tumoral (TGFB), el factor de creixement epidérmic (EGF), el factor de
creixement derivat de plaquetes (PDGF) o els factors de creixement
fibroblastics (FGFs) que transdueixen la seva senyal a través de |’activacio
dels seus receptors tirosina quinasa (RTKs) corresponents. També trobem
les vies de senyalitzacié de desenvolupament com Wnt, Hedgehog i
Notch, aixi com I'oncogen H-Ras o la quinasa associada a integrines (ILK)
337 Tots ells indueixen Snaill en diferents contextos cel-lulars (Fig. I-5).

De totes les vies que augmenten |'expressid de Snaill, I'activada pels
membres de la superfamilia de TGFB ha estat la més ben caracteritzada,
tant in vitro com in vivo: en hepatocits de rata 3% en el tancament del
paladar en mamifers *°, en cél-lules epitelials en cultiu induint FEMT *’ en
cél-lules mesotelials *°** i durant el desenvolupament de la pell en ratoli
2 La induccié de I'expressié de Snaill per TGFB1 depén de Iactivitat de
PI3K i MAPK, molt probablement a través de l'activacié de Ras 3743
Aquests resultats coincideixen amb les dades que mostren que
I'expressio de Snaill desencadena I’activacié constitutiva d’Akt, una

quinasa downstream de PI3K **.
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Neural crest Neural crest Heart development Neural crest Mammary gland
Gastrulation Heart development Palatal fusion Left-right asymmetry Gastrulation
Limb development Tumour cells Skin Tumour cells
Tumour cells Hepatocytes
Mesothelial fibrosis
Snall Renal fibrosis E-cad
e b irogr%suon endocytosis ~ STAT3
Snall nuclear Snall nuclear
GSKmS:t.ed export locallsation Livi
phosphorylation _ G—
Snall P AK1

degradation

=/ \\'}\W“"\

Ovarian cancer Neural crest Parietal endoderm Melanogenesis  Tumour cells Breast cancer
Pancreatic cancer Heart development Gametogenesis
Boundary formation Haematopoiesis
Leukaemogenesis

Malignant mesothelioma

Figura I-5 Vies involucrades en la regulacio de Snaill. Esquema on es mostren
els diferents estimuls capacgos de regular I’expressié de Snaill. A sota cada senyal
s’'indica el teixit o processos en els quals han estat estudiats. A més de ser
estrictament regulat a nivell transcripcional, I'activitat de Snaill també esta
regulada per la seva localitzacid subcel-lular controlada, almenys per dues
quinases: GSK3 i PAK1. BMP, proteina morfogenética de I'ds; FGF, factor de
creixement de fibroblast; ILK, quinasa unida a integrina; PTH(rP)R, receptor de
péptid vinculat a I'hormona paratiroide; TGF-B, factor de creixement B
transformant; AMF ,factor autocri de la motilitat; EGF, factor de creixement de
I’epidermis; PAK1; quinasa activadora de p21; SCF, factor de cel-lules mare.
Adaptat de®.

Per altra banda, esta demostrat que TGFB1 pot cooperar amb altres
inductors, com Raf “°, FGF2 */, Notch *“™*,amb les proteines

38-50

morfogeniques ossies (BMPs) o amb l'oncogen c-Myc °! per tal

d’activar I'expressié de Snaill.

Whnt també indueix I'expressié de Snaill suprimint I'activitat de GSK-3, i
per tant estabilitzant la proteina de Snaill *2. La unié de Wnt als
receptors Frizzled i LRP5/6 inactiva la GSK3B, i ddéna lloc a una
estabilitzacid i acumulacié de la B-catenina al nucli on pot actuar com
activador transcripcional dels promotors TCF4/LEF.

Cal assenyalar, que investigadors del nostre grup han descrit com Snaill
pot controlar la seva propia expressié mitjancant la unié a una caixa E en
el seu propi promotor *>.
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D’altra banda, els senyals dependents d’estrogens també estan implicats
en la regulacié de I'expressio de Snaill, en aquest cas, induint-ne la seva
repressio transcripcional mitjancant el reclutament de MTA3 (gen 3
associat a metastasi) al propi promotor de Snaill. L’abséncia del receptor
d’estrogens i/o el seu funcionament anomal permetrien una expressio
aberrant de Snaill amb la conseqilient pérdua de la E-cadherina i altres
gens diana, com passa en molts carcinomes de mama>*.

Aixi doncs, veiem que diferents vies convergeixen en qué Snaill engegui
I’'EMT, situant-lo en una posicié central en aquest procés. Cal una estricta
regulacié de I'expressid geénica per induir 'EMT i mantenir el fenotip
migratori i per tant és essencial la cooperacio entre les diferents cascades
de senyalitzacié. S’ha postulat un model que integra les diferents vies de
senyalitzacié: membres de la familia TGF-B/BMP activarien els gens
Snaill i els nivells d’aquests serien mantinguts per la via FGF. Snaill
provocava la repressié de I'E-cadherina, fet que permetria que la B-
catenina, estabilitzada per induccié de la via Wnt, entrés al nuclii s’unis a
les proteines TCF/LEF-1 i activés la transcripcié génica®.

Hi ha estudis que defensen que la pérdua d’expressié de I’'E-cadherina és

>>3% tot i que altres autors afirmen

suficient per induir EMT i metastasi
que aquesta pérdua és necessaria, perd no suficient >’ i que, Snaill ha de
tenir dianes addicionals independents d’E-cadherina. Diferents
experiments demostren que altres gens sén regulats per Snaill, i que no
es poden considerar un efecte secundari de la perdua d’E-cadherina, ja
que la seva transfeccié no és suficient per a revertir el fenotip

mesenquimal a epitelial®

. Per produir-se una EMT completa, a part de la
disrupcio de les unions adherents, s’han de trencar els altres tipus de
contactes que presenten les cél-lules epitelials i s’Than de regular altres
gens relacionats amb I'adhesié cel-lular, la migracié, els canvis en la
forma de la cél-lula, el moviment cel-lular i la capacitat d’invasié. L'EMT
va acompanyada d’una repressio de la proliferacié cel-lular i un augment
de la supervivencia cel-lular. S’ha constatat que Snaill és imprescindible
per a una correcta EMT, ja que regula gens implicats en tots aquests

processos.
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Recentment, han aparegut dos estudis d’expressié génica induida per
Snaill, un en cél-lules de carcinoma de colon *°, i Ialtre en cél-lules MDCK
(ronyé de gos) estables per a Snaill ®°. Tot i que aquests treballs
presenten poques similituds en els gens que es veuen regulats per Snail1l,
atribuibles al diferent disseny experimental i la plataforma d’arrays
emprada, confirmen la implicacié de Snaill en la regulacié d’una gran
diversitat de gens. Aquests es troben implicats en diversos processos
cel-lulars, on entre d’altres cal destacar I'adhesié cel-lular, la diferenciacio
epitelial, el metabolisme cel-lular, el cicle cel-lular i la transduccié de
senyals (Fig. 1-6).

 Snailgenes
N
e ot o | oSl maremana |

V¥ E-cadherin ¥ Cyclins D A Fibronectin A RhoB ¥ Caspases

WV VE-cadherin ¥ CDK4 A Vitronectin A MMPs ¥ p53

¥ Claudins ¥ Rb phosphorylation ¥ BID

¥ Occludins Ap21 ¥ DFF40

¥ Desmoplakin A XR11

V¥ Cytokeratins A PI3K activity
¥ Mucin-1 A ERKs activity

Figura 1-6. Gens regulats per Snaill. L'expressié de Snaill indueix la perdua de
marcadors epitelials i 'adquisici6 de marcadors mesenquimals. A més, indueix
canvis en la morfologia i en I'adquisicié de motilitat i capacitat invasiva. També
regula la proliferacié i la mort cel-lular. No tots sén regulats directament per
Snaill. BID, Bcl-interaccié agonista de la mort; CDK, quinasa dependent de
ciclina; DFF, factor de fragmentacié de I'ADN; ERKs, senyals extracel-lulars
reguladores de quinases; MMPs, metal-loproteinases; PI3K, fosfoinositol 3-
quinasas; p21, inhibidor de la quinasa dependent de ciclina; p53, supressor de
tumor; Rb, retinoblastoma; XR11, Xenopus Bcl-xL homoleg. Pres de .

Aixi mateix, s’ha comprovat que Snaill és capac de regular els tres tipus
d’unions que formen les cel-lules epitelials: les unions adherents, les
unions estretes i els desmosomes; que constitueixen el que podriem
anomenar el complex “juncional” epitelial ®. Les unions adherents sén

3438, Respecte a les unions

modificades regulant a la baixa I'E-Cadherina
estretes, en cel-lules EpH4 establement transfectades per Snaill s'ha
observat que els nivells de proteina Claudina-3 i Ocludina son
indetectables ', Tot i que la majoria de treballs han descrit que la

repressio de I'Ocludina té lloc a nivell transcripcional, certs autors han
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suggerit que Snaill podria tenir també un efecte a nivell post-
transcripcional ®.

2
-
Pl
(©)
o)
(=
(@)
a
o

N

Aixi doncs, Snaill no només actua directament sobre proteines d’unions

entre cél-lules sind que també és capac de reprimir directament la
transcripcié d’altres marcadors epitelials, per unié a les caixes E-box
presents en el promotor. La mucina epitelial MUC-1, que es una
glicoproteina associada a la membrana cel-lular ®,i la Citoqueratina-18,

que forma els filaments intermedis del citosquelet °°*

son alguns
exemples. Altres dianes de Snaill com a repressor transcripcional son el
Receptor de Vitamina D *, la subunitat beta de la Na/K- ATPasa,

relacionada amb la motilitat cel-lular ®, p53 * i PTEN®’.

La regulacié a l'alga de gens induits per Snaill ha estat demostrat en
condicions experimentals en les quals les cel-lules en cultiu es veuen
obligades a adoptar un fenotip mesenquimal; per exemple, després de
llargs tractaments amb citoquines com el TGF-f o la interleuquina 6 o per
la sobreestimulacié dels receptors tirosina quinases °®. $’ha observat que
en estudis on s’ha expressat ectopicament Snaill en cel-lules epitelials i
s’ha induit una EMT completa, I'expressié de Snaill també indueix
I'expressié de gens mesenquimals. Alguns exemples de gens regulats a
I'alca per Snaill sén els marcadors tipicament mesenquimals: Vimentina,
que forma els filaments intermedis del citosquelet *® i Fibronectina, que
es un component de la ECM ®. Aquestes dues proteines estan implicades
en l'adhesid al substrat i sén importants, doncs, per a la migracié
cel-lular. Altres factors que augmenten després de I'expressié de Snaill
son els factors de transcripcid LEF1 i ZEB1 3 a p21waf/CIP, relacionada
amb el cicle cel-lular * i el factor Wnt3a.

RhoB (membre de la familia de les Rho-GTPases), també sembla ser
augmentat per Snaill °. També és regulen a lalca les
metal-loproteinases de matriu (MMP), un grup de proteases que
degraden la matriu extracel-lular i que permeten a la cel-lula una major
motilitat. En linies cel-lulars de carcinoma hepatocel-lular (HCC) s’ha
trobat que els nivells de certes MMP incrementen després de |'expressio
de Snaill, fet que estaria relacionat amb la invasid vascular i la metastasi
intrahepatica en els tumors primaris de HCC "*. Un treball realitzat pel
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nostre grup demostra que la baixada d’E-cadherina és necessaria per a
I'expressié d’aquests gens, ja que permet que la B-catenina i NF-kB
s’alliberin de les unions adherents, puguin translocar al nucli i activar la
transcripcié dels gens mesenquimals 2.
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3. EXPRESSIO DE SNAIL1

Tots els esdeveniments relacionats amb I'EMT que tenen lloc en el
desenvolupament embrionari, en la fibrosi i el cancer estan associats a
I'activacié del gen de Snaill .

3.1 Expressio de Snaill en el desenvolupament

Durant el desenvolupament, el procés de EMT es va observar com a base
d’una gran varietat d’esdeveniments de remodelacié de teixit, incloent la
formaci6 del mesoderma, la formacid de la cresta neural, el
desenvolupament de la valvula del cor i la formaciéd del paladar
secundari, entre altres "*”%. Donada la importancia de 'EMT durant el
desenvolupament embrionari, a la taula I-1 es resumeixen diverses
situacions en les quals aquesta transicié és fonamental perqué es duguin
a terme.

Gastrulation 6.5d Epiblast Three cell layers

Pre-valvular mesenchyme

(Mt Tormalion) 8d Endothelium | Afrial and ventricular septum

Several derivatives (bone, muscle,

Neural crest cells 8d Neural plate PNS, etc)
Somitogenesis and
sclerotome differentiation 9d Somite walls Sclerotome
Palate formation 359 Oral Mesenchymal and epithelial cells,
epithelium combined with apoptosis
Mullerian fract regression 15d Mullerian Mesenchymal cells, combined with
tract apoptosis

Taula I-1. Exemples d'EMT durant el desenvolupament embrionari. Pres de 7

El procés d’EMT dodna lloc als progenitors de molts teixits diferents. Per
exemple, del mesoderma sorgeixen les cel-lules que donaran lloc al teixit
muscular, els ossos i al teixit connectiu. Un altre exemple son les cel-lules
de la glia i les neurones, els teixits glandulars de les suprarenals o les
cél-lules pigmentoses de I'epidermis, totes elles provenen de les cél-lules
progenitores de la cresta neural.

3.2 Snaill en fibroblasts: fibrosi i cicatritzacio de la ferida

Com ja hem mencionat, durant I'embriogenesi 'EMT és necessaria per a

la correcta formacid de diferents teixits, pero d’altra banda, també esta

26-80-81

implicada en estats patologics com el cancer i la fibrosi . Un bon
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exemple és en el desenvolupament del ronyé i la fibrosi renal. Durant el
desenvolupament, inicialment les cel-lules mesenquimals es formen per
EMT i, posteriorment, algunes d'aquestes cél-lules se sotmeten a MET
per formar |'epiteli de les pronefres, mesonefres i metanefres. En I'adult
el procés invers (MET) esta implicat en el progrés de la fibrosi del mateix
organ. La fibrosi esta considerada com I'esdeveniment principal que
condueix a l'etapa terminal de la insuficiencia renal en la majoria de les
malalties renals progressives *.

Estudis en ratolins transgénics, han demostrat que una activacié aberrant
de Snaill al ronyd adult és suficient per induir EMT i desenvolupar fibrosi
renal (Figura I-7). També s’ha detectat I'expressio patologica de Snaill en
arees fibrotiques de ronyons humans %, Fins fa poc es pensava que la
fibrosi renal podia ser provocada per I'activacid de fibroblasts intersticials
gue dipositaven un excés de fibres de col-lagen. No obstant aix0, estudis
recents han demostrat que les cél-lules epitelials tubulars renals també

17

pateixen EMT A més, Snaill és regulat a l'algca durant I'EMT

d’hepatocits * i ceél-lules mesotelials en pacients sotmesos a dialisis
peritoneal ®.

Fibrotic cells

" | S el =
W | S Py OF

Renal epithelium
Renal tubules

Figura I-7. En I'adult no hi ha expressié d’ Snaill i la seva activacié patologica
en el ronyé condueix a la fibrosi renal. L'expressié de Snail indueix EMT i les
caracteristiques de la fibrosi en els ratolins transgenics postnatals. (A i B) tincié
hematoxilina-eosina de seccions del ronyd. Anotar la morfologia dels fibroblasts
despolaritzada i de les cél-lules dels conductes de recollida a la regié de la
medul-la dels animals tractats amb tamoxifé (TAM). Snaill activacié indueix
I'expressi6 d'E-cadherina (C i D). Adaptat de *.
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La cicatritzacié de les ferides és el resultat d'un procés seqliencial on
s’observa inflamacid i infiltracié de leucocits, alliberament de citoquines i
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factors de creixement i la formacié d’'un entramat compost de col-lagen i

altres molécules de la matriu on els fibroblasts entren i proliferen. En la
cicatritzacio de les ferides, a diferéncia de la fibrosi, I'activacié de
fibroblasts s’inverteix, i tornen a un estat quiescent (no activat) un cop
atenuat I'estimul que inicialment els havia activat.

En condicions normals els fibroblasts estan entre la matriu extracel-lular
fibril-lar del teixit conjuntiu i expressen constitutivament vimentina. Un
fibroblast normal pot activar-se, el que provoca un canvi en el fenotip.
Aquests fibroblasts activats normalment es caracteritzen per tenir un
gran nucli oval eucromatic amb un o dos nucléols, reticle endoplasmatic
rugds, i un destacat aparell de Golgi ® (Fig. I-8). En fibroblasts adults
inactius, el reticle endoplasmatic és més petit i el nucli aplanat i
heterocromatic. L’'activacié de fibroblasts és induida per diversos
estimuls que s’alliberen quan es produeix la lesié del teixit *. Aquests
estimuls, inclosos factors de creixement com ara TGF-B, EGF, PDGF i
FGF2, s'alliberen de les cél-lules epitelials lesionades i de les cel-lules
infiltrades, com ara monocits i macrofags. A més, els fibroblasts s'activen

a Fibroblast b Activated fibroblas

o-smooth-
muscle-actin
stress fibres

Nucleus

[— Collagenl/ S N e .\f
’ : / &&,«s
_ R .,-" B — Actin ﬁbres Tenascin C 77 1
R L Vimentin ./\5{'
&/ |

S
Fibrillar ECM B NRLLLLLLLH Growth factors
) ] ECM proteases
Fibidiect op, -meg"n Chemokines

Figura 1-8. Activacio de fibroblasts. A) els fibroblasts normals estan incrustats
dins de la matriu extracel-lular (ECM) del teixit conjuntiu, que es compon
principalment de col-lagen de tipus | i fibronectina. Els fibroblasts interactuen
amb el microambient a través d'integrines. En general, els fibroblasts apareixen
com cél-lules fusiformes amb un citosquelet d'actina prominent i filaments
intermedis de vimentina. B) Els fibroblasts poden adquirir un fenotip activat, que
s'associa amb un augment de |'activitat proliferativa i la secrecié de proteines de
la ECM com ara col-lagen tipus |, tenascina C, i fibronectina. Fenotipicament, els
fibroblasts activats es caracteritzen sovint per I'expressido de a-SMA, S100A4 i
I"augment dels nivells de proteases de degradacié de la ECM, com ara la MMP-2,
th6P3 i MMP9, facilitant la renovacid de la composicio alterada de la ECM. Pres
de ™.

r\

EDA-fibronectin
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per la comunicacié directa ceél-lula-cél-lula i els contactes amb els
leucocits a través de molécules d'adhesié com VCAM1 ¥, ICAM1 o través
espécies reactives d'oxigen (ROS), pel factor de complement C1 o per la
composicio alterada de la ECM.

In vitro, els fibroblasts activats aillats de les ferides o arees fibrotiques
mantenen el seu fenotip durant diversos passos, fins que entren en
senescencia. Investigadors del nostre grup van detectar expressio de
Snaill només en fibroblasts actius en un assaig de cicatritzacié de ferides

anti Snail
200

LI ARG

fu' '

iR
.'.’ >

-
.o

Figura 1-9. Els fibroblasts activats expressen Snaill durant la reparacié de les
ferides a la pell de ratolins. Ferides de la pell de 2 mm de diametre es van fer
asépticament en ratolins CD-1. Teixits de la ferida es van recollir dels ratolins als
2, 3, 5 7 dies. Seccions de parafina van ser tenyides amb hematoxilina-eosina
(panells de I'esquerra) i van ser analitzades amb |'anticos monoclonal Snaill
(panells centrals). Ampliaciéd de les zones indicades dels panells centrals es
mostren a la columna de la dreta. A, teixit adipds; C, coagul; e, epiteli; GT, teixit
de granulacié (immadur, a dia 5; madur a dia 7); E, epiteli N, neutrofils i
macrofags. Pres de ”’.
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en ratolins ’

’. En els animals, la curacié de la pell és un procés ben
conegut que requereix el reclutament de fibroblasts cap a la zona de Ia
ferida ®*. Com s'observa a la Figura 1-9, la immunoreactivitat per Snaill es
va detectar en fibroblasts actius que migraven durant la fase
proliferativa. Quan la ferida estava curada i la pell completament re-

epitelitzada els nivells d’expressié de Snaill tornaven a ser indetectables.

3.3 Rol de Snaill en la progressié tumoral

Com ja s’ha comentat, la funcié més conservada de la proteina Snaill és
controlar de la mobilitat cel-lular. El fet que el cancer tingui lloc per una
desdiferenciacié incontrolada, acompanyada de canvis en I'adheréncia i
en les capacitats invasives d’un grup de cel-lules, feia esperar que Snaill
jugués un paper en la progressié tumoral. En realitat, hi ha pocs treballs
gue abordin aquesta qliestid, en part, per I'abséncia d’un bon anticos, un
tema actualment superat ”’. No obstant aix0, d’en¢a que originalment es
va d’escriure que Snaill s’expressava en cel-lules de carcinoma huma i de
ratoli i en tumors primaris invasius com a responsable de la repressid de
I’E-cadherina, molts autors han estudiat amb éxit el paper de Snaill en
diferents cancers humans.

Actualment, diversos estudis amb mostres de carcinomes humans de
mama, demostren que l'expressi6 de Snaill i de E-cadherina es
correlacionen amb les caracteristiques patologiques dels tumors i amb el
grau de diferenciacié dels tumors. A més, Snaill s'expressa en
carcinomes ductals infiltrants (IDC) amb metastasi en els ganglis limfatics
i en alguns tumors desdiferenciats amb un estat ganglionar negatiu .
Per exemple, Snaill s'activa en el front invasiu de tumors a la pell induits
en ratolins. A més a més, donat que la perdua d'E-cadherina en tumors
s'associa a un mal pronostic > Snail, com a repressors de I'E-cadherina,
podria ser considerat com a un marcador primerenc de la malignitat del

tumor.

La importancia de Snaill en el cancer de mama també s'ha associat amb
la recurréncia del tumor®®, una manifestacié clinica fonamental de la
progressid, i que representa la principal causa de mort per aquesta
malaltia. Aquestes observacions també s’han confirmat en el cancer
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d'ovari metastatic en que la presencia de Snaill s'associa amb unes
baixes taxes de supervivéncia .

Altres estudis descriuen associacions entre els alts nivells de transcripcid
de Snaill i la hipoxia, en cancer d’ovari o els baixos nivells de receptor de

vitamina D en el cancer de colon ****®? amb la invasié i metastasi en el

carcinoma de cel-lules escamoses de I'esofag *, amb la capacitat invasiva
i de mal pronostic "' en el carcinoma hepatocel-lular. A part d’aixo,
també s'ha detectat expressi6 de Snail a nivell de transcripcid en

condicions benignes com ara fibrosi tissular ***°

93-96

, una serie de neoplasies

malignes *>*, i en el teixit normal adjacent al tumor *’.

La deteccié immunohistoquimica de Snaill s'ha documentat en una gran

gamma de cancers incloent en carcinomes de céel-lules escamoses de cap

—1 101-102 .
| 987100 | 102102 "an els tumors neuroendocrins de

105-106
, de

i col , en cancer colorecta

I'ili ', en carcinoma de coll uteri ”/, d’endometri **, d’ovari
prostata ', de bufeta '®, de la glandula suprarenal ', de la glandula
tiroide i de la glandula paratiroides '

Com s’ha indicat fins al moment, la relacié entre Snaill i el cancer s'ha
demostrat en tumors epitelials’’. No obstant aixo, alguns estudis recents
han revelat que Snaill és altament expressat en sarcomes i
fibrosarcomes (tumors mesenquimals). En aquest mateix estudi, mostren
com en els tumors epitelials Snaill es presenta en una distribucio
limitada, restringida a les cel-lules de I'estroma col-locades a la proximitat
del tumor i a les cél-lules tumorals en les mateixes arees. Aquests
resultats demostren que Snaill esta present en les cellules
mesenquimals activades, que intervenen en la comunicacié entre el
tumor i I'estroma, suggerint que Snaill podria promoure la conversio de
cél-lules de carcinoma de cél-lules de I'estroma.
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3.4 Snaill en ’'embrid i en I’'animal adult

Estudis recents van analitzar I'expressié de la proteina Snaill durant
diferents etapes del desenvolupament embrionari i van obtenir resultats
similars descrits anteriorment on analitzaven ’'mRNA de Snaill %, a més
van detectar inmunorreactivitat de la proteina Snaill en els teixits
extraembrionics en les primeres etapes del desenvolupament ”’ (Figura I-
10a). En embrions de dia 7.5 (E7.5) I'expressié de Snaill es restringeix al
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Figura 1-10. Expressio de snaill en embrions murins. Expressié de la proteina
snaill es va detectar en els embrions a dia E7.5 (a-c), E9.5 (d) i E15.5 (e, f i h) del
desenvolupament. També es van prendre mostres dels animals 2 dies després
del naixement (g i i). En el panell a es mostra |'expressié de Snaill en
I’ectoplacenta (ec) i les cél-lules de I'endoderm parietal (pe). En el panell ¢
correspon a un augment del panell b on es mostra l'expressié snaill al
mesoderma (m). L'expressio de Snaill en els arcs branquials (ba) es mostra en el
panell d; en el cartilag (c), en el panell e; i en el mesenquima (m) de pulmd
embrionari, en panell f, (a) indica els alvéols. Pres de ”’.
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mesoderma, i I'endoderma parietal. Al dia E9.5, es va detectar reactivitat
de Snaill en arcs branquials (Figura 1-10d). En el dia E15, la
immunoreactivitat va ser particularment alta en el cartilag (Figura 1-10e).
També es va detectar expressié de Snaill en cel-lules mesenquimals dels
pulmons, com es mostra a la figura I-10f. Els nivells de la proteina Snaill
van ser significativament més baixos en aquestes mateixes cel-lules
després del naixement (Figura 1-10g).

Recentment, s’ha demostrat que Snaill té un paper en la morfogenesi
del fol-licle pilés*. En aquest treball es va detectar inmunorreactividad
per Snaill en cél-lules mesenquimals de la dermis adjacents al bulb de
pel, perod no en les cél-lules epitelials (Figura I-10h). D’altra banda, es va
detectar poca reactivitat en teixits adults i I'expressié de Snaill es
limitava a les cél-lules mesenquimals de la papil-la dérmica (Figura I-10i) i
al cartilag ”’.
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4. EL RATOLIi TRANSGENIC KO DE SNAIL1

Gridley et al van descriure la construccié i I'analisi d'una mutacié que

12 Els embrions mutants Snail1%%/4*

anul-lava el gen de Snaill en ratoli
son letals embrionaris, ja que moren durant la gestacid. Els embrions
mutants mostren defectes en la gastrulacié i en la transicid epitelial-
mesénquima requerit per a la generacié de la capa de cel-lules del
mesoderma. En aquests ratolins la formacié de la capa de cél-lules del
mesoderma pot generar-se, tot i la retencid de |'expressié d'E-cadherina
(Fig. 1-11). No obstant aix0, moltes cel-lules en el mesoderma dels

embrions mutants retenen la polaritat apical-basal i una morfologia epi-

A ; B

+

Figura 1-11: L'expressid d'E-cadherina es manté en el mesoderma dels
embrions mutants Snaill -/-. Hibridacié in situ contra I’'E-cadherina de les
seccions d’un embrié (A) control Snail1** i (B) d’'un mutant Snaill . L’expressio
d’RNA de I'E-cadherina és disminuida al mesoderma de I'embrié control (B),
pero I'expressié es conserva en el mesoderma del mutant Snaill 7’ (indicat amb
una fletxa). Immunofluorescéncia contra I'E-cadherina de I'embrié (C) control
Snail1"* i (D) mutant de Snaill '/', on I'expressié de la proteina E-cadherina es
manté en la capa del mesoderma (fletxes). ee, ectoderma embrionari; m,
mesoderma; ps, linia primitiva. Adaptat de .
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telial, presumiblement a causa de la retencié de les unions adherents
entre les cél-lules del mesoderma en els embrions mutants. Els defectes
fenotipics que s’observaven en els embrions Snail1%? de ratoli sén
sorprenentment similars als defectes observats en la gastrulacié dels
embrions de Drosophila mutants de Snaill . El gen de I’E-cadherina en
Drosophila s'expressa normalment en les cél-lules epitelials de I'embrid
en l'etapa de blastoderma, pero és regulat a la baixa en les cél-lules
precursores del mesoderma abans de la invaginacié. En els embrions de
Drosophila homozigots per a una mutacié nul-la de Snaill la E-cadherina
no és disminuida i els precursors del mesoderma de la regié ventral de
I'embrid retenen les unions adherents i la polaritat apical-basal **>.

A més a més, s’ha constatat que Snail participa en altres processos que
tenen lloc durant el desenvolupament, com ara la diferenciacié de
condrocits en ratoli, on regula I'expressié del Col-lagen tipus Il i de

11 115

I'agreca % la divisio asimétrica en neuroblasts i 'establiment de

I’asimetria dreta-esquerra en el desenvolupament d’embrions de ratolins
18 Snail també participa en la morfogénesi del pél, expressant-se en les
cél-lules de I'epiteli que perden I'expressié d’E-Cadherina i s’invaginen
per formar els bulbs fol-liculars **, i en el tancament del paladar, que

déna lloc a una correcta separacié entre les cavitats nasal i bucal *.
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5. EL PANCREES

El pancrees dels mamifers és una glandula mixta, endocrina i exocrina,
responsable del metabolisme de la glucosa i la digestid dels aliments. La
part exocrina de l'organ (80% de la massa del teixit pancreatic) esta
formada per les cel-lules acinars, organitzades en unitats funcionals
anomenades acinis, les cél-lules ductals i les cél-lules centroacinars.
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Figura 1-12: Anatomia del pancrees. El pancrees esta format per unitats
separades funcionalment que regulen dos importants processos fisiologics: la
digestid i el metabolisme de la glucosa. (A) Anatomia macroscopica del pancrees
que demostra la seva estreta relacié anatomica amb el duode i el conducte biliar
comu. (B) Els components principals del parénquima pancreatic a un nivell
histologic. A baix, a la dreta es troba un illot de Langerhans, la part endocrina del
pancrees. L'asterisc esta col-locat entre els acinis, implicats en la secrecié de
diversos enzims digestius (zimogens) cap als ductes (indicat per la fletxa solida).
(C) Imatges de diferents tincions de les seccions de teixit pancreatic que
demostren els diversos tipus de cél-lules. (1) Tincié amb hematoxilina-Eosina
d’unitat acinar en relacioé al conducte. (2) Tincié amb un anticos contra |'amilasa
d’un conjunt de cél-lules. (3) Tincié amb un anticos contra insulina d’un illot de
Langerhans. (4) Tincid amb un anticos contra Hes1 d’una cel-lula centroacinar.
(5) Tincié amb un anticos contra citoqueratina 19 d’unes cel-lules ductals (vistes
aqui en seccio transversal). (D) Representacié d'una unitat acinar que mostra la
relacié dels conductes pancreatics. A més es mostren les cél-lules centroacinars
(fletxa), situades entre la unié dels ductes i els acinis. Pres de ™’
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Els acinis produeixen i secreten zimogens, que donaran lloc a la tripsina,
la quimotripsina, la carboxipeptidasa, I'amilasa i la lipasa. Les cel-lules
ductals, positives per CK19, formen una xarxa de conductes responsables
de portar els enzims de les cel-lules acinars al tracte gastrointestinal. Per

altra banda, la part endocrina del pancrees la formen els illots de
Langerhans, formats per les cél-lules o i 3 que regulen I'Us de la glucosa
per als diferents teixits de |'organisme, mitjancant la produccié de
glucagé i insulina respectivament **’. (Fig. 1-12)
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Caracteritzar el paper de Snaill en el teixit adult utilitzant un model
animal de ratoli KO condicional de Snaill

Apartir dels resultats inicials estudiar el paper de Snaill en les cél-lules
mesenqguimals del pancrees (PMC), fent servir també models de cel-lules
mesenquimals en cultiu, aixi com el rol que exerceixen en el
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manteniment de les cel-lules acinars en cultiu.

Analitzar el paper de Snaill en els tumors de pancrees utilitzant el model
tumoral d’expressié de I'oncogen c-Myc a les cel-lules acinars, el ratoli
transgenic Ela-Myc.
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1. OBTENCIO DEL MODEL ANIMAL: RATOLi KO CONDICIONAL
PER SNAIL1

Per tal d’estudiar el paper de Snaill en teixit adult en primer lloc es va
obtenir un model animal. Com s’ha mencionat, Snaill és necessari per al
desenvolupament embrionari; els embrions que no expressen aquest gen
no es desenvolupen correctament, ja que no gastrulen i per tant els

animals no arriben a néixer **?

. Per evitar aquesta letalitat embrionaria es
va optar per generar una linia de ratolins knock out condicional per
Snaill. Per fer-ho, es va utilitzar el ratoli generat previament per Gridley
"8 ‘Un heterozigot per Snaill, el qual conté un al-lel del gen flanquejat
per dues seqliencies LoxP i I'altre al-lel delecionat. Aquest ratoli,
completament viable, es va creuar amb un ratoli que expressa, sota el
promotor ubic de la P-actina, la recombinasa CRE fusionada a un
receptor d’estrogen modificat que respon al tamoxifée (TAM) *°. Els
constructes d’aquests dos animals utilitzats s’especifiquen a la figura

MM-1.

D’aquests creuaments es van obtenir els ratolins knock out condicional
per Snaill (Fig. R-1), amb un al-lel préviament delecionat i I'altre floxejat i
gue expressa la recombinasa CRE. Els germans de camada amb un dels
al-lels WT (wild type) i I'altre floxejat es van utilitzar com a controls (CT).
Tots aquests animals es van genotipar per PCR; els encebadors utilitzats i
un exemple de les diferents bandes obtingudes es poden observar també
a la figura MM-1.
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Figura R-1: Creuaments per obtenir la linia de ratolins KO condicional de
Snaill. Els ratolins de color vermell representen els mascles, els de color blau les
femelles i els de color gris representa un ratoli de qualsevol sexe. Els ratolins
indicats com a CT (control) i KO (Knock Out de Snaill) sén els utilitzats per
I'estudi d’aquesta tesi i tots ells han estat tractats préviament amb TAM, sind
s’indica especificament el contrari.
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2. LA DELECIO DEL GEN SNAIL1 EN EL RATOLI ADULT
PROVOCA ALTERACIONS EN EL PANCREES.

2.1. Els ratolins KO de Snaill presenten una drastica
disminucié6 de pes acompanyada d’alteracions en la
morfologia del pancrees.

Un cop generada la colonia de ratolins Knock Out condicional per Snaill,
es va procedir a delecionar el gen en questié. Per fer-ho, com s’ha
comentat anteriorment, es van administrar quatre dosis de TAM
intraperitonealment als ratolins de dos mesos d’edat, préeviament
genotipats i tres setmanes més tard, se’ls va sacrificar i realitzar la
necropsia.

CHANGE OF WEIGHT
AFTER 3 WEEKS TAM
INDUCTION
2,0 -
* %
1,0 1
oo [N
= -10 -
E
£ cr | ko
(]
= 30 -
-4,0 - |
.5’0 B
6,0 -

Figura R-2: Els Ratolins KO per Snaill no presenten greix intraperitoneal ni
subcutani després de I'administraci6 de TAM. Necropsia dels ratolins CT i KO
per Snaill tractats amb TAM als dos mesos d’edat i sacrificats tres setmanes
després de la primera injeccié intraperitoneal. A) Grafica del canvi de pes dels
animals CT i KO. La barra d’error indica la desviacié estandard dels valors dels
pesos de 6 animals analitzats. Dos asteriscs indiquen p<0,05. B) Imatge d’un
animal CT i un KO: el greix subcutani és indicat amb un asterisc en I'animal CT. C)
Imatge d’un animal CT i un KO el greix intraperitoneal és indicat en el CT amb un
asterisc.

El primer que es va observar va ser una diferéncia significativa en el pes
dels animals KO respecte dels CT. Tres setmanes després de la primera
administracié de TAM els ratolins als qui s’havia delecionat el gen de
Snaill (KO) mostraven una perdua del 15% del seu pes global comparat
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amb un guany del 2% en els germans de camada CT (Fig. R-2A). Aquesta
pérdua de pes en els animals KO es correlacionava amb una falta de greix
subcutani (Fig. R-2B) i una falta de greix intraperitoneal (Fig. R-2C).

Per altra banda, els ratolins KO tenien els intestins plens de menjar pero
no presentenven defecacions dures a colon i recte a diferéncia dels CT.
En els KO, les femtes sén d’un color més clar i de poca consistencia (Fig.
R-3A), el que suggereix una possible disfuncié en I’absorcié de lipids en el
tracte digestiu d’aquests animals.

Pancreas
0,5
20 04 0,4
@ 15 * @ 03 I @ 03 *%*
£ T = I I
oo 1,0 oo 0,2 Qo 0,2
Q L QL
g 05 ; 01 ; 01
0,0 0,0 - 0,0 )
€T KO &4 | KO CT KO

Figura R-3: El pancrees dels ratolins KO per Snaill presenten una pérdua de pes
comparat amb els CT. A) Imatge detalla de la necropsia realitzada als ratolins CT
i KO; St, Estomac; L, fetge; S.I, Intesti prim; Sp, melsa; Ce, cec; P, pancrees; R,
recte; C, colon. B) Imatge dels ronyons a I'esquerra i del cor a la dreta dels
ratolins CT i KO. C) Imatge amplificada del pancrees i el fetge dels ratolins CT i
KO. D) Pes del fetge, ronyons i pancrees de les imatges de A, B i C. La barra
d’error indica la desviacié estandard dels pesos de 6 animals analitzats. Un
asterisc indica p<0,1; dos asteriscs indiquen p<0,05
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En analitzar macroscopicament els diferents organs el més destacat va
ser la drastica perdua del teixit pancreatic en els ratolins KO de Snaill
(Fig. R-3A i C). A simple vista, aquests pancrees eren notablement més
petits i el seu pes significativament inferior que el dels ratolins CT (Fig. R-
3D). El pes del fetge també era lleugerament més petit que en els
animals KO. A la resta d’organs, com els ronyons, cor o melsa no es van
observar diferencies significatives en la mida o el pes (Fig. R-3).

Figura R-4: Els ratolins KO de Snaill no presenten anomalies a nivell histologic
en el ronyo, el fetge, el colon o l'intesti prim. Tinci6 amb hematoxilina-eosina
dels talls histologics d’un ratoli KO per Snaill induit amb TAM als 2 mesos d’edat
i sacrificat 3 setmanes després. Els talls pertanyen: a) ronyd; b) fetge; c) colon; d)
intesti prim; e) melsa; f) cor. L’escala grafica indica 200um.
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Tanmateix, tot i no mostrar diferéncies a nivell macroscopic es va
realitzar una tincid amb hematoxilina-eosina dels talls histologics de
diferents organs, per tal de descartar diferéncies. No es van observar
anomalies morfologiques en ronyons, fetge, intesti prim, colon, melsa ni
cor dels ratolins KO de Snaill (Fig. R-4).

La falta de greix intraperitoneal i subcutani sumat a la preséncia de
defecacions greixoses al colon i recte sén un conjunt de trets que
apunten a una incorrecta digestio lipidica en els animals KO.

2.2 Els ratolins KO de Snaill tenen alterada la funcid
exocrina del pancrees.

Per tal de seguir amb la caracteritzacié del ratoli KO de Snaill es va
realitzar una analitica del sérum d’aquests animals (Fig. R-5). Per
determinar les possibles alteracions de les funcions dels organs implicats
en la digestio dels aliments, aixi com detectar qualsevol anomalia a nivell
sistemic.

Es varen analitzar la lipasa i I'amilasa, dos enzims digestius secretats per
les cél-lules acinars del pancrees '/, implicats en la hidrolisi dels greixos i
dels carbohidrats respectivament. A les analitiques del sérum dels
ratolins KO es va detectar una disminucid significativa de la lipasa i amb
menys mesura de I'amilasa al comparar-les amb els valors dels ratolins
CT. Els resultats d’aquests dos enzims revelen una alteracid de la funcié
exocrina del pancrees. Per altra banda, els nivells de glucosa, indicadors
de la funcié endocrina del pancrees, no mostren diferéncies entre els
valors dels animals CT dels KO (Fig. R-5).

També es va analitzar els nivells de I'alanina transaminasa (ALT), enzim
produit per les cel-lules del fetge, per avaluar la correcta funcié hepatica.
Un altre enzim que es troba al fetge és la fosfatasa alcalina (ALP),
produida a les vies biliars i als ossos, també és utilitzada per detectar
dany hepatic. Aquest ultim es va trobar elevat en les analitiques dels
animals KO, pero els valors de les transaminases descarten un problema
hepatic en aquests ratolins.
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Tot i no trobar diferencies significatives en el pes ni en la histologia dels
ronyons, es va analitzar els valors de creatinina (CRE), un compost
organic generat com a subproducte del metabolisme dels musculs que és
filtrat pel ronyéd i excretat amb I'orina. Els valors de creatinina en sérum
son l'indicador més comu de la funcié renal. Els valors de creatinina,
similars en CT i KO descarten un problema renal.

Per dltim es van analitzar diferents minerals essencials, implicats en
nombrosos processos vitals per a les cél-lules; els nivells de calci (Ca*"),
sodi (Na’), potassi (K'), i fosfor (P) tampoc es trobaven alterats al
comparar les mostres de les dues poblacions, CT i KO per Snaill.

Lipase Amylase Glucose
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Figura R-5: Els ratolins KO de Snaill tenen alterada la funcié exocrina del
pancrees. Analitica de diferents parametres de la funcidé exocrina del pancrees
(lipasa i amilasa), de la funcié endocrina (glucosa), de la funcié renal (CRE;
creatinina), de la funcié hepatica (ALP; fosfatasa alcalina i ALT; transaminases) i
de diferents electrdlits (Ca>*; calci, Na*; sodi, K'; potassi, P; fosfor) del serum dels
animals CT i KO. La barra d’error indica la desviacio estandard de les analitiques
de 6 animals per a la funcié pancreatica, 3 animals per a la funcié renal i
hepatica i 2 animals per als diferents electrolits. Un asterisc indica p<0,1; dos
asteriscs indiquen p<0,05.
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2.3 Els ratolins KO de Snaill presenten defectes en la
histologia del pancrees.

Fins ara s’ha demostrat que la delecié del gen de Snaill en el teixit muri
adult provoca drastiques repercussions a nivell pancreatic. Tant la mida,
el pes com la funcié exocrina del pancrees es mostren seriament
compromeses en els ratolins KO per Snaill. Per tal d’esbrinar si la manca
d’expressid del gen implicat en la morfogénesi de I'embridé podia també
estar implicat en la morfologia cel-lular en el pancrees adult es va
analitzar histologicament aquest teixit. A la figura R-6g i 6h s’observa que
tres setmanes després de I'administraci6 de TAM el pancrees dels
ratolins KO presentaven una completa desorganitzacid del teixit exocri
caracteritzada per la falta de cél-lules acinars; per contra, s’observaven
un gran nombre de cel-lules adiposes.

Per tal d’analitzar en detall aquesta cinetica de desestructuracid del teixit
pancreatic es va realitzar un estudi de la histologia dels pancrees KO
obtinguts a diferents temps després de I'administracié de TAM (Fig. R-6).
Tan sols una setmana després de la primera administraci6 de TAM la
histologia dels pancrees dels ratolins KO ja es veia afectada en comparar-
la amb els talls histologics dels pancrees CT (Fig. R-6a i 6b). La tincid amb
hematoxilina-eosina mostrava que els pancrees KO presentaven una
desorganitzacié de la part exocrina: els acinis s’observaven menys
compactes amb una perdua parcial de la seva estructura (Fig. R-6c¢).

Després de dues setmanes aquests pancrees havien perdut
aproximadament el 50% de les cel-lules acinars que inicialment formaven
el teixit exocri (Fig. R-6e) i en canvi es comencaven a observar alguns

Figura R-6: Els ratolins KO de Snaill pateixen una pérdua de la part exocrina
del pancrees acompanyada d’una aparicié de cél-lules adiposes en el teixit
pancreatic. Imatges d’una tincié amb hematoxilina-eosina de talls histologics de:
(a, b) pancrees d’animals CT, tres setmanes després de I'administracié de TAM;
(c, d) pancrees d’'un animal KO una setmana després de I'administracié amb
TAM, els asteriscs grocs indiquen nuclis apoptotics; (e, f) pancrees d’animals KO
dues setmanes després de I'administraciéo de TAM; (g, h) pancrees d’animals KO
tres setmanes després de I'administracié de TAM; (i, j) pancrees d’animals KO un
mes després de I'administracié de TAM. L’escala grafica indica: 200pum a (a-
c,e,g,i), 100um a (f,h,j) i 50 um a (d)
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adipocits (Fig. R-6f). Tres setmanes després de I'administraciéo de TAM,
molt poques eren les cél-lules acinars que es podien observar (Fig. R-6g).
El que si es va observar, és el notable increment d’adipocits (Fig. R-6h).
Quatre setmanes després de I'administracié de TAM aquests adipocits
havien reemplacat completament la part exocrina del pancrees. (Fig. R-6i
i 6j)

Per tant, la falta de Snaill provocava que els ratolins KO patissin una
perdua progressiva de les cél-lules acinars, acompanyada d’una
progressiva aparicié de cél-lules adiposes que acabaven substituint el
teixit pancreatic exocri. Amb aquestes dades podem afirmar que Snaill
esta fortament implicat en ’"homeostasi d’aquest organ i que la seva
preséncia és necessaria per al manteniment de les cél-lules acinars.

Tot i la massiva pérdua de la fraccid exocrina observada en els ratolins KO
per Snaill, la fraccid endocrina no es veu alterada. La tinci6 amb
hematoxilina-eosina mostra com I’estructura dels illots de Langerhans es
manté intacta en tots els temps analitzats fins i tot al cap de quatre
setmanes després de I'administraci6 de TAM (Fig. R-7A), tot i estar
envoltada d’un gran nombre de cel-lules lipidiques. Per confirmar la
correcta organitzacié de les cel-lules dels illots es va realitzar una cotincié
de la insulina i el glucagd, marcadors de les cellulesBi «
respectivament. La figura R-7C mostra com els illots KO conserven una
correcta organitzacié de les cél-lules a i B confirmant la correcta
arquitectura de la fraccié endocrina en els ratolins KO. Aixd confirma
I’analisi de la glucémia en sang abans i després de 4 h de deju, que no
mostra diferencies respecte a la dels animals CT, assenyalant que la
funcié endocrina és correcta (Fig. R-7B).
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Figura R-7: La part endocrina del pancrees no es veu alterada per la falta de
Snail. (A) Tinci6 amb hematoxilina-eosina dels talls histologics del pancrees CT i
KO. A sota imatge amplificada dels illots de Langerhans de les respectives
imatges superiors. L'escala grafica indica 200um. (B) Grafica dels nivells de
glucosa en sang abans (PRE) i després (POST) de 4 hores de deju. Les barres
d’error indiquen la desviacié estandard dels valors obtinguts de 10 animals CT i
10 animals KO diferents. (C) Cotincié amb anticossos contra insulina (vermell) i
Glucago (verd) dels talls histologics dels illots de Langerhans d’un animal CT i un
animal KO. L'escala grafica indica 50pum.

D’altra banda,la tinci6 amb hematoxilina-eosina revelava una setmana
després de la delecié del gen de Snaill una alta concentracié de nuclis
apoptotics de les cel-lules acinars (Fig. R-6d). Per tal de confirmar-ho, es
va realitzar una IHQ (immunohistoquimica) utilitzant un anticds contra
Caspasa-3 activa, un marcador de cél-lules apoptotiques **°. Es pot
observar a la figura R-8 (d-i) com una setmana després de la delecié del
gen de Snaill moltes cél-lules amb fenotip acinar pateixen apoptosi.
Aguest gran nombre de cel-lules apoptotiques disminueix drasticament a
la segona setmana després de I'administracié de TAM, com s’observa a la
figura R-8 (j-1), on només unes poques cél-lules sdn positives per caspasa-
3 activa.
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Figura R-8: La delecié del gen de Snaill indueix apoptosi als pancrees dels
ratolins KO. IHQ contra caspasa 3 activa dels talls histologics dels pancrees de: (a
i b) ratolins CT; (d, e, g-i) ratolins KO 1 setmana i (j i k) 2 setmanes després de
I"administracié de TAM. Cotincié amb I'anticos caspasa-3 activa (verd) i desmina
(vermell) dels talls histologics dels pancrees de: c) ratolins CT; f) ratolins KO 1
setmana i I) 2 setmanes després de I'administracié de TAM. L’escala grafica
indica 50 pm.

46



Tanmateix, es pot observar la baixa o insignificant proporcié de cel-lules
apoptotiques presents en els pancrees CT, tot i 'administracié de TAM
(Fig. R-8 (a-c)). Amb aquesta tincié es confirma que la desestructuracio
cel-lular que pateixen els pancrees dels ratolins KO és a causa, en gran
mesura, de l'elevat nombre de cel-lules apoptotiques observades una
setmana després de la delecié del gen de Snaill. Es descarta que les
cel-lules apoptotiques siguin cel-lules mesenquimals del pancrees, ja que
ni a la primera setmana (Fig R-8f) ni a la segona setmana (Fig R-8l)
després de I'administraci6 de TAM, s’observa cotincidé de caspasa-3
activa i desmina.

Per tal d’identificar quines eren les cel-lules que patien apoptosi en els
pancrees dels ratolins KO es va realitzar una cotincié amb caspasa-3
activa, amilasa, marcador de cel-lules acinars i CK19, marcador per
excel-léencia de les cél-lules ductals (Fig. R-9, R-10). Els pancrees dels
ratolins KO mostraven, una setmana després de la delecié del gen de
Snaill, col-localitzacié de la caspasa-3 activa i de I'amilasa, comfirmant
que les cel-lules apoptotiques que s’observaven eren cel-lules acinars.
Per contra, no es va detectar col-localitzacié del marcador d’apoptosi
amb CK19, comfirmant la resisténcia de les cel-lules ductals a la delecid
del gen de Snaill (Fig. R-9).

Al realitzar la mateixa cotincid en seccidns histologiques de pancrees de
ratolins KO sacrificats dues setmanes després de I'administracié de TAM,
es va observar com les cél-lules positives per caspasa-3 activa eren també
cél-lules acinars; en aquest cas, i tot i ser clarament identificades com a
cél-lules acinars, no s’observava col-localitzacid, ja que les zones positives
per caspasa dins les cel-lules ja no ho eren per amilasa. Com en la
primera setmana després de la delecié del gen de Snaill, al cap de dues
setmanes, no es va detectar cap cél-lula ductal apoptotica, ja que no es
va observar col-localitzacié de caspasa-3 activa amb CK19 (Fig.R10).
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Figura R-9: La delecio del gen de Snaill indueix apoptosi de les cel-lules acinars
dels ratolins KO. Cotincié contra caspasa 3 activa (verd), a-amilasa (vermell) i
CK19 (turquesa) dels talls histologics dels pancrees dels ratolins KO una setmana
després de I'administracié de TAM. (a-c) merge; A sota de cada imatge, les
imatges desglosades de cada anticos. L’escala grafica mostra la mida indicada.
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Figura R-10: La delecié del gen de Snaill indueix apoptosi de les cél-lules
acinars dels ratolins KO. Cotincié contra caspasa 3 activa (verd), a-amilasa
(vermell) i CK19 (turquesa) dels talls histologics dels pancrees dels ratolins KO 2
setmanes després de I'administracié de TAM. (a-c) merge; A sota de cada
imatge, les imatges desglosades de cada anticos. L'escala grafica mostra la mida
indicada.
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D’altra banda, es va realitzar una IHQ contra amilasa per visualitzar
especificament les ceél-lules acinars. D’agquesta manera es va poder
observar com aquestes cel-lules, positives per amilasa, disminuien
drasticament dues setmanes després de la delecié del gen de Snaill (Fig.
R-11A-B). L'analisi per western blot dels extractes totals dels pancrees
dels ratolins CT i KO, dues setmanes després de I'administracié de TAM,

Amylase
Chymotrypsinogen

42 kDa - B—Actin

Figura R-11: Els pancrees dels ratolins KO presenten una rapida pérdua de les
cél-lules acinars. Analisi de I'expressid d’amilasa dels pancrees dels ratolins CT i
KO 2 setmanes després de I'administracié de TAM. A) IHQ contra I'anticos o-
amilasa dels talls histologics dels pancrees dels ratolins CT. B) IHQ contra
I’anticos oa-amilasa dels talls histologics dels pancrees dels ratolins KO 2
setmanes després de I'administracio de TAM. C) WB dels extractes totals dels
pancrees CT i KO on s’analitza I'expressio de I'amilasa i el quimotripsinogen, la -
actina és utilitzada com a control de carrega. L'escala grafica indica la mida
indicada.
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revela que no Unicament disminueix I'expressié de I'amilasa als pancrees
KO, sind també altres enzims produits per les cél-lules acinars com el
quimotripsinogen (Fig. R-11C).

Aixi, es confirmava que la falta de Snaill al pancrees alterava la seva
morfologia i produia una péerdua de les cel-lules acinars i la conseqlient
disminucid de la funcid exocrina, detectada als ratolins KO.

Per contra, la tinci6 amb CK19, marcador de les cél-lules ductals (Fig. R-
12A), confirma que la majoria de cél-lules epitelials presents en el
pancrees dues setmanes després de I'administracié de TAM, sén cel-lules
ductals (Fig. R-12B).

Aixi doncs, es pot dir que les cél-lules ductals sén més resistents a la falta
d’expressid de Snaill; fins i tot tres setmanes després de I'administracio
de TAM, quan s’han perdut la gran majoria de cel-lules acinars i el
desestructurat teixit exocri és poblat per noves cél-lules lipidiques,
encara es pot observar presencia de cel-lules ductals (Fig. R-12C).

Es va analitzar també la recuperacié d’aquest organ a temps tardans. Es
va repetir I'experiment tractant els ratolins amb TAM als dos mesos
d’edat i sacrificant-los vuit setmanes més tard per tal d’analitzar la
histologia d’aquests pancrees. En aquest experiment també es va tractar
de manera similar els ratolins CT sense detectar anomalies en la
histologia de la fraccié exocrina en aquests ratolins. Com a control de
I’experiment, es va sacrificar un grup d’animals quatre setmanes després
de l'administraci6 de TAM, per tal de comprovar que els pancrees
mostraven el mateix fenotip observat anteriorment en aquest mateix
punt. Els animals sacrificats al cap de vuit setmanes després de la
primera injeccié de TAM es van dividir en dos grups: els d’administracio
simple de TAM, es a dir, una Unica tanda d’administracié de TAM a l'inici
de lI'experiment, com s’havia realitzat de forma general en tots els
animals analitzats, i el segon grup amb doble administracié de TAM,
aquests ratolins van rebre tres dosis addicionals de record quatre
setmanes després de la primera administracié per tal de mantenir els
nivells de delecié del gen de Snaill (Fig. R-13A).
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Figura R-12: Les cél-lules ductals del pancrees KO sén més resistents després de
la delecié del gen de Snail. IHQ contra CK19 dels talls histologics dels pancrees
dels ratolins: A) CT; B) KO 2 setmanes i C) 3 setmanes després de I'administracio
de TAM.

Igual com veiem a la figura R-6i i 6, tant als pancrees dels ratolins KO
analitzats quatre setmanes després de la primera administraciéo de TAM
com els pancrees dels ratolins re-induits quatre setmanes després (doble
administracié de TAM) i sacrificats a vuit setmanes després de la primera
administracié (Fig. R-13B (4-6)), s’observa el mateix fenotip: un pancrees
poblat majoritariament per adipocits, amb practicament absencia total
de cel-lules acinars i algunes cél-lules ductals.

En canvi, els ratolins KO sacrificats vuit setmanes després de I'Unica
tanda d’administracions de TAM havien patit una regeneracié parcial del
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teixit pancreatic exocri (Fig. R-13 (1-3)): els pancrees d’aquest grup
d’animals mostraven moltes cel-lules acinars que repoblaven novament
aquets teixit substituint les cél-lules adiposes que després de quatre
setmanes de la delecid del gen de Snaill havien cobert practicament la
totalitat d’aquest organ.
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Figura R-13: Recuperacié del teixit exocri pancreatic 8 setmanes després de la
delecié del gen de Snaill. A) Esquema de la pauta d’administracié de TAM; els
ratolins amb 2 mesos d’edat sén induits amb una Unica tanda de 4 injeccions
intraperitoneals alternades cada 48h (Single TAM administration) o re-induits 4
setmanes mes tard, amb 3 dosis addicionals, també alternades cada 48h (Doble
TAM administration). B) Imatge de la tincié amb He-Eo del pancrees dels ratolins
KO 8 setmanes després de la primera administracié de TAM; (1-3) seguint la
pauta de “Single TAM administraction” o (4-6) la de “Double TAM
administration”

El fet de veure una parcial regeneracié dels pancrees en els ratolins KO va
fer que ens preguntéssim quines eren les cel-lules que proliferaven en
aquestes condicions. Per poder observar quin tipus cél-lular proliferava
per repoblar el teixit pancreatic exocri es va realitzar una IHQ contra
Ki67, un marcador de proliferacié cel-lular (Fig. R-14).
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Figura R-14: Els pancrees regenerats als ratolins KO mostren una alta taxa
proliferativa, inexistent en els pancrees CT. IHQ contra Ki67 de les seccions dels
pancrees de: (a-c) ratolins CT; (d-f) ratolins KO 6 setmanes i (g-i) 8 setmanes
després de la primera administracié de TAM (“single TAM administration”); i (j-I)
ratolins KO 6 setmanes i (m-0) 8 setmanes després de la primera administracié
de TAM (“double TAM administration”). L’asterisc vermell indica exemples
representatius de cel-lules acinars positives per Ki67, la fletxa negra per les
mesenquimals i la fletxa verda per les ductals. L’escala grafica mostra la mida
indicada.

Els pancrees dels ratolins CT no mostraven practicament positivitat per
Ki67, revelant la baixa o inexistent taxa proliferativa d’aquest teixit (Fig.R-
14 (a-c)). Per contra, en els pancrees dels ratolins KO, amb una sola tanda
d’administracions de TAM (“Single TAM administration”), s’observava a
les sis (Fig. R-14 (d-f)) i vuit (Fig. R-14 (g-i)) setmanes després de la
primera administracié de TAM una alta reactivitat per Ki67, evidenciant
una alta taxa de creixement en aquests pancrees. Concretament, sis
setmanes després de la primera administracié de TAM es podia observar
proliferacié de cél-lules acinars, ductals o mesenquimals (Fig. R-14 (e-f)).
En canvi vuit setmanes després de la primera administracié de TAM,
qguan els pancrees havien recuperat practicament el seu fenotip inicial,
només s’observaven cél-lules acinars i alguna mesenquimal marcada amb
Ki67.

D’altra banda, en els pancrees dels ratolins KO als que se’ls havia
administrat dues tandes d’administracions de TAM (“Double TAM
administration”), per tal de mantenir el gen de Snaill delecionat, eren
poques les cel-lules positives per Ki67, tant a les sis (Fig. R-14 (j-1)) com a
les vuit (Fig. R-14 (m-0)) setmanes després de la primera administracio de
TAM.

Aguesta tincié revelava que la regeneracio dels pancrees dels ratolins KO
implicava una alta taxa proliferativa dels diferents tipus cél-lulars
(inexistent en els pancrees dels ratolins CT) que disminueix drasticament
al reforcar la delecié del gen de Snaill amb dosis addicionals de TAM.
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3. SNAIL1 S’EXPRESSA EN ALGUNES CEL-LULES
MESENQUIMALS DEL PANCREES (PMC)

Per tal d’esbrinar quines sén les cél-lules que expressen Snaill al
pancrees es va realitzar una inmunohistoquimica (IHQ) utilitzant I’anticos
monoclonal contra Snaill generat i validat per investigadors del nostre
grup ”’. Com es pot observar a la figura R-15 (a-i) Snaill s’expressa en
algunes ceél-lules d’aspecte mesenquimal situades entre les cel-lules
acinars del pancrees CT, les quals anomenem cél-lules mesenquimals del
pancrees (PMC), de I'anglés “Pancreatic Mesenchymal Cells”. Snaill es
detecta al nucli d’aquestes cel-lules, com és d’esperar, ja que és al nucli
on exerceix la seva funcié com a factor de transcripcid. També s’observa
tincié de Snaill a les cél-lules endotelials (Fig. R-15c i 15i). Les cél-lules
acinars i ductals no presenten en cap cas expressié de Snaill. En els
ratolins KO no s’observa tincid de Snaill en les cél-lules dels pancrees una
setmana després de I'administracié de TAM (Fig. R-15(j-1)).

Per tal de descartar un possible efecte de la puncié intraperitoneal o del
TAM en si sobre I'expressié de Snaill en els pancrees dels ratolins CT es
va analitzar 'expressio tant abans com després de tractar amb TAM. Aixi
doncs, el mateix patré d’expressid es va observar tant en els ratolins
homozigots per Snaill, és a dir, abans de I’'administracié de TAM (Fig. R-
15(g-i)) com en els ratolins CT, després de dues setmanes de la primera
administracié de TAM, Snail1*"? (Fig. R-15(a-f)). Aquest resultat indica
que els ratolins heterozigots, Snail1/>/d?

Snaill.

presenten nivells normals de

Tot i no detectar expressié de Snaill en els animals KO dues setmanes
després de I'administracio de TAM, el fet de que nostre model sigui un
Knock-Out condicional, basat en el sistema cre-LoxP induible amb TAM,

Figura R-15: Snaill s’expressa en algunes cel-lules mesenquimals del pancrees.
IHQ contra la proteina Snaill dels talls histologics del pancrees dels ratolins: (a-f)
CT dues setmanes després de I'administracié de TAM; (g-i) CT sense tractar amb
TAM; (j-1) KO dues setmanes després de I"administracio de TAM; (m-n) KO vuit
setmanes després de I'administracio de TAM (Single TAM administration) i o) KO
vuit setmanes després de la primera administracié de TAM i quatre setmanes
després de la segona (Double TAM administration). Els asteriscs vermells
indiquen les cél-lules endotelials positives per Snaill. L’escala grafica mostra la
mida indicada.
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fa esperar que la delecié del gen de Snaill no es doni en totes i cada una

de les cel-lules del ratoli ***

. Aixi doncs, es pot observar expressié de
Snaill en els pancrees dels ratolins KO vuit setmanes després de
I'administracié de TAM, coincidint amb la regeneracié de les céel-lules
acinars (Fig. R-15(m-n)). D’altra banda els ratolins KO re-induits amb TAM
al cap de quatre setmanes de la primera administracio i sacrificats un
mes tard (vuit setmanes deprés de la primera administracié de TAM)) no
presenten expressid de Snaill i presenten el fenotip tipic dels pancrees
dels ratolins KO quatre setmanes després de I'administracié de TAM,
abans esmentat, on només queden unes poques cel-lules acinars i la

resta del teixit pancreatic poblat per adipocits (Fig. R-150)

Un cop identificades les cel-lules positives per Snaill es van realitzar
diferents IHQ d’altres marcadors mesenquimals per tal de caracteritzar
les PMC que expressen Snaill i diferenciar-les d’altres subpoblacions de
fibroblasts presents en aquest organ.

Les cel-lules positives per C€CD105, marcador de cel-lules mare
mesenquimals '?* presenten una distribucié similar a les PMC que
expressen Snaill (Fig. R-16 a,d,g-j). Aquestes cel-lules CD105 positives
tenen un fenotip fibroblastic, i es troben situades al voltant dels acinis.

D’altra banda, aquestes cél-lules s6n més nombroses comparant amb el
baix nombre de cel-lules positives per Snaill. S’ha pogut observar en
tincions de talls seqlencials que les positives per Snaill sén també
positives per CD105 (Fig. R-16 g-j). L'expressié d’aquest marcador es
manté en els pancrees dels ratolins KO. Una setmana després de
I’'administracié de TAM, I'expressié de CD105 no canvia significativament
i se segueixen identificant PMC positives (Fig. R-16 b i €), mentre que

Figura R-16: Les cél-lules mesenquimals del pancrees positives per Snaill
expressen alhora CD105. IHQ contra CD105 als pancrees dels ratolins: (a i d) CT;
(bie) KO unasetmanai (cif)dues setmanes després de I'administracié de TAM.
IHQ de CD105 (g i h) i de Snaill (i i j) cada un en un tall seriat i consecutiu dels
pancrees dels ratolins CT. La fletxa groga assenyala les cel-lules positives pels dos
marcadors alhora. L’escala grafica mostra la mida indicada
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dues setmanes després la distribucié de cel-lules positives per CD105 era
diferent, reflectint la desestructuracié de I'arquitectura de I'organ,
fortament compromesa en aquest punt (Fig. R-16 c i f).

La desmina, proteina que forma els filaments intermedis de cel-lules
musculars i d’alguns fibroblasts, ha estat utilitzat en nombrosos estudis
com a marcador d’una subpoblacié del mesénquima pancreatic ** . Les
cel-lules mesenquimals del pancrees que expressen desmina presenten
també una distribucioé similar a les PMC positives per Snaill (Fig. R-17a).
Les cél-lules de I'endoteli que formen els vasos, també son positives per
desmina (Fig. R-17c). Als pancrees dels ratolins KO, ens trobem la
mateixa situacio que amb I'expressié de CD105; I'expressié de desmina

/ . @l N LG Y, 50

Figura R-17: Les cél-lules que expressen desmina al pancrees dels ratolins CT
presenten un patré similar a les cel-lules mesenquimals del pancrees positives
per Snaill. IHQ contra desmina als talls histologics del pancrees dels ratolins: (a'i
c) CTi(bid) KO dues setmanes després de I'administraci6 de TAM. L’escala

grafica mostra la mida indicada.
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es manté sense grans canvis la primera setmana (dada no mostrada),
perdo al cap de dues setmanes de |‘administracié de TAM, Ila
desorganitzacido de |'estructura de lI'drgan no permet identificar quin
tipus de cél-lules sén les reactives per aquets marcador (Fig. R-17 b i d).

La vimentina, el constituent principal dels filaments intermedis en les

cél-lules mesenquimals ***

també va ser analitzat en els talls histologics
dels pancrees CT i KO. De la mateixa manera que el CD105 o la desmina,
les cél-lules que expressen vimentina en els pancrees dels ratolins CT
presenten un patrd similar a les cel-lules mesenquimals que expressen
Snaill (Fig. R-18(a i c)). L'expressié d’aquest marcador mesenquimal en

els pancrees KO es manté; una setmana després de I'administracié de

Vimentin

CcT e RO

Figura R-18: Les cel-lules que expressen vimentina al pancrees dels ratolins CT
presenten un patrd similar a les cel-lules mesenquimals del pancrees positives
per Snaill. IHQ i IF contra vimentina als talls histologics del pancrees dels
ratolins: (a i c¢) CT; b) KO dues setmanes i d) una setmana després de
I’'administracié de TAM. L’escala grafica indica (aib) 100 um i (cid) 50 um.
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TAM encara s’observen cel-lules mesenquimals positives per vimentina
(Fig. R-18d) a l'igual que passa amb I'expressié de CD105 i de desmina.
Per contra, després de dues setmanes de I'administracié de TAM els
pancrees dels ratolins KO encara presenten expressié d’aquest marcador,
pero, tot i la desorganitzacié del teixit que no permet identificar amb
claredat quin tipus de cél-lules I'expressa; el nombre d’aquestes cél-lules
positives per vimentina és molt més alt que les positives per CD105 en
aquest mateix punt

També es va analitzar I'expressié de a-SMA (alpha Smooth Muscle Actin),
un marcador de fibroblast actiu **°. Es pot observar a la Figura R-19a com
les cel-lules que expressen aquest marcador també presenten un patré
d’expressid similar al de les cel-lules mesenquimals que expressen Snaill.
De la mateixa manera que passa amb Snaill o desmina, les cel-lules
endotelials que formen els vasos també sén positives per aquest
marcador (Fig. R-19(a-b); fins i tot després de la delecié del gen de Snaill,
aquestes cel-lules continuen expressant a-SMA (Fig. R-19c). Per tal de
descartar una possible activacié de fibroblast en el pancrees degut a la
puncid intraperitoneal o al propi TAM, es va analitzar també I'expressid
d’aquest marcador en talls histologics de ratolins control els quals no
se’ls havia administrat TAM. Es pot observar com el nombre de cél-lules
positives no augmenta en aquestes condicions (Fig. R-19b). A diferéncia
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Figura R-19: Les cél-lules que expressen a-SMA al pancrees dels ratolins CT
presenten un patrd similar a les cel-lules mesenquimals del pancrees positives
per Snaill. IHQ de I'expressido de a-SMA als talls histologics del pancrees dels
ratolins: a) CT; b) CT sense administraciéo de TAM i d) KO dues setmanes després
de I'administracié de TAM. L’escala grafica indica 100 pum.
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dels marcadors mesenquimals esmentats anteriorment, dues setmanes
després de I'administracio de TAM encara es poden observar cel-lules
amb apareng¢a mesenquimal positives per a-SMA (Fig. R-19c).

Es va analitzar també 'expressido de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein),
una altra proteina del citosquelet, present en algunes cel-lules
mesenquimals del pancrees, les anomenades cél-lules estrellades del
pancrees, PaSC (Pancreatic Stellate Cells) **°.

marcador en els pancrees CT, tot i marcar cel-lules mesenquimals que es

L'expressié d’aquest

troben al voltant dels acinis, aquest presenta un patré diferent del que
s’observa en les cél-lules positives per Snail (Fig R-20a). Quan s’analitzen
els pancrees KO se segueix observant reactivitat per aquest marcador;
una setmana després de l'administracié de TAM encara es poden
apreciar algunes ceél-lules mesenquimals positives per GFAP (Fig. R-20b);
dues setmanes després, en canvi, les cel-lules positives per aquest
marcador no sén mesenquimals sind que mes aviat és |'epiteli ductal el
gue és reactiu aquest marcador (Fig. R-20c).
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Figura R-20: Les cél-lules que expressen GFAP presenten un patré diferent de
les cél-lules positives per Snaill. IHQ de I'expressié de GFAP als talls histologics
dels pancrees: a) CT; b) KO una setmana i c) dues setmanes després de
I"administracié de TAM. L'escala grafica mostra la mida indicada.

Per ultim, també es va analitzar I'expressié de S100A4 (S100 Calcium
Binding Protein A4) un altre marcador de cel-lules mesenquimals i de
fibroblasts actius que també es troba expressat, entre d’altres, en
cél-lules mesenquimals del pancrees . L'expressié d’aquest marcador
en el pancrees CT es pot observar en cel-lules mesenquimals amb una
distribucié diferent de les cel-lules que expressen Snaill (Fig. R-21(a-b)) i
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en cel-lules mesenquimals envoltant els illots de Langerhans (Fig. R-21c).
Quan s’analitza I'expressié d’aquest marcador en els pancrees dels
ratolins KO es pot observar com una setmana després de I'administracié
de TAM les cel-lules mesenquimals positives per S100A4 se situen entre
els acinis (Fig. R-21d) a diferéncia del que s’observava en els pancrees CT.
A més, cal destacar que dues setmanes després de I'administracié de
TAM encara s’observa reactivitat en les cél-lules mesenquimals que
envolten els illots de Langerhans (Fig. R-21(e-f)), de la mateixa manera
gue s’observa en els pancrees CT.
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Figura R-21: Les cél-lules que expressen S100A4 presenten un patré diferent de
les cel-lules positives per Snaill. IHQ de I'expressi6 de S100A4 als talls
histologics dels pancrees: (a-c) CT; d) KO una setmana i (e-f) dues setmanes
després de I'administracié de TAM. L’escala grafica mostra la mida indicada.

Aixi doncs, podem concloure que les cél-lules positives per Snaill al
pancrees son una subpoblacié de cel-lules mesenquimals situades al
voltant dels acinis. Aquestes cel-lules sén alhora positives per CD105, tot i
que les cel-lules positives per CD105 son més nombroses que les cél-lules
positives per Snaill. L'expressié de desmina, o-SMA i vimentina es
restringeix a unes cél-lules mesenquimals amb una distribucio similar a la
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de les cel-lules mesenquimals positives per Snaill. En els pancrees dels
ratolins KO I'expressié d’aquests marcadors mesenquimals es manté una
setmana després de la delecié de Snaill; al cap de dues setmanes, no és
possible identificar quin tipus cel-lular els expressa degut a la
desestructuracié del teixit. Per Gltim, GFAP i S100A4, tot i expressar-se en
cel-lules mesenquimals del pancrees, presenten un patré de distribucio
diferent del de les cel-lules positives per Snaill, suggerint que
s’expressen en una subpoblacié de cél-lules mesenquimals diferent de la
gue expressa Snaill.
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4. LES CEL-LULES MESENQUIMALS DEL PANCREES KO PER
SNAIL1 NO PRESENTEN B-CATENINA NUCLEAR

Per tal d’'intentar esbrinar la possible via per la qual les PMC positives per
Snaill mantenien I'homeostasi de les seves cél-lules veines i
conseqlientment la integritat del teixit exocri es van analitzar possibles
factors de transcripcido expressats en aquestes PMC o activats en les
cel-lules epitelials adjacents.

Entre els molts factors implicats en la transduccié de senyals entre
cél-lules mesenquimals i epitelials del teixit pancreatic **® es va analitzar
I'activacid per fosforilacié de STAT3, un factor de transcripcié implicat en
la mediacié de senyals de receptors de diverses citoquines **°.
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Figura R-22: Augment de cel-lules mesenquimals positives per p-STAT3 en els
pancrees dels ratolins KO. IHQ contra pSTAT3 dels talls histologics dels pancrees
dels ratolins (a-c) CT i (d-f) KO una setmana després de I'administracié de TAM.
L’escala grafica indicada 100 pum.

Es pot observar a la figura R-22(a-c) com en els pancrees dels ratolins CT
I'activacié d’aquest factor es va observar en poques cel-lules
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mesenquimals; per contra, el nombre de cél-lules positives, es dispara
exponencialment en els pancrees dels ratolins KO una setmana després
de la delecio del gen de Snaill (Fig. R-22(d-f)).

Com s’ha esmentat a la introduccid, I'expressié de Snaill no es limita a la
* sind que també promou
I'expressié de gens mesenquimals . Per tant, en la cerca de factors
de transcripcid, que induits directament o indirectament per Snaill,
fossin capagos de desencadenar I'expressié de determinats gens que

repressié de gens com [|’E-cadherina
130-131

permetessin a les PMC mantenir I’homeostasi de les cél-lules acinars,
varem analitzar I'expressié de P-catenina i la seva localitzacié en les
cél-lules del pancrees.

B-Catenin

i |

Figura R-23: Les cél-lules mesenquimals del pancrees KO perden I’expressié de
B-catenina nuclear. IHQ contra -catenina dels talls histologics dels pancrees
dels ratolins (a-f) CT i (g-i) KO una setmana després de I'administracié de TAM.
L’escala grafica mostra la mida indicada.
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A la figura R-23(a-f) es pot observar com en els pancrees CT, a part d’'una
tincid general a les membranes de les cél-lules epitelials, es detecta una
intensa reactivitat de [-catenina en els nuclis d’algunes cél-lules
mesenquimals. En els pancrees KO, tot i que I'expressié es manté a la
periferia de les cel-lules epitelials, no es detecta cap nucli positiu a les
cél-lules mesenquimals (Fig. R-23(g-h)).

Aquest resultat suggereix que Snaill és necessari per a la distribucié de
I'expressid de la B-catenina nuclear a les PMC.
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5. CARACTERITZACIO DE LES CEL-LULES MESENQUIMALS DEL
PANCREES AILLADES IN VITRO

5.1 Les cel-lules mesenquimals del pancrees cultivades “in
vitro” expressen Snaill

Com s’ha indicat, la falta de Snaill a les PMC provoca una rapida
desaparicid de les cel-lules acinars en els pancrees dels ratolins KO. Per
tal d’estudiar 'efecte de Snaill a les PMC es van aillar aquestes cel-lules
modificant un protocol descrit per obtenir cel-lules mesenquimals del
fetge de rates ***33, Aixi doncs, es van sacrificar 5 ratolins Snail1"°/%? j
se’ls va extreure el pancrees; després d’una digestié quimica i mecanica,
es van centrifugar a través d’un gradient de densitat generant una banda
d’on s’obtenien unes 200.000 cél-lules (PMC). En sembrar-les es va poder
comprovar com aquest cultiu primari estava format per cel-lules amb
morfologia fibroblastica. Per tal de seguir amb la caracteritzacid, i de cara
a establir un bon model “in vitro” amb el qual analitzar la funcié de les
PMC positives per Snaill identificades en el teixit pancreatic, el primer
que es va realitzar va ser una analisi del cultiu primari obtingut,
mitjangant el citometre de flux determinant el percentatge de cel-lules
positives per CD105, marcador de fibroblasts actius i de cel-lules mare
mesenquimals (Calloni et al. 2013). Els resultats del les analisis del FACS
mostraven que només un 561 % = 3 de les PMC eren positives per
CD105. El fet que en els pancrees dels ratolins CT totes les PMC positives
per Snaill eren alhora positives per CD105 ens va dur a purificar les
cél-lules que expressaven aquest marcador mitjancant un “sorter”. Aixi
doncs, un cop aillades les cél-lules mitjancant centrifugacid per gradient
de densitat es van incubar amb I’anticos CD105 i es van purificar al
sorter. A partir d’aquestes cél-lules es va obtenir la linia cel-lular estable
utilitzada en aquest treball: cel-lules mesenquimals aillades de pancrees
murins, positives per CD105, amb un dels al-lels del gen de Snaill floxejat

flox/de2). yn cultiu estable i homogeni de cél-lules

i I'altre delecionat (Snaill
amb morfologia fibroblastica que expressava Snaill i altres marcadors

mesenquimals de fibroblasts actius.
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5.2 La delecié de Snaill a les cel-lules mesenquimals del
pancrees no efecte I'expressié6 d’altres marcadors
mesenquimals.

Un cop obtinguda la linia estable de cel-lules mesenquimals de pancrees
(Snail17*/4'2) nositives per CD105 es va eliminar I'expressié de Snaill
infectant amb la recombinasa CRE. Es va utilitzar el vector retroviral pMX
fusionat a la recombinasa CRE per obtenir una la linia de cél-lules
mesenquimals del pancrees Snail1%%%"?; és a dir, KO per Snaill (PMC
KO). Com a control d’aquest cultiu es va utilitzar la mateixa linia de
cel-lules mesenquimals positives per CD105 infectada en paral-lel amb un
vector retroviral buit; en aquest cas, pBABE-®, amb el que es va obtenir
la linia CT per Snaill (PMC CT). Les cel-lules d’aquesta linia CT mantenien
un al-lel del gen de Snaill floxejat el qual permetia I'expressio de Snaill,
com es pot observar en la immunofluorescéncia de figura R-24A
(superior). Un cop infectades i seleccionades amb puromicina es va
comprovar l'efecte de la recombinasa CRE en la linia KO analitzant
I'expressié de Snaill tant a nivell de proteina com de RNA. La
immunofluorescencia mostrava com les PMC KO no expressaven Snaill
després de la infecciéd amb la CRE (Fig. R-24A (inferior)). Amb I'analisi per
RT-gPCR tampoc es va detectar expressio de Snaill en aquestes cel-lules;
d’altra banda I'expressié dels diferents gens mesenquimals analitzats,
com CD105, Desmina, GFAP, Fibronectina i Vimentina no canviaven en
ser comparats amb les PMC CT (Fig. R-24B). Després de la infeccié amb la
CRE tampoc es van detectar canvis morfologics en les cél-lules PMC KO
(R-24C).
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Figura R-24: Les cél-lules pancreatiques mesenquimals positives per CD105 no
expressen Snaill després de ser infectades amb la CRE. Infecci6 amb la
recombinasa CRE per tal d’obtenir un cultiu de cel-lules mesenquimals del
pancrees KO per Snaill. A) Imatges de la immunofluorescencia utilitzant I'anticos
contra Snaill de les cél-lules PMC CT (a dalt) i PMC KO (a baix). B) gRT-PCR
mostra la relacié de I'expressié dels gens indicats entre les cél-lules de la linia
PMC KO respecte a la de les cel-lules PMC CT, la barra d’error indica el promig
dels valors d’almenys 3 experiments independents. C) Imatges del cultiu de les
PMC CT i KO. L'escala grafica indica 100 pm.

5.3 Les cél-lules mesenquimals del pancrees KO per Snaill
proliferen igual que les cel-lules CT.

Un cop establerta les linies de PMC CT i KO per Snaill es va analitzar per
citometria de flux el cicle cel-lular en aquestes cél-lules. Es pot observar a
la figura R-25A com un 74,58% de les cel-lules CT es trobaven a G1 front
un 65,83% de les cel-lules KO; aixi doncs, no es van observar canvis
significatius en el cicle cel-lular del nostre model “in vitro”.
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Figura R-25: Les cél-lules mesenquimals del pancrees CT i KO per Snaill no
registren canvis ni en el cicle cel-lular ni en la velocitat de creixement. A)
Analisi del cicle cel-lular mitjan¢ant citometria de flux de la linia PMC CT i KO per
Snaill. Les cél-lules es van tripsinitzar i rentar dos cops amb PBS, es van
resuspendre 1.000.000 cél-lules en 300 pl de PBS, després es va afegir a poc a
poc 700 pul de etanol fred tot vortejant la solucid per evitar agregats. Després de
fixar les cel-lules, aquestes es van rentar dos cops amb PBS, i es van incubar
durant 30 min a temperatura ambient amb 500 pl de PBS amb lodur de propidi a
50 pg/ml i RNAses a 5 pg/ml (Sigma). Posteriorment es va analitzar el contingut
de DNA mitjancant la fluorescéncia del lodur de Propidi amb el FACScan i el
programa CellQuest (BD). La distribucio del cicle cel-lular es va calcular amb el
programa ModFit LT. B) Corba de creixement de la linia PMC CT (negre) i KO
(groc) Es van sembrar 10.000 ceél-lules en plagques de 60 mm (8x) i es van
tripsinitzar i contar les cel-lules vives a diferents temps.

D’altra banda, en analitzar la proliferacid cel-lular tampoc es van registrar
grans canvis en la velocitat de creixement en comparar la linia CT amb Ila
KO (R-25B).
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6. LA DELECIO DE SNAIL1 EN LES CEL-LULES MESENQUIMALS
DEL PANCREES EN CULTIU DISMINUEIX L’EXPRESSIO DE
GENS DIANA DE LA 3-CATENINA

6.1 Les cel-lules mesenquimals del pancrees KO per Snaill
expressen menys IL-6 que les cél-lules CT al ser estimulades
amb TGFf.

Tot i no observar canvis en la morfologia ni en I'expressié de marcadors
mesenquimals ni en la proliferacié cel-lular de les PMC un cop delecionat
el gen de Snaill, es va continuar amb la caracteritzacié d’aquestes
cel-lules in vitro, per tal d’intentar esbrinar el mecanisme que capacita
aquestes cel-lules mesenquimals positives per Snaill a mantenir
I’'homeostasi de les cel-lules acinars adjacents, aixi com la integritat del
teixit pancreatic. Donat que aquest efecte de les PMC sobre les cel-lules
acinars observat en el pancrees hauria de ser mitjangant la secrecié d’'un
senyal paracri es va continuar amb I'objectiu d’estudiar el paper de Snaill
en aquestes cel-lules en resposta a diferents estimuls i analitzant-ne
alguns dels factors de creixement i citoquines implicats en diferents
processos pancreatics.

Pel seu paper descrit en el manteniment de la diferenciacié del fenotip

acinar en el pancrees exocri “in vivo” **°

el primer que es va analitzar va
ser la resposta induida per I'estimul de TGF-B1. Com en altres cel-lules
mesenquimals, on |'expressié de Snaill és necessaria per a la seva
activacio després de I'estimulacié amb TGF-f1 1% Jes PMC CT
augmentaven 'expressid de Snaill al ser induides per TGF[3 1 després de
16 h sense serum (0,5 % de FBS). Es pot observar en el WB de la figura R-
26A com dues hores de tractament és suficient per a veure I'augment de
la proteina, que es percep encara a les 8 h, i a les 24 h s’observen altre
cop els nivells basals expressats de Snaill en les PMC CT. A les 8 h de
tractament amb TGF[3 1 es podia observar com els nivells de RNA eren
tres vegades superiors (Fig. R-26C) i la localitzacié de la proteina
augmentava clarament en el nucli d’aquestes cel-lules (Fig. R-26B).
D’altra banda i com era d’esperar, no es detecta expressido de Snaill

després de la induccié amb TGFB 1 a les cel-lules KO (Fig. R-26A i B). A
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part de I'expressié de Snaill, després d’estimular 8 h amb TGFp 1 també
es va detectar augment de I'expressié de IL-6 i del propi gen TGFb 1 en
les cél-lules CT, induccio significativament més petita en les cél-lules KO
(Fig. R-26C).

iPMC
TGFp Oh 2h 8h 24h
KO CT CT KO CT KO CT KO
Snail1 | — —_— - ~ 30 KDa
PK ettt i ~ 65 KDa

B
Bl CT + TGFp1 KO + TGFp1

C Snaill TGFB1
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Figura R-26: L’estimulacié amb TGFb a les cel-lules mesenquimals del pancrees
KO no fa augmentar I'expressio de TGFb1 i IL-6 de la mateixa manera que a les
CT. A) WB de la cinética de I'expressid de Snaill després de la induccid ales 2, 8 i
24 h amb TGFb1 a les cél-lules mesenquimals del pancrees CT i KO per Snaill,
mantingudes previament 16 h sense serum (0,5 % FBS). B) Imatge de la
immunofluorescéncia contra Snaill de les PMC CT i KO per Snaill després de 8h
d’inducciéo amb TGFb1. C) qRT-PCR de I'expressié de Snaill, TGFbl i IL-6 en les
PMC CT i KO després de 8 h d’induccio amb TGFbl. Les barres indiquen la
mitjana d’almenys 3 experiments independents. Les barres d’error indiquen la
desviacio estandard dels diferents valors obtinguts. Un asterisc indica p<0,1; dos
asteriscs indiquen p<0,05.
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6.2 La falta d’expressio de Snaill a les cellules
mesenquimals del pancrees promou I'exclusié de la B-
catenina nuclear

Com en altres cél-lules mesenquimals en cultiu ”/, Snaill es va detectar
principalment en el nucli, co-localitzant amb la B-catenina (Fig R-27A). La
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Figura R-27: Les cel-lules mesenquimals del pancrees que no expressen Snaill
disminueixen I'expressio de la b-catenina nuclear i la dels seus gens diana. La
falta de I'expressido de Snaill a les PMC promou l'exclusido de la b-catenina
nuclear i I'expressio dels seus gens diana son regulats a la baixa. A) Imatges de
les PMC CT i KO per Snaill tenyides per immunofluorescencia contra els
anticossos de Snaill i -catenina. B) gqRT-PCR de I’expressioé dels gens diana de [3-
catenina: AXIN2, AKT2, ZEB1 i c-Myc. Les barres indiquen el promig d’almenys 3
experiments independents. Les barres d’error indiquen la desviacid estandard
dels diferents valors obtinguts. Dos asteriscs indiquen p<0,05.
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delecié de Snaill va promoure l'exclusié de la [B-catenina d'aquest
commpartiment (Fig 28A), d’acord amb els resultats ja publicats ", que
impliquen la B-catenina com un element transcripcional translocat al
nucli per Snaill. Es va analitzar per RT-gPCR I'expressié de gens diana
resultat de I'activitat transcripcional del complex B-catenina/TCF-4. "%,
Aixi doncs es va observar com la delecié de Snaill a les PMC KO reduia
significativament alhora I'expressié dels gens Axin2, Zebl i Akt2 pero no

la de I'oncogen Myc (Fig. R-27B).

6.3 Les cel-lules mesenquimals del pancrees KO per Snaill
expressen menys PGE2, inclus després de I’estimulacié amb
IL-1 o

Es va analitzar també I'expressié de COX2, un altre gen diana de

139

I'activitat transcripcional del complex [-catenina/TCF-4 Es pot

observar a la figura R-28A com I'expressio d’aquest enzim, implicat en la

10 també es va veure disminuit

biosintesi de diferents prostaglandines
en les PMC un cop delecionat el gen de Snaill. L'estimulacié de COX2 per
la IL1-o0 *** també va ser més petita en abséncia de Snaill (Fig 29A).
D’altra banda, I'estimulacié d'un altre gen diana de la IL1-a, la IL6 192 s
va veure afectada per la delecié de Snaill, el que suggereix que aquestes
cél-lules sén almenys parcialment insensibles a aquesta citoquina (Fig

29A).

Esta descrit que Snaill pot reprimir una altre enzim implicat en el
metabolisme de les prostaglandines, 5-HPGD 143, per tant, també es van
comprovar els nivells de RNA que corresponen a aquest gen. Com es
mostra a la figura R-28B, |'expressié de 5-HPGD era clarament regulat a
I'alca en les PMC KO per Snaill en comparar-les amb les PMC CT.
Probablement com a conseqiiencia dels efectes combinats de Snaill
sobre COX-2, necessaris per a la sintesi de PGE2, i en 5-HPGD, necessaris
per a la degradacid d'aquesta prostaglandina, els nivells de PGE2 van ser
substancialment menors en les PMC KO i no van ser estimulats per IL1-a

en aquestes cel-lules, com ho eren a les cel-lules control (PMC CT).
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Figura R-28: Les cél-lules mesenquimals del pancrees KO per Snaill expressen
menys PGE2 fins i tot després de I'estimulacié amb IL-1. Les PMC KO responen
de forma ineficient a I'estimul de IL-1 comparat amb les PMC CT, a més
produeixen menys PGE2 inclus en ser estimulades amb IL-1. A) qRT-PCR de
I’expressié dels gens indicats en condicions basals i després de I'estimulacio
durant 48 h amb IL-1a. B) analisi per ELISA dels nivells de PGE2 presents en el
medi de cultiu de les:PMC CT i KO per Snaill en condicions basals i després de
I’estimulacié durant 48 h amb IL-1c.. Les barres indiquen el promig d’almenys 3
experiments independents. Les barres d’error indiquen la desviacié estandard
dels diferents valors obtinguts. Un asterisc indica p<0,1; dos asteriscs indiquen
p<0,05.
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7. UEXPRESSIO DE SNAIL1 EN LES CEL-LULES MESENQUIMALS
DEL PANCREES CONTRIBUEIX AL MANTENIMENT DE LES
CARACTERISTIQUES ACINARS DEL CULTIU DELS EXPLANTS
ACINARS PANCREATICS.

Després de veure com I'expressié de Snaill a les PMC desenvolupava un
paper en el manteniment de les cél-lules acinars del teixit pancreatic (Fig.
R-6), ens vam preguntar si les PMC “in vitro” també eren capaces
d’exercir aquesta funcié protectora sobre el fenotip acinar d’un cultiu
d’explants pancreatics.

7.1 Les ceél-lules mesenquimals del pancrees retarden la
perdua de marcadors acinars dels explants acinars en ser
sembrats en cocultiu “in vitro”.

Les cel-lules acinars en cultiu pateixen una rapida pérdua dels seus
marcadors acinars alhora que adquireixen marcadors ductals . El
primer que es va voler determinar era si les PMC afectaven aquest
procés de transdiferenciacié acinar-ductal. Per fer-ho es van aillar les
cél-lules acinars del pancrees dels ratolins CT, es van sembrar “in vitro”,
en abséncia o preséncia de les PMC i es van analitzar els nivells d’'RNA de
I’'amilasa i de CK19. Es va comprovar com la relacid entre I'expressid de
CK19 respecte de I'amilasa augmentava al cap de tres dies de cultiu.
Aguest augment de I'expressié de la CK19 respecte de I'amilasa (Fig. R-
29) era 8 vegades inferior en el cultiu en que I'explant acinar havia estat
sembrat conjuntament amb les PMC, en comparar-lo amb I'explant
acinar sembrat sol. Aixi doncs, es va comprovar com les PMC prevenien
I'augment de marcadors ductals de les cél-lules acinars primaries
sembrades “in vitro”
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Figura R-29: El cocultiu de les PMC
amb l'explant acinar del pancrees
CK19/AMYLASE prevé la rapida disminucié dels
marcadors acinars. Explant acinar

= 12 d’'un ratoli CT; la meitat va ser

% isd cocultivat amb preséncia de PMC,

© e =1 I"altra meitat va ser cultivat sol. Al dia
g = M-PMC 13 de cultiu se’n va extreure 'RNA
= . per analitzar I'expressié de marcadors
‘zt 3 6 - W+ PMC acinars (amilasa) i ductals (CK19) per
8 ad RT-qPCR. La grafica mostra I"augment
o 2 de I'expressio de CK19 respecte de
= 0 I'amilasa, al tercer dia de cultiu, de
Day 3 I’explant acinar amb absencia o

presencia de les PMC

7.2 El cocultiu en matrigel de I'explant acinar amb les
cel-lules mesenquimals del pancrees afavoreix la formacio
d’estructures esféeriques de cél-lules epitelials.

Per continuar amb I'estudi del paper de les PMC en les cel-lules acinars
en cultiu, i per tal d’evitar la rapida transdiferenciacié cap a cél-lules
ductals que es déna quan aquestes s’adhereixen a la placa es va optar
per cultivar I'explant acinar utilitzant Matrigel com a medi de cultiu; en
aquestes condicions de cultiu 3D es van detectar unes estructures
esfériques formades per cel-lules epitelials (Fig. R-30A (1-7)).

El nombre d’aquestes esferes era significativament superior quan els
explants acinars se sembraven en presencia de les PMC (Fig. R-30B).
D’altra banda, en comparar |'explant acinar en cocultiu amb les PMC CT o
amb les KO per Snaill, el nombre total d’aquestes esferes no variava
significativament. Cal destacar que, aquestes cél-lules mesenquimals
creixien durant el cultiu perod no s’adherien a les estructures esfériques
(Fig. R-30A (8-9)).
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Figura R-30: L’explant acinar en cultiu 3D forma més estructures esfériques de
cel-lules epitelials quan es cocultiven amb les cél-lules mesenquimals dels
pancrees. Cultiu 3D en medi matrigel suplementat amb serum dels explants
acinars de pancrees de ratolins control que van ser sembrats sols o en cocultiu
amb les PMC CT o les PMC KO com es descriu a materials i metodes. A) Imatges
del a dia 3 del cocultiu amb les PMC CT (1), amb les PMC KO (2) o unicament
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I’explant acinar sembrat sol (3); a dia 5 amb les PMC CT (4), amb les PMC KO (5)
o Unicament I’explant acinar sembrat sol (6); la imatge a dia 6 del cocultiu on es
mostra la distribucio de les esferes de cél-lules epitelials amb les PMC CT (7) o
les KO (8); o (9) imatge al mateix temps, del cultiu sembrat amb absencia de
PMC on es mostra la manca de fibroblasts endogens propis del pancrees del
ratoli. L'escala grafica mostra I'augment indicat. B) Grafica del nombre total
d’esferes quantificades a dia 3 dels cultius dels explants acinars sembrats sols
(gris) o en cocultiu amb les PMC CT (negre) o les PMC KO (groc). Les barres
mostren la mitjana dels valors obtinguts en dos experiments independents. La
barra d’error mostra la desviacio estandard de les dades obtingudes. Un asterisc
indica p<0,05.

Seguint amb la caracteritzacié d’aquests cultius, es va realitzar una
immunofluorescencia contra I’'E-cadherina que va permetre classificar les
esferes segons la mida en: petites (fins a 40 um), mitjanes (entre 40 i 80
um) i grans (més de 80 um). Es pot observar a la figura R-31 A com en les
esferes més grans la E-Cadherina s’observa més definida tot resseguint la
periféria de cada una de les cel-lules epitelials que la formen. Cal
remarcar que les esferes de més de 80 um no es van detectar en els
cultius on l'explant acinar es va sembrar en abséncia de cél-lules
mesenquimals. A més, el nombre d’esferes grans va ser lleugerament

superior quan el cocultiu es va realitzar amb les PMC que expressaven
Snaill (Fig. R-31B).

Aguestes dades suggerien que les PMC sén importants per la formacié
d’aquestes esferes a partir de cél-lules acinars primaries, aillades de
ratolins CT i sembrades en cultiu 3D; d’altra banda, sembla que
I'expressié de Snaill afavoreix el creixement d’aquestes estructures
epitelials.
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Figura R-31: Les esferes més grans no es detecten en els cultius dels explants
acinars sembrats en abséncia de ceél-lules mesenquimals del pancrees i son
lleugerament més abundants en el cas dels cocultius amb cel-lules
mesenquimals que expressen Snaill: Classificacio segons la mida de les esferes
observades el tercer dia de cultiu amb preséncia de PMC CT, KO o en abséncia
de cel-lules mesenquimals. A) Imatge representativa de les diferents mides de
les esferes: petites (> 40 um), mitjanes (entre 40 i 80 um) i grans (< 80 pum)
tenyides per immunofluorescéncia amb I’anticos contra I'E-cadherina. L’escala
grafica mostra la mida indicada. B) Grafica de la classificacié segons la mida dels
cultius a dia 3 a les tres condicions analitzades: +PMC CT (negra), +PMC KO
(groc) i —PMC (gris). Les barres mostren la mitjana del recompte de tres
experiments realitzats de forma independent. Les barres d’error mostren la
desviacid estandard de les dades obtingudes. Un asterisc indica p<0.05.

7.3 L'expressio de Snaill a les cel-lules mesenquimals del
pancrees millora el manteniment dels marcadors acinars
dels explants acinars en cultiu.

Per ultim, per tal d’esbrinar si I'expressié de Snaill en les PMC era capag
de mantenir els marcadors acinars en aquestes estructures esféeriques
cultivades “in vitro”, es va analitzar I'expressié d’amilasa i de CK19
mitjangant immunofluorescéncia i es van classificar segons la intensitat
de tincid com alta, mitjana o baixa (Fig. R-32A). Un cop analitzades i
classificades es va poder observar com la preséncia d’amilasa era
superior en les esferes de mida més petita que en les de mida més gran,
per contra aquestes Ultimes eren enriquides en CK19 (Fig. R-32B).
Aproximadament el 64% de les estructures petites eren fortament
positives per amilasa i només el 19% ho era per CK19; en canvi el 10% de
les esferes grans presentaven una alta expressid d’amilasa i el 44% alta
expressié de CK19. En comparar les esferes cocultivades amb les PMC CT,
un total de 426, o amb les PMC KO, 376, es va poder observar que la falta
de Snaill en aquestes cel-lules mesenquimals feia augmentar I'expressio
de CK19 alhora que disminuia I'expressié d’amilasa en totes les esferes
analitzades; per exemple, el percentatge del nombre d’esferes amb alta
expressié d’amilasa disminuia al ser cocultivades amb presencia de les
PMC KO en comptes de les CT del 65% al 18%, del 38% al 6% i de I'11% a
0 en petites, mitjanes i grans respectivament. Per contra, el percentatge
d’esferes amb alta expressié de CK19 augmentava del 19% al 40%, del
34% al 39% i del 43% al 61% respectivament en petites, mitjanes i grans.
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Figura R-32: L’expressi6 de Snaill a les PMC en cocultiu amb els explants
acinars en retarda la pérdua de marcadors acinars. Classificacié segons la
intensitat de tincié d’amilasa o CK19 de les esferes petites, mitjanas i grans
observades el tercer dia de cultiu amb preséncia de PMC CT o KO per Snaill. A)
Imatge d’'un exemple representatiu de les esferes grans, mitjanes o petites
tenyides amb els anticosos contra amilasa (vermell) o CK19 (verd). B) Grafiques
del percentatge d’esferes cocultivades amb les PMC CT (esquerra) o PMC KO
(dreta) classificades per mida i per intensitat d’expressié d’amilasa (a dalt) o
CK19 (a baix). Les barres mostren el percentatge de la mitjana de 2 experiments
realitzats de forma independent. Les barres d’error mostren la desviacidé
estandard de les dades obtingudes.

Aixi doncs, aquests resultats suggereixen que la preséncia de Snaill en
les PMC contribueix a un millor manteniment del fenotip acinar en les
cél-lules del pancrees en cultiu, fent augmentar el nombre global
d’esferes amb una alta expressié d’amilasa en ser comparades amb les
esferes formades en preséncia de les PMC KO amb el gen de Snaill
deplecionat.
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8. LA DELECIO DE SNAIL1 EFECTE EL FENOTIP DELS TUMORS
DE PANCREES.

Finalment, es va voler determinar si I'expressid de Snaill afectava el
desenvolupament dels tumors de pancrees.

8.1. Obtenci6 del model animal: ratoli Ela-Myc KO
condicional per Snaill.

Com a model muri de cancer de pancrees es va utilitzar el ratoli
transgénic Ela-Myc generat per Sandgren '*. Aquesta linia de ratolins
expressa I'oncogen c-Myc sota el control del promotor de I'elastasa,
proteina especifica de les cél-lules acinars: desenvolupa de forma
espontania, entre els dos i cinc mesos d’edat, tumors de pancrees en el
100% dels casos '*°. Aquests ratolins manifesten inicialment una
hiperplasia severa a I’edat d’'un mes, i presenten tumors acinars als dos
mesos d’edat. Una caracteristica especial d’aquesta linia de ratolins és
gue entre els tres i sis mesos d’edat aquests animals presenten tumors
de tipus mixt, és a dir, malgrat I'origen dels tumors és genéticament
acinar, en el mateix tumor podem trobar arees de carcinoma acinar i
arees d’adenocarcinoma ductal (Fig. R-33). La generacié de tumors
ductals esta precedida per una metaplasia acinar-ductal, un procés de
transdiferenciacié que també té lloc en adenocarcinomes de pancrees

humans 150-151

ACINAR ACINAR ACINAR_DUCTAL DUCTAL
HYPERPLASIA TUMOR I\(/IEIAPEQIA . TUMOR

1 month 3-5 month >

Figura R-33: Procés de tumorogenesi de la linia Ela-Myc KO condicional per
Snaill. Imatges de les seccions dels pancrees tenyits amb hematoxilina-eosina
gue mostren la histologia de la cronologia tipica del procés de tumorogenesi dels
tumors pancreatics desenvolupats en la linia Ela-Myc. Els pancrees d’aquesta
linia de ratolins desenvolupen hiperplasia acinar a I’edat d’1 mes, entreels 3i 6
mesos d’edat trobem tumors de tipus mix on part dels carcinomes acinars
desenvolupen una metaplasia que déna lloc a arees d’adenocarcinomes ductals.
L’escala grafica indica 100 pum.
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Per tal d’estudiar el paper de Snaill en el procés tumoral del pancrees es
va creuar el ratoli Ela-Myc amb el nostre ratoli KO condicional per Snaill.
Amb aquests creuaments (especificats a la figura MM-5, de materials i
meétodes) es van obtenir camades de ratolins que expressaven I'oncogen
c-Myc i la recombinasa CRE. Aquests ratolins que tenien el gen de Snaill
amb un dels al-lels “wild type” i I'altre floxejat van ser utilitzats com a
control, anomenats a partir d’ara (CT),i els que tenien un al-lel del gen de
Snaill floxejat i I'altre delecionat van ser utilitzats com a “knock out” per
Snaill, anomenats, (KO). Tots els animals (CT i KO) utilitzats en els
experiments per estudiar el paper de Snaill en el procés tumoral del
pancrees van ser tractats préviament amb TAM.

Per a realitzar el seglient experiment es va induir la delecié de Snaill
quan els ratolins tenien dos mesos i mig, moment en que els tumors
comengaven a ser detectats per palpacié. Un mes després de
I'administracié de TAM, es van sacrificar els animals i es va analitzar tant
la mida com la histologia dels tumors.

8.2. Snaill s’expressa a lI'estroma dels tumors pancreatics
dels ratolins control, al voltant de les arees de fenotip
acinars.

El primer que es va realitzar va ser una immunohistoquimica utilitzant
I'anticos de Snaill per tal de determinar I'expressié de Snaill en els
tumors del nostre model animal. Es pot observar a la figura R-34 com
algunes cél-lules mesenquimals expressen Snaill; aquestes cél-lules es
localitzen a I’estroma situat al voltant d’arees de tumor de fenotip acinar.
D’altra banda, com era d’esperar no es va detectar expressié de Snaill als
tumors dels ratolins KO.
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Figura R-34: Snaill s’expressa a les cél-lules mesenquimals de I'estroma que
rodeja les arees de tumors acinars en els ratolins CT. Imatges de seccions de
diferents tumors dels ratolins CT als tres mesos i mig d’edat tenyides per
immunohistoquimica utilitzant I’anticos de Snaill. A la dreta una magnificacio de
les imatges de I'esquerra. L’escala grafica mostra la mida indicada.
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8.3. Els tumors dels ratolins KO no presenten diferéncies
significatives ni en el volum ni en el pes respecte dels tumors
dels ratolins CT.

Un cop delecionat el gen de Snaill i sacrificats un mes més tard els
animals, se’ls va extreure els tumors i se’n va mesurar el pes i el volum.
En comparar els tumors dels animals CT amb els dels KO no es van
observar diferéncies en la morfologia a nivell macroscopic (Fig. R-35A).
Tampoc es van detectar diferéncies significatives ni en el volum ni el pes
d’aquests tumors al comparar els que provenien dels animals CT amb els
gue provenien dels animals KO.

B WCT LIKO
Tumor weight Tumor volum
2,0 2,5

1,5 I

1,0

Weight (g)
Volum (cc)

0,5

0,0 0,0

Figura R-35: Els tumors dels ratolins KO no presenten diferéncies significatives
a nivell macroscopic al ser comparats amb els tumors dels ratolins CT.
Caracteritzacié a nivell macroscopic dels tumors de pancrees dels ratolins CT i
KO per Snaill als tres mesos i mig d’edat. A) Imatge representativa de dos
tumors de pancrees dels ratolins CT i KO. B) Grafiques del volum i del pes dels
tumors de pancrees dels ratolins CT i KO. Les barres mostren la mitjana de les
dades obtingudes de 13 tumors CT i 13 KO analitzats. Les barres d’error mostren
la desviacié estandard de les dades obtingudes.
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8.4. Els tumors dels ratolins CT tenen un major component
acinar i els dels ratolins KO tenen un major component
ductal.

Per tal de continuar amb la caracteritzacié d’aquests tumors es va
guantificar el percentatge d’arees acinars i ductals en els tumors dels
ratolins CT i KO per Snaill. Per visualitzar la histologia caracteristica de
cada tipus de tumor es van realitzar tincions amb hematoxilina-eosina
(Fig. R-36 (a-b)) de les seccions dels diferents tumors obtinguts, alhora
gue es van realitzar immunohistoquimiques contra I'amilasa i la CK19 per
tal de facilitar la identificaci6 de les zones de carcinoma acinar i
d’adenocarcinoma  ductal respectivament  (Fig. R-36  (c-d)).
ACINAR TUMOR

AT R S

R B iR W

CK19

a-Amylase

Figura R-36 Histologia caracteristica de les arees de carcinoma acinar i
d’adenocarcinoma ductal dels tumors de pancrees del model Ela-Myc.
Identificacié de la histologia de les arees dels tumors acinars i tumors ductals. a i
b) Imatges de les tincions amb hematoxilina-eosina de les seccions de tumors
amb histologia tipicament acinar i ductal respectivament. c¢) Imatge de la tincié
amb I'anticos contra a-amilasa d’una regié d’un tumor acinar d) Imatge de la
tincié amb I'anticos contra CK19 d’una regid d’un tumor ductal.

En quantificar les diferents seccions dels tumors, les arees identificades
amb hiperplasia acinar es van incloure dins del “fenotip acinar” mentre
qgue el “fenotip ductal”, en aquest estadi de desenvolupament, van ser
principalment format per zones de metaplasia acinar-ductal i
ocasionalment zones d’adenocarcinoma ductal diferenciat.
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Figura R-37: L’expressié de Snaill contribueix al manteniment del fenotip
acinar en els tumors dels ratolins CT. Identificacié i quantificacio de les arees
dels tumors de fenotip acinar, on s’inclouen les zones amb hiperplasia acinar i
les zones de carcinoma acinar o de fenotip ductal, on s’inclouen les zones de
metaplasia acinar-ductal i les zones d’adenocarcinoma ductal. A) Imatges de les
seccions d’un tumor d'un ratoli CT i un de KO tenyides mitjangant
immunohistoquimica contra amilasa o CK19, imatges magnificades de les arees
corresponents a zones acinars o ductals. L'escala grafica mostra la mida
indicada. B) Grafica del percentatge de la composicid dels tumors dels ratolins
CT o KO per Snaill. Les barres mostren la mitjana dels percentatges obtinguts de
13 tumors analitzats. Les barres d’error indiquen la desviacié estandard de les
dades obtingudes. Un asterisc indica p<0,05. C) Analisi per WB dels extractes
proteics totals de tumors dels ratolins CT i KO, utilitzant els anticossos contra
amilasa, CK19 i PyrK com a control de carrega.
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Tot i no observar diferéncies a nivell macroscopic, després de quantificar
totes i cada una de les arees dels tumors analitzats, si es van trobar
diferéncies a nivell cel-lular. Es pot observar a la figura R-37A i B, com el
percentatge de tumors amb caracteristiques acinars era molt mes elevat
en els tumors dels ratolins CT comparat amb els tumors dels ratolins KO;
contrariament, els ratolins amb el gen de Snaill delecionat (KO) el
fenotip predominant era el ductal (metaplasia acinar-ductal o
adenocarcinoma ductal).

Per tal de completar la quantificacié obtinguda, es van analitzar per WB
els extractes totals de proteines obtinguts dels diferents tumors CT i KO.
Es pot observar a la figura R-37C com I’amilasa esta enriquida en els
tumors derivats dels ratolins CT comparat amb els dels ratolins KO,
mentre que els tumors obtinguts d’aquests ratolins presentaven nivells
més elevats de CK19.

Per tant, i d’acord amb el d’escrit anteriorment, Snaill és requerit pel
manteniment dels acinis i la delecié de Snaill afavoreix la progressié del
carcinoma acinar cap adenocarcinoma ductal mitjancant I'increment de
la metaplasia acinar-ductal
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El repressor transcripcional Snaill ha estat descrit principalment com el
responsable de la induccié de la transicié epiteli-mesenquima. La funcié
de Snaill s’ha associat principalment al desenvolupament embrionari
primerenc, concretament en la gastrulacid i la delaminacid de la cresta
neural 23 'expressi6 de la proteina Snaill s'ha detectat en algunes
cel-lules del mesoderma, de I’endoderma parietal, dels arcs branquials, al
cartilag, al mesénquima pulmonar o en cel-lules mesenquimals de la pell

| 7. on s'ha demostrat

embrionaria i a la dermis, prop dels bulbs del pe
que té un paper en la morfogeénesi del fol-licle pilds cutani **. També es
troben cel-lules positives per Snaill en el teixit extraembrionari tant en
les primeres etapes del desenvolupament com en la placenta. D’altra
banda, I'expressid de Snaill en teixit adult es veu limitada a un conjunt
de cel-lules mesenquimals sense saber-se molt bé quina és la seva funcid
3% Es troben cél-lules positives per Snaill en condrocits, en cél-lules
satél-lit localitzades entre les fibres musculars, en ceél-lules del
mesenquima pulmonar, en fibroblasts de la pell o en les cel-lules mare

77-136

del moll de I'os . Estudis realitzats en el nostre laboratori indiquen

gue Snaill es requereix pel manteniment del fenotip més indiferenciat de
les cel-lules mare del mesénquima. Snaill bloqueja la diferenciacié de les
cél-lules mare del moll de I'os cap a adipocits, osteoblast o miotubs, pero

en canvi, la seva expressio és necessaria per a la diferenciacié d’aquestes

136

mateixes cel-lules a condrocits L'expressié de Snaill també

proporciona a les cel-lules altres propietats, ja que millora la seva

resisténcia a la mort cel-lular ¢

153-154

, genera propietats "stem” en les
cel-lules del cancer de mama , i fins i tot en cél-lules de melanoma
Snaill és capag d'induir mecanismes que permeten escapar del control

del sistema immunitari **°

. D'altra banda, I'Us de ratolins en un assaig “in
vivo” de la cicatritzacié d’una ferida a la pell va demostrar presencia de

Snaill en els fibroblasts que migren activament ”’.

En aquest treball s’evidencia una nova funcié de Snaill en el teixit adult,
concretament i per primera vegada, es descriu un paper rellevant en el
pancrees, ja que l'abséncia de la seva expressid provoca drastics canvis
en la morfologia d’aquest organ. Per tal d’estudiar el paper de Snaill en
el teixit adult s’ha generat un KO condicional per Snaill com a model
animal. Aquest ratoli transgénic expressa la recombinasa CRE sota el
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promotor d’expressid ubiqua que permet la delecié de Snaill mitjancant
I’'administracié de tamoxife (TAM).

Estudis no inclosos en aquesta memoria, realitzats amb aquest model
mostren com la delecid de Snaill als 20 dies d’edat afecta greument el
creixement dels animals. Aquests ratolins tenen un déficit en el nombre
de cel-lules mare mesenquimals del moll de I'os i son més petits, amb un
menor pes que els germans de camada control. En examinar els ossos, la
longitud de la diafisi del fémur en els ratolins KO va ser també menor en
comparar-los amb els germans de camada control (dades de la Dra. R.
Batlle). Aquestes observacions, juntament amb els elevats valors de
fosfatasa alcalina obtinguts en les analitiques de sérum suggereixen una
possible alteracié del metabolisme ossi, i una deficiencia en la generacié
d'os o muscul.

Com es demostra en aquesta tesi, I'expressié de Snaill en les cel-lules
mesenquimals del pancrees és necessaria per al manteniment de
I'estructura normal del pancrees. La delecié de Snaill provoca la rapida
perdua de les cel-lules acinars i la seva substitucié per adipodcits. Un
reemplagament similar de cel-lules acinars per adipocits s'ha observat en
altres models de ratolins transgenics, tot i que aquesta substitucid no és
tan rapida, sind que requereix un periode de temps més prolongat. Per
exemple, la inhibicié de la senyalitzacié de TGF-B a les cél-lules acinars
per I'expressid constitutiva d'un mutant dominant negatiu del receptor
de TGF-B indueix la pérdua dels acinis, I'aparicié d'estructures ductals i la
substitucid progressiva per adipocits que apareix als cinc mesos d'edat
33 La pérdua de cél-lules acinars i I'acumulacié d'adipocits en animals
d'avancada edat (10 mesos) també s'ha observat en ratolins amb una
inactivacié de c-Myc a les cél-lules progenitores del pancrees positives
per PDX-1 °. En analitzar I'expressié de c-Myc en el nostre model
s’observa com les cél-lules acinars de pancrees CT expressen aquest
factor mentre que la seva expressié es perd en els pancrees KO una
setmana després de l'administracié de tamoxife. Només les cél-lules
acinars que encara estan intactes expressen aquest marcador (dades no
mostrades). Els experiments realitzats amb rastreig del llinatge genétic
cel-lular per Herrera et al en el model de delecié de c-Myc indiquen que
les cel-lules adiposes s'obtenen directament de la transdiferenciacio de
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les cél-lules acinars °. Aquesta transicid epiteli-mesénquima també

s’observa en ratolins d’avancada edat i en processos de pancreatitis "
158

Recentment s'ha descrit un canvi drastic en la mida del pancrees i en
I'aparenca de les cél-lules de greix amb la inactivacié de la via de Hippo
mitjancant la deleci6 de Mistl/2 a l'inici del desenvolupament del
pancrees. Aquesta via esta formada per una cascada de quinases, entre
elles Mist1/2, Latz 1 i 2, que finalitza amb la fosforilacié de Yap, que
gueda retingut al citoplasma on és degradat pel proteosoma. En abséncia
de fosforilacié, Yap s'acumula en el nucli de gairebé totes les cél-lules
exocrines i estimula I'expressié de gens necessaris per a la proliferacio
cel-lular. Els resultats del mutant van sorprendre al trobar que la massa
total de pancrees era menor que l'observada en els controls. Aquests
resultats apunten a un fenotip autodigestiu a causa de |'abséncia d'un
sistema ductal continu (és a dir, la manca de conductes intercalats que
alimenten la xarxa de conductes més grans) que condueix a la
autoactivacio dels enzims digestius pancreatics i la necrosi dels teixits. >’
Una pérdua de les cél-lules acinars també s'ha observat recentment en
ratolins amb una delecidé de IKKa en les cél-lules epitelials del pancrees
7 Aquesta peérdua s'acompanya amb trets caracteristics de la
pancreatitis, com la inflamacid i |'alliberament circulatori dels enzims

pancreatics.

Pel que fa a aquestes linies transgéniques, el nostre model mostra
diferencies significatives. En primer lloc, es basen principalment en la
inactivacié constitutiva del gen diana usant una recombinasa Cre sota el
control del promotor del gen PDX-1, actiu en les cel-lules progenitores
del pancrees durant el desenvolupament. En els nostres experiments la
delecid de Snaill es realitza en animals adults i I'aparicié del fenotip
s’accelera notablement respecte a altres models, ja que es detecten
cél-lules adiposes dues setmanes després de la delecid de Snaill, sent
aquestes cel-lules predominants al cap d’'un mes. Les cél-lules acinars es
perden rapidament mentre es conserven els ductes; en realitat, a temps
més llargs (quatre setmanes) molt poques cél-lules acinars es mantenen i
la majoria de les cél-lules epitelials que resten son cel-lules ductals
positives per CK19. D'altra banda encara que s’observa una pérdua acinar
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i una acumulacié de fibroblasts no es detecten altres caracteristiques
classiques de la pancreatitis com I'augment sistemic d’enzims digestius.
També d'acord amb altres models animals, els illots no es troben
compromesos per la delecid de Snaill i no es mostra cap alteracié en la
seva estructura o funcio.

Malgrat la baixa taxa de renovacié de les cél-lules pancreatiques en el
pancrees adult, aquest teixit té la capacitat de regenerar-se després
d'una lesid, ja sigui després d’una pancreatitis ***®?, d’una extirpacié

103164 "5 com succeeix en el nostre model, després d’una

quirargica
rapida desestructuracié del teixit exocri com a conseqiiéncia de la delecid
de Snaill. Tot i que es coneix molt sobre els mecanismes que governen la
diferenciacié cel-lular durant el desenvolupament, se sap poc sobre els
processos que regulen la renovacié cel-lular i I'homeostasi en I'individu
I'adult. Recentment s'ha demostrat que els gens necessaris per a la
regulacié de la diferenciacid durant el desenvolupament fetal no

165-1
6518 | a recerca de

s’utilitzen en la regeneracié quan I'organ és adult
cél-lules mare adultes en el pancrees ha estat el principal focus d’interés
de molts laboratoris. Alguns autors han proposat I'existéncia de cél-lules
mare adultes que resideixen a |'epiteli ductal, a I'acinar i als illots. **’*¢°

En el nostre model no es coneix de quin tipus cel-lular provenen les
cél-lules acinars que regeneren el pancrees, si de la duplicacié d’alguna
de les poques cel-lules acinars resistents que resten al cap d’un mes de la
delecid del gen de Snaill, o si diferencien d’un altre tipus de llinatge
cel-lular amb propietats de cel-lula mare. El que si que podem confirmar
és que després de l'alta taxa d’apoptosi de les cel-lules acinars (una
setmana post TAM), I'expressio residual de Snaill en algunes PMC és
suficient per a augmentar considerablement la proliferacié de tots els

llinatges cel-lulars, ja siguin ceél-lules acinars, ductals o mesenquimals.

Tot i que no podem concloure res sobre quines sén les cel-lules
responsables de la recuperacid del teixit exocri en el nostre model, una
possible hipotesi és que es tracti d’una transdiferenciacido de cél-lules
ductals a cel-lules acinars. Les cel-lules ductals sén més resistents a la
falta de Snaill, i si posteriorment rebessin I'estimul necessari provinent
de les PMC que expressen Snaill, serien capaces de reparar el teixit
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acinar. Una altra opcid seria la proposada per Li et al " en la qual el
pancrees es recupera després de la delecié de IKKa mitjancant la
proliferacié de les cél-lules acinars. Aquests resultats estan d’acord amb
els nostres resultats, en quée es pot observar un clar augment de Ki67 en
aquestes cel-lules.

Aquest procés de recuperacié s’ha estudiat en altres models animals, per
exemple, al delecionar de forma condicional el gen Xbp1l a les cél-lules
acinars del pancrees adult. Al cap de quatre setmanes, aquests ratolins
presenten el pancrees severament compromes. De la mateixa manera
gue en el nostre model la gran majoria de cel-lules acinars pateixen
apoptosi, i es produeix una disminucio dels nivells d’amilasa i lipasa en
serum, apareixen adipocits i els illots es mantenen macroscopicament
normals. Dotze setmanes després, aquests pancrees es troben totalment
recuperats; la resposta regenerativa involucra tant cel-lules acinars com

centroacinars *’°.

Altres autors asseguren que la CCK té un paper
important en la regeneracié del pancrees exocri després d'una lesid

pancreatica '’*.

En el model que presentem Snaill es detecta en les cél-lules
mesenquimals i mai en les cel-lules epitelials. No obstant aixo, el fet que
el gen de Snaill també s’elimini en aquestes cel-lules impedeix descartar
la possibilitat que el fenotip observat pogués ser parcialment degut a un
defecte en les cel-lules acinars. Tanmateix, observacions no publicades
indiquen que el pancrees de ratolins amb delecié6 de Snaill
especificament en I'epiteli pancreatic no mostra cap fenotip; aquests
ratolins han estat obtinguts per I’eliminacié de Snaill mitjancant una CRE
expressada sota el promotor de p48 (FX Real, comunicacié personal), un
factor de transcripcio especific del compartiment exocri 7.

Per tal de descartar definitivament que el fenotip observat en el nostre
model no es a causa de la delecié de Snaill a les cél-lules acinars i per
reafirmar que es deu a la delecid a les PMC, en el nostre laboratori
s’estan desenvolupant dues noves linies de ratolins transgénics. En
primer lloc, un ratoli KO condicional de Snaill que expressa la
recombinasa CreER™ sota el promotor de Ptfla, igual que el comentat
anteriorment (p48-CRE), perd en aquest cas la delecié es realitzara
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mitjancant TAM al cap de vuit setmanes d’edat per tal de poder
comparar els resultats obtinguts amb el nostre model. En segon lloc, una
linia de ratolins KO condicional de Snaill que expressa la recombinasa
CreER™ sota el promotor d’un gen d’expressid especificament
mesenquimal, ColAla. En aquest cas la deleci6 també es realitzara
mitjangant administracions intraperitoneals de TAM, esperant observar
el mateix fenotip que I'obtingut en el nostre model.

Un altre model que recorda al nostre és el ratoli del qual s’elimina
I'expressié de Wtl (Wilms’ tumor 1) mitjangant la CRE induible per TAM
sota el control de la B-actina. De la mateixa manera que Snaill, Wtl
també és important durant el desenvolupament embrionari, es requereix
en processos de EMT i en I'adult s'expressa en molt pocs teixits en un
petit percentatge de cél-lules mesenquimals, com les cél-lules estrellades
hepatiques i pancreatiques i les cél-lules progenitores de la medul-la
ossia *”. Wt1 juga un paper intrinsec en la diferenciacié dels osteoblasts.
La supressio del Wtl condueix rapidament a I'atrofia del pancrees exocri
amb un augment del nombre de cel-lules apoptotiques mentre que el
pancrees endocri roman en gran part no afectat. Els animals mutants

també presenten una pérdua de greix i d'os *”*

. Els autors d’aquest model
proposen que l'atrofia pancreatica sorgeix a través de l'activacié de la
subpoblacié de cel-lules mesenquimals, les cél-lules estrellades que
expressen Wtl. Les cel-lules estrellades activades produeixen citoquines
7% i aquestes poden ser responsables de la destruccié de les cél-lules
acinars, a l'invers de la nostra hipotesi proposada. Tot i aixo, la similitud
entre aquest model i el nostre pot ser deguda a la relacié que existeix
entre Snaill i Wtl; aquests dos gens experimenten una dualitat
funcional: s’ha demostrat que Wt1 pot unir-se directament a un motiu
altament conservat dins del promotor de Snail per activar-ne |'expressid
génica, pero alhora Wtl també pot competir amb Snaill bloquejant el

seu paper repressor, activant 'expressié de I'E-cadherina *”>.

Les cél-lules mesenquimals positives per Snaill son localitzades
principalment abracant els acinis en els pancrees dels ratolins control.
Entre els marcadors mesenquimals analitzats, |'expressid6 de Snaill
presenta una distribucid similar a la de CD105, la desmina, la vimentina o
aSMA. El fet que les tincions de talls seqliencials mostrin com les
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cél-lules positives per Snaill ho sén alhora per CD105 i la facilitat per
seleccionar amb el “sorter” les cél-lules que expressen aquest marcador
ubicat a la membrana cel-lular, ha fet que hagim utilitzat CD105 per aillar
les cél-lules mesenquimals positives per Snaill (PMC). La delecid de
Snaill no causa canvis significatius en el fenotip ni en la proliferacio
d'aquestes cel-lules pero afecta selectivament lI'expressié de gens
especifics, com ara COX2, sigui en condicions basals o després de la seva
activacié per IL-1a. A part de COX2, I'expressio d'altres gens diana de -
catenina, com AXIN2 o ZEB1 també esta disminuida per la delecié de
Snaill. Aix0 és probablement la conseqiéncia de l'alteracié de la
distribucié de la B-catenina a les PMC, absent als nuclis de les cél-lules
gue no expressen Snaill. Diversos estudis descriuen que [l'activitat
transcripcional de la B-catenina és estimulada per Snaill, almenys en
part, a través d'un mecanisme que implica la interaccié directa *’° i que
Snaill promou la translocacié de la B-catenina al nucli i la conseqiient
activacio dels gens diana de B-catenina/TCF4 2178,

Les cel-lules mesenquimals més ben caracteritzades del pancrees sén les
cél-lules estrellades del pancrees (PaSC, de I'anglés Pancreatic Stellate
Cells) ’*. En el pancrees normal es considera que aquestes cél-lules estan
en repos i expressen molt pocs marcadors especifics; quan el pancrees
esta danyat aquestes s'activen i expressen proteines com aSMA. No ha
estat possible determinar si les cel-lules mesenquimals que expressen
Snaill corresponen a les PaSC, ja que no col-localitzen amb la majoria
dels putatius marcadors de les PaSC com S100A4, o GFAP. No obstant
aixo, és possible que les cel-lules que expressen Snaill corresponguin a
un subconjunt de PSC, considerant especialment, la recent publicacié en
que es descriu un paper d’aquestes cel-lules en el manteniment de
I'arquitectura del pancrees exocri *”’. Aquests autors demostren que la
deleci6 de la B1 integrina especificament a les PaSC disminueix
I'expressio de la matriu extracel-lular i afecta la interaccié de les cél-lules
acinars amb la membrana basal; aquestes alteracions coincideixen amb
una menor produccié de zimogens, apoptosi i una parcial disminucié de
la mida de pancrees 7. Aquests efectes sén més lleus que els produits
per la delecid de Snaill, que probablement no es limita a modificar les
proteines de la matriu extracel-lular; a més, la delecid de la B1 integrina
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no origina l'aparicié d'adipocits en el pancrees. En qualsevol cas, tots dos
estudis indiquen un paper fonamental de les PMC en I'homeostasi
pancrees.

El pancrees exocri pateix un canvi metaplastic en l'entorn de la
pancreatitis cronica i el cancer de pancrees. En aquestes condicions
patologiques el pancrees canvia d'un teixit on predominen les cel-lules
acinars a un teixit compost predominantment d'epiteli ductal. S'han
postulat que aquests conductes metaplastics poden sorgir com a
consequéncia de l'activacié de I'epiteli ductal normal per part de les
cél-lules mare pancreatiques o bé per la transdiferenciacié de cel-lules
madures *** %, La metaplasia de les cél-lules acinars a ductals pot ser
recapitulada pel cultiu de I'epiteli del pancrees “in vitro”. Quan els
explants epitelials exocrins es cultiven dins una matriu apropiada perden
els marcadors acinars alhora que incrementen I'expressié de proteines

ductals 144-146-178

. Tot i que s’han utilitzat un ampli ventall de condicions
de cultiu que han demostrat la conversid acinar-ductal, no es coneixen

els mecanismes moleculars i cel-lulars subjacents.

Quan hem estudiat el paper d’aquestes cél-lules en cultiu hem pogut
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observar com les PMC KO per Snaill sén menys capaces de mantenir el

fenotip de les cel-lules acinars quan es cultiven “ex vivo”. Les cél-lules
primaries del pancrees sén capaces de formar grans esferes quan es
cultiven en Matrigel. El nombre i especialment la mida d'aquestes esferes
son dependents en gran mesura de la suplementacié del cultiu amb PMC.
L'expressid de Snaill en aquestes cel-lules no afecta el nombre i només
lleugerament la mida, perd modifica la composicié d'aquestes
estructures. Sense Snaill a les PMC, la pérdua de marcadors acinars es
déna abans i especialment les esferes més grans estan totalment
desproveides de marcadors acinars, com I'amilasa. Aquest resultat
suggereix de nou que la delecié de Snaill impedeix la secrecid per part
de les PMCs dels factors extracel-lulars necessaris per a la supervivencia
de les cél-lules acinars.

Els resultats obtinguts en el model animal tumoral també reforcen la
importancia de Snaill en el manteniment acinar. La sobreexpressié de c-
Myc a les cél-lules acinars del pancrees genera carcinomes que expressen
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Snaill en I'estroma; aquestes lesions mostren cél-lules neoplasiques tant
acinars com ductals. La proporcié d'aquests dos tipus de cél-lules sén
dependents de l'edat dels animals. Els tumors inicials presenten una
major proporcido d'arees acinars mentre que a temps posteriors
s'enriqueixen en estructures de forma ductal com a conseqiiencia d'un
procés de metaplasia acinar-ductal *’°. Els nostres resultats indiquen que
aquest procés de metaplasia esta regulada negativament per Snaill, ja
gue s'accelera en ratolins deficients per a I'expressié d'aquest gen, sense
una alteracié significativa en la mida ni en el pes del tumor. Per tant,
I'expressié de Snaill a les PMC és rellevant per mantenir el fenotip acinar
no només en animals sans, sind també en les neoplasies. Es probable
gue, com es descriu en altres models pel cancer pancreatic, la delecid de
Snaill a les PMC provoqui una reprogramacioé de les cel-lules acinars cap
a un fenotip més indiferenciat capa¢ de transdifferenciar-se a adipocits

1 \ 178-180-181
> 0 a cél-lules ductals *7& 1818

. En qualsevol cas, el mecanisme precis del
control de les PMC en el manteniment de les cel-lules acinars, és a dir, el
coctel de citoquines i proteines secretades per aquestes cél-lules
mesenquimals necessaries per a aquest control segueix sent una

incognita.

Seria interessant utilitzar el nostre model per estudiar el paper de Snaill
en la fibrosi d’aquest organ; com s’ha comentat a la introduccié Snaill
indueix EMT tant en condicions fisiologiques com patologiques. En
ratolins transgenics adults s’ha vist que Snail 1 promou I'EMT en les
cél-lules dels conductes tubulars i col-lectors dels ronyons induint la
fibrosi d’aquest organ. També s’ha observat expressid de Snaill en
pacients amb fibrosi renal . Al fetge, I'expressié ectopica de Snaill als

8 Draltra banda, fora de

hepatocits promou la progressié de la fibrosi
I'etapa del desenvolupament, Snaill també esta implicat en alguns
processos de fibrogeénesi no patologics; en el procés del tancament de
I’enva auricular, just després del naixement, s’observa expressié de
Snaill nuclear, suggerint que aquest pot seguir exercint un paper en la
fibrosi del septe auricular mitjancant la promocié de la produccié ECM
8 A la pell, durant la cicatritzacié d’una ferida, I'expressié de Snaill
s’associa a l'activacio de fibroblasts, aquests fibroblasts reclutats al lloc
lesionat o els propis del teixit connectiu danyat secreten gran quantitat

de col-lagen, fibronectina, i altres proteines de la matriu extracel-lular per
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tal de reparar el teixit lesionat ”’. En comparar els tumors desenvolupats
pel ratoli transgenic que sobreexpressa Kras, amb el mateix model que
alhora sobreexpressa Snaill s’observa un augment de la fibrosi en els
tumors dels ratolins que sobreexpressaven Snaill ***.

En el nostre model de cancer de pancrees no hem observat tincié de
Snaill a les cel-lules tumorals, sind que I'expressié detectada es limita a
les cel-lules de I'estroma. Contrariament, Yang et al en analitzar les
mostres de pacients amb cancer de pancrees observaven una tincid
positiva de Snaill principalment en el nucli i el citoplasma d'una
proporcid de cél-lules tumorals i aquesta expressid es correlacionava
amb invasié ganglionar i metastasis *®. A partir d’aquests resultats varen
proposar que Snaill podria conferir resisténcia a la quimioterapia de les
cél-lules del cancer de pancrees. A més a més, en xenotransplants en
ratolins “nude” les cél-lules transfectades amb Snaill produien més
metastasis que les cel-lules parentals no transfectades, suggerint que
Snaill pot estar implicat en la progressié del cancer de pancrees i que
podria servir com un marcador per predir la malignitat d’aquests tumors
després de |'operacié .

Altres estudis realitzats en carcinomes de pancrees humans han mostrat
una reduccié significativa en els nivells d'E-cadherina i una expressio

% Hotz i col-laboradors van detectar que el

relativament alta de Snaill
78% dels teixits d'adenocarcinoma ductal expressaven Snaill, i en
analitzar linies de cancer de pancrees humans van observar com
I'expressié de Snaill era més gran en les linies cel-lulars indiferenciades
(MiaPaCa-2 i Panc-1) que en les linies cel-lulars més diferenciades
(Capen-1, HPAF-2, ASPC-1) *®’. En aquest mateix estudi van demostrar
gue Snaill pot regular I'expressié de marcadors de cél-lules mare i factors
de transcripci6 per mantenir la pluripoténcia, la capacitat
d'autorenovacio i la clonogenicitat, i vam proposar Snaill com un nou
blanc per millorar els efectes biologics dels agents antitumorals i

88 Tot i aix0, aquests estudis han de ser validats, ja

quimiopreventius
gue han estat realitzats analitzant I’'mRNA de Snaill, el qual no sempre
coincideix amb els nivells de proteina. En qualsevol cas, aquestes
evidéncies suggereixen que Snaill podria ser una diana util pel disseny de

drogues antitumorals.
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Existeixen pocs inhibidors quimics directes de Snaill. No obstant aixo, la
inhibicié de la induccié de 'EMT per Snaill ha estat aconseguida amb
éxit, amb inhibidors de la LSD (metilasa especifica de la lisina) i de la
HDAC (histona desacetilasa), aixi com amb drogues dirigides a bloquejar
la interaccié de Snaill amb p53 o amb el promotor d’E-cadherina **°*°.
També Lee et al han desenvolupat dos inhibidors quimics, GN25 i GN29,
que impedeixen la induccié de Snaill mitjancant K-Ras. En qualsevol cas,
els resultats del nostre estudi, que manifesten la importancia de Snaill
en I'homeostasi del pancrees, suggereixen que alteracions en aquest
organ podrien ser un efecte secundari comu dels tractaments dissenyats

per bloquejar I'accié de Snaill.
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L’eliminacié del gen Snaill en el ratoli adult provoca una pérdua
de pes acompanyada de l'abséncia de greix intraperitoneal i
subcutani.

Snail és necessari per al manteniment de I'estructura del
pancrees exocri; la seva manca d’expressid6 desencadena
I'apoptosi de les cél-lules acinars i la seva substitucié per
adipocits.

Snaill s’expressa en cel-lules mesenquimals del pancrees
situades al voltant de les cel-lules acinars.

La falta d’expressid de Snaill a les cel-lules mesenquimals del
pancrees promou l'exclusié de la B-catenina del nucli i la
disminucid de la transcripcié dels seus gens diana tant “in vivo”
com en cél-lules aillades “in vitro”.

L'expressié de Snaill en les cél-lules mesenquimals del pancrees
contribueix al manteniment de les caracteristiques acinars
d’explants pancreatics en cultiu.

En tumors de pancrees generats als ratolins transgenics Ela-Myc
I'expressié de Snaill a I'estroma afavoreix el manteniment del
fenotip acinar.
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1. METODES RELACIONATS AMB LA MANIPULACIO
D’ANIMALS

Tots els procediments animals van ser aprovats pel Comité Etic
d'Experimentacié Animal (CEEA) del PRBB (Parc de Recerca Biomeédica de
Barcelona). N2 CEEA: JMC-07-1001P3-AGH i N2 CEEA: AGH-15-1700

1.1. Manteniment de les linies de ratolins.

Els animals es van mantenir a I'estabulari del PRBB, instal-lacions que
garanteixen la salut dels animals en un ambient lliure de patogens (SFP).
Els ratolins van ser allotjats en gabies de plastic col-locades en racks
ventilats, en un ambient amb les condicions de temperatura (22 + 2°C),
d'humitat (=60%) i de llum (cicles de 12 hores) controlats, amb aliment i
aigua “ad libitum”. Després del deslletament (3 setmanes d’edat), se
separen les cries en grups de 4 mascles o 5 femelles, i es talla un trosset
de cua per extreure’n I'DNA i genotipar per analisi de PCR la nova
progenie (veure en detall més endavant).

1.1.1 Linia de ratolins KO Condicional per Snaill: Snail flox/del2-
B6.Cg-Tg (CAG-Cre/Esrl)5

Per generar la linia de ratolins KO condicional per Snaill de fons genétic
mixt: C57/129, es van realitzar els creuament especificats a la figura R-1,
a partir de ratolins fundadors; per una banda els generats i cedits
amablement per Gridley, que contenen un al-lel del gen de Snaill
flanquejat per dues seqiiéncies LoxP i I'altre al-lel delecionat ***™%, i per
altra banda, cedit amablement per E. Batlle, un ratoli de fons genetic
C57BL/6, que expressa sotal el promotor ubic de la P-actina, la

recombinasa CRE fusionada a un receptor d’estrogen que respon a TAM,
119

Les sequiéncies LoxP estan situades la primera a 1 Kb “upstream” de l'inici
de transcripcid i la segona dins del segon intrd, de manera que la delecid
per la recombinasa CRE elimina part del promotor, I'inici de transcripcid,
el domini de repressié SNAG i el primer dels 3 dits de zinc de la proteina
Snaill. Quan aquesta delecié es ddéna I'al-lel resultant és anomenat
Snail1%” (Fig. MM-1).
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Figura MM-1: Constructe del gen de Snaill de la linia de ratolins KO
condicional per Snaill. Esquema grafic d’'un al-lel del gen de Snaill floxejat per
les sequiencies LoxP, o de I'al-lel delecionat (del2) producte de la recombinacid
homologa de la CRE. Els quadres blaus simbolitzen els tres exons del gen; els
triangles grocs, les sequencies LoxP; la fletxa vermella mostra l'inici de
transcripcio i les fletxes verdes mostren la posicié i direccié dels encebadors
utilitzats per a genotipar el gen de Snaill.

D’altra banda, per tal de mantenir la qualitat genica de la colonia, es van
realitzar periodicament “outbreadings” amb mascles “wild type” de fons
genétic C57BL/6.

En absencia de TAM, la CRE es localitza al citoplasma, el receptor
d’estrogen es desestabilitza i la proteina és degradada pel proteosoma.
Un cop administrat el TAM (8-10 setmanes d’edat), aquest és processat
pel fetge com a 4H-TAM; d’aquesta manera pot entrar dins les cel-lules,
unir-se al receptor d’estrogen modificat, el que permet que la proteina es
transloqui al nucli i finalment, la CRE delecioni especificament el
fragment del gen de Snaill flanquejat per les seqiieéncies LoxP.

Tots els animals utilitzats per a realitzar els experiments (CT i KO) han
estat tractats préviament amb TAM si no s’especifica el contrari.
L'administracié de TAM es va realitzar mitjangant 4 dosis intraperitoneals
de 0,2 mg de TAM/g de ratoli, alternades cada 48 h. En els experiments
indicats, després de quatre setmanes de la primera administracio, es van
administrar 3 dosis addicionals alternades cada 48 h.

1.1.2 Linia de ratolins Ela-Myc KO Condicional per Snaill: Snaill
flox/del2-B6.Cg-Tg (CAG-Cre/Esr1)5-GT(ROSA)26-Ela-Myc

Per obtenir la linia de ratolins KO Condicional per Snaill i que alhora
desenvolupés espontaniament tumors de pancrees, es van creuar
femelles amb els dos al-lels del gen de Snaill floxejat i que expressaven la
recombinasa CRE, amb el ratoli transgenic Ela-Myc. Aquest ratoli, de fons
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genétic C57BL/6, expressa sota el promotor de I'elastasa 1 'oncogen c-
Myc 8. Aquest ratoli fundador (FO) va ser cedit amablement per P.
Navarro. Els mascles de la F1, portadors de I'oncogen c-Myc i de la CRE es
van tornar a creuar amb femelles amb els dos al-lels de Snaill floxejats, i
que expressaven la CRE. Finalment, els mascles de la F2 portadors de
I'oncogen c-Myc, la CRE i que tenien els dos al-lels del gen de Snaill
floxejats, van ser creuats amb femelles amb un dels al-lels del gen de
Snaill delecionat i que expressaven la CRE. D’aquest ultim creuament els
mascles i les femelles que expressaven |I'oncogen c-Myc i la recombinasa
CRE van ser utilitzats per analitzar el paper de Snaill en els tumors de
pancrees. Després de ser induits amb TAM, els ratolins amb un dels
al-lels wild-type i 'altre floxejat es van utilitzar com a control (CT); i els
gue tenien un dels al-lels del gen de Snaill delecionat i I’altre floxejat es
van utilitzar com a KO (Fig. MM-2).

Tots els animals van ser induits amb TAM al cap de deu setmanes d’edat.
Catorze setmanes despres van ser sacrificats per dislocacié cervical per
tal d’extreure els tumors i analitzar el pes, el volum, i la composicié de la
part acinar o ductal, sigui histologicament o a nivell de proteina.

1.2. Genotipatge dels animals

Durant el deslletament es va tallar un fragment de cua (3-5 mm), se li va
afegir 0,5 ml del tampd d'extraccioé (Tris HCl 20 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0,
SDS 0,5%, NaCl 200 mM, proteinasa K (100 pg / ml, Dako)), i es van
incubar a 552C durant 12 h amb agitacid suau. Per extreure el DNA, les
mostres es van centrifugar i el sobrenedant es va barrejar amb 0,5 ml de
isopropanol per tal de precipitar el DNA. Després de centrifugar es va
rentar amb etanol al 70%, el sediment es va deixar assecar i per ultim es
va resuspendre en 200 ml de tampd TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH
8.0). Les reaccions de PCR es van realitzar amb 0,5 U de la polimerasa
EcoTaq (ECOGEN). Els encebadors utilitzats per genotipar s’especifiquen
a la taula MM-1 i les condicions de la PCR a la taula MM-2. Els productes
de la PCR van ser observats en un gel d’agarosa del 1% (Fig. MM-3).
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Figura MM-2: Esquema dels creuaments realitzats per obtenir la linia Ela-Myc
KO condicional per Snaill. Els ratolins de color vermell representen els mascles,
els de color blau les femelles i els de color gris representa un ratoli de qualsevol
sexe. Els ratolins indicats com a CT (control) i KO (Knock Out de Snaill) son els
utilitzats per I'estudi d’aquesta tesi i tots ells han estat tractats préviament amb
TAM (TAM).
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FloxF CGGGCTTAGGTGTTTTCAGA
Snaill FloxR CTTGCTTGGTACCTGCCTTC
DelR CTCTGTGTCCAGTAAGTGCTT
CRE CAGGS CTCTAGAGCCTCTGCTAACC
CRE CCTGGCGATCCCTGAACATGTCC
Myc Fw CACCGCCTACATCCTGTCCATTCAAGC
Rv TTAGGACAAGGCTGGTGGGCACTG

Taula MM-1: Encebadors utilitzats en la PCR per genotipar.

Desnaturalitzacid inicial | 942 5 min
Desnaturalitzacid 942 20 seg
Hibridacio 5223632 | 45seg | x40 cicles
Extensid 720 45 seg
Elongacid 72¢ 5 min

49 pausa

Taula MM-2: Condicions de la PCR utilitzades per genotipar. Programa utilitzat
per a amplificar els diferents al-lels i identificar el genotip dels animals. La
temperatura d’hibridacié varia segons els encebadors utilitzats: 529C per
amplificar la CRE, 542C per la banda delecionada del gen de Snaill (del2), 602C
per amplificar el gen de Snaill i 632C per amplificar I'oncogen c-Myc.

A B

- — — —

C

Fw/RV  ~200 pb

Myc+ Myc-

Figura MM-3: Exemple de les bandes obtingudes per PCR dels diferents
genotips. Exemple de les bandes obtingudes al genotipar: A) el gen de Snaill; la
banda de 480 pb s’obté al amplificar I’al-lel de Snaill floxejat, la banda de 395 pb
correspon a l'al-lel “wild type”i la de 492 pb només s’amplifica quan es tracta de
I'al-lel delecionat (del2), B) la recombinasa CRE, i C) el transgen que conté
I’oncogen c-Myc.

1.3. Preparacié del tamoxife

El TAM es va dissoldre amb etanol 100% en un volum del 10% (V/V) del
volum final, a 372C en agitacié constant. Després es va diluir la solucié

117

(2
-
[*7]
=
o
<
=




<
>
-
(%]
<
m
-
(%}

obtinguda en oli de blat de moro, préeviament filtrat i escalfat a 372C, a
una concentracio final de 20 mg/ml.

1.4 Necropsies i presa de mostres.

Després de sacrificar els animals per dislocacié cervical, es van recollir els
diferents organs o tumors, els quals van ser pesats i en alguns casos
fotografiats. Depenent del posterior analisi, els teixits van ser congelats
amb nitrogen liquid i guardats a -802C (per extraccié de proteina) o fixats
amb formaldehid 4% i inclosos en parafina (per analisi histologic).

1.4.1 Extraccié de proteines dels pancrees o tumors pancreatics i

analisi per Western Blot:

El teixit rapidament extret i guardat a -802C es va descongelar afegint 1
ml de tampé de lisi (Tris HCI 50 mM, SDS 2%, glicerol 10%) al qual se li va
afegir inhibidors de proteases (Complete mini cocktail, ROCHE), i
inhibidors de fosfatases (B-glicerol fosfat 1 mM, NaF 10 mM i
ortovanadat sodic 1 mM). La lisi tant del pancrees normal com dels
tumors es va realitzar mitjancant Lysing Matrix D (MP #6913-050) amb
pols intercalats de 10 segons a maxima agitacid i 30 segons en gel fins a
obtenir lisats homogenis. Després es van bullir 5 min a 992C, es van
xeringar 3 cops amb agulles de 18G, 21G, 23G, 25G seqiiencialment i
finalment es van sonicar durant 10 min alternant 15 segons a maxima
intensitat amb 15 segons de refredament.

Els diferents extractes de proteines van ser quantificats amb Lowry i
analitzats per WB d’acord amb el procediment estandard. Breument, la
proteina juntament amb el tampd de carrega (5x: Tris-HCl 250 mM, pH
6.8), SDS 10%, B-mercaptoetanol 20%, bromophenol blue 0.02% i
glycerol 50%) es va carregar en gels d’electroforesis de poliacrilamida en
preséncia de SDS (SDS-PAGE) en diferents percentatges i es van correr en
tampd TGS (Tris-HCI 25 mM, pH 8.3), glycine 192 mM i SDS 5%). Les
proteines es van transferir durant 1h a 400 mA a una membrana de
nitrocel-lulosa amb tampd de transferéncia (Tris-HClI 50 mM, glycine 386
mM, SDS 0.1% i 20% metanol) i es van bloquejar en tampd TBS-T (Tris-
HCl 25 mM pH 7,5, NaCl 137 mM, Tween-20 0,1%) amb un 5% de llet
(semidesnatada en pols, Central Lechera Asturiana) durant 1 h. L'anticos
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primari es va dissoldre en TBS-T amb un 2% de llet i es va incubar a 4°C
durant la nit. Després de tres rentats de 10’ amb TBS-T, les membranes
es van incubar amb I'anticos secundari combinat amb peroxidasa (HRP)
durant 1 h a temperatura ambient. Després d'una nova ronda de rentats,
les membranes es van incubar amb el substrat de I’'HRP (ECL) (Enhanced
Chemiluminiscence) i es van exposar amb pel-licules d’autoradiografia
(Agfa-Curix).

Els anticossos utilitzats aixi com les dilucions utilitzades es mostren a la
taula MM-3.

1.4.2 Analisi histologic per immunohistoquimica o per tinciéo amb
hematoxilina-eosina dels diferents teixits:

El teixit fixat en formaldehid 4% i inclos en blocs de parafina es va tallar
en seccions de 5 um per analitzar-ne la histologia mitjangant una tincié
amb hematoxilina-eosina i una immunohistoquimica (IHQ). Les seccions
col-locades en portaobjectes es van deixar durant la nit en una estufa a
652C, després es van desparafinar i rehidratar mitjangant una bateria
amb les seglients solucions: 10 min en xilé 100% (2 vegades) + 5 min en
etanol absolut (2 vegades) + 5 min en etanol 962 + 5 min en etanol 702 +
5 min en etanol 509. La recuperacié antigenica es va dur a terme bullint
les mostres amb tampd citrat 0,01 M pH 6,0 durant 15 min (per a tots els
anticossos) o amb tampd Tris-EDTA pH 9 durant 20 min (per a I'anticos
de Snaill). La inactivacidé de l'activitat endogena de la peroxidasa es va
realitzar incubant amb H,0, al 3% durant 10 min. El bloqueig es va
aconseguir amb la incubacié a temperatura ambient durant 1 h amb FBS
5%, BSA 1% en TBS-T (per a tots els anticossos) o 2 h amb NGSB 10%
(Normal Goat Serum Blocking) (sérum de cabra 10%, BSA 1%, gelatina
0,1%, Tritd X-100 0,1%, Tween 20 0,05%, azida sodica 0,05% en PBS, pH
7,2) més 1h amb Fab (Jackson Lab’s) 10% en PBS (per a I'anticos de
Snaill). La incubacid de I'anticos primari es va realitzar a 4 2C durant tota
la nit. Els anticossos utilitzats i les seves concentracions s’especifiquen a
la taula MM-3. Després de 3 rentats de 10 min amb TBS-T, es va incubar
amb el reactiu d’Envision anti-Ms (ratoli) o anti-Rb (conill) (Envision
System Peroxidase; Dako) o anti-Gt (cabra) HRP (1:200, Dako) durant 1h
a T2 ambient. La reaccid per a la deteccié de I'anticos primari es va
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desenvolupar utilitzant DAB (3,3’-diaminobenzidina) com a substrat
cromogenic. La contratincié de les seccions es va realitzar amb
hematoxilina, després es van deshidratar i muntar amb PDX. La
visualitzacid es va realitzar amb el microscopi Olympus BX61 capturant
les imatges amb el programa cell*B. La visualitzacié i quantificacié de les
zones de tumor acinar o ductal es van realitzar escanejant els
portaobjectes amb Aperio CS2 (ScanScope®) i utilitzant el programa
Image Scope (Leica Biosystems). Els anticossos primaris i les dilucions
utilitzades es mostren a la taula MM-3.

IF IF IF
_ W8 HQ teixit cél-lules esferes
Snaill 7 1:5 1:100 tal qual
active Caspase-3 Cell Signaling (9661S) 1:200 1:100
a-Amylase Santa Cruz (SC-49957) 1:100
a-Amylase Sigma (A8273) 1:8000 1:500 1:350
B-Actin ABCAM (ab52614)Lara 1:1000
B-Catenin Sigma (C2206) 1:50
CD105 ABGENT (AP2880c) 1:50
CK19 Santa Cruz (SC-33111) 1:50 1:100
CK19 ABCAM (ab133496) 1:2000 1:200
Desmin DAKO (MO0760) 1:35 1:500
E-Cadherine Trans. Labs (610182) 1:2000
Glucagon SIGMA (G2654) 1:1000
GFAP DAKO (Z0334) 1:500
Insulin Santa Cruz (SC9168) 1:50
Ki 67 ABCAM (ab21700) 1/3
Pyruvate Kinase Chemicon ab1235 1:4000
p-STAT3 Cell Signaling (#9145) 1/400
Chymotrypsinogen Biogenesis 1:3000
S100A4 Milipore(1072274) 1:500
SMA SIGMA (A2547) 1:400
Vimentin Santa Cruz (7557) 1:50

Taula MM-3: Anticossos i dilucions utilitzades per a western blot (WB),
immunohistoquimica (IHQ) i immunofluorescéncia (IF) de teixit, de cél-lules i
d’esferes.

1.4.3 Analisi per immunofluorescéncies del pancrees:

L’analisi per immunofluorescencia del teixit del pancrees es va realitzar
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de la mateixa manera que la IHQ amb les seglients variants: en comptes

de la inactivaci6 de les peroxidases endogenes es va eliminar la
autofluorescéncia del teixit deguda a la fixaci6 amb formaldehid
mitjancant la incubacié amb NH,Cl 50 mM durant 15 min a T2 ambient.
La deteccid de l'anticos es va realitzar mitjancant la unié de I'anticos
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secundari fluorescent Alexa: anti-Rb, anti-Ms o anti-Gt (488, 555 o 647)
diluit a 1:500 (Invitrogen). La contratincié dels nuclis es va realitzar amb
DAPI i es van muntar els portaobjectes amb Flouromont.

1.5 Analitiques de sérum

Es van anestesiar els animals amb isoflura al 3,5%, un cop anestesiats es
van mantenir amb isoflura al 2,5% i se’ls va extreure sang mitjangant una
puncid intracardiaca, rapidament es va passar la sang a un tub amb EDTA
i es va centrifugar a 2000 g durant 20 min. La fraccio sérica es va congelar
fins a la recol-leccié de totes les mostres.

Les analitiques dels diferents parametres analitzats de la funcio
pancreatica, renal i hepatica i la dels diferents electrolits van ser
realitzades per la unitat de veterinaria del Laboratori Echevarne.

1.6 Analisi de la glucémia

L’analisi de la glucémia es va fer en condicions normals ( t=0h) i després
de 4h de deju. Es va realitzar un tall a I'extrem final de la cua per tal
d’obtenir una gota de sang que es va dipositar sobre la pestanya del
glucometre (AccuCheck, ROCHE).

2. LINIA CEL-LULAR: PMC (Pancreatic Mesenchymal Cells)

2.1 Aillament de les PMC

Les cel-lules mesenquimals del pancrees (PMC) es van aillar mitjangant
una modificacid del metode descrit per Schafer et al. per aillar cél-lules
estrellades del fetge. (Schafer S, Zerbe O 1987). Breument, es va extreure
el pancrees de 5 ratolins i després de trossejar-los amb |'ajuda d’un
bisturi es van digerir amb pronasa al 0,02%, col-lagenasa P al 0,05% i
DNasa al 0,1% en GBSS (Gey’s Balanced Salt Solution) (CaCl, 2 mM,
MgCl,.6H,0 1 mM, MgSQO, 0,3 mM, KCI 5 mM, KH,PO, 0,2mM, NaHCO;
27 mM, NaCl 119,8 mM, Na,HPO, 0,8 mM, D-Glucose 5,6 mM, pH 7'5)
durant 15 min a 379C. El teixit digerit es va pipetejar i es va filtrar a través
d'una malla de nilé6 de 150 pum. Les cel-lules es van rentar i es van
resuspendre en 1,9 ml de GBSS amb BSA al 0,3%. La suspensio cel-lular es
va barrejar amb 1,6 ml de Nycodenz al 28,7% (pes/vol) en GBS sense sal
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(Gey’s Balanced Solution) (la mateixa composicié que GBSS pero sense
NaCl). El gradient de Nycodenz es va preparar per capes en un tub de
centrifuga de 10 ml; primer es va dipositar la suspensié cel-lular en
Nycodenz, a continuacié es va afegir, molt a poc a poc i per la paret del
tub, 1,2 ml de GBS amb BSA. Després de centrifugar durant 20 min a
1400 g, una banda difusa situada a la interficie entre el coixinet de
Nycodenz i el GBSS amb BSA, allotjava les cél-lules d'interes. Aquesta
banda es va collir amb cura, i es van rentar les cél-lules, llavors es van
resuspendre amb medi de cultiu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium) amb FBS al 10% (Fetal Bovine Serum), L-glutamina a 2 mM,
penicil-lina a 100 mg/ml i estreptovidina a 100 mg/ml. Les cel-lules
aillades es van sembrar amb el mateix medi de cultiu en plaques de 6
pous a una concentracié de 50.000 cel-lules per pou.

El medi Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) es va formular
per al creixement de limfocits i d’hibridomes. En comparacié amb el medi
de cultiu DMEM, té aminoacids addicionals, vitamines i sals inorganiques.
El nitrat de potassi va ser substituit per nitrat férric. També conté Hepes i
Seleni.

2.2 Purificacio per sorter de les PMC CD105 positives

Les PMCs CD105 positives van ser purificades mitjangant un sorter. Tot el
procés es va realitzar en gel on després de rentar les cél-lules en PBS es
van bloquejar durant 10 min en PBS amb FBS al 10%. Després de
centrifugar durant 5 min a 400 g es va descartar el sobrenedant i es van
incubar les cél-lules durant 20 min amb I'anticos primari CD105
(Endoglin, de ABGENT) diluit a 1/30 en PBS. Després de 2 rentats amb
PBS es van incubar durant 20 min amb I'anticos secundari Alexa anti-Rb
diluit 1/200 en PBS. Finalment, després de 2 rentats amb PBS es van
resuspendre les cél-lules amb 500 pl de PBS i es van passar pel sorter
obtenint una poblacié.de cél-lules mesenquimals del pancrees positives
per CD105 (PMC_CD105+, anomenades al llarg del text com a PMC).
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2.3 Infeccio retroviral i transfeccio

2.3.1 Infeccié amb pMXCre i pBABE:

Per tal d’aconseguir la linia de PMC KO per Snaill es van infectar les PMC
positives per CD105 amb el vector pMXCre per delecionar el gen de
Snaill; com a linia control, es van utilitzar les PMC infectades de la
mateixa manera amb el vector pBABE.

Es van transfectar les cel-lules PlatE, amb els vectors indicats, utilitzant
Lipo 2000 (Invitrogen) tot seguint les instruccions del fabricant. El medi
de transfeccio va ser canviat per medi fresc després de 24 h. A les 48 h el
medi condicionat va ser filtrat i després d’afegir-hi polybrene a 8 mg/ml
va ser utilitzat per infectar les PMC. Després de 48 h des de la infeccid,
les dues linies van ser seleccionades amb puromicina (1 pg/ml) obtenint
la linia PMC CT, en el cas de la infeccié amb pBABE, i les PMC KO en el cas
de pMXCre

2.3.2 Transfeccié amb pIRES:

Per tal de poder eliminar les cél-lules mesenquimals endogens amb G418
(0,25 pg/ml) del cultiu de I'explant acinar, es van transfectar amb el
vector pIRES les PMC CT i KO per tal de conferir resistéencia a G418,
utilitzant Lipo2000 (Invitrogen) tot seguint les instruccions del fabricant,

2.4 Determinacions de RNA i proteines

2.4.1 Extraccid i analisi de RNA:

Es van sembrar 350.000 cél-lules en plaques de 100 mm pre-tractades
amb gelatina a I'1%, en IMDM amb FBS al 10%, L-glutamina a 2 mM,
penicil-lina a 100 mg/ml i estreptovidina a 100 mg/ml. Les cél-lules es
van mantenir a 372C en atmosfera humida a 5% de CO,. Un cop
enganxades a la placa, es va canviar el medi amb 0,5% de FBS; a les 16 h
es van tractar durant 48 h amb 1 ng/ml de IL-1c. o durant 8 h i 24 h amb
5 ng/ml de TGFp. Les plaques es van rentar 2 cops amb PBS, es van lisar
les cél-lules amb 1 ml de TRIZOL®, s’hi va afegir 200 pl de cloroform i es
van agitar durant 2 min temperatura ambient. Es van centrifugar a 42C
durant 15 min a 13600 g. El sobrenedant es va passar a un “eppendorf’
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nou, s’hi va afegir igual volum d’isopropanol i es van deixar 10 min a
temperatura ambient. Es van centrifugar a 4C durant 10 min a 13600 g.
Després es va eliminar el sobrenedant i es va rentar el pellet amb 1 ml
d’etanol al 70%, es va centrifugar, es va treure I'etanol i es va assecar el
pél-let durant 5-10 min a 592C. Per ultim es va resuspendre 'RNA amb 60
ul d’H,0 DEPC.

5 ug de RNA es va retrotranscriure utilitzant els encebadors oligo-dT i el
Kit Transcription First Strand cDNA Synthesis (Roche). Els nivells d'RNA es
van determinar quantitativament per triplicat per real-time PCR
quantitativa (Roche LightCycler®), utilitzant el kit LightCycler 480 SYBR
Green (Roche). Totes les quantificacions es van normalitzar per HPRT
(Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa). Els resultats es van donar
com a quantificacié relativa de cada gen diana en comparacié amb
I’'HPRT, per a aquest objectiu s'expressa com 2- (Ct-Cc) (Ct i Cc son les
diferéncies del cicle llindar mitja després de la normalitzacié per HPRT).
Les reaccions es van realitzar d'acord amb les instruccions del fabricant,
utilitzant els encebadors indicats a la taula MM-4.

Snaill CTTGTGTCTGCACGACCTGT CTTCTCACCAGTGTGGGTGC

CD105 GCTACTCATGTCCCTGATCCA TGGAGTCCCAGAAAGTCAGG
Desmin TGGAGCGTGACAACCTGATA AAGGCAGCCAAGTTGTTCTC

GFAP TAAGCTAGCCCTGGACATCG GGATCTGGAGGTTGGAGAAA

FN1 AGCAAGCCTGAGCCTGAAGAG GCGATTTGCAATGGTACAGCT
Vimentin GGCTGCGAGAGAAATTGC TCTCTTCATCGTGCAGTTTCTTC
Axin2 CCAAGTGTCTCTACCTCATTTTCCG GGTTTGTGGGTCCTCTTCATAGC
Akt2 CAAGCGTGGTGAATACATCAAGAC CTGCTACGGAGAAGTTGTTTAAGGG
Zebl TCAGCTGCTCCCTGTGCAGT AAGGCCTTCCCGCATTCAGT

c-Myc GCTGGAGATGATGACCGAGT AACCGCTCCACATACAGTCC

COX2 GGCCATGGAGTGGACTTAA CTCCACCAATGACCTGATATTTC
15-HPGD GTTTTACACCCATCAACCATTGC GGAGGTTAATGGAGCTTTTACGAGT
IL-6 CTGATGCTGGTGACAACCAC CAGAATTGCCATTGCACAAC

Taula MM-4: Encebadors utilitzats per a realitzar la quantificacié de I’expressié
de ’'RNA.

2.4.2 Extraccid i analisi de proteina:

Se sembren 350.000 cel-lules en plaques de 100 mm en IMDM FBS 10%,
L-glutamina 2 mM, penicil-lina 100 mg/ml i estreptovidina 100 pg/ml. Les
cél-lules es mantenen a 372C en atmosfera humida a 5% CO,. Un cop
enganxades a la placa, es va canviar el medi amb 0,5% de FBS, ales 16 h
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es van tractar durant 2 h, 8 hi 24 h amb 5 ng/ml de TGFp. Les plaques es
van rentar 2 cops amb PBS i es van lisar les cel-lules amb 150 pl de tampé
de lisi (Tris HCI 50 Mm, SDS 2% i glicerol 10%). Els diferents extractes es
van quantificar amb Lowry i es van analitzar per WB com s’ha indicat
anteriorment.

2.4.3 Immunofluorescéncia:

Se sembren 3000 cél-lules en pous de 15,6 mm (plaques de 24 pous)
sobre cobreobjectes, préviament esterilitzats amb etanol 702 i tractats
amb gelatina 1%, en IMDM FBS 10%, L-glutamina 2 mM, penicil-lina 100
mg/ml i estreptovidina 100 mg/ml. Les cél-lules es mantenen a 372C en
atmosfera humida a 5% CO,. Després es van fixar amb PFA (4%) durant
15 minuts. Es van permeabilitzar i bloquejat amb Tween-20 1% de durant
10 min i blogquejar amb BSA 3% durant 1 h. Després es van incubar
durant 1 h amb l'anticos primari conill anti-B-catenina (1:50) (Sigma,
C2206) i monoclonal anti Snaill (hibridoma no diluit) ”’. Després de 3
rentats amb PBS es van incubar 1h amb I'anticos secundari Alexa anti-Rb
555 (1:1000) i Alexa anti-Ms 647 (1:1000) (Invitrogen). Tot el procés es va
realitzar a temperatura ambient. La contratincid dels nuclis es va realitzar
amb DAPI. Els cobreobjectes van ser muntats amb Flouromount. Les
cél-lules es van visualitzar en un microscopi confocal Leyca SPE.

2.4.4 Quantificacio de PGE2:

Es van sembrar 30.000 cél-lules en pous de 6, pre-tractats amb gelatina
1%, en IMDM 10% FBS, L-glutamina 2 mM, penicil-lina 100 mg/ml i
estreptovidina 100 mg/ml. Les ceél-lules es van mantenir a 372C en
atmosfera humida a 5% CO,. Un cop enganxades a la placa, es va canviar
el medi a 0,5% FBS; a les 16 h es van tractar amb 1 ng/ml de IL-1a durant
48 h. Es va recollir el medi es van analitzar els nivells de PGE2 per ELISA
amb el Kit Amersham Prostaglandin E, Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA)
System (GE Healthcare) seguint les instruccions del fabricant.
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3. EXPLANT ACINAR

3.1 Aillament dels explants acinars

Els animals es van sacrificar per dislocacid cervical. Es va extreure
rapidament el pancrees i es va injectar 2,5 ml de col-lagenasa P a 1,33
mg/ml en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, 14175095 Gibco). Es va
trossejar amb I'ajuda d’un bisturi i es va digerir amb 5 ml de col-lagenasa
P 1,33 mg/ml en HBSS a 372C durant 20 min amb agitacid suau i
constant. Es va aturar la reaccié posant el tub en gel i afegint 10 ml de
HBSS amb FBS al 5% fred. Es va centrifugar durant 3 min a 200 g i es va
retirar el sobrenedant. Es va resuspendre amb 10 ml HBSS amb FBS al 5%
i es va centrifugar durant 3 min a 200 g; aquest pas es va repetir dues
vegades. Després es va resuspendre amb 5 ml HBSS amb FBS al 5% i es va
filtrar a través d’una malla de polipropile de 500 uM (Spectra
polypropylene filter, Spectrum Labs, 146418), es van afegir 5 ml de HBSS
amb FBS al 5% per netejar la malla. A continuacio es van filtrar els 10 ml a
través d’una malla de nil6 de 100 uM (Spectra nylon filter, Spectrum
Labs, 146488). La suspensidé obtinguda (10 ml) es va afegir a sobre de 20
ml| de HBSS amb FBS al 30% i es va centrifugar durant 3 min a 200 g. Es va
descartar el sobrenedant i el pellet de cel-lules es va resuspendre en 20
ml| de medi RPMI amb FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicil-lina 100
mg/ml, estreptovidina 100 mg/ml i G418 a 25 ug/ml per tal d’eliminar els
fibroblasts endogens). 14178191,

El medi RPMI: (Roswell Park Memorial Institute), és un medi de cultiu
cel-lular tradicionalment utilitzat per al cultiu fibroblasts en suspensié. Es
diferencia d’altres medis de cultiu perque conté I'agent reductor glutatio
i altes concentracions de vitamines. També conté biotina, vitamina B12, i
PABA, inositol i colina. També conté una alta concentracié de fosfats i
esta dissenyat per ser utilitzats en atmosferes de 5% de CO2.

a) Cultiu 2D de I'explant acinar:

Es van dividir els 20 ml de RPMI amb les cel-lules obtingudes de I'explant
acinar en dues parts iguals. Una es va barrejar amb les PMC CT i l'altre
no. A continuacid es van sembrar en plaques de 100 mm pretractades
amb gelatina 1% (Fig. MM-4). Al tercer dia de cultiu es van recollir les
cél-lules i per extreure’n I'RNA i analitzar per RT-gPCR els nivells
d’expressid d’amilasa i CK19.
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Figura MM-4: Esquema de I'explant acinar sembrat amb preséncia o abséncia
de PMC.

b) Cultiu 3D de I'’explant acianr:

Es van dividir els 20 ml de RPMI amb |’explant acinar obtingut en dues
parts iguals. Una es van barrejar amb 700.000 PMC CT i I'altre amb
700.000 PMC KO. Abans de sembrar-les es van incubar durant 1 h a 372C
amb agitacié suau. Després cada una es van dividir en 6 eppendorf (1’5
ml), es van centrifugar a 400 g durant 4 min i es va retirar el sobrenedant.
El pellet de cel-lules es va resuspendre, amb cura de no fer bombolles, en
220 pl de Matrigel (42C) (Biosciences BD). Amb una pipeta de 200 pl i les
puntes fredes, es diposita una gota de matrigel de 50 pl al mig d’un pou
d’una placa de 24, previament escalfada a 379C. Després de 10 min a
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Figura MM-5: Esquema de I'explant acinar sembrat amb medi 3D
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temperatura ambient i 15 min a 372C es van afegir 450 pl de RPMI amb
FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicil-lina 100 mg/ml, estreptavidina 100
mg/ml i G418 a 25 ug/ml (Fig. MM-5). El medi es va canviar ales 24 hi 72
h. Les mostres es van analitzar el tercer dia per determinar el nombreiila
mida de les esferes. Es van classificar en grans (més de 80 um de
diametre), mitjanes (entre 40 i 80 um de diametre) i petites (menys de
40 um de diametre). També es van analitzar I'expressié de I'amilasa, la
CK19 i la E-cadherina d’aquestes estructures per immunofluorescéencia,
classificant els nivells de tincié en alta, mitja i baixa.

3.3. Immunofluorescéncia de les esferes

Primer es va treure el medi i es va afegir 1 ml de Cell Recovery Solution
(354253). Amb I'ajuda d’un “scraper”, es va desenganxar la gota de
Matrigel de la placa i amb una punta blava, amb la punta tallada es va
passar la gota de Matrigel a un eppendorf. Es va incubar a 42C durant 1 h
a la sinia per tal de destruir el Matrigel i alliberar les esferes. Després de
centrifugar durant 4 min a 50 g es va descartar el sobrenedant i es van
fixar les esferes amb 200 pl de PFA 4% durant 25 min. Es va centrifugar
durant 4 min a 50 g i després de descartar el sobrenedant es van afegir
150 pl de HBSS. Es va realitzar un citospin (30 segons, 200 rpm) i es va
tornar a fixar sobre el portaobjectes durant 5 min amb PFA 4%. Després
de rentar amb PBS es bloquegen i permeabilitzen les esferes durant 1 h
amb Tritd 0,3%, BSA 5%. Es va realitzar un rentat amb PBS i es va incubar
els anticossos primaris durant 1 h a temperatura ambient en 1% FBS, 1%
BSA. Després de 3 rentats amb PBS es va incubar amb I’anticos secundari
durant 1 h a temperatura ambient (Alexa 1:1000; 488Ms, 555Rb, 647Gt)
(Invitrogen). Després de tres rentats amb PBS es va realitzar la
contratincid dels nuclis amb DAPI 5 min. Finalment, després d’un ultim
rentat amb PBS es van muntar les mostres amb Fluoromont.

4. Estadistica

L'analisi estadistic en el recompte de les esferes es va realitzar amb el
programa SPSS 18.0 (IBM Corp.).
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