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ARNmM
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CARD
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Ci
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CLIS
cpm
Cr 51

DAB
DD
DED
DEPC

MDA-MB-435P

MDA-MB-468

adenina

complex avidina-biotina

acid desoxiribonucleic

ADN complementari

adenosina difosfat

factor inductor d apoptos
translocador de nucleotids d’ adenina
factor activador de proteases apoptotiques-1
arginina

acid ribonucleic

ARN missatger

ARN ribosomic

acid aspartic

adenosina trifosfat

homologia de Bcl-2

BReast CAncer susceptibility
albumina sérica bovina
desoxiribonucleasa activada per caspases
domini de reclutament de caspases
Cysteinyl-A SPartate-specific proteinASES
carcinomaductal invasiu
carcinomaductal in situ

curie; unitat internacional radioactiva
carcinomalobel lar invasiu
carcinomalobel lar in situ

comptes per minut

cromat de sodi

dia

diaminobenzidina

domini de mort

domini efector de mort

dietilpirocarbonat
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FGF
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HEPES
His
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IAP
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i.m.f.p.
kb
kDa
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LOH

min
MMP
MOPS
MTT

nm

Dulbecco’s Modified Eagle’' s Medium
dimetil sulfoxid

soluci6 de distré, dibutil ftalat i xilé
acid etilendiaminotetraacetic

factor de creixement epidérmic
receptor del factor de creixement epidérmic
Enzyme-Linked |mmunoSorbent Assay
faraday

factor de creixement fibroblastic

gram

guanina

grau histologic

acid glutamic

glicina

hora

acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazonaetanosul fonic
histidina

peroxidasa de rave

inhibidors de I” apoptosi

factor de creixement insulinic-1
immunohistoquimica

intramammary fat pad

quilobases

quilodalton

litre

medi Luria-Bertani

pérdua d’ heterozigositat

molar

minut

metal -|loproteasa de matriu

acid morfolinopropanosulfonic

bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli
normal

nanometre
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O.C.T.
ODN
pb

PBS
PTP
RE
RGD
RP

rpm
SBF
SDS
SDS-PAGE
S

SSC
TAE
TBE
TDT
TE
TEMED
TGF-B
TNF-a
TNFR
TNM
Tris
TUNEL

uPA

VDAC
VEGF

alcohol palivinilic, polietilenglicol i clorur de dimetil-benzil amoni
oligodesoxinucleotid

parell de bases

tampo fosfat sali

porus de permeabilitat transitoria

receptor d’ estrogen

arginina-glicina-acid aspartic

receptor de progesterona

revolucions per minut

serum bovi fetal

dodecil sulfat sodic

electroforesi de proteines en gels de poliacrilamidaamb SDS
segon

citrat sodic sali

Trisacétic EDTA

Trisboric EDTA

deoxinucleotidil-transferasa terminal

TrisEDTA

N,N,N’,N’-tetra-metil etilendiamina

factor de creixement transformant-beta

factor de necrosi tumoral-alfa

receptor del factor de necrosi tumoral
tumor-ganglis-metastasis

tris-(hidroximetil)-aminometa

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End-
Labelling

unitat enzimatica internacional

serin-proteasa activadora del plasminogen tipus uroquinasa
volts

canal d anions dependent del voltatge

factor vascular de creixement endotelial

waitt
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1.- Laglandula mamaria

La mama és una glandula exocrina tubuloalveolar composta, amb secrecid apocrina i
amb capacitat de resposta hormonal, que es modifica especialment per secretar llet.

En la dona adulta els elements fonamentals de I’ estructura de la mama son els 15 o 20
|6buls que formen la glandula. Els |6buls estan situats en la regio profunda de la mama, de
manera radial en relacié amb e mugré (Figura 1). Cada |obul conté un canal excretor propi
conegut com a galactofer de primer ordre, que es dilata en la seva porcio terminal (si lactifer) i
gue s obre anivell del mugro pels porus galactofers.

El conducte galactofer de primer ordre es bifurca dicotomicament en galactofers de
segon ordre i a mesura que profunditzen en I’ interior es van ramificant progressivament, fent-
se més petits, per acabar en les unitats tubuloalveolars (ductals i lobel-lars) que representen la
unitat funcional de la glandula (Ruiz, 1993a).

Epidermis

: Unitats
Porus o == tubuloalveolars
galactofers :
Galactofer

de primer ordre

Galactofer
de segon ordre

Figural.- Esquema de |’estructura de la glandula mamaria (extret de: Vaquero,
1982).

A nivell dd s lactifer o per sobre d' ell, els conductes galactofers estan recoberts per un

epiteli luminal cuboidal estratificat. Pero a mesura que els conductes galactofers profunditzen
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en lamama, el seu epiteli cuboidal es torna cada cop més prim, amb menor nombre de capes
de cél-lules, presentant en els galactofers de segon ordre dues capes de cdl-lules. En €els
tubuloalveols de la porcié secretora, |’ epiteli del conducte es converteix en una sola capa de
cel-lules (cubic simple), envoltat per una capa de cel -lules mioepitelias que reposen sobre una
membrana basal, la funcié de les quals és munyir els acins en e moment de la lactancia
(Figura 2).

Els lobels estan separats els uns dels altres per un teixit conjuntiu especialitzat, lax i ric
en cel-lules, que rep e nom d' estroma perilobel-lar i que conté una abundant xarxa capil-lar,
perd una escassa 0 nul-la presencia de cdl -lules adiposes. Cada lobul esta separat dels altres per

unateixit connectiu dens que té gran quantitat de cél-lules adiposes (Powell, 1995).

Conducte

Capil-lars

Figura2.- Esguema transversal tridimensional d'un
lobel, en el qual es destaguen la vascularitzacié de
I’estromali la conservacio de I’ epiteli de doble capaen les
unitats lobel lars més distals (extret de: Powell, 1995).

La glandula mamaria pateix cicles de desenvolupament, diferenciacié i apoptosi durant
la vida de I’ organisme. Aquests canvis ciclics afecten |’ estructura i la funcio del teixit, i son
regulats através d’ hormonesi factors de creixement (Hansen i Bissell, 2000).

Les hormones esteroides, estrogen i progesterona, promouen la proliferacié i
diferenciacié de I’ epiteli mamari (Russo i Russo, 1998). En absencia d’ hormones, els receptors
intracel -lulars d’ estrogen (RE) i progesterona (RP) es troben en un complex inactiu juntament

amb altres proteines. Quan les hormones s uneixen as receptors, e complex oligomeric
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inactiu es dissocia i €ls receptors s activen i regulen I’ expressié genica directament com un
factor de transcripcio per unié al’ ADN en elements de resposta especifics o indirectament per
interaccions cooperatives amb altres factors de transcripcio (Whitei col., 1998).

Entre un 7% i un 30% de les céllules epitelias de mama expressen nivells molt baixos
de RE i RP (revisat a Hansen i Bissell, 2000). Aquests nivells fluctuen en conjuncié amb els
canvisciclics d’ estrogen i progesterona durant el cicle menstrual (Markopoulosi col., 1988).

Factors de creixement com e factor de creixement epidermic (EGF) i e factor de
creixement insulinic-1 (IGF-1) actuen estimulant la supervivencia en les cdl-lules de I’ epiteli
mamari, mentre que € factor de creixement transformant-beta (TGF-) indueix la seva mort
(Rosfjord i Dickson, 1999).

2.- Lapatologia mamariabenigna

La majoria de les lesions proliferatives benignes de la mama s esdevenen duna
proliferacio coordinada de les cél-lules epitelials i mioepitelials de la glandula (Howard i
Gusterson, 2000).

Histologicament es distingeixen diversos tipus de lesions. I'ectasia ductal, €l quist,
I’ adenosi, la hiperplasia epitelial, el fibroadenoma i € papil-loma intraductal, entre d altres
(Howard i Gusterson, 2000; Mallon i cal., 2000).

Les neoplasies benignes inclouen e fibroadenoma i e papil-loma intraductal. El
fibroadenoma és el tumor benigne més freqlient de la mama. Aquest s origina en el |obel,
presenta un creixement limitat i dependéncia hormonal. La seva mida generalment ésd’'1 a 2
cm de diametre, encara que pot arribar a ser de 5 a 7 cm, anomenant-se fibroadenoma gegant.
L’ evolucié dd fibroadenoma és variable, podent progressar, regressar o estabilitzar-se. S
S estabilitza, pot calcificar-se amb el temps.

Les lesions benignes de la mama mostren nivells de RE i RP menors que els presents en
els tumors malignes (Giani i col., 1986) i absencia de les alteracions genétiques freglientment

involucrades en la patologia maligna (Lizard-Nacol i col., 1995).

3.- Lapatologiamamaria maligna: cancer de mama
Els tumors malignes de la mama s originen per proliferacio atipica de I'epiteli dels
lobels o dels conductes galactofers, la qual omple, totalment o parcialment, lasevallum (Lema

I Maciel, 1998). Aquests poden classificar-se segons €l caracter no infiltratiu o d’invasio de
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I’ estroma, pel lloc d origen histologic i pel patr6 estructural (Ruiz, 1993b; Powell i Stelling,
1995).

Taulal.- Classificacido histologica del carcinoma de
mama

Carcinomain situ
Carcinoma ductd in situ (CDIS)

Carcinomalobel-lar in situ (CLIS)

Carcinomainvasiu
Carcinoma ductal invasiu (CDI)

Carcinomalobel-lar invasiu (CLI)

Malaltia de Paget del mugro

El carcinoma ductal in situ (CDIS) és un carcinoma dels conductes galactofers que no
envaeix |’estroma circundant. Aquest es caracteritza per diversos tipus estructurals:
comedocarcinoma (caracteritzat per una massa central de cél -lules necrotiques), micropapil -lar
(en que les cél-lules envolten la periféria del conducte formant petites tires de cél-lules
epitelials sense trama fibrovascular) i cribiform (és més solid i afectatot el conducte).

El carcinoma lobel-lar in situ (CLIS) és un carcinoma que afecta els acins terminals de
la unitat lobel-lar, els quals apareixen obliterats i distesos per conglomerats laxos de cél lules,
senseinvasio del’ estroma.

El carcinoma ductal invasiu (CDI) és el tumor maligne de la mama més frequent, i
S esdevé per infiltracio de I'estroma circundant. Aquest mostra una enorme variacio en la
morfologia cel-lular i en els patrons de proliferacio. En general les cél-lules es disposen en
illots, cordons i formacions glandulars. Pero també s han identificat patrons de CDI associats
amb una histologia caracteristica: carcinoma tubular (constituit per cel-lules regulars i
disposades en tubuls ben caracteritzats), carcinoma mucinos (que conté gran quantitat de
mucina extracel lular), carcinoma medul lar (caracteritzat per una forta infiltracio limfoide) i
carcinoma papil-lar invasiu (que representa el creixement invasiu de les estructures papil -lars).

El carcinoma lobel-lar invasiu (CLI) és un carcinoma invasor constituit per cé-lules
uniformes i semblants ales del CLIS i, generalment, amb un index mitotic baix. Les cél-lules
es disposen en una mateixa fila, en disposicio linea (corriolada) o apareixen embotides
individualment en €l teixit fibros.

Lamalaltia de Paget del mugré és caracteritza per cel-lules neoplasiques en I’ epidermis
del mugré.
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En e carcinoma de mama el grau histologic (GH) és un factor de pronostic important
gue s obté de I'andlisi patologica del tumor tenint en compte la formacié de tdbuls, la
morfologia nuclear i I'index de mitosis. Segons aquests parametres, els tumors es poden
classificar en 3 categories que es mostren en la Taula 2 —que constitueix una modificacié de
I’esquema de Bloom i Richardson— i permeten estratificar el risc de progressié dels
carcinomes (Powell i Stelling, 1995).

Taula2.- Graus histologics del carcinoma de mama (extreta de: Powell i Stelling, 1995)

Caracteristica Puntuaci6

1.- Formaci6 detubuls

Els tdbuls amb llums visibles sén un component principal de la massa tumoral 1

Els tdbuls amb llums visibles sén un component moderat de la massa tumoral 2

Els tibuls amb [lums visibles sén un component minim de la massa tumoral 3
2.- Morfologia nuclear

Els nuclis presenten escasses variacions de midai forma

Els nuclis presenten moderades variacions de midai forma

Els nuclis presenten acusades variacions de midai forma
3.- Index demitosis

Menys de 10 mitosis per 10 camps a at augment

10-19 mitosis per 10 camps a alt augment

20 mitosis 0 més per 10 camps a at augment 3

TOTAL*

Grau histologic|  (ben diferenciat) 35
Grau histologic Il (moderadament diferenciat) 6-7
Grau histologic 11 (indiferenciat) 8-9

*El total representalasumad’'l, 2i 3.

3.1.- Estadiatge

Un sistema d’ estadiatge del cancer de mama, acceptat universalment, ssimple, practic i
gue reflecteixi acuradament el pronostic de les pacients, s esdevé critic per permetre
comparacions de resultats de tractaments entre diferents centres clinics.

El 1987, I’ American Joint Comitee on Cancer (AJCC) va publicar, conjuntament amb la
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) el sistema d estadiatge AJCC/UICC (Sobin i
col., 1988). Aquest sistema s ha revisat i actualitzat posteriorment fins a definitiu sistema
d’ estadiatge per a cancer de mama TNM (Tumor-Ganglis-Metastasis), que incorpora les
caracteristiques histologiques del tumor primari i dels ganglis limfétics regionals.
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Taula3.- Classificacio TNM del carcinoma de mama (adaptada de:; Y eatman i Bland, 2000)

Classificacio Caracteristiques

Tumor primari (T)

TX No és possible valorar el tumor primari
TO Abséncia d’ evidéncies de tumor primari
Tis Carcinomain situ (ductal o lobel-lar, o malaltia de Paget sense tumor)
T1 Tumor <2 cm, en €l seu diametre maxim
Tla <0,5cm
T1ib >0,5-<1cm
Tlc >]1-<2cm
T2 Tumor >2 - <5 cm, en el seu diametre maxim
T3 Tumor >5 c¢cm, en el seu diametre maxim
T4 Tumor de qualsevol midaamb extensio directa ala paret toracicao alapell
T4a Extensio ala paret toracica
Tab Edema o ulceracio delapell de lamama
T4c Ambdos criteris (T4ai T4b)
T4d Carcinoma inflamatori

Ganglislimfatics regionals (N)
NX No és possible valorar I’ estat dels ganglis limfatics regionals
NO Abséncia de metastasis en els ganglis limfatics regionals
N1 Metastasis en els ganglis limfatics axil -lars ipsolaterals (mobils a la pal paci6)
Nla Només micrometastasis, cap >0,2 cm
N1b Metastasis en gangli(s), algunes >0,2 cm
N21bi Metastasis en 1-3 ganglis limfatics, algunes >0,2 cm i totes <2 cm, en el seu
diametre maxim
N1bii Metastasis en 4 o més ganglis, algunes >0,2 cm i totes <2 cm, en €l seu
diametre maxim
N2biii Extensié del tumor més enlla de la capsulad’un glangli limfatic; metastasis
<2 cm, en el seu diametre maxim
N1biv Metastasis en un gangli limfatic >2 cm, en el seu diametre maxim
N2 Metastasis en els ganglis limfatics axil-lar ipsolaterals, fixes en altres estructures
N3 Metastasis en els ganglis limfatics mamaris interns ipsolaterals
Metastasis a distancia (M)
Mx No es pot valorar la preséncia de metastasis a distancia
MO Abséncia de metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia (inclou les metastasis en els ganglis limfatics
supraclaviculars ipsolaterals)

A partir de laclassificacio TNM, i segons lacorrelacio delamidadel tumor i I estat dels
ganglis s obté la classificacio per estadis de la malaltia. Els tumors en estadi 0 (Tis, NO, MO)

comporten el millor pronostic i essencialment sén 100% curables, mentre que els cancers en
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estadi 1V generalment estan més enlla de la possibilitat de curacié a causa de les metastasis a
distancia. Els cancers en estadi | es localitzen a la mama i son de mida reduida (<2 cm).
L’ estadi Il es reserva per a casos amb metastasis en ganglis limfatics regionals i comporta un
pronostic pitjor que el dels estadis | i O, pero millor que el dels estadis I1l o 1V, en qué les
metastasis ganglionars son >2 cm, han infiltrat la capsula del gangli i s han fixat a altres
estructures (Yeatman i Bland, 2000).

3.2.- Epidemiologia

3.21.- Factorsderisc
Nombrosos estudis epidemiol ogics han relacionat caracteristiques associades a les dones
i/0 a seu medi ambiental amb un risc de patir cancer de mama. Els factors més conegutsi els

gue estan en fase d’investigaci 6 estan reunits en la seglient taula.

Taula4.- Factorsderisc associats al cancer de mama (adaptada de: Viladiu i col., 1996)

Factors que augmenten : Factor s que potser
o ri Factor s que protegeixen ;
risc augmenten €l risc

L’augment de I’ edat Edat jove Us d’ anticonceptius hormonals
Historia personal o familiar de No antecedents familiars o Us de terapies de reemplaca-
cancer de mama personals ment hormonal a la menopausa
Menarquia primerenca .
(abans dels 12 anys) Menarquia tardana Alcohol
Menopausa tardana Menopausa precog, natural o Obesitat
(després dels 52 anys) induida
Primer fill després dels 30 anys Edat jove a primer embaras Dieta abundant en greixos
No tenir fills Multiples embarassos Dietaricaen calories

Tant |I’edat com |’ existencia de casos d aquest cancer en la familia eleven en més de
guatre vegades el risc de desenvolupar cancer de mama (Marshal, 1993). De fet, €
percentatge de carcinomes de mama lligats a I’ heréncia constitueix al voltant d'un 5 a 10%
(Whittemore, 1999).

L’edat de la menarquia i de la menopausa s han associat a risc de cancer de mama, i
donat que els estrogens tenen un efecte potenciador sobre la proliferacio de les cél-lules de
I’ epiteli mamari, és facil concebre que com abans comencin €els cicles estrogenics (menarquia
primerenca) i com més tard desapareguin (menopausa tardana), més possibilitats existeixen

gue €els estrogens exerceixin una accio negativa, potenciant la multiplicacio de les cel-lules.
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Aix0 no obstant, dosis molt més elevades, com passa en els embarassos, causen la
diferenciacié d aquestes cel-lules, fent e teixit mamari més resistent als estimuls estrogenics
(revisat aVogel, 2000).

L’ edat tardana del primer embaras és un dels factors de risc més clars per patir un cancer
de mama. La protecci6 conferida per la maternitat precog persisteix durant totalavida, i creix
en augmentar la frequiencia de parts. D’ aguesta manera, les dones amb maltiples fillsi primer
embaras en edats molt joves serien les que menys risc tindrien de desenvolupar un cancer de
mama (Viladiu i col., 1996).

L’0s danticonceptius hormonals mostra un modest increment en e risc per
desenvolupar cancer de mama, i no existeixen evidencies que aquest excés en € risc
persisteixi més enlla dels 10 anys després del cessament de dits tractaments (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer (CGHFBC), 1996). Tanmateix, |’ Us de terapies
de reemplacament hormonal (HRT) en el periode de la menopausa augmenta el risc en relacio
amb I’ allargament del tractament (CGHFBC, 1997).

El consum de 60 g d alcohol per dia ha estat associat a un increment lineal en la
incidéncia del cancer de mama entre dones que beuen (Smith-Warner i col., 1998), pero es
desconeix s la reduccié del consum d alcohol també redueix el risc de cancer de mama
(revisat aVogel, 2000).

L’ obesitat postmenopausica també incrementa €l risc, que és degut a la font secundaria
d’ estrogens que ofereix el teixit adipos en I’ organisme (Henderson i Feigelson, 2000). Aixo no
obstant, els estudis realitzats no permeten concloure que les dietes riques en greix tinguin una
influencia en I’augment (Hunter i col., 1996) o que les dietes baixes en greixos s associin a
unareduccié (Holmesi col., 1999) del risc de cancer de mama.

3.2.2.- Incidénciai mortalitat

El cancer de mama és el tercer cancer més freqiient en e mon, sent e més comunament
diagnosticat entre les dones, i S esdevé la cinquena causa de mort per cancer (Pisani i col., 1999).

Laincidenciai lamortalitat de cancer de mama és més elevada en els paisos occidentals
i nacions industrialitzades de I' América del Nord i de I’ Europa Occidental, que a I’Asiai en
les nacions menys industrialitzades (Parkin i col., 1999; Mettlin, 2000).

Als Estats Units, I'any 2001, sestima que € 31% dels nous casos de cancer
diagnosticats en dones correspondran a cancers de mama, i congtituiran el 15% de les morts
per cancer, convertint-se en la segona causa de mort per cancer després del cancer de pulmo
(Greenleei cal., 2001).
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Entre les dones de Catalunya, anualment, es diagnostiquen prop de 2.500 nous casos de
cancer de mama, i lataxa de mortalitat és del 45% (Morenoii col., 1998).

El prondstic de les pacients amb cancer de mama depen de I’ extensio de lamalatiaen el
moment del diagnostic. EI millor metode de qué es disposa en I’ actualitat per disminuir la
mortalitat per cancer de mama és I'screening mamografic. Segons mostren els assajos
randomitzats dels programes de diagnostic precog, es disminueix entre un 20-30% la mortalitat
s el diagnostic esfaen estadisinicials (Ruiz i Guillem, 1998).

La incidencia de CDIS ha augmentat amb |’aplicacié de I’ screening mamografic, i
representa el 15-20% dels casos de cancer detectats (Shoker i Sloane, 1999). Les pacients amb
CDIS presenten un alt risc de patir CDI, fins a 11 vegades més que |’ esperat en la poblacié
general (revisat a Sakorafas i Tsioton, 2000). El CLIS representa de I'1 al 6% dels cancers
observats, i la presencia de CLIS incrementa 10 vegades € risc de desenvolupar un cancer de
mamainvasiu (Bodiani col., 1996).

El CDI és el més freqient —un 60-80% de tots €l's casos de carcinoma de mama— mentre
gue el CLI només en representa el 5-10%. Perd el CLI té mgjor incidencia de multicentricitat i
bilateralitat que el CDI i unalleugeramillor supervivenciaglobal (revisat aMdloni cal., 2000).

La principal causa de mort de les pacients amb cancer de mama invasiu, igua que en
molts altres tumors solids, és e desenvolupament de les metastasis (Nicolson, 1998). La
supervivencia a cap de 5 anys del diagnostic de la malaltia és del 96% en dones amb cancer
de mama localitzat, del 77% per a les que presentaven metastasis regionals i només d’ un 21%
per ales diagnosticades amb metastasis distants. Segons la mida del tumor, la supervivenciaa
cap de 20 anys és del 90% per a dones amb tumors de mama <1 cm, i aguesta supervivencia

disminueix quan els tumors sén més grans (Smith, 2000).

3.3.- Aspectes patogenics

3.3.1.- Hormonesesteroides
Els RE i RP participen en la iniciacio i/o progressio de la malignitat. Aproximadament
dues terceres parts dels cancers de mama expressen RE, i la meitat d’ aguests expressen
ambdos receptors (McGuire, 1978). La presencia de RE i RP podrien conferir a les cél-lules
epitelials mamaries un avantatge de creixement selectiu durant e desenvolupament del cancer
de mama (Hansen i Bissell, 2000; Groshong i col., 1997).
La concentracié d'aguests receptors és utilitzada com a marcador de pronostic i

supervivencia, i com a indicador clinic de I’ efectivitat terapeutica (Mansour i col., 1994,
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McGuire i Clark, 1992). Els tumors RE- i RP-positius son més diferenciats i, generalment,
responen a terapies antihormonals, en canvi, e€ls tumors RE- i RP-negatius son més
indiferenciatsi rarament responen aterapies antihormonals (Hansen i Bissell, 2000).

En els tumors de mama s han identificat mutacions i transcrits anormals del gen del RE,
perd moltes d’ aquestes alteracions també existeixen en el teixit normal. Si bé aquests mutants

poden contribuir alaresisténcia hormonal (revisat alngvarsson, 1999).

3.3.2.- Factorsde creixement

Els factors de creixement que regulen el desenvolupament de la glandula mamaria també
influeixen en la patologia tumoral del cancer de mama.

El paper del TGF-B en cancer de mama és complex. En la mama normal i en les
primeres etapes de la tumorigenesi e TGF-B té un efecte inhibidor del creixement. En
contraposiciod, diverses linies cel-lulars derivades de carcinomes de mama invasius son menys
sensibles 0 son resistents al’ efecte antiproliferatiu del TGF-p (Reissi Barcellos-Hoff, 1997).

Aquesta pérdua de sensibilitat pot ser deguda a la inactivacio de gens que es codifiquen
pels receptors de TGF-3 0 per altres elements de la via de senyalitzacio, i ha estat lligada ala
progressié tumoral perqué s associa a un increment del potencial invasiu i/o metastatic de les
cél-lules neoplasiques (revisat aBourhisi col., 2000).

Durant la progressié del cancer de mama s observa que la produccié de TGF-$ per les
cel-lules tumorals augmenta (Gorsch i col., 1992), i aquest es diposita majoritariament en els
marges d avancament dels tumors on hi ha les arees de creixement actiu (Dalal i col., 1993).
El TGF-B modifica les interaccions cé-lula-cél-lula i/o cél-lula-substrat, incrementant la
mobilitat cel-lular (Reiss i Barcellos-Hoff, 1997). De fet, cél-lules de cancer de mama humana
exposades a TGF-f in vitro o transfectades amb un vector d’ expressio contenint el TGF-3 son
significativament més tumorigeniques que les cél-lules control quan Sinjecten en ratolines
immunodeprimides (Welch i col., 1990; Arrick i col., 1992). El TGF-f també pot actuar com
un supressor del sistema immunitari i permetre a les cél-lules tumorals que & produeixen
escapar de lavigilanciaimmunitaria (Arteagai col., 1993).

L'EGF i I'lGF-1 actuen com a factors de supervivencia en les cél-lules de I’ epiteli
mamari neoplasic (Rosfjord i Dickson, 1999).

El factor de necros tumora-a (TNF-a), malgrat que presenta una expressio molt
limitada en la mama, és un factor efectiu en la rapida i directa induccié de la mort en linies

cel lulars de cancer de mama (Rosfjord i Dickson, 1999).
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3.3.3.- Alteracions genétiques
La patogénesi del cancer de mama implica un conjunt complex i heterogeni d’ alteracions
genétiques. Aquestes ateracions inclouen amplificacions en proto-oncogens com c-myc,
ciclinaD1 i c-erbB2, originant-se proteines que es sobreexpressen i estimulen € creixement o
la invasivitat cel-lular, i mutacions o perdues al-léliques en gens supressors de tumors com
p53, que deixen d’ expressar-se 0 produeixen una proteina no funcional (Hutchinson i Muller,
2000). EnlaTaula5 es sumaritzen les principals alteracions genétiques descrites.

Taula5.- Principals ateracions genétiques en el cancer de mama

Defecte Freguencia

molecular (%) Refereéncies

Gen L ocalitzaci6

Revisat aNassi Dickson, 1997,
c-myc 8024 Amplificacié 1-50 Scorilasi col., 1999;
Demingi col., 2000

c-erbB2 17q11 Amplificacié 10-40 Revisat aMénardi col., 2000

ciclinaD1 11913 Amp./Sobreexp. 15-50 Revisat a Barnes, 1997

Keyomarsi i col., 1994;
ciclinaE 19912->g13  Sobreexpressio 0-88 Scott i Walker, 1997,
Nielseni col., 1996

EGFR 7021 Sobreexp./Amp. 40 Fox i Harris, 1997

053 17p13 M “ta‘;:_ocg)ﬁ”t”a” 15-34 Revisat a Hartmann i col., 1997

BRCAL 17921 Mutaci6 puntual/ i . L

BRCA? 13912-13 ILOH 5-10 Revisat a Elliseni Haber, 1998
e C-myc

El protooncogén c-myc es codifica per a un factor de transcripcié implicat en la
proliferacio cel-lular, la diferenciacio i |’apoptosi (Biéche i Lidereau, 1995). En condicions
normals, la proteina c-Myc accelera € cicle cel-lular escurcant la fase G1, i redueix o elimina
e requeriment de factors de creixement per la proliferacio. També causa immortalitzacio
cel-lular i inhibeix la diferenciacié de diversos tipus de cél-lules i, en determinades condicions
restrictives, pot induir apoptosi (revisat a Nassi Dickson, 1997).

L’ amplificacio del locus c-myc en cancer de mama s ha observat amb una fregiiencia de
I”1% al 50%, sent la mitjana global del 15,7% (Deming i col., 2000). Aquesta variabilitat pot
ser atribuida a la baixa sensibilitat d’ alguns dels métodes utilitzats, a grau del tumor estudiat i
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a un nombre petit de casos en molts dels treballs (Liao i Dickson, 2000). Diversos estudis
observen que I'amplificacié de c-myc és pronostic d’'una recurréncia preco¢ i/0 una
supervivencia baixa (Berns i col., 1996; Roux-Dosseto i col., 1992; Scorilas i col., 1999),
mentre que d altres no hi troben aquesta correlacio (Liao i Dickson, 2000; Deming i col.,
2000). En determinats estudis |I’amplificacié de c-myc es correlaciona amb tumors d’alt GH
(Adnanei cal., 1989; Tavassoli i col., 1989), metastasis en els ganglis limfétics (Bernsi col.,
1992) o RE negatius (Personsi col., 1997; Bolufer i col., 1994).

En carcinomes de mama invasius amb part de component in situ, s observa que
I”amplificacié de c-myc és present en ambdos tipus de teixits, suggerint que I’amplificacié pot
esdevenir en una etapa inicial de la progressié tumoral, perd no sempre persisteix en les
metastasis (Watson i col., 1993).

e c-erbB2/neu/HER2

Amb aguests tres noms es coneix e protooncogen c-erbB2, un receptor transmembrana
amb activitat tirosina quinasa (Bieche i Lidereau, 1995). Esta amplificat i/0 sobreexpressat en
aproximadament un 10-40% dels carcinomes de mama (revisat aMénard i col., 2000).

Diversos estudis han suggerit una correlacié entre I’ amplificacié i/o sobreexpressio de c-
erbB2 i altres parametres indicatius de la progressié del tumor com at GH, metastasis en els
ganglis limfatics i absencia d' expressié de receptors hormonals, entre d’altres (Toikkanen i
col., 1992; Slamon i col., 1987). c-erbB2 és un indicatiu de mal pronostic en pacients amb
ganglis limfatics positius, suggerint un important paper biologic en la progressié de tumors
avancats que sobreexpressen c-erbB2. En contraposicio, no existeix un acord en e valor
predictiu d’ aguest gen en les pacients amb ganglis limfatics negatius (Gusterson i col., 1992).

L a sobreexpressio de c-erbB2 en cancers de mama s associa a una resposta a tractaments
quimioterapeutics basats en doxorubicina (Paik i col., 1998) i a la resisténcia a tractaments
basats en moduladors de receptors hormonals com el tamoxifen (Carlomagno i col., 1996). La
resposta és desigual en regims quimioterapeutics basats en metotrexat o en taxans (Baselga i
col., 1997; Yu i Hung, 2000).

L’Us d anticossos monoclonals dirigits al domini extracel -lular de I’ oncoproteina c-
erbB2 han mostrat resultats encoratjadors tant in vitro com en assaigs preclinics i clinics.
Aquests anticossos inhibeixen e creixement per modulacié del receptor; provoquen la
disrupcio6 dels heterodimers de c-erbB2 i disminueixen la seva fosforilacid i activitat catalitica
(revisat aMénard i col., 2000).

En un nombre reduit de casos, es mostra coamplificacié de c-erbB2 i c-myc (Gaffey i

col., 1993; Bolufer i col., 1994). A més, la sobreexpressio de c-erbB2 Sassocia a la
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sobreexpressié de p53 i a proliferacié augmentada (Bernsi col., 1996).

e ciclinaD1

El gen de la ciclina D1 resideix en la regié cromosomica 11913, la qua es troba
amplificada en & 15-20% dels tumors primaris de mama. Encara que la Ciclina D1 es
sobreexpressa en un 50% d’ aguests carcinomes, sense que sigui secundaria de I’amplificacio
(revisat aBarnes, 1997).

La capacitat oncogenica de la Ciclina D1 es basa en lafosforilacio de la proteina Rb per
complexos de la CiclinaD1 amb Cdk-4 o Cdk-6. Llavors, un excés de CiclinaD1 produiria la
hiperfosforilacio permanent de Rb, que conduiria ala perduadel punt de control en latransicio
entrelesfasesG1i Sdd cicle cel-lular (Barnesi Gillett, 1998).

La Ciclina D1 no s expressa en patologies benignes de la mama, perd es sobreexpressa
freqlentment en CDIS (revisat a Barnes i Gillett, 1998). La sobreexpressio de la Ciclina D1
S associa a un bon pronostic i alaresposta al tractament amb tamoxifen en tumors infiltrants
ben diferenciatsi amb RE positius (Gillett i col., 1996).

e ciclinaE

El gen de la ciclina E, que resideix en la regi6 cromosomica 19g12->gl3, és
sobreexpressa, i no s amplifica, en tumors primaris de mama (Keyomarsi i col., 1994; Scott i
Walker, 1997; Nielseni col., 1996).

La Ciclina E forma complexos amb la Cdk-2 i regulal’inici de lafase S. En condicions
normals, la fosforilacié de Rb requereix Ciclina D1/Cdk-4 abans de I'accié de la Ciclina
E/Cdk-2 (Lundberg i Weinberg, 1998). Les cél-lules malignes poden utilitzar preferentment
una Ciclina per fosforilar Rb, i |’ altra s’ esdevé redundant (Gray-Bablini col., 1996).

La Ciclina E es sobreexpressa frequentment en CDIS d'alt GH (Stanta i col., 1998) i la
seva sobreexpressio es correlaciona amb RE negatius (Scott i Walker, 1997) i amb un mal
pronostic, finsi tot en pacients amb ganglis negatius (Porter i col., 1997; Nielsen i col., 1996).

e EGFR

El receptor del factor de creixement epidermic (EGFR), també conegut com c-erbB1, és
una glicoproteina de membrana amb funcié tirosina quinasa, que intervé en €
desenvolupament mamari normal i durant lalactancia (Fox i Harris, 1997).

L’EGFR és activat o amplificat en e 40% dels carcinomes de mama (Fox i Harris,
1997). L’ expressié d’un nombre anormalment elevat de receptors pot provocar la proliferacio
cel-lular en preséncia de concentracions molt petites dels seus lligants, EGF o TGF-a (Ethier,
1995).
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Nivells alts d EGFR es troben en tumors de pacients amb una recurrencia precog i
supervivencia baixa (Nicholson i col., 1991), absenciade RE (Toi i col., 1994) i baixa resposta
al tamoxifen (Nicholson i col., 1994), indicant que els senyals através d’ aguest receptor poden
ser importants en el desenvolupament i adquisicio de laindependéncia hormonal.

e p53

El gen p53 es codifica per a un factor de transcripcio tetrameric, p53, que regula la
proliferacio cel-lular i |’apoptosi. Aquest gen supressor de tumors és el més freqlentment
mutat en tumors humans. En cancer de mama, aquesta fregiencia és del 15-34% (revisat a
Hartmann i col., 1997). La mgjoria de mutacions en p53 son mutacions puntuals que originen
la substitucié d’un aminoacid per un altre. Aquestes formes mutades sdn capaces d’ unir-se a
les normals i formar els tetramers, que es converteixen en inactiusi no suneixen al’ADN o
ho fan en menor &finitat, sent la mutacié d’un Unic a-lel de p53 una accié dominant sobre la
del’alel normal (revisat aHainaut i Hollstein, 2000).

p53 regula la transcripcio del gen mdm-2, una proteina implicada en la degradacio de la
mateixa p53, i aix0 provoca que la mutacio de p53 produeixi acumulacié de la proteina
(revisat a Hainaut i Hollstein, 2000). A més de les mutacions de p53, alguns tumors de mama
inactiven la p53 per sobreexpressio del’ ARNm del gen mdm-2 (Bueso-Ramosi col., 1996).

En resposta a dany al’ ADN, la quantitat de p53 en la cél -lula augmenta per prolongacio
de la seva vida mitjana, que normalment és de 15 min, i S'indueix I’expressié de la proteina
p21, encarregada d’ evitar ladivisié de la cél-lula fins que €l dany en I’ ADN és reparat (revisat
a Levine, 1997). S el dany en I’ADN és excessiu, impossible de reparar, e cumul de p53
indueix I’ expressio de la proteina proapoptotica Bax i larepressio paral -lela de I’ antiapoptotica
Bcl-2, amb €l resultat final d’ apoptosi (Batesi Vousden, 1999).

L’ expressié de p53 s associa a RE negatius, a alt GH, a positivitat per EGFR i c-erbB2
(Poller i col., 1992) i a pitjor pronostic, particularment en pacients de cancer de mama amb
ganglis negatius (Silvestrini i col., 1996; Faette i col., 1998). Determinats estudis han
correlacionat |’ expressio de p53 amb reduida resposta a hormonoterapia (Berns i col., 1998),
guimioterdpia (Aas i col., 1996; Clahsen i col., 1998) o radioterapia (Lowe i col., 1994). En
contraposicid, altres I’han correlacionat amb incrementada resposta a quimioterapia (Stal i
col., 1995; Hawkinsi col., 1996) o radioterapia (Silvestrini i col., 1997).

e Pérdua d heterozigositat (LOH)

En cancer de mama altes freqguiencies de LOH s esdevenen en determinades regions
corresponents als cromosomes 1, 3p, 6q, 79, 8p, 9p, 10q, 11, 13q, 16q, 17, 18q, 22q i X
(revisat aIngvarsson, 1999).
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En algunes de les regions cromosomiques perdudes es localitzen gens supressors de
tumors coneguts com nm23. Nivells reduits d’ expressio de nm23 produeixen un increment de
la capacitat metastatica de les cél-lules tumorals (revisat a Steeg i col., 1993), i S'associen a
metastasis en ganglis limfatics (Bertheau i col., 1998). Nivells ats d’ expressio de nm23 s han
trobat en tumors ben diferenciats, i S associen a major temps de supervivencia (Heimannii col.,
1998).

Altres gens localitzats en les regions deleccionades sdn candidats a gens supressors de
tumors com I’ E-cadherina (16g22,1). Aquest es troba mutat en una gran proporcié dels tumors
de mamalobel -lars, perd no en elsductals (Berx i col., 1996; Vosi col., 1997).

e BRCALli BRCA2

Entre un 5 i un 10% dels cancers de mama familiars s originen per mutacions
hereditaries en el's gens supressors de tumors BRCA1 i BRCA2 (BReast CAncer susceptibility
genes 11 2). Aquestes mutacions es distribueixen a llarg de la regio codificant dels gensi la
majoria (80% i 90%, respectivament) produeixen proteines BRCA1 i BRCA2 truncades i
inactives. D’altra banda, no s han detectat mutacions somatiques d’ aguests gens en e cancer
de mama esporadic (revisat a Ellisen i Haber, 1998).

BRCAL1, localitzat en el cromosoma 1721, S associa a cancer de mama i ovari, i les
seves mutacions son responsables del 45% de tots els casos de cancers de mama familiars.
BRCA2, en 13g12-13, presenta major susceptibilitat al cancer de mama que a d'ovari, i les
seves mutacions es donen en un 40% dels casos (revisat a Biéche i Lidereau, 1995; GOmez i
Gonzélez, 1998).

3.4.- Model genétic delatumorigenesi mamaria

En & cancer de mama, no existeixen evidencies que la transformacié de les cél-lules
epitelials en hiperplasia atipica, carcinoma in situ i carcinoma invasiu siguin etapes d'un
mateix procés, donat que experimentalment no s'han pogut desenvolupar models que
reprodueixin aquests tipus de lesions de manera sequiencial (revisat a Hansen i Bissell, 2000).
Tanmateix, s’ ha questionat s hi ha un Gnic model genétic per a la tumorigénesi mamaria
donada |’ heterogeneitat bioguimica, histologica i clinica d’aquest cancer. Bieche i Lidereau
(1995) van proposar un model de progressié que adapta les diferents alteracions oncogeniques
gue hi participen als canvis patologics de I’ epiteli mamari sense tenir en compte la variabilitat

d’ aguest cancer.
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Desregulacié goblreexg
d’hormonesi clina
factors de creixement Amp. 1113 Sobreexp./Amp.
T Amp. c-myc EGFR
Mutacions LOH nm23 Amp. c-erbB2
p53, BRCA1, BRCA2 Mut. p53
(Cancer hereditari) LOH 16022
Epiteli . Hiperplasia |, Carcinoma | Carcinoma | -
normal > atipica > insitu > invasiu B | Metastas's

Figura3.- Mode de progressio que adapta les alteracions oncogeniques descrites al's canvis patologics
del’ epiteli (adaptat de: Biechei Lidereau, 1995).

L’amplificacid oncogenica no és un esdeveniment primerenc en e procés de
carcinogenes del cancer de mama, perque és trobada en cel-lules tumorals que han adquirit
inestabilitat genomica i tolerancia a la seva presencia (Beckmann i col., 1997), pero no en la
malaltia mamaria benigna (Gusterson i col., 1988; Lizard-Nacol i col., 1995). En la hiperplasia
ductal, I'amplificacié d’ oncogens és detectada només a nivells baixos per gens localitzats en
11913 (Fantl i col., 1990), pero s'incrementaen el CDIS.

La LOH de regions cromosomiques tampoc es detecta en la patologia benigna de la
mama (Lizard-Nacol i col., 1995). Aix0 no obstant, en la hiperplasia ductal amb atipia o sense
S observen perdues, suggerint que el desenvolupament de la hiperplasia pot implicar diferents
gens supressors de tumors. En el CDIS, la LOH és comuna, i pot ser important en €
desenvolupament del cancer de mama no invasiu (O’ Connell i col., 1998).

Les mutacions del gen p53 s esdevenen en les etapes tardanes de la tumorigénes,
excepte en pacients amb la sindrome de Li-Fraumeni (Biéche i Lidereau, 1995). Aquests
individus hereden un al-ledl mutat, i son susceptibles de desenvolupar multiples cancers,
incloent cancer de mama, com a consequéencia de la mutacié del segon a-lel de p53
(Ingvarsson, 1999).

El fenotip de cada cel-lula és el resultat de lainteraccié entre el seu potencia genétici €l
seu microentorn. Les alteracions genétiques son necessaries, encara que no suficients, per
donar lloc al fenotip maligne. De fet, la sobreestimulacié hormonal és una etapa crucial en la
transicié de I’ epiteli normal ala proliferacio hiperplasica benignaen e cancer de mama (King,
1993); els factors de creixement també influeixen en la patologia tumoral i € sistema
immunitari procura que les cd-lules anormals que apareixen a |’organisme siguin
selectivament eliminades (revisat aBiechei Lidereau, 1995).
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4.- Progressio metastatica: etapes

La metastasi es defineix com la formacié d'un o més focus tumorals secundaris en
organs no contigus a del tumor primari, i €s quasi sempre la causa dels fracassos dels
tractaments i de lamort de les pacients amb cancer (Welch i Wei, 1998).

El procés metastatic es divideix en diverses etapes biologiques seqlencias (Figura 4).
Primer hi ha un creixement tumoral, que és seguit per la formacié de nous vasos sanguinis
(angiogenesi). Algunes cél lules tumorals es desprenen del tumor primari, envaeixen I’ estroma
circundant (invasio local) i penetren en el torrent sanguini o limfatic (intravasacio). Les
cel-lules tumorals, a la sang o la limfa, interactuen amb altres tipus cel lulars de manera que
poden sobreviure fins arribar a |’ organ diana (transport i interaccié). En € lloc secundari, les
cél-lules s'adhereixen a molécules especifiques 0 queden aturades per limitacions fisiques
(adhesio/arrest). Posteriorment, surten de la circulacio (extravasacio) i envaeixen i migren a
través de I’estroma del teixit diana (migracio). Finament, la proliferacio de les cél-lules
tumorals en els organs colonitzats dona lloc a les metastasis (Welch i Wei, 1998; Engers i
Gabbert, 2000).

Invasio local
Angiogénesi i
intravasacio

Creixement
tumoral

Transport

Extravasacio
i Adhesi6/Arrest i Metastasis
interaccio migracio

Figura4.- Etapesdelaprogressi6 metastatica (adaptat de: Welch i Rinker-Schaeffer, 1999).
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El cancer de mama es dissemina per via limfaticai via hematica, sent les localitzacions
metastatiques més freqlients els ganglis axil-lars i supraclaviculars homolaterals (61%), 0ssos
(60%), pulmons (34%), cervell (23%) i fetge (20%) (Malloni col., 2000; Carty i col., 1995).

4.1.- Angiogenes

L’angiogénesi és un proces rellevant pel creixement dels tumors primaris i de les
metastasis, sense € qual les cél-lules tumorals moren per deficiencia de nutrients i oxigen, i
per falta d’eliminacio d’ anhidrid carbonic, acid lactic i atres substancies toxiques, ja que els
intercanvis per difusié simple es dificulten en les cel-lules internes del tumor (Bouck i col.,
1996).

El procés d angiogenes pot dividir-se en tres etapes: la proliferacié de les cél-lules
endotelials, la degradacio de la matriu extracel -lular i lamigracio de les céllules endotelias en
direccio a la massa tumoral (Woodhouse i col., 1997). Els nous vasos sanguinis son més
permeables ales cel -lules tumorals que els vasos del teixit normal (Ellisi Fidler, 1996).

La formacié de nous vasos esta regulada per molécules promotores i inhibidores
aliberades per les cél-lules tumorals i per les cel-lules de I’ hoste. Factors angiogenics com el
factor vascular de creixement endotelial (VEGF) i €l factor de creixement fibroblastic (FGF)
basic i acid augmenten la proliferacio de les cél-lules endotelials, i factors angiostatics com la
trombospondina-1 (TSP-1) indueixen I'’apoptosi de les cel-lules endotelials (revisat a
Compagni i Christofori, 2000).

Els enzims de degradaci6 de la matriu extracel -lular, com les metal -loproteases (MM Ps),
i les molécules de la superficie cdl-lular, com les integrines, també poden induir angiogénesi.
La integrina a,f3 és essencia per ala proliferacio de les cel-lules endotelials (Brooks i coal.,
1994). De fet, a3 S uneix directament a la metal-loproteasa MMP-2, induint una connexio
entre les molécules de la superficie cel -lular i la degradacio de la matriu (Brooksi col., 1996).

L’angiogenina, un polipeptid no glicosilat de 14 kDa, promou I'activacio de les
proteases de les cel-lules endotelials que degraden components de la membrana basal, i

incrementa I’ adhesi6 de les cel lules endotelials proliferants (revisat aBohle i Kalthoff, 1999).

4.2.- Invasiolocal i intravasacio

Per metastatitzar les cél-lules canceroses s han de desprendre del tumor solid, i per a
aixo requereixen la perdua de les adhesions intercel -lulars, que son essencials per alaintegritat
delsteixits epitelials, lapolaritat cel-lular i ladiferenciacié (Bohlei Kalthoff, 1999).
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A nivell molecular, les interaccions céllula-cel-lula homotipiques s esdevenen
essencialment per dos grups de molécules d’ adhesi6: la superfamilia de les immunoglobulines,
independents de Ca®, i la familia de les cadherines, dependents de Ca?* (Engers i Gabbert,
2000).

De totes les cadherines, |” E-cadherina, una glicoproteina transmembrana de 120 kDa que
sexpressa en la superficie basolateral de les cél-lules epitelials, ha estat una de les més
intensament estudiades pel seu paper com a supressora de lainvasio i la metastas (Bracke i
col., 1996; Mareel i col., 1997). La part extracel lular de la molecula interactua amb molécules
d’ E-cadherina d altres cél -lules, i la cua intracitoplasmatica forma un complex amb la proteina
citoplasmética - o y-catenina, la qual connecta amb el citoesquelet mitjangant I’ a-catenina.

Els contactes cél -lula-cél -lula, igual que els cél-lula-matriu extracel -lular, confereixen als
epitelis cel-lulars una forta senya de supervivencia; sent la pérdua d’adhesié cel-lular un
potent inductor d apoptosi. L’'apoptos induida per la falta d’aguests senyals derivats de
I’adhesio es coneix amb e nom danoikis. De fet, per tal de metastatitzar, les cél-lules
tumorals han de desenvolupar resisténcia a I'anoikis facilitant-se aixi la supervivencia
independent d’ ancoratge (Del Peso, 2000).

Les cél-lules tumorals degraden la matriu extracel -lular tant per increment de |’ expressio
| secreciO de proteases, com per la disminucio de la produccié dels inhibidors d aquestes
proteases (Bohle i Kalthoff, 1999). Es coneixen diversos tipus de proteases. les MMPs, les
serin-proteases, les cisteinil-proteases i 1es aspartil-proteases (Engersi Gabbert, 2000).

Les MMPs s0n enzims importants per a la lisi de proteines de la matriu extracel -lular
com €l col-lagen, el proteoglica, |’éasting, la laminina i la fibronectina (Bohle i Kalthoff,
1999). Aguestes proteases sOn secretades com proenzims que s activen extracel -lularment per
un tall proteolitic (Stamenkovic, 2000). L’ activitat de les MMPs és controlada pels inhibidors
tissulars de les metal -loproteases (TIMPs) (Gomez i cal., 1997).

La serin-proteasa activadora del plasminogen tipus uroquinasa (UPA), quan s uneix a
seu receptor, converteix el plasminogen inactiu en I’enzim actiu plasmina. L’ activitat d’ uPA
és regulada pels inhibidors de I'activador del plasminogen (PAls). La plasmina degrada
diverses proteines de la matriu com la fibrina, la fibronectina i la vitronectina (Andreasen i
col., 2000).

Les céllules tumorals poden moure's a |’ atzar (quimiocinesi) o en resposta a gradients
de factors solubles (quimiotaxi); també cap a proteines insolubles de la matriu (haptotaxi) o bé
induides per factors secretats per elles mateixes. Es coneixen alguns factors potenciadors de la

mobilitat, com el factor de creixement hepatic (HGF), el factor de mobilitat autocrina (AMF),
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el FGF acid i basic, a més del IGF-1 i -1l, lainterleuquina-6 (IL-6) i €l factor de creixement
derivat de plaguetes (PDGF) (revisat aBohlei Kalthoff, 1999).

La migracié cel-lular requereix una interaccié dinamica entre la cél-lula i la matriu
extracel lular. En € marge davanter de les cél-lules tumorals es formen extensions cel-lulars
(filopodis, lamelipodis i pseudopodis), conseguencia de cicles d’ acoblament i desorganitzacio
de xarxes de filaments entrecreuats d actina (Welch i col., 1997). Aquestes extensions
interactuen amb components de la matriu extracel-lular, com € col-lagen de tipus-l i -1V, la
laminina, la fibronectina i la vitronectina mitjancant les integrines, una familia de receptors
transmembrana constituits per una cadena o i una 3 unides no covaentment (Holly i col.,
2000). El lligant extracel -lular especific amb qué interactuen és definit per la cadena o, mentre
gue la cadena B s'uneix a proteines citoplasmatiques. Moltes integrines interactuen amb la
sequencia peptidica arginina-glicina-acid aspartic (RGD) present en les proteines de la matriu
extracel lular (Hynes, 1992).

Les unions entre la cél-lula i la matriu extracel lular generen unes forces que estiren €
marge de la cél-lula endavant. La cél-lula es contrau, i S aliberen les interaccions integrina-
matriu de la part posterior de la cél-lula, produint-se € desplagcament cel-lular. Els receptors
alliberats son reciclats per endocitos i transport vesicular i/o pel moviment dirigit endavant en
lasuperficie cel -lular (Sheetzi col., 1999).

Les cél-lules tumoral s contacten i degraden la matriu que recobreix els vasos sanguinis o
limfatics i creuen les seves parets penetrant en el torrent circulatori. Durant aquest proces, les
cel -lules han de suportar deformacions que dependran de larigidesa de les paretsi la disparitat
entre el seu propi diametrei el del vas (Bohlei Kalthoff, 1999).

4.3.- Transport i interaccio

Després d’ entrar en €l sistema vascular, les cel-lules tumorals es disseminen pel torrent
sanguini fins a arribar a teixits distants (Engers i Gabbert, 2000). Durant aquest transport, les
cél-lules viatgen individualment o formen agregats amb altres cél-lules tumorals o amb
plaguetesi altres tipus cel-lulars per tal de sobreviure al’atac del sistema immunitari (Welch i
Wei, 1998).

4.4.- Adhesio/Arrest

L’ aturament de les cél-lules tumorals circulants en els vasos de I’0organ diana pot

aconseguir-se per adhesié directa a la superficie de les cél-lules endotelials o per retencio
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mecanica en els microcapil -lars (Welch i Wei, 1998).

Les interaccions entre les cél-lules tumorals i les endotelials estan regulades per les
selectines, que son unes proteines transmembrana de les cél -lules endotelials (E-selectina). Els
seus lligants son oligosacarids de la superficie cel-lular tipus siail-Lewis (Bohle i Kalthoff,
1999). De fet, una incrementada unié d'acid sidlic a la membrana cel-lular disminueix
I’ adhesi 6 intercel-lular de les cél-lules del tumor i millora |’ adhesio de les cél -lules tumorals a
les cél-lules endotelials per interaccid de les selectines a sidil-Lewis A o sidil-Lewis X
(Amado i col., 1998).

D’altra banda, la interaccié d'integrines a seqiiencies RGD de proteines de la matriu
extracel -lular també juga un paper important en |’adhesié de les cél -lules tumorals circulants a
I’endoteli (Bohle i Kalthoff, 1999). Peptids sintétics contenint la seqiiencia RGD redueixen
aquesta adhesié in vitroi in vivo (Saiki i col., 1989).

4.5.- Extravasacioi migracio

Les cél-lules que s adhereixen al’ endoteli poden induir una rapida retraccio activa de les
cel-lules endotelials que els permet interaccionar amb la membrana basal. Es produeix la
degradacié local de la membrana basal, alhora que es formen pseudopodis en la cdl-lula
tumoral, els quals creuen dita membrana. Finalment, les cél-lules endotelials es relaxen,
completant-se |’ extravasacio de la cél-lula tumoral que queda separada del torrent sanguini al
mateix temps que es restableix e flux en el vas penetrat (Gémez i Curiel, 1998).

Es conegut que les cdl-lules de cada tipus de tumor tenen una tendéncia a formar
metastasis en organs especifics. Existeixen dues hipotesis per explicar aguest fet. La primera,
coneguda com seed and soil (llavor i sol) proposa que cada cél -lula tumoral s estableix alaon
troba un microentorn adient per les seves capacitats i possibilitats de proliferar, predint
I’ existencia de receptors i senyals propicis en €ls teixits on creixeran les metastasis (Paget,
1889). La segona hipotesi, anomenada mecanica, plantejada quaranta anys més tard per James
Ewing, proposa que la preferéncia d’ un teixit per alotjar el creixement de metastasis depen del
nombre de cél -lules tumorals que arriba per la circulacié sanguinia segons la sevalocalitzacid i
anatomia. D’acord amb aix0, les cd-lules tumorals formaran metastasis en e primer
microcapil-lar adient en qué quedin atrapades. De fet, ambdues hipotesis no sdn excloents,
sind que, probablement, contitueixen part de la veritable situacié (Chambersi col., 2000).

Recentment, Mdller i col. (2001) han identificat quimiocines en organs dianai receptors
de quimiocines en cel-lules tumorals, suggerint una nova teoria basada en la quimioatraccio

per laformacio de metastasis en determinats organs.
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4.6.- Metastas

La invasi6 d'un organ per una cél-lula tumoral, o per un grup delles, no implica
necessariament que alla s'hagi de desenvolupar una metastasi clinicament aparent. De fet,
I’ establiment de metastasis per les cél lules tumorals que han aconseguit arribar ala circulacio
sanguinia o limfatica és, afortunadament, un procés molt poc eficient, estimat en menys d’un
0,05% de les céllules que hi arriben (Liottai col., 1974). Aquestes cél-lules poden quedar en
fase latent durant un periode de temps variable, tumor dormancy, durant € qual poden ser
destruides per diversos mecanismes immunologics, entrar en apoptosi o0 proliferar quan les
condicions del microentorn siguin adients (Engersi Gabbert, 2000).

Aquestes micrometastasis poden mantenir-se molt actives i contenir tant cel-lules en
divisio com cél-lules en apoptosi. EI motiu que aquestes micrometastasis no creixin pot ser per
I”equilibri que existeix entre la proliferacio i I’ apoptosi (Holmgreni col., 1995). D’ atra banda,
moltes d’ aquestes cél -lules tumorals estan aturades en la fase GO del cicle cel-lular (Marchesi
col., 1998) i, posteriorment, son capaces d'entrar en e cicle i establir les metastasis
clinicament aparents molts anys després de |’ exeresi del tumor primari.

Un mecanisme limitant per a desenvolupament de les metastasis pot ser la neoformacié
de vasos sanguinis. Funcionalment, qualsevol tumor en e qual €s nivells de factors
antiangiogenics superin €s nivells de factors angiogenics podria estar en dormancy i ser
indetectable (Hart, 1999). L’ exeresi d’ alguns tumors primaris ha estat associada al creixement
de les micrometastasis, i se suposa que e tumor primari produeix un inhibidor de
I”angiogenesi que reprimeix la vascularitzacio de les metastasis i limita € seu creixement
(O'Reilly i col., 1994).

L’ abséncia d’ hormones o de factors de creixement necessaris per ala proliferacio de les

cel -lules tumorals també pot influir en el seu estat de dormancy (Hart, 1999).

5.- Apoptos

L’ apoptosi és un procés de mort cel-lular programada que s esdevé per activacio d un
mecanisme de suicidi cel-lular, molt conservat evolutivament, i dirigit fonamentalment a
eliminar les cél-lules superflues, velles o danyades en els organismes multicel -lulars (Steller,
1995; Jacobson i col., 1997).

El procés d apoptosi participa en esdeveniments fisiologics com I”homeostasi normal
dels teixits, el desenvolupament embriogenic i la resposta immunologica. Aixi, un excés

d’ apoptosi pot conduir a alteracions en e desenvolupament i a I'aparici6 de malalties
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neurodegeneratives, mentre gque les deficiencies poden portar a malalties autoimmunitaries i a
laformaci6 de tumors per increment del nombre de cél -lules (Thompson, 1995).

Les cel-lules apoptotiques presenten un patré d alteracions morfologiques caracteristic
(Figura 5). Primer, la cél-lula es contrau i perd els contactes intercel -lulars (pérdua d’ adhesi0).
Posteriorment, €l citosol i la cromatina es condensen i la cél-lula s encongeix (condensacio).
La cromatina que tendeix a marginar-se en forma de mitja lluna contra I’embolcall nuclear es
fragmenta i, seguidament, el nucli i la cé-lula es trenquen en diverses vesicules anomenades
cossos apoptotics (fragmentacio). Aquests cossos apoptotics son rapidament fagocitats |
digerits per cél-lules fagocitiques sense desencadenar una resposta inflamatoria (fagocitos)
(McConkey, 1998; Hetts, 1998).

morfologia Membranes intactes Cossos apoptotics
mitocondrial

preservada

Canvis nuclears Fragments ' ADN

Cdlula Pérdua

normal 4’ adhesi6 Condensacid Fragmentacio Fagocitosi

Figurab.- Caracteristiques morfologiques de I’ apoptos (adaptat de: Wylliei col., 1998).

5.1.- Fasesdel’apoptos

El procés d’ apoptosi pot dividir-se en tres etapes que inclouen una fase d’induccid, que
és heterogeniai depen de I’ estimul inductor de mort, una fase efectora comuna durant la qual
la cél-lula pren la decisié de viure o morir i una fase comuna de degradacio en la qua la
cel-lula manifesta els canvis bioquimics i morfologics caracteristics de les etapes finals de

I’ apoptosi (Kroemer i col., 1997).
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5.11- Fased'iniciacio

Durant aquesta fase, la cél-lula rep estimuls extracel-lulars o intracel -lulars inductors
d’ apoptosi, que poden diferenciar-se en dos grups segons els seus mecanismes d'accié (Del
Peso, 2000).

e Apoptosi induida per receptors de mort

Els receptors de mort pertanyen a la superfamilia del receptor del factor de necros
tumoral (TNFR) (Ashkenazi i Dixit, 1998), que inclou Fas (també anomenat APO-1 o CD95)
(Nagata, 1997), TNFR1 (p55 o CD120a) (Smith i col., 1994), DR3 (Apo3 o0 TRAMP)
(Bodmer i col., 1997) i DR4 i DR5 (Apo2 o KILLER) (Pan i col., 1997; Chaudhary i col.,
1997). La unié des lligants extracel-lulars (FasL, TNF, Apo3L i Apo2L/TRAIL,
respectivament, essent aquest darrer lligant tant de DR4 com de DR5) als seus respectius
receptors indueix la seva trimeritzacio.

La cua citoplasmatica de cada receptor presenta un domini conservat anomenat domini
de mort (DD) que interactua amb proteines citoplasmatiques adaptadores que també contenen
aguest domini DD (Ashkenazi i Dixit, 1998).

La porci6 citoplasmética del trimer Fas interactua amb FADD (Fas Associating protein
with a Death Domain) (Chinnaiyan i col., 1995), i la cua citoplasmatica de TNFR1 amb
TRADD (TNFR-Associated Death Domain protein) (Hsu i col., 1995).

L es proteines adaptadores contenen també dominis efectors de mort (DED) que recluten
diverses molécules de procaspasa-8, produint-se una elevada concentracio local del zimogen.
Aquestes condicions d’ afluéncia d’ enzim permeten |’ activaci de la procaspasa-8, que propaga
el senyal de mort per processament directe d altres caspases (revisat a Sleei col., 1999).

e Apoptosi induida per senyals d’ estres

Les senyals d estres, tals com la deplecio de factors de creixement, hipoxia, radiacio,
drogues citotoxiques, xoc térmic, indueixen apoptosi activant vies de transduccié menys
caracteritzades que les desencadenades pels receptors de mort (Thompson, 1995). Aquests
senyals d’estrés es tradueixen en alteracions cel-lulars diverses, que poden ésser detectades i
integrades a la mitocondria de la cdl-lula (Kluck i col., 1997), on desencadenen |’ alliberament

de citocrom ¢ mitocondrial, que condueix al’ activacio de procaspasa-9 (revisst aDd Peso, 2000).

5.1.2.- Faseefectora
La mitocondria té un paper central en la fase efectora de I’ apoptosi induida per gran
varietat d’'estimuls (Susin i col., 1998; Loeffler i Kroemer, 2000). En molts dels models
d’ apoptosi estudiats fins a moment, la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial és un
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esdeveniment critic que condueix a I’aliberament de diverses molecules essencials per a
I”apoptosi de I’espai intermembrana mitocondrial (Kroemer i Reed, 2000). Algunes de les
molécules aliberades inclouen procaspases, citocrom c i un factor inductor d’ apoptosi (AlF),
gue activa les nucleases que tallen I’ADN en fragments d’unes 50 kb de longitud (Brenner i
Kroemer, 2000).

Les proteines de la familia de Bcl-2 influeixen en la regulacié d' aquesta fase efectora de
I’ apoptosi, essent un punt clau en la regulacié del procés apoptotic (Zamzami i col., 1998)
(apartat 5.2).

5.1.3.- Fasededegradacio

Molts dels canvis morfologics que s esdevenen durant la fase de degradacié de
I” apoptosi son produits per un grup de cisteines proteases, les caspases (Cysteinyl-ASPartate-
specific proteinASES), que son activades especificament en les cél -lules després d'un estimul
proapoptotic (Alnemri i col., 1996). Fins a la data, més de 14 caspases diferents han estat
clonades i parcialment caracteritzades en mamifers, i la majoria han estat implicades en €l
procés d’ apoptosi (Earnshaw i col., 1999; Thornberry i Lazebnik, 1998).

Les caspases sOn sintetitzades en la cel-lula com a zimogens o proenzims inactius
constituits per quatre dominis: un prodomini aminoterminal de mida variable, un domini gran
(p20), un domini petit (p10) i unaregio d enllag entre el domini gran i e petit flanquejada per
residus d’ acid aspartic (Asp) (revisat a Nicholson i Thornberry, 1997). Les procaspases poden
ser activades per un tall proteolitic entre el prodomini i la subunitat gran, i un atre tall entre la
subunitat gran i la subunitat petita. Aquest talls proteolitics tenen lloc després d'un residu
d’Asp. Les caspases actives estan constituides per dos heterodimers p20/p10 gue interactuen
mitjancant les subunitats petites per formar un tetramer amb dos llocs catalitics actius. Cada
lloc actiu esta format per sequencies de la subunitat gran i petita, que proveeixen els
aminoacids necessaris per a reconeixement dels substratsi la catalisi (Earnshaw i col., 1999).

Les caspases s han classificat segons la seva posicid en la cascada proteolitica en
caspasesiniciadores i caspases efectores (Nufiez i col., 1998). Les caspases iniciadores deriven
de precursors amb prodominis llargs (caspases-2, -8, -9 i -10), que contenen dominis DED o
CARD (CAspase Recruitment Domain) (Hofmann i col., 1997), i sdn les responsables
d’interactuar amb €els activadors especifics de la ruta i d'activar les caspases efectores.
Aquestes son derivades de precursors amb prodominis curts (caspases-3, -6, -7 i -14) i

contribueixen al’execuci6 de |’ apoptosi (Li i Yuan, 1999).
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Un dels substrats de les caspases és la nucleasa que talla I’ADN genomic entre els
nucleosomes, generant fragments d’ ADN amb longituds corresponents a multiples sencers de
180 pb tipics de I’ apoptosi (Wyllie, 1980). L’ ADN nucleasa coneguda com desoxiribonucleasa
activada per caspases (CAD) preexisteix en les cél-lules normals com un complex inactiu amb
una subunitat inhibidora, anomenada |CAD (Inhibitor Caspase-A ctivated Desoxyribonuclease)
(Nagata, 2000). L’ activacio de la CAD s esdevé per I'accié de la caspasa-3 en la subunitat
inhibidora, resultant I’ alliberament i activaci6 de la subunitat catalitica (Sakahirai col., 1998).

Altres efectes secundaris de I’ activacid de les caspases son la proteolisi de les lamines
nuclears, que es tradueix en I’ encongiment i la condensacié nuclear (Rao i col., 1996; Buendia
I col., 1999); € truncament de la quinasa 2 activada per p2l (PAK2), que permet la
invaginaci6 de la membrana cel -lular (Rudel i Bokoch, 1997), i la degradacio de proteines del
citoesquelet, com la fodrina i la gelsolina, que causen la pérdua de la forma cel-lular
(Kothakota, 1997).

S'han descrit processos apoptotics independents de caspasa que discorren per
mecanismes encara no dilucidats. Exemples d’ aixo son la sobreexpressio de Bax (Xiang i col.,
1996) i I'accid d’alguns agents quimioterapeutics (McCarthy i col., 1997) que indueixen

apoptosi finsi tot en presencia de diferents inhibidors de caspases.

5.2.- Elsmembresdelafamilia deBcl-2

El gen bcl-2 (B-Cell Leukemia/lymphoma-2) és un oncogen inicialment descrit en
limfomes fol-liculars de cél-lules B. La juxtaposicié del cromosoma 18 amb € locus de la
immunoglobulina en e cromosoma 14 produeix sobreexpressid de la proteina Bcl-2
augmentant la supervivencia dels limfocits B (Tsujimoto i col., 1985). Posteriorment fou
identificat com I’homoleg del repressor de |’ apoptosi ced-9 descrit a C. elegans.

Actualment, es coneix que Bcl-2 pertany a una familia creixent de proteines reguladores
de I’ apoptosi, les quals poden promoure la supervivencia cel-lular o lamort cel-lular (revisat a
McDonnell i col., 1996).

El bcl-2 huma codifica per una proteina de 25 kDa gue té quatre dominis conservats
coneguts com dominis d’ homologia de Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 i BH4) (Figura 7).

Les regions funcionalment importants (BH1, BH2 i BH3) dels membres antiapoptotics
gueden disposades proximes en I'espai i formen una clivella hidrofobica localitzada en la
superficie de les proteines antiapoptotiques, funcionant de manera andloga a un receptor
(Muchmorei col., 1996). Els dominis BH1 i BH2 son essencials per alafuncio d'inhibicio de

I”apoptosi i per a les interaccions d’ aguestes proteines amb el domini BH3 de proteines
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agonistes delamort (Sedlak i cal., 1995; Yini col., 1994).

El domini BH3 és requerit per heterodimeritzar amb membres antiapoptotics de la
familiade Bcl-2 i per promoure I’ apoptosi (Chittenden i col., 1995).

El domini BH4 es troba en la regiéo aminoterminal dels membres antiapoptotics i esta
involucrat en la interaccié amb proteines reguladores de la mort no relacionades amb Bcl-2,
com la proteina quinasa Raf-1 (Wang i col., 1994), |a fosfatasa calcineurina (Shibasaki i col.,
1997) i Ced-4 (Huang i col., 1998) entre d’ altres. BH4 evita |’ alliberament de citocrom c i la
perdua del potencial de membrana mitocondrial que s esdevenen durant I’ apoptosi (Shimizu i
col., 2000).

Entre els dominis BH3 i BH4 es troba un domini loop, d’ aproximadament 60 residus de
longitud, que conté serines/treonines fosforilables.

Finalment, presenta un domini transmembrana carboxiterminal que influeix en la seva
localitzacié intracel lular (Kelekar i Thompson, 1998).

Membres antiapoptotics

al 02 a3 o4 o5 _ab

ol
Bcl-2
Classel — [ [BH4] Loop [EEEY  [BH1] [BH2] Bal-x,
L ) L I Mcl-
Acoblament *** Domini Domini formador | Domini
de Llocs lligant de porus trans-
gaf-l fosforilacio Domini receptor membrana
ag-1
Ced-4
Bcl-w
Classell — |BH4| R  |BH2] [ BH2] ™ |
Membr es proapoptotics
Bax
Classel — - EGE] |eHi] [BH2] u¥l | ,\Bﬁ;
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Classell __ [|BH4]  Loop BH3 Yl | Bcl-xg
Bik
| BH3 uYl | Elrr';
Classe |l — I: Blk
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| BH3 Bid

Figura7.- Classificacio de les proteines de la familia de Bcl-2 segons la seva funcid i els seus
dominis d'organitzacid. Es mostra I’ estructura general de les proteines, i s identifiquen els dominis
d’homologia de Bcl-2 (BH) i e domini transmembrana (TM) (adaptat de: Kelekar i Thompson,
1998 i Kroemer, 1997).
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5.2.1.- Classificacio

Els membres de la familia de Bcl-2 poden classificar-se segons la seva funcié i els seus
dominis estructurals en (Figura 7):

e Membres antiapoptotics com Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1, Al (Bfl-1), Bcl-w i Boo, que
exerceixen una activitat inhibidora de la mort, presenten els quatre dominis d’ homologia de
Bcl-2 (BH1 a BH4) i poden classificar-se en dues classes: els membres antiapoptotics de
classe I, que contenen el domini loop, i €ls membres antiapoptotics de classe |1, que no €l
presenten.

e Membres proapoptotics com Bax, Bak, Mtd/Bok, Bcl-xs, Bad, Diva, Bid, Bik, Bim,
Hrk (DP5), Blk, Bnip3 i Bnip3L, que exerceixen una activitat inductora de lamort i poden ser
classificats en tres classes en funcié dels dominis d’ homol ogia que presenten.

Els membres proapoptotics de classe | presenten tres dominis d’ homologia de Bcl-2
(BH1, BH2 i BH3), els de classe || amb una tnica proteina, Bcl-xs, que conté dominis BH3 i
BH4, i el domini loop, i elsdeclasse Il que presenten només el domini BH3.

Amb |’excepcié de Bad i Bid, tots els membres de la familia presenten e domini

transmembrana carboxiterminal (Kelekar i Thompson, 1998; Tsujimoto i Shimizu, 2000).

5.2.2.- Localitzacio subcel -lular

Bcl-2 es localitza exclusivament en membranes intracel-lulars: reticle endoplasmic,
membrana nuclear i membranes mitocondrials. A la mitocondria, Bcl-2 no esta distribuit de
manera difosa sind que presenta una distribucié desigual en els llocs de contacte entre la
membrana mitocondrial externai lainterna (Krajewski i col., 1993). Per contra, Bax i unagran
part de Bcl-x. es localitzen en e citosol, tot i que contenen e domini transmembrana
carboxiterminal. La localitzacio d aquestes proteines canvia durant |’ apoptosi; per exemple,
Bax estransdocadel citosol ala mitocondria quan s indueix apoptosi (Hsu i col., 1997).

Els membres proapoptotics Bad i Bid, que no presenten la sequéncia hidrofobica
d’ancoratge a la membrana, presenten una distribucié citoplasmatica difosa en abséncia de
senyals de mort (Kelekar i Thompson, 1998).

Al reticle endoplasmic, Bcl-2 inhibeix I'apoptosi induida per alguns estimuls com la
sobreexpressio de c-myc i deprivacio de serum (Zhu i col., 1996), pero no és efectiu en evitar
I’ apoptosi induida per terc-butilhidroperoxid o etoposid (Zamzami i col., 1998).

En I’embolcall nuclear, s ha suggerit que Bcl-2 modula |’ apoptos per afectacié de la
trang ocacié nuclear de factors de transcripcié com p53 (Beham i col., 1997) i NFAT (Nuclear
Factor of Activated T Cells) (Linettei col., 1996).
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Defet, Bcl-2 és un inhibidor de I’ apoptosi més eficient quan es localitza ala mitocondria

gue en € reticle endoplasmic i en I’embolcall nuclear (Zamzami i col., 1998).

5.2.3.- Regulacié

Laregulacio dels membres de la familia de Bcl-2 inclou diversos mecanismes (Figura 8):

e Dimeritzacio

Una important caracteristica dels membres de la familia de Bcl-2 és la seva habilitat per
formar homodimers i heterodimers. Quan Bax es sobreexpressat en cel -lules, homodimeritza i
indueix la mort cel-lular. En canvi, quan Bcl-2 o Bcl-x. sOn sobreexpressats, aguests
heterodimeritzen amb Bax i inhibeixen lamort (revisat a Yang i Korsmeyer, 1996). Dificultats
estructurals impedeixen que Bcl-2 no formi homodimers in vitro ni in vivo (Conus i col.,
2000).

Bak és funcionalment similar a Bax, perd interactua amb major eficiencia amb Bcl-x.
gue amb Bcl-2 (Farrow i col., 1995). De fet, Bak i Bax poden tenir diferent especificitat
cel-lular, igual que Bcl-2i Bcl-x. (Yang i Korsmeyer, 1996).

Bad forma heterodimers amb Bcl-2 o Bcl-x, i inhibeix la seva activitat antiapoptotica.
La forta interacci6 de Bad amb Bcl-x. segresta Bcl-x. dels heterodimers Bcl-x /Bax,
aliberant-se Bax, i induint-se I’ apoptosi (Yang i col., 1995).

La capacitat de Bcl-xs per induir apoptosi correlaciona amb |'habilitat per formar
heterodimers amb Bcl-x. 0 Bcl-2 (Chang i col., 1999).

e Fosforilacio

El taxol i altres agents quimioterapéutics que actuen sobre el procés de polimeritzacio i
despolimeritzacio dels microtibuls indueixen la fosforilacié de Bcl-2 en residus de serina del
domini loop, i aquesta modificacio inhibeix la seva activitat antiapoptotica (Haldar i cal.,
1996). De fet, s'ha proposat que Bcl-2 és el guardia de laintegritat dels microttbuls (Haldar i
col., 1997). Bcl-x,. éstambé fosforilat després de la disrupcid dels microtibuls (Poruchynsky i
col., 1998).

En contraposicio, atres estudis suggereixen que la fosforilacio de Bcl-2 pot ser
requerida per la seva funcié antiapoptotica en linies cel-lulars dependents de factors de
creixement (Itoi col., 1997).

La proteina proapoptotica Bad, en presencia d’ un factor de supervivéncia, és fosforilada
en dues serines (Ser-112 i Ser-136) i segrestada en €l citosol per una molécula anomenada 14-
3-3. Després d'un senyal de mort, Bad es desfosforilai s associa amb Bcl-x. 0 Bcl-2, induint-

se |’ apoptosi (Zhai coal., 1996).
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e Proteolisi

La proteolisi del domini loop de Bcl-2 i Bcl-x, provoca la pérdua del domini BH4, i la
conseglient exposicio del domini BH3 les converteix en proteines proapoptotiques (Cheng i
col., 1997; Clemi col., 1998).

Després del tractament amb TNF-a 0 Fas, Bid, una proteina només de domini BH3, és
tallada per caspasa-8 generant un fragment carboxiterminal pl5 que Sincorpora a la
mitocondria, on indueix apoptosi (Li i col., 1998; Luoi col., 1998).

e Translocacio

Bim, una proteina només de domini BH3, es localitza en els microtdbuls associats a
complex motor de dineina i, després d’un senyal de mort, es dissocia del complex motor i es
produeix la trandocacié a la mitocondria, on interactua amb Bcl-2 per antagonitzar la seva

funcio antiapoptotica (Grossi col., 1999).

@ ' PE @

Caspasa-8 @l l‘@ 2 -~
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Figura 8.- Regulacié dels membres de la familia de Bcl-2. 1) Heterodimeritzacié entre membres
proapoptotics i antiapoptotics de la familia. Tant els homodimers com €els heterodimers sén moléecules
asimetriques. 2) Agents que danyen els microtibuls fosforilen i inactiven Bcl-2 i Bcl-x, . 3) Factors de
supervivéencia promouen la fosforilacié de Bad, provocant el segrest de Bad per 14-3-3 en € citosol.
4) El tall de Bid induit per caspasa-8 provoca la translocacié de Bid a la mitocondriai el subsegiient
aliberament del citocrom c. 5) Diversos estimuls indueixen un tall dependent de caspasesi inactiven
Bcl-2 i Bcl-x.. 6) Bim, segrestada normalment pel complex motor de dineina, s'incorpora a la
mitocondria per induir apoptosi (adaptat de: Fadedl i coal., 1999).
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5.2.4.- Proteinesformadoresde porus

Bcl-x., Bcl-2 i Bax poden formar canals en membranes lipidiques sintétiques (Minn i
col, 1997; Schendel i col., 1997; Schlesinger i col., 1997). Les proteines antiapoptotiques Bcl-
2 i Bcl-x, tendeixen a formar canals petits que adopten una conformacio més tancada,
preferint els cations, mentre que la proteina proapoptotica Bax tendeix a formar canals més
grans, €ls quals adopten una conformacié més oberta i prefereixen els anions (revisat a
Schendel i cal., 1998).

L’ estructura tridimensional de Bcl-x, conté un parell d’ helixs hidrofdbiques centrals (a5
i aB) que son suficientment llargues per penetrar en la bicapa lipidica. Aquestes queden
protegides de I’ambient aquds per unes altres 5 a 7 hélixs amfipatiques que orienten la seva
superficie hidrofobica cap a les hélixs centrals i la seva superficie hidrofilica cap a la
superficie externa (Muchmore i col., 1996). L’ estructura tridimensional de Bid és similar a la
de Bcl-x, i, recentment, s'"ha demostrat que el fragment carboxiterminal de Bid de 15 kDa
també pot formar porus en membranes lipidiques (Schendel i col., 1999).

Aix0 no obstant, encara esta per determinar s aquestes proteines poden formar canals
ionics in vivo i s regulen I'apoptosi mitjancant la creacié d aquests canals (Tsujimoto i
Shimizu, 2000) o si aguests canals son suficienment grans per permetre el pas de les proteines
al seu través (Hengartner, 2000).

5.2.5.- Mecanismesd’alliberament de citocrom ¢

El mecanisme pel qual sindueix I'aliberament de citocrom ¢ de la mitocondria és
encara desconegut, pero s ha proposat I’ obertura d’ un megacanal mitocondrial anomenat porus
de permeabilitat transitoria (PTP), o bé I’obertura d’un cana a la membrana mitocondrial
externa, bastant gran per permetre a citocrom c passar a seu través (revisat a Antonsson i
Martinou, 2000).

El PTP és un complex multiproteic que es forma en els llocs de contacte entre la
membrana mitocondrial externa i la interna, on Bax, Bcl-2 i Bcl-x. sOn particularment
abundants (revisat a Reed, 1998). EI PTP esta compost per diverses proteines incloent
I”hexoquinasa, la creatina quinasa mitocondrial, el canal d anions dependent del voltatge
(VDAC) present en la membrana externa, €l translocador de nucledtids d’ adenina (ANT) de la
membrana mitocondrial interna, el receptor periféric de benzodiazepinai la proteina de matriu
ciclofilina D (Figura 9). Finament, Bax (perd no Bcl-2 o Bcl-x,) també forma part d’ aquest
complex interactuant amb VDAC (Naritai col., 1998) i amb ANT (Marzoi col., 1998).
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L’ obertura d’ aquest canal no selectiu permet un equilibri de ions dins la matriu i |’ espai
intermembrana en la mitocondria, dissipant-se aixi € gradient electroquimic i desacoblant-se
la cadena respiratoria (revisat a Petit i col., 1996). Aix0 ocasiona la generacié d’ espéecies
reactives d’ oxigen (ROS) i la cessacio de la produccié d ATP mitocondrial. A més, |’ obertura
del canal indueix |’ entrada d’aigua en la matriu mitocondrial rica en proteines. L’ augment del
volum de la matriu pot produir el trencament de la membrana mitocondrial externa, alliberant-
se aixi proteines localitzades dins I’espai intermembrana a citosol com el citocrom ¢, AIF
(Susin i col., 1996) i caspases-2, -3 i -9, les quals sOn segrestades en aquests organuls en

determinades circumstancies (Mancini i col., 1998; Susini col., 1998).

Citosol
oM

Espai
inter membrana

0, 2H,0 Acid bongrekic
Complexos respiratoris
H+

Figura9.- Representacié dels complexos respiratoris, la FoF-ATP sintasa i € porus de
permeabilitat mitocondrial transitoria (PTP) en la membrana mitocondria interna (IM) i
externa (OM). El gradient electroquimic mitocondria (Ay,,) es manté principalment per un
gradient de H* generat pel transport d electrons (ApH). Aquest gradient de H* és utilitzat per la
FoF-ATP sintasa per sintetitzar ATP. EI PTP esta compost per diverses proteines com
I"hexoquinasa (HK), la creatina quinasa mitocondrial (CK), €l canal d anions dependent del
voltatge (VDAC), translocador de nucledtids d' adenina (ANT), € receptor periféric de
benzodiazepina (BPR) i la ciclofilina D (CycD). Diferents agents que indueixen o inhibeixen
I’ obertura del PTP sdn mostrats (adaptat de: Grossi col., 1999).

La sobreexpressio de Bcl-2 i Bcl-x_ inhibeix I’obertura del PTP induida per molts
estimuls, incloent agents que actuen directament en la mitocondria (Kluck i col., 1997;
Marchetti i col., 1996; Shimizui col., 1996; Susini col., 1996; Yang i col., 1997). S ha descrit
gue Bcl-2 evita |’ obertura del PTP per increment del flux de protons de la matriu, inhibint-se

aixi la respiracio mitocondrial i la producci6 de radicals lliures (Shimizu i col., 1998). Bcl-x,

35



I ntroducci®

manté |’intercanvi mitocondrial d ATP/ADP sota condicions de creixement suboptimes per
estabilitzacio de lafuncié de I’ ANT, que és dependent de la funcié de VDAC (Vander Heiden
i col., 1999). A la inversa, la sobreexpressi6 de Bax en cé-lules o la seva addicio a
mitocondries aillades indueix |’ obertura del PTP i en consequéncia la pérdua del potencial de
membrana (Finucanei col., 1998; Marzo i col., 1998; Xiang i col., 1996).

El segon mecanisme através del qual el citocrom ¢ podria ser alliberat de la mitocondria
implical’ obertura d’un altre gran canal, diferent del PTP, ala membrana mitocondrial externa.
Aquest canal podria ser un cana format per Bax (Figura 10) o un canal format per VDAC i

Bax (revisat a Antonsson i Martinou, 2000).

E Citosol

Senyal apoptotic

Citocromc @

Figura10.- Després d'un senya apoptotic, Bax transoca dd citosol a la
mitocondria. Seguidament, Bax pateix un canvi conformacional, oligomeritza i
s'insereix en la membrana mitocondrial externa. Aix0 és rapidament seguit per
I’alliberament de citocrom c. Aquests fets son induits per Bid i inhibits per Bcl-2
0 Bcl-x,, probablement per interaccio directa amb Bax (extret de: Desagher i
Martinou, 2000).

5.2.6.- Interaccié deBcl-2i Bcl-x. amb Apaf-1
El factor activador de proteases apoptotiques-1 (Apaf-1) és la molécula adaptadora que
regula |’ activacio de procaspasa-9. En €l citosol, €l citocrom ¢ s'uneix a Apaf-1 i, en presencia
d’ ATP, promou un canvi conformacional en Apaf-1 que desencadena la seva oligomeritzacio.
L’ oligomer d’ Apaf-1 recluta procaspasa-9 per interaccio dels dominis CARDs presents en les
dues molécules i I activa, propagant-se el senyal de mort per processament directe d’altres

caspases (Li i Yuan, 1999).
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Bcl-x., mitjancant el domini BH4, interactua amb Apaf-1, inhibint I’ associacié d’ Apaf-1
amb procaspasa-9 a través dels seus dominis CARDs, i evita |’ activacio de caspasa-9 (Pan i
col., 1998). Aix0 no obstant, launi6 a Apaf-1 no és essencial per alafuncio protectora de Bcl-
2, ja que s ha demostrat que Bcl-2 no s'uneix a Apaf-1 o ho fa molt feblement, suggerint-se
gue Bcl-2 inhibeix I’ apoptosi a mateix nivell o posteriorment al’ activacio d’ Apaf-1 (revisat a
Hengartner, 1998).

5.2.7.- Bcl-2i Bcl-x_ en laprogressio del cicle cel-lular

Bcl-2 i Bcl-x. actuen en e cicle cel-lular independentment de la seva funcio
antiapoptotica (Vairoi col., 1996; Huang i col., 1997a).

La sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x,. no afecta I’index de creixement de fibroblastes en
condicions optimes, pero en fibroblastes quiescents si que pot inhibir la progressio del cicle
cel-lular; retardant |’ entrada en fase S i mantenint les cél-lules en GO (O'Rellly i col., 1996).
En limfocits, I'expressié congtitutiva de Bcl-2 té poc efecte en la seva proliferacio o
diferenciacio, pero significativament accelera la sortida de les cél-lules a GO en resposta a
agents que indueixen diferenciacié. Per tant, sota determinades condicions Bcl-2 afavoreix
I’ estat de quiescencia (Vairoi col., 1996).

S ha demostrat que existeix un residu de tirosina conservat en la regio carboxiterminal
del domini BH4 de Bcl-2 i Bcl-x., que és requerit perqué aquestes proteines inhibeixin
I’entrada en e cicle cel-lular, perdo és dispensable per la seva activitat antiapoptotica.
M odificacions posttraduccionals d’ aguest residu podrien ser essencials per alainteraccio amb
una proteina que reguli la transicié GO/G1, inhibint-se I’entrada en cicle cel-lular (Huang i
col., 1997a).

Recentment, s'ha reportat que Bcl-2 endarrereix I'entrada en cicle cel-lular per
increment dels nivells de p27 i p130 que afavoreixen el manteniment del complex p130 amb
E2F4, reprimint-se la transcripcio del gen E2F1, que es codifica per a una proteina que permet

I”entrada en cicle cel-lular (Vairoi col., 2000).

6.- Expressio de proteines antiapoptotiquesi apoptos en € cancer de mama

6.1.- Expressio deBcl-2

Bcl-2 s expressa en € citoplasma de les cél -lules epitdlials dels ductes gransi petitsde la
glandula mamaria. Les cél-lules de I'estroma i les mioepitelials no expressen la proteina
(Sierrai col., 1995).
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L a sobreexpressio de Bcl-2 s esdevé en lesions benignes, i en € cancer de mama oscil-la
entre el 60-80% dels casos, depenent de la série (Leek i col., 1994; Geei col., 1994).

L’ expressio de Bcl-2 es correlaciona amb la positivitat de RE i RP (Leek i col., 1994) i
amb la pérdua d apoptosi dels tumors (revisat a Lipponen, 1999). Bcl-2 s expressa
essenciadment en tumors de GH-I i -ll, mentre que en tumors indiferenciats de GH-III
freqlientment n’ és absent (Sierrai col., 1995; Lipponeni col., 1995).

Larelacié de Bcl-2 amb altres parametres de pronostic és contradictoria. L’ expressio de
Bcl-2 en e tumor primari s'ha associat a un increment en el risc de metastasis ganglionars en
pacients amb tumors de GH-I o -Il (Sierrai col., 1995; Singh i col., 1998). Aix0 no obstant,
altres estudis no han mostrat relacié entre la immunoreactivitat de Bcl-2 i I’ estat dels ganglis
limfatics, preséncia de metastasis o supervivencia lliure de malaltia (Silvestrini i col., 1994,
Hellemansi col., 1995; Berardo i col., 1998). Aix0 pot ser degut a |’ heterogeneitat dels grups
estudiats, que inclouen tumors petits i grans (T1-T4) amb at index de proliferacio i diferent
GH, € quals poden presentar diferents mecanismes de progressio (Ceccarelli i col., 1995). De
fet, lamida del tumor s ha considerat un dels factors clinics associats amb I’ estat dels ganglis

limfatics axil-lars (Ravdin i col., 1994).

6.2.- Expressio deBcl-x.

La proteina antiapoptotica Bcl-x. mostra expressié feble en |’ epiteli mamari normal,
mentre que en |’ epiteli mamari maligne esta sobreexpressada en aproximadament el 75% dels
casos (Krajewski i col., 1999), essent més alta en tumors de GH-I11 que en elsde GH-I i -1, en
els quals Bcl-2 és predominant (Olopadei col., 1997; Sierrai col., 1998).

S'ha descrit que la sobreexpressié de Bcl-x. s associa amb I’increment del nombre de
ganglis limfatics positius en el moment del diagnostic (Olopadei col., 1997). Aix0 no obstant,
altres treballs no han trobat augment del risc de metastasis associades a |’ expressio de Bcl-x,

entumors T1 (<2 cm) (Sierrai col., 1998).

6.3.- Expressi6 de Bcl-2 o Bcl-x. amb altres proteines

Existeix una relacio inversa entre I’ expressié de Bcl-2 i la de p53 en els CDI de mama
(Leek i col., 1994; Zhang i col., 1997). L’ expressio de p53 és més comuna en tumors de GH-
[l que en elsde GH-I i -1, i en tumors RE negatius que en €ls RE positius (Sierrai col., 1996;
Gonzalez-Camporai col., 2000). D’atra banda, no s ha trobat correlacié entre I’ expressio de
Bcl-x, i lapresenciao no de p53 en les cél lules tumorals.
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L’ associacio entre I’ expressio de Bcl-2/perdua d apoptosi es correlaciona amb el risc de
metastasis ganglionars en els CDI de mama (Sierrai col., 1996). La proteina p53 mutada pot
inhibir I’ apoptosi, reemplacant la funcié de Bcl-2, i s’ ha mostrat un efecte regulador negatiu
de latranscripcio de bcl-2 per la proteina p53 mutada en cél -lules de cancer de mama (Haldar i
col., 1994).

L’ expressio de Bcl-2 inhibeix I’ apoptosi induida per c-Myc sense afectar la seva funcio
mitogenica (Fanidi i col., 1992). En el carcinoma de mama la sobreexpressié de Bcl-2 i c-Myc
incrementa el risc de metastasis ganglionars en tumors de GH-1 o -II, fet que suggereix una

cooperaci6 sinérgica entre ambdés oncogens (Sierrai col., 1999).

6.4.- Implicacionsterapéutiquesde Bcl-2 i Bcl-x. en € cancer de mama

L’ expressié de Bcl-2 s ha associat amb resistencia a la quimioterapia (Bonetti i col.,
1998), perd altres estudis han mostrat associacié de Bcl-2 amb una millor resposta als
antiestrogens com € tamoxifen (Elledge i col., 1997; Zhang i col., 1998). Aix0 és
conseqlencia de les diferencies en les poblacions investigades, € tipus i duracié del
tractament, |’ is d’ hormones junt amb quimioterapiai €l criteri utilitzat per separar els tumors
positius dels negatius en els diferents estudis, cosa que fa dificil comparar resultats (Bonetti i
col., 1998).

La sobreexpressio de Bcl-2 amb pérdua d’apoptosi en tumors de baix GH i <2 cm,
identifica una poblacié de pacients amb cancer de mama que poden beneficiar-se d’ una terapia
MES agressiva, ja que agquestes pacients poden tenir més probabilitat de patir metastasis
ganglionars (Sierrai col., 1996).

D’ dtra banda, la sobreexpressié de Bcl-x, també s’ ha implicat en la quimioresistencia
del cancer de mama (Reed, 1997). Tanmateix, |I’expressio de Bcl-x no ha estat avaluada en
pacients que han rebut terapia antihormonal o quimioterapia, on nivells alts d’ aguesta proteina

podrien anticipar una associacié amb mal pronostic.
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Hipotes i objectius

1.- Hipotesi

En el cancer de mama, la sobreexpressio de gens implicats directament en €l rescat de la
mort cel-lular programada (bcl-2 o bcl-x,) i lainhibicio de I’ apoptosi que se'n pugui derivar,
pot ser un esdeveniment que faciliti e cumul dalteracions necessaries perque algunes
poblacions tumorals puguin sobreviure en e torrent sanguini, colonitzar teixits distants i,

finalment, desenvolupar metastasis.

2.- Objectiu general

Obtenir un model experimental de carcinoma de mama ortotopic amb el qual es pugui
estudiar la contribucié que la sobreexpressié de Bcl-2 i Bcl-x., junt amb la inhibicié de
I” apoptosi que indueixen, pot tenir en diferents etapes de la progressio metastatica del cancer

de mama huma.

3.- Objectiusconcrets
e Avauar les repercusions gque la sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x. té en diferents
activitats biologiques associades a la progressio metastatica de cel -lules d’ adenocarcinoma de

mama humana.

e Andlitzar la conducta tumorigena i metastatica de cél-lules d’ adenocarcinoma de

mama humana que sobreexpressen Bcl-2 o Bcl-x, .

e Estudiar la contribucié de la inhibicié de I’ apoptosi induida per sobreexpressio de
Bcl-2 0 Bcl-x,. en laseleccié del fenotip metastatic.

e Abordar la reversido dels fenotips que S associin més clarament a la progressio

metastatica com a aproximaci patogenicai terapeutica.
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1.- Cultiuscel-lularsi cultiusdeteixits

1.1.- Caracteristiquesdelesliniescel-lulars

En aguest treball s'han utilitzat tres linies cel-lulars derivades d’adenocarcinoma de
mama humana (Taula 6): MCF-7, MDA-MB-468 (468), que van procedir de I'ATCC
(American Type Culture Collection, EUA) (referéncies HTB-22 i HTB-132, respectivament) i
MDA-MB-435P (435), que va ser amablement cedida per la Dra. Price del M. D. Anderson
Cancer Center (Houston, TX).

Lalinia MCF-7 va ser derivada a partir d'un vessament pleural d'una pacient caucasica
de 69 anys amb adenocarcinoma de mama metastatic (Soule i col., 1973). Aquestes cél-lules
presenten morfologia epitelial, creixen en monocapa formant ductes i expressen RE.

La linia 468 va ser derivada a partir d’un vessament pleural d’una pacient negra de 51
anys amb adenocarcinoma de mama metastatic (Pathak i col., 1979). Son cél-lules amb
morfologia epitelial, creixen en monocapa i tenen una mutacio puntual d'una G -> A en €
codd 273 donant com a resultat la substitucié d’una Arg -> His en la proteina p53 (Nigro i
col., 1989).

Lalinia 435 va ser derivada a partir d un vessament pleural d una pacient caucasica de
31 anys amb adenocarcinoma ductal de mama metastatic (Cailleau i col., 1978). Aquestes
cel-lules presenten morfologia epitelial, creixen en monocapa, tenen una mutacié puntual
d'una G -> A en el codd 266 donant com a resultat la substitucié d'una Gly -> Glu en la

proteina p53 (O’ Connor i col., 1997) i presenten amplificacions dels gens c-myc i neu.

Taula6.- Caracteristiques fenotipiques i oncogeniques de les linies cel-lulars
MCF-7, MDA-MB-468 i MDA-MB-435P

MCF-7 MDA-MB-468 MDA-MB-435P
Hormonodependent Hormonoindependent Hormonoindependent
(RE positives)
No metastatica No metastatica Metastatica
p53 normal p53 mutat p53 mutat
c-myci neu
amplificats

1.2.- Manteniment delscultius
El cultiu de les linies cel-lulars es va redlitzar en condicions d esterilitat propies del

cultiu de cél-lules eucariotes. Periodicament, es van obtenir sobrenedants dels cultius per
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detectar la presencia de micoplasma utilitzant el test Gen-Probe® Mycoplasma T. C. (Gen-
ProbeInc.).

El medi de cultiu empraa va ser DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium)/HAM’ S nutrient mixture F-12 (1:1, v/v) (Gibco BRL) suplementat amb un 2% (v/v)
d’L-glutamina 200 mM (Gibco BRL), un 1% (v/v) d' L-piruvat 100 mM (Gibco BRL) i un
10% (v/v) de sérum bovi fetal (SBF) (Biological Industries, Isragl), inactivat durant 30 min a
56°C. Per ales MCF-7, e medi de cultiu es va suplementar també amb 10 ug/ml d’insulina
(Sigma, St. Louis, MO).

Les cél-lules es van mantenir en un incubador humidificat a 37°C amb una atmosfera al
5% de CO..

1.2.1.- Establiment de subcultius

La proporcio de subcultiu adient per a aquestes linies cel -lulars va variar de 1:3 a 1:6 per
ales MCF-7, de 1:2 a 1:4 per ales 468 i de 1:4 a 1:8 per a les 435, a partir de cultius en
condicions optimes de subconfluéncia.

Les céllules es van tractar amb una solucié 0,05% de tripsina i 0,2 g/l d'acid
etilendiaminotetraacetic (EDTA) (Gibco BRL), i una vegada desadherides del suport de plastic
esvabloguejar I’ acci6 de latripsinaamb medi de cultiu.

Els rentats de les cél lules es van fer amb tampo fosfat sali (PBS) estéril (136 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 9,35 mM NaHPO,4-2H,0, 1,47 mM KHz-POy, pH 7,2-7,4) i es van centrifugar a
1.000 rpm durant 10 min a 4°C.

El recompte de les cél-lules es va redlitzar amb una cambra de Neubauer (Blaubrand®,
Alemanya), i la viabilitat cel-lular es va determinar a partir d’ una aliguota de la suspensio
cellular diluida en una solucié de blau tripan (Sigma) a 0,04% en PBS.

El nombre de cel-lules viables (no tenyides amb e colorant)/ml es va obtenir
multiplicant la mitjana de cél-lules per camp pel factor de dilucié amb el blau de tripan i pel
volum de comptatge de la cambra (10%). La viabilitat cel-lular s expressa en tant per cent de
cél-lules viables respecte del nombre total de cel-lules i, en tots els assgos duts a terme en
aquest treball, laviabilitat cel-lular va ser superior a 90%.

1.2.2.- Preservacio delescé-lules
La congelacio de les céllules es va reaitzar amb cultius cel-lulars en fase exponencial.
Després de la tripsinitzacio, les cél-lules rentades es van resuspendre en medi de congelacio
fred (DMEM/F-12 suplementat amb 20% SBF i 10% dimetil sulfoxid (DM SO)). Els criotubs
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amb 1 ml de suspensié cel-lular es van mantenir en € Cryo 1°C Freezing Container “Mr.

Frosty” (Nalgene®) a-80°C durant 4 h i, posteriorment, es van emmagatzemar en N liquid.

1.3.- Transfeccionscel-lulars

Es van utilitzar dos metodes de transfeccio diferents a causa de la desigual efectivitat de
transfeccio en els diferents models cel-lulars. Les cél-lules MCF-7 i 435 es van transfectar
utilitzant liposomes comercialsi, les 468, per electroporacio.

En tots els casos es va partir de cultius exponencials de cél-lules amb una viabilitat

cel-lular superior a 96%.

1.3.1.- Transfecci6 amb liposomes

Les cél-lules a transfectar es van sembrar en plaques de cultiu de 100 mm (Techno
Plastic-Products A.G., TPP, Suissa) a una concentracié de 250.000-500.000 cel-lules/placai es
van incubar fins aun 30-50% de confluéncia.

Les solucions de transfeccid es van preparar en tubs Corning estérils de 5 ml, i a cada
placa s hi van afegir 200 ul de soluci6 de transfecci6 contenint:

- Solucié A: 10 ug ADN plasmidic en 100 ul medi Opti-MEM ®.

- Solucié B: 20 ul de Lipofectin® (Life Technologies) en 100 ul de medi Opti-
MEM®.

La barrgja de les dues solucions es va incubar a temperatura ambient durant 30 min.

El primer dia de transfeccid, es vafer un rentat de les cél-lules amb 5 ml de medi Opti-
MEM® | Reduced Serum Medium modification of MEM (Eagle’s) (Gibco
BRL), shi van afegir 5ml d Opti-MEM® i esvan incubar durant 2 h.

Després d'aspirar € medi, es van afegir 8 ml de medi Opti-MEM® i 200 ul de la
solucio de transfeccio corresponent en cada placa, i es van incubar tota una nit a 37°C.

El segon dia de transfeccid, la solucio de transfeccid es va substituir pel medi fresc
corresponent a cada tipus cel -lular suplementat amb el 20% de SBF-.

El tercer dia de transfeccio, € medi es va bescanviar per un medi fresc amb e 20% de
SBF i I'antibiotic de seleccié corresponent: 500 ug/ml de geneticina i/o 100 pg/ml de zeozina
(sensible a la llum). Posteriorment, el canvi de medi es va dur a terme segons |’ evoluci6 del
creixement cel lular.

Al cap de les 4 setmanes de transfeccié van comencar a aparéixer les colonies de
cél-lules. L’aillament de cada colonia es va fer rascant amb un escuradents estéril i es van

sembrar en plagues de 96 pous amb el medi de seleccié corresponent per cadaliniacel-lular.
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1.3.2.- Transfeccio per electroporacio

El primer dia de transfeccié, 400 pl d’una suspensié cel-lular de 10x10° cél-lules/ml en
PBS es van posar al’interior d’una cubeta d electroporacié de 2 mm, i s'hi van afegir 20 ug
d’ ADN plasmidic en aigua bidestil-lada esteril. La barreja es va sotmetre a un voltatge de 500
V, una capacitancia de 100 pF i una resistencia R10 (720 Q) durant 1 ms (0.9) en I’ aparell
d’ electroporacio.

Un cop electroporades les cél-lules es van incubar 10 min a temperatura ambient a
I"interior de la cubeta. La suspensio cel-lular es va resuspendre amb 10 ml de medi de cultiu i
esvasembrar € contingut en plaques de 6 pous durant 24 h.

El segon dia de transfeccid, el medi es va bescanviar per medi fresc amb el 20% de SBF
i 500 ng/ml de geneticina. Posteriorment, el canvi de medi es va dur aterme segons |’ evolucio
del creixement cel-lular.

Després de 4 setmanes de transfeccié van comencar a aparéixer les colonies de cel-lules,

gue esvan aillar de la mateixa manera que en |’ apartat 1.3.1.

1.4.- Obtencié decultiusprimaris

A partir dels tumors induits en ratolines atimiques per implant ortotopic (i.m.f.p.) de les
diferentslinies cel-lulars (apartat 5.4) es van establir cultius primaris.

El tumor extirpat es va transferir a una placa de plastic contenint sérum fisiologic Braun,
i es vatrossgjar amb un bisturi. La suspensio del teixit amb 10 ml de tripsina es va posar a
agitar en un erlenmeyer estéril amb tap amb una mosca agitadora durant 3-15 min a 37°C. La
suspensio es va filtrar amb una malla de nild, i després de neutralitzar I’ efecte de la tripsina
amb medi de cultiu, es va centrifugar a 1.000 rpm 10 min a 4°C. Les céllules es van
resuspendre amb medi a 20% de SBF amb 500 ug/ml de geneticina, i es van sembrar en una

placa de cultiu fins a obtenir cultius subconfluents.

2.- Vectorsd expressio genica

2.1.- Plasmidis

Per induir I’expressio genica es van utilitzar els plasmidis SFFV-neo i ZeoSV2 (+). El
plasmidi SFFV-neo-bcl-2 contenint I'ADNc que codifica per la proteina Bcl-2 va ser cedit
amablement pel Dr. Nufiez de la Universitat de Michigan, i € SFFV-neo-bcl-x_ contenint
I’ ADNCc que es codifica per alaproteina Bcl-x_ i € SFFV-neo sense lainsercio van ser cedits
amablement pel Dr. Fernandez-Luna de la Universitat de Santander.
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EcoRl EcoRlI
bcl-x, (830 ph)
EcoRlI Diana EcoRI perduda
bcl-2(756 pb)

SV-40 Splice
SV-40 Poly A

SFFV-LTR

H‘"H.IJECORI

SV-40 ori

SFFV-neo Neo'

(7727 pb)

SV-40 Splice
""" sv-40PolyA

Figura13.- Esquema del plasmidi SFFV-neo
(adaptat de: Fuhlbrigge i col., 1988) i la insercié dels
ADNc ddl bcl-2i bel-x,.

El plasmidi ZeoSV2 (+) va ser cedit gentilment per Antonia Vinyals, de I’ Institut de

Recerca Oncol ogica.

ZeoSV2 (+)
(3515 ph)

o’

Figural1l4.- Esquema del plasmidi ZeoSV2 (+)
(Invitrogen®).
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2.2.- Transformacio d’ E. coli

Per alatransformaci¢ dels bacteris, es van utilitzar bacteris competents Epicurean Coli®
Sure® Competent Cells (Stratagene) o DH5a, que es van transformar per xoc térmic seguint
el protocol establert per la casa comercial.

Una aliquota de 100 ul dels bacteris transformats es va sembrar en una placa de plastic
bacteriologic estéril de 10 cm de diametre (Soria Greiner), préviament preparada amb medi
LB (Luria-Bertani)-agar estéril (1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extracte de llevat, 0,5% (p/v)
NaCl, 1,5% (p/v) agar, pH 7,5) i 50 pg/ml d’ampicil-lina o0 25 pg/ml de zeozina. Les plaques
es van incubar tota unanit a 37°C.

Les colonies resistents ben aillades es van separar de la matriu d’agar amb una nansa
esteril, es van inocular en medi LB estéril (1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extracte de llevat,
0,5% (p/v) NaCl, pH 7,5) contenint 50 ug/ml d’ampicil-lina 0 25 pg/ml de zeozina i es van
incubar en agitacio a 225 rpm durant 16 h a 37°C.

La preservacio dels bacteris transformats creixent exponencialment es va fer amb
glicerol esteril a-80°C.

2.3.- Purificacio d’ADN plasmidic

Per purificar I’ADN plasmidic es va optar pel sistema QIAGEN Plasmid Purification
(Qiagen). Préviament, es van inocular 2 ul del glicerol bacteria que conté el plasmid a
purificar en 2 ml de medi LB amb ampicil-lina 0 zeozina i es van incubar en agitacio a 225
rpm durant 8 h a 37°C. El cultiu iniciat es vadiluir anb 500 ml de medi LB amb ampicil-linao
zeozina, i esvafer créixer en agitacio a 225 rpm durant tota una nit a 37°C.

Es va seguir e protocol de lis acalina (Birnboim i Doly, 1979) indicat per la casa
comercial i, finalment, esvadissoldre |’ ADN unit alaresinaamb 500 ul de TE esteril (10 mM
Tris-(hidroximetil)-aminometa (Tris)-HCI pH 8, 1 mM EDTA).

e Determinacio de la concentracio d ADN

Per a la quantificacio de I’ADN es va utilitzar un espectrofotometre Beckman a 260 i
280 nm. El calcul delaconcentracié d ADN es va obtenir segons laformula:

[ADN] = (Absorbanciagsonm) x (0,05 pg/pl) x D
on D = factor de diluci6 (Saambrok i col., 1989).

e Determinaci6 dela qualitat del’ ADN

Els ADN plasmidics purificats SFFV-neo-bcl-2, SFFV-neo-bcl-x_, SFFV-neo i ZeoSV 2
(+) esvan digerir a 37°C durant tota una nit utilitzant els enzims de restriccié EcoRI i BamHI:
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Reactiu Volum (ul)
ADN purificat (1 ug/ul) 1
Tampo de digestio 10x (Boehringer Mannheim) 2
Aigua bidestil-lada esteril 16

Enzim de restriccié (Boehringer Mannheim):

EcoRI 10 U/ml o BamHI 10 U/ml 1

Els productes de la digestio de I’ADN plasmidic amb els enzims de restriccid es van
comprovar en un gel d’'agarosa a 1% (p/v) en tampo Tris boric EDTA (TBE) (89 mM Tris, 89
mM a&cid boric, 2 mM EDTA, pH 8,3).

Quantitats iguals d ADN plasmidic digerit i no digerit es van diluir amb tampo de
carrega blau bromfenol 6x (0,25% (p/v) blau bromfenol, 30% (v/v) glicerol, 60 mM EDTA), i
com amarcador de pes molecular esva utilitzar I'1 kb DNA Ladder (Gibco BRL), que serveix
com a estandard de cadenes dobles lineals entre 500 pb i 12 kb. L’electroforesi es va portar a
termedurant 1 hal100 V.

El gel es vatenyir amb una solucio 2 ng/ul de bromur d’etidi i, després de destenyir-lo

amb aigua bidestil -lada, es vavisualitzar I’ ADN en el transil-luminador i es vafotografiar.

2.4.- Construccio antisentit de bc/-x;

Per obtenir la construccio antisentit de bcl-x_. es va optimitzar una digestié doble dels
vectors SFFV-neo-bcl-x_ i ZeoSV2 (+) amb els enzims de restriccié BamHI i EcoRI. Primer,
I”’ADN esvadigerir a 37°C durant 2 h amb BamH]I:

Reactiu bcl-x; 0 zeo
ADN purificat (1 pg/ul) 25l
Tamp6 de digestié 10x 5l

(Boehringer Mannheim)
Aigua bidestil-lada esteril (Braun) 17 ul

Enzim derestricciéo BamH| 10 U/ml

(Boehringer Mannheim) 3ul

| després amb EcoRI durant tota unanit:
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Reactiu bcl-x; 0zeo
Digestio de SFFV-neo-bcl-x_ o 50
ZeoSV2 (+) amb BamHlI H
Tampo de digestio 10x 5]
(Boehringer Mannheim) H
Aigua bidestil-lada esteril (Braun) 58 ul
Enzim derestriccié EcoRI 10 U/ml 3l

(Boehringer Mannheim)

Els productes de les digestions de I’ ADN plasmidic es van separar en gels d agarosa a
I’1% en tampd Tris acétic EDTA (TAE) (40 mM Tris, 20 mM acid acetic, 1 mM EDTA, pH
8). Es va separar i purificar un fragment de 0,6 kb de I’ADNc del bcl-x_ escindit com a
fragment EcoRI-BamHI, i I’ADN plasmidic ZeoSV2 (+) flanquejat per les dianes EcoRI-
BamHI, seguint €l procediment GENECLEAN-II® (Bio 101, Inc.), que conté una matriu de
silice especialment formulada, anomenada GLASSMILK®, que uneix ADN de cadena simple
I doble sense adjuntar-hi contaminants.

e Lligament

El fragment de I’ADNCc del bcl-x_ escindit com a fragment EcoRI-BamHI es va clonar
en € lloc BamHI-EcoRI de I’ADN plasmidic ZeoSV2 (+) i dona lloc a la construccio
antisentit.

Lainsercio bcl-x_ es va sotmetre a 70°C durant 10 min i, després de mantenir-la 10 min

meés en gel, es va preparar lareaccio de lligament que es vaincubar tota unanit a 4°C:

Reactiu ul

Insert bel-x. (100 ng) 1

Vector ZeoSV 2 (+) (100 ng) 3

Aigua bidestil-lada esteril 20

Tamp6 T4 DNA Lligase 10x (M1801) 3
(Promega)

T4 DNA Lligase (M1801) (Promega) 3

La proporcié molar d extrems lliures de vector va ser sis vegades superior alad’ extrems

[liures d'insert.



Material i metodes

3.- Biologia molecular

3.1.- Analis d’ADN

3.1.1.- Extraccié d’ADN

5x10° cél-lules d'un cultiu exponencial es van lisar amb tampd TE (apartat 2.3)
contenint un 10% de dodecil sulfat sodic (SDS) i 10 mg/ml de proteinasa K (Boehringer
Mannheim). Les mostres es van incubar a 37°C durant tota una nit i, posteriorment, a 55°C
durant 1 h amb agitacio suau. Es van tractar dues vegades amb un volum de fenol i es van
centrifugar durant 20 min a 3.500 rpm a4°C. Lafase aquosa es vatractar dues vegades amb un
volum de SEVAG (cloroform:alcohol isoamilic, 24:1), i a la fase aguosa resultant se li van
afegir 1:50 volums de NaCl 5 M i 2,5 volums d'etanol absolut fred (Carlo Erba Reagenti)
abans d’ incubar-la a-80°C durant tota unanit.

El pel-let obtingut de centrifugar les mostres durant 25 min a 3.500 rpm a 4°C es va
rentar amb etanol al 70% fred i es va deixar assecar al'aire durant tota unanit.

L’ADN es va resuspendre amb tamp6é TE i, abans de guardar-lo a 4°C, s€'n va

determinar la concentracio i laqualitat (apartat 2.3).

3.1.2.- Southern blot
Aquesta técnica consisteix en la transferencia dADN a una membrana de
nitrocel lulosa, on queda immobilitzat i on té lloc la reaccié d hibridacié entre I'’ADN i
I” ADNc desnaturalitzat en fragments de cadena senzilla.
e Digesti6 de!’ADN
Es van digerir 20 ung d’ ADN per mostra amb I’enzim de restriccio EcoRI segons les

seguients proporcions:

Reactiu Quantitat ul

ADN (2 pg/ul) 20 g 10

BSA 10x 10% volum final 8
Espermidina0,1 M 4% volum final 32

Tamp6 de digestié 10x 10% volum final 8

EcoRlI 10 U/ml 80U 8
Aigua bidestil-lada estéril - 42,8
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La barreja de tots els components de la digestio, a excepcio de I'enzim, es vaincubar 1 h
a4°C i, posteriorment, s’ hi va afegir I'enzim de restriccio i es va incubar tota una nit a 37°C
amb agitacié suaul.

e Electroforesi del’ADN

Les mostres digerides es van separar en gels d agarosa al 0,8% en TBE (apartat 2.3). Les
condicions d’ electroforesi van ser 5-10 mina 100V ia36V (2V per cm dellargaria del gel)
totaunanit. El gel esvatenyir i destenyir seguint el protocol especificat en I’ apartat 2.3.

e Transferéncia de!’ ADN a membranes de nitrocel -lulosa

El gel esvarentar durant 30 min amb solucié desnaturant A (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)
i, després de tractar-lo amb aigua bidestil-lada, es van fer rentats de 15 min amb soluci6
neutralitzant B (1,5 M NaCl, 0,5M Tris-HCI, pH 6), finsque el pH final delasolucié vaser 7.

La transferencia a membranes de nilé carregades positivament (Boehringer Mannheim
Biochenica) es va redlitzar per capil-laritat amb tampd de citrat sodic sali (SSC) 10x (1,5 M
NaCl, 0,15 M acetat trisodicdihidratat, pH 7) durant 20 h.

La membrana es va remullar en tamp6 3x SSC durant 5 min i I’ADN es va fixar ala
membrana a 80°C durant 2 h.

e Obtenci6 de la sonda d ADNc marcada radioactivament

El plasmidi SFFV-neo-bcl-x_ es va digerir a 37°C durant tota la nit amb I’enzim de
restriccio EcoRl:

Reactiu bcl-x;
ADN purificat (1 pg/ul) 25l
Tampc? dedigestio 1.0>< 5l
(Boehringer Mannheim)
Aigua bidestil-lada estéril (Braun) 17 4l
Enzim de restriccié EcoRI 10 U/ml 3l

(Boehringer Mannheim)

Els productes de la digestio de I’ ADN plasmidic es van separar en gels d’ agarosa al’ 1%
en tampo TAE, i esva purificar I’ ADNc de bcl-x_ provinent de la banda tenyidai retalada de
lamatriu d' agarosa, utilitzant el procediment GENECLEAN-II® (apartat 2.4).

L’ ADNCc purificat es va marcar utilitzant les Ready-To-Go™ DNA Labelling Beads (-
dCTP) (Pharmacia Biotech). El procediment consisteix en €l marcatge per encebament a

I’atzar (random priming) en el qua tots els components, és a dir, els desoxiribonucleotids
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trifosfat d’ adenina, guaninai timina, I’enzim Exo (-) Klenow i els cebadors aleatoris, excepte
lamostrai I’ [o-*2P]-desoxiribonucl edtid-trifosfat de citidina, es subministren conjuntament en
forma de boles (beads) estables a temperatura ambient. Per a marcatge, cada bola es va
resuspendre en 50 ul d’una mescla aquosa amb 2 pl de la sonda purificada i desnaturalitzada
(3 min a 95-100°C i 2 min en gel), 5 pl d'[a-*?P]-desoxiribonucledtid-trifosfat de citidina
(3.000 Ci/mmol) (Redivue, Amersham) i 43 ul d' aigua bideltil-lada estéril. La mescla es va
incubar durant 30 min a 37°C i es va purificar amb les microcolumnes ProbeQuant™ G-50
(Pharmacia Biotech). Aquestes son unes columnes de microcentrifuga plenes amb la resina
Sephadex G-50 DNA Grafe F, preequilibrada en tamp6 Tris sali EDTA (STE) 150 mM pH
8,0.

La radioactivitat incorporada a la sonda es va determinar en el comptador 3 amb €
programade Cerenkov d’1 min.

e Hibridacio del’ ADN amb sondes especifiques

La membrana es va col locar en un tub d’ hibridacié amb el tamp6 de prehibridacio (10x
Denhart’s, 3x SSC, 0,2% SDS) i 100 ug/ml d' esperma de salmé desnaturalitzat, durant un
minim de 4 h a65 °C en rotacio.

Al tub d hibridacio s hi vaafegir un volum de sonda marcada i desnaturalitzada (5 min a
95-100°C) equivalent a 2x10° cpm/ml, i esva hibridar durant 18 h a65°C en rotacio.

La membrana es va rentar: 20 min a temperatura ambient en agitacio suau amb una
solucio de tampo 2x SSC/0,1% SDS, 20 min a 65°C dins un tub d’ hibridacié amb una soluci6
amb 2x SSC/0,1% SDS i dues vegades 15 min a 65°C amb una soluci6 de 1x SSC/0,1% SDS,
en les condicions anteriors.

Posteriorment, la membrana es va col-locar en un casset amb un film de raigs X

(Amersham) a-80°C durant €l temps necessari per obtenir un bon senyal d’ hibridacio.

3.2.- Expressié d’ARN
Tot els procediments es van dur aterme en condicions lliures d ARNases, per evitar que
I’ ARN es degradés.

3.2.1.- Extraccio d ARN
L’ aillament ' ARN total es va fer a partir de 15x10° cé&l-lules d'un cultiu exponencial

seguint el metode d’extraccio amb tiocianat de guanidina i fenol-cloroform (Chomcynski i
Sacchi, 1987).
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e Determinacio de la concentracio d ARN

La quantificacié de I’ ARN es va dur aterme en |’ espectrofotometre, i la concentracio es
vacalcular segonslaférmula

[ARN] = (Absorbanciapsonm) x (0,04 pg/ul) x D

on D = factor de diluci6é (Saambrok i col., 1989).

e Determinacio electroforetica de la qualitat de I’ ARN

La qualitat dels ARN es va comprovar per electroforesi en gels d' agarosa a I'1% en
tampd TBE (apartat 2.3). 2-3 ul d’ARN total es van diluir amb tampd de carrega RNA Blue
10x (50% (v/v) glicerol, 1 mM EDTA, 0,4% (p/v) blau de bromfenol, 0,4% (p/v) xilencianol
en aigua amb un 1% dietilpirocarbonat (DEPC)). Es va utilitzar e marcador de pes molecular
250 ng deI’escalad’' 1 kb (Gibco BRL), que serveix com a estandard de cadenes dobles lineals
d’ entre 500 pb i 12 kb. L’ electroforesi esvarealitzar a 100-125 V durant 15-20 min.

El gel es va tenyir durant 10 min amb la solucié 2 ng/ul de bromur d etidi i, després
d eliminar I’excés de bromur, es va visualitzar 'ARN en el transil-luminador i es va

fotografiar.

3.2.2.- Northern blot

Aquesta tecnica permet la transferencia d ARN a una membrana de nil6, on queda
immobilitzat i on té lloc la reaccio d hibridacio entre I'ARN i I’ADNc desnaturalitzat en
fragments de cadena senzilla.

o Electroforesi del’ ARN

Les mostres es van separar en gels d’agarosa al’1,1% (p/v)/formaldehid a 6% (v/v) en
tamp6o MOPS (0,04 M acid morfolinopropanosulfonic (MOPS), 10 mM acetat sodic, 1 mM
EDTA, pH 7).

A 10 pl dARN (2 pg/ul) se li van afegir 5 pl de tampé MOPS 10x, 10 ul de
formaldehid a 30% i 25 ul de formamidaa 100%. La mescla es vaincubar 10 min a 60-65°C
abans de diluir-laamb 5 ul dels tampd de carrega RNA Blue Juice 10x. Per determinar la mida
dels transcrits es va utilitzar el marcador de pes molecular 0,24-9,5 kb RNA Ladder (Gibco
BRL). L’ electroforesi esvadur atermea 100 V durant 5-10 mini a20-25V tota unanit.

El gel esvatenyir amb 2 ug/ml de bromur d’ etidi en aigua-DEPC durant 10-15 min, i es
vadestenyir durant 1-2 h en aigua-DEPC en agitacio suau per visuaitzar I’ ARN.
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e Transferéncia de!’ ARN a membranes de nilo

La transferéncia a membranes de nilé (Qiabrane, Qiagen) es va redlitzar per capil -laritat
amb tampo 10x SSC durant 20 h. Previament, € gel es vatractar amb 20x SSC durant 1-2 h,
amb canvis cada 20 min.

Posteriorment, es va fixar I’ARN a la membrana i es va preparar la sonda d ADNc
marcada radioactivament segons s especifica en I apartat 3.1.2.

e Hibridacio del’ ARN amb sondes especifiques

La membrana es va col-locar en un tub d hibridacié amb tampo de prehibridacio (50%
formamida, 5x SSC, 5x Denhart’s) i 100 ug/ml d’ ADN d esperma de salmé desnaturalitzat.
Laprehibridacié vatenir lloc en e forn d hibridacié durant un minim de 2 h a 42°C en rotacio.

Un volum de sonda marcada equivalent a 5x10° cpm i 100 pg/ml d’ ADN d esperma de
salmé es van desnaturalitzar durant 5 min a 95-100°C i es va afegir a tampd d hibridacié
(50% formamida, 5x SSC, 1x Denhardt’s, 10% sulfat de dextra). La mescla es va afegir al tub
d hibridacio i esva hibridar durant 18-20 h a 42°C en rotacio.

La membrana es va rentar amb una solucié de tampd 2x SSC/0,1% SDS durant 30 min a
temperatura ambient i 1 h en un bany d agitacié a 55°C, i amb una solucié de tampo 0,1x
SSC/0,1% SDS durant 30 min a 55°C. El senyal d’ hibridaci6 es va controlar durant els rentats
amb un comptador Geiger.

Posteriorment, la membrana es va col-locar en un casset i esva posar un film de raigs X
a -80°C durant e temps necessari per obtenir un bon senyal d hibridacié. La quantificacio

densitometrica de les radiografies es va fer segons |’ apartat 3.3.3.

3.3.- Expressio proteica

3.3.1.- Extraccio deproteinestotals

5x10° cdl-lules d'un cultiu exponencia es van lisar amb 300 pl de tamp6 de lisi amb
triple detergent (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 0,02% azida sodica, 0,01% SDS, 1%
nonidet P-40, 0,5% deoxixocolata sodica) contenint 4,8 ul de PMSF 30 mM i 3 ul d aprotinina
5 mg/ml durant 30 min en gel. Les mostres es van centrifugar a 14.000 rpm durant 30 min a
4°C i esvarecuperar € sobrenedant.

e Determinacio de la concentracié de proteines

La concentraci6 de proteines es va determinar utilitzant el BCA* Protein Assay Reagent

A and B (Pierce) seguint el protocol de la casa comercial.
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Es va obtenir una recta patré per un rang de concentracio de 0-5000 ug/ml d’albumina
serica bovina (BSA). L’absorbancia de cada concentracio de BSA es va mesurar a una
longitud d’ona de 540 nm en |’ espectrofotometre, i a partir de la mitjana de les absorbancies
de les mostres i per interpolacié amb la recta patro, es va obtenir la concentracié de proteines
de cada mostra.

3.3.2- Western blot

La técnica de western blot (Towbin i col., 1979) permet |a detecci6 de proteines d' una
mostra fent Us d’ anticossos especifics per ala proteina d’interes.

o Electrofores deles proteines

L’ electroforesi en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic (SDS-PAGE) és €
sistema més emprat per separar proteines en funcio del seu pes molecular (Laemmli, 1970).

En aquest tipus d’ electroforesi les proteines corren sequiencialment a través de dos tipus
de gels de diferent concentracié de poliacrilamida. Primer a través d’un gel concentrador al
3% de poliacrilamida (125 mM Tris pH 6,8, 3% acrilamida/N’,N’-bis-metilen-acrilamida,
0,1% SDS, 0,2% TEMED, 0,04% persulfat amonic), que permet |’ agrupament de les proteines
presents a la mostra i, posteriorment, a través d’un gel separador a 12% de poliacrilamida
(8375 mM Tris pH 8,8, 12% Acrilamida/N’,N’-bis-metilen-acrilamida, 0,1% SDS, 0,2%
TEMED, 0,04% persulfat amonic), que a causa d’ una mida de porus inferior actua de veritable
separador de proteines.

En & gel es van carregar 50 ug de proteina diluits amb aigua bidestil -lada esteril fins a
un volum de 20 ul i amb 5 ul de tampo de mostra 5x (120 mM Tris-HCI pH 6,8, 50% glicerol,
2% SDS, 0,1% blau de bromfenol, 0,86 M B-mercaptoetanol). Préviament a la carrega en €l
gel, les mostres es van desnaturalitzar 5 min a 90°C. Per determinar €l pes molecular de les
bandes que apareixen es va utilitzar el marcador de pes molecular BenchMark™ Prestained
Protein Ladder (Gibco BRL).

L’ electroforesi es va dur aterme en tampd d’ electroforesi (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192
mM glicina, 0,1% SDS) a120V durant 1 hi 30 min.

e Transferéncia de les proteines a membranes de nitrocel -lulosa

Un cop finalitzada |’ electroforesi, les proteines es van transferir a membranes de
nitrocel -lulosa emprant €l sistema Mini-Protean 11 (Bio-Rad, Alemanya).

El gel que conté les proteines i la membrana de nitrocel-lulosa Hybond™ ECL™
(Amersham Pharmacia Biotech) es van equilibrar durant 30 min en tampé de transferencia (25
mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Gilicina, 20% Metanol). El tampd de transferencia manté les

60



Material i metodes

proteines amb carrega negativa i migren cap a |’ anode, desplacant-se del gel a la membrana.
Latransferencia es va efectuar en fred a100 V durant 3 h 30 min.

¢ Immunodeteccio de les proteines amb anticossos especifics

Després de la transferéncia, la membrana es va incubar en solucié de blogueig (5%
Moliko milk, 0,1% Tween-20 en PBS) durant 1 h a temperatura ambient en agitacio suau.
Posteriorment, es va incubar amb |’ anticos primari corresponent diluit en soluci6 de bloqueig
durant 1 hi 30 min atemperatura ambient en agitacio.

Els anticossos primaris emprats van ser:

- anti-Bcl-2: anticos monoclonal clon 124 (Cambridge Research Biochemicals) utilitzat
adilucio 1:200.

- anti-Bcl-2: anticos monoclonal clon H-100 (Santa Cruz Biotechnology) utilitzat a
dilucié 1:200.

- anti-Bcl-xg.: anticos policlonal clon S-18 (Santa Cruz Biotechnology) que reconeix
la part aminoterminal de la proteina, i esva utilitzar adilucié 1:200.

- anti-Bcl-xg.: anticos policlonal clon M-125 (Santa Cruz Biotechnology) que reconeix
els aminoacids 1-125 de la part aminoterminal de la proteina, i esvautilitzar adilucio 1:200.

- anti-Bcl-x: anticos policlonal (Transduction Laboratories) que reconeix la part
carboxiterminal dela proteina, i esva utilitzar adilucié 1:200.

- anti-Actina: anticos monoclonal clon AC-40 (Sigma Chemical) utilitzat a dilucio
1:500.

Després de rentar la membrana amb PBS-Tween (0,2% Tween-20 en PBS), es va
incubar amb |” anticos secundari diluit en solucié de bloqueig durant 1 hi 30 min atemperatura
ambient en agitacio.

Els anticossos secundaris emprats van ser:

- anti-1gG deratoli conjugada amb peroxidasa de rave (HRP) (Amersham Life Science,
USA) utilitzat adilucié 1:1000.

- anti-1gG de conill conjugada amb HRP (Amersham Life Science) utilitzat a dilucio
1:1000.

La membrana es va rentar amb PBS-Tween i es va revelar amb el sistema de detecci6
qguimioluminiscent ECL (Pierce, Cultek), que és una mescla de dues solucions (1:1) que
contenen respectivament H,O, i luminol (substrat de la HRP) i agent amplificador del senyal.

Per captar lallum emesa durant €l transcurs de lareacci6, la membrana es va col -locar en
un casset amb un film deraigs X de 15 sa 20 min.
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e Deshibridaci6 de |’ anticos unit a la membrana
La membrana es va rentar amb PBS-Tween i es va incubar amb tampd de deshibridacio
(62,4 mM Tris-HCI pH 6,7, 0,1 M B-mercaptoetanol) durant 30 min a 50°C. Es van repetir els

rentatsi la membrana es vatornar a hibridar amb un altre anticos.

3.3.3.- Quantificacié densitometrica delesradiografies
Les imatges de les radiografies es van digitalitzar amb un escanner Epson Scan! 1132
versio 2.10S (©Seiko Corp.) i es van mantenir en suport informétic, utilitzant el programa
Adobe Photoshop™ (Adobe™). Aquestes imatges es van processar amb un software d’ analis
densitometrica (Phoretix 1D Advanced, Non-Linear Dynamics, UK) que va assignar a cada

banda obtinguda unaintensitat.

4.- Biologia cel-lular

4.1.- Assaigsd apoptosi i viabilitat cel-lular

4.1.1.- Induccio demort: factorsde creixement i agents quimioter apeutics

Els factors de creixement i els agents quimioterapeutics emprats per induir mort cel-lular
van ser:

- TGF-Bi TNF-a

Aquests factors de creixement es van utilitzar a concentracions de (h)TGF-8
(Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA) de 0,25 a 20 ng/ml o a concentracions de
r(h)TNF-a (Boehringer Mannheim) de 12,5 a 200 U/ml en medi de cultiu sense serum. Als
pouets destinats al control s hi vaafegir medi de cultiu sense serum.

- Paclitaxel

Una solucié de I’ agent quimioterapeutic paclitaxel (Sigma, St. Louis, MO) concentrada
(2 mg/ml en DMSO) esvadiluir en medi de cultiu sense sérum ala concentracié desitjada. Es
van utilitzar concentracions de paclitaxel de 0,4 a 10.000 ng/ml en medi de cultiu sense serum,
i als pouets destinats a control s hi va afegir medi de cultiu sense serum amb la concentracio
més alta de DM SO present en les cél -lules tractades amb paclitaxel.

- Tamoxifen

Una solucio de I’ antagonista d’ estrogens tamoxifen (Sigma, St. Louis, MO) concentrada

(20 MM en etanol) es va diluir en medi de cultiu sense estrogens (DMEM/F-12 sense vermell
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de fenol (Gibco BRL) suplementat amb un 1% (v/v) de charcoal-treated SBF, un 1% (v/v)
d’aminoacids no essencials 100x (Flow Laboratories) i un 1% (v/v) d’ L-glutamina 200 mM) a
la concentracié desitjada. Es van utilitzar concentracions de tamoxifen de 12,5 a 400 nM en
medi de cultiu sense estrogens, i as pous destinats a control s'hi va afegir medi de cultiu
sense estrogens amb la concentracio d’ etanol equivalent a la més alta present en les cél-lules

tractades amb tamoxifen.

4.1.2.- ELISA dedeteccio delamort cel-lular

Utilitzant el sistema ELISA de deteccié de la mort cel-lular (Boehringer Mannheim) in
vitro es van determinar els fragments citoplasmatics d ADN associats a histones (mono- i
oligonucleosomas) que es generen durant |’ apoptosi.

Les cél-lules procedents d'un cultiu en fase exponencia es van sembrar a una
concentraci6 de 1x10 c&l-lules'ml medi de cultiu per triplicat en plagues de 24 pous durant 72
h. Es van rentar dues vegades amb medi de cultiu sense serum i, posteriorment, s hi va afegir 1
ml de medi de cultiu sense serum amb factors de creixement o sense durant 48 a 72 h.

Posteriorment, es van recollir les cél-lules del sobrenedant del cultiu, donat que les
cel -lules apoptotiques es desadhereixen, i les de lamonocapa, i es va seguir € protocol indicat
per la casa comercial.

A lamitjana dels valors de I’ absorbancia a 405 nm de cada mostra se li varestar e fons
de I’'immunoassaig, que va correspondre als pous sense mostra, pero en que es va seguir el
mateix tractament. L’enriquiment especific dels mono- i oligonucleosomas aliberats a
citoplasma es va cacular com a absorbancia de les cdl-lules tractades/absorbancia de les

cel-lules control.

4.1.3.- MetodedeI’MTT

L'assaig del bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli (MTT) és un
meétode colorimétric, basat en les sals de tetrazoli, que mesura només I’ activitat metabolica de
cel-lules vives, pero no la de cél-lules mortes. L’ anell de tetrazoli és trencat per diverses
deshidrogenases mitocondrials de cel-lules vives i es forma un producte de color blau fosc
(formazan) que es solubilitza amb DMSO. La quantitat de formazan generat per cél-lula
permet extrapolar el nombre de cel -lules metabolicament actives (Alley i col., 1988).

Les cdl-lules procedents d'un cultiu en fase exponencia es van sembrar a una
concentraci6 de 3-10x10° c&l-lules/100 pl medi de cultiu per quadruplicat en plaques de 96
pous durant 24-48 h. Es va aspirar €l medi utilitzant una xeringa amb una agulla de galga 30G
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1/2”, i es van fer dos rentats amb medi de cultiu sense serum abans d’ afegir-hi 100 ul de les
solucions de TGF-3, TNF-a. o paclitaxel, 0 amb medi de cultiu sense estrogens abans d’ afegir-
hi les de tamoxifen durant 48 a 120 h.

Els resultats obtinguts van representar la mitjana + desviacio estandard de I’ absorbancia
a 540 nm, un cop feta la resta de la mitjana dels blancs que va correspondre als pous sense
cel-lules, perd en que es va seguir el mateix tractament. El percentatge de viabilitat cel-lular es
va definir com a absorbancia de les cél-lules tractades/absorbancia de les cel-lules control x
100.

4.2.- Assaig deproliferacio cel-lular

4.2.1.- Inducci6 deproliferacio: factorsde creixement i serum

Elsfactors de creixement i €l sérum emprats per induir proliferacid cel-lular van ser:

- IGF-1, TGF-B i TNF-a

El factor de creixement r(h)IGF-1 (Boehringer Mannheim) es va utilitzar a
concentracions de 2,5 a 80 ng/ml en medi de cultiu sense sérum, i les concentracions de TGF-
B i TNF-a van ser les que es descriuen en | apartat 4.1.1.

- Serum

Aquest es va Utilitzar a concentracions de SBF (Biological Industries, Isragl) de 0,5 a
20% en medi de cultiu sense serum. Als pouets destinats a control s'hi va afegir medi de

cultiu sense serum.

4.2.2.- Métode de la incorporacié del precursor de [metil-°H]-timidina a
I”’ADN

Es van sembrar 3-10x10° cél-lules/100 pl medi de cultiu per quadruplicat en pous de
plaques de 96 pous durant 24-48 h. Es van fer dos rentats amb medi de cultiu sense serum
abans d' afegir-hi 100 ul de les solucions de TGF-f, TNF-a, IGF-1 o serum durant 48 a 120 h.
I, 18 h abans de findlitzar I’experiment, es van addicionar 50 pl de [metil->H]-timidina (82
Ci/mmol, Amersham) que van correspondre a 1 uCi/pou.

Les cdl-lules es van fixar dues vegades amb 100 ul d'una solucié aquosa d'acid
tricloracétic (TCA) a 5% (p/v) en fred durant 15 min, es van deshidratar dues vegades amb
250 ul d'una solucio etanol/eter (2:1, v/v) durant 10 min i, després d’'aspirar la solucio, les
plagues es van deixar assecar a temperatura ambient. Es van lisar les cél-lules amb 100 pl de

NaOH 1N a60°C i passats 30-60 min una aliquota de 50 ul de cada pou esvadiluir en 5 ml de
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liquid de guspireig (Optiphase “HiSafe” 2, Wallac), es van agitar vigorosament i es van deixar
reposar durant 30 min. La incorporacié de [metil-*H]-timidina es va quantificar al comptador
de guspireig, amb un programa de comptatge d’ 1 min.

Els resultats obtinguts van representar la mitjana + desviacié estandard dels comptes per
minut (cpm) de cada mostra, un cop feta la resta de la mitjana del blanc d’incorporacio sense
céllules. L’index de proliferacié es va definir com la incorporacié de [metil->H]-timidina de

les cél -lules tractades respecte de ladel control de cél-lules no tractades.

4.3.- Assaig d’adhesié
L’adhesid cel-lular es va analitzar emprant dues tecniques aternatives. marcatge amb
cromat de sodi (°>*Cr) per ales cél-lules 435, i tincié amb cristall violeta per ales 468 i MCF-7,

ja que aquestes dues linies cel -lulars no incorporen el >'Cr.

4.3.1.- Immobilitzacid de proteines de matriu extracel-lular al suport de
plastic

Es van utilitzar diverses proteines de la matriu extracel lular com la laminina murina
(Upstate Biotechnology, Reactiva), la fibronectina murina (Gibco BRL®, Life Technologies) i
e col-lagen de tipus IV muri (Collaborative Biomedical Products, Becton Dickinson) a
concentracié de 40 ug/ml en PBS. Com a control positiu d’ adhesio es va utilitzar el Matrigel®
(Collaborative Biomedical Products, Becton Dickinson), que és un extracte de matriu
extracel -lular, a concentracio de 250 ng/ml en PBS. En plaques de 96 pous s hi van afegir 100
ul de les solucions de laminina, fibronectinai col-lagen 1V, i 50 ul de la solucié de matrigel i
esvan incubar 2 h a37°C.

Els pous amb les proteines de matriu extracel lular ja immobilitzades, excepte el's pous
tractats amb matrigel, es van rentar dues vegades amb 200 ul de PBS. Els llocs d uni6
inespecifica es van bloquejar amb 150 ul de medi amb BSA (Sigma) a |’1% (p/v) inactivat
durant 1-2 h a 37°C. El control d’adhesié inespecifica es va obtenir tractant 3 pous sense
substrat immobilitzat amb laBSA al’ 1%.

4.3.2.- Adhesi6 cellular per marcatge delescéllulesamb >'Cr
e Marcatge deles cél-lules amb >'Cr
El protocol de marcatge va ser una adaptacio del descrit per Sonnenberg (1990). En un
tub Eppendorf estéril es van posar 0,8 ml d’una suspensié cel-lular de 5x10° c&-lules/ml en
medi de cultiu i 0,2 ml de **Cr (250-500 mCi/mg Cr, Amersham). Els tubs es van segellar amb
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Parafilm® i es van mantenir en rotacio orbital durant 2 h atemperatura ambient. Esvadiluir la
suspensio cellular amb 9 ml de medi de cultiu i es va centrifugar a 1.000 rpm durant 10 min a
4 °C. Les cél-lules es van resuspendre amb 10 ml de medi i es van mantenir en rotacio durant
45 min. Després de rentar-les dues vegades amb 10 ml de medi amb BSA a 2%, es van
resuspendre a concentracié de 1x10° cél -lulessml en BSA a 2% i es van comptar a comptador
d’emissi6 gamma. L’activitat especifica de les cél-lules marcades va oscil-lar, en tots els
assaigsfets, entre 0,51 1 cpm/cel -lula.

e Adhesi6 cel-lular a proteines de matriu extracel -lular

A la placa tractada amb les proteines de matriu extracel-lular s'hi van afegir 100 pl
d’una supensié cel-lular amb 1x10° c&l-lules marcades amb **Cr/ml en medi BSA a 2% i es
van incubar durant 18 h. Tanmateix, en tubs de comptatge, shi van posar 100 ul de la
suspensi 6, per mesurar €l nombre total de cpm de les cdl -lules sembrades.

Els pous es van rentar 2 vegades amb 200 ul de PBS, per tal d eliminar les cél-lules no
adherides al's substrats immobilitzats. Després de I’ Gltima aspiracio es van afegir 100 pl d’una
solucio de Triton X-100 a 0,2% (v/v). Es van recallir les cél-lules adherides amb un bastonet
recobert amb coto i es van posar en tubs, que es van comptar al comptador d’ emissio gamma.

L’ adhesi6 inespecifica as pouets sense substrat immobilitzat, en tots els assgjos duts a
terme, va ser inferior a I'1% de les cél-lules inicialment sembrades. Els resultats es van
expressar com a percentatge d' adhesio cel -lular especifica a un substrat determinat respecte del

100% de cél -lules sembrades inicialment per pou, una vegada restada |’ adhesi 6 inespecifica.

4.3.3.- Adhesio cd-lular per tincio amb cristall violeta

e Preparacio delescél-lules

Aquest metode alternatiu per analitzar I'adhesio cel-lular es va adaptar del descrit per
Turnay (1994), amb aguna modificacid. Les cé-lules procedents d'un cultiu en fase
exponencial es van resuspendre en 10 ml de medi de cultiu i es van mantenir en rotacio orbital
durant 1 h atemperatura ambient. Seguidament, es van rentar amb 10 ml de medi BSA a 2%,
i esvan resuspendre a una concentracié de 5x10° cél-lulesyml de medi BSA a 2%.

e Adhesié cel-lular a proteines de matriu extracel -lular

A la placa de 96 pous tractada amb les proteines de matriu extracel-lular es van afegir
100 pl de la supensi6 cel-lular amb 5x10° cd&-lulesml en medi BSA a 2% i es va incubar
durant 18 h. El nombre total de cél-lules inicialment sembrades es va obtenir sembrant per

sextuplicat 100 ul de la suspensio cel-lular en pous no tractats. Es van rentar 2 vegades amb
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200 pl de PBS, per tal d eliminar les cel-lules no adherides als substrats immobilitzats. Aixo
no obstant, els pous que serveixen per determinar e nombre de cél-lules sembrades es van
aspirar amb xeringai agulla, per tal de perdre el minim de cel-lules, i no esvan rentar.

e Revelat de les plaques

Les cél-lules es van fixar amb 100 ul d'una solucio de glutaraldehid (Sigma) al’ 1% en
PBS en fred durant 10 min. Les plagues es van centrifugar a90 x g durant 5min a4°Ci esvan
rentar amb 100 ul de PBS fred. Despreés de repetir els rentats dues vegades meés, s hi van afegir
200 pl d’una solucié aquosa de cristall violeta al 0,2% en 20% de metanol durant 10 min. Es
van rentar les plaques amb aigua de I’aixeta fins que no va sortir colorant i es van deixar
assecar atemperatura ambient. El cristall violeta es va dissoldre en 200 ul de SDSal’1%i es
vamesurar |’ absorbancia de cada pou al’ espectrofotometre a unalongitud d’ ona de 540 nm.

Els resultats obtinguts van representar la mitjana + desviacio estandard de I’ absorbancia
a 540 nm, un cop feta laresta de la mitjana de I’ adhesi 6 inespecifica. El percentatge d' adhesio
cel-lular especifica a un substrat determinat es va definir com a absorbancia de les cél-lules

adherides al substrat/absorbancia de les cdl -|ules inicialment sembrades x 100.

4.4.- Assaig deviabilitat en suspensié

La capacitat de supervivencia de les cél-lules en un medi liquid es va analitzar
mantenint-les en suspensio i examinant la viabilitat mitjancant el test de 'MTT de forma
seriada (Nikiforov i col., 1996). En tubs de polipropilé de 50 ml es van resuspendre 2x10"
cél-lules'/ml en 30 ml de medi suplementat amb tampd HEPES 200 mM pH 7,1-7,4 i es van
sotmetre a agitacié per rotacié suau a 37°C durant 16-64 h. Després de cada periode
d’incubacio, les cdl-lules es van centrifugar a 1.000 rpm durant 10 min a 4°C, es van
resupendre en medi de cultiu fresc a una concentracié de 2x10° c&l-lules/ml, i 100 pl de la
suspensio cel-lular es van sembrar en 10 pous de plaques de 96 durant 4 h a 37°C abans
d’assgjar laviabilitat cel-lular per MTT (apartat 4.1.3).

El percentatge de viabilitat cel-lular es va definir com a absorbanciassonm de les cél -lules

en rotacio creixent en placa 4 h/absorbanciassonm de les cél lules creixent en placa4 h x 100.
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5.- Experimentacio /n vivo

5.1.- Animals

Per alarealitzacio d aquests estudis es van utilitzar ratolines atimiques de 4-6 setmanes
de la soca Balb/c Nude (IFFA-CREDO, Li6, Franga) que es van mantenir en isoladors amb
menjar i beure ad libitum a una temperatura de 20-22°C, amb cicles de llum/foscor de 12/12 h,
estabulats a I’Animalari de Petits Rosegadors de I'Institut de Recerca Oncologica.
L’ experimentacio es va dur a terme en cabines de flux laminar vertical, en condicions
especifiques lliures de patogens.

Tots els procediments als quals es van sotmetre els animals es van redlitzar d’ acord amb

les recomanacions per al correcte tractament i Us dels animals de laboratori.

5.2.- Capacitat tumorigena

5.2.1.- Induccio delstumorsmamaris

Els tumors ortotdpics es van induir inoculant 1x10° céllules d’ un cultiu exponencial en
50 ul de DMEM per les 435 1 MCF-7, i en 50 ul de Matrigel® (Collaborative Biomedical
Products, Becton Dickinson) a concentracié de 9,17 mg/ml per les 468. El Matrigel® és un
extracte aillat del tumor d’ Engelbreth-Holm-Swarm que conté una mescla dels components
presents en la membrana basal (Kleinman i col., 1986). Aquest és liquid a 4°C, pero solidifica
rapidament formant un gel, immediatament després de la implantacio en els ratolins (Sweeney
I col., 1991).

Les ratolines es van anestesiar per via intraperitoneal amb 0,25 ml d'una soluci6
anestésica composta per 0,4 mg/ml Dehidrobenzperidol® (droperidol, Syntex) i 0,8 mg/ml
Dormicum® (midazolam, Roche). La regi6 inguinal dreta es va desinfectar amb una solucié
dérmica de Betadine® (Asta Medica), es va redlitzar una obertura de 5 mm per tal de
visualitzar € teixit mamari, i es va injectar dins del greix la suspensié cd-lular. L’ aparicid
d’una bombolla de liquid va servir per comprovar que no va vessar res sobre la superficie, que
es va netgjar amb un bastonet de cotd mullat en alcohol abans de suturar amb grapes la pell
externade I’animal, seguit de |’ aplicacio de Betadine®. Les ratolines es van mantenir sota una
font de calor (bombeta de 60 W situada a 20 cm dels animals) fins que es van despertar de
| anestesia

Les cél-lules MCF-7, perqué esdevinguin tumorigenes, requereixen estrogens i, en

consequencia, després de la inoculacio de les cél-lules, entre les escapules s€'ls va implantar
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un pel-let que alibera estrogens (0,72 mg B-estradiol, Innovative Research of America,
Sarasota, FL, USA).

5.2.2.- Seguiment del creixement delstumors

Una vegada el tumor primari va ser externament palpable, aguest es va mesurar 2
vegades per setmana amb un peu de rei. Es van registrar els diametres longitudinal i
transversal del tumor, i e volum tumoral (en mm?®) es va calcular segons laférmula:

Volum tumoral = ax b?%/2
on a= diametre gran del tumor i b = diametre petit del tumor, ambdds expressats en mm.

Quan el volum dels tumors va ser aproximadament de 100 mm® es van extirpar. Les
ratolines es van anestesiar i, després de desinfectar la regio del tumor amb Betadine®, es va
fer una obertura per visualitzar-lo i extreure'l. Abans de suturar amb grapes la pell externa de
I”animal, es va mantenir una lleugera pressi6 amb un bastonet recobert de coté mullat amb
alcohol per evitar el sagnat. Les ratolines es van mantenir sota una font de calor fins que es
van despertar de |’ anestésia, per abreujar €l postoperatori.

Els tumors es van rentar amb serum fisologic Braun (B | Braun) i es van assecar sobre

una gasa estéril per pesar-losi mesurar € volum amb el peu derei.

5.3.- Capacitat metastatica

Per valorar I’ activitat metastatica dels tumors es va fer la necropsia a les ratolines, jafos
per mort natural o per sacrifici amb eter-anesteésia. Es va fer unaincisié ventrotoracica que va
permetre visualitzar els ganglis inguinals i axil-lars i la cavitat abdominal i toracica. Es van
extreure els ganglisinguinals i axil-larsi es va fer una observacié macroscopica (mida, color,
forma, distensid, hemorragies, engrandiment, etc.) de cada un dels organs de la cavitat
peritoneal (aparell digestiu, ronyons, melsa, pancrees i fetge), extirpant aquells que van
presentar un aspecte anomal. ESs van extreure els ganglis lumbars, renals i mesentérics. Es va
obrir la cavitat toracica i es van extirpar els pulmons, € cor i els ganglis mediastinics.
Finalment, esvafer unaincisio entre les escapulesi es van treure els ganglis cervicals.

Els organs extrets es van rentar amb serum fisiologic i, una vegada eliminat I’ excés de
liquid, es van pesar i es van incloure en parafina (apartat 6.1.1). Els pulmons amb metastasis
aparents es van fixar amb soluci6 de Bouin (apartat 6.1.4) per fer la seva quantificacio.

El recompte de les metastasis pulmonars es va fer per observacio en la lupa

estereoscopica dels [obuls dels pulmons i per mesurament del diametre maxim de cada nodul.
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ortotopic (apartat 5.2) per cada una de les linies cel-lulars inicialment inoculades. En les
cel-lules obtingudes in vitro es va descartar la contaminacio per micoplasma (apartat 1.2) i es
va comprovar |'expressio estable de Bcl-2 i Bcl-x, per western blot (apartat 3.3).
Posteriorment, es van implantar cultius exponencias de les cél-lules establertes en |’animal
d’ experimentacié i es van tornar a derivar cultius primaris dels tumors generats. Aquest
procediment es va repetir 3 vegades (Figura 15). En cada implant es va fer el seguiment de la

capacitat tumorigena i metastatica de cada una de les variants cel-lulars inoculades en les

5.4.- Successiusimplants /n vivo/in vitro

Es van establir cultius primaris (apartat 1.4) dels tumors extirpats en e 1° implant

ratolines (apartat 5.2 5.3).
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5.5.- Assaig de competicio cel-lular

La supervivencia de les cel-lules en € torrent sanguini es va analitzar mitjancant un
assaig de competicié cel-lular (Nikiforov i col., 1996). Es va preparar una barreja de cél -lules
435/Neo i 435/Bcl-x. en proporcié 3:1, que es va injectar per via intravenosa (1x10°
cel-lules/0,05 ml DMEM/ratoling) alavenacaudal.

Les cel-lules injectades es van aillar dels pulmons de les ratolines sacrificant els animals
a diferents temps després de lainoculacio: 15 min, 2, 4, 8 16 h. Els pulmons extirpats es van
rentar amb medi de cultiu i es van dissecar amb estisoresi bisturi. L” homogenat de cada pulmé
es va sembrar en flascons de cultiu i, passats 4-5 dies, les cél -lules tumorals es van seleccionar
amb medi de cultiu amb 500 ug/ml de geneticina. Un atre grup d animals es va deixar fins
gue les ratolines van presentar un estat moribund propi de la malaltia metastética, i [lavors es
van examinar els pulmonsi es van dillar les metastasis.

Els cultius cel-lulars obtinguts a diferents intervals de temps es van expandir per
analitzar per southern blot (apartat 3.1) la proporcié d ADNc de bcl-x_ respecte a la barreja

inicial de cél-lulesinjectades.
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Y
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Figura16.- Esguemadel’assaig de competicio cel-lular in vivo.
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6.- Histologia

6.1.- Preservacio delsteixits

6.1.1.- Inclusi6 en parafina
Per a I'andlis histologica €els teixits es van fixar amb una solucié de formalina
tamponada (10% formaldehid (Merck) en tampé6 fosfat pH 7,2 (Merck)) durant 24 h i,

posteriorment, es van incloure en parafina.

6.1.2.- Incluséen O.C.T.
Alternativament els teixits es van preservar en una matriu d’O.C.T™ (Tissue Tek) que
permet la congelacié dels teixits mantenint la seva estructura. ES va posar la mostra en un
criomotlle (Tissue Tek) amb O.C.T., i aquest en un recipient amb isopenta (Merck) refredat

amb N liquid, i quan va estar completament solid es va guardar a-80°C.

6.1.3.- Congelacio amb N liquid
Algunes mostres es van congelar en N liquid per assegurar la posterior obtencié de
proteines, ARN o ADN. Lamostra es vatransferir aun eppendorf i es va congelar directament
en N liquid abans de guardar-laa-80°C.

6.1.4.- Fixacié amb soluci6 de Bouin
Quan es va voler mantenir laintegritat del teixit per quantificar les metastasis, €'s organs
a fixar es van transferir a una solucié de Bouin (fixador de Bouin (Sigma) en formalina
tamponada (1:5, v/v)). El volum de solucié va ser 5 vegades e volum de I’ organ fixat, €
liquid de fixacio es va renovar a les 24 h de la inclusié i es van mantenir a temperatura

ambient.

6.2.- Tinci6 hematoxilina-eosina

El teixit en parafina es va tallar en seccions de 3-5 micres en e microtom ATOM, i els
talls es van estendre en un bany amb aiguaa 37°C i es van recollir amb portaobjectes de 76x26
mm (Menzel-Glaser), que es van assecar a 37°C durant tota unanit.

Les mostres es van desparafinar fent 3 rentats de 10 min amb xilol (Merck), 3 de 5 min
amb alcohol absolut (Merck), 3 de 5 min amb acohol a 96% (Merck) i 2 de 5 min amb
alcohol al 70% (Merck).

Posteriorment, es van hidratar fent un rentat de 5 min amb aigua bidestil-lada i es van
tenyir amb una solucié d’ hematoxilina de Mayer (Merck) a 80% previament filtrada de 3-5
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min. Es van rentar amb aigua corrent sota I’aixeta i amb aigua bidestil-lada durant 5 min, i
després es van passar per una solucié d alcohol amb HCI al’ 1%, que decolorai envermelleix
afavorint el color blaves, i en aigua corrent sotal’ aixeta fins que vavirar el color.

Es van tenyir les mostres amb una solucio d’eosina (Merck) al 25% en etanol a 80%
durant 5 min. Es van rentar 1-2 vegades amb alcohol al 70%, 2-3 vegades amb alcohol al 96%,
2-3 amb alcohol absolut, i es van deshidratar amb xilol per aplicar € medi d'inclusié per
histologia DPX (Fluka) i visualitzar-les al microscopi optic Olympus.

6.3.- Immunohistoquimica

El teixit parafinat es va talar en seccions de 3-5 micres i es van recollir amb
portaobjectes préviament tractats amb poli-L-lisina (Sigma) a 20%.

Les mostres es van desparafinar segons s explica a I’ apartat 6.2, pero just després dels
rentats amb |’ alcohol absolut es va inhibir la peroxidasa endogena amb una solucié 1,5% (v/v)
de peroxid d’ hidrogen en metanol durant 5 min en la foscor.

Les mostres es van permeabilitzar amb tampd citrat 0,1 M pH 6 a microones durant 3
min a temperatura mitjana i es van deixar a temperatura ambient durant 20 min. Les
preparacions es van incubar en una cambra humida fosca amb 200 ul d’una solucié de
bloqueig TNK* (100 mM Tris, 550 mM NaCl, 10mM KCI, 2% BSA, 0,1% triton X-100
(Merck), 2% serum normal de cabra (Vector)) durant 1 h a temperatura ambient. S'hi van
afegir 200 ul de I’ anticds primari policlonal anti-Bcl-xs. (S-18) (Santa Cruz Biotechnology) a
dilucio 1:400 en PBS amb BSA al 2%, i esvan deixar ala cambra humida tota una nit a 4°C.

Es van fer 3 rentats de 5 min amb PBS i s'hi van afegir 200 ul de I’ anticos secundari
biotinilat (Vector) a dilucié 1:1000 en PBS amb BSA a 2% durant 30 min a temperatura
ambient. Es van fer 3 rentats de 5 min amb PBS per afegir-hi e complex avidina-biotina
(ABC) (Vector) adilucié 1:25 en tampd TNK* durant 30 min a temperatura ambient. Es van
repetir els rentats de PBS, i es van revelar les preparacions amb una solucié de
diaminobenzidina (DAB) (Sigma) a 0,25% amb peroxid d hidrogen a 0,0075% en PBS. La
DAB és un cromogen oxidable pel peroxid d hidrogen que en presenciade |’enzim dénalloc a
un precipitat marro intens, i el grau de latincio es va controlar en el microscopi optic.

Les preparacions es van rentar amb aigua corrent i es van contratenyir els nuclis amb

hematoxilina (apartat 6.2).
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6.4.- Fragmentacio del’ADN /n stu

Per determinar |’ apoptosi en seccions de tumors en parafina es va utilitzar e métode
descrit per Gavrieli (1992), que marca I’ADN fragmentat in situ identificant les cel-lules
apoptotiques. Es I’anomenat métode TUNEL de Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP Nick-End-Labelling.

Després de la desparafinaci6 les preparacions es van tractar amb 20 ug/ml de proteinasa
K (Sigma) durant 15 min i, posteriorment, es va inactivar la peroxidasa endogena amb una
solucio de peroxid d hidrogen a 2% durant 5 min en lafoscor. La deoxinucleotidil-transferasa
terminal (TDT) (0,3 e.u/ul) i la deoxiuridina (dUTP) biotinilada (Boehringer Mannheim,
Germany) en tampd TDT (Boehringer Mannheim) es van afegir a les preparacions i es van
incubar durant 60 min a 37°C. El senyal es va amplificar amb el complex ABC revelant amb

DAB i, finalment, els nuclis es van contratenyir amb hematoxilina (apartat 6.3).

6.5.- Andlisi citometrica delstumors. apoptosi i cicle cel-lular

L’ apoptosi i € cicle cel-lular es van andlitzar per citometria de flux en els tumors
congelats. Es van reditzar 15-20 seccions de 50 micres per mostra en un criotom
termostatitzat a -20°C, es van rentar amb PBS i es van centrifugar per eliminar I'O.C.T. El
teixit es vatrossgjar amb un bisturi en una placaamb PBSi es vafiltrar amb una malla de nil6.
Lasuspensio cel-lular es va centrifugar i les cél-lules es van resuspendre amb metanol (Merck)
al 70% fred (-20°C) durant 15 min a4°C per fixar i permeabilitzar les membranes.

Les mostres es van rentar amb PBS, i es van incubar amb 0,02 upg/ul d anticos
monoclonal anti-Citoqueratina 8/18 conjugat amb fluoresceina (FITC) (NovoCastra), que és
especific per ales cdl-lules humanes, durant 30 min a 4°C en la foscor. Com a control negatiu
delatincié de fons de |’ anticos, una part de la suspensi6 cel-lular es vaincubar amb un anticos
monoclonal anti-1gG no especifica conjugada amb FITC (Santa Cruz Biotechnology).

Després de dos rentats amb PBS, I’ ADN es van tenyir utilitzant una solucio de 20 pug/ml
deiodur de propidi (Sigma) en PBS contenint 5 mg/ml d’ ARNasa (Sigma). Les mostres es van
incubar un minim d’1 h alafoscor a4°C abans de I’ analisi en el citometre de flux EPICS-XL-
MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Es van analitzar un minim de 10.000 cel-lules per
triplicat.

Les céllules amb un contingut d ADN subdiploide es van considerar cel-lules
apoptotiques, i I'analisi del cicle cel-lular de la poblacié Citogqueratina positiva es va realitzar
utilitzant el programa Modfit LT 2.0 (Verity Software House Inc, ME). Aquest programa, que
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empra metodes d’ gjust nolineal, va assimilar les dades experimentals a corbes matematiques i

vacalcular € percentatge de cél -lules presents en cada fase del cicle.

7.- Analis estadistica

7.1.- Experiments /n vitro

Els resultats d’ adhesi6 cel-lular, viabilitat en suspensio i cicle cel-lular s expressen com a
mitjana + desviacio estandard. L’ analisi estadistica entre els grups es varealitzar per analisi de
lavariancao ANOVA.

7.2.- Experiments /n vivo

7.2.1.- Capacitat tumorigenai metastatica
Els resultats del volum tumoral i del nombre de metastasis pulmonars s expressen com a
mitjana + error estandard. L’analisi estadistica entre els grups es va obtenir aplicant els tests
no paramétrics de Kruska-Wallis (K Independent Samples) i Mann-Whitney (2 Independent
Samples).
Totes aguestes analisis estadistiques es van fer utilitzant el Statistical Package of the
Socia Sciences (SPSS) 8.0 per Windows.

7.2.2.- Capacitat tumorigena amb els successiusimplants /n viva/in vitro

Per analitzar els resultats del volum tumoral amb els successius implants en I’animal
d’ experimentacio es va utilitzar un model lineal mixt d’andlisi de la varianca amb efectes fixos
i aleatoris, on la variable dependent va ser e volum del tumor (mm?) i les variables
independents I'implant (1, 2" i 3%, laliniacelular (Neo i Bcl) i el temps (d). Es vatenir una
rectaper liniacel -lular i implant en funcié del temps.

Després d estudiar les dades, el millor model d’andlisi del volum del tumor respecte del
temps va incloure els efectes de I'implant, de la linia cellular i les interaccions linia-temps i
implant-temps.

Per tenir en compte la variabilitat d’una ratolina a una altra, el model va incloure un
efecte aleatori per a cada animal d’ experimentacio. Els models finals es van agjustar amb el
metode de la maxima versemblanca restringida (REML), i totes les andlisis es van fer amb les
funcions S-PLUS utilitzant |a base de dades NLME.
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Per a totes les andlisis redlitzades el valor de la p de dues cues es va considerar

estadisticament significatiu quan va ser menor de 0,05.
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Resultats

1- Apoptos i expressio de les proteines antiapoptotiques Bcel-2 i Bel-x. en tumors

organotopics de cel-lules d’ adenocar cinoma de mama humana

1.1.- Analis del’apoptosi

Les cdl-lules d’ adenocarcinoma de mama humana MCF-7, 468 i 435 es van implantar
i.m.f.p. en ratolines atimiques Balb-c/Nude i quan els tumors van assolir un volum aproximat
de 100 mm® es van extirpar i esvadeterminar | apoptosi mitjancant el métode TUNEL.

L’ apoptosi dels tumors disminueix inversament a grau de diferenciacié cel -lular (Figura
17). Els nuclis apoptotics en els tumors de cél-lules MCF-7 van ser més nombrosos i estaven
més uniformement distribuits, mentre que en els tumors de les 468 la tincié nuclear es va
localitzar en arees més restringides. Al contrari, en els tumors de cél -lules 435 només es van

detectar cel -lules apoptotiques de manera esporadica.

MCF-7 468 435

" < ! [ r &
| 5 4 L
g =i & ¥ -

Figura 17.- Apoptos en tumors de cél-lules MCF-7, 468 i 435. Mitjancant el métode TUNEL es va
detectar I'ADN fragmentat in situ anb DAB (coloracié marro) i els nuclis es van contratenyir amb
hematoxilina (coloracio blava). Els resultats van ser els més representatius de cinc tumors estudiats
per cadalinia cel-lular (barrad’ escala, 50 pm).

1.2.- Expressié deBcl-2i Bcl-x.
En els tumors induits es va andlitzar |’ expressio de les proteines antiapoptotiques Bcl-2
Bcl-x. per immunohistoquimica (IHC) i western blot, essent I’ expressio de Bcl-2 i Bcl-x.

diferent entre ells (Figura 18).
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Figura18.- Expressio de Bcl-2 i Bcl-x, en cél-lules d’ adenocarcinoma de mama humanain vitro i en
€l's seus respectius tumors desenvolupats in vivo. Andlisi per western blot de les proteines Bel-2 i Bel-x,
dels lisats cel-lulars de les cd-lules MCF-7, 468 i 435 i dels tumors (T1i T2, T3i T4,i T51i T6)

obtinguts per injeccié i.m.f.p. d 1x10° c&lules. Es van carregar 50 ug de proteinatotal de cada mostra,
i I'expressio d’ Actinaes va utilitzar com a control de carrega proteica.

L’ expressio de Bcl-2 en els tumors no es va correlacionar amb el grau de diferenciacié
cel-lular, sent els tumors derivats de cél-lules MCF-7 i 435 els que van presentar els nivells
meés alts, i els tumors 468 els més baixos. Per contra, I’ expressié de Bcl-x,. augmenta amb €
grau de diferenciacio cel-lular, mostrant els tumors MCF-7 s nivells més baixos i els tumors
435 elsmés alts.

Els tumors MCF-7 i 468 van expressar nivells més alts de Bcl-2 que de Bcl-x i, en
canvi, els tumors derivats de cél-lules 435 van mostrar nivells d’ expressio semblants de les
dues proteines.

L’expressio de Bcl-2 in vitro va ser inferior a la dels tumors in vivo i, en canvi, la de
Bcl-x, va ser superior aladelstumors MCF-7i 468 i inferior ala dels 435. Donat quein vitro
I’ expressio de Bcl-2 i Bcl-x. va ser diferent de |’ observada en les analisis in vivo dels tumors,

I’ expressio d’ aguestes proteines podria ser modulada pel microentorn del teixit.
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2.- Sobreexpressio de Bcl-2 o Bel-x, en la biologia i en el fenotip metastatic de cél-lules
d’ adenocar cinoma de mama humana

Per tal d’esbrinar la influéncia de la sobreexpressio de les proteines antiapoptotiques
Bcl-2i Bcl-x. en I’ activitat metastatica del cancer de mama, les cél -lules d’ adenocarcinoma de
mama humana MCF-7, 468 i 435 es van transfectar amb el vector d’ expressio SFFV-neo
contenint els gens antiapoptotics bcl-2 o bel-x. humans o sense lainsercid, com a control. Els
transfectants estables es van seleccionar utilitzant I antibiotic geneticina

L’ expressio proteica de Bcel-2 i Bcl-x. es va determinar per western blot (Figura 19)

utilitzant anticossos especifics (anti-Bcl-2 clon H-100 i anti-Bcl-xg, clon S-18).
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Figura19.- Expressi6 de Bcl-2 i Bcl-x,. en els transfectants cel-lulars. Analisi per western blot de
les proteines Bcl-2 i Bel-x, dels lisats cel-lulars de les cél-lules MCF-7, MCF-7/Neo, MCF-7/Bcl-2 i
MCF-7/Bcl-x, , 468, 468/Neo, 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,, i 435, 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, . Esvan
carregar 50 g de proteinatotal de cada mostra, i |’ expressio d' Actina es va utilitzar com a control de
carrega proteica.

L’ expressio de Bcl-2 dels clons seleccionats va ser 10 vegades més ataen el clon MCF-
7/Bcl-2, 3 en e 468/Bcl-2 i 2 en e 435/Bcl-2 respecte del corresponent control Neo.
L’ expressio de Bcl-x,. va ser 4 vegades més altaen el clon MCF-7/Bcl-x,, 6 en €l 468/Bcl-x i

2 en €l 435/Bcl-x, respecte del respectiu clon Neo.
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En les analisis d' expressié proteica per western blot de Bcl-x,. es va detectar una segona
proteina immunoreactiva d’ aproximadament 34 kDa de pes molecular en les tres linies
cel lulars. Aquesta banda va ser detectada mitjancant dos anticossos més anti-Bcl-x (anti-Bcl-
XgL clon M-125 i anti-Bcl-x), pero lareactivitat va ser més suau que I’ observada amb |’ anticos
anti-Bcl-xg clon S-18.

Alternativament també es van anditzar €ls nivells d ARN per northern blot, sent
I’expressié d' ARN en els transfectants de Bcl-x,. de les cél -lules 435 més ata que la del clon
Neo (Figura 20). El pool de cél-lules transfectades amb Bcl-x, va permetre avaluar la variacio

clonal, i I’expressio proteica de Bcl-x. en aquest va ser 1,6 vegades més alta que la del clon

Neo.
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Figura20.- Expressi6 de I’ARN dd bcl-x, en €s
transfectants de la linia cel -lular 435. Andlisi per northern
blot de I’ARN total (20 ug) dels lisats cel-lulars de les
cél-lules 435/Neo i 435/Bcl-x,. La membrana es va
hibridar amb una sonda de I’ADNc del bcl-x, i latincié
de !’ ARN amb bromur d’etidi es va utilitzar com a control
de carrega.

Com aresultat de la transfeccié en les cel-lules 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,. es van observar
canvis en la seva morfologia cel-lular respecte dels cultius de la linia 468 parental o del
transfectant control 468/Neo (Figura 21). Aquests canvis van consistir en |’aparicio d’'una
subpoblacié de cél-lules que mostraven augment del diametre cel-lular i multiples nuclis.
Contrariament, en els transfectants de Bcl-2 o Bcl-x, de les cél-lules MCF-7 i 435 no es van

evidenciar modificacions morfol 0giques.
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468 468/Neo 468/Bcl-2

Figura2l.- Fotografies representatives de les cél-lules 468, 468/Neo i 468/Bcl-2 creixent en
condicions estandards de cultiu (x100).

2.1.- Resposta cel-lular al’apoptosi i la proliferacio

2.1.1.- Apoptos i proliferacio induides per factors de creixement

Per estudiar la funcié inhibidora de I apoptosi associada a la sobreexpressio de Bcl-2 o
Bcl-x. en els transfectants obtinguts es va avaluar la supervivéncia cel-lular enfront de
diferents factors de creixement (TGF-$ i TNF-a).

Bcl-2 i Bcl-x,. indueixen resistencia a la mort cel lular desencadenada per TGF-f en les
cel-lulesMCF-7, 468 i 435, i per TNF-a només en les cel -lules 435 (Figura 22).

El TGF-p té efecte citotoxic en les cél-lules MCF-7/Neo, 468/Neo i 435/Neo, i aquest
efecte s'inhibeix quan les cél-lules sobreexpressen Bcl-2 o Bel-x,.. Aixi, a5 ng/ml de TGF-p3,
la viabilitat de les cel-lules MCF-7/Neo i 468/Neo va ser de |'ordre del 70% i la de les
435/Neo del 40%, incrementant-se fins al 100% en els transfectants de Bcl-2 i Bcl-x. de les
cél-lulesMCF-7i 468, i fins al 60-90% en els de les 435.

El TNF-a no indueix activitat citotoxica en les cél-lules MCF-7/Neo i 468/Neo, i aguesta
no es modifica quan les cél-lules sobreexpressen Bcl-2 o Bcl-x,.. En les cél-lules 435/Neo, €
TNF-a té activitat citotoxica que Sinhibeix en els transfectants 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x,.
Aquestainhibicio va ser d un 40% per ales 435/Bcl-x, i d’un 20% per ales 435/Bcl-2.
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Figura22.- Viabilitat cd-lular dels transfectants de Bcl-2 o Bcl-x, de les linies cel-lulars MCF-7, 468 i
435. Aquestes grafiques mostren el percentatge de cél-lules viables mesurat per I'assaig de 'MTT, on €els
transfectants de Bcl-2 i Bcl-x, van ser cultivats sense serum en preséncia de (h)TGF-B a 1,25-5 ng/ml o
r(h)TNF-a. a50-200 U/ml durant 120 h.



Resultats

L’ apoptosi induida per TGF-B i TNF-a es va estudiar en €ls transfectants de 435/Bcl-2
i 435/Bcl-x, utilitzant un sistema ELISA de deteccié dels fragments citoplasmatics d ADN

associats a histones (Figura 23).
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Figura 23.- Induccio d' apoptosi en s transfectants de Bcl-2 o Bcl-x, de les cél-lules 435. Aquestes
grafiques mostren I'index d'apoptos mesurat pel métode quantitatiu ELISA, en que les cd-lules
435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x,. van ser cultivades sense serum en presencia de (h)TGF-f a1,25i 2,5
ng/ml o r(h)TNF-ae @50 i 100 U/ml durant 72 h. L’ index d'apoptosi representa |’ absorbanciags,m, de les
cél lules tractades respecte a |’ absorbanci a;osnm de les cél -lules contral.

Les cdl-lules 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x. estimulades amb TGF- presenten menys apoptosi
gue les 435/Neo. L’ efecte més important es va observar en la concentracio de 2,5 ng/ml, en
gue I’index d apoptosi es va estabilitzar tant en els transfectants de Bcl-2 com en els de Bcl-
XL, mentre que en les cél-lules 435/Neo va augmentar fins a 30 vegades més que en les

cél-lules no tractades.
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En el cas del TNF-a, 50 U/ml no van exercir activitat apoptotica en els cultius 435/Bcl-
XL, pero en les 435/Neo i 435/Bcl-2 I’index d' apoptosi va ser de 2,51 2 vegades més que les
cel -lules no tractades, respectivament. A ladosi de 100 U/ml els transfectants de Bcl-x, i Bcl-2
van presentar menys apoptosi que les cél-lules 435/Neo.

Per tal d’analitzar e desequilibri entre proliferacio i mort cel-lular es va determinar la

incorporacié de timidina tritiada en resposta a I’ estimulacié amb aguestes citocines (Figura
24).

TGF-B
20

=
(63}
1

O125ng/m TG

J ' W 250 ng/ml TG

435/Neo 435/Bcl-2 435/Bcl-x,  435/Bcl-x, pool

index de proliferacio
H
o

o
63}
1

0,0

TNF-a
20

P
[¢;]
1

Indexde proliferacié
P
o
1:
HH

y—I—i = O 50 U/m TNF-a.

B 100 U/m TNF-a.

o
o
1

00

435/Neo 435/Bcl-2 435/Bcl-x.  439/Bcl-x. pool

Figura24.- Activitat proliferativa dels transfectants de Bcl-2 o Bcl-x, de les cél-lules 435. Aquestes
grafiqgues mostren la proliferacié de les cél-lules 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x,. cultivades sense
serum en presencia de (h)TGF-B a1,25i 2,5 ng/ml o r(h)TNF-a a50 i 100 U/ml durant 72 h. L’ index

de proliferaci6 representa la incorporacié de [metil-*H]-timidina de les cdllules tractades respecte a la
deles cél-lules no tractades.
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El TGF-B mostra activitat citostatica en els cultius 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, .
Tanmateix, el TNF-o exerceix activitat citostatica en les cel-lules 435/Neo i 435/Bcl-2, pero
no modificalaproliferacio basa de les cél-lules 435/Bcl-x, .

Per contrastar aguestes observacions es va estudiar la resposta de les cél -lules als factors
inductors de supervivenciacom I'lGF-1 i € sérum (Figura 25).

L’IGF-1 indueix proliferacié moderada en els cultius de les cel-lules 435/Bcl-x. en
comparacié amb les cel-lules 435/Bcl-x. pool, 435/Bcl-2 0 435/Neo. Com es mostra en €l
guadre superior de la Figura 25, la retirada del serum afecta menys les cel-lules 435/Bcl-2 i
435/Bcl-x. que les cdl-lules control. El creixement de les cél-lules 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x. va
ser un 20% menor al’ 1% de serum que en condicions estandards de cultiu, mentre que en les

435/Neo va disminuir gairebé un 40%.
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Figura25.- Céd-lules 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, cultivades sense sérum en presencia de
r(h)IGF-1 a 5-20 ng/ml, i testades a les 72 h per la incorporacié de [metil-*H]-timidina. El quadre
superior indica I’ efecte inhibidor del creixement en cél-lules cultivades a una concentracié de sérum de
I’1%.

En condicions estandards de cultiu, es va observar que el creixement dels transfectants

468/Bcl-2 era menor que € dels transfectants 468/Neo. L’ efecte de |a sobreexpressio de Bcl-2
en la proliferacio de les cél-lules 468 també es va estudiar en presencia de TGF-, TNF-a,
IGF-1i serum (Figura 26).
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Resultats

El TGF-B i e TNF-a tenen activitat citostética en les cél-lules 468/Neo i 468/Bcl-2.
L'IGF-1 indueix proliferaci6 moderada en les cél-lules 468/Bcl-2 en comparacio amb les
cel-lules 468/Neo. Aixo no obstant, |a resposta de les cél -lules 468/Bcl-2 a dosis creixents de
serum és menor que la de les 468/Neo, que presenten un creixement major. Aixi, a 10% de
serum el creixement de les 468/Bcl-2 va ser 3 vegades menor al’ observat en les 468/Neo.
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Figura 26.- Activitat proliferativa dels transfectants de Bcl-2 o Bcl-x, de les cél-lules 468. Aquestes
grafiques mostren la proliferacio de les cel-lules 468/Neo i 468/Bcl-2 cultivades sense serum en
presencia de (h)TGF-p a 1,25-5 ng/ml, r(h)TNF-a @ 50-200 U/ml, r(h)IGF-1 a 5-20 ng/ml o sérum a 1-
10%. L’ index de proliferaci6 representa la incorporaci6 de [metil->H]-timidina de les c&l-lules tractades
respecte aladeles cdllules no tractades.

2.1.2.- Apoptos induida per agents quimioter apeutics
Per tal d'analitzar I'efecte de la sobreexpressio de Bcl-2 i Bcl-x. en la inhibicio de
I” apoptosi induida per diferents vies es va estudiar la supervivencia cel -lular dels clons enfront

de diferents agents quimioterapeutics (paclitaxel i tamoxifen).
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Bcl-2 i Bcl-x, inhibeixen |’ apoptosi induida per paclitaxel en les cél-lules MCF-7 i 468,

pero no exerceixen el seu efecte antiapoptotic en les cel -lules 435 (Figura 27).
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Figura27.- Activitat citotoxica del paclitaxel en €ls transfectants de Bcl-2 i
Bcl-x, de les linies MCF-7, 468 i 435. Aquestes grafiques mostren el
percentatge de viabilitat cel-lular mesurat per I'assaig de I'MTT, en qué s
transfectants de Bcl-2 i Bcl-x, van ser cultivats sense sérum en preséncia de
paclitaxel a2-250 ng/ml durant 72 h.
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Les cel-lules MCF-7 son les més resistents al tractament amb paclitaxel in vitro. Aixi, a
250 ng/ml de paclitaxel, la viabilitat cel-lular de les MCF-7/Neo va ser del 50%, la de les
468/Neo del 20% i la de les 435/Neo del 10%. Els transfectants de Bcl-2 i Bcl-x,. de les
cel-lules MCF-7 i 468 van recuperar |’ efecte citotoxic del farmac en un 30-50%, mentre que
no va arribar a un 10% d’augment en els transfectants de les cél-lules 435, respecte als seus

controls.

Bcl-2 i Bcl-x, inhibeixen I’ apoptosi induida per |’ antiestrogen tamoxifen en les cel-lules
MCF-7 dependents d’ estrogens (Figura 28). A la concentracié de 100 nM de tamoxifen, la
mitjana + desviacié estandard del percentatge de cél-lules viables en els cultius tractats
respecte de les cel-lules en medi de cultiu sense estrogens va ser: 116,2 + 3,4 per ales cél-lules

MCF-7/Bcl-2; 108,6 + 8,4 per ales MCF-7/Bcl-x, i 66,4 + 3,7 per ales MCF-7/Neo.
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Figura28.- Activitat citotoxica del tamoxifen en els transfectants MCF-
7/Bcl-2 i MCF-7/Bcl-x.. Aquesta grafica mostra el percentatge de viabilitat
cel-lular mesurat per I'assaig de I'MTT, en qué ds transfectants de Bcl-2 i
Bcl-x, van ser cultivats sense s&rum i sense estrogens en preséncia de
tamoxifen a12,5-100 nM durant 120 h.

2.2.- Relaci6 delacéllulaamb € seu entorn

Per analitzar la influencia de les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcel-x. en diferents
etapes del procés metastétic es va determinar la capacitat d’ adhesio de les cél -lules a proteines
de lamatriu extracel -lular i la seva capacitat per sobreviure en condicions no adherentsin vitro

I en el torrent sanguini in vivo.
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2.2.1.- Adhesiocelular aproteinesdela matriu extracel -lular

Es va avaluar I’adhesio de les cél-lules tumorals a matrigel, laminina, fibronectina i
col-lagen V.

Bcl-2 i Bcl-x. disminueixen I’adhesio a proteines de la matriu extracel-lular en les
cel-lules 435 i que, per contra, no lamodifiquen en les cel-lules 468 | MCF-7 (Figura 29).

L’ adhesi6 de les cdl-lules 435/Neo a matrigel va ser un 20-30% menor que |’ observada
en les cél-lules 468/Neo i MCF-7/Neo (ANOVA, p=0,0017). També es va observar que les
cel-lules 435/Neo presentaven menys capacitat d'adhesié a les proteines de la matriu
extracel -lular (laminina, fibronectinai col-lagen 1V) que les cél -lules 468/Neo i MCF-7/Neo.

La capacitat d’' adhesié dels transfectants 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, va disminuir un 13-21%
alalaminina (ANOVA, p=0,0002), un 12-19% a la fibronectina (ANOVA, p=0,0026) i un 16-
25% a collagen IV (ANOVA, p<0,0001), respecte a control de cél-lules 435/Neo.
Contrariament, no es van observar modificacions en I’adhesio dels transfectants de Bcl-2 i

Bcl-x, delescél-lules 468 i MCF-7 alaminina, fibronectinai col-lagen IV.

2.2.2.- Supervivencia cedl-lular independent d’ancoratge

La possibilitat que la sobreexpressio de Bcl-2 i Bcl-x. en les cél-lules indueixi
I’ adaptacié a viure sense adherir-se es va estudiar assagjant la viabilitat cel-lular en suspensio.
Les cél-lules es van mantenir en agitacid per rotacio i, donat que I'agregacio cel-lular pot
esdevenir durant els assgos de flotacio de llarg termini, es va minimitzar aguest problema
limitant els assgjos a 16-64 h.

Bcl-2 i Bcl-x. incrementen la supervivencia en suspensié de les cél-lules MCF-7, 468 i
435, rescatant les cel-lules de I'anoikis o mort cd-lular per desadhesié de la matriu
extracel -lular (Figura 30).

Les cél-lules 435 presenten major capacitat de supervivencia en suspensié que les
cél-lules 468 i MCF-7. Aixi, la viabilitat cel-lular ales 16 h es va reduir un 50% en les 435,
mentre que la disminucio va ser d’un 80% en les 468 i MCF-7 (ANOVA, p<0,0001).

El percentatge de céllules que sobreexpressen Bcl-2 o Bcl-x. que viuen en condicions
de no-adherencia és més alt que en les cél-lules control de les tres linies cel-lulars en els
diferents periodes de temps (ANOVA, p<0,0001). No obstant aix0, aquestes diferéencies
disminueixen al llarg del temps per ales cél-lules MCF-7 i 468, i augmenten per a les 435.
Aixi, ales 64 h de rotacio, Bcl-2 i Bcel-x. van rescatar de la mort per anoikis un 20-40% de
cel-lules 435, perd nomeés un 5-10% de les cel -lules 468 | MCF-7.
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Figura29.- Adhesio a proteines de la matriu extracel lular dels transfectants de Bcl-2 i Bcl-x, de les
cél-lules MCF-7, 468 i 435. Els resultats s expressen com a percentatge de cél -lules adherides a matrigel,
laminina, fibronectina i col-lagen 1V respecte a les cél-lules sembrades, i representen la mitjana +
desviacio estandard de 4 experiments independents fets per triplicat.
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Figura30.- Analis de la viabilitat en suspensié de les cél-lules MCF-7/Neo, MCF-7/Bcl-2 i MCF-
7/Bcl-x., 468/Neo, 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x, i 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x.. Es representa el
percentatge de cél-lules viables després d' ésser sotmeses a agitacié per rotacio durant 16, 401 64 h, i la
quantificaci6 es va fer mitjangant I’assaig de I’'MTT a cap de 4 h de cultiu. Aquests resultats representen
lamitjana + desviaci6 estandard d’ un dels tres experiments independents fets amb 10 répliques.
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2.2.3.- Capacitat de sobreviureen el torrent sanguini

Basant-nos en el fet que els transfectants 435/Bcl-x, van presentar adhesio disminuida a
diversos components de la matriu extracel -lular i augment de la supervivencia en suspensio, es
va anadlitzar la supervivéncia en € torrent sanguini per assaig de competicio cel-lular (Figura
16).

Previament, es va redlitzar un banc de dilucions de diferents barreges de les cél-lules
435/Neo i 435/Bcl-x. per demostrar que mitjangant southern blot es podien detectar canvis en
la proporcio del transcrit d ADNc de bel-x. (Figura 31).
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26Kb > |- - - - -

08kb > < bal-x_

Figura3l.- Andis previa de I’ADNc de bcl-x_ de
diferents barreges de cél-lules 435/Neo i 435/Bcl-x, per
avaluar els canvis en la proporcié de cé-lules en €
torrent sanguini a diferents periodes de temps.

El senya de I’ADNc de bcl-x_. va augmentar proporcionalment al nombre de cél-lules
435/Bcl-x, present en les barreges. Aixi, per southern blot es van poder determinar els canvis
en la proporcio de les céllules Neo:Bcl-x, , respecte a la proporcio de céllules presents en la

barrgja original, a diferents intervals de temps després de la seva injeccio intravenosa.
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Bcl-x. confereix avantatge per sobreviure en € torrent sanguini a les cél-lules tumorals
435 que aquest vehicula (Figura 32).
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Figura32.- Supervivencia en el torrent sanguini de les cél-lules 435/Bcl-x,. Una barreja de cél-lules
435/Neo i 435/Bcl-x, en proporcio 3:1, respectivament, es van injectar per via intravenosa en ratolines
Balb-c/Nude. L’ ADN es va determinar en la barrgja de cél-lules abans de la injeccio (pl), després de
cinc passis in vitro (p5) i en cél-lules recuperades dels pulmons a cap de 15 min (a), 2 h (b) i 4 h (c)
després de lainjeccio. El vector amb el bel-x, i les cél-lules 435/Neo i 435/Bcl-x,. esvan utilitzar com a
control. En la part esquerra, es mostra |I’analisi de I’ ADN de cdl-lules que es van obtenir de diferents
noduls metastatics pulmonars.

En les céllules recuperades dels pulmons es va observar un enriquiment de cel-lules
435/Bcl-x, respecte ales 435/Neo al cap de 15 min, i s'assoli el maxim després deles4 h. En
aguest punt € senyal de Bcl-x_ de les cdl-lules obtingudes dels pulmons és similar a de les
435/Bcl-x. en cultiu. Perd 16 h després de la injeccié només es van recuperar unes pogques
cel-lules tumorals, indicant que la mort de la major part de les cél -lules injectades S esdevé en
aguest periode de temps.

Tanmateix, les ratolines van presentar metastasis pulmonars i €s cultius primaris
obtinguts d'aquestes van revelar que les colonies metastatiques desenvolupades eren

preferencialment originades de cel lules 435/Bcl-x .

2.3.- Activitat tumorigenai metastatica

La capacitat tumorigena i metastatica de les cél-lules es va avaluar per implantacié de
1x10° cél-lules dins e greix del teixit mamari de la part inguina dreta de les ratolines
atimiques Balb-c/Nude.
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2.3.1.- Capacitat tumorigena

La tumorigénesi dels transfectants de les cél-lules MCF-7 es va estudiar fins al 36° dia
dimplant, ja que a partir d’aquest les ratolines van comencar a morir. La incidéncia dels
tumors MCF-7 va ser del 100% en tots els casos, i la mitjana + error estandard del volum dels
tumors expressat en mm? el 36° diad’implant va ser: 33,27 + 5,45 per a's tumors MCF-7/Bcl-2
1 40,81 + 5,82 per as tumors MCF-7/Neo (Kruskal-Wallis, p=0,27).

Les ratolines van presentar signes de toxicitat secundaris a I’administracié d’ estrogens
requerits perque aquestes cel-lules esdevinguessin tumorigenes, mostrant disminucio de pes i
mort a partir del 36° dia d’'implant. Quan es va fer la necropsia a les ratolines no es van
observar signes de malaltia metastética aparent en els diferents ganglis limfétics, els pulmons
ni en cap dels organs de la cavitat peritoneal. L’andlisi histologica de les mostres per tincié
hematoxilina-eosina no va evidenciar micrometastasis en els diferents organs, pero es van
observar signes d’ hipertrofia uterinai d’ ectasi pulmonar i hepatica.

Posteriorment, es van redlitzar experiments de tumorigenesi amb aquestes cél-lules
administrant a les ratolines els estrogens per via entera, perd no es va observar €l
desenvolupament dels tumors. Atés que no va ser possible resoldre aquest problema, €els
resultats que es mostren a partir d aquest punt fan referencia nomeés als transfectants derivats
delescd-lules 468 i 435.

El creixement dels tumors 468 és lent, i per tal d'escurcar e temps d' exeres, les
cel-lules es van implantar resuspeses en matrigel, que conté components presents en la
membrana basal i facilita el creixement tumoral. En la Figura 33 es representa aquest
creixement, i es mostra que Bcl-2 i Bcl-x. contribueixen a disminuir la tumorigénes
d’ aquestes cél lules.

La incidencia dels tumors 468 va ser del 100%. Els tumors 468/Neo (n=7), 468/Bcl-2
(n=4) i 468/Bcl-x, (n=5) es van detectar e dia 14° o implant, i la sevamidava augmentar molt
Ileugerament durant els 30 dies seglents, per fer-se aparents el dia 42¢ (Figura 34). L’ exéresi
dels tumors es va redlitzar als 68 dies per tal que els tumors 468/Bcl-2 i 486/Bcl-x,. assolissin
un volum minim de 100 mm®,

El creixement tumoral de les cél-lules 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x. va ser inferior a dels
tumors induits amb les cél-lules 468/Neo, i aquestes diferéncies es van fer més evidents a
mesura que la mida dels tumors augmentava. La mitjana + error estandard del volum dels

tumors expressat en mm® el dia de I’exéresi va ser: 138,53 + 14,84 per al's tumors 468/Bcl-2;
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80,29 + 9,07 per als 468/Bcl-x, i 266,13 + 14,07 per als 468/Neo (Kruskal-Wallis, p<0,03).

—@— 468/Neo
—— 468/Bcl-2
—— 468/Bcl-x,

Temps dinplant (d)

Figura33.- Creixement dels tumors induits per implantacid ortotopica dels transfectants 468/Neo,
468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,. El volum dels tumors es va calcular utilitzant la férmula: Volum (mm®)= a x
b%2, on ai b son els diametres major i menor (en mm), respectivament, i els resultats representen la
mitjana + error estandard.

468/Neo T1 468/Bcl-2T1 468/Bcl-x, T1

Figura 34.- Fotografies representatives dels tumors derivats de les cél-lules 468/Neo, 468/Bcl-2 i
468/Bcl-x, creixent en ratolines atimiques Balb-c/Nude €l dia42¢del’ implant.
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Posteriorment, es va estudiar el cicle cel-lular i I’apoptosi dels tumors derivats de les
cel-lules 468/Neo, 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,. per citometria de flux utilitzant I’anticos anti-

Citoqueratina 8/18, que és especific per a cél-lules humanes (Figura 35).
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Figura 35.- Analis del contingut d ADN en les diferents fases del cicle cel-lular i I’apoptosi en
els tumors de les cél-lules 468/Neo, 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,. Es mostra la distribucié de les
cél-lules en les fases GO/G1 i S+G2/M dd cicle cel-lular i les cél-lules amb un contingut d’ ADN
subdiploide es consideren cél -lules apoptotiques.

Els tumors 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x,. mostren menor apoptosi que els tumors 468/Neo. La
mitjana + desviacié estandard del percentatge de cél -lules apoptotiques va ser: 42,34 + 3,61 en
els tumors 468/Bcl-2; 42,09 + 0,93 en els 468/Bcl-x, i 58,64 + 3,60 en els 468/Neo (ANOVA,
p=0,0007). El contingut d ADN en les diferents fases del cicle cel-lular va ser smilar en els
diferents tumors (ANOVA, p=0,77).

Per a les ratolines inoculades amb els transfectants 435/Bcl-2, 435/Bcl-x. i 435/Neo la
incidencia de tumorigénesi va ser del 100%. Els tumors van apareixer dues setmanes després
del’implant, i esvan extirpar a cap de 49 dies (Figura 36).

El creixement dels tumors 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x. és lleugerament major que el dels
tumors 435/Neo. La mitjana + error estandard del volum dels tumors expressat en mm® el dia
de I’exeresi va ser: 89,83 + 4,98 per als tumors 435/Bcl-2; 98,03 + 5,21 per als 435/Bcl-x, ;
110,50 + 5,21 per als 435/Bcl-x. pool i 71,79 + 6,08 per as 435/Neo. Aquestes diferencies en
lamidadel tumor van ser estadisticament significatives (Kruskal-Wallis, p=0,019).
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Figura36.- Creixement dels tumors induits per implantacié ortotopica dels transfectants de Bcl-2 i
Bcl-x, deles cél-lules 435. El volum dels tumors es va calcular utilitzant laférmula: Volum (mm?)= a x
b%2, on ai b sn els didmetres major i menor (en mm), respectivament, i els resultats representen la

mitjana+ error estandard.

2.3.2.- Capacitat metastatica

La linia cel-lular 468 no és metastatica, i per analitzar €l paper de Bcl-2 i Bcel-x. en la
induccio del fenotip metastatic d’ aquests tumors, es vafer el seguiment de les ratolines durant
un any des de laimplantaci6 de les cél -lules, havent extret els tumors als 68 dies.

Passat aquest temps les ratolines es van sacrificar i en la necropsia no es van observar
lesions metastatiques aparents en els diferents ganglis limfatics, els pulmons ni en cap dels
organs de la cavitat peritoneal. Els ganglis limfatics inguinals, lumbars, mesentérics, axil-lars,
mediastinics i cervicals i els pulmons es van extreure i es van incloure en parafina per
analitzar-los histol ogicament.

L’estudi patologic de les mostres per tincié hematoxilina-eosina no va evidenciar
micrometastasis en €l's organs analitzats, fet que indica que la sobreexpressié de Bcl-2 i Bel-x.

no és suficient per induir capacitat metastatica ales cel -lules 468.

Inicialment, els tumors de cél-lules 435 son metastatics, i generalment les ratolines es
moren per metastasis pulmonars a cap de 6-8 mesos de I'implant ortotopic de les cél-lules.
Per0 la capacitat metastatica dels tumors 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, es va posar de manifest al cap
de 4 mesos de I'implant de les cél-lules en les ratolines, que mostraven signes clinics de

malaltia pulmonar.
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En la necropsia es va observar la presencia de metastasis pulmonars en €l 100% de les
ratolines. Els pulmons es van fixar amb Bouin i les metastasis es van comptar en la lupa
estereoscopica (Figura 37).

Bcl-2 i Bcl-x. incrementen el potencial metastatic de les cél-lules 435, ja que els tumors
435/Bcl-2 i 435/Bcl-x. indueixen major nombre de metastasis pulmonars <3 mm i >3 mm de
diametre que €els tumors 435/Neo. La mitjana + error estandard del nombre de metastasis
pulmonars <3 mm i >3 mm per ratolina van ser: 29,00 + 7,56 i 4,5 + 1,04 per as tumors
435/Bcl-2; 19,00 + 5,34 i 8,5 + 1,55 per as 435/Bcl-x.; 22,00 + 3,851 4,4 + 0,98 per as
435/Bcl-x. pool i 6,60 + 1,81 per als 435/Neo, que no van induir metastasis >3 mm. Aguestes
diferencies en el nombre de metastasis per ratolina va mostrar diferencies estadisticament
significatives entre els grups tant en les metastasis <3 mm (Kruskal-Wallis, p=0,025) com en
les >3 mm (Kruskal-Wallis, p=0,004).

30 A ( O <3mmdiametre
l M >3 mmdiametre

M etastasis pulmonars/ratolina

HH

O T - T T

435/Neo 435/Bcl-2 435/Bcl-x,  435/Bcl-x_pool

Incidencia

metastasis 5/5 4/4 4/4 5/5
pulmonars

Incidencia

metastasis 0/5 0/4 2/4 /5
ganglionars

Figura37.- Capacitat metastatica de les cél-lules 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, a cap de
4 mesos de I'implant ortotopic. La grafica mostra la mitjana del nombre de metastasis
pulmonars per ratolina, separades en metastasis <3 mm i >3 mm de diametre. En la part
inferior de la grafica apareix la incidéncia de metastasis pulmonars i ganglionars per cada una
deleslinies.
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En la Figura 38 A es mostra I’ aspecte macroscopic de les diferéncies observades en €
nombre de metastasis pulmonars induides pels tumors 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, .
L'analisi microscopica d’'alguns dels pulmons va evidenciar les metastasis en el parenquima
pulmonar de cel-lules amb caracteristiques de carcinoma de mama 435 (Figura 38 B).

Els ganglis limfatics inguinals, lumbars, mesenterics, axil-lars, mediastinics i cervicals
també es van extreure i es van incloure en parafina per analitzar-los histologicament (Figura
37).

Les ratolines inoculades amb els transfectants de Bcl-x,. van desenvolupar metastasis
ganglionars en e 33% dels casos, sense detectar-se afectacio ganglionar en les ratolines dels

transfectants Neo ni Bcl-2.

A)
435/Neo 435/Bcl-2 435/Bcl-x,
i

i

e T T
S
o & Jd
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Figura 38.- Fotografies representatives de les metastasis pulmonars (x0,8) induides pels tumors
435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x, a cap de 4 mesos de I'implant i.m.f.p. (A). Tincié d’ hemotoxilina-
eosina d’una metastasi pulmonar dels tumors 435/Bcl-x,, visualitzada a microscopi optic (x33), i un
detall de |’ anterior (x200) (B).
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3.- Contribucié delainhibici6 de I’apoptosi induida per sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-
XL en la seleccio del fenotip metastatic

Per tal de determinar si la presencia de Bcl-2 o Bcl-x. i la consegiient inhibicié de
I”apoptosi induida per aguestes proteines afavoria la seleccio d'un fenotip metastatic més
agressiu en els tumors 435 o s induia finalment el fenotip metastatic en els tumors 468 no
metastatics, es van realitzar successius implants in vivo/in vitro de les cél lules derivades per
cultiu primari (Figura 15).

Després de cada implant in vivo/in vitro es va comprovar que els nivells d expressio de
les proteines Bcl-2 i Bel-x,. es mantenien a llarg del procediment experimental (Figura 39).

Es va observar que els tumors obtinguts del 3" implant (468/Bcl-2 T3 i 435/Bcl-2 T3 i
435/Bcl-x,. T3) mantenen els nivells de sobreexpressio de les proteines Bel-2 o Bel-x,. similars
alsdelstransfectantsinicials.
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Figura 39.- Expressié de Bcl-2i Bcl-x, en els successiusimplantsin vivo/in vitro dels
transfectants de les cél -lules 468 i 435. Analisi per western blot de la proteina Bcl-2 en
els lisats de les céllules 468/Neo, 468/Bcl-2, 435/Neo, 435/Bcl-2 i en les derivades
delstumors del 3" implant: 468/Neo T3, 468/Bcl-2 T3, 435/Neo T3 i 435/Bcl-2 T3, i de
la proteina Bcl-x, en els lisats de les cdl-lules 435/Neo, 435/Bcl-x, pool, 435/Bcl-x, i
435/Neo T3, 435/Bcl-x. pool T3 i 435/Bcl-x. T3. Es van carregar 50 pg de proteina
total de cada mostra, i I'expressié d’'Actina es va utilitzar com a control de carrega
proteica.
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3.1.- Capacitat tumorigena en elsreimplants
En la Figura 40 es representa el creixement dels tumors derivats del 2" i 3" implant in
vivo/in vitro de les cél -lules 468 coinjectades amb matrigel, observant-se que Bcl-2 inhibeix €l

creixement dels tumors 468 en els successius implants in vivo/in vitro.

20 implant

450
400 -
350 A

%)

8

—@—468/Neo T1
—A—468/Bcl-2T1

Volumtumor (

100

0 7 14 21 28 3B 42 49 5% 63 70 77
Temps dimplant (d)

—@— 468/Neo T2
—&—468/Bcl-2T2

0O 7 14 21 28 3H 42 49 5% 63 70 77
Temps dimplant (d)

Figura40.- Capacitat tumorigena dels transfectants de Bcl-2 de les cél-lules 468 després del 2" i 3°
implant in vivo/in vitro. Els resultats representen la mitjana del volum del tumor + error estandard per cada
grup experimental .

Laincidencia de tumorigenesi en les ratolines inoculades amb les cel -lules 468 va ser del
100% en tots €ls casos, i es va observar disminucié en el periode de laténcia d aparicio dels
tumors del 2" al 3" implant ortotopic. Aixi, en € 2" implant els tumors van ser mesurables el

dia14éi, end 3, d 7¢dia.
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Els tumors 468/Bcl-2 T1 (n=5) i T2 (n=6) van créixer menys que els respectius tumors
468/Neo T1 (n=5) i T2 (n=5), i aquestes diferéncies van augmentar amb els successius
implants. La mitjana + error estandard del volum dels tumors expressats en mm?® e dia de
I’exéresi van ser: en e 2" implant, 144,10 + 2,24 per as tumors 468/Bcl-2 T1 i 286,21 + 5,66
per als 468/Neo T1 (Kruskal-Wallis, p=0,009), i en € 3" implant, 155,59 + 17,21 per as
468/Bcl-2 T2 i 365,50 + 49,45 per als 468/Neo T2 (Kruskal-Wallis, p=0,006).

Les dades del volum dels tumors obtingudes dels successius implants in vivo/in vitro es
van analitzar utilitzant un model lineal mixt d’andlisi del volum del tumor respecte del temps
gueinclou els efectesdel’implant i de laliniacel-lular.

Per tal d'gustar les dades a la linearitat les mesures del volum del tumor es van
transformar a escala logaritmicainterpretant-se com a volum exponencial, i donat que el 7¢ dia
elsvalorsdiferien de lalinearitat es va descartar aquest dia.

El model va permetre tractar cada implant per separat (17, 2" i 3") i agrupar les linies
cel-lulars en dos grups (Neo i Bcl-2). Els pendents de cada implant (p=0,32) i de cada linia
cel-lular (p=0,13) no van donar diferéncies estadisticament significatives a partir del dia 145,

El model va generar unarecta diferent per liniacel-lular i implant (Figura41).

1000 1

Volumtumor (n’ma)
=
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Bcl-2 20
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0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Temps dimplant (d)

Figura4l.- Representacio grafica de la tumorigénesi dels transfectants 468 utilitzant |’ gjust
del model lineal mixt que compara el volum tumoral dels tresimplants successius.
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El pendent de les rectes ens déna la velocitat de creixement dels tumors i es va mostrar
que a partir del dia 148 |es rectes tenien el pendent constant per a totes les linies i tots els
implants. Aixi, dels 14 as 68 dies, els tumors van presentar creixement exponencial
augmentant cada dia un 4,8% el seu volum.

El dia 14° es va observar que ja s havien establert les diferéncies en el volum dels
tumors Neo i Bcl-2 (p<0,0001) i aguestes diferéncies es van incrementar amb els successius
implants (p<0,0001).

El creixement dels tumors derivats del 2" i 3" implant in vivo/in vitro de les cél lules 435
es mostra en la Figura 42, i s observa que Bcl-2 i Bcl-x. incrementen € volum dels tumors
amb els successius implants in vivo/in vitro.

La incidencia dels tumors 435 va ser del 100% en tots els casos, i es va observar una
disminucio en el periode d’ aparicié dels tumors del 2" al 3F implant. Aixi, en e 2" implant els
tumors es van fer aparents el dia21%i, en el 3, el dia 14°,

El volum dels tumors va augmentar amb els successius implants in vivo/in vitro, i esva
assolir un mateix volum en un interval de temps cada cop menor. Aixi, en € 3" implant els
tumors es van extirpar dues setmanes abans del periode previament establert de 49 dies,
perque al cap de 35 diesjatenien un volum similar a dels atres dos implants.

En e 2" i 3" implants també es va observar que el creixement dels tumors 435/Bcl-2 i
435/Bcl-x, era lleugerament major que el dels tumors 435/Neo, i aquestes diferéncies es van
incrementar amb els implants. La mitjana + error estandard del volum dels tumors expressat en
mm® el diade I’exéresi va ser: en e 2% implant, 151,86 + 23,61 per als tumors 435/Bcl-2 T1;
149,24 + 18,53 per als 435/Bcl-x,. T1; 146,97 + 18,22 per as 435/Bcl-x. pool T1 i 107,97 +
8,84 per as 435/Neo T1 (Kruskal-Wallis, p=0,25), i en € 3" implant, 127,72 + 11,21 per als
435/Bcl-2 T2; 166,87 + 9,51 per als 435/Bcl-x. T2; 166,10 + 25,61 per als 435/Bcl-x,. pool T2
1 96,20 + 12,11 per als 468/Neo T2 (Kruskal-Wallis, p=0,027).
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Figura42.- Capacitat tumorigena dels transfectants de Bcl-2 i Bcl-x, de les cel-lules 435 després del 2"
i 3" implant in vivo/in vitro. Els resultats representen la mitjana del volum del tumor + error estandard per
cada grup experimental.

Les dades del volum dels tumors derivades dels successius implants in vivo/in vitro
també es van analitzar utilitzant el model lineal mixt d’analis del volum del tumor respecte
del temps que inclou els efectesde I'implant i delaliniacel-lular.

El model va permetre tractar cada implant per separat (1%, 2" i 3 i agrupar les linies
cel-lulars en dos grups (Neo i Bcl). El pendent de cada implant va donar diferéncies
estadisticament significatives entre elles (p=0,0001) i les linies cel lulars 435/Bcl-2, 435/Bcl-
XL i 435/Bcl-x. pool es van englobar en € grup anomenat Bcl, donat que no van mostrar

diferéncies estadisticament significatives entre elles (p=0,2804). EI model va generar unarecta
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per linia cel-lular i implant (Figura 43).
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Figura43.- Representacio graficade latumorigénes dels transfectants 435 utilitzant |’ gjust del
model lineal mixt que compara el volum tumoral dels tres implants successius. El model genera
unarecta per liniacel -lular i implant. El punt detall amb I’ eix d' abscisses ens déna el moment en
gué comencen a créixer elstumors, i el pendent de les rectes la seva velocitat de creixement.

El punt de tall amb I’ eix d abscisses ens dona el moment en qué comencen a créixer els
tumors, observant-se que els tumors del 3" implant comencen a créixer abans que els del 17 i
2", Aixi, € punt de tall de les rectes Neo 3" i Bcl 3" amb I eix d’ abscisses va estar entre els 11-
13 dies, mentre que & dels Neo i Bcl del 1" i 2" implant van estar al voltant dels 17-19 dies.
Tanmateix, no s observen diferencies entre Neo i Bcl en I'inici del creixement dels tumors.

Lainterseccio de les rectes amb I” eix d’ ordenades no és cap dada rellevant, donat que és
una perllongacié de les rectes i implicaria volums negatius.

El pendent de les rectes ens donala velocitat de creixement dels tumors, i es va observar
gue la velocitat de creixement és major en els tumors Bcl respecte als Neo (p<0,0001), i que

aguest augment s’ incrementa amb els successius implantsin vivo/in vitro (p<0,0001).
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3.2.- Capacitat metastatica en elsreimplants

Donat que després d’ un any de seguiment de I’ evolucié de les ratolines implantades amb
les cél-lules 468/Bcl-2 i 468/Bcl-x. no es va induir e fenotip metastatic, els experiments de
seleccio in vivo/in vitro es van realitzar nomes per a's transfectants de Bcl-2.

En e 2" i 3" implant, els tumors 468/Bcl-2 T1 i 468/Bcl-2 T2, respectivament, no van
desenvolupar metastasis. En la necropsia no es van observar lesions metastatiques aparents en
els diferents ganglis limfétics, els pulmons ni en cap dels organs de la cavitat peritoneal. Els
ganglis limfatics inguinals, lumbars, mesentérics, axil-lars, mediastinics i cervicals i €els
pulmons es van extreure i es van incloure en parafina per analitzar-los histol ogicament.

L’ estudi histologic de les mostres per tincid hematoxilina-eosina va mostrar que, després
dels successius implants en I’'animal d’ experimentaciod, Bcl-2 no és capag d'induir capacitat
metastatica a les cél -lules 468 no metastatiques.

En laFigura 44 es mostra la capacitat metastatica dels tumors 435/Bcl-2 i 435/Bcl-x,. del
2"i 3 implant.

En e 2" implant, els tumors de 435/Bcl-2 T1 i 435/Bcl-x. T1 produeixen major nombre
de metastasis pulmonars <3 mm, i >3 mm de diametre que el's tumors 435/Neo T1, sent aquest
augment similar a |’ observat en el del 1" implant ortotopic. La mitjana + error estandard del
nombre de metastasis pulmonars <3 mm i >3 mm per ratolina van ser: 29,67 + 7,311 5,00 +
0,58 per as tumors 435/Bcl-2 T1; 30,33 + 3,53 i 4,00 + 0,58 per als 435/Bcl-x_ pool T1,
21,80+ 4,001 6,20 + 1,20 per als 435/Bcl-x. T1i 4,33 + 1,45 per as 435/Neo T1, que no van
induir metastasis >3 mm. La mitjana del nombre de metastasis per ratolina va mostrar
diferencies estadisticament significatives entre els grups tant en les metastasis <3 mm
(Kruskal-Wallis, p=0,05) com en les >3 mm (Kruskal-Wallis, p=0,045).

En e 3 implant, e tumors 435/Bcl-2 T2 i 435/Bcl-x. pool T2 també donen major
nombre de metastasis pulmonars <3 mm, i >3 mm de diametre que €ls transfectants 435/Neo
T2, augmentant respecte al 1" i 2" implant. La mitjana + error estandard de les metastasis
pulmonars <3 mm i >3 mm per ratolina van ser: 35,80 + 8,60 i 11,60 + 1,96 per als tumors
435/Bcl-2 T2; 31,40 + 3,80 i 8,80 + 2,08 per als 435/Bcl-x. pool T2; 4,40 + 1,17 per als
435/Bcl-x. T2 i 7,25 + 2,87 per as 435/Neo T2, que no van induir metastasis >3 mm.
Aquestes divergéncies en € nombre de metastasis per ratolina van mostrar diferencies
estadisticament significatives entre els grups tant en les metastasis <3 mm (Kruskal-Wallis,
p=0,004) com en les >3 mm (Kruskal-Wallis, p=0,002).
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Figura44.- Capacitat metastatica dels transfectants de Bcl-2 i Bcl-x, de les cél-lules 435
desprésdel 2" i 3" implant in vivo/in vitro a cap de 4 mesos de I’implant ortotopic. Lagrafica
mostra la mitjana del nombre de metastasis pulmonars per ratolina, que es separen en
metastasis <3 mm i >3 mm de diametre. En la part inferior de la grafica apareix laincidéencia
de metastasis pulmonars i ganglionars per cada un dels grups.
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A)

B)

435/Ne0 T2 435/Bcl-x, T

Figura45.- Fotografies  representatives de  |'organoespecificitat
metastatica de les cél-lules 435/Bcl-x, T2. A) Pulmons de ratolines
inoculades amb les cél-lules 435/Bcl-x, T2, en qué sobserven
majoritariament metastasis en €l's ganglis mediastinics (x0,8). B) Metastasis
ganglionars cervicals i axil-lars de tumors 435/Bcl-x, T2. C) Andisi
histologica d’ una metastasi ganglionar cervical 435/Bcl-x. T2 on es mostra,
a I'esquerra, la infiltracié ganglionar del teixit tenyit amb hematoxilina-
eosinai, aladreta, I’ expressié IHC de Bcl-x, .
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Tanmateix, els tumors 435/Bcl-x. T2 van presentar un hombre molt baix de metastasis
pulmonars, i en aquest cas les ratolines van morir per metastasis ganglionars i no per
metastasis pulmonars. Bcl-x. afavoreix la metastasi ganglionar en cdl-lules 435 amb els
successius implants in vivo/in vitro, observant-se que un 60% de les ratolines presentava els
ganglis mediastinics, cervicals i axil-lars afectats, i els pulmons practicament lliures de
metastasi (Figura 45).

En els tumors 435/Bcl-x. pool T2, un 40% de les ratolines van presentar metastasis
ganglionars, encara que també presentava metastasis pulmonars. En contraposicio, cap de les
ratolines inoculades amb €els transfectants de Bcl-2 van mostrar ganglis afectats, igual que les
ratolines inoculades amb lalinia Neo.

En conseqliencia, sesdevé un canvi en |’ organoespecificitat de les metastasis en €els

transfectants de Bcl-x; deles cdl -lules 435.
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4.- Reversio dd fenotip metastatic amb una construccio antisentit de bc/-x;

Per tal de demostrar que € creixement de les metastasis esta lligat ala sobreexpressio de
Bcl-x, lalinia cel-lular 435/Bcl-x, es va cotransfectar amb €l vector d’ expressio ZeoSV?2 (+)
contenint una segiencia de 0,6 kb de I’ADNc del gen antiapoptotic bcl-x. en orientacio
antisentit o sense lainsercio, com acontrol.

L’ expressio proteica de Bcl-x, es va determinar per western blot utilitzant un anticos
policlonal anti-Bcl-x (Figura 46).

Els transfectants de Bcl-x_ antisentit mostren menys expressio de la proteina que les
cel-lules 435/Bcl-x., i fins i tot els nivells observats son lleugerament menors als de les
cél-lules Neo.

En els clons seleccionats la cotransfeccié amb la seqliencia antisentit de bcl-x. no va
modificar els nivells de la proteina proapoptotica Bcl-xs. Es a dir, cal que no hi hagi reduccié

de proteines proapoptotiques perqué pugui induir-se lamort cel-lular.
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Figura46.- Expressié de Bcl-x. en els transfectants antisentit
de les cel-lules 435/Bcl-x.. Andlisi per western blot de la
proteina Bcl-x. en els lisats cel-lulars 435/Neo, 435/Bcl-x,,
435/Bcl-x_-Zeo i 435/Bcl-x,-Bcl-x, (-) antisentit. Es van carregar
50 ug de proteina total de cada mostra, i I’ expressié d'Actina es
va utilitzar com a control de carrega proteica.

4.1.- Apoptos induida per TGF-B i TNF-a

En els transfectants 435/Bcl-x -Bcl-x, (-) es van realitzar tests biologics per tal d estudiar
s la disminucio de I’ expressio de Bcl-x. en les céllules 435/Bcl-x, era capag de revertir la
resisténcia a |’ apoptosi observada préviament. Es va analitzar la supervivencia cel-lular dels

clons antisentit enfront dels factors de creixement TGF- i TNF-o testats anteriorment, i
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S observa gue la segiencia de bcl-x_ antisentit indueix apoptosi en les cél-lules 435/Bcl-x, -
Bcl-x.(-) anivells similars al's que mostren les cél -lules 435/Neo (Figura 47). Aixi, a5 ng/mi
de TGF-f i a200 U/ml de TNF-a., laviabilitat cel-lular per ales cél-lules 435/Bcl-x, va ser del
80-90%, i aquesta viabilitat va disminuir en les cél-lules 435/Bcl-x -Bcl-x.(-) antisentit d’un
40-50%. La inducci6 d apoptosi en les cél-lules 435/Bcl-x -Bcl-x.(-) antisentit va ser
lleugerament menor a |’ observada en les cél -lules 435/Neo, fet que podria correspondre a uns

nivells de Bcl-x. també menors en aquests clons respecte al clon Neo.

TGF-B

—@— 435/Neo

—i— 435/Bcl-x,_

—&— 435/Bcl-x,-Zeo
—a— 435/Bcl-x -Bcl-x (-) 1
== 435/Bcl-x, -Bcl-x, (-) 2

% Viabilitat cel-lular

0 1,25 25 375 5 ng/ml

TNF-a

—@— 435/Neo

—i— 435/Bcl-x_

—&— 435/Bcl-x, -Zeo
—— 435/Bcl-x -Bcl-x (-) 1
—¥— 435/Bcl-x,-Bcl-x (-) 2

% Viabilitat cel-lular

0 T T T 1
0 50 100 150 200 U/ml

Figura47.- Viabilitat cel-lular dels transfectants de Bcl-x, antisentit de lalinia
435/Bcl-x,.. Aquesta grafica mostra €l percentatge de viabilitat cel-lular mesurat
per I'assaig de I’'MTT, on les cél-lules de Bcl-x, van ser cultivats sense serum en
presenciade (h)TGF-f a1,25-5 ng/ml o r(h)TNF-o. @ 50-200 U/ml durant 120 h.
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4.2.- Adhesio cel-lular a proteinesde la matriu extracel-lular

In vitro també es va analitzar si ladisminucio dels nivells de Bcl-x, recuperaval’ adhesio
cellular en diverses proteines de la matriu extracel -lular (Figura 48).

La disminucié dels nivells de proteina Bcl-x. s associa a augment de I'adhesié a
proteines de la matriu extracel-lular (laminina i col-lagen 1V), a nivells comparables a
transfectant Neo. Aixi, els transfectants antisentit de Bcl-x, van recuperar un 25% de I’ adhesio
cel-lular a la laminina i un 18% a col-lagen 1V respecte a la del transfectant 435/Bcl-x.
(ANOVA, p<0,0001).

120 -

100 A
E_g [0 435/Neo
- 80 T
8 [1435/Bcl-%,
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5 0 [ 435/Bcl-x, -Bcl-x, () 1
; W 435/Bcl-x -Bcl-x () 2

20 .
0 T T

Matrigel Laminina Col-lagen IV

Figura48.- Adhesid dels transfectants antisentit de Bcl-x, obtinguts de les cél-lules 435/Bcl-x, . Els
resultats s expressen com a percentatge de cel-lules adherides a matrigel, laminina i col-lagen IV
respecte a les cél-lules sembrades, i representen la mitjana + desviacio estandard de 3 experiments
independents fets per triplicat.

4.3.- Capacitat tumorigenai metastatica

En la Figura 49 es representa el creixement tumora i.m.f.p. per a un dels transfectants
antisentit de les cél -lules 435/Bcl-x, .

Laincidenciaen |’aparicio del tumor va ser del 100% en tots els casos. Els tumors van
apareixer dues setmanes després de |’ implant, i esvan extirpar al cap de 49 dies. El creixement
dels tumors 435/Bcl-x.-Bcl-x. (-) antisentit va ser lleugerament menor que el dels tumors
435/Bcl-x -Zeo i 435/Bcl-x.. Lamitjana + error estandard del volum dels tumors expressat en
mm® e dia de I’exéresi va ser: 73,69 + 6,06 per as tumors 435/Bcl-x_-Bcl-x,(-) antisentit;
88,51 + 6,46 per ads 435/Bcl-x.-Zeo i 98,25 + 9,86 per as 435/Bcl-x. (Kruskal-Wallis,
p=0,12).
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125 4 —m— 435/Bcl-x
100 - —e— 435/Bcl-x,-Zeo
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Figura49.- Creixement dels tumors induits per implantacié ortotopica d'un dels transfectants
antisentit de Bcl-x, . El volum dels tumors es va calcular utilitzant la formula: Volum (mm®)= a x b?/2,
on ai b sdn els diametres major i menor (en mm), respectivament, i els resultats representen la mitjana
+ error estandard.

La seqlencia antisentit de bcl-x_ pot induir la reversio del fenotip metastatic que
s esdevé en les cél-lules 435/Bcl-x, . Els tumors 435/Bcl-x_-Bcl-x, (-) antisentit no indueixen
metastasis pulmonars <3 mm ni >3 mm de diametre al cap de 4 mesos de I’implant ortotopic.
Laincidéncia de metastasis pulmonars per als tumors 435/Bcl-x, i 435/Bcl-x_-Zeo va ser del
100%. Aixi, la mitjana + error estandard de les metastasis pulmonars <3 mm i >3 mm per
ratolina van ser: 27,50 + 7,50 i 8,00 + 3,77 per as tumors 435/Bcl-x, i 22,00 + 4,00 4,00 +
1,56 per als 435/Bcl-x,-Zeo.
Altrament, no es va detectar afectacié ganglionar en les ratolines inoculades amb €l
transfectant antisentit, contrariament a I’ observat en les inoculades amb els transfectants de

Bcl-x, i Bcl-x.-Zeo, que van desenvolupar metastasis ganglionars en el 25% dels casos.
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Discussio

Els mecanismes moleculars i cel-lulars responsables del fenotip metastatic en € cancer
de mama son poc coneguts. Aix0 és degut en part al fet que € procés metastatic involucra una
serie d esdeveniments interconnectats pels quals les cdl-lules tumorals resisteixen una pressio
considerable provocada per les cél-lules de I’ hoste, capaces de produir citocines i factors de
creixement i interaccionar activament amb les cél-lules invasores (Fidler, 1997). Tanmateix,
I” habilitat de les cél-lules tumorals per resistir els senyals de mort podria contribuir a crear les
condicions favorables per al desenvolupament de les metastasis. Entre les etapes del procés
metastatic que podrien estar afavorint-se s'inclourien la supervivencia en e torrent sanguini
(Nikiforov i cal., 1997) i |’ estat de dormancy de les micrometastasis (Holmgren i col., 1995),
entre d altres.

Conceptualment, aguesta relacié entre la metastasi i la resisténcia a I’ apoptosi sembla
obvia donat que les cél-lules tumorals, durant el procés metastatic, han de ser capaces de
preservar la viabilitat cel-lular sota condicions que podrien ser deletéries. De fet, Raff (1992)
va proposar que lainhibicié de la mort cel-lular programada de les cél -lules depen dels senyals
de supervivencia generats pel microentorn especific; aquest requeriment pot servir per evitar
I’ expansi6 aberrant i/o migracié en teixits normals i permetre la regulacié dinamica de lamida
dels teixits. Aquest model prediria que les cdl-lules metastatiques han d adquirir nous
mecanismes per inhibir I’ apoptosi un cop deixen el microentorn del teixit del tumor d’ origen,
ja sigui mitjancant interaccions especifiques amb el nou microentorn, per sobreregulacié de
mecanismes cel-lulars o per ambdues causes. EI microentorn del teixit local de | hoste té un
paper decisiu en la metastasi, donat que la interaccio entre les cel-lules tumoralsi els diversos
tipus cel-lulars de I’ hoste desencadenen vies d'invasio, proliferacio i supervivencia (Liotta i
Kohn, 2001).

Existeixen evidéncies que indiquen gque la metastasi pot ser incrementada per |” habilitat
de les cél-lules a resistir els estimuls inductors de mort (Shtivelman, 1997). L’ Us de linies
cel -lulars canceroses amb potencial metastatic diferent ha demostrat una associacié fenotipica
del potencial atament metastatic amb la resistencia incrementada a |’ apoptosi en un model de
metastasis experimentals de melanoma muri B16 (Glinsky i col., 1996) i en cél-lules de
carcinoma de mama humana (Glinsky i col., 1997). Aixi, les céllules menys metastatiques son
més sensibles alainducci6 d apoptosi in vitro, indicant que les més metastati ques adquireixen
algun avantatge intrinsec de supervivencia.

Els tumors organotopics de cél -lules d’ adenocarcinoma de mama humana amb activitat
metastatica presenten nivells d'apoptosi menors que els obtinguts amb cel-lules no

metastatiques. Aquesta disminucié de |’ apoptosi pot associar-se a la sobreexpressio de les

119



Discussio

proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcel-x. en es tumors. Aquestes dades preliminars ens
portaren a I’analis de transferéncia genica de bcl-2 i bcl-x_, utilitzant diversos models
cel-lulars de carcinoma de mama essencials per establir una associacié genetica entre la

resisténcia al’ apoptosi i € fenotip metastatic del cancer de mama.
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1.- Influéncia de la sobreexpressié de Bcl-2 i Bel-x. en e fenotip metastatic de cél-lules
d’ adenocar cinoma de mama humana

En aguest estudi es mostra que la sobreexpressio de les proteines antiapoptotiques Bcl-2
I Bcl-x. incrementen el potencial metastatic de cel -lules de carcinoma de mama. Laresistencia
al’apoptosi que indueixen aquestes proteines s esdevé per un mecanisme a través del qual les
cel -lules poden assolir amb éxit les diferents etapes de |a progressi 6 metastatica.

Bcl-2 i Bcl-x. afavoreixen I’ activitat metastatica de les cél-lules 435 en diferents etapes
del procés. disminucié de I'adhesié cel-lular a proteines de la matriu extracel -lular, inhibicio
de la mort cel-lular per desadhesio de la matriu extracel-lular o anoikis i avantatge per
sobreviure en €l torrent sanguini i/o en I’ organ diana facilitant el creixement metastatic.

Lainhibici6 de I’ apoptosi i de I’ anoikis induides per la sobreexpressio de Bcl-2 i Bel-x,
requereix ahora altres alteracions genetiques necessaries perqué les cel-lules de cancer de
mama esdevinguin metastatiques. Aixi, Bcl-2 i Bcl-x. no indueixen el fenotip metastétic dels
tumors obtinguts amb les cél-lules no metastatiques 468. Aquestes cél-lules tumorals, tot i que
presenten el gen p53 mutat, no posseeixen el's requeriments oncogenics necessaris per assolir
el fenotip metastatic, i ni Bcl-2 ni Bcl-x, tenen la capacitat d’ induir-los. En realitat, els nostres
resultats recolzen la idea que existeix una base genetica i molecular lligada a fenotip
metastatic en el cancer de mama, i que I’ accio de les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bel-x.
estaria condicionada per la dotacié oncogenica de les cél-lules, participant en I’ avantatge de

creixement selectiu durant la progressié tumoral.

1.1.- Relaci6é delacé-lulaamb e microentorn

Durant € procés metastétic, les cel-lules tumorals s han de desprendre del tumor primari
I, posteriorment, sobreviure sense les interaccions adients entre les seves moléecules de
superficie i les proteines de la matriu extracel-lular (Hart i Saini, 1992). Les proteines de la
matriu extracel lular son tipicament grans glicoproteines, entre les quals s'inclouen €
col-lagen 1V, la fibronectinag, la laminina, els proteoglicans i moltes altres (Mosher i col.,
1992). Per avaluar I'adhesio cedl-lulamatriu extracel-lular en la progressio tumoral, hem
utilitzat la fibronectina per assgjar I’ adhesi6 de les cdl -lules ala matriu intersticial, mentre que
la laminina i e col-lagen tipus IV s utilitzen per representar |’adhesio de les cel-lules a la
membrana basal (Akiyamai col., 1990). Els resultats obtinguts mostren que la sobreexpressio
de Bcl-2 o Bcl-x. redueix I'adhesié a la laminina, la fibronectina i € col-lagen 1V en les
cel-lules 435. Aquest fet esta en concordanca amb el descrit per altres autors, que demostren

gue cél-lules derivades de tumors primaris de mama de pacients amb metastasis ganglionars
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son significativament menys adhesives a proteines de la matriu extracel lular que les de
pacients amb ganglis limfatics negatius (Gui i col., 1997). En general, les cel-lules de cancer
de mama menys adherents a la matriu extracel-lular poden tenir més predisposicid a
metastatitzar.

Les interaccions cel-lulars a la matriu extracel -lular a través de la unid a llocs especifics
en la fibronectina, la vitronectina, la laminina i €l col-lagen s esdevenen principa ment
mitjancant les integrines (Hynes, 1992). En cél-lules de cancer de mama s ha descrit una
reduida expressié d'integrines (Zutter i col., 1990; Pignatelli i col., 1991; Koukoulis i cal.,
1991). En estudis in vitro, diversos treballs han posat de manifest la relacio entre el fenotip
maligne i aquests receptors. Quan e receptor de la laminina i e col-lagen a.pB; es
sobreexpressa en carcinomes de mama pobrament diferenciats s observa una reversio del
fenotip maligne a un fenotip epitelial diferenciat (Zutter i col., 1998). La transfeccio de
cél-lules d' ovari d’hamster xinés amb I’ADNc del receptor de la fibronectina asp; inhibeix
I"habilitat d’ aquestes cél-lules per créixer i establir tumors en ratolines immunodeprimides
(Giancotti i Ruoslahti, 1990). Tanmateix, una expressio disminuida d’ integrines en aquestes
cel-lules els confereix un major potencia invasiu (Schreiner i col., 1991).

Malgrat aix0, la funci6 dels receptors d’adhesié cel-lular pot ser requerida per la
interaccié de les cel-lules canceroses amb I’endoteli i 1a seva migracié a través de la matriu
extracel -lular en el lloc del tumor primari igual que en el secundari (Aznavoorian i col., 1990).
Defet, és possible que I" habilitat per envair requereixi una expressio intermedia de la capacitat
adhesiva, ja que una adhesio insuficient suposaria la incapacitat de les cél-lules tumorals
circulants a quedar arrestades i envair un lloc secundari. Aixi, I’expressio d’integrines pot ser
alterada en el procés metastatic de cél-lules de cancer de mama. S ha reportat que nivells ats
d’integrines a S associen amb €l fenotip metastatic de cel-lules humanes de cancer de mama
(Mukhopadhyay i col., 1999). També s hatrobat que I’ expressio del receptor de la vitronectina
oP3 augmenta en tumors de mama invasius i en metastasis distants (Liapisi col., 1996). De
fet, I'analis de I’expressio d'integrines en les cél-lules del tumor primari i en les metastasis
distants proporcionara informacio de la regulacié en I’ expressié d’ aquests receptors durant €l
procés metastatic in vivo.

Es podria dir que la disminucio de I'adhesié cel-lular a la matriu extracel-lular es
necessaria a les cel-lules tumorals per desadherir-se de la massa del tumor primari i moure’s
sense dificultat através de |’ estroma en el procés metastatic. Aixi, lareduccio de |’ adhesio que
s observa en les cél-lules 435 derivaria en cél-lules tumorals amb major predisposicio a
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metastatitzar. Per tant, ladisminucio de I’ adhesio cel -lular asociada ala sobreexpressié de Bcl-
2 0 Bcl-x_ indueix major independéncia dels senyals desencadenats per les proteines de la
matriu extracel-lular, i afavoreix la supervivencialliure d' ancoratge.

De fet, la capacitat d’ adhesio a la matriu extracel -lular de les cel-lules no metastatiques
468 i MCF-7 no es veu modificada per la sobreexpressio de Bcel-2 i Bcl-x,.. Aquestes cél-lules
no metastatiques mostren major adhesié a proteines de la matriu en comparacié amb les
metastatiques 435. Aixi, es suggereix que les cdl-lules tumorals no metastatiques que son Més
adherents a substrats poden ser incapaces de comencar el procés metastatic i migrar del tumor
primari. Altrament, la sobreexpressio de proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x, no té efecte
a disminuir aguesta major capacitat adhesiva de les cel-lules tumorals, fet que suggereix la
perdua de la capacitat adhesiva com a element clau en la inhabilitat per iniciar €l procés
metastatic. Consegiientment, la péerdua d' adhesié a proteines de la matriu extracel-lular
constitueix un guany per a la progressié metastatica de les cél-lules de cancer de mama, i
estara determinada per les alteracions oncogeniques gue s esdevinguin en cada tumor.

Diverses evidéncies assenyalen el paper de la matriu extracel -lular com a reguladora de
I” apoptosi en les cdl-lules epitelials mamaries (Boudreau i col., 1995). Aixi, es suggereix que
lainduccié del fenotip metastatic podria dependre de I’ oportunitat de les céllules tumorals per
adquirir resisténcia a I’anoikis o mort cel-lular per desadhesié de la matriu extracel-lular;
procés en el qual intervindrien les proteines antiapoptotiques Bcl-2 (Frisch i col., 1996) i Bcl-
XL (Rodeck i col., 1997). Aquests treballs mostren que la disrupcié de les interaccions cél -lula
substrat indueix una disminucié dels nivells dARNm i proteina de Bcl-2 o Bcl-x.
sensibilitzant les cél -lules ala mort independent d’ ancoratge in vitro.

Nosaltres hem observat que les cél -lules metastatiques 435 presenten major capacitat de
resisténcia a I’anoikis que les cél-lules no metastatiques 468 i MCF-7. La sobreexpressio de
Bcl-2 i Bcel-x. indueix avantatge per sobreviure amb independéncia de I’ ancoratge en les tres
linies cel-lulars d'adenocarcinoma de mama humana utilitzades. Aixd no obstant, aquest
avantatge augmenta en les cdl-lules metastatiques a llarg del temps, rescatant un 20-40% de
les cél-lules 435 de la mort per anoikis, mentre que en les cél-lules no metastatiques aquest
avantatge disminueix amb € temps, i en rescata només un 5-10%. Aixi, aquestes dades ens
indiquen que per tal que la metastasi s esdevingui es requereix un nombre minim de cel-lules
capaces de sobreviure en suspensio, que estaria determinat per les caracteristiques intrinseques
de les cél -lules que també condicionaran I’ efecte de les proteines antiapoptotiques Bel-2 i Bcl-

X, en lainhibicid del’ anoikis.

123



Discussio

Els resultats estan en concordanca amb els trobats per altres autors, que demostren que la
sobreexpressio de Bcl-2 protegeix les cel-lules humanes de cancer gastric de I’anoikis,
incrementant la seva habilitat per la disseminacié intraperitoneal (Yawatai col., 1998). D’atra
banda, la disminucio de I’ expressio de Bcl-x, sensibilitza les cél-lules de carcinoma d' ovari a
I”anoikis i disminueix significativament la seva capacitat tumorigena in vivo (Frankel i col.,
2001), fet que suggereix que la sobreexpressié de Bcl-x. pot contribuir a la resistencia a la
mort cel-lular per desadhesio de la matriu extracel -lular en aquestes cél-lules. La resisténcia a
I”anoikis també provoca un increment del potencial metastatic de cél-lules de melanoma en
para-lel amb mdiltiples alteracions de les seves propietats fenotipiques (Zhu i col., 2001).
Aquestes dades indiquen que Bcl-2 o Bcl-x, protegeixen les cél-lules de I’anoikis quan les
interaccions amb la matriu extracel -lular es trenquen, permetent-1os continuar proliferant.

Partint d’ aguests resultats podriem dir que les proteines Bcl-2 i Bcl-x, influeixen en la
progressio metastatica del cancer de mama després que les cel lules han perdut la dependéncia
de la matriu extracel-lular. El procés metastatic és avortat s les cél-lules no han escapat del
control de la matriu extracel lular, com en les cdl-lules 468 o0 MCF-7, les quals mantenen
I’adhesié a la matriu extracel lular i moren en condicions no adherents, fins i tot quan les
proteines antiapoptotiques sén sobreexpressades.

El pas de les cél-lules canceroses d'independitzar-se de la matriu és essencial perque la
sang i/o la limfa pugui vehicular-les durant el procés metastatic. La seleccié de cdl-lules
tumorals amb habilitat per sobreviure en € torrent sanguini i desenvolupar metastasis en
organs distants pot estar condicionada per I’expressio de proteines antiapoptotiques. Altres
treballs han reportat que la sobreexpressié de Bcl-2 deriva en un blogueig de I’ apoptosi en
cél-lules desadherides, i en una incrementada supervivencia cel-lular en la circulacio
(Nikiforov i col., 1997). Els nostres resultats també mostren que la sobreexpressio de Bcl-x.
indueix supervivencia en el torrent sanguini i/o en I’ organ diana en les cel -lules 435. D’ acord
amb aguestes dades es suggereix que, en la progressio metastatica, la sobreexpressio de les
proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. podria ser important per conferir a les cél-lules
tumorals que han adquirit la capacitat d’ envair i arribar a torrent sanguini la capacitat de
sobreviure en lacirculacio.

El fet que només unes poques cdl-lules puguin ser recuperades dels pulmons a les 16 h
de lainjecci6 intravenosa i que finalment Bcl-x. sigui detectat en les metastasis pulmonars
evidencia que la mgjoria de cél-lules moren a I’inici del procés metastatic. Recentment, s ha
confirmat que I’ apoptosi de les cél-lules tumorals en els pulmons és un esdeveniment inicial

gue bloqugja la formacié de colonies metastatiques. Els autors demostren que la
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sobreexpressié de Bcl-2 confereix resisténcia al’ apoptos en els pulmons in vivo després de la
injeccio6 de les cd-lules en la circulacid, incrementant les metastasis pulmonars
macroscopiques (Wong i col., 2001). Aixi, lainhibicié de I’ apoptosi induida per Bcl-2 o Bcl-
XL pot induir la supervivéncia de les céllules tumorals en la circulacié i/o en |’ 0rgan dianaii,
finalment, promoure la metastasi. Tanmateix, la injeccié de cél-lules de melanoma en la
circulacio ha documentat el fracas de cél-lules solitaries per iniciar el creixement en llocs
metastatics, i la necessitat de factors de creixement per crear un ambient permissiu (Luzzi i
col., 1998; Cameron i col., 2000). Essent aixi, les cél-lules tumorals poden patir un periode de
dormancy, seguit d’un rapid creixement quan les condicions son favorables o hi ha presents
factors de creixement/citocines (Holmgren i col., 1995). En realitat, els resultats obtinguts en
aquest treball reforcen la idea que I'accié dels inhibidors de |'apoptosi Bcl-2 i Bcel-x. pot
rescatar les cel-lules metastatiques de I’ anoikis en €l torrent sanguini i de I’ apoptosi en organs
especifics, fins que les condicions de creixement adients sesdevenen i permeten el
desenvolupament de les metastasis.

S'ha descrit una associacié entre la supervivencia cel lular induida per la sobreexpressio
de Bcl-2i € potencial metastatic en cél -lules de melanoma (Takaokai col., 1997) i en céllules
de cancer de bufeta (Miyake i col., 1999), que es correlaciona amb |’ habilitat de Bcl-2 per
protegir aguestes cél-lules de |'apoptosi. Malgrat aix0, aguest increment del potencial
metastatic no s ha associat ni al’augment de I’ activitat invasiva ni al’augment del creixement
cel-lular. A més, Bcl-2 augmenta |’ habilitat per sobreviure sense les interaccions cél-lula
cel-lula adients. També sha reportat que en cel-lules de cancer de mama resistents a
I’ adriamicina |a sobreexpressié de Bcl-2 augmenta €l potencial metastatic per increment de la
invasio cel-lular i lamigracio, sense afectar |’ adhesié a components de la matriu extracel -lular
in vitro (Del Bufalo i col., 1997). Recentment, noves dades estableixen que |’ expressio
incrementada de Bcl-2 es correlaciona amb resistencia a I'apoptosi i amb increment del

potencial metastétic de cel-lules de carcinoma pancreatic (Bold i col., 2001).

1.2.- Inhibici6 d’apoptosi induida per factors de creixement

Tant en e creixement metastatic com en la supervivencia en e torrent sanguini, la
resisténcia al’ apoptosi enfront de factors de creixement podria ser decisiva.

Els nostres experiments de viabilitat in vitro mostren que Bcl-2 i Bcl-x, confereixen
resistencia a |’ apoptosi induida per TGF-f en les cél -lules 435. Aixi, les cél-lules 435/Neo son

vulnerables a I’ apoptosi induida per TGF-3, efecte que desapareix en les cél-lules 435/Bcl-2 i
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435/Bcl-x.. D’acord amb aguestes dades, en altres estudis s ha reportat que el TGF-f juga un
paper important com a inductor d apoptosi en una gran varietat de cel -lules canceroses (Choi i
col., 1998). Diverses linies cel-lulars de tumors mamaris de ratolines transgéniques MM TV -c-
myc es tornen apoptotiques després del tractament amb TGF-3, fet que es relaciona amb la
disminuci6 de I’expressio de I’ARNm i la proteina de Bcel-x. (Nass i col., 1996). També en
cél-lules de cancer de mama la induccio d apoptosi per TGF-p s associa a la disminucié dels
nivells de Bcl-2, cosa que suggereix un paper per a les proteines antiapoptotiques en la
inhibici6 de I’ apoptosi induida per TGF-B (Hishikawa i col., 1999). Recentment, S ha trobat
gue en cél-lules epitelials de prostata, Bcl-x,. blogueja I’ apoptosi induida per TGF-§ inhibint
| alliberament de citocrom ¢ mitocondrial (Chipuk i col., 2001).

El TGF-B, en la mama normal i en les primeres etapes de la tumorigénesi, té un efecte
inhibidor del creixement. En contraposicid, diverses linies cel-lulars derivades de carcinomes
de mama invasius son menys sensibles o son resistents a |’ efecte antiproliferatiu del TGF-3
(Reissi Barcellos-Hoff, 1997). D’ acord amb aquestes dades, nosaltres trobem que el TGF-3 té
activitat citostatica en les cel-lules 435/Neo, 435/Bcl-2 i 435/Bcl-X, .

L’ habilitat de les cél-lules tumorals per resistir els senyals de mort induits pel TGF-3
poden ser important per I'éxit dels esdeveniments metastatics. De fet, estudis recents han
mostrat que en tumors mamaris el TGF- és requerit per a la invasié i la formacié de
metastasis in vivo. L’expressié d’'un dominant negatiu del receptor de tipus Il truncat
disminueix |'habilitat de les cél-lules de carcinoma mamari 4T1 per establir metastasis
pulmonars, sense afectar la seva capacitat tumorigena (McEarchern i col., 2001). Aquesta
observacio esta d acord amb €l reportat per Yin i col. (1999) utilitzant la linia cd-lular de
cancer de mama humana MDA-MB-231, en la qual el bloqueig dominant negatiu del receptor
de tipus Il del TGF-B no té efecte en el creixement local del tumor, encara que disminueix
significativament les metastasis d' os. Aixi, |’ abrogacio de la resposta apoptotica al TGF-3 per
la sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x. pot ser un element important en I'aparicié de les
metastasis en € cancer de mama. D’altra banda, Bcl-2 i Bcl-x. també inhibeixen I’ apoptosi
induida per TGF-3 en les cél-lules no metastétiques 468 i MCF-7, malgrat que aguest fet no
repercuteix en lainduccio del fenotip metastatic.

En les cel-lules 435, Bcl-2 i Bcl-x,. també poden inhibir I’ apoptosi induida per TNF-a.
Els resultats mostren que la sobreexpressid d'agquestes proteines indueix resisténcia a
I’ apoptosi activada per aquest factor, que s ha descrit com un factor efectiu en la induccié

rapidai directadelamort cel-lular en linies de cancer de mama (Rosfjord i Dickson, 1999). En
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concordanca amb aquestes dades, Jaattelai col. (1995) també troben que Bcl-2 i Bcl-x. poden
inhibir lamort cel -lular induida per TNF-a. en cél lules de carcinoma de mama.

En essencia, s’ ha proposat que existeixen dues vies diferents d'induccié d apoptos
desencadenades pels receptors de mort, les quals poden ser distingides segons si son regulades
0 no per membres de la familia de Bcl-2. Les céllules tipus | mostren una forta activacio de
caspasa-8, que directament activa caspasa-3 i, en consequiencia, Bcl-2 i Bcl-x. no son efectives
per protegir de la mort en aquest context. Les cél-lules de tipus |1 activen feblement caspasa-8
i amplifiguen el seu senyal de mort a través de la mitocondria, i poden ser protegides de
I’ apoptosi per Bel-2 i Bel-x. (Sleei col., 1999).

Essent aixi, es suggereix que la via de tipus Il és la que s'induiria en les cél-lules de
cancer de mama. Probablement, Bcl-x, funciona inhibint I’ apoptosi induida per Fasi TNFR-1
un cop activada caspasa-8 (Srinivasan i col., 1998). En cé-lules FL5.12 s ha observat que €
TNF-o indueix ambdos tipus de vies, les quals poden ser inhibides de manera cooperativa per
I”inhibidor de caspases Z-VAD-fmk i per Bcl-x. (Johnson i col., 2000) o Bcl-2 (Johnson i
Boise, 1999).

Esta ben establert que I'aliberament de citocines citotoxiques com TNF pot
desencadenar la destrucci6 de les cél-lules tumorals. Aquesta és la citocina més pleotropica,
que actua com un factor de defensa de |’ hoste en la respostaimmunologicai pot contribuir ala
destrucci6 de les céllules tumorals (Aggarwal i col., 1996). En consegliencia, la resisténcia a
TNF-a induida per Bcl-2 o Bcl-x. podria ser també important en la progressio metastatica,
conduint al creixement cel-lular en el torrent sanguini i en Ilocs distants.

Les cel-lules no metastatiques 468 i MCF-7 son resistents a I’ apoptosi induida per TNF-
o. La resistencia a TNF-a en cdl-lules d’ adenocarcinoma de mama humana MCF-7 s ha
associat ala pérduade lafuncié de p53 (Cai i col., 1997). Aixi, la presencia de p53 mutada en
les cél-lules 468 podria contribuir a la resistencia a TNF-a. que també observem en aquestes
cél-lules. D’altra banda, existeixen discrepancies pel que fa a la resposta apoptotica de les
cel-lules MCF-7 a tractament amb TNF-o. Estudis amb cél-lules MCF-7 procedents de
diferents laboratoris han demostrat variabilitat en la sensibilitat a |’ apoptos induida per TNF-
o i altres agents, que evidencia diferéncies en |’ expressié del TNFR, la generacié de ceramida,
I’expressi6 diferencial de les proteines de lafamiliade Bcl-2 i I' activaci6 de proteases (Burow
i col., 1998).
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1.3.- Seleccio del fenotip metastatic

S ha descrit que la inhibici6 de I’ apoptosi condueix a la seleccié de llinatges cel-lulars
amb capacitat per continuar expandint-se (Harrison, 1998). De fet, s ha demostrat que la
inhibicio de I'apoptosi induida per la sobreexpressié de Bcl-2 incrementa la freqléncia
d’amplificacié del gen de la dihidrofolat-reductasa (DHFR) en cél-lules HeLa S3 (Yin i
Schimke, 1996). A més, la sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x, indueix resisténcia a |’ apoptosi
després d'un estimul inductor de dany a I’ADN, acumulant mutacions addicionals en llocs
d’ ata frequéncia (Cherbonnel-Lassere i col., 1996). Aixi, la perllongada supervivencia
cel-lular pot afavorir el cumul d alteracions genetiques que poden contribuir a la seleccié de
variants cel-lulars més resistents i possiblement més agressives.

Per seleccionar cél-lules altament metastatiques s han establert models experimentals de
metastasis per inoculacio successiva de les cél -lules tumorals en ratolines immunodeprimides.
Quan de les cél-lules tumorals aillades dels foci metastatics s estableixen cultius in vitro i,
posteriorment, S’ injecten novament en |’animal d’ experimentacié, amb els successius implants
in vivo/in vitro, s aconsegueixen aillar cél-lules amb un fenotip metastatic més i més agressiu
(Morikawa i col., 1988). Aixi, es suggereix que |'efecte trofic de I’organ afavoreix
interaccions especifiques entre les cél-lules de I'hoste i del tumor que poden crear un
microentorn adient per a les cél-lules neoplasiques i permetre €l creixement dels tumorsi la
inducci6 d’ aquest fenotip metastatic més agressiul.

Segons aguest disseny experimental, les cel-lules derivades del's tumors organotopics van
ser exposades repetidament a microambient de la glandula mamaria per anditzar s la
perllongada supervivencia induida per la sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x,. afavoriala seleccio
d’un fenotip metastatic més agressiu en el's tumors 435 o s induia el fenotip metastétic en els
tumors 468 no metastatics.

En els tumors 435, Bcl-2 i Bel-x. no van induir la seleccié d'un fenotip metastatic
pulmonar més agressiu després dels successius implants, considerant el temps en que la
malaltia es manifestai e nombre de metastasis pulmonars desenvolupades, pero si que es va
observar |’ aparicio d un fenotip metastatic ganglionar en els tumors derivats dels transfectants
de Bcl-x,.

Aquestes dades indiquen que Bcl-x, afavoreix la seleccio de la metastasi ganglionar en
detriment de la metastasi pulmonar, ja que les ratolines inoculades amb les cél-lules 435/Bcl-
XL moren per metastasis ganglionars, abans que per metastasis pulmonars. S observa que un
60% de les ratolines presenten els ganglis mediastinics, cervicals i axil-lars afectats, i els

pulmons practicament Iliures de metastasis. Aquest fenotip metastatic ganglionar també es
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manifesta en els tumors induits amb e pool de cél-lules 435/Bcl-x., i en els tumors dels
transfectants de Bcl-x, del 1" i 2" implant ortotopic. Tanmateix, cap de les ratolines inocul ades
amb els transfectants de Bcl-2 mostren ganglis afectats, igual que les ratolines inoculades amb
els transfectants Neo després dels successius implants in vivo/in vitro. Aixi, Bcl-x. afavoreix
un canvi en |’ organoespecificitat de les metastasis, facilitant una major ubiquitat.

D’dtra banda, Bcl-2 no incrementa la seleccio d'un fenotip metastatic pulmonar més
agressiu a I’ establert préviament en e primer implant ortotopic. L’increment en I’ eficiencia
d’ implantacio del tumor observat no determina un major increment de la capacitat metastatica
dels tumors, ja que després del 2" implant no es modifiquen ni € nombre de metastasis ni el
periode d’ aparicio respecte del 1" implant, i només després del 3° hi ha un lleuger augment en
el nombre de metastasis pulmonars induides per algun dels tumors. En efecte, la perllongada
supervivencia induida per Bcl-2 no indueix I'aparicié d altres localitzacions metastatiques.
D’ aguesta manera, podriem concloure que Bcl-2 i Bcl-x. influeixen de manera diferent en la
seleccio del fenotip metastatic.

Aquestes dades suggereixen que la inhibicié de I'apoptosi induida per Bcl-2 i Bcel-x.
afavoreix la seleccio de cel-lules amb avantaige de creixement en organs distants i
contribueixen a I’ organoespecificitat de les metastasis. Aixi, a més del guany en I’ activitat
metastatica és evident que |’ oportunitat de seleccié augmenta la ubiquitat de localitzacions
metastatiques.

L’ expressié de les proteines antiapoptotiques Bel-2 i Bel-x. podria no ser funcionalment
redundant. En el cancer de mama, és probable que Bcl-2 intervingui durant les etapes inicials,
donat que la seva expressio és regulada per estrogens (Teixeirai col., 1995; Pratt i col., 1998).
Aquesta hipotesi ha estat corroborada per analisis ex vivo, mostrant-se que I’ expressié de Bcl-
2 en el cancer de mama es correlaciona amb la positivitat de RE i tumors de baix GH (Sierrai
col., 1995), en contrast amb |’expressio de Bcl-x,, que sembla estar associada amb tumors
d’ alt GH, i un incrementat nombre de metastasis en els ganglis limfatics (Olopade i col.,
1997), fet que suggereix la seva qualitat d'inhibidor de |’ apoptosi durant les etapes tardanes de
la progressié tumoral.

Existeixen evidencies que mostren que la resisténcia a |’apoptosi podria ser un
determinant del creixement organoespecific de les metastasis, ja que les cel-lules derivades de
metastasis cerebrals de carcinoma de mama son més resistents a |’ apoptosi quan s exposen a
factors de creixement d astrocits, que les cél-lules metastatiques de pulmdé dels mateixos
tumors (Sierrai col., 1997). Recentment, €l nostre grup ha reportat que les cél-lules de tumors

435/Neo i 435/Bcl-x. assoleixen molts organs rapidament, encara que el creixement de les
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metastasis s esdevingui en els pulmons, ganglis, ossos i cervell de ratolines amb tumors
435/Bcl-x. en comparacié amb les ratolines amb tumors 435/Neo, que només mostren
metastasis en els pulmons (Rubio i col., 2001). Aixi, € desenvolupament de metastasis en
organs especifics pot ser determinat pel fenotip de les cél-lules tumoralsi per les interaccions
entre la cel-lula tumoral i e microentorn de I’organ diana (Fodstad i Kjonniksen, 1994).
Tanmateix, es coneix poc sobre els factors especifics de cada organ i la influencia del
microentorn en el patré d’ expressié genica.

L’analisi de |’ expressio de factors de creixement i dels seus receptors en els organs diana
i en les céllules tumorals proporcionara informacié addicional de quins poden ser els
mecanismes responsables d’ aguesta organoespecificitat en les cél-lules amb sobreexpressio de
Bcl-x.. Per exemple, s'ha postulat que la via de transduccié de senyals desencadenada pel
receptor del CD40 afavoreix la supervivencia cel-lular dels limfomes de cél-lules B per
increment de I’expressio de la proteina inhibidora de I’ apoptosi Bcl-x,. (Fang i col., 1997).
Recentment, Miller i col. (2001) han reportat que e desti de les metastasis en el cancer de
mama pot estar influenciat pels receptors de quimiocines. Ells troben que els receptors de
guimiocines CXCR4 i CCR7 son presents en cél -lules tumorals de mamai els seus lligants son
altament expressats en organs associats amb metastasis de cancer de mama. L’analisi de
I’ expressio de quimiocines en els organs diana i dels receptors de quimiocines en les cél-lules
tumorals podria ser interessant per determinar €l seu efecte en |’ organoespecificitat metastatica
delescd-lules.

Altrament, Bcl-2 no és capag d'induir €l fenotip metastatic a les cdl-lules 468 després
dels successius implants in vivo/in vitro. Les cél-lules tumorals no metastatiques 468 no
posseeixen tots els canvis genetics necessaris 0 propietats cel-lulars requerides per a la
metastasi, i la perllongacio de |’ expressio de Bcl-2 no és suficient per induir-1os.

Els tumors estan limitats per la hipoxia, € suplement de nutrients i les barreres fisiques
(Hanahan, 1988). Superar aquestes limitacions requereix |’ adquisicio de multiples ateracions
genétiques que repercuteixin en vies que controlen |’ angiogenesi, la invasio, I’ autonomia de
factors de creixement i la supervivéncia dins d’un microambient no fisiologic (Folkman i col.,
1989; Raff, 1992; Graeber i col., 1996; Holmgren i col., 1995). Tanmateix, |'andlis de
subpoblacions d’una linia cel -lular derivada de cancer de pulmé amb activitats metastatiques
diferents confirma que I'increment del potencial metastatic no s esdevé només per la simple
alteracié d' un gen, sind pel camul d’ alteracions en |’ expressi6 de diversos gensimplicats en la
disrupcio de I’adhesié a la matriu extracel-lular, la degradacié de la matriu extracel-lular,

I’evasio de I'apoptosi i la resistencia a I’ efecte antiproliferatiu del TGF-B (Gemma i col.,

130



Discussio

2001). Aixi, en els nostres resultats ja s evidencia que en les cél lules 468 |a sobreexpressio de
Bcl-2 no facilita la modificacié de I'adhesié de les cd-lules a proteines de la matriu
extracel-lular ni la resisténcia a|I’anoikis induida sembla suficient per a desenvolupament del
fenotip metastatic, entre altres alteracions requerides.

En conseqiiencia, la perllongacio de lainhibicié de I apoptosi induida per Bcl-2 o Bel-x.
influeix en la selecci6 d'un fenotip metastatic més agressiu en funcié de que les
caracteristiqgues oncogeniques de les cel-lules siguin les adients per desencadenar aquest
proces.

La presencia de Bcl-2 o Bcl-x. en les cel-lules tumorals reflecteix |’ activitat
antiapoptotica de les proteines, i repercuteix juntament amb les propietats cel-lulars en
diferents funcions biologiques que determinaran el seu futur. De fet, I’augment de I’ activitat
metastatica pulmonar i ganglionar induida per la sobreexpressio de Bcl-x, es neutralitza en els
tumors induits amb cél-lules 435/Bcl-x, transfectades amb la construcci¢ antisentit de bcl-x,,
cosa que reafirma el paper decisiu d’ aquest gen en |’ evolucié metastatica del's tumors.

En conclusi6, tumors de cancer de mama que sobreexpressen Bcl-2 o Bcl-x.
incrementen el potencial metastatic per disregulacio de |’apoptosi, adquirint resistencia a
citocines i incrementant el creixement independent d'ancoratge i la supervivencia en
circulacié, proveeixen les cél-lules d'un mecanisme per adaptar-se a un nou ambient i
influeixen en la seva organoespecificitat.

1.4.- Eficiénciadela sobreexpressio deBcl-2i Bcl-x. en lescd-lules

Les tres linies cel lulars utilitzades basalment presenten diferents nivells d expressio de
les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. i I'€eficiéncia de transfeccié varia d'una linia
cel-lular aunaaltra. Els resultats obtinguts suggereixen que I’ efecte biologic induit pels nivells
de sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x. en les diferents linies cel-lulars esta influenciat per les
caracteristiques intrinseques de les cél-lules, com la diferenciacié cel-lular o la preséncia
d altres oncogens.

L’analisi de I’ expressio proteica es va fer per western blot utilitzant diversos anticossos
anti-Bcl-2 i anti-Bcl-x.. En algun dels western blot de la proteina Bcel-x. s observa clarament
gue aquesta migra com un doblet de proteines amb un pes molecular d’ aproximadament 29-31
kDa. L’explicacio per a aquestes aparents dues formes de la proteina es desconeix, pero la
causa podria ser un processament proteolitic, modificacions covalents, iniciacié de la traduccio
en un codd AUG o CUG previ en la pauta de lectura oberta del gen bcl-x. o formes

addicionals derivades de I’ splicing aternatiu de bcl-x (Krajewski i col., 1994). Recentment,
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S han identificat en els gen de bcl-x de ratoli 5 promotors diferents que generen diferents
transcrits per splicing alternatiu (Pecci i col., 2001).

A més, en agun d aquests western blot de Bcl-x, es va detectar una segona proteina
immunoreactiva d’ aproximadament 34 kDa de pes molecular en les tres linies cel-lulars.
Aquesta banda va ser detectada per uns altres dos anticossos anti-Bcl-x (anti-Bcl-xg clon M-
125 i anti-Bcl-x), pero la reactivitat va ser més suau que I’ observada amb |’ anticos anti-Bcl-
XsiL clon S-18. En consequéncia, caldrien estudis addicionals per determinar si aguesta banda
representa una modificacié posttraduccional de Bcl-x, 0 cross-reactivitat amb un altra proteina
0 unaisoforma endogena de bcl-x expressada de manera constitutivaen lacél -lula.

Quant al fenotip metastatic i a les propietats associades a la metastasi, observem gue la
sobreexpressio de Bcl-2 i Bel-x, produeix un efecte important en les cél -lules 435 malgrat que
I’ eficiéncia de transfecci6 és baixa. A més, ladisminucio dels nivells d’ expressio de Bel-x,. en
aguestes cel -lules redueix consistentment el fenotip metastatic. Per tant, variacions petites dels
nivells d’expressio de les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. poden tenir un efecte
important en el fenotip cel-lular. Tanmateix, hem observat que no hi ha un efecte
dosidependent de la concentracié de Bcl-2 i Bcl-x. en els transfectants de les cél-lules no
metastatiqgues MCF-7 i 468, donat que diferents nivells d aquestes proteines en aguestes

cél -lules mostren la mateixa capacitat enfront de diferents inductors d’ apoptosi.
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2.- Contribuci6 de Bcl-2 i Bcl-x. en la tumorigénesi de cdl-lules d’adenocarcinoma de
mama humana

Tot i I'increment induit per Bcl-2 i Bcl-x. en I'activitat metastatica dels tumors 435,
I’ efecte d’ aquestes proteines en el creixement tumoral ortotopic és lleuger. La sobreexpressio
de Bcl-2 i Bcl-x. no modifica la proliferacié cel-lular in vitro, cosa que suggereix que
I"augment observat en & volum dels tumors podria ser secundari a un guany en e nombre de
cél-lules per inhibici6 de I’ apoptosi més que per augment de la proliferacio. Les nostres dades
son comparables amb les trobades per Yawatai col. (1998), en que la sobreexpressio de Bcl-2
no indueix diferéncies significatives en la proliferacié entre els transfectants ni in vitro ni in
Vivo.

Aix0 no obstant, les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x, contribueixen a disminuir
la tumorigenesi de les cél-lules no metastatiqgues 468, comprovant-se in vitro menor
proliferacio. A més, I’analisi del contingut d ADN en les diferents fases del cicle cel-lular en
els tumors 468 extirpats mostren que la sobreexpressio de Bcl-2 o Bcl-x. no té efecte en €
cicle cel-lular quan les cél-lules han adquirit un creixement exponencial.

D’acord amb les nostres dades, estudis previs han reportat que Bcl-2 retarda €
desenvolupament dels tumors mamaris malgrat € seu efecte antiapoptotic (Murphy i col.,
1999). En redlitat, I’ efecte de I’expressio de Bcl-2 o Bcl-x. actua en €l cicle cel-lular en la
transicio de lafase G1 a S, laqua és un punt critic en la decisié entre continuar la progressio
del cicle cel-lular o induir mort cel-lular programada (Mazel i col., 1996; O’'Redly i col.,
1996). Recentment, s'ha reportat que Bcl-2 endarrereix |'entrada en cicle cel-lular per
increment dels nivells de p27 i p130, que afavoreixen e manteniment del complex p130 amb
E2F4, reprimint-se la transcripcio del gen E2F1, que es codifica per una proteina que permet
I”entrada en cicle cel-lular (Vairoi col., 2000).

Tal com han indicat altres autors, sembla que Bcl-2 i Bcl-x, només poden afectar el
control del cicle cel-lular en latransicio de I’ estat de quiescéncia GO alafase S, perd no tenen
efecte en les cél-lules que estan continuament ciclant (Huang i col., 1997a). Segons aixo,
cel-lules tumorals proliferants activades per mutacions sinergiques en altres oncogens poden
no manifestar |’ efecte inhibidor del cicle cel-lular (Pietenpol i col., 1994). Aquest podria ser €
cas de les cél lules 435, en que coexisteixen amplificacions d’ altres oncogens com c-myc i neu.
De fet, I'habilitat de Bcl-2 per accelerar la progressié tumoral s ha correlacionat amb una
pérdua selectiva de I’ activitat antiproliferativa, e mecanisme de la qual es desconeix (Furth i
col., 1999). Una hipotes és que elsincrementats nivells d’ expressio de proteines que controlen

€ cicle cel -lular especificament podrien superar | activitat inhibidora de Bcl-2 (Li i cal., 2000).
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Aquestes dades explicarien que no trobem aquest efecte antiproliferatiu en les cél-lules 435,
gue son cel-lules més proliferants que les 468.

En contraposicio, I'accié antiapoptotica de Bcl-2 persisteix a llarg de la tumorigénesi
(Furth i col., 1999). Les nostres dades indiguen que Bcl-2 i Bcl-x, mantenen la seva funcio
inhibidora de I’ apoptosi en els tumors 468. Tanmateix, no és clar si I’ efecte inhibidor del cicle
cel-lular esta relacionat amb la funcié antiapoptotica de Bcel-2 o Bcel-x.. S ha demostrat que
existeix un residu de tirosina conservat en laregié carboxiterminal del domini BH4 de Bcl-2 i
Bcl-x. que és requerit perqué aquestes proteines inhibeixin |’ entrada en el cicle cel-lular, pero
és dispensable per la seva activitat antiapoptotica. Aquestes observacions evidencien que els
dos efectes inhibidors de Bcl-2 o Bcl-x,. poden estar geneticament separats (Huang i col.,
19974). Tanmateix, |’ efecte de Bcl-2 en e cicle cel-lular sembla anar Iligat a la seva funcié
antiapoptotica, donat que la inhibicié de la funcié antiapoptotica si que pot anul-lar I’ efecte
inhibidor del cicle cel-lular (O'Reilly i col., 1996). Aixi, la funci6 de Bcl-2 en € control del
cicle cel-lular sembla diferent, perd dependent, de la seva funci6 antiapoptotica.

D’acord amb aquestes dades, els nostres resultats també indiquen que la regulacio de la
supervivencia cellular podria estar relacionada amb el control del creixement cel-lular en la
tumorigenesi del cancer de mama, i que I’ efecte de les proteines antiapoptotiques Bcel-2 i Bcl-
XL en la tumorigenesi pot dependre de caracteristiques intrinseques del tumor, com la
diferenciaci6 cel-lular o la preséncia d’ atres oncogens.

En realitat, es desconeix la importancia de I'activitat de Bcl-2 i Bcl-x. en €l cicle
cel-lular per I’ oncogenesi. L’ activitat antiproliferativa de Bcl-2 i Bcl-x, pot estar implicada en
el fet de modular el potencial oncogeénic induit per I’ excessiva supervivencia cdl-lular, ja que
el bloqueig inferit per Bcl-2 i Bcl-x. en el cicle cel lular es perd selectivament a llarg de la
progressio tumoral (Furth i col., 1999). Aix0 no obstant, és possible que Bcl-2 o Bcl-x.
facilitin el manteniment de les cél -lules no només per inhibici6 de la mort cel-lular sind també
per retard de |’ entrada en €l cicle cel lular quan les condicions son inadequades.

El fet que Bcl-2 endarrereixi I entrada en cicle cel -lular pot tenir també implicacions en
la tergpia anticancerosa. Les cdl-lules que estan ciclant son sovint més vulnerables a
I’ apoptosi, potser perqué sota condicions desfavorables per a la proliferacio, determinats
efectors del cicle cel-lular promouen |’ apoptosi (Evan i Littlewood, 1998). Considerant que
molts agents quimioterapeutics van dirigits a cél-lules en divisio, les cél-lules tumorals que
expressen Bcl-2 estan doblement protegides, ja que son refractaries a |’ apoptosi i presenten
major probabilitat de ser quiescents. Conseglentment, qualsevol agent que pugui superar

I’ efecte inhibidor de Bcl-2 en I’ entrada en €l cicle cellular hauria de provar-se juntament amb
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drogues quimioterapeutiques correntment utilitzades.

D’atra banda, lainhibicio de I’ apoptosi induida per la sobreexpressié de Bcl-2 o Bel-x.
en els tumors afavoreix la seleccid de cel-lules 435 amb major capacitat tumorigena, ja que
S aconsegueix un augment de la velocitat de creixement dels tumors amb els successius
implants in vivo/in vitro.

D’acord amb aguests resultats, altres autors demostren que Bcl-2 pot facilitar la
tumorigenesi de cel-lules de melanoma per reduccié del periode d aparicié dels tumors i del
temps de duplicacio de les cel-lules. La possibilitat que Bcl-2 i Bcel-x. promoguin directament
la proliferacié cel-lular pot estar en relacid amb altres gens implicats en la regulacié del cicle
cel-lular, com p53 i c-myc (De Bufao i col., 1997). L’activacié de c-Myc és comuna en
cancer de mama, per0 la seva sobreexpressio és insuficient per induir transformacio.
Considerant que c-Myc pot induir apoptosi i activar €l cicle cel-lular, és probable que
esdeveniments secundaris que bloquegin la mort cel-lular permetin predominar |’ efecte
estimulador de la proliferacio. Altres treballs indiquen que la sobreexpressio de Bcl-2 accelera
la tumorigenest mamaria induida per c-Myc, per inhibicio de la seva funcié apoptotica i
promocio de la seva funcio proliferativa (Jager i col., 1997). També s ha reportat que canvis
en |I’expressié de Bcl-x. poden promoure la tumorigénesi de les cdl-lules que sobreexpressen
c-Myc (Nassi col., 1996).

Determinades mutacions experimentals dins el gen de bcl-2 poden activar una funcio de
Bcl-2 facilitadora de la proliferacio en cel-lules de rony6 de cries de rata (BRK) transformades
amb I’ adenovirus E1A, contribuint al’ oncogenesi per supressié de |’ apoptosi i facilitacié de la
proliferacié cel-lular (Uhlmann i col., 1996). Aixi, alteracions que anul-lin I’ efecte inhibidor
del creixement i mantinguin lafuncio de supervivencia cel -lular podrien influir dramaticament
en € potencia transformant d aguestes proteines antiapoptotiques. Les nostres dades
suggereixen que la perllongada supervivéncia induida per Bcl-2 o Bcl-x, afavoririalainduccio
d alteracions que poguessin estar afectant gens reguladors de la proliferaci6 o bé la
manifestacio de les alteracions ja presents.

Recentment, s’ha demostrat que la sobreexpressi6 de Bcl-2 també incrementa
I’angiogenesi dels tumors in vivo (Biroccio i col., 2000). Aquest efecte podria ser degut a
I’augment de I’expressio de VEGF induit per la sobreexpressié de Bcl-2 en condicions
d hipoxia

En contraposicié amb els resultat obtinguts en els tumors 435, Bcl-2 no va induir

augment de la tumorigénesi en els tumors 468 amb les successius fases de seleccié in vivo/in
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vitro. Tanmateix, nosaltres trobem que Bcl-2 afavoreix la seleccio de cél-lules 468 amb
capacitat tumorigena disminuida, € fet que suggereix que la funcié antiproliferativa de Bcl-2
que es manifesta en aguests tumors es manté en els implants. Es demostra que el dia 14° de
I”implant ja s han establert les diferencies en €l volum dels tumors, sent durant els 14 primers
dies que es manifesta la funci6 de Bcl-2 inhibidora del cicle cel-lular. Aixo no obstant, a partir
del dia 14 els tumors presenten un creixement exponencial i augmenten cada dia un 4,8% €
seu volum per a totes les linies i tots els implants. De fet, és sabut que I’ efecte en €l cicle
cel-lular es perd quan les cél -lules han adquirit creixement exponencial (Huang i col., 1997a).

La perllongacio del cicle de divisié cel -lular per regulacio de latransicio de lafase G1 a
la S podria gudar a explicar la ben documentada inhibicié de I’ apoptosi induida per Bcl-2,
afegint un temps addicional per preparar la cél-lula per ala sintesi de I’ ADN i/o la reparacio
del dany a I’ADN (Mazel i col., 1996). D’acord amb aix0, es suggereix que |’ activitat
antiproliferativa de Bcl-2 podria ser necessari per reparar €l major cimul d’ alteracions afavorit
per la perllongada supervivéncia cel -lular, representant un sistema de protecci¢ de les céllules
canceroses a la progressié tumoral mentre es mantingui €l control en el cicle cel-lular. Estudis
de la resposta d’ aguestes cél -lules a agents quimioterapeutics gjudarien a coneixer s € retard
en I’ entrada en cicle cel lular pot conferir major o menor agressivitat ales cél-lules.

La perllongaci6 de la sobreexpressié de Bel-2 i Bel-x, influeix en la seleccio del fenotip
tumorigen meés agressiu de manera diferent en funcié del context oncogéenic present en cada
model. Aixi, Bcl-2 i Bcl-x. incrementen el creixement dels tumors de cé-lules 435 i
disminueixen e dels tumors de cel-lules 468. Malgrat tot, S observa que |'€eficiencia
d'implantaci6 augmenta amb els respectius implants i de manera dependent de les
caracteristiques intrinseques de les cél-lules. En els dos models cellulars trobem que
disminueix el periode d' aparicio dels tumors, sense observar-se diferencies entre les linies
cel-lulars. En concordanca amb altres autors, es suggereix que aguest increment en el volum
dels tumors induits en les ratolines en cada implant podria ser consequiéncia de I’ efecte dels
factors especifics del microentorn del’ organ (Pricei col., 1990; Gleavei col., 1991).
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3.- Les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. en la resposta a estratégies
terapeutiques

Bcl-2 i Bcl-x. actuen en laresisténciai susceptibilitat a tractament antitumoral ja sigui
inhibint diferents vies d’induccié d’ apoptosi 0 bé perque determinats agents quimioterapeutics
poden modificar biogquimicament aquestes proteines antiapoptotiques (Simonian i col., 1997;
Decaudini col., 1997).

Particularment, el paclitaxel és un agent efectiu en el tractament de diversos cancers,
incloent e cancer de mama (Rowinsky i Donehower, 1995). Aquest actua unint-se i
promovent la polimeritzacié de la B-tubulina, proteina majoritaria dels microtibuls que
formen e fus acromatic durant la mitosi. D’aquesta manera, € paclitaxel estabilitza els
microtlbuls i evita la seva despolaritzacid, cosa que afecta I'equilibri dinamic de
polimeritzacio i despolimeritzacio dels microtdbuls i produeix I’ arrest mitotic de les cél-lules
gue s estan dividint (Jordan i Wilson, 1998). A més, aguest agent quimioterapeutic té efecte en
la fosforilacio de serines/treonines del domini loop de Bcl-2 i Bcl-x., que s ha associat amb
I’abrogacio de la funcié antiapoptotica d’aguestes proteines (Blagosklonny i col., 1997;
Poruchynsky i col., 1998). Diversos estudis han mostrat que € Bcl-2 o Bcl-x, fosforilat no
heterodimeritza amb Bax, amb €l resultat d'incrementats nivells de Bax Iliure, situacio que pot
afavorir |’ apoptosi (Haldar i col., 1996; Ibrado i col., 1997).

En els estudis de supervivencia cel-lular in vitro trobem que Bcl-2 i Bcl-x, inhibeixen
I’ apoptosi induida per paclitaxel en les cél-lules MCF-7 i 468, perd no exerceixen el seu efecte
antiapoptotic en les cel-lules 435. De fet, les tres linies cel-lulars estudiades presenten diferent
susceptibilitat al paclitaxel, i aixd0 pot ser consequencia de les diferéncies fenotipiques i
genotipiques de les cel -lules. En relacidé amb aquest fet, s ha reportat que lainactivacio de p53
en abséncia d'atres dteracions genetiques indueix susceptibilitat a multiples agents
guimioterapeutics, inclos e paclitaxel (Hawkinsi col., 1996). Els nostres resultats suggereixen
gue la diferent dotacié oncogénica present en els tres models cel -lulars també pot condicionar
I’ efecte diferencial que s observa en la funcié de les proteines antiapoptotiques Bel-2 i Bel-x.
en les cel-lules MCF-7 i 468 respecte de les 435.

D’acord amb €ls resultats obtinguts en les cél-lules MCF-7 i 468, en cel-lules on Bcl-2
(Tang i col., 1994) o Bcl-x,. (lbrado i col., 1997) son sobreexpressades s ha observat una
disminuida sensibilitat a agents quimioterapéutics com el paclitaxel, presentant €els
transfectants nivells significativament mgjors de Bax heterodimeritzat amb Bcl-2 i Bcl-x,, i
nivells menors de Bax Iliure. Aquestes dades suggereixen que Bcl-2 i Bcl-x, no son fosforilats

en aguests casos. Per contra, els resultats obtinguts en les céllules 435 van ser consequents
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amb €ls trobats per Srivastava i col. (1998), que mostren que la sobreexpressio de Bcl-2 no
protegeix de I’ apoptosi induida per paclitaxel, induint-se la fosforilacié de Bcl-2 i la reduccio
dels nivells d’ heterodimers Bcl-2/Bax. Posteriorment, els mateixos autors troben que aguesta
fosforilacio permet I’ alliberament de citocrom ¢ de la mitocondria al citosol (Srivastavai col.,
1999).

Aix0 no obstant, altres evidéncies suggereixen que la fosforilacié de Bcl-2 o Bcl-x.
induida per agents desorganitzadors dels microtibuls com el paclitaxel és requerida perque
s esdevingui la inhibicié de la mort cel-lular per aquests agents (Fang i col., 1998). Es a dir,
Sha observat que la sobreexpressié de Bcl-2 i Bcl-x. inhibeix |’apoptos induida per
paclitaxel, i es demostra que la fosforilacié del domini loop és necessaria per a la funcio
antiapoptotica. En consequéncia, I'andlisi de I'estat de fosforilacio de Bcl-2 i Bcl-x. en els
nostres models cel -lulars proporcionarainformacio sobre si lafosforilacié d aquestes proteines
és requerida per alafuncio inhibidora o promotora de I’ apoptosi.

Altrament, un estudi recent ha demostrat que la fosforilacié de Bcl-2 induida per
paclitaxel és un marcador dels esdeveniments de la fase M més que un determinant de
I”apoptosi (Ling i col., 1998). Essent aixi, lafosforilacio de Bcl-2 seria una resposta suicida a
I’arrest mitotic que podria conduir a la segregacié anormal dels cromosomes. A més, s ha
mostrat que quan les cdl-lules que sobreexpressen la proteina antiapoptotica Bcl-x. son
tractades amb inhibidors del fus mitotic, un percentatge significatiu reinicia la replicacié de
I”’ADN i es tornen poliploides (Minn i col., 1996). En un altre estudi es demostra que la
multimininucleaci6 associada a paclitaxel és permesa per |’ atenuacié o inhibicio de |’ activacio
de les caspases (Panvichian i col., 1998). Aixi, si no s esdevinguessin diferencies en I’ estat de
fosforilacié de Bcl-2 i Bcl-x. en els nostres models cel-lulars, I'andlisi del cicle cel-lular
gjudaria a determinar s la sobreexpressié de Bcl-2 o Bcl-x. supera I’ arrest mitotic en les
cél-lules MCF-7 i 468 en contrast amb les 435.

D’dtra banda, I'antiestrogen tamoxifen és I’agent més comunament utilitzat en el
tractament del cancer de mama amb resposta hormonal. Aquest actua bloquejant de manera
competitiva la unié de I'estradiol a receptor estrogénic de la cél-lula, i funciona com un
agonista parcial causant una menor activacio transcripcional dels gens diana dels estrogens.
No obstant aix0, €l tamoxifen és efectiu enfront d'un determinat percentatge de cancers,
aguells que expressen RE, i per un periode limitat (Katzenellenbogen i col., 1997).

Les cel-lules MCF-7 RE positives en presencia d’ estrogens incrementen la proporcio
intracel lular de Bcl-2/Bax, la qual inhibeix |’apoptosi induida per agents quimioterapeutics

(Huang i col., 1997b). Addicionalment, es va demostrar que alts nivells de Bcl-2 i Bcl-x.

138



Discussio

provoguen resistencia a |I'apoptos induida per tamoxifen en cél-lules de cancer MCF-7
(Kumar i col., 1996). D’acord amb aguests resultats, Bcl-2 i Bcl-x. inhibeixen I’ apoptosi
induida per tamoxifen en les cél-lules MCF-7, pero aguest mecanisme d’'induccié de mort pot
no ser rellevant en les céllules 468 i 435, que no expressen RE.

En cancer de mama, I’ expressié de Bcl-2 s ha considerat un factor pronostic predictor de
la resposta a la terapia endocrina (Gee i col., 1994). Aquesta bona resposta a la terapia
endocrina en pacients amb tumors Bcl-2 positius podria ser conseqiiéncia de la disminucio
dels nivells de Bcl-2 per agents antiestrogens, generant susceptibilitat a |'apoptosi. Una
possible explicacio per a agquestes observacions cliniques la van donar Zhang i col. (1999) en
demostrar que el tamoxifen pot desencadenar apoptosi per disminucié dels nivells d ARNm i
proteina de Bcl-2. La disminucié tant dels nivells d ARNm com de proteina induida per
tamoxifen suggereix que aguest actua per via d’ un mecanisme transcripcional. A meés, sembla
gue el complex estrogen-RE pot unir-se directament a un element de resposta a estrogens del
promotor de bcl-2. Tanmateix, €ls nivells de Bcl-x. també poden ser lleugerament disminuits
per antiestrogens (Kandouz i col., 1999).

En alguns estudis, I’ efecte anticancerds del tamoxifen ha estat atribuit a |’ activacio
indirecta de la via del TGF- i a la induccié d apoptosi per TGF-B. Aquest efecte és
independent de I’ estat dels RE i pot ser € resultat d’ un efecte regulador directe del tamoxifen
en latranscripcio del TGF- (Perry i col., 1995). Aixo pot reflectir les complexes interaccions
entre diverses vies de mort cel-lular durant la inducci6 d apoptosi per antiestrogens, i explicar
I efecte que S observa en cél -lules RE negatives.

Tanmateix, la disregulacié de les vies apoptotiques per increment de I’ expressié de les
proteines antiapoptotiques Bcl-2 o Bcl-x,. en cél-lules de cancer de mama pot constituir un dels
mecanismes potencials de resisténcia a terapia endocrina en cél-lules de cancer de mama RE
positivesi influir en la progressié del cancer de mama.

Considerant que la progressi6 metastatica també depen de la resposta cel-lular a la
terapia, la disregulacio de les vies apoptotiques per increment de I’ expressio de les proteines
Bcl-2 i/o Bcl-x,. en cdl-lules de cancer de mama pot esdevenir un mecanisme important de la
sensibilitat i resisténcia a drogues quimioterapeutiques, i també de resistencia a terapia
endocrina en cel-lules RE positives, influint en la progressio del cancer de mama.

Nosaltres trobem que I’habilitat de Bcl-2 i Bcl-x,. per inhibir |’apoptos induida per
factors de creixement o agents quimioterapeutics 0 hormonoterapeutics és dependent de
I’ estimul apoptotic i del tipus cel-lular. No tots els Ilinatges cel lulars responen a un estimul

apoptotic de la mateixa manera, i un mateix gen pot tenir diferents efectes en funcié de les
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caracteristiques cel-lulars. En consequéncia, la dotacié oncogénica de les cél-lules condiciona
lafuncié de Bel-2 i Bel-x, inhibint diferents vies d’inducci6 d’ apoptosi.

D’ altra banda, no trobem diferéncies entre les proteines antiapoptotiques Bel-2 i Bel-x.
guant a la inhibicié d apoptosi induida pels diferents estimuls, cosa que suggereix gue elles
podrien estar utilitzant el mateix mecanisme per inhibir la mort cel-lular. Aixi, in vitro Bcl-2 i
Bcl-x. poden substituir-se I’ una per |’ altra, pero és clar que durant la progressié del cancer de
mama in vivo son diferencialment expressades. De fet, S ha reportat que en tumors de mama
humana, Bcl-x,. s expressa més en tumors indiferenciats de GH-111 que en elsde GH-1 i -I1, en
els quals I’ expressio de Bcl-2 és predominant (Olopade i col., 1997; Sierrai col., 1998). Els
nostres resultats indiquen que els tumors MCF-7 incrementen |'expressio de Bcl-2 i
disminueixen la de Bcl-x, in vivo. S ha especulat que I’augment de I’ expressié de Bcl-x, pot
estar associada amb la supervivencia cel-lular en abséncia de senyals de creixement.
L augment de I’expressio de Bcl-x,. en absencia de senyals proliferatius podria servir per
assegurar la supervivencia cel-lular en aquestes condicions. En preséncia d estradiol, el
mecanisme de supervivencia pot ser inactivat, i esdevenir-se la disminucié de I’ expressio de
Bcl-x.. En contrast, la proteina antigpoptotica Bcl-2 pot ser associada amb respostes
proliferatives i aixi les cél-lules poden evitar I’apoptosi i prendre avantatges dels senyals
proliferatius induits per |’ estradiol (Leung i Wang, 1999). Tanmateix, nosaltres trobem que els
tumors 435 incrementen I'expressio de Bcl-2 i Bcl-x. in vivo. Donat que la proteina
antiapoptotica Bel-x,. es relaciona amb els tumors d’ alt GH, es suggereix la seva influéncia en
la disminuci6 de I'apoptosi observada en els tumors 435. En aquests tumors |’ augment de
I’ expressio de Bcl-2 podria estar relacionat amb nivells incrementats de c-Myc, donat que s ha
suggerit una cooperacié sinergica entre Bcl-2 i c-Myc en carcinomes de mama humans (Sierra
I col., 1999). Per tant, es suggereix que la perdua o €l guany d apoptosi estan fortament

regulats en les cél -lules de cancer de mama.

Per atra banda, precisar e paper de I’apoptosi en la progressio metastatica obre noves
linies d'investigacié en estratégies basades en I'abolicié dels efectes de Bcl-2 o Bcl-x.
mitjancant estrategies de terapia genica amb sequiencies antisentit dels gens antiapoptotics bcl-
2 /o bcl-x..

Aixi, nosaltres vam cotransfectar establement la linia 435/Bcl-x,. amb el vector
d’ expressio ZeoSV2 (+) contenint una sequiencia de 0,6 kb de I’ADNc del gen antiapoptotic
bcl-x. en orientacié antisentit, de manera que I’ARNmM antisentit de bcl-x_. S expressa

constitutivament en la céllulai suneix a I’ARNm complementari, formant-se un hibrid de
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doble cadena tipus ARNmM sentit-ARNmM antisentit de bcl-x_. que provoca |’ aturament de la
traduccid. Aquest disseny experimental ens garanteix uns nivells reduits de proteina Bel-x, al
llarg de tots els experiments in vitro i in vivo realitzats. Els resultats obtinguts demostren que
la sequiéncia antisentit de bcl-x_ indueix la reversié de la modificacio del fenotip metastatic
induit per Bcl-x. en les cél-lules 435, augmentant |’apoptosi i I'adhesié a proteines de la
matriu extracel-lular. Aixi, es suggereix que € blogqueig de I'expressid de bcl-x_ i/o bcl-2
podria servir com a estratégia terapeutica potencialment efectiva en pacients amb tumors que
expressin nivells alts de Bcl-x, i/0 Bcl-2, ja que podrien presentar major risc de desenvolupar
metastasis.

Per tal que aquestes estrategies antisentit utilitzades per reduir |’ expressio genica en les
cél-lules del tumor siguin clinicament aplicables es fan servir oligodesoxinucleotids (ODN)
antisentit, donat que la seva administracio sistemica és més adient comparada amb molts altres
tipus de terapia genica. En aguest context, determinats estudis han demostrat que la utilitzacio
d’ODN antisentit de bcl-2 redueixen efectivament la viabilitat de linies de cancer de pulmé
Bcl-2 positives in vitro per reduccio dels nivells de Bel-2 i inducci6 d’ apoptosi (Ziegler i col.,
1997). Recentment, s’ ha demostrat que la inhibicié de la funcié de Bcl-2 utilitzant ODN
antisentit de bcl-2 més paclitaxel indueix retard en la progressié a la independencia
d’androgens, igual que inhibici6 del creixement de tumors independents d’androgens en
cancer de prostata (Miayake i col., 2000). Addicionalment, atres estudis mostren que en
cel-lules Shionogi €l tractament combinat amb oligonucleotids antisentit de bcl-2 i bcl-x_
incrementa significativament la quimiosensibilitat a taxol (Miyake i col., 2000). Aquestes
dades ens suggereixen gue un tractament combinat amb ODN antisentit de bcl-2 o bcl-x i
paclitaxel podria sensibilitzar les cel-lules 468 i MCF-7 a aquest agent quimioterapéutic.

Terapies antisentit per reduir els nivells d'expressié de Bcl-2 o Bcl-x. podrien
incrementar |’ efecte del tamoxifen en tumors de mama RE positius i Bcl-2 o Bcl-x, positius.
En concordanga amb aquest fet, s'ha demostrat que I’ODN antisentit de bcl-2 G3139 indueix
apoptosi en cél-lules de cancer de mama i contribueix a un efecte citotoxic additiu amb altres
agents terapeutics in vitro (Chi i col., 2000). Aixi, la capacitat per modular la funcio i/o
expressio de Bcl-2 o Bcl-x. pot representar un esdeveniment critic per regular la
guimiosensibilitat de les cél -lules tumorals.

Actualment s esta desenvolupant un assaig clinic en fase | utilitzant I’ODN antisentit de
bcl-2 G3139 en combinacié amb docetaxel per a pacients amb cancers de mama avancats i
altres tumors solids, i en aquest punt els régims de toxicitat han estat ben tolerats. A més, en

dues de les pacients amb cancer de mama es va observar resposta del tumor (Lebedevai Stein,
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2001).

Altres dades també corroboren que la utilitzacio d’ODN antisentit dirigits a bcl-x_
indueixen sensibilitzacié a I’ apoptosi en cél-lules de cancer gastric MKN-45 (Kondo i coal.,
1998), en cél lules d’ adenocarcinoma de pulmo (Leech i col., 2000) i en linies de carcinoma de
mama humana dependents i independents d’ estrogens (Simoes-Wdst i col., 2000).

Recentment, s’ ha dissenyat un ODN antisentit biespecific dirigit a una regié comuna de
bcl-2 i bel-x. que inhibeix I’ expressio de Bel-2 i Bel-x, i indueix apoptosi in vitroi in vivo en
cel-lules tumorals de diversos origens histologics, incloent cél-lules de carcinoma de mama
(Gautschi i col., 2001). Consegiientment, e desenvolupament d’agquest antagonista capac
d’inhibir tots els homolegs funcionals de Bcl-2 i incrementar aixi la sensibilitat a I’ apoptosi
representa una gran promesa per a tractament de la malaltia neoplasica, particularment en
combinacié amb altres regims terapeutics.

L’increment del potencial metastatic de les cél-lules de cancer de mama 435 per
sobreexpressié de Bcl-2 o Bcl-x,. revela una funcié important per a |’ activitat antiapoptotica
d’ aquestes proteines durant €l desenvolupament de la progressié metastatica del cancer de
mama. A mes, la sobreexpressié d aquestes proteines pot constituir un mecanisme regul ador
de la resistencia a drogues quimioterapeutiques o hormonoterapeutiques. Addicionament, €l
fet que Bcl-2 i Bcl-x. endarrereixin I'entrada en el cicle cel-lular també podria tenir
implicacions en la terapia anticancerosa, donat que aquestes cél-lules estan doblement
protegides perquée son refractaries al’ apoptosi | presenten major probabilitat de ser quiescents.

Aixi, la disregulacié de les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-x. afavoreix la
seleccio de cel-lules de cancer de mama amb un fenotip més agressiu. |, consegtientment, la
capacitat per modular la funcié i/o expressié de Bcl-2 o Bcl-x. en tumors de mama amb
sobreexpressié d’aquestes proteines pot representar un esdeveniment critic per induir la
reversio del fenotip metastatic i regular la sensibilitat de les cél-lules tumorals a drogues

terapéutiques, millorant la resposta als métodes tradicional s de tractament del cancer.
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Conclusions

12- Lasobreexpressio de Bcl-2 i Bel-x,. augmenta |’ activitat metastatica del's tumors induits
per les cél-lules d’ adenocarcinoma de mama 435, perd no indueix el fenotip metastatic dels
tumors de cél -lules 468 no metastatiques.

22.-  Enlescél-lules d’ adenocarcinoma de mama metastatiques i no metastatiques analitzades

la sobreexpressié de Bel-2 i Bel-x,. actuainhibint I’ apoptosi i I’ anoikis cel-lular.

a

3*.- Dinsdelesdiferents etapes del procés metastatic, laindependencia d’ adhesi6 a proteines
de la matriu extracel-lular i lainhibicid de I’anoikis poden ésser les funcions més criticament

afectades per la sobreexpressio de Bcl-2 i Bcl-x, .

42 - Existeix una base geneética lligada al fenotip metastatic en € cancer de mama, i |’ efecte

de les proteines antiapoptotiques Bel-2 i Bel-x. en el procés metastatic estaria condicionat per
la dotacié oncogenica de les cél -lules. Aquest efecte es manifesta en:

- lainhibicié de I’anoikis i independéncia d’ ancoratge en cél-lules 435, pero no en les
cél-lules 468 i MCF-7

- la resistencia a |’apoptosi induida per agents quimioterapeutics en les cdl-lules no
metastatiques 468 i MCF-7, pero no en les cél lules 435

- I"increment del creixement dels tumors induits amb cél-lules 435, i en la disminuci6
delsinduits per cellules 468.

5%.- La sobreexpressié de Bcl-x,. en cél-lules 435 afavoreix la ubiqlitat de les metastasis,

induint metastasis ganglionars i pulmonars.

6%- La seleccio cel-lular que s esdevé amb |la sobreexpressio de Bcl-2 o Bel-x. pot no ser
redundant, ja que Bcl-2 afavoreix la metastas pulmonar i Bcl-x. promou un avantatge

organoespecific de lametastasi ganglionar.

72.- Durant e procés metastatic |a sobreexpressié de Bel-x, afavoreix la vehiculacio de les

cél-lules pel torrent sanguini i disminueix € periode de laténcia de les metastasis.
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8%.- Laseguencia antisentit de bcl-x_ indueix la reversié de I’ augment del fenotip metastatic

desencadenat per Bcl-x. en les cél-lules 435 i restableix I'apoptos induida per factors de

creixement i I’anoikis.

9%- La inhibicié de I'expressio dels gens antiapoptotics bcl-2 i/o bcl-x. amb sequéncies
antisentit podria utilitzar-se com a terapia adjuvant per a la prevencioé de la metastas del

cancer de mama.
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