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Abstract

A cell-surface fibronectin receptor and a cell-surface laminin receptor have
been isolated from rat liver by affinity chromatography on Sepharose conjugated
with the cell-binding domain of fibronectin (105 kd), and with laminin respectively.
The eluted material migrated under non-reducing conditions in SDS-PAGE as two
bands in both cases. In the first one, the o- and B-components had apparents
mol.wt. of 155 and 115 kd respectively. After reduction the 155 kd component gave
rise to two peptides od 145 kd and 20 kd, while the 115 kd shifted migration to a
mol.wt. of 130 kd. In the second one, the a- and B-components show a doublet of
175-185 kd while the 115 kd shifted migration to 130 kd mol. wt. too. The results
suggest that fibronectin and laminin receptors have the same B-component but differ
in the a-component. In the fibronectin receptor that one would be the o subunit
and the laminin receptor would be the o, subunit.

Introduccid.

Les integrines sén receptors de proteines de la matriu extracel.lular tal com
la fibronectina, laminina, col.ligena i vitronectina entre altres. Les caracteristiques
d’aquests receptors és que s6n heterodimers formats per dues proteines
transmembrana unides no covalenment que presenten un domini extracel.lular gran
pel que s’unirien a les proteines de la matriu extracel.lular i un domini intracel.lular
curt per on estarien en contacte amb les proteines del citoesquelet (Burridge et al,
1987). Aquestes dues glicoproteines presenten uns pesos moleculars de 95-130 kd en
el cas de la subunitat curta, i un pes molecular de 130-210 kd en el cas de la
subunitat llarga, diferint segons el tipus cel.lular i el receptor del que es tracti. La

subunitat més petita té una mobilitat electroforética més gran sota condicions no

reductores, el que suggereix la preséncia d’una gran quantitat de ponts disulfur

intracatenaris degut a residus cisteina. En molts casos, perd no en tots, la subunitat
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més gran presenta un comportament contrari migrant més rapid en condicions
reductores. Aix0 és degut a que consten d’una cadena pesada i d’una lleugera
unides per un pont disulfur (Hynes,1987; Ruoslhati i Pierschbacher, 1987).

Adoptant la nomenclatura utilitzada pels antigens descrits en cél.lules
limfoides i mieloides, ens referirem com a subunitat B a la més curta rica en ponts
disulfur, i com subunitat a a la més llarga.

S’han descrit canvis d’aquests receptors en cellules transformades
(Plantefaber i Hynes, 1989; Hynes, 1981), en processos de migracié cel.lular i
durant el desenvolupament embrionari (Broner i Fraser, 1985). Aix6 ens ha portat a
pensar en I’existencia de canvis en aquests receptors durant processos de proliferaci6
cel.lular tal com és la regeneracié hepatica. ‘

Es per aix6 que en aquest treball es descriu I’aillament i la parcial
caracteritzacié de dos d’aquests receptors, a fi de que propers estudis ens permetin
congixer el comportament d’aquestes integrines tant a partir de la seva expressio i
localitzacié, com de modificacions estructurals que puguin tenir durant la

regeneracié hepatica post-hepatectomia parcial.

Material i métodes.

Mascles Sprague-Dawley de 200 gr de pes, sotmesos a intervals de claror-
foscor de 12 h, alimentats amb dieta estandart varen eésser utilitzats en tots els
experiments.

L’aillament de membranes plasmatiques de cellules hepatiques es va fer

segons el meétode de Bachmann et al, 1977. Les electroforeri es van realitzar en gels

d’acrilamida del 7% i 8% en preseéncia de SDS segons el metode de Blobel i
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Dobberstein, 1975. Els immunoblots es van fer a partir de gels de SDS-PAGE
transferits a paper de nitrocel.lulosa segons Burnette,1981. El paper de nitrocel.lulosa
es va incubar amb IgG 0.2 mg/ml i els anticossos unit es van fer reaccionar amb
*I-proteina A (LKB-Pharmacia). Els antigens reconeguts es varen visualitzar per
autoradiografia.

Anticossos: I’antiserum contra la subunitat B de les integrines d’hepatocit de
rata es va obtenir segons Woods et al (comunicacié personal). La fraccié IgG del
sérum es va aillar per cromatografia d’afinitat amb proteina A- Sepharosa.

L’antisérum contra la subunitat o del receptor de la fibronectina (o)
d’hepatdcit de rata es va obtenir injectant la subunitat o5 a conills i la fraccié 1gG
del serum es va aillar utilitzant el mateix métode que en el cas anterior.

L’antiserum contra la subunitat o del receptor de la laminina (ct,) d’hepatocit
de rata es va obtenir injectant la subunitat o, a conills i la fraccié IgG del sérum es
va obtenir igual que abans.

El receptor dee la fibronectina es va aillar a partir de fetge de rata
solubilitzat amb 10 mM Tris/HCl pH 7.5 que contenia 2% TX-100 (w/v) 2mM
MgCl,, 2mM PMSF, lug/ml pepstatina A i homogenitzat en un Potter. Després de
centrifugar 30 min. a 25.000g el sobrenadant es va passar per una columna de
WGA-Sepharosa. Aquesta es va rentar amb 0.2% TX-100, 2mM MnClygs w1751« w
euir amb ¢ maeix umps ma O-3 M N-acetilglucosamina. Les proteines eluides es van aplicar
directament a una columna de 105 kd (fracci6 de la fibronectina que conté el
domini d’unié cellular) i la columna s’eluiex amb 0.2% TX-100, 10 mM

EDTA/TBS pH 7.5 després de rentar amb tampé d’equilibri. En tots els tampons es

van posar inhibidors de proteases.
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El receptor de la laminina es va aillar utilitzant la fraccié de mostra que no
s’havia enganxat a la columna de 105 kd-Sepharosa. Aquesta mostra es va passar
per una columna de laminina-Sepharosa, i després de rentar amb 0.2% TX-100, 10
mM EDTA/TBS pH 7.5.

El fragment de la fibronectina que presenta el domini d’unié a la céllula

(105 kd) es va obtenir segon Johansson, 1985.

Resultats.

1. Aillament del receptor de la fibronectina a partir de fetge de rata.

Per aquest es va utlitzar un procediment analeg a I'utilitzat en I’aillament
d’integrines en altres tipus cel.lulars. Aquest inclou la solubiliﬁacié del teixit hepatic
previament homogenitzat amb TX-100 i una cromatografia de les WGA-binding
proteins en una columna de 105 kd-Sepharosa en preséncia de 2mM MnCl, en
condicions fisioldgiques de forga idnica i pH, i I’elucié de la columna amb 10 mM
EDTA. L’eluit de la columna amb EDTA presenta dos components majoritaris que
es poden visualitzar amb Coomassie Blue. Aquestes proteines d’un pes molecular de
165 1 115 kd en condicions no reductores i de 145 i 130 kd en condicions
reductores en gels de SDS-PAGE (Fig. 1).

En asstjos de Western-blot la bande de 115-130 kd, perd no la band de 165-
145 kd reacciona amb anticossos especifics per la subunitat B, del receptor de la
fibronectina (Fig. 2). En canvi quan s’utilitzen anticossos contra la subunitat o del
receptor, tant la banda de 115-130 kd com la de 165-130 kd reaccionen (Fig.3).
Malgrat tot, si aquests anticossos s’adsorbeixen en una columna de B,-Sepharosa, el

marcatge en la banda de 115-130 kd s’elimina (resultats no presentats), el que ens

corrobora que es tracta de la subunitat o del receptor.
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Fig. 1.- 7% SDS-PAGE i posterior tincio
amb plata del receptor de la fibronectina

en condicions no reductores (carril 1)
i reductores (carril 2)

115kp — - ; 2
W "w Fig. 2.- Immunoblot amb 1 anticos

anti—gw. Les mostres analitzades han
estat: receptor de la laminina (carril 1)

membrana plasmatica (carril 2) i

receptor de la fibronectina (carril 3).
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Fig. 3.- Immunoblot amb 1~anticds
antiﬂx5. Les mostres analitzades han
estat: receptor de la fibronectina

(carril 1), membrana plasmdtica
tcarril- 2).

Fig. 4.- Immunohistoquimica a partir de talls de fetge amb anticos anti151.




Aquestes subunitats han estat seqiienciades i corresponen a la oy i B,

descrites en altres tipus cel.lulars com el receptor de la fibronectina.

2.Localitzacid del receptor de la fibronectina.

Aquest receptor com totes les altres integrines es troba a la superficie
cel.lular. Per a demostrar la preséncia d’aquestes proteines en la membrana
plasmatica de les cellules hepatiques, s’han fet assatjos d’immunoblot i tincions
immunohistoquimiques.

En el primer cas, tant els immunoblots amb [, com amb o ens donen un
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marcatge especific en la membrana plasmatica, igual a I6btingut en el cas del

receptor aillat (Fig. 2 i Fig. 3). Aix6 ens indica que el receptor present en la
membrana plasmatica és el receptor previament aillat a partir de fetge total.

Quan fem les tincions immunohistoquimiques amb anticossos anti-f,, s’obté
un clar patr6 de marcatge en la membrana plasmatica de la regié sinusoidal dels
hepatocits (Fig.4) el que demostra clarament que aquest receptor es localitzar només

a la superficie cel.lular.

3.Aillament del receptor de la laminina.

Per aillar aquesta integrina es va utilitzar un procediment molt semblant al se
I'aillament del receptor de la fibronectina. Es va solubilitzar el teixit hepatic
previament homogenitzat amb TX-100 i les WGA-binding proteins es van
cromatografiar en una columna de laminina-Sepharosa en preséncia de 2 mM MnCl,
en condicions de forca idnica i pH, eluint-se amb 10 mM EDTA.

Es va fer una electroforesi d’aquest eluit i es va veure l’existencia de dos

components que sota condicions no reductores presenten uns pesos moleculras de



180 1 115 i en condicions reductores els pesos moleculérs sén de 175-185 i 130 kd
respectivament en SDS-PAGE. Malgrat no estd clar la causa de la seva
heterogeneitat, el doblet de 175-185 kd obtingut en condicions reductores es presenta
en la majoria de preparacions (Fig. 5).

En els immunoblots només la banda de 115 kd reacciona amb els anticossos
especifics per a la subunitat B, del receptor de la fibronectina (Fig.2), el que ens
indica que els dos receptors tenen una subunitat B,. El més segur és que la proteina
de 180 kd representi la subunitat o de la familia de les integrines que junt amb la
subunitat B, constitueixen el receptor de la laminina. Es sap que aquest receptor no
s’uneix al fragment de 105 kd de la fibronectina, doncs per cromatografia d’afinitat
s’ha vist que cada receptor s’uneix només a la columna que coﬁté el seu lligam.

En el cas dels immunoblots amb anticossos obtinguts contra la subunitat o es
presenta el mateix problema que amb el receptor de la fibronectina. Aquests
reaccionen contra les dues subunitats perd una vegada adsorbits la reaccié contra la
subunitat o desapareix.

En aquest cas encara no s’ha seqiienciat la subunitat o del receptor de la
laminina, perd hi ha fortes evidéncies de que es tracta de la subunitat Q, ja que no

€s RGD depenent i com s’ha esmentat abans el receptor de la laminina no s’uneix a

la fibronectina.

Discussid.
En aquest estudi s’ha aillat i identificat dos membres de la familia de les

integrines (receptors d’adhesié cel.lular) que s’expressen en cél.lules hepatiques.

Aquests sén el receptor de la fibronectina i de la laminina.
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Fig. 5.- 7% SDS-PAGE i posterior
tincio amb plata del receptor de la
laminina en condicions no redeuctores
(carril 1) i reductores (carril 2).
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L’a‘ﬂlament s’ha fet a partir de técniques convencionals per a la purificacié
d’integrines, utilitzant una columna de WGA-Sepharosa que lliga les subunitats B i
la posterior cromatografia de I’eluit en columnes d’afinitat del lligam especific (105
kd, laminina). Ambdds casos les columnes han unit eficienment dues proteines, que
s’han mantingut unides després de rentats amb alta forca idnica.

El receptor de la fibronectina en fetge déna dues bandes en condicions no
reductores en SDS-PAGE, com s’havia descrit en el cas dels fibroblastes (Pytela et
al, 1985), cellules d;osteosarcorna (Pytela et al, 1986) i hepatocits aillats
(Johansson, 1987), amb un pes molecular de 165 (subunitat a) 1 de 115 kd
(subunitat ) aproximadament. En condicions reductores la banda de 165 ens dona
dos peptids de 145 i 20 kd (aquest Gltim només visible amb un marcatge radiactiu),
mentres que la banda 115 kd migra cap a 130 kd. Aixé ens indica que el receptor
de la fibronectina estd format per dues subunitats, una de 165 kd formada per dos
polipeptids units per un pont disulfur (145 + 20 kd) i una de 115 kd enriquida en
residus de cisteina el que fa que en condicions reductores migri més lentament.

L’analisi del receptor de la laminina mostra la presencia de dues bandes en
condicions no reductores SDS-PAGE de 180 kd (subunitat o) i de 115 kd (subunitat
B) que en condicions reductores migrarien a 175-185 kd i 130 kd respectivament.
Segons dades descrites anteriorment per aquest receptor es podrien trobar dos grups
de receptors de la laminina segons el pes molecular de les seves subunitats en SDS-
PAGE. Un grup seria el de les subunitats o descrites en plaquetes humanes
(Sonnenberg et al, 1988) i cillules PC 12 de rata (Tomaselli et al, 1988) que
presenten un pes molecular de 140-150 kd en condicions no reductores, mentres que

en condicions reductores aquests polipeptids migren més rapid degut a la dissociaci6

d’una cadena lleugera de 30 kd. L’altre grup seria al que presenta la subunitat o de




180-210 kd en condicions no reductores i que en condicions reductores no migra
més rapid, ja que es tracta d’una sola cadena. En aquest grup es trobaria el receptor
de la laminina d’hepatocits de rata i el de les ceél.lules B 50 Ignatius i Reichardt,
1988).

S’han obtingut anticossos contra la subunitat B de 115 kd que reaccionen tant
amb el receptor de la fibronectina com amb el de la laminina. Aixd ens indica que
els dos receptors presenten una subunitat B comd, que ha estat segiienciada i s’ha
vist que es tracta de la subunitat B, tal com s’esperava. Aixi mateix, s’ha localitzat
aquest receptor en membranes plasmatiques de cellules hepatiques a partir
d’immunoblots, i concretament en la regié sinusoidal per immunohistoquimica.

Els anticossos obtinguts contra les subunitats o reaccionen també contra les
subunitats 3. No estd clar si aquestes proteines presenten epitops comuns o si bé la
doble reacci6 €s deguda a la preséncia de la proteina de 115 kd en I'immunogen.
En qualsevol cas, el receptor funcional estd compost probablament per dues
subunitats diferents, com tots els receptors de la fibronectina descrits en plaquetes i
fibroblastes (Gardener i Hynes, 1985; Carrel et al, 1985; Akiyama et al, 1986) i els
receptors de la laminina descrits en els models cel.lulars anomenats abans. La
subunitat o del receptor de la fibronectina s’ha segiienciat i correspdn a la subunitat
®;. No aix{i la del receptor de la laminina, malgrat que creiem que es tracta de la

subunitat o,.
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