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Resumen

El conocimiento de la bioquimica celular y, en concreto, los avances de la
bioquimica estructural y funcional de las proteinas que permiten la unién y

Trabajo Fin de Grado adhesion entre las células (Cell Adhesion Molecules o CAM) ,como es el caso
Tutores: de la Molécula de Adhesidén de las Células Neurales (NCAM), ha permitido
-Emilio Gil Martin dilucidar el importante papel desempenado por esta proteina (y otras CAM) en
- Almudena Fernandez Briera el cancer colorrectal (CCR). En este orden de cosas, la especifidad y
Departamento de Biogquimica, versatilidad de técnicas clasicas de la biologia celular (inmunohistoquimica),
Genética e Inmunologia unidas a la potencia de otras mas recientes surgidas del espectacular desarrollo
Facultad de Biologia de la biologia molecular (western blot, proteémica), constituyen un conjunto de
Universidad de Vigo. herramientas de enorme utilidad para conocer en detalle la estructura y funcion

de la NCAM, asi como para explorar la posible utilidad de esta proteina como
biomarcador tumoral del CCR.
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INTRODUCCION

Las células que componen los tejidos mantienen su estructura gracias a la interaccion de las Moléculas
de Adhesién Celular (CAM). Gracias a la accion de estas proteinas se establece una extensa red de
contactos intercelulares, que apuntalan y sustentan los tejidos (Wilson, 1907).

Un miembro destacado de este grupo es la Molécula de Adhesién de las Células Neurales (conocida
como NCAM o CD56), aislada y caracterizada por Brackenbury y Thiery en dos estudios independientes
(Thiery et al.,1977; Rutishayser et al.,1978). La NCAM interviene en una gran variedad de eventos
celulares, como ponen de manifiesto multiples trabajos publicados en los ultimos afios (Berezin, 2010).
Por sus caracteristicas estructurales la NCAM pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (1g), la
familia proteica de mayor amplitud en el genoma humano.

Estructura y expresion del gen codificante parala NCAM

La proteina NCAM es codificada por un unico gen, que se encuentra en la banda q23 del cromosoma 11
en el genoma humano (Nguyen et al.,1986). Este gen sufre un proceso de splicing del que surgen varias
isoformas con caracteristicas diferentes (Barton et al.,1990), que se identifican por sus respectivas masas
moleculares aparentes; 120 kDa, 140 kDa y 180 kDa. La organizacién de los exones del gen para la
NCAM estéa muy relacionada con la estructura por dominios de la molécula (Owens et al.,1987). Asi, el
gen, con una longitud de 314 kb, consiste en 25 exones, de los cuales 19 son los mas importantes para
generar la estructura de las 3 isoformas principales anteriormente citadas; 15 de ellos (del 0 al 14)
codifican la expresion del dominio extracelular, que es idéntico en todas las isoformas. La expresion del
exon 15, por su parte, da lugar a la formacion de un péptido de 725 aminoacidos exclusivo de la isoforma
de 120 kDa del que depende su anclaje a la membrana, ya que esta isoforma tiene la peculiaridad de
presentarse unida a la membrana a través de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Para la formacion de las
isoformas de mayor peso molecular es necesaria la transcripcion alternativa de los exones 16-19, que
codifican para la parte intracelular de la NCAM. De este modo, el exén 16 codifica para la porcion de
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transmembrana de la proteina y el exén 17 para la cola citoplasmatica, ambos expresados en las
isoformas de 180 kDa y de 140 kDa. La expresion del exén 18 (genera 950 aa) es exclusivo de la isoforma
de 180 kDa y produce una cola citoplasmatica que interacciona con el citoesqueleto. El exdon 19, sin
embargo, codifica para el extremo N-terminal de ambas isoformas de la proteina.

Modificaciones post-traduccionales de la NCAM

Esta proteina habitualmente sufre procesos de glicosilaciéon, esto es, la unién mediante enlaces
covalentes de glucidos (Figura 1A). Las enzimas encargadas de catalizar este tipo de uniones son las
glicosiltransferasas (GT) (Rademacher et al.,1988). Las glicoproteinas son, por lo tanto, heteroproteinas
con una fraccion proteica y una fraccién glucidica, entre las cuales se distinguen dos tipos dependiendo
de la clase de union entre péptido y glucido: N-glicoproteinas si la unidn se produce a través de un enlace
N-glicosidico con el grupo amida de la cadena lateral de un residuo de asparagina y O-glicoproteinas si la
union se establece con el grupo hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de serina o de treonina.

Durante su biosintesis la molécula de NCAM sufre también otros tipos de modificaciones
postraduccionales como sulfatacion, fosforilacion y palmitoilacion (Figura 1A). Sin embargo, de todas las
modificaciones que experimenta esta proteina la mas peculiar es la polisialilacion, esto es, la adiccidén de
un homopolimero lineal de residuos de acido N-acetilneuraminico unidos por enlaces alpha—(2,8), llamado
acido polisialico (PSA).

La molécula de PSA es un polisacarido no ramificado con caracteristicas hidrofilicas y una alta densidad
de carga negativa, asi como de grupos neutros, todo lo cual le confiere una alta capacidad de retencion
de agua. Como consecuencia de ello aumenta significativamente el radio hidrodinamico de la proteina y
al mismo tiempo se reduce su potencial de establecimiento de uniones intercelulares a causa de
impedimento estérico y repulsion electrostatica (Figura 1C).

Las enzimas poliasiltransferasas encargadas de este proceso de polisialilacion de la NCAM son las
glicosiltransferasas ST8Sia Il (STX) y ST8Sia IV (PST) (Nakayama et al,1998). Estudiando sus
requerimientos y modo de accion se ha llegado a la conclusion de que el grado de polisialilacion del PSA
es regulado segun el ambiente celular y las condiciones del tejido.

La NCAM contiene seis secuencias consenso (N1-N6) susceptibles de sufrir N-glicosilacion. La
polisialilacién esta confinada a los dominios Ig 3, Ig 4 e Ig 5 de la proteina (Figura 1A), mientras que Ig 1,
Ig 2, FN 1lI1 y FN 1lI2 no son glicosilados, a excepcion de un enlace O-glicosidico en la region MSD1
(situado entre las repeticiones FN) (Von der Ohe et al., 2002).
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Figura 1. Representacion estructural de la NCAM (Gascon et al., 2007). A) Estructura
por dominios de la NCAM (izquierda) y modificaciones post-traduccionales (derecha)
que se encuentran en el nacleo de la proteina NCAM. B) Estructura molecular de las
principales isoformas de la NCAM incluyendo los diferentes tipos de uniéon a la
membrana celular de cada una. C) Unién homofilica de dos células (trans) por
mediacién de la NCAM. ECD: extracellular domain; TMD: transmembrane domain; ICD:
intracellular domain.
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Relacion de la NCAM y de su estado de polisialilaciéon con el cancer colorrectal

El CCR es la segunda neoplasia con mayor tasa de mortalidad entre la poblaciéon europea, tanto en
hombres como en mujeres (por detras de pulmén y mama, respectivamente). La tasa de morbimortalidad
se ve mermada si su deteccion ocurre en estadios tempranos de la enfermedad (Ferlay et al., 2013).

Los cambios en las propiedades adhesivas célula-célula y de adhesién a la matriz extracelular estan
implicados en la progresion tumoral. Numerosos estudios en este sentido corroboran que las alteraciones
en los niveles y funcién de las moléculas de adhesién o de las proteinas que median entre las células y la
matriz extracelular, estan asociadas con la invasion cancerigena y la metastasis (Cavallaro, 2004). Asi, por
ejemplo, a lo largo de los ultimos afios se han acumulado evidencias que confirman fehacientemente la
relacion entre el alto contenido de PSA en NCAM vy el potencial maligno de ciertos tipos de células
tumorales (Rutishauser, 2008; Seifert et al., 2012). No obstante lo anterior, hasta la fecha no existen
muchos estudios sobre la relacién de NCAM y PSA con el CCR, asi como tampoco sobre la identificacion
de las diferentes isoformas de NCAM que se expresan en el tejido colorrectal.

El patron de expresion de la NCAM en CCR parecia adaptarse al de un supresor tumoral, ya que el
desarrollo del carcinoma de colon parece estar acompafiado de una disminucién de la expresion de la
NCAM de 180 kDa en las células tumorales, lo que, ademas, se ha podido correlacionar con un aumento
de la agresividad clinica de la enfermedad debido a la pérdida de adhesividad entre las células tumorales.

En concreto, se ha encontrado que la isoforma de 180 kDa esta presente en el tejido sano y que se
encuentra ausente en carcinomas de colon clinicamente agresivos (Roesler et al., 1997; Huerta et al,,
2001). De acuerdo con lo anterior, los pacientes que expresan la isoforma de NCAM de 180 kDa
presentarian una buena progresion como consecuencia de la preservacion del potencial adhesivo de las
células mediado por esta proteina. La caida de expresién, down-regulation, de la NCAM en el tejido
tumoral de CCR se debe a un mecanismo de splicing alternativo que trunca la secuencia de ARNm de la
NCAM entre los exones 12 y 13 (Huerta et al.,, 2001). Debido a este proceso la molécula sufre un corte
selectivo entre las dos repeticiones Fn Il y pierde el ectodominio. Este fendmeno conduce a la liberacion
de un fragmento soluble de la NCAM, cuyo potencial como marcador de algunas formas agresivas del
CCR espera aun ser estudiado en profundidad. Pese a los pocos estudios realizados sobre el papel de la
NCAM en el CCR, no faltan resultados contradictorios entre los trabajos de diferentes autores. Es el caso,
por ejemplo, de un estudio con pacientes afectados por CCR en el que no se pudo demostrar la relacion
de la regulacion a la baja de la isoforma de 180 kDa de la NCAM con un aumento de la malignidad
(Tascilar et al., 2007).

Estudios posteriores sobre la expresion conjunta de PSA y NCAM en biopsias de pacientes afectados de
CCR han encontrado que en una mayoria de casos aparece una correlacién positiva entre la expresion de
la proteina y su grado de polisialilacién tanto en el tejido sano como tumoral, asi como que en este ultimo
una regulacion al alza o up-regulation de ambas (Fernandez-Briera et al., 2010). Estos primeros
resultados acercan el comportamiento de la PSA-NCAM en el CCR al reportado en otras neoplasias
(pulmén, tiroides, etc), en las que la sobreexpresion de la proteina y el aumento de su grado de
polisialilacién contribuyen favorablemente a la dispersion de las células tumorales (y, por tanto, a la
malignidad del proceso canceroso) al debilitar los contactos intercelulares.

Objetivos

La disponibilidad clinica de biomarcadores que permitan un diagnostico precoz del CCR reviste una gran
importancia debido a que la alta mortalidad de esta enfermedad es consecuencia de su deteccién habitual
en estadios de desarrollo tumoral avanzados.

Es un hecho sabido que en la biologia del cancer determinadas proteinas desempefan funciones de
una gran relevancia en el control de la bioquimica celular y, por lo tanto, en el origen y progresion de la
neoplasia. En este ambito, la oncologia molecular ha puesto de manifiesto a lo largo de los ultimos afios la
especial importancia de las CAM, ya que controlan el establecimiento de uniones entre las células y
ademas participan en procesos de sefalizacion quimica entre las células y su microentorno.
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Dentro de la familia de las CAM, el area de glicobiologia del grupo de investigacion BB1 de la
Universidad de Vigo mantiene abierta una linea de trabajo sobre la PSA-NCAM. Como fruto del trabajo
realizado hasta la fecha se han obtenido interesantes resultados sobre la expresion inmunohistoquimica
de la forma polisialilada de la proteina en el CCR (Fernandez-Briera et al., 2010), que apuntan la
existencia de una up-regulation tanto de la expresion de la proteina como de su grado de polisialilacion.
De confirmarse estos datos por los estudios en marcha, el CCR afiadiria a su repertorio de estrategias de
propagaciéon (hasta ahora circunscritas al de un supresor tumoral, que experimenta una pérdida de
expresion en el tejido tumoral) el debilitamiento de la adhesividad intercelular provocado por la
hipersialilacion de la NCAM, tal como esta establecido que ocurre en algunos tipos de cancer pulmonar o
de tiroides.

En consideracion de cuanto se ha expuesto hasta aqui, con el fin de confirmar la relevancia de la NCAM
en el CCR se ha emprendido un estudio con los siguientes objetivos:

* Analisis de la expresion de la PSA-NCAM en especimenes de tejido sano y tumoral de pacientes
operados de CCR mediante ensayos de inmunoblot acoplados a deteccién por
quimioluminiscencia.

* Puesta a punto de un protocolo para la separacion de las isoformas de PSA-NCAM mediante un
proceso bidimensional 2D-PAGE, para una posterior deteccion mediante espectrometria de masas
(MS).

MATERIAL Y METODOS

Los especimenes empleados fueron resecciones quirdrgicas de tejido colorrectal tumoral y sano
(situado al menos a 10 cm del foco tumoral y sin signos microscopicos de malignidad), procedentes de
pacientes con diagnoéstico de cancer colorrectal. Los especimenes fueron suministrados por los Servicios
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momento el anonimato de éstos. (sobrenadante); P (precipitado).

El procedimiento de obtencion de la muestra (Figura 2) partié de fracciones de entre 0,2-0,3 g del tejido
biopsiado (sano y tumor). Este material de partida se troceé y homogeneizé a 4°C en presencia de un
tampon de lisis compuesto por Tris-HCI 0,01 M (pH 7,4), sacarosa 0,25 M y antiproteasas.

El homogeneizado inicial se centrifugd a 755xg (2500 rpm) durante 10 min a 10°C en una centrifuga de
alta velocidad Centrikon T-124. El sobrenadante obtenido fue resuspendido en tampén Tris-HCI 0,01 M a
pH 7,4 para, a continuacion, someterse a una ultracentrifugacion a 33000xg durante 1 h a 10°C. El
sobrenadante asi obtenido (fraccion citosolica) se descartd, mientras que el precipitado (fraccion de
membranas totales) se resuspendié cuidadosamente en el tampon anterior y se volvié a homogeneizar. A
continuacion se realizé una segunda ultracentrifugaciéon a 14100xg, durante 45 min a 10°C. Se descarté
nuevamente el sobrenadante y se obtuvo la muestra para los ensayos mediante la resuspensiéon del
precipitado en 200 pL de Tris-HCI 0,01 M (pH 7,4). La cuantificacion de proteinas totales se realizo
mediante el método del acido bicinconinico (Smith et al.,1985). Las preparaciones obtenidas se
almacenaron en alicuotas de 25 L a -20 °C hasta su empleo.
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Electroforesis monodimensional en condiciones desnaturalizantes: SDS-PAGE

La primera fase del proceso de separacion bidimensional se fundamenté en las diferencias en pl de las
proteinas de la muestra mediante una aplicacién de isoelectroenfoque (IEF). El proceso se realizé con
tiras de ReadyStrip (Bio-Rad) de un rango de pH 4-7, 3-10 o pH 4,7-5,9 segun muestras. Las tiras de IEF
se cargaron con 80 ug de preparacion de membranas totales y c.s.p. hasta completar 150 mL con un
buffer de lisis compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M y CHAPS al 4% (v/v) (Electrophoresis Purity Reagent,
Bio-Rad). Ademas, se anadieron los anfélitos transportadores de microrrango de pH (Bio-Lyte 4/7 o Bio-
Lytes 4,7/5,9 Ampholyte; Bio-Rad) y 1,15 mg de DTT (Bio-Rad), 1,5 pyL de Bio-Lytes y 1 ug de azul de
bromofenol al 2% (p/v).

El IEF se realiz6 en un Protean IEF Cell (Bio-Rad). La tira de IEF se rehidraté pasivamente durante 5
min. El programa de rehidratacion activa duré 19 h en varias etapas: fase inicial de 250 V durante 15 min,
rampa de voltaje lineal desde 250 V hasta 4.000 V, enfoque final de 20.000 V/h. El proceso terminé tras
una etapa de mantenimiento durante 60 min a 500 V para evitar la deriva de las proteinas.

Con antelacién a la segunda fase de separacion se realizé un proceso de equilibrado en una solucion
de Tris-HCI 50 mM, urea 6 mM, glicerol al 30% (p/v) y SDS al 2% (p/v), pH 8,8. Esta misma solucién base
se utilizé para realizar dos lavados de 10 min, afiadiendo DTT al 0,01% (p/v). Seguidamente, en la misma
soluciéon anteriormente descrita se afiadié iodoacetamida al 0,025% (p/v) con 1 pL de azul de bromofenol
al 0,2% (v/v), con la que se realizaron dos lavados de 10 min.

Para la realizacién de la segunda dimension se coloco la tira de IEF sobre un gel de poliacrilamida al
7,5%, reservando un pocillo en la esquina para los marcadores pretefiidos de amplio rango de masa
molecular (SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas). Para el sellado de la union
entre la tira y el gel se us6 agarosa con un bajo punto de fusion al 0,5% (p/v) en tampon de electroforesis.

Una vez soldados ambos geles se procedid a la separacion electroforética, la segunda fase del proceso
2D-PAGE que opera una separacion en base a las diferencias en masas moleculares de las proteinas.
Para ello se preparé un sistema de electroforesis monodimensional en condiciones desnaturalizantes
sobre una matriz de poliacrilamida [30% acrilamida/Bis Solution 37,5:1 (2,6% C), Bio-Rad] discontinua
formada por acrilamida al 4% en Tris-HCI 1,5M (pH 8,8) en el gel concentrador y al 7,5% en Tris-HCI 0,5 M
(pH 6,8) en el gel separador. La electroforesis se llevé a cabo con el equipo Mini Protean Tetra Cell (Bio-
Rad) a 150 V durante el transito de las muestras por el gel concentrador y a 180 V durante el resto del
tiempo de desarrollo (el tiempo necesario para que el frente del trazador azul de bromofenol alcance el
borde inferior del gel). El tampoén de carga estuvo compuesto por Tris-HCI 50 mM (p/v), pH 6,8, SDS 2%
(p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v), glicerol 10% (p/v) y B-mercaptoetanol 5% (v/v) y el tampdn de
electrodo por Tris-HCI 25 mM, glicina 0,19 y SDS 0,1% (w/v), Ph 6,8. Previamente a la electroforesis las
muestras fueron desnaturalizadas hirviéndolas durante 5 min.

Para conocer la masa molecular aparente de las proteinas de la muestra usamos un conjunto de
estandares pretefiidos (SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder; Fermentas) formado por un
conjunto de proteinas con masas moleculares conocidas.

Una vez concluida la SDS-PAGE se tifié el gel con nitrato de plata o bien se electrotransfirio a una
membrana de PVDF para la realizacion del inmunoblot.

Inmunoblot

El gel destinado al inmunoblot se mantuvo durante 30 min en tampon de transferencia [Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM y metanol al 10% (v/v)] en agitacion. A la vez, se activd la membrana de PVDF con
metanol al 100% (v/v) durante 20 s y se equilibro en tampon de transferencia. Para la transferencia se
utilizé el equipo Mini TransBlot (Bio-Rad) y un amperaje constante de 350 mA durante 65 min. Tras la
transferencia, se procedié a un lavado con H,Od.
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Inmunoblot con revelado quimioluminiscente de NCAM y PSA

El inmunoblot se llevé a cabo con unas concentraciones de los anticuerpos primarios (Ac 1°) anti-NCAM
y anti-PSA, y de sus correspondientes secundarios previamente determinadas en nuestro laboratorio. El
bloqueo de la membrana se llevd a cabo en una solucién de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) y
TWEEN-20 al 0,1% (p/v), en PBS 1X, durante 4 h, en condiciones de agitacion y a temperatura ambiente.
Finalizado el bloqueo para la identificacion de NCAM, la membrana se incub6 con el Ac 1° monoclonal de
rata 1IgG2a anti-CD56 de raton, a una dilucion 1/750 en solucion de bloqueo durante 13-14 h (overnight)
en agitacion y a 4°C. Una vez terminada la incubacion se eliminaron los restos del Ac 1° no unido a la

membrana. Para ello, se realizaron 5 lavados de 5 min cada uno con la solucién de bloqueo anterior, en
agitacion y a temperatura ambiente.
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Western ECL Sustrate (Bio-Rad), durante 7 min a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad.
Tras este tiempo, se tomaron imagenes de la membrana en el equipo ChemidocTM XRS+ (Bio-Rad,)
mediante el software ImagelLab para su documentacién y posterior analisis.

Un protocolo similar al descrito se siguié para la inmunodeteccion de PSA, pero con las siguientes
modificaciones: el Ac 1° empleado fue el monoclonal anti-CD56 de ratdon/humano purificado de rata a la
dilucion 1/350, y un anti-lgM-mu de rata purificada de cabra conjugado con peroxidasa de rabano con
dilucion 1/5000 como Ac secundario. El revelado para el PSA también fue por quimioluminiscencia.

La toma de imagenes de las membranas de inmunoblot y de los geles tefiidos con plata se realizé con
el equipo de Analisis de Imagen ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) y el software ImageLab o CuantityOne®
para las imagenes de 2D-PAGE.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis por 1D —PAGE de la expresion de NCAM en el tejido sano y tumoral de CCR

Tras el establecimiento de las condiciones idoneas para la realizacién del inmunoblot se procedié al
analisis de la expresiéon de la proteina NCAM en especimenes de tejido sano y tumoral de pacientes con
CCR. Los resultados obtenidos en todos los pacientes estudiados fueron similares, tal como se aprecia en
el resultado tipo mostrado en la figura 4. En la imagen se observa la presencia de una unica banda, bien
definida, situada un poco por encima del marcador de masa molecular de 135 kDa. Esta banda aparece
en todos los pacientes analizados, tanto en el tejido sano como en el tejido tumoral. Sin embargo, en
ninguna ocasion se ha observado en el control negativo, en el cual se carga la misma muestra que en
tumor y fue procesado igual que las otras bandas a excepcidén de que no se afadié el Ac 1° anti-NCAM.
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Figura 4. Imagen tipo de una
electroforesis desnaturalizante
monodimensional que ha sido
transferida a membrana de PVDF y
sobre la cual se ha realizado un
inmunoblot para NCAM. En el
primer carril se encuentran los
marcadores de masa molecular. C-:
control negativo.

Al contrario que en otros tejidos, en el tejido colorrectal adulto humano hasta el momento se acepta que
la isoforma de NCAM que se expresa es la de 180 kDa (Roesler et al., 1997; Huerta el al., 2001), la cual
ha sido incluso estudiada como un posible factor prondstico para esta neoplasia en otros tejidos (Tascilar
et al.,2007). Sin embargo, los resultados obtenidos por nosotros sugieren que también se expresa la
isoforma de 140 kDa (Figura 4). Es necesario mencionar que el anticuerpo anti-NCAM utilizado solamente
detecta las dos isoformas de mayor peso molecular (140 kDa y 180 kDa), por lo que no podemos
descartar que también se exprese la isoforma de 120 kDa. Este resultado aporta informacién
suplementaria sobre la expresion de esta proteina en el tejido colorrectal, ya que hasta el momento los
trabajos realizados indicaban la presencia en epitelio sano y tumoral del colon la isoforma de 180 kDa
(Roesler et al.,1997; Huerta et al., 2001). Estos autores se basaron para llegar a dicha conclusién en las
evidencias obtenidas por western blot de 5 lineas celulares (Huerta et al., 2001) y en el anélisis por RT-
PCR de muestras de pacientes con CCR (Roesler et al., 1997). Este ultimo trabajo consiguié observar la
expresion del exdon 18 propio de la isoforma de mayor masa molecular. Nuestros resultados, por tanto, sin
negar la posible existencia de la isoforma de 180 kDa en cantidades subdetectables, muestran sin
ambages la presencia asimismo de la isoforma de 140 kDa de la NCAM. Al mismo tiempo comprobamos
que, en caso de existir polisialilacion en la NCAM, esta sera muy baja, por dos razones. La primera de
ellas es que, como se observa en la figura 4A, la banda de sefial que se detecta corresponde a una banda
y no a un rastro ancho y uniforme (smear) correspondiente a un rango mas o menos amplio de masa
molecular resultado de los grados variables de polisialilacion de las diferentes moléculas de NCAM. La
segunda razon es que la banda observada se corresponde a un peso molecular muy préoximo a 140 kDa,
lo que indica que la polisialilacién de la isoforma predominante no es muy significativa.

Analisis por 2D-PAGE de la expresion de NCAM en tejido sano y tumoral de CCR

Una vez determinada la presencia de NCAM en el tejido colorrectal, procedimos a su estudio por 2D-
PAGE para separar y analizar el conjunto de isoformas de esta molécula presentes en el tejido colorrectal
de los pacientes con CCR.

El proceso de separacion de la muestra opera durante la primera fase de IEF segun las diferencias en
punto isoeléctrico (pl) de las proteinas de la muestra, mientras que la SDS-PAGE posterior lo hace en
base a las diferencias en masa molecular. La figura 5 muestra el resultado obtenido a partir de un
espécimen de tejido tumoral de un paciente de CCR. La carga de proteina en el inmunoblot fue de 80 pug.
El procesamiento de la imagen realizado con el programa CuantityOne® permite apreciar las
caracteristicas de la molécula NCAM; el peso molecular que se obtiene con la referencia de los
marcadores de peso moléculas (Figura 5A) y también hacer una estima del pl de la molécula.
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Figura 5. Separacion mediante 2D-PAGE de un espécimen de tejido tumoral de CCR. (A). Mapa de masa molecular
(Y) y pl (X) realizado sobre la imagen gaussiana del gel 2D-PAGE una vez superpuesto a la membrana de PVDF. La

flecha indica el spot que el programa asocia con la NCAM. (B) Inmunoblot para NCAM en membrana de PVDF vy
revelado por quimioluminiscencia.

El estudio mediante 2D—-PAGE (Figura 5) nos ha permitido observar la variabilidad de isoformas de la
NCAM en los especimenes de tejido colorrectal analizados y determinar el rango de pl de estas, que ha
resultado similar al descrito en un estudio anterior (Vawter et al.,1998).

Deteccion de NCAM y PSA en un espécimen de tejido tumoral de CCR

En las condiciones descritas se procedid al analisis para la expresién de NCAM y PSA en un espécimen
de tejido tumoral de un paciente operado de CCR. El analisis para NCAM no dio lugar a sefal positiva en
el inmunoblot, pero si se detectd senal en el inmunoblot de PSA, con una masa molecular de 63,1 kDa y
pl 5,19, 5,22 y 5,25 (Figura 6).

5,9 4,7
— 260 kDa

—— 135 kDa

—_— 95 kDa

- 72 kDa

—— 52 kDa
1243
k . 0 — 42 kDa
Figura 6. Inmunoblot de PSA, en el que se observan 3 spots bien definidos de

~40,7 kDa y pl 5,35, 5,26 y 5,2. Espécimen de tejido tumoral de CCR, 100 ug de
carga proteica.
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La sefal de peso molecular detectada para el PSA, demasiado baja para tratarse de PSA-NCAM, podria
ser resultado por el contrario de la rotura de la cadena de PSA de la NCAM, de cuya labilidad se tienen
evidencias previas (Schauer, 1982). Asi, el PSA unido a NCAM puede resultar facilmente degradado
durante la SDS-PAGE, por ejemplo al hervir a pH neutro la proteina nativa (Hoffman et al., 1982; Key y
Akeson, 1990) o incluso durante la congelacién por periodos prolongados (citado por Manzi et al.,1994 de
una observacion no publicada de Higa y Varki). Por otro lado, resultados (no publicados) de nuestro
laboratorio han acreditado altos indices de polisialilacion en esta proteina en el tejido colorrectal de
pacientes con CCR, compatibles con la masa molecular de estos spots y con el grado de elongacion que
se le supone al PSA en vertebrados (Rothbard et al.,1982; Angata & Fukuda, 2003). Otra posibilidad
interesante, que no debe ser descartada, es que estos spots correspondan a alguna de las
polisialiltransferasas responsables de la polisialilaciéon del PSA, PST (Eckhardt et al.,1995; Angata et
al.,1997) y SXT (Livingston y Paulson, 1993; Angata et a/.,1997), ya que ambas poseen capacidad de
autopolisialilacién (Close & Colley, 1998) y sus masas moleculares rondan el valor de los spots del
inmunoblot de PSA (Simon et al., 2013). Tanto una como otra posibilidad captaron nuestro interés por
tratarse de observaciones no referidas hasta la fecha en humamos y se considerd por ello que merecian
indagarse de reproducirse en experimentos posteriores.

El conjunto de los 5 casos analizados no ha permitido detectar diferencias de expresion de la NCAM
entre el tejido sano y tumoral de los pacientes con CCR. Sin embargo, se trata de muy pocos casos, por lo
que los resultados no son suficientemente significativos y se necesita aumentar su numero para establecer
una generalizacién apoyada estadisticamente.

Este trabajo, por tanto, ha servido especialmente para poner a punto el método de deteccion de la PSA-
NCAM y de separacion de sus diferentes isoformas.

CONCLUSIONES

En la introduccién del tema se ha comentado la importancia de la proteina NCAM y de su grado de
polisialilacién, asi como los antecedentes disponibles sobre su expresion en el tejido colorrectal y su
aparente relacion con el CCR. Por ello, nos marcamos como objetivo de este trabajo la puesta en marcha
de un protocolo que nos permitiera la identificacion de las diferentes isoformas de la NCAM en dicho
tejido, teniendo en mente que hasta la fecha no existen estudios especificos sobre este aspecto y que los
avances en el conocimiento de su microheterogeneidad y perfil de expresidn en el tejido sano y tumoral de
estos pacientes debe ayudar a mejorar el conocimiento de la biologia funcional dr la NCAM y a establecer
de modo definitivo su potencial como biomarcador del CCR. Tras la realizacién del trabajo propuesto, los
resultados obtenidos nos permiten enunciar las siguientes conclusiones:

. Se ha conseguido un protocolo para la separacién y deteccion de las diferentes isoformas de la
NCAM en especimenes de tejido colorrectal procedente de pacientes operados de CCR, que ha
demostrado resultados positivos en inmunoblot para NCAM y PSA.

. En tejido colorrectal humano se ha observado la expresién de una isoforma de NCAM diferente a
la que hasta el momento se habia documentado en CCR.
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