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PRESENTACIO

El treball que s'ha realitzat s'ha centrat en l'estudi de la resistencia a
la quimioterápia, prenent com a model el tractament amb metotrexat,
que actúa per inhibició de l'enzim dihidrofolat reductasa, involucrat en
la síntesi de DNA.

L'estrategia del nostre estudi ha consistit en incrementar de manera
artificial la resisténcia al metotrexat en cél.lules CHO en cultiu,

mitjanpant la seva incubació amb diferents efectors que tenen la
capacitat d 'incrementar la resisténcia al metotrexat, ¡ posteriorment,
assajar compostos que poguessin contrarrestar l'increment provocat en
el número de colónies resistents per aquests efectors. D'aquesta
manera, hem observat que el desenvolupament de la resisténcia al
metotrexat depén d'una via bioquímica que involucra l'augment deis
nivells de calci ¡ntracel.lulars i l'activació de la protelna quinasa C.
Hem demostrat que els inhibidors de la protelna quinasa C són capados
de contrarrestar l'increment de la resisténcia originat peí tractament
amb TPA, i que un deis inhibidors assajats, la calfostina C, també és
efectiu en reduir la resisténcia basal al metotrexat.

També hem observat que el principal mecanisme de resisténcia al
metotrexat que desenvolupen les cél.lules CHO és el de l'amplificació
génica a nivell del locus dihidrofolat reductasa, que codifica per a
l'enzim diana d'atac del tractament amb metotrexat.

D'altra banda, l'estudi de la resisténcia al metotrexat ens ha portat a

aprofondir en la regulació del promotor del gen dhfr. Hem observat que
els factors de transcripció Sp1 i E2F s'uneixen al promotor mínim del
gen, i que la importancia relativa de la unió de Sp1 és molt superior a la
de E2F. Posteriorment, hem estudiat la regulació del promotor en el
procés de proliferació, prenent com a model l'estimulació de cél.lules
quiescents per addició de sérum fetal. Aquest model pot representar el
procés que segueix una cél.lula normal de l'organisme durant la
proliferació tumoral.



Hem determinat que la unió de Sp1 al promotor mínim del gen dhfr
s'incrementa al llarg de la proliferació, i que en aqüestes mateixes
condicions, l'activitat transcripcional del gen, els nivells de mRNA
corresponents i l'estabilitat d'aquest mRNA també augmenten.

També hem establert que Sp1, en la seva unió al promotor del gen dhfr,
es troba formant part d'un complexe transcripcional amb la protema
supressora de tumors Retinoblastoma, i aquest complexe es pot
detectar a totes les fases del cicle. Els nivells de proteTna Sp1 i
Retinoblastoma també s'incrementen amb l'estimulació de les cél.lules

quiescents per addició de sérum.

Proposem un model de regulació del promotor del gen dhfr en el procés
de proliferació basat en la interacció entre el factor de transcripció
Sp1 i la proteTna RB, que completa el model existent sobre la relació
entre la proteTna RB i el factor E2F al llarg del cicle cel.lular. Segons el
nostre model, RB exerceix el control de la proliferació cel.lular no
només a través deis seus estats de fosforilació, sino també també pels
seus nivells de proteTna. L'associació observada entre RB i Sp1 concorda
amb la capacitat descrita de RB per estimular la transcripció
mitjangada per Sp1.

Finaiment, hem establert una correlació entre la resisténcia al
metotrexat i la unió de Sp1 al promotor del gen dhfr. L'ester de forbol
TPA, que incrementa la resisténcia, també incrementa la unió al
promotor per part de Sp1, factor que controla crucialment la
transcripció del gen dhfr. Aquesta observació estaría d'acord amb un
deis mecanismes proposats per explicar el desenvolupament de
l'amplificació génica, segons el qual un increment en la transcripció de
gens específics seguit de recombinació i reparació podría donar lloc a
estructures amplificades.
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1.INTRODUCCIO



El gen dihidrofolat reductasa (dhfr ) pertany a la categoría de gens
constitutius, els productes deis quals són necessaris per al creixement
de tots els tipus cel.lulars. En concret, la proteína DHFR és un enzim
clau en la síntesi de novo de glicina, purines i timidilat, i es troba per
tant implicada en la replicació del DNA. L'enzim DHFR catalitza la
reducció depenent de NADPH de folat a dihidrofolat i seguidament a
tetrahidrofolat. Els folats reduTts són necessaris en les reaccions de
transferencia de grups monocarbonats. La seva oxidació enzimática a
l'estat de dihidrofolat únicament té lloc per acció de la timidilat
sintasa en la síntesi de novo del deoxitimidilat. Aquesta reacció és la
principal consumidora de tetrahidrofolat, i en aqüestes condicions, el
requeriment cel.lular de DHFR és el més elevat.

Degut a que l'enzim DHFR és essencial en la producció del timidilat, un
deis precursors del DNA, les cél.lules en fase replicativa tenen un

requeriment superior de l'activitat DHFR (Johnson,1984) i aquesta
diferencia entre les cél.lules en proliferació activa i les cél.lules en
estat quiescent han fet de la DHFR una diana per al tractament de
condicions hiperproliferatives com la neoplasia. La droga metotrexat
(MTX) és un análeg del folat que actúa com a inhibidor competitiu de
l'enzim DHFR (Ki < 10"9 M), i que s'utilitza ampliament en el
tractament de l'artritis i de diferents tipus de cáncer, particularment,
coriocarcinomes i léucemies limfocítiques agudes (Schweitzer et al.,
1990). Després de varíes administracions del tractament amb MTX,
alguns pacients desenvolupen resistencia a la droga. Amb la utilització
de models de cultius cel.lulars, s'ha pogut establir que l'amplificació
del DNA que conté el gen dhfr és el mecanisme més comú per a

l'adquisició de la resisténcia al MTX. L'amplificació del gen dhfr també
es pot produir en pacients amb cáncer (Curt et al., 1983; Horns et al.,
1984), encara que intervenen altres mecanismes en el desenvolupament
de la resisténcia a les dosis terapéutiques de MTX, com poden ésser la
reducció del transport cap a l'interior de la cél.lula, l'increment de
l'expulsió de la droga cap a l'exterior o la mutació de l'enzim (Allegra,
1990).
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1.1. ESTRUCTURA DEL GEN dhfr

El gen dhfr de hámster es va clonar i caracterizar a partir de la línia
cel.lular MK42, una línia de CHO amplificada a nivell del locus dhfr
(Carothers et al., 1983). Aquest gen estroba localitzat al cromosoma 2
de les cél.lules CHO (Roberts et al., 1980) amb una organització de 6
exons i 5 introns, i un tamany total d'aproximadament 26 kb. Els
tamanys aproximats deis 5 introns del gen són 0.3; 2.5; 8.6; 2.6 i 9.4 kb,
respectivament.

La localització relativa deis diferents exons es va establir a partir deis
clons de cDNA corresponents a les dues especies predominants de mRNA
a les cél.lules MK42, amb tamanys de 2.350 i 1.100 bp, respectivament.
La diferencia de tamanys entre els mRNAs és deguda a l'abséncia de les
seqüéncies més en 3' a l'especie de mRNA més curta i revel.la
l'utilització de diferents llocs de poliadenilació.

El gen dhfr codifica per a una proteína de 21 kDa amb 187 residus
d'aminoácids.

1.1.1. Estructura del promotor del gen dhfr

El gen dhfr de hámster produeix transcrits múltiples que es diferencien
en els seus extrems 51. Aproximadament un 85% deis transcrits
comencen a l'inici major de la transcripció i la resta comenga a l'inici
menor localitzats a -63 bp, i a -107 bp respecte a l'inici de la
traducció, respectivament (Mitchell et al., 1986).

El promotor del gen dhfr de hámster careix de caixa TATA, un element
habitualment emprat com a senyal que direcciona l'iniciació de la
transcripció per la RNA polimerasa II (McGrogan et al., 1985).

La regió de DNA que conté el promotor del gen dhfr es caracteritza per
l'abundáncia de G + C, acompanyada d'una alta densitat de dinucleótids
CpG sense metilar, fet poc usual en el DNA genómic de vertebrats.

El promotor del gen dhfr en mamífers (ratolí, hámster i home) presenta
4 motius de seqüéncies conservades:
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1)Varíes caixes GC, que constítueixen llocs d'unió per al factor de
transcripció Sp1 (Dynan & Tjian, 1985).2)Una o més seqüéncies de l'element CAA, on sembla que s'uneix un
factor encara no identificat.3)Una regió próxima al lloc d'inici de la transcripció on s'uneix el
factor de transcripció E2F.4)Una seqüéncia a la regió 5' no tradulda (UTR).

Dues de les seqüéncies conservades es localitzen en una estructura
repetitiva de 29 bp que inclou una caixa GC a l'extrem 5' de l'estructura
i el motiu CAA a l'extrem 3' de la mateixa. Una d'aqüestes estructures
repetitives es troba a 49 bp de l'inici major de la transcripció, i la
segona a 47 bp de l'inici menor de la transcripció. Existeixen altres
caixes GC, riques en G i que segueixen el consensus GRGGCGG/TRG (en el
qual R equival a A o G) fora de l'estructura repetitiva de 29 bp,
localitzades a -195 i -175 bp respecte a l'inici major de la
transcripció, respectivament, de manera que són 4 els llocs d'unió del
factor Sp1 en zones próximes a l'inici de transcripció. També
existeixen múltiples caixes GC distáis, riques en C que segueixen el
consensus CCGCCC, a la regió des de -490 a -620 bp del promotor
(Mitchell et al., 1986).

I I E2F

ES Hement repetitiu de 29 bp
Spl

proximal

I»’distal
-1 95

(HHrHr1
ATG

-620 -490 -175 -44 +1 +63

ESQUEMA 1. ESTRUCTURA DEL PROMOTOR DEL GEN dhfr DE HAMSTER
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1.1.2. Factors de transcripció que s'uneixen al promotor del
gen dhfr

Els estudis relacionats amb l'interacció de factors de transcripció amb
el promotor del gen dhfr han establert la gran importáncia del factor
Spi en l'activitat d'aquest promotor.

Encara que l'estructura del promotor del gen dhfr inclou múltiples
caixes GC d'unió per Sp1, s'ha demostrat mitjangant experiments de
delecció progressiva de la regió 5‘, que la seqüéncia d'unió més próxima
a l'inici major de la transcripció, situada entre les posicions -48 i -42
relatives a l'inici major de la transcripció, és la té un pés més
important en l'activitat del promotor. La delecció d'aquesta caixa GC
més proximal comporta la pérdua de l'activitat transcripcional, tal com
es va comprovar en assaigs de transfecció (Ciudad et al., 1988; Swick
et al., 1989).

Les construccions que només conserven les 48 bp del promotor que
inclouen la caixa GC més proximal en relació amb l'inici major de la
transcripció, donen lloc a transcrits correctament iniciats i a colónies
viables en assaigs de transfecció, encara que els transcrits originats
corresponen exclusivament a l'utilització de l'inici major de la
transcripció (Ciudad et al., 1988).

Les mutacions puntuáis a la caixa GC més proximal en relació a l'inici
major de la transcripció, mostren que la unió del factor de transcripció
Sp1 está relacionada amb l'activitat transcripcional del promotor. Les
mutacions en el lloc consensus d'unió de Sp1 comporten una reducció en
els nivelis de RNA corresponents al gen dhfr i la pérdua de la capacitat
d'unió al factor de transcripció (Ciudad et al., 1992). Totes aqüestes
dades indiquen que un únic lloc d'unió de Sp1 en el gen dhfr de hámster
és necessari per a una correcta iniciació de la transcripció a l'inici
major.

També s'ha observat que l'addició de mitramicina, una droga que
interacciona amb les seqüéncies de DNA riques en GC, inhibeix la unió
de Sp1 a les seves seqüéncies de reconeixement i aboleix de manera
selectiva l'activitat transcripcional del promotor del gen dhfr (Blume
et al., 1991).

4



En el gen dhfr de hámster també es troben varíes seqüéncies CAA.
L'introducció de mutacions a nivel! de l'element CAA més proximal, que
es localitza a la posicló -29 respecte a l'inici major de la transcripció,
no té prácticament efecte en el nivell de transcripció, en comparació
amb la construcció que conté el promotor mínim del gen de hámster
(Ciudad et al., 1992). La mutació d'aquest l'element CAA no comporta
una alteració del lloc d'inici major de la transcripció, el que indica que
aquesta seqüéncia no és un substitut funcional de la clássica caixa
TATA en el posicionament de l'iniciació de la transcripció.

Fíns a l'actualitat, no ha estat possible detectar la unió de proteTnes
ais elements CAA, encara que en footprints amb Sp1 parcialment
purificat s'ha observat la protecció de la regió CAA a l'igual que la
caixa GC (Gunderson et al., 1988).

Un tercer factor capag d'unir-se al promotor del gen dhfr és el factor
de transcripció E2F, que juga un important paper en la progressió del
cicle cel.lular a través de la seva interacció amb la protema
Retinoblastoma.

El gen dhfr
TTTCGCGCCAAA,
transcripció (+1), que conté dos consensus d'unió sobreposats peí factor
E2F. La mutació d'aquesta seqüéncia aboleix la interacció amb E2F i
comporta una reducció de la transcripció i de l'expressió del gen, pero
no afecta a l'inici major ni a l'utilització relativa deis dos inicis de
transcripció del promotor (Blake et al., 1989). Alguns estudis han
sugerit l'existéncia d'un factor anomenat HIP1 (housekeeping initiator
protein I), que podría unir-se a nivell de l'inici major de la
transcripció, per dirigir aquesta (Means & Farnham,1990; Means et
al.,1992), encara que aquest factor és probablement E2F, ja que la
seqüéncia d'unió reconeguda i l'efecte sobre la transcripció del gen són
els mateixos per ais dos factors.

de hámster conté una seqüéncia conservada,
immediatament en 31 de l'inici major de la

Tal com s'ha descrit, l'unió de proteTnes especifiques a l'element CAA o
al lloc d'unió de E2F no és responsable de la determinació del lloc
d'inici major de la transcripció en el gen dhfr, el que sugereix que una
de les proteTnes activadores és la que s'encarrega d'aquesta fundó. S'ha
proposat que el lloc d'unió proximal de Sp1 podría jugar un paper en el
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posicionament de l'inici major de la transcripció en el promotor de
hámster (Blake et al., 1990).

1.2. EXPRESSIO BASAL DEL GEN dhfr

El transcrit priman corresponent al gen dhfr té un tamany de 25 kb. A
partir d'aquest transcrit s'originen tres tipus de missatgers mitjangant
la utilització de senyals d'aturada múltiples en direcció 3\ La
diferencia principal entre aquests mRNAs radica en l'extensió de la
regió 3' no traduída, encara que només un deis llocs de poliadenilació en
3' es troba precedit per l'hexanucieótid AAUAAA corresponent al senyal
consensus de poliadenilació (Venolia et al., 1987). Els tamanys deis
mRNAs corresponents al gen dhfr es poden separar es dues categories:
dos transcrits majors de 2.350 i 1.100 bp, respectivament i un
transcrit menor de 1.850 bp. El transcrit de 2.350 bp és l'únic precedit
peí senyal consensus de poliadenilació.

La inclusió del primer intró incrementa l'expressió de construccions de
minigens de hámster de 7 a 10 vegades en assaigs de transfecció
(Venolia et al., 1987). L'eliminació d'aquest primer intró en un minigen
de hámster origina transcrits incorrectament iniciats (Ciudad et al.,
1992). Per tant, el primer intró té una importáncia clara en l'expressió
eficag del gen dhfr en cél.lules, encara que no s'ha determinat si la
estimulació és de tipus transcripcional o post-transcripcional.

Mitjanpant la técnica de RT-PCR s'ha pogut establir que l'últim intró
eliminat en el procés d'empalmament per donar lloc al mRNA és I'intró
1 (Kessler et al., 1993).

1.3. EXPRESSIO REGULADA DEL GEN dhfr

Donat que l'enzim DHFR es troba involucrat en la ruta de biosíntesi de
nucleótids, la seva activitat és indispensable en el procés de replicació
del DNA i está íntimament involucrada en la progressió del cicle
cel.lular. L'activitat DHFR s'incrementa durant la fase S del cicle

cel.lular que correspon a la fase de replicació del DNA. Aquest
increment en l'activitat DHFR a conseqüéncia de l'increment de la
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síntesi de la protelna DHFR podría ésser degut a dos mecanismes: un
increment en l'activitat transcripcional o bé un increment en
l'estabilitat del mRNA corresponent al gen dhfr. Mitjangant aquests
mecanismes, es produiria un increment en els nivells de missatger del
gen dhfr que originaríen, en última instancia, un augment deis nivells de
protelna DHFR i per tant, de la seva activitat enzimática.

Encara que s'ha demostrat que la síntesi de proteína DHFR es troba
regulada en fundó del cicle cel.lular (Wiedemann & Johnson, 1979;
Mariani et al., 1981), els estudis realitzats per determinar si
l'increment observat en l'activitat DHFR a la fase S és una conseqüéncia
d'un increment de l'activitat transcripcional o d'un augment en
l'estabilitat del missatger han arribat a conclusions contradictóries.

Aquesta discordancia en els resultáis pot ésser deguda en parí a la
utilització de models diferents per a l'obtenció de cél.lules
sincronitzades en algún punt del cicle cel.lular.

Es poden utilitzar tres tipus de models per estudiar la regulació génica
al llarg del cicle cel.lular: I) cél.lules sincronitzades en la fase Go
mitjangant la deprívació de serum fetal o d'aminoácids essencials o peí
creixement fíns a confluéncia, II) cél.lules seleccionades a les
diferents fases del cicle mitjangant el procés d'elutriació per

centrifugació i III) cél.lules seleccionades en la fase de mitosi
mitjangant sacsejament mitétic. Depenent del model utilitzat
s'observen diferents comportaments.

En estudis realitzats a partir de fibroblasts de ratolí en estat
quiescent, s'ha observat que la producció de mRNA corresponent al gen
dhfr es troba control.lada a nivell de la transcripció del gen quan les
cél.lules són estimulades mitjangant l'addició de sérum fetal a tornar a
l'estat proliferatiu. En aqüestes condicions, es produeix un increment
de 4 vegades en la transcripció del gen dhfr (Santiago et al., 1983). En
la mateixa direcció, s'ha observat que en poblacions de fibroblasts de
ratolí sincronitzades per selecció mitética es produeix un increment de
7 vegades en la transcripció del gen dhfr quan les cél.lules entren en la
fase S (Famham & Schimke, 1985).

Amb cél.lules 3T6 de ratolí sincronitzades en Go per deprívació de
sérum fetal, Hendrickson et al. (1980) van observar un increment de 4
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vegades en el nivell de mRNA corresponent al gen dhfr en arribar a la
fase S. Aquest increment no tenia lloc a conseqüéncia de la variació en
l'estabilitat del missatger, ja que la seva vida mitja era la mateixa en
cél.lules quiescents en Go i en cél.lules en creixement exponencial.

El grup de Kellems (Leys & Kellems, 1981; Leys et al., 1984) van
analitzar la transcripció i el processament del gen dhfr en la línia
cel.lular S180 de fibroblasts de ratolí. Les cél.lules es sincronitzaven
en fase estacionaria per creixement fins a confluencia, i posteriorment,
eren estimulades al sembrar-les en medí frese a més baixa densitat. En

aqüestes condicions, no es van trobar canvis a nivell de la transcripció
del gen dhfr a conseqüéncia de l'estimulació, pero es va determinar
l'increment tant de l'estabilitat relativa del RNA nuclear com del nivell

de processament deis transcrits a mRNA. Segons aquest grup, la
quantitat de mRNA corresponent al gen dhfr es regula mitjangant un

augment en la seva prépia estabilitat sense que es produeixi un
increment en la transcripció.

En oposició a aquests resultats, un altre estudi que utilitza cél.lules
proliferatives seleccionades per elutriació centrífuga estableix que els
nivells de mRNA corresponents al gen dhfr no varíen quan les cél.lules
progressen de la fase G1 a la fase S, i tampoc es produeix un increment
net en els nivells de proteína DHFR en aqüestes condicions (Feder et al.,
1989).

Fins a l'actualitat no existeix cap treball que hagi estudiat al mateix
temps tant la transcripció com l'estabilitat del missatger per explicar
l'increment en els nivells de proteína DHFR que es produeix a la fase S
del cicle cel.lular. De tots els estudis realitzats, peré, es desprén la
idea que el gen dhfr és molt sensible a tots els canvis relacionats amb
el medi de cultiu, i que la seva regulació en cél.lules en creixement
exponencial és diferent a la que segueixen les cél.lules en estat
quiescent quan són estimulades a proliferar.

1.4. CICLE CEL.LULAR

Actualment, existeix un gran interés per determinar la relació entre
l'activació de gens concrets i la progressió al llarg del cicle cel.lular.
S'ha observat que l'activació de determináis factors de transcripció es
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produeix en punts específics del cicle, concretament a la fase G1 i
interfase G1/S, segons un patró establert. L'expressió i regulació
d'aquests factors de transcripció permet l'activació d'altres gens que
codifiquen per a les proteínes necessaries per a la correcta progressió
del cicle. Es tracta, per tant, d'un mecanisme perfectament control.lat
que regula la proliferació cel.lular. A continuació es descriuen les
diferents fases del cicle cel.lular amb especial émfasi en la seva

hOE l./fregulació. \
■j»

! ñ 5*

'’XiSA
1.4.1. Fases del cicle cel.lular

A conseqüéncia de l'estímul proliferatiu deis mitógens, es produeix un

programa de processos bioquímics estretament regulat que portara a
I'inici de la replicació del DNA i en última instancia a la divisió
cel.lular. Aquest procés constitueix el cicle cel.lular i es pot dividir en
3 fases principáis: G1, S i G2/M.

La progressió al llarg del cicle cel.lular es troba estretament
relacionada amb un cicle bioquímic subjacent en el qual les quinases
depenents de ciclines (CDKs) s'activen de manera seqüencial a través de
diferents ciclines. D'acord amb aquest model, cada complex successiu
ciclina-CDK fosforila la única serie de substrats que són essencials per
a cada procés del cicle en concret. La regulació de la transíció entre els
diferents estats cel.lulars es localitza ais diferents punts de chequeig,
com poden ésser I'inici i l'acompliment de la replicació del DNA (fase
S) i de la divisió cel.lular (mitosi), (Nurse et al., 1994).

1.4.1.1. La fase G1 del cicle cel.lular

La fase G1 del cicle cel.lular és una fase básicament de preparació per
al procés de replicació del DNA, que tindrá lloc a la fase S.

Les cél.lules de mamífers són sensibles a tota una serie d'estímuls

extracel.lulars, com poden ésser els factors de creixement, els
antagonistes de mitógens, els inductors de la diferenciació i altres
efectors, fins a assolir el punt de restricció al final de la fase G1,
després del qual la progressió en el cicle és independeñt deis senyals de
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I'entorn. Els reguladors clau de la progressió al llarg de la fase G1 són,
per una part, tres ciclines de tipus D, D1, D2 i D3, que es complexen en
holoenzims amb les quinases CDK4 i CDK6 (Bates et al., 1994), i per un
altre part la ciclina de tipus E que es combina amb la quinasa CDK2 més
tard en G1.

Les tres ciclines del tipus D s'indueixen com a part de la resposta
retardada ais mitógens d'una manera depenent del tipus cel.lular.
Aqüestes ciclines es sintetitzen mentre es mantingui l'estímul del
factor de creixement i oscil.len de forma moderada al llarg del cicle
amb nivells máxims a la proximitat de l'interfase G1/S. Tanmateix,
aquest tipus de ciclines és rápidament degradat ja que la seva vida
mitja és molt curta, aproximadament de 30 minuts (Matsushime et al.,
1991; Won et al., 1992). S'ha proposat que les ciclines de tipus D
podrien actuar com a sensors deis factors de creixement (Sherr, 1993).

La destrucció de les ciclines D en resposta a la deprívació de factors de
creixement durant la fase G1 bloqueja l'entrada en la fase S, pero la
seva degradació més tard en el cicle no té cap efecte d'aturada.

L'expressió de la quinasa CDK4 s'indueix a conseqüéncia de l'estímul
deis mitógens (Matsushime et al., 1992 ; Geng & Weinberg, 1993).
Encara que la síntesi de les ciclines D comenga en la transició des de la
fase Go cap a la fase G1, l'activitat de la quinasa associada a aqüestes
ciclines no es manifesta fins a la meitat de la fase G1 i posteriorment,
s'incrementa a mesura que les cél.lules s'aproximen a l'interfase G1/S
(Matsushime et al., 1994).

Les ciclines de tipus D són fonamentals per a la regulació del cicle
cel.lular de la protema supressora de tumors Retinoblastoma (RB). RB
es troba hipofosforilat al llarg de la fase G1, es fosforila just abans de
la fase S i es manté hiperfosforilat fins al final de la mitosi. La forma
hipofosforilada de RB bloqueja les cél.lules a la fase G1 i la seva
fosforilació les allibera (Hínds & Weinberg, 1994). Els complexes de les
ciclines D amb les CDKs són per tant excel.lents candidats per actuar
com a protemes quinases sobre la protema RB a la fase G1. RB (Kato et
al., 1993) i E2F-1 (Fagan et al., 1994) són els únics substrats coneguts
que són fosforilats peí complex ciclina D-CDK4 in vitro, i aquest
complex actúa a la majoria de llocs de fosforilació de RB que són
fosforilats in vivo a l'interfase G1/S. S'ha proposat que el paper
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fonamental de la ciclina D1 és l'inactivació de RB de manera que les
cél.lules puguin entrar en la fase S i replicar el seu DNA.
A diferéncla de les ciclines D, la ciclina E s'expressa de manera

periódica i es complexa amb la quinasa CDK2, que arriba a un nivell
máxim d'activitat a l'interfase G1/S (Dulic et ai, 1992; Koff et al
1992). Un cop les cél.lules entren en la fase S, la ciclina E es degrada i
la quinasa CDK2 es complexa aleshores amb la ciclina A. La ciclina E
sembla ésser indispensable per a la transició G1/S a les cél.lules de
mamífers. La inhibició de la funció de la quinasa CDK2 també evita
l'entrada de les cél.lules en la fase S (Pagano et al., 1993).
Tant el complex ciclina E-CDK2 com els complexes de ciclina D-CDK4 es
fosforilen a nivell d'un unic residu de treonina, i aquesta modificació és
necessaria per a la seva activado. La responsable d'aquest procés de
fosforilació és la quinasa activadora de CDK (CAK), un enzim constituTt
per varíes subunitats (Fisher & Morgan, 1994).
A resquema següent es mostra la regulado del cicle cel.lular.

• f

Raf, Ras, Myc,
Fos, Jun .

Factors
de creixement

(P53)TGFp

(MyJ) y

TGFp
Inhibició

©© per contacte

ESQUEMA 2. REGULACIO DEL CICLE CEL.LULAR
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1.4.1.2. Inhibidors deis complexes ciclina-CDK de la fase G1

Recentment s'han descobert inhibidors deis complexes ciclina-CDK a
nivell de la fase G1 i que semblen exercir un important paper en la
regulació de la progressió del cicle cel.lular.

Encara que les complexes binaris entre les ciclines i les CDKs tenen
activitat catalítica, altres protemes copurifiquen amb aquest
complexes aTllats a partir de cél.lules normáis (Xiong et al., 1992). Una
d'aquestes protelnes és p21CiP1 i la seva expressió s'indueix durant la
transició de Go a G1 (Li et al., 1994). p21 s'uneix ais complexes ciclina
D-CDK4 i ciclina E-CDK2 durant la fase G1, de manera que els
complexes que només contenen una molécula p21 són catalíticament
actius pero els complexes amb múltiples subunitats p21 són inactius, i
les modificacions en l'estequiometria de p21 són suficients per a la
conversió de les formes actives en inactives i vice versa (Zhang et al.,
1994).

p21 és un inhibidor universal de les CDKs i la seva expressió génica es
troba regulada positivament per la proteína supressora de tumors p53
(El-Deiry et al., 1993). Mitjangant la inhibició de l'activitat de les CDKs
a través de p21 després de l'inducció de p53 en resposta a un dany en el
DNA cel.lular, s'evita la fosforilació de la proteína RB i l’alliberació del
factor de transcripció E2F (El-Deiry et al., 1994).

A les cél.lules normáis, p21 es troba formant part d'un complex
quaternari que inclou, a més d'una ciclina i CDK, a l'antigen nuclear de
cél.lules proliferatives (PCNA), que actúa tant a nivell de la replicació
del DNA com en els mecanismes de reparació i constitueix una de les
subunitats de la DNA polimerasa 5. p21 inhibeix de forma directa la
replicació del DNA a través de la seva unió al PCNA, que comporta la
inhibició d'aquest darrer (Waga et al., 1995), peré sense bloquejar la
seva fundó en el procés de reparació (Li et al., 1995).

Un altre regulador de la progressió en G1 és p27KjP1, idéntic en un 42%
a p21 a nivell de l'extrem amino-terminal, que inhibeix, en fundó de la
seva estequiometria, una varietat de complexes ciclina-CDK in vitro, i
la seva sobreexpressió bloqueja la progressió a través de G1 (Polyak et
al., 1994; Toyoshima & Hunter, 1994). Els nivells de p27 són alts en
cél.lules quiescents i disminueixen a mesura que les cél.lules
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progressen en G1 fins arribar a S (Firpo et al., 1994; Kato et al., 1994;
Slingerland et al., 1994). A mesura que les cél.lules entren en el cicle,
p27 s'uneix ais complexes ciclína-CDK, i l'activitat CDK4 o CDK6 es
manifesta quan es redueixen els nivells de p27. Si p27 s'uneix al
complex ciclina D-CDK4, es promou l'activitat del complex ciclina E-
CDK6, de manera que l'ordre d'activació queda correctament regulat.

També existeixen inhibidors específics per les CDK4 i CDK6, que
constitueixen una familia de proteTnes de 15-20 kDa amb motius
repetitius d'anikrina (Serrano et al., 1993). El primer membre descrit
d'aquesta familia és p16lnk4a, que aparentment inhibeix la CDK4 de
manera competitiva a nivell de la unió de la ciclina D. Els nivells de p16
són elevats a les cél.lules que careixen de protelna RB funcional, el que
sugereix que RB podría suprimir l'expressió de p16, que seria l'efecte
recíproc a l'estimulació de l'expressió de la ciclina D deguda a RB
(Parry et al., 1994; Li et al., 1994).

Un altre membre de la familia del gen ink4 és la protelna p15lnk4b, que
també actúa com a inhibidor específic de les CDK4 i CDK6. p15 podría
ésser el principal efector del bloqueig del cicle cel.lular en G1 en
resposta al TGF-p. S'ha observat que l'expressió de p15 s'indueix 30
vegades després del tractament amb TGF-p, i que la seva unió a CDK4 i
CDK6 augmenta fins a anular l'activitat de les quinases in vivo (Hannon
& Beach, 1994).

1.4.1.3. La fase S del cicle cel.lular

Durant la fase S del cicle el contingut sencer de DNA del nucli s'ha de
replicar de forma completa i precisa en un perióde de temps limitat.
Aquest procés té iloc mitjangant l'inici de la replicació de forma
bidireccional en llocs múltiples al llarg de cada cromosoma. La fase S
inclou la replicació del DNA pero també la duplicado de l'estructura
complexa deis cromosomes i la seva durado varia en fundó de
l'especie, i en una mateixa especie, en fundó de l'estat de
desenvolupament.

Es considera que la quinasa depenent de ciclines CDK2 és una de les més
directament involucrades en la replicació del DNA (Fang & Newport,
1991), i és adivada de manera seqüencial per les ciclines de tipus E i
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A. Es creu que les ciclines de tipus E actúen després de les de tipus D a
nivell de l'interfase G1/S i juguen un paper ¡mportant en l'inici de la
replicació (Heichman & Roberts, 1994).

La ciclina de tipus A és requerida de forma continuada per a la
progressió a través de la fase S, i posteriorment, a la transició G2/M
(Pagano et al., 1992). La ciclina A es localitza a la fase S ais punts del
nucli on es produeíx la replicació del DNA, el que sugereix que pot
participar directament en l'organització, l'activació o la regulació de
les estructures replicatives (Cardoso et al., 1993).

Tant la ciclina A (Devoto et al., 1992) com la ciclina E interaccionen
amb p107 i E2F (Lees et al., 1992). La ciclina E estimula potencialment
la transcripció de gens necessaris per a la fase S i que depenen del
factor E2F, mentre que la ciclina A inhibeix la transcripció d'aquests
mateixos gens quan es produeix l'activació del complex ciclina A-CDK2,
més tard en la fase S.

La ciclina A podría teñir també un paper addicional en el procés
d'apoptosi. S'ha observat que l'activitat proteína quinasa que depén de
la ciclina A augmenta quan les cél.lules inicien l'apoptosi (Meikrantz et
al., 1994) i la sobreexpressió de la ciclina A indueix l'apoptosi en

presencia d'un baix contingut de serum fetal en el medí de cultiu (Hoang
et al., 1994).

1.4.1.4. Les fases G2/M del cicle cel.lular

El cicle mitótic és una via bioquímica que genera, independentment
d'estímuls extracel.lulars, la progressió ordenada deis processos
relacionats amb la duplicació i la divisió. La entrada en la mitosi esta
control.lada peí factor promotor de la mitosi (MPF), constituít per la
ciclina de tipus B i la proteína quinasa Cdc2. Com la quinasa Cdc2 es
troba present de forma constitutiva en el cicle, és l'acumulació i
destrucció periódiques de la ciclina B que determinen l'oscil.lació de
l'activitat del MPF al llarg del cicle cel.lular.

El cicle mitótic es pot definir mitjangant tres transicions que

impliquen a la ciclina B: la ciclina B activa al MPF i s'inicia la profase.
Posterioment, el MPF activa un sistema proteolític depenent de
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ubiquitina que provoca la destrucció de la ciclina B i l'inici de
l'anafase. Finalment, s'atura la destrucció de la ciclina i es torna a
l'inici del cicle.

1.4.1.4.1. Activació del MPF

El complex ciclina B-Cdc2 s'acumula en estat inactiu durant les fases S
i G2, mitjangant la fosforilació de la Cdc2 a nivell deis residus Tyr-15
(Y15) i Thr-14 (T14) (Draetta et al., 1988). La fosforilació de la quinasa
Cdc2 té lloc per acció de les proteínes quinases Wee1 i Myc1
(Featherstone & Russell, 1991; Lundgren et al., 1991). Al final de la
fase G2, la protelna fosfatasa Cdc25C s'estimula i catalitza la
defosforilació de Y15/T14 que resulta en l'activació de la Cdc2
(Gaultier et al., 1991). A les cél.lules normáis, l'alteració del DNA a
conseqüéncia de radiació o d'agents alquilants bloqueja la
defosforilació de Y15/T14, de manera que les cél.lules s'aturen a la
fase G2 i no arríben a la mitosi. Tanmateix, en moltes línies tumorals,
es produeix l'activació del complex ciclina B-Cdc2 independentment de
l'estat del DNA i les cél.lules entren en mitosi amb el seu DNA danyat
(O'Connor et al., 1993), el que sugereix un possible detecte en la
regulació de la defosforilació de Y15/T14.

La fosfatasa Cdc25C, que catalitza la defosforilació de Cdc2, també es
troba regulada mitjangant un mecanisme complex de fosforilació i
defosforilació.

Per generar la forma activa del MPF, és necessaria la fosforilació del
residu Thr-161 de la Cdc2, que té lloc per acció de la quinasa
activadora de Cdc2 (CAK) (Fesquet et al., 1993), que també necessita
fosforilar-se per assolir la forma activa. L'activació del MPF indueix la
divisió a través de l'alteració de l'estructura i de les funcions

cel.lulars mitjangant la fosforilació mitótica (Earnshaw & Pluta, 1994).

1.4.1.4.2. Inactivació del MPF

Un cop s'ha prodult la reorganització del citoesquelet i els cromosomes
condensats es troben alíniats al plateau de la metafase, el MPF activa
el sistema de degradació depenent de ubiquitina de les ciclines B de
manera que s'indueix l'anafase i es produeix l'inactivació del MPF. Les
etapes restants de la divisió cel.lular com la citoquinési tenen lloc amb
la reversió de la fosforilació mitótica posterior a l'inactivació del MPF.
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L'extrem N-terminal de les cíclines de tipus B conté una seqüéncia
curta conservada, anomenada caixa de destrucció, que quan es
delecciona o es muta, evita la degradació de les ciclines per acció del
sistema proteolític específic de la mitosi. Aquesta seqüéncia intacta
és indispensable perqué la ciclina actul de diana per a la seva

degradació a través de la via depenent de ubiquitina (Glotzer et al.,
1991).

La separació de les cromátides filies depén de l'activació del sistema
proteolític depenent de ubiquitina que destrueix la ciclina B. Aquests
processos, a diferéncia d'altres fenómens estructuráis de la mitosi, són
irreversibles i per tant l'activació del sistema proteolític és la ultima
etapa de control per bloquejar la sortida de la mitosi si es produeix
alguna alteració del mecanisme normal.

1.5. CANVIS MOLECULARS DE PROTEINES INVOLUCRADES EN LA

PROGRESSIO DEL CICLE CEL.LULAR I RELACIONADES AMB EL GEN

dhfr

1.5.1. LA PROTEINA RETINOBLASTOMA

1.5.1.1. Característiques de la proteTna Retinoblastoma

El gen que codifica per a la proteTna Retinoblastoma (RB) es va
identificar originalment com el locus genétic de predisposició al
retinoblastoma o tumors a la retina. La mutació o delecció deis dos

al.lels del gen es produeix a molts retinoblastomes i altres tipus de
cáncer en els humans, el que indica que la pérdua de la fundó de RB és
un deis esdeveniments principáis en la patogenési de moltes formes de
tumors (Lee et al., 1988). La reintroducció del gen RB normal en
cél.lules tumorals que careixen de la proteTna RB funcional és capag de
reduir el seu creixement (Huang et al., 1988), i el subministrament de
proteTna RB addicional, mitjanpant métodes de transfecció o

microinjecció, comporta freqüentment el bloqueig de la progressió
cel.lular a la fase G1 (Goodrich et al., 1991; Hinds et al., 1992; Qian et
al., 1992; Qin et al., 1992). Donades aqüestes característiques, el gen
RB es considera un gen supressor de tumors, ja que la seva funció
normal és la regulado negativa de la proliferació cel.lular.
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codifica per a una fosfoprotelna nuclear de 105-110 kDaEl gen RB
(Friend et al., 1986; Lee et al., 1987; Fung et al., 1987). L'estat de
fosforilació de la protema RB es troba regulat en funció de les
diferents fases del cicle cel.lular (Buchkovich et al., 1989; Chen et al.,
1989; DeCaprio et al., 1989).

Donada la localització nuclear de la protelna RB i la seva capacitat
aparent per unir-se al DNA, s'ha sugerit que RB podría trobar-se
involucrat en el control transcripcional. En experiments de transfecció,
s'ha observat que RB pot reprimir la transcripció del gen c-fos
(Robbins et al., 1990). RB també es troba involucrat en la repressió
transcripcional deis promotor de c-myc i del TGF-pl (Kim et al., 1991).
D'aquesta manera, RB intervindria en la repressió transcripcional de
gens que s'expressen a l'inici de la fase G1, i es limitaría la progressió
al llarg del cicle cel.lular.

1.5.1.2. Regulació de RB al llarg del cicle cel.lular

La protelna RB es fosforila de manera específica durant el cicle
cel.lular (Buchkovich et al., 1989; Chen et al., 1989; DeCaprio et al.,
1989), de manera que la forma hipofosforilada de la proteína es troba
majoritariament a la fase G1, i la seva forma hiperfosforilada és
l'estat predominant a les fases S i G2/M. La fosforilació de RB a
l'interfase G1/S és un requeriment indispensable perqué les cél.lules
entrin en la fase S, i les formes hiperfosforilades de la proteína es
mantenen fins que les cél.lules finalitzen la mitosi. Posteriorment es

produeix una defosforílació enzimática que torna la proteína RB a la
seva forma hipofosforilada (Ludlow et al., 1993).

La quinasa depenent de ciclines cdc2 pot fosforilar in vitro la proteína
RB (Hu et al., 1992), encara que també participen altres quinases en el
procés de fosforilació perqué cdc2 no actúa a nivell de l'interfase G1/S,
on es produeix la fosforilació inicial de RB. S'ha descrit que la proteína
RB pot interaccionar amb les ciclines D que actúen a la fase G1 (Ewen
et al., 1993). Les ciclines de tipus D s'associen amb la quinasa depenent
de ciclines CDK4, i el complex resultant és capag de fosforilar la
proteína RB ¡n vitro (Matsushime et al., 1992). Els complexes ciclina D-
CDK podrien estar per tant involucrats en la fosforilació de RB al final
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de la fase G1, i regularien indirectament l'entrada de les cél.lules a la
fase S.

Un altre possible regulador de l'estat de fosforilació de la proteTna RB
és p53, que es considera també un gen supressor de tumors. p53 provoca
el bloqueig de la progressíó del cicle cel.lular a nivell de la fase G1 i
l'acumulació de la forma hipofosforílada de RB quan es produeix un dany
en el DNA. D'aquesta manera, s'evita que les cél.lules segueixen el
procés de replicació i de mitosi, que transmitiría l'alteració del DNA a
les generacions posteriors. S'ha observat que les cél.lules que
presenten una alteració o una deficiéncia de p53, no acumulen la forma
hipofosforílada de RB com a part de la resposta al dany del DNA
cel.lular, i per tant no queden bloquejades en G1 (Slebos et al., 1994).

Encara que existeixen molts estudis sobre el paper de la proteTna RB en
la regulació del creixement cel.lular, el mecanisme mitjangant el qual
RB exerceix aquesta regulació és ampliament desconegut. Una de les
hipótesis és, per analogía amb les oncoprotelnes viráis, que la proteTna
RB interacciona amb varíes proteTnes cel.lulars i regula el creixement
cel.lular a través d'aquests complexes.

1.5.1.3. Complexes de RB amb altres proteTnes

La proteTna RB és capap d'unirse a proteTnes d'origen viral provinents de
l'adenovirus E1A, l'antígen T del virus SV40 i el papilomavirus E7 huma
(DeCaprio et al., 1988; Whyte et al., 1988; Dyson et al., 1989), i s'ha
descrit que les regions de les proteTnes viráis necessaries per unir-se a
RB també són essencials en el procés de transformado (Green.1989).
Aquesta característica suporta la teoría que l'inactivació de RB es
troba involucrada en la transformació tumoral.

L'antigen T llarg del virus SV40 es complexa exclusivament amb la
forma hipofosforílada de RB (Ludlow et al., 1989), el que sugereix que
la forma activa com a supressor és la forma hipofosforílada.

Altres proteTnes cel.lulars també poden unir-se a la forma
hipofosforílada de RB, i els complexes resultants poden ésser
dissociats per les oncoprotemes viráis (Nevins, 1992). Fins a
l'actualitat, s'han pogut caracteritzar varíes de les proteTnes cel.lulars

1 8



que interaccionen amb RB: RBp1 i RBp2 (Defeo-Jones et al., 1991), una
proteína de 46 kD (Huang et al., 1991), c-Myc i N-myc (Rutsgi et al.,1991), ATF-2 (Kim et al., 1992), la quinasa cdc2 (Hu et al., 1992),
fosfatasa de tipus I (Durfee et al., 1993), factors mlogénics (Gu et al.,
1993), ciciines de tipus D (Dowdy et al., 1993; Ewen et al., 1993;
Matsushime et al., 1992), RBAp48 (Qian et al., 1993) i el factor de
transcripció E2F-1 (Helin et al., 1992; Kaelin et al., 1992; Shan et al.,

1992).

De tots aquests complexes de la proteína RB amb proteínes cel.lulars, el
més ben caracteritzat és el que involucra al factor de transcripció E2F,
i actualment está ben establert que part de l'actlvitat antiprollferativa
de RB es troba mltjanpada per la seva interacció amb E2F.

1.5.2. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO E2F

1.5.2.1. Característiques del factor E2F

El factor de transcripció E2F va ésser orlginalment ¡dentlflcat com una

proteína cel.lular d'unió al DNA, capa? de reconéixer la seqüéncia
TTTCGCGC al promotor de l'adenovirus E2 (Kovesdi et al., 1986).

Posterloment, s'han descobert seqüéncies potenciáis de reconeixement
per al factor de transcripció E2F, que segueixen el consensus

TTT(G/C)(G/C)CG(G/C), ais promotors de diferents gens que codifiquen
per a proteínes involucrades en la proliferació cel.lular, com són la
dihidrofolat reductasa, la DNA polimerasa a, la timidina quinasa, la
tlmidilat sintasa, c-myc, c-myb, la ciclina A, la quinasa cdc2, i RB
(Nevins, 1992, Helin & Harlow, 1993). Molts d'aquests gens són
necessaris per a la síntesi del DNA i s'activen al final de la fase G1.
Aquesta actlvació en el cas de la dihidrofolat reductasa i la quinasa
cdc2 és depenent de les seqüéncies de reconeixement de E2F (Blake &
Azizkhan, 1989; Means et al., 1992; Dalton, 1992).

Actualment es coneixen diferents membres que pertanyen a la familia
de factors de transcripció E2F, encara que el factor E2F-1 cumpleix les
característiques generáis descrltes per E2F (Lees et al., 1993). S'ha
observat que la sobreexpressió de E2F-1 en cél.lules en estat quiescent
indueix la seva entrada en la fase S (Johnson et al., 1993),
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comportament que es relaciona amb la capacitat de E2F, conjuntament
amb RB, per regular els gens implicats en la progressió a nivell de
l'interfase G1/S.

1.5.2.2. Regulació d‘E2F

L'activació transcripcional mitjangada peí factor E2F és inhibida per
interacció directa amb la proteína RB (Hiebert et al., 1992), i aquesta
unió segueix un patró depenent de les diferents fases del cicle cel.lular.
E2F s'uneix exclusivament a la forma hipofosforilada de RB a nivell de
la fase G1 (Chellappan et al., 1991; Chittenden et al., 1991), i aquest
complex pot ésser dissociat de manera específica per la protema E1A
d'origen viral (Bagchi et al., 1990; Chellapan et al., 1991; Bandara & La
Thangue, 1991). La unió entre RB i E2F-1 es produeix a nivell de
l'extrem carboxi-terminal de E2F-1, on es localitza el seu domini de
transactivació (Flemington et al., 1993; Hagemeier et al., 1993; Helin et
al., 1993). A mesura que les cél.lules superen l'interfase G1/S, es

produeix la fosforilació de RB i apareix la forma lliure de E2F, que pot
aleshores actuar com a activador transcripcional. A través d'aquest
mecanisme, E2F pot controlar l'expressió de gens necessaris per a la
proliferació, i RB pot inhibir la proliferació mitjangant la inhibició de
l'activitat de E2F. Quan les condicions de l'entorn són favorables, RB
adopta la seva forma hiperfosforilada al final de la fase G1, de manera

que no hi hagin noves interaccions amb E2F, i es produeix l'acumulació
de la forma transcripcionalment activa de E2F.

El factor de transcripció E2F també forma part d'altres complexes
cel.lulars en els que intervenen la protelna p107 i diferents ciclines i
quinases depenents de ciclines. p107 és una proteína estructuralment
relacionada amb RB, que pot unir-se a E1A i a l'antigen T llarg del virus
SV40 (Harlow et al., 1986; Ewen et al., 1989; Dyson et al., 1989) i que
també pot unir-se de manera específica a les mateixes proteínes
cel.lulars que RB (Kaelin et al., 1991; Ewen et al., 1992). A nivell de la
fase S del cicle cel.lular, E2F es troba complexat amb p107, la ciclina A
i la CDK2. Aquest complex es troba restringit a la fase S, té activitat
quinasa H1 i pot unir-se a seqüéncies especifiques del DNA (Shirodkar
et al., 1992; Devoto et al., 1992). També s'ha descrit l'existéncia d'un
tercer complex en el que participa E2F, conjuntament amb p107, la
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ciciina E i la CDK2. Aquest complex es forma a la fase G1 i desapareix a
mesura que les cél.lules entren en la fase S del cicle (Lees et al., 1992).

El factor de transcripció E2F-1 també es troba regulat mitjanpant un
mecanisme de fosforilació (Fagan et al., 1994), segons el qual la forma
defosforilada de E2F-1 s'uneix apropiadament a la protema RB, i la
fosforilació, al final de la fase G1, de dos residus de serina inhibeix la
interacció de E2F-1 amb RB peró facilita la seva unió a la protema E4
d'origen viral.

1.5.3. EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO Sp1

1.5.3.1. Característiques del factor Sp1

El factor de transcripció Sp1 es va alllar originaiment a partir de
cél.lules HeLa en base a la seva capacitat per activar el promotor del
virus SV40 (Dynan & Tjian, 1983). Posterioment, es va demostrar que

Sp1 reconeix i s'uneix de manera específica a una seqüéncia de 10
nucleótids, rica en GC, que es troba repetida 6 vegades en el promotor
del virus SV40 (Dynan & Tjian, 1983). A partir de l'estudi de les
seqüéncies de diferents promotors que responien al factor Sp1, es va
establir un consensus d'unió per al factor Sp1, que correspon a
l'hexanucleótid GGGCGG. Aquesta seqüéncia, malgrat la seva assimetria,
és funcional en qualsevol orientació (Kadonaga et al., 1986). Els
promotors que responen al factor Sp1 sovint contenen múltiples llocs
d'unió per a aquest factor a la seva seqüéncia, encara que el lloc d'unió
més ¡mportant és normalment el més proxim a l'inici de la transcripció
(Kadonaga et al., 1987).

El factor de transcripció Sp1 és una protelna de 95-105 kDa (Briggs et
al., 1986), que conté tres estructures en dits de zenc. L'activitat d'unió
específica al DNA de Sp1 depén de la preséncia de Zn2+ (Kadonaga et al.,
1987) i es localitza ais 168 residus fináis d'aminoácids de l'extrem
carboxi terminal. Mitjanpant assaigs de transfecció amb diferents
mutants de Sp1, es va establir que existien 4 regions importants per
l'activació transcripcional, i les dues zones més actives es

caracteritzen per l'abundáncia de residus de Glutamina (Courey & Tjian,1988). També s'ha descrit que la delecció progressiva de l'extrem
amino terminal afecta inicialment a la unió d'alta afinitat i
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posterioment, a l'activitat transcripcional de Sp1. Tanmateix, la
capacitat d'unió específica de seqüéncia no es veu alterada ja que
només requereix la preséncia deis motius en dits de zenc (Kadonaga et
al., 1988).1.5.3.2.Regulació de Sp1

Coactlvadors1.5.3.2.1.

Existeixen diferents tipus de mecanismes que participen en la regulació
de l'activitat del factor de transcripció Sp1. S'ha descrit l'existéncia
de coactivadors en el procés d'activado transcripcional mitjangada per

Sp1. Aquests coactivadors, encara no identificats, es troben a les
fraccions parcialment purificades del TFIID, un factor de transcripció
general que s'uneix a les caixes TATA (Pugh & Tjian, 1990).1.5.3.2.2.Formació de multímers

Un altre mecanisme que regula l'activitat de Sp1 és la formació de
multímers que tenen acció sinérgica (Pascal & Tjian,1991). Una primera
molécula de Sp1 es Higa al DNA i posterioment, per interaccions
directes proteína-protelna que no suposen noves unions amb el DNA, es
formen complexes d'ordre superior. L'activació sinérgica es produeix en
els promotors que presenten varíes seqüéncies d'unió per Sp1 i també
comporta la formació de multímers. S'ha observat que multímers
lligats a seqüéncies diferents d'unió per Sp1 poden interaccionar entre
ells per formar una interfase protéica que incrementa de manera

sinérgica l'activació transcripcional mitjangada per Sp1.1.5.3.2.3.Mecanismes de fosforilació

El factor de transcripció Sp1 es troba també regulat a través d'un
mecanisme de fosforilació progressiva a mesura que la protelna s'uneix
a les caixes GC del DNA, i en el que intervé una quinasa depenent de DNA
(Jackson et al., 1990). Aquest procés de fosforilació és el responsable
de l'existéncia de les dues especies polipeptídiques de 95 i 105 kDa que

corresponen a Sp1 i que representen estats de fosforilació diferents de
la mateixa proteína. La fosforilació de Sp1 no afecta la seva afinitat ni
especificitat d'unió a les caixes GC, ni s'ha observat que tingui efecte
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en activar la transcripció. Tanmateix, seria factible que la fosforílació
de Sp1 jugues un paper en la transcripció ja que la regió fosforilada
correspon a la fracció de la molécula que conté els dos dominis
d'activació transcripcional més potents. La fosforílació podría provocar
un canvi conformacional de la molécula de manera que presentés o

regulés la funció de les regions activadores riques en glutamines.

1.5.3.2.4. Interaccions amb altres proteínes cel.lulars

La regulació del factor de transcripció Sp1 també comporta la
participació d'altres proteínes cel.lulars, concretamentels productes
deis gens supressors de tumors RB i p53. La protelna RB és capa? de
regular la transcripció deis promotors deis gens c-fos , c-myc i TGF-
(J1, que contenen una seqüéncia comú, GCCACCC, anomenada element de
control de RB (RCE). S'ha observat que el factor que interacciona amb
les seqüéncies RCE d'aquests promotors, i anomenat inicialment RCF-1,
és en realitat el factor de transcripció Sp1 (Kim et al., 1992). D'aquesta
manera RB regula positivament l'activitat transcripcional mitjangada
peí factor de transcripció específic Sp1. En la mateixa direcció Udvadia
et al. (1993) demostren que Sp1 s'uneix ais promotors deis gens c-fos ,

c-myc i TGF-p1 a nivell de les seqüéncies RCE in vitro i estimula la
seva transcripció in vivo. L'activació de la transcripció mitjangada per

Sp1 s'afavoreix amb la coexpressió transitoria de RB tant amb els
promotors anteriors com amb el promotor del gen dhfr. La cotransfecció
de RB amb Sp1 provoca un increment significatiu de la transcripció del
gen dhfr, i de manera independent de la preséncia de llocs d'unió per E2F
a la seqüéncia del promotor. També s'ha descrit que l'activació del
promotor del gen c-/un a través de Sp1 s'incrementa amb l'expressió
transitoria de RB (Chen et al., 1994). Aquest estudi sugereix que
l'estímul que RB exerceix sobre la transactivació mitjangada per Sp1 és
degut al fet que RB allibera Sp1 d'un inhibidor de la seva activitat i no a
una interacció directa entre RB i Sp1.

p53, la protelna codificada per un altre gen supressor de tumors, també
és capag d'interaccionar amb el factor de transcripció Sp1. S'ha descrit
la formació d'heterocomplexes entre Sp1 i p53 que afavoreixen la unió
de Sp1 a les seves seqüéncies de reconeixement al DNA (Borellini &
Glazer, 1993).
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La transcripció mitjandada per Sp1 pot ésser estimulada per RB, que és
el principal responsable de la regulació de la progressió al llarg del
cicle cel.lular. Tanmateix, i fins a l'actualitat, els estudis realitzats
sobre la unió de Sp1 a diferents promotors de gens que s'activen a
l'interíase G1/S, com són el de la timidina quinasa o el de la
dihidrofolat reductasa, estableixen que Sp1 té un paper constitutiu en
el cicle cel.lular (Dou et al., 1991; Slansky et al., 1993). L'activació de
la transcripció d'aquests gens a l'interfase G1/S és deguda segons
aquests autors a altres protelnes o factors de transcripció.

1.6. MECANISMES DE RESISTENCIA A LA QUIMIOTERAPIA

Un deis greus problemes de la quimioterapia anticancerosa és l'aparició
de resistencia al tractament. Aquesta resistencia pot ésser deguda a 4
tipus de mecanismes:

- Mutacions que provoquen la reducció del transport de la droga cap a
I interior de les cél.lules.

- Mutacions que afecten al gen que codifica per a l'enzim que
constitueix la diana d'atac del tractament, de manera que la forma
mutada de l'enzim és menys sensible a l'inhibició per part de la droga.

- Expressió del fenotipus MDR (multidrug resistance) que comporta la
sobreexpressió de la P-glicoproteína, que actúa com a bomba expulsora
de la droga cap a l'exterior de la cél.lula.

- Amplificado génica del locus que codifica per a l'enzim diana d'atac
del tractament, de manera que s'incrementen el número de cópies del
gen per cél.lula. A conseqüéncia de l'amplificació génica, es produeix un
increment en els nivells de l'enzim diana a les cél.lules resistents,
encara que l'increment en la quantitat de proteína no és proporcional al
número de copies amplificades.

Mitjangant aquests diferents mecanismes, algunes cél.lules de la
població inicialment sotmesa a la droga es fan resistents al
tractament, i és necessari augmentar la dosi de la droga per mantenir
la seva efectivitat. L'augment de les dosis es troba pero limitat pels
efectes secundaris toxics de les drogues quimioterápiques.
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En el cas del metotrexat (MTX), una droga quimioterápica que actúa com
a inhibidor competitiu de l'enzim dihidrofolat reductasa (DHFR),
l'aparició de resisténcia en cél.lules en cultiu pot ésser deguda a tres
deis mecanismes anteriorment mencionáis, en funció del tipus de
selecció aplicada. Quan les cél.lules es sotmeten a una elevada
concentració de MTX en una única etapa de selecció, les cél.lules
resistents que emergeixen posteriorment, expressen nivells normáis
d'una forma alterada de l'enzim DHFR, amb una constant de dissociació
peí MTX incrementada (Flintoff et al., 1976). Si les cél.lules es
sotmeten a un procés de selecció gradual que s'inicia amb
concentracions relativament baixes de MTX, apareixen cél.lules
resistents amb un nivell augmentat d'enzim DHFR, que presenta la
mateixa estructura que la de les cél.lules normáis (Alt et al., 1976). En
aqüestes condicions, l'increment en els nivells d'enzim a les cél.lules
resistents és degut a l'aparició de múltiples copies del gen que codifica
per a aquest enzim (Kellems et al., 1979).

Els dos mecanismes de resisténcia més estudiats són el de

l'amplificació génica i l'expressió del fenotipus MDR, ja que el conjunt
d'aquests dos mecanismes representa la majoria deis casos de
resisténcia que apareixen amb l'utilització de drogues
quimioterápiques.

1.6.1. L'AMPLIFICACIO GENICA

Els gens amplificáis són sovint els responsables, en cultius de cél.lules
de mamífers, de la resisténcia a diferents drogues i també s'ha
observat que els oncogens es troben freqüentment amplificats en els
tumors avangats. En els dos casos, l'amplificació confereix a les
cél.lules afectades un avantatge selectiu respecte a les cél.lules
normáis.

Existeixen varios casos descrits de gens amplificats, a més del gen
dhfr, en cél.lules somátiques de mamífers, com són els gens que
codifiquen per CAD (Wahl et al., 1979), la metalotioneína (Beach &
Palmiter, 1981), l'HGPRT (Brennard et al., 1982), la
hidroximetilglutaril CoA reductasa (Chin et al., 1982), l'adenosina
deaminasa (Yeung et al., 1983), la glutamina sintetasa (Young & Ringold,
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1983), la ornitina descarboxilasa (McConlogue et al., 1984) i la UMP
sintetasa (Kanalas & Suttle, 1984). La selecció gradual acompanyada
d'una sobreproducció de l'enzim que són característiques del procés
d'amplificació, també s'han descrit per ais gens de la ribonucleótid
reductasa (Lewis & Srinivasan, 1983), de la timidilat sintasa (Rossana
et al., 1982) i de l'asparragina sintetasa (Andrulis & Siminovitch,
1982), encara que en aquests estudis no s'ha procedit a la confirmació
de l'amplificació mitjangant la quantificació del número de copies deis
gens involucrats.

1.6.1.1. Característiques de la resisténcia per amplificació

Les propietats generáis que caracteritzen l'amplificació génica serien
les següents:

- Selecció en varíes etapes: l'amplificació génica s'obté generalment
amb seleccions progressives amb concentracions gradualment creixents
de la droga, i un elevat grau d'amplificació s'assoleix després de
múltiples etapes de selecció. L'amplificació s'observa de manera
característica quan les cél.lules es troben sotmeses a condicions de
creixement restríctives, com són l'utilització d'un medi selectiu que no
conté els productes fináis de l'activitat DHFR, en el cas de la selecció
amb MTX.

- La resisténcia és el resultat de la sobreproducció de l'enzim diana: en
el cas del MTX, les cél.lules resistents amb copies amplificades del gen
dhfr són capaces d'assolir uns nivells suficients d'enzim lliure per
sintetitzar el tetrahidrofolat necessari ais processos biosintétics de la
cél.lula.

- El fenotipus resistent i l'amplificació génica poden ésser fenómens
estables o inestables, en fundó de la localització de les cépies
amplificades del gen. En aiguns casos, el creixement de les cél.lules
resistents en abséncia de la droga comporta la pérdua de les cépies
amplificades del gen. Quan l'amplificació és inestable, les cépies
suplementaries del gen es localitzen en elements extracromosémics,
anomenats cromosomes de doble minut (DMs), que Careixen de
centrémers i es repliquen en el cicle cel.lular (Levan et al., 1987;
Barker et al., 1980). Degut a l'abséncia de centrémers, els DMs es
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reparteixen de forma desigual a les cél.lules filies en el moment de la
mitosi i es poden perdre sota condicions de creixement no selectives
(Schimke et al., 1981). Les cópies amplificades estables es localitzen
ais cromosomes i constitueixen estructures anomenades regions de
tinció homogénea (HSRs) (Biedler & Spengler, 1976; Nunberg et al.,
1978; Dolnick et al., 1979).

La majoria de cél.lules inicialment seleccionades per la seva
resisténcia al MTX contenen cópies inestables del gen dhfr i
posteriorment, mitjangant el manteniment de la selecció, la població
emergent conté cópies amplificades estables (Kaufman & Schimke,
1981).

1.6.1.2. Possibles mecanismes per a l'amplificació génica

Existeixen quatre tipus de mecanismes possibles que podrien portar al
desenvolupament de l'amplificació génica (Alt et a!., 1978):

- Captació del DNA de les cél.lules mortes que posterioment es replica i
s'integra de manera análoga al procés de transfecció de DNA (Johnston
et al, 1986). També es podrien produir processos de fusió cel.lular.

- Intercanvi desigual de les cromátides filies en el que es produeix de
manera recíproca un guany i una pérdua de gens entre les dues
subunitats recombinants. El guany de gens en una de les cromátides
s'equilibra amb la pérdua d'aquests gens a l'altre cromátide.

- Replicació desproporcionada en la que intervenen més d'un inici de
replicació en una determinada regió cromosómica durant un mateix
cicle cel.lular. Aquest darrer model no implica un fenómen recíproc de
guany i pérdua de gens.

En suport a la teoría de la sobrerreplicació, s'ha observat que la
freqüéncia d'amplificadó del gen dhfr es pot incrementar de manera
considerable mitjangant el pretractament de les cél.lules amb diferents
tipus d'agents com la hidroxiurea (Maríani & Schimke, 1984), la llum UV
(Tlsty et al., 1984), carcinógens químics (Kleinberger et al, 1988),
hipoxia (Rice et al., 1985), raigs X (Lucke-Huhle & Herrlich, 1987) i
inhibidors de la síntesi de DNA (Johnston et al, 1986). Aquests
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tractaments es caracteritzen per generar una subpoblació de cél.lules
amb un contingut de DNA superior a 4n abans de la mitosi, i a partir
d'aquesta subpoblació emergeixen les cél.lules amb una freqüéncia
incrementada d'amplificació génica (Hill & Schimke, 1985; Johnston et
al., 1986; Rice et al., 1986; Hoy et al., 1987).

- Increment de la transcripció de gens que codifiquen per la diana d'atac
de la droga que puguin originar, finalment, estructures amplificades. De
fet, s'ha observat que els gens transcripcionalment actius són millors
substrats per a la recombinació (Stewart & Roeder, 1989) i la reparació
del DNA (Mellon et al., 1987), i per tant poden servir com a punt de
partida peí procés d'amplificació génica (Eastman et al., 1991).

1.6.1.3. Estructura deis gens amplificáis

Mitjangant técniques de "chromosome walking" i d'análisi de fragments
de restricció, s'ha pogut establir que el DNA amplificat és
essencialment una representació línial de la seqüéncia normal
(Federspeil et al., 1984; Giulotto et al., 1986; Van der Bliek et al.,
1986; Looney & Hamlin, 1987). Tots aquests estudis coincideixen en el
fet que les estructures amplificades, o amplicons, analitzats tenen un

tamany molt superior al del gen que codifica peí producte subjecte a la
selecció. Els tamanys deis amplicons, dins d'una mateixa línia cel.lular
resistent, poden oscil.lar entre varios centenars fins a 10.000 kb.

En el cas del gen dhfr, les cépies amplificades poden presentar dos
tipus d'estructures:

- Amplicons de tipus I, amb un tamany de 260 kb i una organització cap-
cua.

- Amplicons de tipus II, amb un tamany de 220 kb i que podrien ésser
versions truncades deis amplicons de tipus I. Aquest tipus és el més
abundant i la seva organització és tant cap-cap com cua-cua (Looney &
Hamlin, 1987).
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1.6.2. EL FENOTIPUS MDR

1.6.2.1. Característiques del fenotlpus MDR

El fenotipus MDR, o multidrug resistance, es manifesta en cél.lules
tumorals després de l'exposició a una droga d'origen natural, i es
caracteritza principalment per una menor acumulació intracel.lular de
la droga, que sovint s'acompanya amb la sobreexpressió d'una
glicoprotelna de membrana. Aquesta glicoprotelna amb un pés de 170
kDa i anomenada P-glicoproteína, actúa com una bomba expulsora de la
droga (Bradley et al., 1989; Endícott & Ling, 1989). Encara que les
cél.lules adquireixen el fenotipus resistent a conseqüéncia de la
selecció amb un únic agent citotéxic, manifesten posteriorment una
resistencia creuada amb una gran varietat de drogues quimioterápiques
que no es troben relacionades ni a nivell estructural ni funcional.

Les drogues més freqüentment involucrades en l'adquisició del
fenotipus MDR són alcaloides o antibiétics obtinguts a partir de plantes
o de fongs, com els alcaloides de la Vinca, les antraciclines, les
epipodofilotoxines i la dactinomicina (Baker & Ling, 1978; Biedler &
Peterson, 1981). També s'han observat fenémens de resisténcia creuada
amb agents alquilants com el melfalan, les mostasses nitrogenades i la
mitomicina C, pero de forma ocasional.

La sobreexpressió de la P-glicoproteTna s'ha observat tant en cultius
cel.lulars (Ling et al., 1983; Peterson et al., 1983), com en cél.lules
obtingudes de pacients que manifestaven resisténcia al tractament
quimioterápic (Bell et al., 1985; Bourhis et al., 1989; Rutledge et al.,
1990).

1.6.2.2. Característiques de la P-glicoproteTna

La P-glicoproteTna de 170 kDa característica del fenotipus MDR, és en
realitat una familia de proteTnes molt homogénea, codificades per una
familia de gens mdr (Ng et al., 1989). L'apandó del fenotipus MDR i per
tant la sobreexpressió de la P-glicoproteTna es troba sovint associada
amb l'amplificació deis gens mdr (Van der Bliek et al., 1986).
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La P-glicoproteína pot ésser fosforilada, i s'ha descrit que el seu grau
de fosforílació augmenta amb el tractament amb agents que bloquegen
els canals de Ca2+ i amb ésters de forbol (Hamada et al., 1987). S'ha
observat que a mesura que s'incrementa la fosforílació de la P-
glicoprotefna per acció deis bloquejadors de canals de Ca2+, es produeix
paral.lelament un augment de l'acumulació intracel.lular de la droga
(Center, 1985). Aquesta característica deis bloquejadors deis canals de
Ca2+ o antagonistes del Ca2+ permet el restabliment de la sensibilitat
cel.lular a les drogues i la reversió del fenotipus MDR (Tsuruo et al,
1981; 1982; 1983).

1.6.2.3. Implicació de la protelna quinasa C en el fenotipus
MDR

S'ha descrit que l'expressió del fenotipus MDR s'acompanya de canvis en
l'activitat de la protelna quinasa C (PKC), i diferents línies cel.lulars
resistents per MDR presenten elevats nivells d'activitat PKC (Ido et al.,
1987; Fine et al., 1988; Aquino et al., 1988). També s'ha observat la
modulado del fenotipus resistent amb l'utilització d'agents que

modifiquen l'activitat de la PKC, com són el TPA, que inicialment
l'activa i posteriorment, amb una exposició Marga, provoca la
degradació de l'enzim, i inhibidora de la PKC com l'H-7 (Ferguson &
Cheng, 1987; Kessel, 1987; Fine et al., 1988; O'Brian et al., 1989) i
l'estaurosporína (Ma et al., 1991).

comporta la fosforílació de la P-
glicoproteína i la reducció de l'acumulació intracel.lular de la droga
(Hamada et al., 1987), mentre que la seva inhibido pot revertir
parcialment el fenotipus MDR (Chambers et al., 1990). S'ha descrit una
correlació entre el fenotipus MDR i canvis selectius en l'expressió deis
diferents isoenzims de la PKC, segons els quals es produeix un
increment en l'activitat PKC depenent de Ca2+ a conseqüéncia de
l'augment de l'expressió de la PKC a i paral.lelament, es redueix
l'activitat independent de Ca2+ deguda a una reducció específica de
l'expressió de les isoformes Si e(Blobe et al., 1993).

L'activació de la PKC ¡n vivo
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1.6.2.4. Possibles mecanismes addicionals d'adqulsició del
fenotipus MDR

Una característica comuna del fenotipus MDR és la reducció neta de
l'acumulació intracel.lular de les drogues com a conseqüéncia d'un
increment en l'expulsió i de la sobreexpressió de la P-glicoproteína
associada a la membrana. Tanmateix, existeixen evidéncies de la
participació d'altres mecanismes en él desenvolupament d'aquest tipus
de resistencia, en els que intervenen altres protelnes cel.lulars.

A diferents línies cel.lulars que presenten el fenotipus MDR, s'ha
detectat la sobreexpressió de protelnes de membrana, diferents de la
P-glicoproteína, amb tamanys variables entre 300 i 85 kDa, i
alteracions en el receptor del factor de creixement epidérmic. Encara
que les modificacions a les línies MDR afecten básicament a protelnes
de membrana, també s'han observat alteracions en proteínes
citosóliques i nuclears (McCIean & Hill, 1992):

- Sobreexpressió de la sorcina.

La sorcina és una protema citosólica de 22 kDa amb un punt isoeléctric
de 5.7, i la seva sobreexpressió es troba normalment associada a

processos d'amplificadó génica. La sorcina és una protema d'unió
específica al Ca2+, amb una elevada afinitat per aquest catió i la seva
activació pot estar mitjanpada peí AMPc.

- Alteració de les glutation-S-transferases (GST).

Les GST són enzims citoplasmátics que actúen com a detoxificadors
mitjangant la conjugació del xenobiotic o l'agent quimioterápic amb el
glutation. Existeixen diferents isoenzims de les GST, a i e són
isoenzims básics, p és un isoenzim neutre i n i p són isoenzims ácids.

S'han descrit línies MDR amb un increment en l'activitat GST per
sobrexpressió de la forma aniónica n.

- Alteració de la tubulina.

S'ha observat l'expressió de formes mutants de la subunitat p de la
tubulina, que no permeten la unió de les drogues quimioterápiques
antimitótiques que actúen a aquest nivell.
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- Alteradons de la topoisomerasa II.

La topoisomerasa II es pot veure afectada per modificacions tant
qualitatives com quantitatives en el fenotipus MDR, de manera que la
seva sensibilitat a les drogues quedi redulda.

- Pérdua del receptor d'estrógens que s'acompanya de una reducció en
l'expressió del citocrom P-450.

El desenvolupament del fenotipus MDR es troba per tant associat amb
modificacions de moltes proteínes cel.lulars i de les respostes
cel.lulars normáis, de manera que s'altera el comportament en front
deis agents citotóxics.
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2. MATERIALS I METODES



2.1.LIN1ES CELLULARS

Tots els experiments es van realitzar amb cél.lules CHO (Chínese
Hámster Ovary), básicament amb la línia K1, la línia original que conté
dues copies del gen dihldrofolat reductasa (dhfr).

Altres línies cel.lulars emprades en aquest treball van ésser les DG44,
UA21 i MK42. Totes elles deriven de la línia K1 per diferents mutacions.
Així la línia DG44 és mutant per delecció del locus dhfr (Urlaub et al.
1986), la línia UA21 només conserva un deis al.lels (Urlaub et al. 1983)
i la MK42 és una línia amplificada amb múltiples cópies del gen dhfr
(Nunberg et al. 1978). Totes aqüestes línies tenen un període de divisió
d'aproximadament 15 hores.

2.2. MEDIS DE CULTIU

Com a medí de creixement de les línies cel.lulars es va utilitzar

rutinariament medí Ham's F12 (GIBCO) amb 100 U/ml de penicil.lina G i
100 pg/ml d'estreptomicina, suplementat amb sérum fetal al 7% (v/v)
(GIBCO). Quan les cél.lules arribaven a confluencia, es procedía a la
tripsinització del cultiu mitjangant el tractament amb tripsina al
0.05% (SIGMA) en PBS i es re-sembraven a densitats subconfluents.

En els experiments que comportaven una selecció de les colónies
resistents al metotrexat, s'utilitzava medí selectiu Ham's F12 que no
conté glicina, hipoxantina ni timidina (-GHT, GIBCO) suplementat amb un
5% de sérum dialitzat (v/v). La diálisi del sérum tenia com a objecte
eliminar els compostos de baix pés molecular ¡ es realitzava en PBS a
4 °C durant tres dies amb canvi del mateix cada 12 hores.

La concentració de metotrexat (MTX) emprada en la selecció amb la línia
K1 era de 3 x 10“7 M. Aquesta concentració permetia la formació de
colónies resistents amb una freqüéncia aproximada de 10~5 respecte al
número de cél.lules presents a l'inici de la selecció.
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2.3. INCUBACIONS AMB EFECTORS

Les solucions concentrades deis efectors es preparaven en medí de
cultiu Ham's F12 o en dimetil sulfóxid (DMSO, SIGMA) en fundó de la
solubilitat del compost, sempre en condícíons estéríls. La concentradó
de les solucions preparades en DMSO era tal que el percentatge de DMSO
final en el medi d'incubació de les céüules no superés el 1%.

Els tractaments amb efectors es realitzaven 14 hores després de
sembrar 175.000 cél.lules K1 per placa de 90 mm, o 200.000 cél.lules
per placa de 100 mm. El temps del tractament depenia de l'efector
considerat i posteriorment es deixava un temps d'expressió de 15 hores
previament a la selecció en preséncia de metotrexat. Les cél.lules es
mantenien en medi selectiu i metotrexat fins a l'aparició de colónies
visibles, normalment unes 3 setmanes, amb canvis de medi cada 7 dies.
Després d'aquest periode de selecció, les colónies es fixaven amb
formaldéhid al 2%, es tenyien amb violeta de genciana al 0.5% i es

comptaven. Els resultats s’expressen com a percentatges respecte al
control de célJules no tractades amb l'efector.

Tots els efectors assajats eren utilitzats a concentracions que no
afectaven la viabilitat cel.lular.

2.4. ESTABLIMENT DE LES CONDICIONS DE SINCRONITZACIO

En els experiments de sincronització es sembraven 3x10$ cél.lules K1
per placa de 90 mm i es mantenien en medi Ham's F12 amb un contingut
de sérum fetal del 0.5% durant 7 dies. En aqüestes condicions
s'aconseguien poblacions cel.lulars amb un percentatge de
sincronització entre el 80-90% de cél.lules en fase Go. Posteriorment,
s'alliberaven les cél.lules per addició de medi frese suplementat amb un
7% de sérum i es recollien les cél.lules a diferents temps, a fí d'obtenir
poblacions que es trobessin a cada fase de la proliferació cel.lular.

Les cél.lules recollides per tripsinització es congel.laven a -80 °C en
medi complet amb un 10% de DMSO fins al moment del seu
processament. Si les mostres es destinaven a l'obtenció de RNA total,
les cél.lules es recollien en 1 mi de reactiu Ultraspec (Biotecx) i es
conservaven també a -80 °C.
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2.5. OBTENCIO DE NUCLIS

Les mostres corresponents a les poblacions a'íllades en cada fase del
cicle es descongel.laven a 37 °C i es centrifugaven a 800 x g durant 5
minuts en una centrifuga GS-6R (Beckman), s'aspirava el sobrenadant i
el pellet cel.lular es resuspenia en 5 mi de tampó HB amb la següent
composició: NaCI 15 mM, KCI 60 mM, EDTA 0.5 mM I Tris-HCI 15 mM pH
7.4. Es repetía la centrifugació a 800 x g durant 5 minuts i el sediment
resultant es resuspenia en 5 mi de tampó HB amb 0.1% de tritó X-100.
Les mostres es centrifugaven a 1.000 x g durant 10 minuts i el
sediment nuclear obtingut es rentava amb 5 mi de tampó HB. Es tornava
a centrifugar a 1.000 x g durant 10 minuts i el sedimentt final es
resuspenia en 1 mi de tampó HB per cada 10$ nuclis.

2.6. ASSAIG DE CITOMETRIA

L'análisi de la sincronització es realitzava mitjangant citometria de
flux, que relaciona el contingut de DNA ais nuclis cel.lulars amb les
diferents fases del cicle cel.lular. Així un contingut de DNA equivalent a
2n correspon a la fase G0-G1 i un contingut de 4n correspon a les fases
G2/M. Els continguts de DNA compresos entre 2 i 4n corresponen a la
fase S.

Un cop obtinguts els nuclis, s'incubava amb iodur de propidi (SIGMA) a
una concentració final de 25 pg/ml i es mantenien les mostres en gel
protegides de la llum durant 15-30 minuts. L'iodur de propidi s'intercala
a les molécules de DNA i emeteix fluorescéncia després d'excitació amb
llum a una llongitud d'ona de 488 nm (Krishan et al., 1975). A
continuació es procedia a l'análisi citométrica en un aparell Becton
Dickinson.

A la Fig. A-1, es presenta la relació entre el número de nuclis captats i
la fluorescéncia corresponent al seu contingut de DNA. Es pot observar
un nuvól de nuclis amb una fluorescéncia al voltant del valor 250, i un
altre nuvól al voltant del valor 500, que corresponen a un contingut de
DNA nuclear de 2n i 4n, respectivament. El baix percentaje de nuclis a
la fracció 4n d'aquesta mostra és degut a que les cél.lules estaven
sincronitzades a la fase Go en un 80%.
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El percentatge normal en cél.lules en creixement exponencial és del 46%
en G1, 39% en S i 15% en G2/M. Els punts observáis a la Fig. A-1, per
sota del nuvól 2n corresponen a debrls cel.lulars, i els punts per sobre
del nuvól 4n a la formapió d'agregats. Aquests events es poden suprimir
en el cálcul final després de definir una finestra que exclou aquests
punts, per tal d’obtenir resultats més acurats. A les Fig. A-2 i A-3 es
representa la distribució per árees de la fluorescéncia de la població de
nuclis abans i després de definir la finestra d'exclusió deis debris
cel.lulars i els agregats.
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A la Fig. B, es presenten diagrames homólegs a les Fig. A-l i A-3, peró
en aquest cas, obtínguts a partir d'una pobiació de cél.luies a la fase S
del cicle cel.lular.
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2.7. OBTENCIO D'EXTRACTES NUCLEARS

Els extractes nuclears a partir de cél.luies CHO es van preparar d'acord
amb la técnica descrita per Dignam et al. 1983, amb lieugeres
modificacions. Et procediment seguit per a la obtenció de nuclis era el
mateix que el descrit anteriorment, excepte que la resuspensió final
deis nuclis es feia amb una relació de 2.5 mi de tampó per 1C)9 nuclis.
Un cop obtínguts els nuclis es procedía a l'extracció de les prote’ínes
nuclears amb una concentració final de KCI de 360 mM durant 30 minuts
a 4 °C i amb agitació constant. En les nostres condicions I tenint en

compte que partiem de 2-4x10® cél.luies, els nuclis es resuspenien en
30-40 pl de tampó HB i una 1/10 part d'aquest volum en KCI 4 M de
manera que s'assolia la concentració final de 360 mM. Finalment es
realitzava una ultracentrifugació a 100.000 x g (ultracentrífuga L-70,
Beckman) en rotor d’angle fixe durant 30 minuts a fí de separar la
cromatina de les prote’ines nuclears. Es reservaven 5 y\ deis
sobrenadants per a la determinació de la quantitat de protéina segons el
métode de Bradford, utilitzant el reactiu de BioRad, i la resta es

congel.lava en N2 líquid per després mantenir-la a -80 °C fins a la seva
utilització en assaigs de retardació de la mobilitat electroforética o de
Western Blot.
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2.8. OBTENCIO DE SONDES DE DNA

Les sondes de DNA necessáries en la prova de retardació de la mobilitat
electroforética consistien en fragments del promotor del gen dhfr.
Aqüestes sondes es generaven mitjangant reaccions de P.C.R. utilitzant
oligonucleótids espetífics que hibridaven a la regió 5' del promotor i a
la 3' a nivell de l'inici de la traducció.

La construcció p410, subclonada en el vector pUC119, conté un mutant
per delecció del minigen dhfr que s'exten fins a 48 bp en direcció 5' de
l'inici major de la transcripció del promotor (Ciudad et al., 1988). La
sonda 41 Of té 150 bp i constitueix el promotor mínim del gen dhfr amb
una seqüéncia proximal conservada formada per una caixa GC d'unió per
Spl, l'element CAA i una seqüéncia de reconeixement per E2F. També es
va generar la sonda gcf, de 150 bp, obtinguda a partir de la construcció
pGC per mutació puntual a la caixa GC. Per digestió del fragment 41 Of
amb l'enzim de restricció Hpa II, es van obtenir Spl f de 59 bp, i e2Ff, de
91 bp.

A partir de les construccions p26, p414 i p413, es van obtenir els
fragments 26f de 205 bp, 414f de 144 bp i 413f de 118 bp,
respectivament, segons el mateix procediment descrit per a la obtenció
del fragment 41 Of.

Les diferents sondes es purificaven en gel de poliacrilamida al 5%, es
tallaven les bandes corresponents ais fragments amplificats i digerits i
s'extreien de l'acriiamida en preséncia de TE i NaCI 0.25 M a 37 °C amb
agitació durant tota la nit. Posteriorment, s'eliminava el residu de
poliacrilamida i es precipitava el DNA amb etanol al 70% a -20 °C
durant 2 hores. El DNA precipitat es resuspenia en un volum final de 50
pl de TE.

El marcatge radioactiu de les sondes es realitzava a partir de 100 ng de
DNA amb gamma-[32p]-ATP (3.000 Ci/mmol, Amersham) per acció de
l'enzim T4 polinucleótid quinasa (6RL) en un volum de reacció de 10 pl.
Posteriorment, les sondes es diluien fins a 100 pl i es purificaven
passant-les per columnes de Sephadex G-50. La radioactivitat
incorporada es determinava en un comptador de centelleig LKB després
d'afegir 5 mi de Biogreen (Schaurlau).
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2.9. ANALISI DE RETARDACIO DE LA MOBILITAT
ELECTROFORETICA

Les reaccions d'unió entre els extractes nuclears i les sondes marcades
es realitzaven en un volum de 20 pl, en presencia de 2 pg de poli [d(l-
C)] (poli [d(l-C)]-ds, Pharmacia) com a DNA inespecífic, 5% de glicerol,
MgCl2 1 mM, KCI 60 mM, 2 pg d'extracte protéic nuclear, 0.5-1 ng
(20.000 cpm) de sonda de DNA i Tris-HCI 25 mM, pH 8. La sonda
radiactiva s'afegia 15 minuts després de l'addició de l'extracte nuclear.
Després de 30 minuts d'incubació amb la sonda radiactiva, les mostres
es sotmetien a una eiectroforési en gel de poliacrilamida (5% de
poliacrilamida: bis 30:1, 5% de glicerol en 0.5 X TBE (Tris borat 89 mM
pH 8, EDTA 2.5 mM) durant 3-4 hores a una intensitat no superior a 20
mA i a 4 °C (Ciudad et al., 1992). El gel es preparava amb antel.lació i es
precorria a temperatura ambient fins a assolir un valor d'intensitat
constant de 20 mA.

En el cas de la sonda e2Ff s'utilitzava com a DNA inespecífic 4 pg de
DNA de timus de vedelia (Boehringer Manheim) sonicat 3 x 20" amb una
intensitat de 10 microns en un sonicador MSE, amb intervals d'1 minut
entre cada pols de sonicació, tot a 4 °C, i la quantitat d'extracte nuclear
en el volum de reacció era de 4 pg.

Les bandes retardades es visualitzaven per autoradiografia utilitzant
pel.lícules de RX, X-OMAT S, de Kodak.

2.10. ANALISI DE SUPERRETARDACIO DE LA MOBILITAT
ELECTROFORETICA

Les condicions pels assaigs de superretardació eren les mateixes que
les descrites a l'apartat 9 excepte que l'incubació amb anticossos
policlonals es realitzava 15 minuts després de l'addició de la sonda
radioactiva. Quan s'utilitzaven anticossos monocionals, la reacció amb
els extractes nuclears tenia lloc 15 minuts abans d'afegir la sonda
radioactiva. En tots els casos, l'electroforési es realitzava en gels de
poliacrilamida al 4% a una intensitat constant de 20 mA.

Els anticossos emprats i les quantitats corresponents en els assaigs de
superretardació van ésser N9 (4 pl), un sérum poiiclonal de conill
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contra la protéma humana Retinoblastoma, amablement cedit peí Dr.
DeCaprio, 2892-E (1 pl), un sérum policlonal de coníll contra la
protéma Spl expressada en bacteris, amablement cedit peí Dr. Jackson,
i XZ77 (10 pl), un anticós monoclonal de rata contra RB, amablement
cedit pels Dr. Harlow i Dr. Dyson. També es van utilitzar en aquest tipus
d'assaig dos anticossos monoclonals de rata contra E2F, KH20 i KH95 (8
fj\), amablement cedits pels Dr. Harlow i Dr. Dyson, i un anticós
policlonal també dirigit contra aquesta proteTna (1 pl), amablement
cedit peí Dr. DeCaprio.

2.11. OBTENCIO DE RNA TOTAL

Per a l'obtencio del RNA total es va utilitzar el reactiu Ultraspec
(Biotecx) i es va seguir el procediment detallat peí fabricant. El RNA
així obtingut es va resuspendre en un volum final de 50 pl d'aigua
tractada amb dietil pirocarbonat (DEPC, Fluka). La concentració de RNA
de les diferents mostres es va determinar mitjangant la mesura de la
seva absorbáncia a 260 nm. La qualitat deis RNAs obtinguts es va
visualitzar en gel d'agarosa al 1% i formaldéhid al 2%, utilitzant una
solució amortidora de pH a base d'ácid morfolinopropano sulfónic
(Acetat sódic 5 mM, EDTA 0.5 mM i MOPS 20 mM, pH 7.4).

2.12. DETERMINADO QUANTITATIVA DE mRNA PER RT-PCR

A partir del RNA total es va realitzar la reacció de la transcriptasa
inversa amb una barreja d'oligonucleótids inespecífics (random
hexamers) per obtenir així tots els cDNAs correspondents a tots els
RNAs presents en cada mostra.

La reacció de síntesi de cDNA es va realitzar a partir de 1 pg de RNA
total en un volum de reacció de 20 pl, en preséncia de DTT 10 mM, 125
ng de Random Hexamers (Promega), dNTPs 500 pM (SIGMA), 20 U de
RNAsin (Promega), 200 U de transcriptasa inversa M-MLV (BRL), KCI 75
mM, MgCl2 3 mM i Tris-HCI 50 mM, pH 8.3 (Kessler et al., 1993). La
síntesi es va realitzar a 37 "C durant 60 minuts i posteriorment es van
utilitzar els cDNAs obtinguts com a material de partida per a la reacció
de P.C.R. en que es van utilitzar oligonucleótids específics peí gen dhfr
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a fí d'amplificar les seqüéncies corresponents al missatge madur. Tot
utílitzant oligonucleótids que hibriden a les seqüéncies exóniques és
possible valorar l'expressió del gen de forma equivalent a l'assolida
mitjangant la realització de la técnica del Northern.

Per determinar el missatge madur es van utilitzar els següents
oligonucleótids:

5'-CGCCAAACTTGGGAAGCA-3' a nivell de l'exó 1 i

S'-AGAATAACTCATAGATCTAA-S' a nivell de l'exó 6.

Com a control per normalitzar els resultats, es va realitzar també la
mateixa técnica amb oligonucleótids específics per a un gen constitutiu
i que no varia amb el cicle cel.lular, Vaprt (adenina fosforribosil
transferasa).

La combinació d'oligonucleótids emprada en el cas del gen aprt era:

5'-ATCCGCAGTTTCCCCGACTT-3' a nivell de l'exó 1 i

5'-AGTGGTGAGGTGGTGGAGT-3' a nivell de l'exó 5.

La reacció de P.C.R. es realitzava en un volum de 50 p\ que contenia 5 p\
de cDNA, MgCl2l-5 mM, KCI 50 mM, dNTPs 200 pM, alfa-[32p]-dATP 1.25
pC\ (3.000 Ci/mmol, Amersham), 1 unitat de Taq polimerasa (BRL), 500
ng de cada oligonucleótid i Tris-HCI 20 mM pH 8.4. Els components de la
reacció es van separar en dues fases mitjangant l'utilització d'una perla
de parafina sólida amb una temperatura de fusió de 58-60 °C (Fluka). La
fase inferior estava constituida peí MgCl2, els dNTPs, els dos parells
d'oligonucleótids i l"alfa-[3 2 p]-dATP i la meitat de la solució
amortidora de pH. La fase superior estava formada per la resta de la
solució amortidora, el cDNA i la Taq polimerasa. Amb aquesta
metodología s'evita que els oligonucleótids i el cDNA entrin en contacte
fins a arribar a temperatures superiors a la de fusió de la parafina, i
prevenir així la possibilitat d'hibridacions inespecífiques que originen
finalment fragments de DNA amplificat no correctes.

La reacció de P.C.R. consistía en una denaturalització inicial a 94 °C
durant 1 minut, i 25 cicles de reacció consistents en denaturalització a

92 °C durant 1 minut, hibridació deis oligonucleótids a 59 °C durant 1'
15" I etapa de síntesi a 72 °C durant 1'50".
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A continuació, es va procedir a la separació electroforética de aliquotes
de 5 fj\ deis productes obtinguts per PCR en gels al 5% de poliacrilamida
i 1 X TBE, es van visualitzar mitjangant autoradiografia i es van
quantificar per análisi d'imatge amb el programa Bioprofil de Vilbert-
Lourmat.

2.13. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT TRANSCRIPCIONAL PER
RT-PCR QUANTITATIVA

La técnica de RT-PCR quantitativa també permet la determinacló de
l'activitat transcripcional quan s'utilitzen oligonucleótids que hibriden
amb seqüéncies no exóniques. D'aquesta manera, és possible quantificar
els transcrits de hnRNA, indicatius de l'activitat transcripcional, i
sintetitzats en un moment determinat de la proliferació cel.lular.

Per a aquest tipus d'análisi era necessari un tractament previ del RNA
total amb DNAsa per eliminar les restes d' aquest substrat que podien
actuar com a contaminant en la reacció de P.C.R. A partir de 10 pg de
RNA total es realitzava el tractament amb 26 U de DNAsa I lliure de
RNAses (Boehringer Manheim), en preséncia de MgCl2 2 mM, 336 U de
RNAsin i Tris-HCI 10 mM, pH 7.4 en un volum final de reacció de 100 pl
(Kessler et al., 1993). Després de la incubació a 37 °C durant una hora,
es realitzava una extracció amb 100 pl de Fenol-Cloroform en preséncia
de SDS al 0.1%, i es procedia a la precipitació del RNA en etanol al 70% i
acetat amónic 1M. Un cop precipitat, es resuspenia el RNA en 50 pl
d'aigua tractada amb DEPC i es determinava la seva concentració a

partir de la lectura de l'absorbáncia a 260 nm. Posteriorment, es va
procedir a la reacció de la transcriptasa inversa amb 1 ¡jg del RNA
tractat amb DNAsa i a la de P.C.R., segons el procediment descrit per a
la determinació quantitativa de mRNA. Per a la reacció de P.C.R. es van
utilitzar la següent combinació d'oiigonucleótids:

5 '-CGCCAAACTTGGGGGAAGCA-3' a la regió no tradu’ída després
de l'inici de transcripció i

5'-GCCAAGTGCTCGACCCGATT-3' a l'intró 1.

Aquesta combinació donava lloc a un fragment amplificat de 205 bp.
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Es van realitzar 27 cicles de reacció de P.C.R. en les mateixes
condicions de temperatura i temps que les establertes per a la
determinació quantitativa de mRNA. Com a control en la reacció es va
utilitzar una combinació de oligonucieótids que hibridaven a nivell de
seqüéncies intróniques flanquejants a l'exó 1 del gen aprt:

5'-TCACGAGCCAGCAAGGCGTT-3' a l'intró 1 i

5'-TGCGTCATGAGTAGGTCCC-3' a l'intró 2 .

Aquesta combinació donava lloc a un fragment amplificat de 400 bp.

A continuació, es van sotmetre a electroforési aliquotes de 5 yI deis
productes obtinguts per P.C.R. en un gel al 5% de poliacrilamida i 1 X
TBE a 15 V/cm durant 90 minuts. Els fragments de DNA amplificáis es
van visualitzar per autoradiografia utilitzant pel.lícules de RX de Kodak.
La quantificació de la intensitat de les bandes radioactives es va
realitzar mitjangant análisi d’imatge amb el programa Bioprofil de
Vilbert-Lourmat. Els resultats s’expressen com la intensitat del senyal
del gen dhfr referida a la del gen aprt, utilitzada com a referéncia.

2.14. ASSAIG DE WESTERN BLOT

Pels assaigs de Western Blot es van utilitzar extractes nuclears
obtinguts segons el procediment descrit anteriorment (secció 2.7). La
resolució de les proteínes nuclears (20 pg) va teñir lloc mitjangant una
electroforési basada en el sistema descrit per Laemmli (Laemmli,
1970) i que consistía en un sistema discontinu en condicions
denaturants (SDS al 0.1%). El gel concentrador es va preparar amb
poliacrilamida (relació acrilamida: bisacrilamida 37.5:1) al 4% i el gel
separador al 7%. Com a solució amortidora de pH per l'electroforési
s'utilitzava SDS al 0.1% i Tris-glicina (25 mM/192 mM), pH 8.3.

Les mostres deis extractes nuclears es sotmetien a electroforési amb
una intensitat constant de 20 mA durant 3-4 hores i posteriorment es
procedía a la transferéncia de les proteTnes a una membrana Immobilon
PVDF (Millipore) utilitzant el sistema d'electrotransferéncia de semi-
buid HEP-1 (Applied Genetechnology Systems GmbH) en un tampó Tris-
glicina durant 2 hores i 30 minuts a 400 mA. Aquest procediment es
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portava a terme a 4 °C i el voltatge aplicat oscil.lava entre 6 i 12 volts.
Un cop efectuada la transferéncia, es procedía a l'assaig de revel.lat per
anticossos amb el kit de quimioluminiscéncia BM de Boehringer
Mannheim. Es va seguir el protocol detallat peí fabricant, utilitzant una
dilució 1:1.500 de l'anticós primari policlonal, anti Spl o anti Rb, i una
dilució 1:12.000 de l'anticós secundar! Iligat a peroxidasa de rabá de
cavall.

Per reutilitzar les membranes, es procedía a tractar-les en una solució
amortidora de pH a base de glicina 100 mM, pH 2.5 durant 20 minuts amb
agitació a temperatura ambient i dos rentats amb tampó TBST de 10
minuts cadascun (NaCI 150 mM, 0.1% de Tween 20 I Tris-HCI 50 mM pH
7.5).

2.15. ASSAIG DE DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT DE LA
PROTEINA QUINASA C

Els tractaments amb els diferents efectors es realitzaven a partir de
5x10® cél.lules K1 per placa de 100 mm. Posteriorment, s'efectuaven
dos rentats amb PBS fred, es recullien les cél.lules mitjangant un

gratador de cél.lules en 700 pl de solució d'homogenització que contenia
EDTA 2 mM, EGTA 0.5 mM, leupeptina 20 pg/ml (SIGMA), aprotinina 2
pg/ml (SIGMA), DTT 1 mM, PMSF 1 mM i Tris-HCI 20 mM pH 7.5 i es
congel.laven en Isl2 líquid mantenint-les a - 80 °C fins al moment del
seu processament.

Preparació de les solucions enzimátiques:

Les mostres es descongel.laven rápidament i s'homogenitzaven en un

homogenitzador de vidre Potter Elvehjem. Els homogenats es passaven a
tubs d'ultracentrífuga i es sotmetien a 100.000 x g a 4 °C durant 30
minuts. Els sobrenadants així obtinguts corresponien a la fracció
citosólica que es conservava en gel. Els pellets es rentaven amb 500 pl
de solució d'homogenització, es sotmetien seguidament a una nova

ultracentrifugació a 100.000 x g durant 5 minuts i posteriorment es

resuspenien en 100 pl d'aquest mateix tampó + 0.1% de Nonidet-P40 per
solubilitzar les membranes. Els tubs es deixaven s'agitaven en gel
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durant 30 minuts i després es repetía el procés d'ultracentrifugació a
100.000 x g a 4 °C durant 30 minuts. Els sobrenadants així obtinguts
corresponien a la fracció de les membranes, que també es conservava en
gel fins al moment de la determlnació d'activítat (30 minuts
aproximadamente

L'actlvitat PKC es va determinar tant en la fracció citosólica com a la
de membranes mitjangant la mesura de la transferéncla de 32p del
gamma-[32p]_ATP (3.000 Ci/mmol, Amersham) a la Histona lll-S
(SIGMA).

Preparació deis tests d'assaig:

Les concentracions fináis de la solució d'assaig per a la determinació
d'activítat de les proteínes quinases independents de calci i fosfolípids
eren Mg(AcO)2 10 mM, EGTA 1 mM, 24 yq de histona com a protema
receptora de fosfat, gamma-[32p]-ATP 50 pM (200-400 cpm/pmol) i
Tris-HCI 20 mM, pH 7.5. Per a la determinació de la proteina quinasa C
depenent de calci i fosfolípids, les concentracions fináis de cada
component a la solució d'assaig eren les mateixes que les esmentades
anteriorment pero suprimint l'EGTA i en preséncia de CaCl2 500 ¿/M, 0.7
yq de diacilglicerol i 3.5 yq de fosfatidilserína (tots dos de SIGMA).

La barreja de DAG i de PS es preparava a partir de solucions
concentrades d'aquésts compostos dissolts en cloroform. Aquest
dissolvent s'evaporava amb corrent de N2- A continuació s'afegia el
volum de barreja de reacció (test) corresponent a la solució amortidora
de pH, i es procedía a la sonicació deis fosfolípids, necessaria per
observar l'activació de la PKC. Les condicions de sonicació van ésser 3 x

20" amb una intensitat de 10 microns en un sonicador MSE, amb
intervals d'1 min entre cada pols de sonicació, tot a 4 °C. A continuació
s'afegien la resta deis components del test.
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Composició deis tests per determinar l'activitat PKC

Component Test +Test -

Mg(AcO)2 15 mM15 mM

ATP 75 ¿sM75 ¿sM

36 ¿sgHistona 36 ¿sg

EGTA 1.5 mM

CaCl2 0.75 mM

DAG 0.7 ¿sg

PS 3.5 ¿sg

Tris-HCI 30 mM 30 mM

q.s.p. 40 ¿si q.s.p. 40 ¿siAigua

Aqüestes concentracions corresponen a les barrejes de reacció abans
d’ésser dilu'ídes per l'addició de la solució enzimática. Es preparaven
quantitats suficients deis tests per portar a terme totes les
determinacions experimentáis necessaries.

Per a la realització de l'assaig es seguia el següent esquema operatiu:
es disposaven tubs amb 40 ¿si del test que es deixaven atemperar durant
uns minuts en un bany a 30 °C. Tot seguit s'hi afegien, de manera
seriada i cada 30", 20 ¿si de les solucions enzimátiques a valorar,
citosóliques i de membranes, i les méseles es deixaven en incubació
durant 4 minuts. Les reaccions s'aturaven sembrant 50 ¿si de les
solucions d'assaig en quadrats de paper (1x1 cm) de fosfocel.lulosa
Whatman P81 i submergint-los en una solució d'ácid fosfóric 75 mM a 4
°C. Es realitzaven dos rentats deis papers amb ácid fosfóric, es secaven

i, després de l'addició de 5 mi de Biogreen (Schaurlau), es comptava la
radioactivitat incorporada en un comptador de centelleig LKB.
Paral.lelament es determinava la quantitat de prote'ína a les fraccions
citosóliques i de membranes assajades peí métode de Bradford amb el
reactiu de BioRad. Una unitat d'activitat enzimática es defíneix com la
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quantitat d'enzim que catalitza la transferéncia de 1 pmol d'ATP a
histona per minut a 30 °C.

2.16. ASSAIG DE DETERMINADO DEL NUMERO DE COPIES DEL GEN
dhfr MITJANQANT PCR QUANTITATIVA

La determinació de l'amplificació del gen dhfr en colónies resistents al
MTX obtingudes mitjangant tractament amb diferents efectors es va
realitzar utilitzant la técnica de P.C.R. quantitativa.

Les colónies ben aillades es van recollir mitjangant tripsina i anells de
cionatge en PBS fred. Les cél.lules es van centrifugar a 10.000 x g
durant 5 minuts, es va rebutjar el sobrenadant i es van resuspendre en
20 ¡j\ de tampó de lisi que contenia NaCI 20 mM, EDTA 1 mM, SDS al 0.1%
i Tris-HCI 50 mM, pH 8, addicionat de 2 pl d'una solució de Prote'ínasa K
(Boehringer Manheim) a 10 mg/ml. Les mostres es van incubar a 55 °C
durant 15 minuts, a continuació van ésser agitades vigorosament i
tornades a incubar a la mateixa temperatura durant 15 minuts més.
Finalment la barreja es va bullir a 100 °C durant 5 minuts i després de
deixar-Ja refredar, es van utilitzar 2 ¡j\ de la mésela en la reacció de
P.C.R. La preséncia de concentracions de SDS superiors al 0.1% en el
tampó de lisi inhibíen la reacció de P.C.R.

La reacció de P.C.R. es realitzava en un volum de 50 pl que contenia 2 ¡j\
de la barreja de cél.lules, MgCÍ2l-5 mM, KCI 50 mM, dNTPs 200 pM, alfa-
[32p]-dATP 1.25 pCi (3000 Ci/mmol, Amersham), 1 unitat de Taq
polimerasa (BRL), 500 ng de cada oligonucleótid i Tris-HCI 20 mM pH
8.4. Els components de la reacció es van separar en dues fases
mitjangant l'utilització d'una perla de parafina sólida (temperatura de
fusió 58-60 °C, Fluka). Per cada mostra, el P.C.R. deis dos gens es va
realitzar en el mateix tub. La preséncia de la parafina sólida permetia
que els oligonucleótids, la Taq polimerasa i la mostra de cél.lules
només entressin en contacte quan la temperatura assolia els 59 °C
(temperatura d'hibridació deis oligonucleótids). La fase inferior estava
constituida peí MgCl2, els dNTPs, el aIfa-[32p]-dATP, la mostra
cel.lular i la meitat de la solució amortidora de pH. La fase superior
estava formada per la resta de la solució amortidora de pH, els dos
parells d'oligonucleótids i la Taq polimerasa. Es va optar per distribuir
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la mostra que contenia el DNA a la fase inferior per evitar el contacte
del SDS amb la Taq polimerasa abans que es formés la barreja final de
50 p\.

Els oligonucleótids utilitzats en l'amplificació del gen dhfr van ésser
els següents:

5 '-CCTGTTAACGCAGTGTTTCTC-3' a nivell de l'intró 1 i

5'-TCCCACGGGAGACTTCGCACT-3' a nivell de l'intró 2.

Peí gen aprt utilitzat com a control intern en la reacció de P.C.R. els
oligonucleótids utilitzats eren:

5'-TCACGAGCCAGCAAGGCGTT-3' dins de l'intró 1 i

5'-ACGCAGTACTCATCCAGGGT-3' dins de l'intró 2.

La reacció de P.C.R. es realitzava en 35 cicles després d'una denaturació
inicial a 94 °C durant 1 minut. Cada cicle consistía en una denaturació a

92 °C durant 1 minut, hibridació deis oligonucleótids a 59 eC durant 1
minut i síntesi a 72 °C durant 1 minut, utilitzant un termociclador MJ
Research.

A continuado, es van sotmetre a electroforési aliquotes de 10 pl deis
productes obtinguts per P.C.R. en un gel al 5% de poliacrilamida i IX TBE
a 15 V/cm durant 90 minuts. Els fragments de DNA amplificats es van
visualitzar per autoradiografia utilitzant pel.lícules de RX de Kodak. La
quantificació de la intensitat de les bandes radioactives es va realitzar
mitjangant anáüsi d'imatge amb el programa Bioprofil de Vilbert-
Lourmat. Els resultats s'expressen com la intensitat del senyal del gen
dhfr referida a la del gen aprt, utilitzada com a referéncia.

2.17. ASSAIG D'IMMUNOPRECIPITACIO

Els assaigs d'immunoprecipitació es van realitzar a partir d'extractes
nuclears, obtinguts a partir de cél.lules K1 en fase de creixement
exponencial. Els anticossos emprats en la immunoprecipitació van ésser
N9, un anticós policlonal contra la proteina RB i 2892-E, un anticós
policlonal contra la proteTna Spl. La immunoprecipitació es va realitzar
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amb concentracions creixents de Tanticós que es van deixar
interaccionar amb 30 pg d'extracte nuclear en preséncia de Nonidet P-
40 al 0.1%, durant 60 minuts a 4 °C. Posterioment, s'addicionaven 3 pl
d'una suspensió al 10% de ProteTna A-insolubte (SIGMA) i es deixava
incubar la barreja durant 30 minuts també a 4 CC. Aquesta quantitat de
protéína A, amb una capacitat d’unió de 1.8 mg de IgG /mi, era suficient
per (ligar la totalitat d’anticós utilitzat en la immunoprecipitació.
Finalment, es realitzava una centrifugació a 1.000 x g durant 10 minuts
¡ el sobrenadant així obtingut s'utilitzava en assaígs de retardació de la
mobilitat electroforética, amb les sondes 41 Of i Splf, segons el
procediment descrit a l'apartat 9.

2.18. ASSAIG D'IMMUNOFLUORESCENCIA

Es van fer créixer 3 x 104 cél.lules K1 en cubres durant 12 hores en

medi F12 al 7% de sérum fetal i posteriorment, es van sincronitzar les
cél.lules mantenint-les en medi al 0.5% de sérum fetal durant 7 dies.

Després deis 7 dies de sincronització, es va afegir medi F12 frese al 7%
de sérum fetal, i es van fixar les cél.lules ais diferents temps
corresponents a les diferents fases del procés de proliferació cel.lular,
amb paraformaldéhid al 3.8% en PBS que contenía MgCl2 5 mM. La fixació
es va realitzar a temperatura ambíent durant 10 minuts, i seguidament
es van efectuar 3 rentats de 10 minuts amb PBS.

Totes les reaccions i rentats que es descriuen a continuació van teñir
lloc a temperatura ambient. Les cél.lules ja fixades van ésser
permeabilitzades mitjangant un tractament amb tritó X-100 al 0.5% en
PBS durant 4 minuts, seguit de 2 rentats de 5 minuts amb PBS.
Aleshores, es va procedir a la incubació en solució bloquejant PNM, que
contenia Itet descremada en pols al 5% en tampó PN (Pinkel et al., 1986)
durant 20 minuts, i posteriorment, es van realitzar un rentat durant 5
minuts amb el tampó PN. Posteriorment, es va realitzar la incubació
amb Tanticós primari anti-SpI de conill (Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) a una concentració de 2 pg/ml en tampó PNM durant 30 minuts,
seguida de 3 rentats de 5 minuts amb el tampó PN. Finalment, les
cél.lules van ésser tractades amb l'anticós de cabra anti-conill

conjugat amb fluoresceína (Molecular Probes, Inc.) a la dilució 1:50 en
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PNM durant 30 minuts, seguit de 3 rentats de 10 minuts amb el tampó
PN.

Els cubres es van montar en suports de vid re utilítzant una solució
anti-desenfocant de montatge (Johnson and Nogueria, 1981) Les
preparacions es van visualitzar en un fotomicroscopi Zeiss Axioplan
equipat amb epifluorescéncia. Les imatges obtingudes es van
fotografiar utilítzant pel.lícula per diapositives Ektachrome 400 de
Kodak.

2.19. PROCESSAMENT D'IMATGE

Les imatges corresponents a les autoradiografies es van captar amb una
cámara de video COHU i es van densitometrar mitjangant el programa
Bioprofil de Vilbert-Lourmat v.4.6. Per preparar les figures, les imatges
magatzemades com a arxius .TIFF es van recuperar mitjangant el
programa Graphic Converter 2.06, i montades amb el programa Canvas
3.5. Les impressions es van realitzar en una impressora Color
StyleWriter 2400 a 360 dpi.
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3. RESULTAIS

/



ESTUDI DE LES VIES BIOQUIMIQUES INVOLUCRADES EN EL
DESENVOLUPAMENT DE LA RESISTENCIA AL MTX

3.1. ESTABLIMENT DE LES CORBES DE SUPERVIVENCIA AL MTX
PER LES CEL.LULES K1

Com a base de l'estudi sobre la resistencia al MTX que preteniem
realitzar, vam procedir a establir les corbes de supervivéncia de la línia
cel.lular K1 que conté dues cópies del gen dhfr. A tal efecte, vam
incubar 10® cél.lules K1 amb concentracions creixents de MTX des de
10"8 M fins a 5 x 10"? M. D'aquesta manera es poden determinar les
concentracions mínimes de MTX capaces de produir la mort cel.lular i
les que condueixen al desenvolupament de colónies resistents. Després
de tres setmanes d'incubació cel.lular amb MTX, les colónies
supervivents eren tenyides i comptades. Els resultats obtinguts es
presenten a la Fig.1. Hom pot observar que una concentració de 5 x 10"?
M de MTX produía el 100% de la mort cel.lular per a les cél.lules K1.
Tanmateix, una concentració de MTX de 3 x 10"? M causava en aqüestes
cél.lules una freqüéncia de desenvolupament de colónies resistents de
l'ordre de 5 x 10" 5. Aquesta freqüéncia era suficientment baixa, i per
tant idónea, per observar posteriorment increments en la mateixa per
acció deis efectors més endevant mencionats. Per aquesta raó es va

adoptar com a condició rutinaria la incubació amb una concentració de 3
x 10"? M de MTX per a l'estudi de l'increment de la resisténcia a aquest
antimetabólit.
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Fig. 1 Corba de supervivdncla al MTX en cél.lules K1
Es van incubar 10^ cél.lules K1 en medí selectiu en abséncla de glicina, hipoxantlna i
tlmidina (-GHT) en preséncia de les concentracions de MTX indlcades durant 3 setmanes.
Posteriorment, les colónles obtingudes es van fixar amb formaldéhid al 2%, es van tenylr
amb Violeta de genciana al 0.5% i es van comptar. Els resultáis s'expressen com a freqüéncia
de resisténcia, i són la mitja de 3 experíments dlferents.

3.2. INCREMENT DE LA FREQÜENCIA DE RESISTENCIA AL MTX PER
DIFERENTS EFECTORS

Sí bé la resisténcia al MTX pot ésser incrementada simplement
mitjangant incubació amb concentracions progressivament creixents de
MTX, aquesta metodología és molt lenta i es necessiten mesos per

portar-la a terme. Per accelerar el procés de resisténcia es va optar per
incubar les cél.lules amb diferents efectors coneguts per la seva

capacitat d’incrementar la freqüéncia de resisténcia al MTX en un curt
espai de temps (de l'ordre de setmanes). En aquesta categoría es troben
l'hidroxiurea (HU), l'afidicolina (APH) i l'ester de forbol TPA entre
d'altres. La nostra filosofía amb aqüestes incubacions era la de trobar
alguna via bioquímica per la qual s'incrementés la resisténcia i una

vegada coneguda, intentar la seva inhibició. Una disminució en la
resisténcia basal al MTX podría ésser de gran valor en aquesta
quimioterapia anticancerosa en incrementar les possibilitats d'éxit del
tractament.
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3.2.1. Efecte de l'hidroxiurea

Els inhibidora de la síntesi de DNA tenen la capacitat d'incrementar la
resisténcia al MTX. Entre ells es troba l'hidroxiurea (HU), un inhibidor de
la ribonucleótid reductasa. En primer lloc vam assajar la toxicitat
d'aquest efector sobre la línia cel.lular K1, amb la incubació de les
cél.lules amb concentracions gradualment creixents d'HU durant un

període de temps de 24 hores i observació del número de colónies
viables. Es va així determinar que la concentració máxima d'HU que no
afectava a la viabilitat de les cél.lules K1 era de 3 mM. Posteriorment,
es va determinar l'efecte de l'HU sobre la resisténcia al MTX. Es van

incubar 250.000 cél.lules K1 amb concentracions creixents d'HU per un

període de temps de 9 hores, i després d'un temps d'expressió de 15
hores, es va aplicar la selecció amb MTX a 3 x 10"7 M. La selecció es va
mantenir durant 3 setmanes amb canvis de medi i MTX setmanals, fins
al desenvolupament de colónies resistents visibles. Tal com es mostra a
la Fig. 2a, la concentració d'HU més efectiva en la generació de colónies
resistents al MTX va ésser la de 3 mM. Posteriorment, es va assajar
T efecte de l'HU a 3 mM durant diferents períodes de temps, de 3 a 9
hores. Es pot observar a la Fig. 2b que l'HU va provocar un increment en
el número de colónies resistents ai MTX depenent del temps d'incubació,
amb un máxim a les 9 hores, encara que l’efecte assolit a les 3 hores
era ja de 6 vegades respecte al control de cél.lules no tractades amb HU.
Es per aquesta raó que les posteriora incubacions amb HU es van
realitzar a un temps fixe de 3 hores i a una concentració de 3 mM.
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Fig. 2 Efecte de l'HU sobre el número de colónies resistents al MTX
A) Oependéncia de la concentració d'HU
Es van incubar 250.000 cél.lules K1 amb concentracions creixents d'HU durant 9 hores.
Després del tractament, es va deixar un temps d'expressió de 15 hores, I posterioment, es va
aplicar la selecció amb MTX, en medi -GHT i a la concentració de 3 x 10'? M de MTX. El medi
i el MTX es van renovar setmanalment fins al desenvolupament de colónies visibles (21
díes). Les colónies resistents obtingudes es van fixar, tenyir i comptar. Els resultats
s'expressen en percentatges i el 100% representa el número de colónies resistents
obtingudes en abséncia d’HU. Els resultats són la mitja de 3 experiments diferents.
B) Oependéncia del temps d'incubació amb HU
Les céUules es van incubar amb HU a la concentració de 3 mM durant eis temps indicats. Les
condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.

3.2.2. Efecte de l'afidicolina

L'afidicolina (APH) és també un inhibidor de la síntesi de DNA que actúa
a nivel! de la DNA polimerasa alfa i que pot incrementar el número de
colónies resistents al MTX. Per a aquest efector, la concentració
máxima que no afectava a la viabilitat de les cél.lules K1 era de 5
pg/ml. En els experiments de generació de colónies resistents, peró, la
concentració más efectiva era de 3 pg/ml, que va ésser la utilitzada en
les posteriors ¡ncubacions (Fig. 3a). L'efecte de l'APH sobre l'increment
del número de colónies resistents al MTX també era depenent del temps
d'incubació amb un máxim a les 9 hores (Fig. 3b).
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Fig. 3 Efecte de la APH sobre el número de colónies reslstents al MTX
A) Dependéncia de la concentració d'APH
Les cél.lules K1 es van incubar amb APH a les concentracions indicades durant 9 hores. Les
condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
B) Dependéncia del temps d'incubació amb APH
Les cél.lules K1 es van incubar amb APH a la concentració de 3 pg/ml dumat els temps
indicats. Les condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.

Rutinariamente les incubacions amb APH es van realitzar a la
concentració de 3 pg/ml durant 3 hores, condicions que permetien un
increment en el número de colónies de 5 vegades respecte al control de
cél.lules no tractades amb APH.

3.2.3. Efecte del TPA

Un altre efector que incrementa la resisténcia al MTX és l’ester de
forbol TPA. Aquest agent no presentava cap toxicitat sobre les cél.lules
K1 fins i tot a concentracions de l'ordre de 1 pg/ml.

En primer lloc, vam reproduir en cél.lules CHO l'efecte del TPA sobre la
resisténcia al MTX observat per Varshavsky (1981) en cél.lules 3T6.
L'incubació de cél.lules K1 de CHO amb l'ester de forbol durant una

setmana provocava un increment en el número de colónies que
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sobreviuen a la concentració de MTX de 3x10"? M, i aquest efecte era
depenent de la concentració de TPA, amb un máxim a 1 pg/ml (Fig.4a).

El TPA incrementa l'activitat de la protei'na quinasa C cel.lular després
de provocar ia seva translocació a les membranes. Es pot per tant
atribuir l'efecte del TPA sobre el número de colónies resistents al MTX
a un increment de l'activitat d'aquesta quinasa. L'inconvenient que es

presenta davant d'una incubació permanent amb TPA és la proteólisi de
l'enzim que té lloc en un espai de temps de 24-48 hores, i llavors, no és
possible discernir si els efectes observáis són deguts a I'activació de
la PKC o a la seva degradació.

Per aquesta raó, vam estudiar la dependéncia de temps en l'increment de
la resistencia al MTX generada peí TPA. A la Fig. 4b es mostra que el
número de colónies resistents al MTX ja s'incrementava ais 15 minuts-1
hora d'incubació amb TPA a 0.3 pg/ml i s'obtenia un valor máxim a les 9
hores, que posteriorment disminuía de manera progressiva amb el temps
d'incubació.

El número de colónies resistents a una concentració fixa de 3x10‘? M de

MTX depenia també de la concentració de TPA utilitzada en la incubació
a un temps fixe de 9 hores. La máxima resposta al TPA en aqüestes
condicions es va assolir amb una concentració de 0.3 pg/ml (Fig. 4c).
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Fig. 4 Efecte del TPA sobre el número de colónles resistents al MTX
A) Dependéncia de la concentració de TPA
Les cél.lules K1 es van incubar a les concentradoras de TPA indicades durant 1 setmana, en
preséncia de MTX a la concentració de 3 x 10‘? M. El medí -GHT i el MTX es van renovar
cada setmana fms a rapandó de colónies resistents que van ésser tenyides i comptades. Les
condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
B) Dependéncia del temps d'incubació amb TPA
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentració de 0.3 pg/ml durant els temps
indicats. Les condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
C) Dependénda de la concentradó de TPA.
Les cél.lules K1 es van incubar a les concentracions indicades de TPA per un període de temps
de 9 hores. Les condidons restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
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3.2.4. Determinació del grau d'amplificació del gen dhfr en
colónies resistents al MTX

Es coneixen 4 mecanismes básics que condueixen a resisténcia davant
d'un tractament qulmioterápic:

1) Mutació del gen que correspon a la diana d'atac del tractament, de
manera que la droga quimioterápica perd part de la seva efectivitat.

2) Decrement del transport de la droga cap a l'interior de la céüula.3)Increment del grau d'expulsió de la droga cap a l'exterior de la
cél.lula per expressió del fenotipus MDR.4)Amplificació génica del locus que codifica per a la diana d'atac del
tractament.

Tanmateix, en el cas del MTX, i especialment a concentracions no gaire
elevades, está descrit que el tipus de resisténcia que apareix és a

conseqüéncia d'un procés d'amplificació del gen dhfr. Amb aquests
precedents, vam procedir a determinar el número de cópies del gen dhfr
a les colónies resistents al MTX generades després de tractament amb
HU, APH o TPA.

3.2.4.1. Endegament d'un métode de determinació del grau
d'amplificació génica mitjangant P.C.R. quantitativa

Per a la determinació del grau d'amplificació del gen dhfr a les colónies
resistents a( MTX obtingudes per acció de diferents efectors vam posar
a punt un métode basat en la técnica de P.C.R. quantitativa per establir
el número de cópies genómiques. El material de partida per a aquesta
técnica consistía en colónies resistents aillades i a continuació

tractades amb SDS i protei'nasa K. Les solucions resultants es van
sotmetre a reaccions de P.C.R., segons la metodología descrita a

l'apartat 2.16, amb la utilitzacló d'oligonucleótids específics per a

seqüéncies intróniques deis gens dhfr i aprt, per identificar els
senyals genómics corresponents a aquest dos gens.
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El senyal obtingut amb el gen aprt es va fer servir per normalitzar els
resultats. Els fragments amplificáis eren de 170 bp per al gen dhfr i de
400 bp per a Yaprt.

En primer lloc es van establir les condicions per visualizar els senyals
corresponents ais dos gens sense arribar a la saturado en la reacció de
P.C.R. Amb mostres tractades de cél.lules K1 es van realitzar reaccions

de P.C.R. incrementant el número de cicles. El senyal pels dos gens

apareixia ais 35 cicles i es saturava després de 50 cicles (Fig. 5).

APRT

DHFR

35 40 45 50

Número de cicles

Fig. 5 Increment del senyal genómic obtingut amb un número creixent de
cicles de P.C.R.
Aliquotes de 1 ¡j\, que equivalen aproximadament a 5 cél.lules K1 lisades i tractades amb
Proteinasa K, van ésser el material de partida per a l'amplificació mitjangant P.C.R, amb
oligonucieótids intrdnics pels gens dhfr i aprt Les reaccions es van realitzar en paral.leí
pels dos gens en el mateix procés de P.C.R., que es va realitzar a diferents números de cicles.
El fragment de DNA amplificat, de 170 bp peí gen dhfr i de 400 bp peí gen aprt, es va
sotmetre a electroforési en un gel de poliacrilamida al 5%, que es va secar posteriorment, i
contactar amb una pel.lícula de R.X. per obtenir la seva autoradiografía.

A partir deis 40 cicles s’incrementava la formació de fragments
amplificáis inespecífics. Per aqüestes raons, es va establir en 35 el
número de cicles en la reacció de P.C.R. Posteriorment, en aqüestes
condicions, es van variar les quantitats de mostra per validar la
quantificació del métode. El senyal detectat en el cas deis dos gens va
ésser proporcional a la quantitat de DNA present a la mostra utilitzada
en la reacció (Fig. 6).
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Flg. 6 ünearitat de l'assalg de P.C.R. quantltatlva amb la concentracló de DNA
genómlc.
Es van recollir colónies a'illades de cél.lules K1, que posteríorment, es van lisar i portar a
un volum final de 22 pl amb Taddició de Proteínasa K. Una aliquota de la mostra es va diluir
en una proporció 1:10 en Tris-HCI 10mM i EDTA 1 mM, i es van realitzar 35 cicles de
P.C.R. amb diferents quantitats d'aquesta dilució (1, 3, i 6 pl). Després d'electroforési i
autoradíografía, la intensitat del senyat peí gen dhfr (□) i aprt (♦) es van quantificar
mitjangant anáüsi d'imatge.

Com a prova addicional de les propietats quantitatives d'aquest métode
es va procedir a la determinació del número de cópies del gen dhfr en
mostres de colónies a'illades de línies cel.lulars amb un número conegut
de cópies del gen. Els senyals obtinguts per al gen dhfr es van
normalitzar amb els senyals corresponents al gen aprt obtinguts en

paral.lel. Com la línia DG44 és un mutant per delecció del locus dhfr, no
s'havia de detectar cap senyal amb aqüestes cél.lules en les condicions
de P.C.R. establertes. Les línies UA21 i K1 portadores de 1 i 2 cópies del
gen dhfr respectivament, es van utilitzar per comprovar la sensibilitat
del métode. Finalment, les cél.lules MK42, que contenen múltiples
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copies del gen dhfr es podien emprar per determinar la capacitat del
métode per quantificar el número de cópies en linees amplificades. A la
Fig. 7 es mostra l’abséncia de fragment amplificat corresponent al gen
dhfr després de la reacció de P.C.R. amb mostres de cél.lules DG44, el
senyal corresponent a les cél.lules K1 té una intensitat doble del
corresponent a les cél.lules UA21, i el senyal a partir de les cél.lules
MK42 correspon a la seva característica de línia amplificada. D'altra
banda, el senyal corresponent al gen aprt es manté constant a les 4
línies cel.lulars.

WKWKMmÉm APRT

«p»O DHFR

DG44 UA21 K1 MK42

s 20 •
D.
O
O

V
■o

’L:2
® 10-
E
o
Z

’

0
DG44 UA21 K1 MK42

Línea cel.lular

Fig. 7 Determinació del número de cépies géniques en línies cel.lulars
Es van processar colónies aíllades de cél.lules DG44, UA21, K1 i MK42 (aproximadament
100 cél.lules), tal com es descriu a la secció de Materials i Metódes, i el seu número de
cópies del gen dhfr es va determinar després de la normalització deis resultats amb el senyal
del gen aprt utllitzat com a referéncla. La reacció de P.C.R. es va realitzar a 35 cicles sota
les condicions standard.
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3.2.4.2. Determinació del grau d'amplificació generat peí
tractament amb HU, APH o TPA

L'increment del número de colóníes resistents al MTX prodúít per efecte
de l’HU i el TPA a les cél.lules CHO podría ésser degut a un mecanisme
d'amplificació génica tal com s'havia descrit per a les cél.lules 3T6
(Brown et al., 1983, Varshavsky, 1981). Per a l'APH, no obstant, no
existien dades al respecte a la bibliografía. Per tant, es va determinar
el número de cópies del gen dhfr a les colónies resistents obtingudes
per tractament amb HU, APH i TPA.

Es van incubar cél.lules K1 amb HU a 3 mM durant 3 hores, APH a 3
pg/ml durant 3 hores, o amb TPA a 0.3 pg/ml durant 9 hores, i després
d’aquests tractaments es van sotmetre a la selecció amb MTX a la
concentrado de 3 x 10~? M fins a la aparició de colóníes resistents.
Diferents colónies resistents aTllades, escollides de forma aleatoria, es
van utilitzar posteriorment com a material de partida per a la
determinació del número de cópies del gen dhfr utilitzant el métode de
P.C.R. damunt esmentat. Els resultats per a l'HU i l'APH es presenten a la
Fig. 8. Tant l'HU com l'APH van causar una amplificació del gen dhfr que
oscil.lava entre 4 i 10 cópies, és a dir de 2 a 5 vegades respecte a la
línia original K1.

En el cas del TPA, aquesta análisi va donar com a resultat que més del
70% de les colónies resistents aTllades contenien un número

incrementat de cópies del gen dhfr, amb una mitjana de 7 cópies per
cél.lula (Taula I).
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Fig. 8 Número de cdpies del gen dhfr en coldnies resistents al MTX
Es van tractar cél.lules K1 amb HU a la concentrado de 3 mM o bé amb APH a la concentrado
de 3 pg/ml, durant 3 hores, i posteriorment, es va aplicar la selecció amb MTX a la
concentrado de 3 x 10*^ M en medi -GHT. Després de 16-21 díes, es va determinar el
número de copies del gen dhfr en colónies resistents a'HIades mitjanpant la técnica de P.C.R.
quantitativa segons les condicions standard. El número de cdpies del gen dhfr s'expressa com
el quocient entre les intensitats corresponents ais senyals del gen dhfr i aprt.
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Taula I
Número de cópies del gen dhfr a les colónies resistents al MTX

dhfr / aprt
. Quocient O.D.

número de cópies
per cél.lula diploide

Densitat óptica
(unitats arbitráries)

aprt
Clon

dhfr

WTfControl! 2100 100 1

MTX resistent

8.8124 28 4.41
2 213 49 4.3 8.6

205 48 4.3 8.63
84 98 24 4

2 45 148 75
36 64 1.541

2 47 96 47
6.5 138 118 18

3.69 73 40 1.8
10 99 23 4.3 8.6

106 48 2 411
2812 109 8 14

20 6 1213 115
1.2 2.414 53 48
1.2 2.415 92 74

8.816 88 20 4.4
198 169 1.2 2.417

2618 3.5 1348
19 40 1.7 3.468
20 52 42 1.2 2.4

2.821 31 21 1.4
6.622 43 18 3.3

23 102 110 0.9 1.8
24 27 7 3.8 7.6
25 78 57 1.3 2.6

Es van incubar cél.lules K1 de CHO amb TPA (0.3 /yg/ml) durant 9h, i 15 hores després es
van sotmetre a la selecció amb MTX durant 3 setmanes.
Es van recollir colónies ben áillades que van ésser utilitzades com a material de partida per a
la determinació quantitativa per P.C.R. del n° de cópies del gen dhfr. Les autoradiografies es
van quantificar mitjangant análisi densitométrica i els resultats s'expressen en unitats
arbitráries.
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3.2.5. Efecte de l'EGTA

Donat que un gran número d'isoformes de la PKC són depenents de calci,
vam assajar l’efecte de l'EGTA sobre cél.lules incubades amb TPA a 0.3
pg/ml durant 9 hores. L'EGTA, a una concentració de 0.5 mM, es va afegir
al medí 30 minuts abans de l'incubació amb l'ester de forbol I es va

mantenir per un període total de 24 hores. Aquesta concentració d'EGTA
no va produir cap alteració a la vlabílitat de les cél.lules. Tanmatelx, la
preséncla del quetant específlc de calci va comportar una reduccló en el
número de colónles reslstents al MTX incrementat per efecte del TPA
(Flg. 9).
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Fig. 9 Efecte de l'EGTA sobre l'increment de la resisténcla al MTX originat
peí tractament amb TPA
Les cél.lules K1 es van preincubar amb EGTA a la concentració de 0.5 mM durant 30 minuts,
previament a l'addició de TPA a la concentració de 0.3 pg/ml, que és va mantenir en el medi
durant 9 hores. Posterioment es va realitzar un canvi de medi peró mantenint la preséncia de
l'EGTA durant el període d'expressió de 15 hores. Finalment, es va aplicar la selecció amb
MTX a la concentració de 3 x 10~7 M, en medi -GHT. Les condicions restants són les mateixes
que les descrites per la Fig. 2a.
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3.2.6. Efecte d'iónofors de calci i de l'angiotensina II

Posteríorment, vam assajar si agents que provoquen la mobilitzacíó del
calci cel.lular podien incrementar la resisténcia al MTX. Com a ionófors
de calci es van utilitzar la ionomicina i l’A23187, sempre a
concentracions que no afectessin a la viabilitat cel.lular.

En tots dos casos es va observar un increment en el número de colónies
resistents al MTX després del tractament amb els efectors. Aquests
increments van ésser depenents del temps d'incubació amb els ionófors,
i de la concentració, en el cas de l'ionófor A23187 (Fig. 10a). Així, amb
CA23187 a 1 nM, es va assolir un máxim en el número de colónies
resistents a les 6 hores d'incubació i amb la ionomicina, també a 1 nM,
el máxim es va observar a les 3 hores d'incubació (Fig. 10b i 10c).

Un altre efector assajat, que actúa a través d'un mecanisme depenent de
calci, va ésser l'angiotensina II. Aquest péptid a la concentració de 1 pM
va produir un increment en el número de colónies resistents al MTX
depenent del temps d'incubació amb un máxim a les 9 hores (Fig. 11).
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Fig. 10 Efecte deis lónofors de calcl A23187 i ionomicina en el número de
colónies resistents al MTX
A) Dependencia de la concentració de A23187
Les cél.lules K1 es van tractar a les concentracions indicades de A23187 durant 9 hores. Les
condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
B) Dependéncia del temps d'incubació amb A23187
Les cél.lules K1 es van tractar amb l'A23187 a la concentració de 1 nM durant eis perfodes
de temps indicats. Les condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
C) Dependéncia del temps d'incubació amb ionomicina
Les cél.lules K1 es van tractar amb Ionomicina a la concentració de 1 nM durant els perfodes
de temps indicats. Les condicions restants són les mateixes que les descrites per la Fig. 2a.
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Fig. 11 Dependéncía del temps d'incubació amb angiotenslna II en el número
de colónles resistents al MTX
Les céUules K1 es van incubar amb angiotensina II a la concentració de 1 ¿/M durant els
períodes de temps indicats. Les condicions restants són les mateixes que les descrítes per la
Fig. 2a.

3.2.7. Efecte del TPA, A23187 i angiotensina II sobre
l'activítat PKC en cél.lules CHO

Ja que existia una possible reiació entre l'activació de la PKC i la
generació de colónies resistents, necessitavem conéixer la dependéncia
del temps de la translocació de la PKC per acció del TPA en cél.lules
CHO. Com no existien dades al respecte en cél.lules CHO a la
bibliografía, vam decidir estudiar l'efecte del TPA, l'ionófor A23187 i
l'angiotensina II sobre l'activítat PKC en aqüestes cél.lules.

Tal com es mostra a la Fig. 12, el TPA a 0.3 pg/ml era capa? de
translocar i activar la PKC en cél.lules CHO a temps curts, de 5-15
minuts. A les 24 hores de tractament amb TPA, aquest ester de forbol
havia deplecionat la PKC a la fracció de membranes i l'activítat
detectada al citosol s'havia redui't en un 60%.
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Flg. 12 Dependéncla del temps dlncubacló amb TPA sobre l'actlvltat PKC de
les cél.lules CHO
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentració de 0.3 fjg/m\ durant els períodes
de temps indicats i posteriorment es van processar per a la determinacíó de l'activitat PKC,
tant a la fraccló citosólica (o) com a la de les membranes (•), tal com es descriu a la secció de
Materials i Métodes. Els resultats son la mitja de 4 experiments.

Posteriorment, vam determinar l'activitat PKC després del tractament
de les cél.lules CHO amb l'ionófor A23187 a 1 nM o amb l'angiotensina a
1 pM. Es pot observar a la Fig. 13, que aquests dos agents eren també
capados d'activar la PKC després de 15 minuts d'incubació, encaré que
de manera molt menys marcada que amb el TPA. L'activació provocada
pels dos agents va ésser un fenómen transitori, i després de 3 hores
d'incubació l'activitat tomava ais seus nivells basals.

Aquests resultats recolzaven la possibilitat que l'increment en el
número de colónies resistents al MTX generat peí TPA, l'ionófor A23187
i l'angiotensina II fós degut a una activació temprana de la PKC, ja que
s'inicia posteriorment a ia translocació i l'activació de l'enzim.

69



800

T
Ti
1

o' 600 - T
Q. 1

O a
* E
O. T
* * 400 -
i £
» E
o <
< •

P*H
i¡§!

o

5 200 -6

r* %

fp!lili
iiSSiSii

lili
ü

mm.>
0

Control A23187 Anglotenslna II

Flg. 13 Efecte del tractament amb A231871 anglotenslna II sobre l'actlvltat
PKC de les cél.lules CHO
Es va determinar l'activitat PKC a la fracció citosólica (barres buldes) i de membranes
(barres plenes) de cél.lules CHO, després del tractament amb A23187 a la concentració de 1
nM o amb angiotensina a la concentració de 1 //M. Els tractaments amb els efectors es van
realitzar durant 15 minuts. Els resultats són la mitja de 3 experiments.

3.3. EFECTE D'INHIBIDORS DE LA PKC SOBRE LA RESISTENCIA AL
MTX

3.3.1. Estudl de la toxicitat d’inhlbidors de la PKC

Per corroborar la implicació de l'activació de la PKC en la resisténcia al
tractament amb MTX, vam realitzar una serie d'experiments amb
inhibidors d'aquest enzim en combinació amb el TPA.

En primer lloc, vam determinar la concentració de cada inhibidor que
permetia incubacions de 24 hores sense afectar la supervivencia
cel.lular. L'H-7 no afectava la viabilitat de les cél.lules K1 fins a una

concentració máxima de 20 //M (Fig. 14a). En el cas de l'ácid
glicirriténic, la concentració máxima sense efectes tóxics per a les
cél.lules va ésser de 10 pM (Fig. 14b).
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Fig. 14 Efecte sobre la supervivéncia cel.lular de l'H-7 i l'ácid glicirriténic
A) Dependéncia de la concentració de H-7
L'H-7 es va mantenir en el medí de cultiu durant 24 hores, i posteriorment, les cél.lules es
van deixar créixer en medí F12 en abséncia de I'inhibidor, fins a l'aparició de colónies que,„
van ésser tenyides i comptades. Els resultáis són la mitja de 2 experiments diferents. (/
B) Dependéncia de la concentració d'ácid glicirriténic * /P~QTT)
Les condicions de l'assaig van ésser les mateixes que les descrites per la Fig. 14 a. |

i»

TU) :S
■ * h &/ ^

Per a l'estaurosporina, un inhibidor molt potent de la PKC (Tamaoki et
al., 1986), la utilització en incubacions cel.lulars s'havia de mantenir a
una concentració máxima de 5 nM si el temps del tractament era

superior a les 6 hores. Les concentracions d'estaurosporina superiors a
5 nM portaven a la mort cel.lular (Fig. 15a) per apoptosi d'acord amb les
observacions de Falcieri (Falcieri et al., 1993). La calfostina C no va

presentar cap efecte sobre la supervivéncia cel.lular fins a una
concentració máxima de 1 pM (Fig. 15b).

%

Tots els inhibidors esmentats s'afegien 30 minuts abans del TPA (0.3
pg/ml per 9 hores) i, després de l'eliminació de l'ester de forbol,
s'afegien de nou per 15 hores més per mantenir l'inhibició de la PKC.
Posteriorment, s'aplicava la selecció amb MTX 3 x 10~? M fins a

l'aparició de colónies resistents. El medi i el MTX es canviaven cada 7
dies.
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Fig. 15 Efecte sobre la supervlvdncia cel.lular de l'estaurosporina I la
calfostina C
A) Dependéncia de la concentració d'estaurosporina
Les condicions de l'assaig van ésser les mateixes que les descrites per la Fig. 14 a.
B) Dependéncia de la concentració de calfostina C
Les condicions de l'assaig van ésser les mateixes que les descrites per la Fig. 14 a.

3.3.2. Efecte de l’H-7

El primer inhibidor assajat va ésser l'H-7 que, encará que no sigui
totalment específic per a la PKC, ha estat ampliament emprat amb
aquest propósit (Hidaka et al., 1984). L'H-7 a la concentració de 20 pM
durant un període d'incubació de 24 hores no va provocar per si sol cap
variado en el número de colónies resistents al MTX peró, en combinació
amb el TPA, va ésser capag de disminuir significativament el número de
colónies resistents al MTX generat per aquest ester de forbol (Fig. 16a).

3.3.3. Efecte de l'ácid gliclrrlténic

Posteriorment, vam assajar l'ácid glicirriténic, un producte de baixa
toxicitat que es troba a la regaléssia i que actúa in vitro com a
inhibidor de la PKC purificada (O'Brian et al. 1990). L'ácid glicirriténic
per si sól a una concentració de 10 pM tant en incubacions de 9 hores
com de 24 hores no va modificar el número de colónies resistents al
MTX respecte al control. Quan s'incubaven les cél.lules amb TPA en

presencia d'ácid glicirriténic, s'observava una reducció en el número de
colónies resistents degudes a l'efecte del TPA sól (Fig. 16b). Aquesta
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disminució ja es produTa quan l'inhibidor només estava present en el
medí d'incubació durant el temps de tractament amb TPA, peró era més
accentuada si l'ácid glícirriténic es mantenía en el medí durant 24
hores, fins a) moment de l'inici de la selecció amb MTX.
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Fig. 16 Efecte deis ¡nhibidors de la PKC, H-7 i deid glicirriténic sobre
l'increment de la resisténcia generat peí tractament amb TPA
A) Efecte de l'H-7
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentradó de 0.3 pg/ml durant 9 hores tant
en absénda com en preséncia d'H-7 a la concentradó de 20 pM. L'inhibidor es va mantenir
en el medí d'incubació durant 24 hores, fins al moment de l'inici de la selecció amb MTX a la
concentració de 3 x 10'? M en medí -GHT. Os resultats són la mitja de 3 experiments
diferents.
B) Efecte de l'ádd glicirriténic
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentradó de 0.3 pg/ml durant 9 hores tant
en abséncia com en preséncia d'ácid glicirriténic a la concentració de 10 pM. L'efecte de
l'inhibidor es va assajar tant a 9 hores com a 24 hores. Les condicions restants de l'assaig
són les mateixes que les desentes per la Fig. 16 a.
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3.3.4. Efecte de l'estaurosporina

L'estaurosporina, a la concentració de 5 nM, tant a 9 hores d'incubació
com a 24 hores, va provocar una reducció en el número de coldnies
resistents generat peí TPA sól a les cél.lules CHO (Fig. 17a).

Malgrat que l'estaurosporina fós efectiva contrarrestant aquesta
resistencia al MTX, aquest inhibidor a 5-10 nM, per ell mateix, també va
ésser capa? de comportar-se com un agonista incrementant el número
de colónies resistents.

Vam estudiar aquest efecte amb més detall i vam determinar que era
depenent de la concentació de l'inhibidor i del seu temps d'incubació
(Fig. 17a i 17b). Així l'estaurosporina a la concentració de 10 nM i amb
un temps d'incubació de 6 hores generava un increment en el número de
colónies resistents al MTX de prácticament 3 vegades respecte al
control de cél.lules no tractades amb aquest inhibidor.

L'efecte de l'estaurosporina en la formació de colónies resistents al
MTX es podia reduir per acció de l'EGTA a 0.5 mM (Fig. 17c).
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Fig. 17 Efecte de l'estaurosporína
A) Efecte de l'estaurosporína sobre l'increment de la resisténcia al MTX generat peí
tractament amb TPA
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentració de 0.3 pg/ml durant 9 hores tant
en abséncia com en preséncia d'estaurosporína a la concentració de 5 nM, durant 9 o 24
hores. Les condicions restants de l'assaig són les mateixes que les descrites per la Fig. 16 a.
B) Dependéncia del temps d'incubació amb estaurosporína sobre el número de colónies
resistents al MTX
Les cél.lules K1 es van incubar amb estaurosporína a la concentració de 10 nM durant els
períodes de temps indicats. Després del temps d'expressió de 15 hores, es va procedir a la
selecció amb MTX a la concentració de 3 x 10’? M en medí -GHT. Els resultats són la mitja
de 3 experiments diferents.
C) Efecte de l'EGTA sobre l'increment de la resisténcia generat per l'estaurosporína
Les cél.lules es van preincubar amb EGTA a la concentració de 0.5 mM durant 30 minuts,
previament al tractament amb estaurosporína a la concentració de 5 nM durant 9 hores. Les
condicions restants de l'assaig són les mateixes que les descrites a la Fig. 17 a.

75



3.3.5. Efecte de la calfostina C

Per solventar i'efecte agonista de l'estaurosporina, vam utilitzar un
altre inhibidor altament específic de la PKC, la calfostina C (Kobayashi
et ai, 1989). Aquest inhibidor sól a la concentració de 0.1 pM no va

provocar cap increment en el número de colónies resistents al MTX, tant
en incubacions de 9 hores com de 24 hores. La calfostina C en

combinació amb TPA va ésser l'inhibidor més efectiu ja que era capag de
reduir a nivells basals el número de colónies produít per l'incubació amb
l'ester de forbol (Fig. 18a).
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Fig. 18 Efecte de la calfostina C
A) Efecte de la calfostina C sobre T increment en el número de colónies resistents generat peí
tractament amb TPA
Les cél.lules K1 es van incubar amb TPA a la concentració de 0.3 pg/ml durant 9 hores tant
en abséncia com en preséncia de calfostina C a la concentració de 0.1 pM, durant 9 o 24
hores. Les condicions restants de Tassaig són les mateixes que les descrites a la Fig. 16 a.
B) Efecte de la calfostina C sobre I'increment en el número de colónies resistents generat per
l'estaurosporina
Les cél.lules K1 es van preincubar amb calfostina C a la concentració de 0.1 pM durant 30
minuts, previament al tractament amb estaurosporina a la concentració de 5 nM durant 9
hores. La calfostina C es va mantenir en el medí d'incubació fins a l'inici de la selecdó amb
MTX. Les condicions restants de l'assaig són les mateixes que les descrites a la Fig. 16 a.
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Tanmateix, la preincubació amb calfostína C va bloquejar completament
la capacitat d'incrementar el número de colónies resistents per part de
l'estaurosporina (Fig.18b).

3.3.6. Efecte deis inhibidors de la PKC sobre la mateixa
activitat en cél.lules CHO

3.3.6.1. Efectes produTts en incubació ceüular

Ja que s'havia descrit la capacitat de l'estaurosporina de translocar la
PKC a les membranes d'eritrócits (Wolf & Baggiolini, 1988) o
d'hepatócits (Díaz-Guerra et al., 1991) vam assajar la translocació de la
PKC deguda a l'estaurosporina en cél.lules CHO.

Vam així determinar que l'estaurosporina a 5-10 nM era capa?, per ella
mateixa, de translocar la PKC produint un ¡ncrement de dues vegades en
l'activitat unida a membranes. Tanmateix, l'activitat associada a
membranes era totalment abolida quan s'incubaven les cél.lules amb
estaurosporina a 100 nM (Fig. 19a).

A diferéncia de l'estaurosporina, la calfostina C a concentracions de 0.1
a 1 pM no provocava la translocació de la PKC a les membranes i era
capa? d'inhibir l'activitat basal associada a la membrana a les
incubacions amb les cél.lules CHO (Fig. 19b).
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F¡g.19 Efecte de l'estaurosporina i la calfostina C sobre l'activitat PKC de les
cél.lules K1 de CH0
A) Dependéncia de la concentració d'estaurosporina
Les cél.lules K1 es van Incubar amb estaurosporína a les concentracions ¡ndlcades durant 30
minuts, i posterioment es va determinar l'activitat PKC tant a la fracció cltosólica (o) com a
la de membranes (•). Els resultats són la mitja de 3 experiments diferents.
B) Dependéncia de la concentració de calfostina C
Les cél.lules K1 es van incubar amb calfostina C a les concentracions ¡ndicades durant 30
minuts. Les condicions restants de l'assaig són les mateixes que les descrites per la Fig. 19a.
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3.3.6.2. Efecte produTt en extractes ceüulars

Posteriorment, vam determinar l'efecte deis diferents inhibidors sobre
l'activitat PKC en extractes de membranes de cél.lules CHO incubades
amb TPA. A la taula II es mostra que els tres inhibidors assajats (H-7,
estaurosporina i calfostina C) inhibien l'activitat PKC translocada peí
TPA, de manera depenent de la dosi.

Taula II

Efecte in vitro deis inhibidors de la PKC

Activitat PKC a la fracció de membranes

(pmols/min x mg proteina)

Control 156 ± 14

TPA (0.3 pg/ml, 15 min) 711 ± 55

% d'inhibido

de l'activitat translocada+ Inhibidor

H-7 20 pM
H-7 50 pM

Estaurosporina 5 nM

Estaurosporina 10 nM

Estaurosporina 100 hM
Calfostina C 0.1 pM
Calfostina C 0.3 pM
Calfostina C 1pM

257 ±18 81

0 100

595 ± 49

535 ± 40

21

32

0 100

618 ±43

576 ± 45

458 ± 35

17

24

45

Es van incubar cél.lules CHO amb TPA (0.3 pg/ml) durant 15 minuts i posteriorment, es
van sometre al fraccionament subcel.lular. L'activitat PKC es va determinar tal com es
descriu a la secció de Materials i Métodes, en l'abséncia o preséncia deis inhibidors de la PKC
a les concentradora indicades. Els inhibidors es van afegir a la barreja de reacció i es van
incubar amb aliquotes de membranes obtingudes de les cél.lules tractades amb TPA. Els
resultats són la mitja de 3 experiments diferents.
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L'estaurosporina a 5-10 nM va ésser capa? d'inhibir parcialment (20-
30%) l'activitat PKC translocada peí TPA, efecte que podría explicar la
contrarrestació amb aquesta concentració d'estaurosporina sobre
l'increment en el número de colónles resistents generat peí TPA. La
calfostina C a 0.1-1 pM també inhibía en una proporció del 15-20%
l'activitat PKC translocada peí TPA.

3.3.7. Efecte de la calfostina C en condiclons basals

Finalment, vam explorar la capacitat potencial de la calfostina C per
reduir la resisténcia al MTX en abséncia del TPA. Degut a la baixa
freqüéncia de colónies resistents trobada a la concentració de MTX de
3 x 10"7 M, vam disminuir la concentració de MTX en la selecció a
2x1O-7 M i 1O-7 M per sensibilizar el métode. En aqüestes condicions,
la presencia de calfostina C a 3 x 10"7 M o 10“6 M durant 6 dies,
tractament que no afectava a la supervivéncia cel.lular, va comportar
una reducció significativa de la resisténcia basal al MTX (Fig. 20).

10-2

O
c

2
m

■o

10* 3 *■
ü
c

o
v

ll

10- * T T
0.30 1

Calfostina C (11M)

Hg. 20 Efecte de la calfostina C sobre la resisténcia básal al MTX
Les cél.lules K1 es van incubar a les concentracions indicades de calfostina C durant 6 dies,
en preséncia de MTX a les concentracions de 10*? M i 2 x 1O*7 M (■). La selecció amb
MTX es va mantenir fins al desenvolupament de colónies visibles (3 setmanes). Els resultáis
són la mitja de 3 experimenta diferents.
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Per estudiar la possible aplicació de la calfostina C en clínica com a
coadjuvant en la terapia amb MTX, estem realitzant experiments amb
limfócits humans per avaluar la seva resposta al tractament amb
calfostina C. Hem observat que els limfócits humans no presenten
alteracions de la seva viabilitat i funcionalitat quan es tracten amb
calfostina C a una concentració de 10"? M durant 24 hores (Fig. 21).
L'avaluació de la viabilitat i la funcionalitat deis limfócits control i
tractats amb calfostina C es va realitzar mitjangant la determinado de
l'expressió de dos antígens de superficie, CD69 i CD25.
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Fig. 21 Express¡6 d'antígens de superficie en limfócits humans
Es van tractar limfócits humans amb calfostina C a la concentració de 0.1 /sM durant 24
hores i posteriorment, es va determinar l'expressió deis antigens de superficie CD69 i CD25
mitjangant citometría de fluxe, tot utiitzant anticossos monoclonals marcats amb ficoeritrina
i tant en limfócits control sense tractar amb calfostina C (barres buides) com en els
limfócits tractats amb aquest inhibidor de la PKC (barres plenes). Els resultats són la mitja
de 3 experiments diferents.
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3.4. LIPOPEROXIDACIO

L'ácid araquidónic i alguns deis seus metabolits derivats de la via de la
lipoperoxídació són capados d'activar la PKC a diferents tipus cel.lulars
(Shearman et al., 1989; Liu et al. , 1991; Hii et al., 1995). Vam per tant
decidir assajar l'efecte d'aquests agents sobre la resisténcia al MTX,
per determinar si el seu comportament era análeg a l'observat amb el
TPA.

3.4.1. Efecte de l'ácid araquidónic i el 12-HETE sobre la
resisténcia al MTX

En primer lloc vam establir que la concentració máxima d'ácid
araquidónic que no afectava la viabilitat cel.lular en incubacions de 24
hores era de 100 pM. Aquesta concentració va ésser l'utilitzada
posteriorment per establir si l'ácid araquidónic era capa? d'incrementar
el número de colónies resistents al MTX, i si aquest efecte era depenent
del temps d'incubació amb ácid araquidónic.

Com es pot observar a la Fig. 22a, l'incubació amb ácid araquidónic va
comportar un increment en el número de colónies resistents al MTX fins
a un máxim de 4 vegades respecte al control amb 30 minuts de
tractament.

Posteriorment, vam assajar l'efecte sobre la resisténcia al MTX de
l'ácid 12-hidroxieicosatetraeno‘ic (12-HETE), un metabolit generat en la
lipoperoxidació de l'ácid araquidónic.

El 12-HETE va provocar un increment en el número de colónies
resistents al MTX, depenent de la concentració assajada, amb un máxim
a 200 pmols/10® K1, a un temps d'incubació fixe de 9 hores (Fig. 22b).

82



800-
_ *00*
.2

P 400*
~ *
e e

11 • o

5 °
s S

S •
fe

: I 2oo-

n
° s
o *■

S ■ too-J» too-

i!
I:
O - loo-

100-

o o
O 0.250.8 ISO»

Ttmps (h) d'Incubacló amb ácid araquidónlc
4002001000

12-HETE (pmolc/10 K1)

Fig. 22 Efecte de l'ácid araquiddnic i el 12-HETE sobre el número de colónies
resistents al MTX
A) Dependencia del temps d'incubació amb ácid araquiddnic
Les cél.lules K1 es van tractar amb ácid araquiddnic a la concentració de 100 ¡M durant els
períodes de temps indicats, i després del temps d'expressió de 15 hores, es va procedir a la
selecció amb MTX a la concentració de 3 x 10*7 M, fins al desenvolupament de colonies
resistents visibles. Els resultats són la mitja de 3 experiments diferents.
6) Dependéncia de la concentració de 12-HETE
Les cél.iules es van incubar amb les concentracions indicades de 12-HETE durant 9 hores.
Les condidons restants de l'assaig són les mateixes que les descrites a la Fig. 22 a.

3.4.2. Efecte de l'ácid araquiddnic i el 12-HETE sobre
l'activitat PKC de les céUules CHO

Ja que tant l'ácid araquiddnic com el 12-HETE eren capagos
d'incrementar el número de colónies resistents al MTX, vam procedir a
determinar el seu efecte sobre l'activitat PKC de les cél.lules K1 de
CHO. Les cél.lules es van tractar amb ácid araquidónic a la concentració
de 100 pM o amb 12-HETE a la concentració de 200 pmols/10$ cél.lules
i posteriorment es van processar per a la determinació de l'activitat
PKC. Tal com es mostra a la Fig. 23a i b, aquests dos efectors
incrementen l'activitat de la PKC tant a la fracció de les membranes
com a la del citosol, d'una manera depenent del temps d'incubació amb
els efectors.
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Fig. 23 Efecte del 12-HETE i de l'ácid araquidónic sobre l'activitat PKC de
les cél.lules CHO
A) Dependéncia del temps d'incubació amb 12-HETE
Les cél.lules K1 es van tractar amb 12-HETE a la concentració de 200 pmols/10® cél.lules
durant els períodes de temps ¡ndicats, i posteriorment es va procedir a la determinació de
l'activitat PKC, tant a la fracció citosólica (o) com a la de membranes (•). Els resultats són
la mitja de 2 experiments.
B) Dependéncia del temps d'incubació amb ácid araquidónic
Les cél.lules K1 es van tractar amb ácid araquidónic a la concentració de 100 ¡M durants els
períodes de temps indicats. Les condicions restants de l'assaig són les mateixes que les
descrites a la Fig. 23 a.

3.4.3. Efecte d'inhibidora de la iipoperoxidació sobre
l'increment de la resisténcia al MTX generat per l'ácid
araquidónic

Donat que l'ácid araquidónic i el 12-HETE són capados d'incrementar el
número de cólonies resistents al MTX i d'activar la PKC, l'inhibició de la
Iipoperoxidació comportaría l'inhibició indirecta de la PKC ja que no es
sintetitzarien alguns deis seus activadors endógens, i podría reduir el
número de colónies resistents generat peí tractament amb ácid
araquidónic.
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Amb aqüestes premises, vam procedir a incubar les cél.lules K1 amb
diferents inhibidors de la lipoperoxidació. Els inhibidors assajats van
ésser el sulfóxid de dial.lil (DAS), el proadifen, i el paracetamol
(Esquema 3).

Indometacina
NDGA
ETYA DAS

ProadifenAAS

\G
Fibrats

Sg>Add araqu'dónic

Qcloxigenases Citocrom P450

Lipoxioenases

\©
NDGA
ETYA HETEtxa2PG EET

PGI2

Diols

15-LO12-LO

12-HPETE

T° 15-HPETE

IGlutation

peroxidasa
5-HPETE

112-HETE
Paracetamol

40LTA4
GSH-S-Transferasa

LTD4—► LTE4LTCLTB4

ESQUEMA 3. METABOUSME DE L'ÁCID ARAQUIDONIC
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El DAS és un derivat natural de l'all que té la capacitat d'inhibir la
carcinogenésí ¡ndu'ída per diferents carcinógens químics, possiblement
per ¡nhibició competitiva i inactívacló del cltocrom P450-IIEI (Brady et
al., 1988).

El proadlfen també actúa per ¡nhibició del citocrom P450, i el
paracetamol, a dosis elevades, inhibeix l'activitat glutation-S-
transferasa. Tots aquests inhibidors es van utiiitzar a concentracions
que no afectaven la viabilitat cel.lular en incubacions de 24 hores.

Vam observar que l'inhibició de l'activitat del citocrom P450, tant per
acció del DAS a la concentració de 50 pM com del proadifen a la
concentració de 10 pM, permetia contrarrestar l'increment en el número
de coldnies generat per l'ácid araquiddnic (Fig. 24).

En la mateixa direcció, la calfostina C a la concentració de 0.1 pM
també va resultar molt efectiva en la contrarrestació de l'efecte de
l'ácid araquidónic.

El paracetamol és capa? d'inhibir l'activitat glutation-S-transferasa,
un enzim intimament realcionat amb els processos de detoxificació de
molts agents carcinógens (Chasseaud, 1979; Sparnins et al., 1982). Hem
observat que el tractament de les cél.lules K1 amb paracetamol a la
concentració de 1 mM, provoca un increment considerable en el número
de colónies resistents al MTX, i en combinactó amb l'ácid araquidónic es

produeix un efecte additiu deis dos agents sobre la resisténcia al MTX
(Fig. 24).
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Fig. 24 Efecte d'inhibidors del metabolisme de l'icid araquiddnic sobre
l'increment de la resiténcia al MTX generat per aquest efector
Les cél.lules K1 es van preincubar amb DAS a la concentració de 50 pM, amb proadifen a la
concentració de 10 pM, amb calfostina C a la concentració de 0.1 pM o amb paracetamol a la
concentració de 1 mM durant 30 minuts, previament al tractament amb ácid araquiddnic a la
concentració de 100 pM durant 30 minuts. Els diferents inhibidors es van mantenir en el
medí d'incubació durant el temps d'expressió, fins a l'inici de la selecció amb MTX a la
concentració de 3 x 10"? M. La selecció es va realitzar durant 3 setmanes fins a l'obtenció de
coldnies resistents visibles, que es van tenyir i comptar. Els resultats són la mitja de 3
experiments.
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ESTUDJ DE LA REGULACIO DEL PROMOTOR DEL GEN dhfr EN LA

PROLIFERACIO CEL.LULAR

3.5. ESTRUCTURA DEL PROMOTOR MINIM DEL GEN dhfr I DELS
MUTANTS DERIVATS

El gen dihidrofolat reductasa (dhfr ) pertany a la categoría deis gens
constitutius i s'expressa a totes les cél.lules. Encara que la seva

expressió siguí molt ampie, aquest gen es troba sotmés a un gran
control, a nivell transcripcional i post-transcripcional, amb
dependéncia del cicle cel.lular.

El gen dhfr de hámster utilitza múltiples llocs d'inici de la
transcripció, i entre ells, els dos predominants són l'inici menor de la
transcripció localitzat a -107 bp respecte a l'inici de la traducció i
l'inici major a -63 bp.

El promotor del gen dhfr no conté la caixa TATA, necessária per a un
inici normal de la transcripció a molts gens d'eucariotes (Dynan, 1986).
Tanmateix, aquest promotor conté varíes caixes que es troben
suposadament implicades en el control de l'inici de la transcripció en
eucariotes: 3 caixes GC distáis riques en C, 4 caixes GC proximals
riques en G i 2 caixes CAA. La preséncia d'aqüestes seqüéncies al
promotor del gen dhfr fan d'aquest gen un possible candidat per a la
regulació a través del factor de transcripció Sp1, que s'uneix a les
caixes GGGCGG (Dynan et Tjian, 1985).

Els fragments del promotor del gen dhfr utilitzats al llarg d' aquest
treball deriven del minigen, pDCHIP, que conté 900 bp del promotor, els
6 exons, el primer intró i el senyal de poliadenilació amb un tamany
total aproximat de 2 kb. A partir d'aquest minigen es van obtenir
mutants per delecció de la regió promotora tot utilitzant la exonucleasa
BAL31.
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Així, el mutant p26 conté la regió 5' a partir de -166 respecte a l'inici
de la traducció, el mutant p410 des de -111, el mutant p414 des de
-105 i el mutant p413 des de -79 (Ciudad et al., 1988). Els mutants
p414 i p413 es caracteritzen per Tabséncia de la caixa GC proximal
d'unió del factor Spl, el mutant p410 conté només una caixa GC i el
mutant p26 dues.

A partir d' aquesta serie de mutants es van obtenir els fragments que
serien utilitzats com a sondes mitjangant reaccions de P.C.R.

A resquema 4 es mostra Torigen de les diferents sondes emprades en
els assaigs de retardació de la mobilitat electroforética, així com la
part de la seqüéncia que diferencia ais mutants p26, p410, p414 i p413
entre ells.

26

I
ACGCCGGACTGGGCGGGGCCGGCCTGGTGGAGGCGGAGTCTGACCTCGTG

GAGGCGGGGCCTCTGATGTTCAAATAGGATGCTAGGCTTGTTG

AGGGCGTGGCCTCCGATTCACAAGTGGGAAGCAGCGCCGGGCGAATGCAATTT
I I I
410 414 413

ESQUEMA 4A. DELECCIONS EN EL PROMOTOR DEL GEN dhfr .
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gamma-[32P]-ATP
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\
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de la mobilitat eiectroforética

ESQUEMA 4B. OBTENCIO DE LES SONDES
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3.6. ASSAIGS DE RETARDACIO DE LA MOBILITAT
ELECTROFORETICA

3.6.1. Assaigs amb el fragment 41 Of

El promotor mínim del gen dhfr o 41 Of correspon a un fragment de 150
bp que conté les seqüéncies de reconeixement per ais factors de
transcripció Spl i E2F (Ciudad et al., 1992). Aquest fragment marcat
radioactivament va ésser utilitzat com a sonda en els assaigs de
retardado de la mobilitat electroforética amb extractes nuclears de
cél.lules K1 en fase de creixement exponencial. La interacció de les
protemes nuclears amb la sonda 41 Of va originar tres bandes retardades
com es pot observar a la Fig. 25a.

Per identificar el factor responsable d'aqüestes interaccions, vam

procedir a realitzar el mateix assaig de retardado, pero aquesta vegada
amb la sonda gcf, que difereix del fragment 41 Of en una mutació puntual
(G-C) a la cinquena posició de l'hexanucleótid GGGCGG, centre d'unió del
factor Spl. Amb la sonda gcf no es va observar cap banda retardada per
interacció amb l'extracte nuclear provinent de cél.lules K1 en
creixement exponencial (Fig. 25b).

Posteriorment, es va realitzar un assaig de competido amb la sonda
410f i el mateix fragment 41 Of no marcat en quantitats creixents. Es
van afegir a la barreja de reacció quantitats de fragment 41 Of
equivalents a 50 r 100 vegades la quantitat de sonda 41Of radioactiva
present a la reacció. L'addició de 50 o 100 vegades el fragment 41 Of va
comportar una reducdó de l'ordre del 75% i 95%, respectivament, en la
retardado originada amb la sonda 41 Of (Fig. 25c).
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Fig. 25 Assaigs de retardació de la mobilitat electroforética amb les sondes
41 Of i gcf
A) Assaig de retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda 410f
La sonda 41 Of (20.000 cpm/reacció) es va barrejar sense o amb 2 pg d'extracte nuclear
obtingut de cél.lules K1 de CHO en creixement exponencial, en preséncia de 2 pg de poli(dl-
dC) com a DNA inespecífic.
B) Assaig amb la sonda gcf
La sonda gcf (20.000 cpm/reacció), que presenta una mutació puntual a la caixa GC d’unió
per al factor de transcripció Spl, es va incubar en abséncia o en preséncia de 2 pg d'extracte
nuclear obtingut de cél.lules K1 de CHO en creixement exponencial, tot utilitzant 2 pg de poli
(dl-dC) com a DNA inespecífic.
C) Competicions de la sonda 41 Of amb el fragment 41 Of sense marcar
Es van afegir les quantitats indicades de fragment 410f sense marcar a la barreja de reacció
en preséncia de 2 pg d’extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial,! 5 minuts
abans de l'addició de la sonda radioactiva. Cada reacció es va realitzar en preséncia de 2 pg de
poli (dl-dC). Les bandes retardades originades per l'interacció de la sonda amb I'extracte
nuclear es senyalen amb fletxes a la figura.

Altres assaigs per establir l'identitat del factor que s'unia a la sonda
41 Of van consistir en la realització de l'assaig de retardació amb
aquesta sonda en preséncia de mitramicina, una droga que s'uneix al DNA
a nivell de les seqüéncies GC (Snyder et al., 1991), que són precisament
les que constitueixen la seqüéncia de reconeixement per al factor Spl.
En preséncia de mitramicina a concentracions creixents des de 5 juM
fins a 500 pM, es va produir una reducció en la unió de proteYnes
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nuclears a la sonda 410f, depenent de la concentrado de mitramicina
emprada (Fig.26a).

Finalment, es va procedir a un assaig de superretardació de la mobílitat
electroforética utiiitzant Tantisérum contra la proteína Spl, 2892-E.
La presencia de quantitats creixents de Tanticos contra Spl a la barreja
de reacció va provocar una superretardació de les tres bandes que
s'origináven per interacció de la sonda 410f amb T extracte nuclear
(Fig.26b) i posteriorment la desaparició de les bandes retardades.
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Fig. 26 Caracterització del factor de transcripcíó que s'uneix a la sonda 41 Of
A) Assaig amb la sonda 41 Of en preséncia de concentracions creixents de mitramicina
La sonda 41 Of es va incubar amb les concentracions indicades de mitramicina durant 15
minuts, previament a la reacció amb 2 pg d'extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement
exponencial i tot utiiitzant 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
B) Superretardació de la sonda 41 Of en preséncia d'un anticós específic contra Spl
Es van afegir les quantitats indicades de Tanticós 2892-E a la barreja de reacció en
preséncia de la sonda marcada i rextracte nuclear. La barreja es va incubar durant 15
minuts a 4 °C abans de procedir a l'electroforési en un gel al 4% de poliacrilamida i al 5% de
glicerol.

Tots aquests resultats indicaven que el principal factor de transcripcíó
que interaccionava amb la sonda 41 Of era el factor Spl.
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3.6.2. Assaigs de retardado de la mobilitat electroforética
amb els fragments 26f, 414f, i 413f

Posteriorment, es va realitzar I'assaig de retardadó de la mobilitat
electroforética amb la sonda 26f de 205 bp, que conté dues caixes
d'unió per ai factor Spl. L'interacció d'aquesta sonda amb les proteínes
nuclears provinents de cél.lules K1 en fase de creixement exponencial
va originar un patró de bandes retardades equivalent a l'obtingut amb la
sonda 41 Of (Fig. 27a).

Gel shift B
26f

A JpIiliL

sonda

26f+

NE

41 Of

DNA competidor

Fig. 27 Assaigs de retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda 26f
A) Assaig amb la sonda 26f
La sonda 26f (20.000 cpm/reacció) es va incubar en abséncia o en preséncia de 2 pg
d'extracte nuclear obtingut de cél.lules K1 de CHO en creixement exponencial, tot utilitzant 2
pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic. Les bandes retardades així originades s’indiquen
amb fletxes a la figura.
B) Competició de la sonda 26f amb quantitats creixents del fragment 41 Of sense marcar
Els extractes nuclears es van incubar amb les quantitats indicades de fragment 41 Of sense
marcar durant 15 minuts, previament a l'addició de la sonda 26f, en preséncia de 2 pg de
poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
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Tanmateix, la unió de proteínes nuclears a la sonda 26f va ésser
competida de manera molt efectiva amb l'addició de quantitats
creixents del fragment 41 Of no marcat, el que sugereix que cap factor
de transcripció addicional s'uneix a la seqüéncia suplementaria del
promotor que forma part de la sonda 26f, i que no es troba present a la
sonda 41 Of. A la Fig. 27b, es mostra el resultat de Texperiment de
competido utilitzant quantitats de fragment 41 Of equivalents a 25, 50
i 100 vegades la quantitat de sonda 26f, respectivament.

També es van utilitzar les sondes 414f, de 144 bp i 413f, de 118 bp, que
tenen deleccionada la caixa GC proximal, en assaigs de retardació de la
mobilitat electroforética amb extractes nuclears de cél.lules K1 en

creixement exponencial. En els dos casos, no es va observar cap banda
retardada per l'interacció entre la sonda i T extracte nuclear (Fig.28a).
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Fig. 28 Assaigs de retardació de la mobilitat electroforética amb les sondes
414f i 413f
A) Assaigs amb les sondes 414f i 413f
Les sondes 414f o 413f (20.000 cpm/reacció) es van incubar en abséncia o en preséncia de
2 pg d'extracte nuclear obtingut de cél.lules K1 de CHO en creixement exponencial, tot
utilitzant 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
B) Competicions de la sonda 41 Of amb els fragments 414f i 413f sense marcar
Els extractes nuclears es van incubar amb les quantitats indicades deis fragments 414f o
413f sense marcar durant 15 minuts, previament a l'addició de la sonda 41 Of, en preséncia
de 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
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En els experiments de competido, pero, el fragment 414f no marcat va
ésser capag de competir la unió generada amb la sonda 41 Of radioactiva,
tant quan s'afegia en una quantitat equivalent a 50 com a 100 vegades
la quantitat de sonda 41 Of utilitzada en l'assaig (Fig.28b). Aquest
resultat podría explicar-se peí fet que la regió extesa consensus de
reconeixement de Spl inclou, a més de l'hexanucleótid GGGCGG, una

seqüéncia adjacent GGC (Kadonaga et al., 1986), que sí es troba present
al fragment 414f. Per tant, un excés de 414f podría interferir amb una
unió eficient de Spl. A diferéncia del fragment 414f, el fragment 413f,
corresponent a un mutant més deleccionat en la direcció 3', no va

competir la unió resultant amb la sonda 41 Of. Aquests resultats
corroboren els obtinguts en Tapartat anterior sobre la capacitat de Spl
per unir-se al promotor del gen dhfr.

3.6.3. Assaigs de retardado de la mobilitat electroforética
amb els fragments Splf i e2Ff

Per tal de diseccionar més específicament la unió de proteínes nuclears
al promotor mínim del gen dhfr, i tot consideran! que s'havia descrit un

paper regulador per part del factor E2F en el cicle cel.lular, vam

procedir a estudiar la unió de proteínes d' extractes nuclears a dos
fragments origináis a partir de 41 Of, que inclouen, separadament,
seqüéncies consensus d'unió per a Spl i E2F.

Amb aquesta finalitat, vam digerir el fragment 41 Of amb l'enzim de
restricció Hpa II i vam obtenir els fragments Splf i e2Ff, que contenen
les seqüéncies de reconeixement per ais factors Spl i E2F,
respectivament. Aquests dos fragments marcats radioactivament van
ésser utilitzats com a sondes en assaigs de retardació de la mobilitat
electroforética.

Amb la sonda Splf de 59 bp, l'interacció amb un extracte nuclear de
cél.lules K1 en fase de creixement exponencial va originar dues bandes
retardades (Fig. 29a). En aquest sentit, s'ha de remarcar la diferéncia
amb la sonda 41Of, que origina tres bandes retardades. A més la
intensitat d'unió amb la sonda 41 Of és de l'ordre de 4 vegades
l'obtinguda amb la sonda Splf. La unió observada amb la sonda Splf, a
T igual que amb la sonda 410f, es va reduir en preséncia de mitramicina
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a concentracions creixents des de 5 pM fins a 500 pM, i de manera

depenent de la dosi de droga emprada (Fig. 29a).

Per corroborar que el factor de transcripció Spl estava unit a la sonda
Splf, es va addicionar l'anticós anti Spl 2892-E a la barreja de reacció,
el que va provocar una banda superretardada i la disminució del patró
de bandes obtingudes amb la sonda Splf (Fig. 29b).
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Fig. 29 Caracterització de la retardació originada per la sonda Splf
A) Assaig de retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda Sp1 f en preséncia de
concentracions creixents de mitramicina
La sonda Splf (20.000 cpm/reacció) es va incubar amb les concentracions indicades de
mitramicina durant 15 minuts, previament a l'addició de 2 pg d’extracte nuclear de cél.lules
K1 en creixement exponencial i tot utiiitzant 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
B) Superretardació de la sonda Splf en preséncia d'un anticós específic contra Spl
Es va afegir 1 pl de l’anticós 2892-E a la barreja de reacció que contenia 2 pg d'extracte
nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial, 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA
inespecífic i la sonda Splf (20.000 cpm/reacció). Aquesta barreja es va incubar durant 15
minuts abans de procedir a l'electroforési.

Posteriorment, vam assajar la sonda e2Ff de 91 bp amb extractes
nuclears de cél.lules Kl. En aquest cas, va ésser necessari incrementar
la quantitat de protema nuclear fins a 4 pg per reacció i utilitzar DNA
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de timus de vedella com a DNA inespecífic per poder visualitzar les
bandes retardades (Fig. 30a). Aquest resultat está d'acord amb els
descrits per Dou et al. (1994), segons els quals per poder visualitzar
apropiadament la unió d'E2F s'ha d'utilitzar un DNA inespecífic diferent
del poli-dldC. Per a la sonda e2Ff, l'interacció amb I'extracte nuclear de
cél.lules K1 en creixement exponencial va originar un doblet
d'intensitat molt inferior a les bandes observades en el cas de les
sondes 41 Of i Splf. La especificitat de la unió d'E2F es va corroborar
amb experiments de competició de la sonda e2Ff amb quantitats
creixents del fragment e2Ff no marcat (Fig. 30b). Quan es va utilitzar la
sonda gcf en presencia de 4 pg d' extracte nuclear i de 4 pg de DNA de
timus de vedella, també es va detectar la banda retardada corresponent
a la unió d'E2F.
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Fig. 30 Caracterització de la retardació originada per la sonda e2Ff
A) Assaig de retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda e2Ff
Es va incubar la sonda e2Ff (20.000 cpm/reacció) amb quantitats creixents d'extracte
nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial, tal com s'indica a la figura, en preséncia
de DNA de timus de vedella com a DNA específic, en quantitats equivalents a les emprades
d’extracte nuclear a cada reacció.
B) Competicions de la sonda e2Ff amb els fragments e2Ff i Spl f sense marcar.

■

Es van afegir les quantitats ¡ndicades deis fragments e2Ff o Splf sense marcar, 15 minuts
abans de l'addició de la sonda e2Ff radioactiva a la barreja de reacció, que contenia 4 pg
d’extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial i 4 pg de DNA de timus de
vedella com a DNA inespecífic.
Les bandes retardades s'indiquen amb fletxes a les figures.
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En el cas de la sonda e2Ff, els experiments de retardació de la mobilitat
electroforética en preséncia tant d'un anticós policlonal com de dos
anticossos monoclonals, KH20 i KH95, dirigits contra el factor E2F no
va donar lloc a cap superretardació. Aquests anticossos anti-E2F, en

assaigs amb la sonda 41 Of tampoc van originar cap superretardació de
la mobilitat electroforética. Els resultats obtinguts podrien ésser
deguts a l'inabilitat deis anticossos emprats per reconéixer al factor de
transcripció E2F en aquest tipus d'assaig.

També es van realitzar experiments de competido amb la sonda 41 Of en
preséncia tant del fragment Splf com del fragment e2Ff no marcats.
L'assaig de competido amb la sonda 41 Of i quantitats creixents del
fragment Splf, de 25 i 50 vegades en relació amb la quantitat de sonda
va comportar una total competido del patró de la retardació generat per
la sonda 41 Of. A diferéncia del fragment Splf, la inclusió del fragment
e2Ff sense marcar en un excés de 200 vegades respecte a la sonda en

l'assaig de competició va produir només una lleugera disminució de la
unió observada amb la sonda 410f sola (Fig.31).
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Fig. 31 Assaigs de competició amb la sonda 41 Of
Els assaigs de competició de la sonda 41 Of és van realitzar amb quantitats creixents deis
fragments Splf o e2Ff sénse marcar, tal com s’indica a la figura, que es van incubar amb 2
pg d’extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial, en preséncia de 2 pg de
poli(dl-dC) com a DNA inespecífic. Aquesta barreja es va incubar durant 15 minuts,
previament a Taddició de la sonda radioactiva 41 Of (20.000 cpm/reacció).
Les bandes retardades s’indiquen amb fletxes a la figura.
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Una altre serie d'experiments de competido van ésser realitzats amb ia
sonda Splf i eis fragments Splf i e2Ff no marcats. La competido de la
sonda Splf amb quantitats creixents del fragment Splf corresponents a

10, 25 i 50 vegades la del DNA marcat, va comportar una total
competició de la unió generada per la sonda Splf. En canvi, la quantitat
de fragment e2Ff necessaria per generar una competició de l'ordre del
80% en les mateixes condicions era de 100 vegades en relació amb la
sonda (Fig.32).
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Fig. 32 Assaigs de competició amb la sonda Splf
Els assaigs de competició de la sonda Splf es van realitzar amb quantitats creixents deis
fragments Spl f o e2Ff sense marcar, tal com s'indica a la figura, que es van incubar amb 2
pg d’extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement exponencial, en preséncia de 2 pg de
poli(dl-dC) com a DNA inespecífic. La barreja es va incubar durant 15 minuts, previament a
I'addició de la sonda radioactiva Splf (20.000 cpm/reacció).
Les bandes retardades originades per interacció de l'extracte nuclear amb la sonda
radioactiva Spl f s'indiquen amb fletxes a la figura.
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3.7. SINCRONITZACIO DE LES CEL.LULES K1

El gen dhfr pertany a la categoría deis gens constitutius, necessarís per
al manteniment deis processos cel.lulars a tots els tipus de cél.lules.
Encara que ja s'havia descrit la regulado de la síntesi de la protema
DHFR a nivell del cicle cel.lular, les dades existents a la bibliografía
referents a la regulado a nivell transcripcional són contradictores.
Alguns autors consideren que la expressió del gen dhfr al llarg del cicle
cel.lular és independent del grau de transcripció (Leys and Kellems,
1981; Leys et al., 1984) pero també s'ha descrit que la expressió del gen
s'incrementa en resposta a la transido de la fase estacionaria Go cap a
l'estat de creixement (Wu and Johnson, 1982; Santiago et ai, 1984) i
que es produeix un increment en el grau de transcripció del gen a la
interfase G1/S del cicle (Farnham & Schimke, 1985).

Un deis métodes més ámpliament utilitzats per obtenir cultius
cel.lulars en fase de creixement estacionaria o fase Go és el
manteniment de les cél.lules en medi de cultiu amb un contingut de
sérum fetal del 0.5% per un període de temps determinat. En aqüestes
condicions, les cél.lules no disposen deis factors de creixement
necessaris per dividir-se pero la seva viabilitat no es veu alterada.
L'addició de medi frese amb un contingut normal de sérum fetal (7-10%)
permet que les cél.lules en fase Go tomín a entrar en el cicle cel.lular.
Segons la bibliografía, el període de temps habitual durant el qual les
cél.lules es troben deprivades de sérum és d'unes 60 hores pero per a
les cél.lules K1 aqüestes condicions de temps no permetien la obtenció
d'una població majoritaria en fase Go. Vam per tant procedir a
determinar el temps d'incubado en medi al 0.5% de sérum per obtenir
una població de cél.lules K1 altament sincronitzada en Go. Les
poblacions resultants es van analitzar per citometria de flux, que

permet relacionar el contingut de DNA cel.lular amb les diferents fases
del cicle i conéixer així la distribució de cél.lules a cada fase. Com hom

pot observar a la Fig. 33a, van ésser necessaris 7 dies de manteniment
en medi al 0.5% de sérum per assolir un percentatge de cél.lules en fase
Go del 80%.

Després deis 7 dies en medi al 0.5% de sérum, l'addició de medi frese
suplementat amb el 7% de sérum permetia que les cél.lules en Go
iniciessin la seva progressió en el cicle de manera sincronitzada. Vam
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determinar el número de hores posteriors a I'addició de medi al 7% de
serum per obtenir poblacions aíllades a cada fase del cicle cel.lular.
També mitjancant citometria de flux, vam establir que a les 9 hores
d'addició de medi al 7% de serum, les cél.lules K1 es trobaven a la fase
G1, a les 11 hores a la interfase G1/S, a les 15 hores a la fase S i a les
19 hores a la fase G2/M (Fig.33b i 33c).
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Fig. 33 Sincronització de les cél.lules K1 de CHO
A) Distribució de les cél.lules K1 a les diferents fases del cicle cel.lular al llarg del temps de
sincronització
Les cél.lules K1 es van mantenir en medi al 0.5% de sérum fetal durant eis períodes de temps
indicats, i posteriorment es van obtenir els nuclis corresponents a cada punt. Eis nuclis es
van analitzar per citometria de flux per establir la seva distribució a les diferents fases del
cicle cel.lular.
B) Progressió de les cél.lules K1 sincronitzades en Go després de l'estimulació per addició de
sérum fetal
Les cél.lules K1, sincronitzades per manteniment en medi al 0.5% de sérum fetal durant 7
díes, van ésser estimulades a proliferar per addició de medi amb un 7% de sérum. Ais temps
indicats, es van recollir les cél.lules i es va procedir a l'obtenció deis nuclis corresponents,
que es van analitzar per citometria de flux.
Els resultats de la citometria s'expressen en percentatges corresponents al número de
cél.lules a cada fase del cicle cel.lular, G1 (•), S (O) i G2/M (■).
C) Diagrames obtinguts per citometria de flux i que corresponen a la distribució deis nuclis a
les diferents fases del cicle cel.lular. Les mostres assajades provenen de cél.lules en
creixement exponencial (Exp), sincronitzades a la fase Go (Oh), i després de 9 hores (9h),
11 hores (11 h), 15 hores (15h) i 19 hores (19h) d’estimulació per addició de sérum.
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Fig. 33c. CfTOMETRIA DE FLUX AL LLARG DEL CICLE CEL.LULAR

Un cop establertes les condicions de sincronització per a les cél.lules
K1, es va procedir a l'obtenció d'extractes nuclears corresponents a
cada fase del cicle per a la reaiització d'assaigs de retardació de la
movilitat electroforética.

103



3.8. ASSAIG DE RETARDACIO DE LA MOBILITAT
ELECTROFORETICA AMB EXTRACTES NUCLEARS OBTINGUTS AL
LLARG DE LA PROLIFERACIO CEL.LULAR

3.8.1. Assaigs amb el fragment 41 Of

Com haviem observat la gran capacitat d'unió del factor de transcripció
Spl al promotor mínim del gen dhfr, voliem determinar si aquesta unió
seguia un patró depenent de la proliferació cel.lular. Amb aquest
objectiu, vam decidir estudiar la regulació de la transcripció del gen
dhfr al llarg de la proliferació cel.lular mitjangant l'análisi de
retardado de la mobilitat electroforética amb el promotor mínim del
gen dhfr i extractes nuclears de cél.lules sincronitzades en Go i
posteriorment alliberades a diferents temps. Tal com es mostra a la Fig.
34a, l'assaig de retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda
410f i extractes nuclears provinents de les diferents fases de la
proliferació va donar lloc a les tres bandes retardades, ja observades
amb els extractes de cél.lules en creixement exponencial, l'intensitat
de les quals s'incrementava paral.lelament a la progressió de la
proliferació cel.lular, essent mínima per a la fase Go i arribant a un
máxim a nivell de la fase G2/M.

3.8.2. Assaigs amb els fragments Sp1f i e2Ff

A T igual que haviem procedit amb extractes nuclears de cél.lules en
creixement exponencial, vam estudiar la unió a les sondes Splf i e2Ff
de les proteínes d' extractes nuclears obtinguts a partir de poblacions en
cadascuna de les fases de la proliferació cel.lular.

Amb la sonda Splf, també es va observar un increment a nivell de la
unió de Spl a mesura que s'avangava en la proliferació (Fig. 34b). En el
cas de la sonda e2Ff, no s'observava cap banda retardada quan les
cél.lules es trobaven en Go i posteriorment, la unió de les proteínes
nuclears augmentava progressivament amb la proliferació (Fig. 34c).
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Fig. 34 Assaigs de retardació de la mobilitat electroforética al llarg del
procés de proliferació
A) Assaig de retardació amb la sonda 41 Of
B) Assaig de retardació amb la sonda Spl f
C) Assaig de retardació amb la sonda e2Ff
En A) i B) les sondes 41 Of o Splf (20.000 cpm/reacció) es van incubar amb 2 pg
d’extractes nuclears corresponents a les diferents fases de la proliferació, en preséncia de 2
pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
En C) es van emprar 4 pg deis diferents extractes nuclears i 4 pg de DNA de timus de vedella
com a DNA inespecífic en la reacció amb la sonda e2Ff (20.000 cpm/reacció).
Les bandes retardades originades per interacció de les sondes amb els extractes nuclears
s'indiquen amb fletxes a les figures.
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3.3. ESTUDI DE LA TRANSCRIPCIO DEL GEN dhfr AL LLARG DE
LA PROLIFERACIO MITJANQANT LA TECNICA DE RT-PCR

L'increment en la unió del factor de transcripció Spl al promotor del
gen dhfr al llarg de la proliferació cel.lular es podría traduir en un
increment de l'activitat transcripcional del gen.

A partir d'una variant de la técnica de RT-PCR (transcriptasa inversa-
P.C.R.) quantitativa és possible analitzar l'activitat transcripcional d'un
gen determinat. La utilització d'oligonucleótids que hibriden a
seqüéncies no exóniques permet una estimado de la transcripció que

hagi tingut lloc ja que les zones intróniques deis transcrits iniciáis
(hnRNA) són molt rápidament degradades al nucli immediatament
després del procés d'empalmament del RNA. Aquest procés és de l'ordre
de 5-10 minuts i posterioment aqüestes estructures no es troben ja
presents, i per tant no és possible detectar-les amb oligonucleótids que
hibridin a aquest nivell.

Per a la realització d'aquesta variant de la técnica de RT-PCR
quantitativa, es va partir d'una mostra del RNA total de cél.lules
corresponent a cada fase de la proliferació cel.lular que es van tractar
amb DNAsa per eliminar les restes d'aquest substrat, i es va procedir a
la reacció de la transcriptasa inversa i a continuació a la de P.C.R. amb
els oligonucleótids específics per a diferents introns. Vam utilitzar una
parella d'oligonucleótids que hibridaven a seqüéncies no exóniques
flanquejants a un mateix exó, concretament a l'exó 1 del gen dhfr.
Aquesta combinado va generar un fragment que revel.lava la preséncia
de transcrits origináis, sintetitzats de manera diferencial al llarg del
cicle cel.lular.

A la Fig. 35 es pot observar el resultat obtingut amb la combinado
d'oligonucleótids escollits a nivell de l'exó 1. La intensitat del
fragment radioactiu amplificat que corresponía al tamany esperat de
205 bp, s'incrementava a mesura que progressa la proliferació cel.lular,
comportament que es podia relacionar amb un increment de la
transcripció al llarg d'aquest procés.
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Fig. 35 Activitat transcripcional del gen dhfr en el procés de proliferació
L'activitat transcripcional del gen dhfr es va determinar mitjan?ant la técnica de RT-PCR
quantitativa, després del tractament del RNA total corresponent a les diferents fases de la
proliferació amb DNAsa, tot utilitzant oligonucleótids que hibriden a seqüéncies no exóniques.
El senyal obtingut amb el gen aprt en les mateixes condicions es va utilitzar per normalitzar
els resultats. El grau de transcripció del gen dhfr s’expressa en unitats arbitráries i
correspon al quocient d’intensitats entre els senyals del gen dhfr i aprt, respectivament.

3.10. DETERMINACIO DELS NIVELLS DE mRNA CORRESPONENT AL

GEN dhfr AL LLARG DE LA PROLIFERACIO PER RT-PCR

Posteriorment ais assaigs de retardació de la mobilitat electroforética
dhfr al llarg de la proliferació cel.iular, vam estudiar si l'increment
observat en la unió deis factors de transcripció al promotor i en la
transcripció del gen dhfr en aqüestes condicions s'acompanyava d'un
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increment en l'expressió i per tant en un augment en els nivells del
mRNA corresponents al gen. Per a la determinació deis nivells de mRNA,
vam utilitzar la técnica de RT-PCR en condicions quantitatives. Vam
escollir una parella de oligonucleótids que hibridaven a nivell de l'exó 1
en direcció 3' i a nivell de l'exó 6 en direcció 5’, respectivament, i que
permetien l'amplificació del missatger corresponent al gen dhfr amb un
tamany de 661 bp.

Com a control de la técnica es van utilitzar els nivells de missatger del
gen aprt . En aquest cas, els oligonucleótids escollits hibridaven a nivell
de l'exó 1 en direcció 3' i a nivell de l'exó 5 en direcció 5' i donaven lloc
a un fragment amplificat de 427 bp, que corresponia al missatger del
gen aprt

El resultat de la reacció de RT-PCR a partir deis RNAs totals
corresponents a les diferents fases del cicle cel.lular es mostra a la
Fig. 36.

mRNA
^

r ¿a*
dhfr

aprt

03 6 9 11 15 19

Hores d’estimulad ó per sérum

Fig. 36 Nivells de mRNA corresponents a la DHFR al llarg de la proliferació
Es van obtenir mostres de RNA total a diferents temps d’estimulació per sérum després de la
sincronització, que van ésser utilitzats com a material de partida per determinar els nivells
de mRNA mitjangant la técnica de RT-PCR quantitativa amb oligonucleótids que hibridaven
ais exons 1 i 6 del gen dhfr. La reacció de PCR es va realitzar a 25 cicles. Els productes
amplificats es van visualitzar per autoradiografia després de l'electroforési en un gel al 5%
de poliacrilamida. El senyal obtingut en la mateixa reacció peí gen aprt es va fer servir per
normalitzar els resultats.

S'obtenía un nivell mínim de mRNA corresponent al gen dhfr a les
cél.lules sincronitzades en Go que augmentava dramáticament durant la
fase G1. Tanmateix, els nivells de missatger corresponents al gen aprt
en les mateixes condicions eren prácticament constants al llarg de la
proliferació.
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3.11. ESTUDI DE L'ESTABILITAT DEL mRNA CORRESPONENT AL
GEN dhfr

L'increment en la transcripció del gen dhfr en la proliferació cel.lular
augmenta els nivells de missatger corresponents. Tanmateix,
l'increment en els nivells de missatger també podría ésser degut a un
increment de la seva estabilitat.

Per estudiar I'estabilitat del mRNA, es va realitzar en primer lloc un
tractament de les cél.lules K1 amb una concentrado d'actinomicina D de
5 pg/ml a diferents intervals de temps. L'actinomicina D és un inhibidor
de la transcripció de novo i permet estudiar el procés de degradado del
RNA en fundó del temps. D' aquesta manera es va procedir a la
determinado de la vida mitja del mRNA corresponent al gen dhfr en
cél.lules sincronitzades i en fase de creixement exponencial, a partir
del RNA total obtingut de les poblacions tractades, i posteriors
reaccions de RT i P.C.R. amb els oligonucleótids corresponents al
missatge madur.

Vam determinar que la vida mitja del mRNA corresponent al gen dhfr en
cél.lules sincronitzades en Go és molt curta, de l'ordre de 45 minuts, a

conseqüéncia de la seva rápida degradado. A les cél.lules en fase de
creixement exponencial, peró, I'estabilitat del missatger és molt
superior, amb una vida mitja aproximada de 8 hores (Fig. 37). Per tant,
l'increment observat en els nivells de mRNA al llarg de la proliferació
pot ésser degut a la col.laboració de dos processos: l'increment de
l'estabilitat del missatger en cél.lules en creixement exponencial en
relació amb cél.lules en estat quiescent, i la major activitat
transcripcional observada, a conseqüéncia de la major unió del factor de
transcripció Spl al promotor del gen dhfr.
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Fig. 37 Estabiiitat del mRNA de la DHFR
Es van tractar cél.lules en estat quiescent o en creixement exponencial amb I'inhibidor de la
transcripció actinomicina D a la concentració de 5 pg/ml pels temps indicats a la figura.
Posteriorment, es va procedir a l'obtenció del RNA total, que va servir com a producte de
partida per la reacció de RT-PCR quantitativa, que es va realitzar a 25 cicles. Els productes
amplificats es van visualitzar per autoradiografia després de l'electroforési en un gel de
poliacrilamida al 5%.

3.12. ASSAIGS DE SUPERRETARDACIO AMB LES SONDES 41 Of I

Splf

Está molt ben establerta la regulado del factor de transcripció E2F per

part del producte de Tantioncogen Retinoblastoma (RB) al llarg del cicle
cel.lular. En aquest sentit, s'ha proposat un model per a aquesta
regulado segons el qual, la proteína RB en el seu estat hipofosforilat,
corresponent a les fases Go i G1, és capag de segrestrar el factor de
transcripció E2F i bloquejar la seva activitat. Quan es produeix la
hiperfosforilació de RB a nivell de la interfase Gl/S, E2F queda lliure i
pot unir-se ais promotors que contenen la seva seqüéncia de
reconeixement (Chellapan et ai., 1991).
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També s'ha descrit la capacitat de RB per regular positivament
Tactivitat transcrlpcional del factor Spl (Kim et al., 1992; Udvadia et
al., 1993; Chen et al., 1994).

Amb aquests precedents, vam decidir estudiar si existia alguna
interacció entre Spl i RB en el cas del promotor del gen dhfr. Vam
procedir a la realització d'assaigs de retardado de la mobilitat
electroforética amb extractes nuclears de cél.lules K1 en fase de
creixement exponencial i la sonda 410f, en abséncia i en presencia de
Tanticos N9 contra la proteína RB. En preséncia de Tanticos, es va
produir una superretardació de totes les bandes originades per
T interacció de les proteínes nuclears amb la sonda 41 Of marcada
radioactivament (Fig.38a).

Aquesta superretardació era deguda específicament a Tanticos anti-RB
ja que el mateix assaig amb un serum preimmunitzat no modificava la
retardació de la mobilitat de la sonda 41 Of (fig.38a).

Una altra prova suplementaria de la especificitat de la superretardació
observada es va obtenir amb la utilització d'un anticós monoclonal
contra RB, Tanticos XZ77, que reconeixia específicament la proteína
pllO corresponent a RB i no s'unia a p107, una altra proteína
relacionada amb RB (HU et al., 1991). Amb aquest anticós també es va
observar superretardació de la mobilitat electroforética de la sonda
41 Of quan interaccionava amb {'extracte nuclear obtingut de cél.lules
K1 (Fig.38b).

L’anticós policlonal N9 també va provocar superretardació de la
mobilitat electroforética en el cas de la sonda Splf (Fig.38c) i de
manera específica, donat que el mateix assaig en preséncia d'un sérum
preimmunitzat no originava cap superretardació. Aquest resultat
corrobaria que la interacció entre la proteína RB i el factor de
transcripció Spl és independent de la preséncia del factor E2F i de la
seva seqüéncia de reconeixement.
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Fig. 38 Assaigs de superretardació de la mobilitat electroforética de les
sondes 41 Of i Splf amb anticossos específics contra la proteTna RB
La preséncia de RB en el complexe transcripcional amb Spl quan aquest s'uneix al promotor
del gen dhfr es va detectar mitjangant la técnica de supershift amb anticossos especifics
contra RB.
En A) es va utilitzar l’anticós policlonal N9 (4 pl), i la sonda 41 Of marcada
radioactivament, en preséncia de 2 pg d'extracte nuclear de cél.lules K1 en creixement
exponencial i 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic. També es va realitzar un control
amb un sérum preimmunitzat.
En B) es va emprar l'anticós monoclonal XZ77 (10 pl) en la reaació de superretardació.
En C) l'assaig de superretardació es va realitzar amb la sonda Splf (20.000 cpm/reacció) i
l'anticós anti-RB N9. També es va realitzar un control amb un sérum preimmunitzat.
En tots els casos la barreja de reacció amb l'anticós es va incubar durant 15 minuts, i
posteriorment, el producte de la reacció d'unió es va resoldre en gel de poliacrilamida al 4%
no denaturant, a 4 °C i 20 mA.

112



Posteriorment, vam assajar l'efecte de Tanticos N9 sobre els extractes
nuclears de cél.iuies a cadascuna de Íes fases de la proliferació
cel.luíar.
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Fig. 39 Assaigs de superretardació de la mobilitat electroforética de la sonda
41 Of amb anticossos específics contra RB i Spl al llarg de la proliferació
A) Superretardació amb l'anticós N9 contra RB.
B) Superretardació amb els anticossos N9 i 2892-E contra Spl.
En A) cada reacció es va realitzar amb 2 /jg d'extracte nuclear corresponent a cada fase de la
proliferació, 2 j/g de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic, la sonda 41 Of (20.000
cpm/reacció) i 4 pl de l’anticós anti-RB N9. La barreja es va incubar durant 15 minuts en
abséncia de la sonda, 15 minuts més amb la sonda radiactiva i finalment durant 15 minuts
addicionals després d'afegir l'anticós. Tot seguit es procedía a l'electroforési.
En B) es va afegir per cada condició una reacció addicional amb 1 ¿/I de l'anticós anti-SpI
2892-E.
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Com es pot observar a la Fig. 39a, la presencia de Tanticos va provocar
la superretardació a totes les fases de la proliferació. La proteína RB es
trobava per tant unida a Spl al llarg de tot el procés de proliferació.

Posteriorment, es va assajar Tefecte de Tanticos 2892-E contra Spl al
llarg de la proliferació cel.lular. La preséncia de Tanticós va originar la
superretardació de les bandes resultants de Tinteracció de les
proteínes nuclears amb la sonda 41 Of a totes les fases del procés de
proliferació (Fig.39b).

3.13. DETERMINACIO DELS NIVELLS DE Spl I RETINOBLASTOMA
AL LLARG DE LA PROLIFERACIO CEL.LULAR PER WESTERN BLOT

Per determinar si Tincrement observat en la unió de les proteínes
nuclears, i concretament del factor de transcripció Spl, al promotor
mínim del gen dhfr estava relacionat amb un increment en el nivell de
proteína Spl, vam procedir a la determinació deis nivells de proteína
Spl mitjancant assaig de Western blot.

En la reaiització d'aquest assaig, es van utilitzar 20 /yg de cada
extracte nuclear, obtinguts a partir de cél.lules K1 mantigudes en medi
al 0.5% de serum fetal durant un número variable de dies fins arribar a

una setmana i a partir de cél.lules K1 sincronitzades en Go i
posteriorment alliberades a diferents temps corresponents a les
diferents fases de la proliferació cel.lular.

En la detecció, es va utilitzar Tanticós policlonal contra Spl, 2892-E, a
la dilució 1:1500, i Tanticós secundan lligat a peroxidasa a la dilució
1:12.000. Aquest assaig va revel.lar que el nivell de proteína Spl
disminuía gradualment a mesura que progressava el temps de
manteniment de les cél.lules en medi al 0.5% de sérum fetal, i era molt
baix ais 7 dies d'incubado en aquest medi. Posteriorment, per addició
de medi frese amb un 7% de sérum fetal, s'observava T increment
progressiu del nivell de proteína Spl a mesura que les cél.lules
avan^aven en el procés de proliferació, i s'arribava a un nivell máxim a
les 19 hores d'alliberació de la sincronizado (Fig. 40).
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Aquests resultáis en el nivell de proteTna Spl al llarg de la proliferació
cel.lular concordaven amb el comportament observat en la unió del
factor Spl al promotor mínim del gen dhfr a través d'aquest procés
cel.lular.
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Fig. 40 Nivells de proteTna Sp7
La determinació deis niveas de proteTna Spl es va realitzar a partir de 20 ¡jg d'extractes
nuctears corresponents ais diferents dies de sincronització i a les diferents fases del procés
de proliferació. Les proteínes es van separar en un gel al 7% de poliacrilamida, i
posteriorment es van transferir a un filtre de PVDF (Immobilon) sobre el qual es va
realitzar ia detecció immunológica, amb l'anticós anti-Sp1,2892-E, a ia dilució 1:1.500, i
un anticós secundan lligat a peroxidasa a ia dilució 1:12.000.

En els assaigs de superretardació amb Tanticos N9 contra la proteTna
RB, haviem observat que aquesta proteTna es trobava complexada amb
Spl al llarg de tot el procés de proliferació. Era per tant d'interés la
determinació deis nivells de proteTna RB, tant en cél.lules
sincronitzades com en les diferents fases de la proliferació cel.lular,
per veure si aquests nivells seguien o no el mateix comportament que
els corresponents a Spl. En el cas de la proteTna RB, es va observar una
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disminució important en el nívell de protema a partir del cinqué dia en
medí al 0.5% de sérum fetal en relació al nivell inicial de proteTna RB
existent a les cél.lules K1 en fase de creixement exponencial, i
s'arribava a valors de proteTna molt baixos ais 7 dies de manteniment
de les cél.lules en medi al 0.5% de serum fetal. L'addició de medí frese
al 7% de sérum fetal comportava una rápida recuperado deis nivells de
proteTna RB, amb un pie máxim a les 6 hores d'alliberació de la
sincronització (Fig. 41).
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Fig. 41 Nivells de proteína RB
La determinado deis nivells de proteína RB es va realitzar a partir de 20 pg d'extractes
nuclears. La metodología que es va fer servir és la mateixa descrita a la Fig.40, tot utilitzant
l'anticós anti-RB, N9, a la dilució 1:1.500 per a la detecció immunológica.
En A) els extractes nuclears corresponen ais diferents dies de sincronització en medi al 0.5%
de sérum.
En B) els extractes nuclears corresponen ais diferents temps d'estimulació per sérum
després de la sincronització en Go durant 7 dies.
Les condicions restants de l'assaig són les mateixes que les descrites per la Fig.40.
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3.14. EFECTES DE LA IMMUNOPRECIPITACIO DE RB I Spl SOBRE
LA UNIO DE Spl AL PROMOTOR MINIM DEL GEN dhfr

Per explorar el paper que exercia la protema RB en complexar-se amb el
factor de transcripció Sp1 quan aquest interaccionava amb el promotor
mínim del gen dhfr, vam procedir a la realització d'assaigs
d’immunoprecipitació amb Tanticos N9 contra la proteína RB en
extractes nuclears de cél.lules K1. En primer lloc, vam establir la
concentració idónea d'anticós necessária per immunoprecipitar la
proteína RB existent en T extracte nuclear. Tot treballant amb 30 pg
d' extracte nuclear provinent de cél.lules K1 en fase de creixement
exponencial, vam determinar que la concentració més adient de N9 era
de 10-20 ng. La comprovació d' aqüestes condicions per a la
immunoprecipitació es va realitzar mitjangant assaigs de retardació
amb la sonda 41 Of. Com es pot observar a la Fig. 42a, la
immunoprecipitació amb concentracions gradualment creixents de
Tanticos N9 provocava una reducció progressiva de la unió a la sonda
fins arribar a la seva práctica desaparició a la concentració de 20 ng,

pero a concentracions superiors d'anticós es produTa una recuperació de
la unió al promotor, probablement per una falta d'equivaléncia entre les
concentracions de RB i el seu anticós. La disminució de la intensitat de
les bandes retardades amb la sonda 41 Of a conseqüéncia de la
immunoprecipitació era un efecte específic de Tanticos N9 ja que la
mateixa reacció amb un sérum preimmunitzat no comportava
modificacions en el patró de bandes retardades obtingut amb la sonda
41 Of.

Aquest assaig també es va realitzar amb la sonda Splf marcada i
Tanticos N9 i, en aquest cas, la desaparició de les bandes retardades
s'observava amb la concentració més baixa d'anticós, corresponent a 10
ng (Fig.42c).
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Fig. 42 Assaigs de retardació de la mobilitat electroforética amb extractes
nuclears immunoprecipitats amb anticossos específics contra RB i Spl
A) Retardació de la sonda 470f amb extractes nuclears immunoprecipitats amb quantitats
creixents de l'anticós N9
B) Retardació de la sonda 41 Of amb extractes nuclears immunoprecipitats amb quantitats
creixents de l'anticós 2892-E
C) Retardació de la sonda Splf amb extractes nuclears immunoprecipitats amb quantitats
creixents de l'anticós N9
En tots els casos la immunoprecipatació es va realitzar a partir de 30 pg d'extracte nuclear
de cél.lules K1 en creixement exponencial, i les quantitats indicades de cada anticós.
Posteriorment, es van afegir 3 pl de Proteína A al 10%, i després de centrifugació, els
sobrenadants obtinguts es van emprar en l'assaig de retardació de la mobilitat
electroforética. Cada reacció va teñir lloc amb 2 pg de l'extracte nuclear immunoprecipitat,
2 pg de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic i 20.000 cpm de les sondes 41 Of o Splf.

Aquests resultats corroboren que la unió de Spl al promotor áel gen
dhfr s' efectúa en forma de complexe conjuntament amb el producte de
l'antioncogen RB, i abonada la hipótesi que RB estimula l'activitat
transcripcional exercida per part de Spl .
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Posteriorment, es va realitzar la ¡mmunoprecipitació amb Tanticos
2892-E en extractes de cél.lules K1 en fase de creixement exponencial.
Es van assajar concentracions creixents de Tanticos des de 10 ng fins a
30 ng i en tots els casos es va produir una total desaparició de les
bandes retardades obtingudes en preséncia de la sonda 41 Of (Fig.42b).
Aquesta desaparició era també un efecte específic de la
¡mmunoprecipitació amb Tanticos 2892-E, el mateix assaig amb un
serum preimmunitzat no produía cap modificado del patró de bandes
retardades generat per la interacció de la sonda 41 Of o Splf amb
T extracte nuclear.

3.15. ASSAIGS D'IMMUNOFLUORESCENCIA

La baixa activitat d’unió del factor de transcripció Spl observada ais
extractes nuclears corresponents a cél.lules quiescents podria ésser
deguda a la inhibido o inactivació de Spl, a una localització
majoritáriament citoplasmática en lloc de nuclear, o a l'abséncia de
proteína Spl.

Per assajar aqüestes darreres dues idees vam procedir a analitzar la
localització citológica de Spl mitjangant la técnica de
immunofluorescéncia in situ. Aquesta técnica es basa en el
reconeixement de la proteína objecte de Tassaig amb un anticós
específic, que posteriorment és reconegut per un segon anticós lligat a
fluoresceína. D'aquesta manera l'emissió de fluorescéncia permet la
localització cel.iular de la proteína considerada.

Encara que s'observa un nivell baix de tinció inespecífica de les
cél.lules al llarg d'aquest assaig (Fig.43), és evident una intensa tinció
nuclear específica a moltes cél.lules d’una població en creixement
exponencial (Fig.43). Tanmateix, també s'observa una població amb una
tinció heterogénea a les cél.lules en creixement exponencial, el que
sugereix que els nivells de proteína Spl poden dependre del cicle
cel.iular. A les cél.lules quiescents la preséncia de Spl al nucli és
prácticament indetectable (Fig.43 t=0), i donat que no s'observa un
increment paral.lel en la fluorescencia al dtoplasma, és possible que

aqüestes cél.lules no continguin proteína Spl. Després de l'addició de
sérum, la proteína Spl reapareix rápidament al nucli, i s’assoleix un pie
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deis seus nivells nuclears aproximadament a les 9 hores d'estimulació
per sérum (Fig.43).

La poblado sincronitzada es tenyeix de manera més homogénea per Sp1
que les cél.lules en creixement exponencial, el que corrobora la idea que
Spl es troba regulat tant en funció de les fases del cicle com del
creixement.
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Fig. 43 Assaig d'immunofluorescéncia in situ
La determinació de la localització intracel.lular de Spl es va realitzar mitjangant la técnica
de FISH segons es descriu a Materials ¡ Métodes, en cél.lules en creixement exponencial i
sincronitzades en Go i posteriorment estimulades a proliferar per addició de sérum.
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3.16. RELACIO ENTRE TRANSCRIPCIO I AMPLIFICACIO

Una de les teories que existeixen per explicar el mecanisme de
ramplificació génica es basa en un increment de la transcripció de
determinats gens que, posteriorment, a través de processos de
recombinació i reparació, originen finalment estructures amplificades.

Haviem observat que el tractament amb TPA comportava un increment
en el número de colónies resistents al MTX, i que el 70% d'aquestes
colónies contenien copies amplificades del gen dhfr. També haviem
relacionat Tincrement de la transcripció del gen dhfr al llarg de la
proliferació cel.lular amb l'augment en la unió del factor de
transcripció Spl al promotor d'aquest gen, i amb aqüestes premises,
vam decidir explorar l'efecte que podría teñir el tractament amb TPA
sobre la unió de Spl.
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Fig. 44 Efecte del TPA sobre la unió de Spl a la sonda 41 Of
Es van fer reaccionar 2 pg d’extracte nuclear de cél.lules K1 tractades amb TPA (0.3 pg/ml)
a diferents temps, tal com s’indica a la figura, en preséncia de 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA
inespecífic, amb la sonda 410f (20.000 cpm/reacció). Les bandes retardades així originades
s’indiquen amb fletxes a la figura, que també mostra el resultat obtingut en la densitometria.
L* increment en la unió de Spl s’expressa en percentatges, i el valor del 100% correspon a
l’unió observada en abséncia de tractament amb TPA.
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Tal com es pot observar a la Fig. 44, el TPA, a la concentració de 0.3
pg/ml, va provocar un Increment en la unió del factor de transcripció
Spl al promotor mínim del gen dhfr, amb dependéncia del temps del
tractament.

Per tal de sensibilizar l'assaig de detecció de l'increment de Spl a
conseqüéncia del tractament amb TPA, vam procedir a realitzar l'assaig
de retardado de la mobilitat electroforética en preséncia de
mitramicina, a una concentració de 50 pM. Els resultats es mostren a la
Fig.45.
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Fig. 45 Efecte del TPA sobre la unió de Spl en preséncia de mitramicina
Assaig de retardació de la mobilitat electroforética de la sonda 410f amb extractes nuclears
de cél.iules K1 tractades amb TPA, en preséncia de mitramicina 50 pM.
La sonda 41 Of (20.000 cpm/reacció) es va incubar amb mitramicina a la concentració de
50 pM durant 15 minuts, previament a la reacció amb 2 pg d'extracte nuclear de cél.iules
K1 tractades amb TPA a diferents temps, tot utilitzant 2 pg de poli(dl-dC) com a DNA
inespecífic.

Haviem determinat previament que el tractament amb l'inhibidor de la
PKC, calfostina C, era capa? de contrarrestar l'increment en el número
de colónies resistents al MTX generat peí TPA. En aquesta mateixa
direcció, vam observar que l'increment en la unió de Spl al promotor del
gen dhfr a conseqüéncia del tractament amb TPA es podía contrarrestar
en preséncia de calfostina C, a la concentració de 10’? M durant 24
hores (Fig. 46a)
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La calfostina C en aqüestes mateixes condicions de concentrado i
temps també va reduir la unió de Spl al promotor mínim del gen dhfr en
condicions basals (Fig. 46b).
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Fig. 46 Efecte de la calfostina C sobre la unió de Spl a la sonda 41 Of
A) Les cél.lules K1 es van tractar amb TPA (0.3 pg/ml) durant 1 hora, en abséncia o en
preséncia de calfostina C. El tratament amb calfostina es va realitzar durant 24 hores i a la
concentració de 10" 7 M. Els extractes nuclears resultants es van emprar per assaigs de
retardació de la mobilitat electroforética amb la sonda 41 Of (20.000 cpm/reacció), en
preséncia de poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.
B) Es van obtenir extractes nuclears de cél.lules K1 control i tractades amb calfostina C
durant 24 hores a la concentració de 10' 7 M, que es van utilitzar en assaigs de retardació de
la mobilitat electroforética amb la sonda 41 Of (20.000 cpm/reacció), en preséncia de
poli(dl-dC) com a DNA inespecífic.

Per tant, existeix un lligam entre les condicions que poden afavorir i
reduir la resisténcia per amplificació al MTX, i la unió del factor de
transcripció Spl al promotor del gen dhfr . Aquests resultats estarien
d'acord amb el mecanisme que proposa un increment de la transcripció
per explicar la resisténcia per amplificació génica.

123



4. DISCUSSIO



Un deis greus problemes que presenta la quimioterápia anticancerosa és
l'aparició de resistencia al tractament. Aquesta resisténcia pot ésser
deguda a mutacions o amplificació génica del locus que codifica per a
l'enzim diana d'atac de la droga quimioterápica, a una reducció del
transport intracel.lular de la droga o a través del desenvolupament del
fenotipus MDR, que comporta la reducció de l'acumulació intracel.lular
de la droga.

La reducció de la resisténcia al tractament quimioterápic té per tant
una importancia vital en l'éxit d'aquest, i podría constituir per ella
mateixa un tipus de quimioterápia, basada en l'administració conjunta
del fármac anticanceros i d'un modulador de la resisténcia.

Gran part del nostre treball experimental té com a objectiu l'estudi de
les vies bioquímiques que condueixen al desenvolupament de la
resisténcia a les drogues quimioterápiques, com una primera etapa del
procés per trobar compostos capagos de reduir-la.

4.1. ESTUDI DE LES VIES BIOQUIMIQUES INVOLUCRADES EN EL

DESENVOLUPAMENT DE LA RESISTENCIA

Una via per obtenir colónies resistents al MTX consisteix en incubar les
cél.lules amb concentracions gradualment creixents de la droga. Aquest
procés presenta pero l'inconvenient que es desenvolupa molt lentament i
per aquesta raó vam recorrer a la utilització d'efectors que poden
incrementar la resisténcia de forma rápida i facilitar així l'estudi
d'aquest procés.

S'ha descrit la capacitat que tenen mots efectors per incrementar la
resisténcia al MTX, com poden ésser els inhibidors de la síntesi de DNA
com l'HU i l'APH (Brown et al., 1983; Sherwood et al., 1988), les
radiacions U.V. (Tlsty et al., 1984; Kleinberger et al., 1986), alfa
(Lücke-Huhle & Herrlich, 1987) i gamma (Scharma & Schimke, 1989), els
agents mutágens com l'EMS (Kleinberger et al., 1986), l'estat d'hipoxia
(Rice et al., 1986), hormones mitogéniques (Barsoum & Varshavsky,

124



1983) i els promotors tumorals com la mezereina (Barsoum &
Varshavsky, 1983) i els esters de forbol (Varehavsky, 1981).

En una primera aproximació, hem reprodult l'efecte observat de l'HU i de
l'APH sobre el número de colónies resistents al MTX en les cél.lules CHO.

En els dos casos, la inhibició de la síntesi del DNA a través d'aquests
efectors provoca un gran increment en el número de colónies resistents
al MTX, resultat que estaría d'acord amb un deis mecanismes establerts
per explicar la resisténcia per amplificació que es basa en una
sobrerreplicació de gens a conseqüéncia de l'inhibició transitória de la
síntesi de DNA, que posteriorment originaría estructures amplificades
(Maríani & Schimke, 1984).

Posteriorment, a partir deis resultats descrits per Varshavsky (1981)
en relació amb l'increment de la resisténcia al MTX mitjangant el
tractament de les cél.lules amb TPA, i donat que el TPA és un activador
de la PKC, vam explorar la possible participado d'aquest enzim en la vía
bioquímica que porta a la producció de colónies resistents al MTX.

També s'havia descrit la capacitat del TPA per generar resisténcia al
tractament amb MTX en cél.lules CHO (Bojan et al., 1983). Aquests
autors van observar que el TPA, en cél.lules de hámster, només
incrementava 3 vegades la resisténcia al MTX, al N-(fosfonacetil)-L-
aspartat i al cadmi. Vam confirmar l'efecte del TPA en la línia cel.lular
K1 de CHO. L'efecte prodult a les cél.lules 3T6 és molt superior a

l'obtingut en cél.lules CHO i aquest diferent comportament podría ésser
inherent al tipus cel.lular. Les cél.lules K1 serien per tant menys
susceptibles que les cél.lules 3T6 a la manifestació de la resisténcia.
La raó per la nostra utilització de cél.lules CHO és la disponíbilitat de
nombrosos mutants del locus dhfr en aquest tipus cel.lular que s'han
utilitzat al llarg del nostre treball.

Un cop reprodult l'efecte del TPA sobre el número de colónies resistents
al MTX, vam assajar la dependéncia del temps d'aquest efecte. Donat que
en els experiments de Varshasky, es mantenía l'ester de forbol en el
medí de cultiu durant tot el període de selecció amb MTX, no era

possible discernir si l'efecte d'increment del número de colónies
resistents al MTX era degut a una activació inicial de la PKC o a la seva

posterior degradació per proteólisi, a conseqüéncia del tractament
perllongat amb el TPA.

125



D'aquesta manera, hem observat que la resisténcia a la droga es pot
assolir sense necessitat de mantenir l'ester de forbol en el medi
d'incubació durant tot el procés de selecció amb MTX. De fet, mostrem
que l'aparició de colónies resistents ja es produeix quan les cél.lules
s'incuben amb TPA durant només 15 minuts. D'acord amb els nostres

resultats sobre l'activitat PKC en cél.lules CHO, aquest enzim assoleix
la seva translocació i activació máximes després de 15 minuts
d'incubació amb l'ester de forbol. Per tant, segons les dades deis
experiments de generació de colónies resistents i d'activació de la PKC
amb el tractament amb TPA en dependéncia del temps, és probable que
el desenvolupament de colónies resistents s'inicií per la translocació i
activació de la PKC. L'aparició de colónies resistents per acció del TPA
no está relacionada amb la proteólisi de l'enzim, ja que l'inhibidor
calfostina C no evita la translocació de la PKC deguda al TPA, pero £sti.*0
molt efectiu a l'hora de reduir de la freqüéncia de la resistaneíaT'^^
incrementada per l'ester de forbol fíns a nivells basals.

'

?í
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V.•v
La PKC és un enzim que depén per la seva activació de la preséncia^deca^
calci i fosfolípids. En aquest sentit, també documentem que agents que
provoquen la mobilització del calci intracel.lular, com els ionófors de
calci A23187 i ionomicina i l'angiotensina II, són capagos d'incrementar
la freqüéncia d'aparició de colónies resistents al MTX. En el cas de
l'ionófor A23187 i l'angiotensina II, hem observat l'activació de la PKC
amb el tractament amb aquests dos efectors, encara que l'efecte
obtingut és molt inferior a l'activació de la PKC generada amb el
tractament amb TPA.

Les cél.lules CHO expressen varíes isoformes de la PKC , principalment
les isoformes a i S (Watanabe et ai, 1992). Els nostres resultats amb
els ionófors A23187 i ionomicina, l'angiotensina II i el TPA
conjuntament amb l'EGTA sugereixen que la resisténcia al MTX és
portada a terme, al menys en parí, pels isoenzims de la PKC depenents
de calci.

Un cop establerta l'implicació de la PKC en el procés de formació de
colónies resistents en resposta al tractament amb TPA i a agents que
mobilitzen el calci cel.lular, vam explorar l'efecte de diferents
inhibidors de la PKC sobre la resisténcia al MTX incrementada per acció
del TPA. El fet que els 4 inhibidors de la PKC assajats (H-7, ácid
glicirriténic, estaurosporina i calfostina C), sempre a concentracions
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que no afecten la viabilitat cel.lular, són capados de contrarrestar la
resisténcia al MTX incrementada peí TPA, és una prova addiclonal de la
possible implicació de la PKC en la via que porta a la formació de
colónies resistents al MTX.

A aquest nivell, és ¡nteressant considerar l'efecte dual que exerceix
Testaurosporina, tal com s'ha descrit a la secció de Resultats. Aquest
comportament dual es pot explicar peí fet que Testaurosporina és capa?
de translocar la PKC a les membranes, tal com s'ha descrit en vesicles
de membranes d'eritrócits (Wolf & Baggiolíni, 1988) i en hepatócits
(Díaz-Guerra et al., 1991), i tal com hem pogut observar en cél.lules
CHO. L'activitat PKC a la membrana que resulta de Tincubació amb
estaurosporina depén de la concentració emprada d'aquest inhibidor. A
concentracions baixes, de Tordre de 5-10 nM, Tenzim translocat mostra
una activitat superior a la del control, i quan s'utilitzen concentracions
més elevades d'estaurosporina, la PKC translocada a la membrana está
totalment inhibida. Aquests resultats están d'acord amb els descrits
per Wolf i Baggiolíni (1988), que van observar la translocació de la PKC
per acció de Testaurosporina i la inhibició de l'activitat d'aquest enzim
associada a la membrana a partir de concentracions d'estaurosporina de
20 nM, tant en abséncia com en preséncia d'esters de forbol.
L'inconvenient que presenta l’utilització de Testaurosporina en
incubacions cel.lulars a concentracions superiors a 10 nM és la mort
cel.lular per apoptosi (Falcieri et al., 1993). Per tant, Testaurosporina a
la concentració de 5 nM utilitzada per raons de viabilitat cel.lular,
podría actuar com un agonista en abséncia de TPA, pero ésser capas de
contrarrestar l'acció de l'ester de forbol en incubacions conjuntes. De
fet, Testaurosporina in vltro és capas d'inhibir, de manera depenent de
la concentració, l'activitat PKC translocada a la fracció de les
membranes per acció del TPA. L'efecte dual que manifesta
Testaurosporina es pot interpretar com una indicació addicional de
Timplicació de la PKC en el desenvolupament de la resisténcia al MTX.
En aquesta direcció, també hem observat que la calfostina C és capas
d'abolir l'efecte sobre la resisténcia generat per Testaurosporina sola.
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4.2. DETERMINACIO DEL GRAU D'AMPLIFICACIO GENICA ASSOLIT
AMB EL TRACTAMENT AMB DIFERENTS EFECTORS

També hem determinat que el principal mecanisme responsable de la
resistencia ai MTX en cél.lules CHO és l'amplificació génica. El
tractament amb efectors que afavoreixen l'aparició de coiónies
resistents com l'HU, l'APH i el TPA provoquen un increment en el número
de cópies del gen dhfr a les cél.lules resistents.

La determinació del grau d'amplificació génica implica normalment
créixer els clons resistents iniciáis fins a l'obtenció d'un número
suficient de cél.lules per a la preparació de DNA genómic. L'expansió
deis clons iniciáis s'ha de realitzar sota condicions selectives, ja que
l'abséncia de la droga pot provocar la pérdua de les cópies amplificades
del gen considerat. Tanmateix, el creixement de les cél.lules en
condicions selectives és molt lent i degut a la preséncia de la droga, el
procés d'amplificació pot progressar i donar lloc finalment a una línia
cel.lular amb un número de cópies amplificades superior a la deis clons
resistents iniciáis. Per aqüestes raons, és important teñir la capacitat
de determinar el número de cópies d'un gen a partir de coiónies alllades
com a material de partida.

Per a la determinació del número de cópies del gen dhfr en coiónies
resistents al MTX després del tractament amb els efectors esmentats,
presentem un métode basat en la reacció de P.C.R. en condicions
quantitatives, i que permet treballar amb coiónies resistents alllades
com a material de partida. La possibilitat d’analitzar cél.lules
resistents que resulten de la primera selecció amb MTX, sense
necessitat d'una expansió d'aquestes cél.lules, és el principal avantatge
d'aquest métode.

El métode de P.C.R. que hem endegat es basa en l'amplificació d'un
fragment del gen dhfr que inclou una part de la seqüéncia deis introns 1
i 2 del gen i l'exó 2 sencer, per obtenir un senyal específic del contingut
de DNA genómic. La reacció es realitza en un número de cicles que

assegura la quantitivitat de la determinació, sense arribar a la
saturació. La sensibilitat d'aquest métode permet diferenciar el senyal
entre una i dues cópies del gen, i també és possible detectar la
preséncia de cópies amplificades de manera quantitativa, tal com hem
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pogut establir en línies cel.lulars amb número conegut de cópies del gen
dhfr.

Un altre avantatge d'aquest métode és la seva rapidesa, ja que tot el
procés de determinació des de la lisi de la colónia fins al resultat final
de l'electroforési es pot realitzar en un sól dia. Aquesta característica
contrasta amb el temps i l'esforg necessaris en la realització de la
técnica de Southern blot per determinar la preséncia de cópies
amplificades d'un gen, que requereix l'expansió deis clons iniciáis,
l'obtenció de DNA genómic, la digestió del DNA amb enzims de
restricció, l'electroforési, la transferéncia, el marcatge de la sonda,
l'hibrídació i el procés de rentat deis filtres.

4.3. PAPER DE LA PKC EN ELS DIFERENTS MECANISMES DE

RESISTENCIA A LES DROGUES

La PKC es troba clarament involucrada en la resposta cel.lular que porta
a la resisténcia a les drogues quimioterápiques a través de diferents
mecanismes. S'ha descrit que l'expressió del fenotipus MDR, responsable
de la resisténcia a productes citotóxics d'origen natural com les
antraciclines, les epipodofilotoxines, alguns antibiótics i els alcaloides
de la Vinca, s'acompanya de canvis en l'activitat de la PKC (Fine et al.,
1988; Lee et al., 1992). L'activació de la PKC in vivo comporta la
fosforilació de la P-glicoproteTna característica del fenotipus MDR i la
reducció en l'acumulació intracel.lular de la droga (Hamada et al.,
1987), mentre que l'inhibició de la PKC pot revertir parcialment aquest
fenotipus (Ma et al., 1991). Nosaltres descrivim que la preséncia
d'inhibidors de la PKC contrarresta l'efecte del TPA, que incrementa el
número de colónies que sobreviuen a l'exposició al MTX, principalment a
través del mecanisme d'amplificació génica.

Els resultats obtinguts en relació amb l'efecte del TPA sobre
l'increment de la resisténcia al MTX, principalment per amplificació del
gen dhfr, están en concordáncia amb el comportament observat a les
cél.lules TNR9, una línia cel.lular derivada de 3T3, que no desenvolupa
processos de resisténcia a través de mecanismes d'amplificació génica
amb el tractament amb TPA (Herschmann, 1985). L'análisi de les
característiques d'aqüestes cél.lules va revel.lar que només mostraven
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un 10-15% del contingut normal fosforilat del substrat de 80 kDa de la
PKC (Biemann & Erikson, 1990).

D'acord amb els resultats presentáis, podem concloure que el procés de
formació de colónies resistents al MTX pot teñir lloc a través d'un
mecanisme que involucra la PKC. Per avaluar la possibilitat d'utilitzar
inhibidors de la PKC en clínica, conjuntament amb el tractament
quimloterápic amb MTX, hem estudiat l'acció de la calfostina C sobre la
resistencia basal al MTX. Hem observat que aquest inhibidor de la PKC és
efectiu en la reducció de la resisténcia basal, el que obra una porta a la
seva possible administració com a modulador de la resisténcia a la
terapia amb MTX. En aquesta direcció i de resultats preliminars
obtinguts amb limfécits humans, sabem que el tractament amb
calfostina C durant 24 hores, no afecta précticament a la viabilitat ni a
la capacitat de resposta d'aquestes cél.lules.

4.4. EFECTE DE LA LIPOPEROXIDACIO SOBRE LA RESISTENCIA AL

MTX

El TPA mimetitza l'activació del diacil glicerol sobre la PKC, pero a
nivell endógen les cél.lules sintetitzen tota una série de metabólits que
també tenen la capacitat d'activar aquest enzim. Aquest és el cas de
l'ácid araquidénic i els seus metabélits originats per acció de les
lipoxigenases (Shearman et la., 1989; Liu et al., 1991). Amb aqüestes
premissés, vam assajar l'efecte d'aquests compostos sobre la formació
de colónies resistents al MTX. Vam així observar que l'ácid araquidónic i
que el 12-HETE, un deis seus metabólits lipoxigenats, eren capagos
d'incrementar de forma notable el número de colónies resistents al MTX.

Posteriorment, vam estudiar l'efecte de diferents inhibidors sobre
l'increment en el número de colónies resistents al MTX que genera
l'ácid araquidónic.

Hem determinat que tant el DAS com el proadifen, que inhibeixen
l'activitat del citocrom P450, així com la calfostina C, que inhibeix la
PKC, són capagos de contrarrestar l'augment en el número de colónies
resistents originat amb el tractament amb ácid araquidónic. Aquests
resultats sugereixen que l'ácid araquidónic origina per acció del
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citocrom P450 un metabólit capa? d'activar la PKC i que podría formar
part de la via de desenvolupament de la resisténcia al MTX.

Hem demostrat que el tractament amb paracetamol, que inhibeix l'enzim
glutation-S-transferasa afavoreix la formació de colónies resistents al
MTX, tant en abséncia com en preséncia d'ácid araquidónic. Segons
aquests resultats, una inhibició de l'activitat glutation-S-transferasa
afavoriria el procés de resisténcia al MTX, ja que no es degradaría el
metabólit activador d'aquest procés originat a conseqüéncia del
metabolisme de l'ácid araquidónic. En aquesta direcció s'ha descrít que
el tractament amb DAS provoca l'inducció de l'activitat giutation-S-
transferasa, i aquest efecte está relacionat amb les propietats
antitumorals del DAS (Sparnins et al., 1988). El DAS sería per tant un
altre possibie candidat per actuar com a modulador de la resisténcia,
conjuntament amb la terapia amb MTX.

4.5. ESTUDI DEL PROMOTOR MINIM DEL GEN dhfr EN CONDICIONS

BASALS

Paral.lelament a l'estudi de les vies bioquímiques que podrien trobar-se
¡nvolucrades en el desenvolupament de la resisténcia al MTX, vam voler
aprofondir en el coneixement del promotor del gen dhfr i deis factors
que regulen la seva transcripció, tant a nivell basal com al llarg del
creixement cel.lular. L'estudi deis factors que control.len l'increment de
l'activitat DHFR en el procés de la proliferació podría ajudar en el
desenvolupament de noves estrategies per evitar la resisténcia al MTX,
deguda príncipalment a l'amplificació del gen dhfr, donat que un deis
mecanismes proposats per aquest tipus de resisténcia per amplificació
es basa en un increment de la transcripció de gens específics, que

posteriorment, mitjangant processos de recombinació genética i de
reparació, originarien estructures amplificades (Mellon et al., 1987;
Stewart & Roeder, 1989; Eastman et al., 1991).

En primer lloc, vam procedir a la caracterizadó deis elements que

regulen la transcripció del gen dhfr de hámster, tot treballant amb el
promotor mínim d'aquest gen que conté dos elements reguladors per a la
unió deis factors de transcripció Sp1 i E2F. S'havia demostrat
previament que existia una estreta correlació entre l'activitat

131



transcripcíonal del promotor del gen dhfr i la unió del factor Sp1, en
una análisi per mutacions puntuáis del promotor mínim del gen, que
conté únicament la caixa GC més proximal a l'inici major de la
transcripció (Ciudad et al., 1992). Altres autors també han mostrat
aquesta correlació entre la unió de Sp1 i un increment de la transcripció
del gen dhfr (Swick et al., 1989; Blake et al., 1990).

Hem analitzat la unió del factor de transcripció Sp1 al promotor mínim
del gen dhfr, amb la utilització de la sonda 410f, que conté les
seqüéncies d'unió per Sp1 i E2F, i extractes nuclears de cél.lules K1 de
CHO en fase de creixement exponencial, en assaigs de retardació de la
mobilitat electroforética. La identitat d'aquesta unió es va confirmar
mitjangant la mutació puntual de la caixa GC, que correspon a la
seqüéncia de reconeixement del factor Sp1, per inhibició de la unió de
Sp1 amb la droga mitramicina i amb l'utilització d'un anticós específic
contra Sp1.

La sonda 26f, que conté dues caixes d'unió a Sp1, origina un patró de
bandes retardades equivalent a l'obtingut amb 410f. Aqüestes bandes
poden ésser competides amb 41 Of sense marcar, el que demostra que la
unió és deguda al factor de transcripció Sp1. D'altra banda, 414f o 413f
no donen cap retardació per ells mateixos, pero en assaigs de
competició amb la sonda 41 Of, 414f és capap de competir mentre que
413f no ho fa. La capacitat de 414f de competir pot explicar-se peí fet
que encara que no contingui l'hexanucleótid GGGCGG, nucli central del
consensus d'unió per Sp1, manté part de la seqüéncia d'unió per a aquest
factor.

Amb les sondes Sp1f i e2Ff, que contenen les seqüéncies de
reconeixement per Sp1 i E2F, respectivament, hem pogut establir la
capacitat d'unió relativa d'aquests dos factors de transcripció al
promotor del gen dhfr. La capacitat d'unió del factor Sp1 a nivell de la
seva seqüéncia de reconeixement i per tant d'activadó transcripcíonal,
és molt superior a la del factor E2F, tot i que la preséncia de la
seqüéncia consensus d'unió per E2F permet arribar a la máxima unió de
Sp1. Així mateix es pot observar com la preséncia de la seqüéncia de
reconeixement d'E2F a la sonda 41 Of origina una tercera banda extra, en

comparació amb les dues obtingudes amb Sp1f sol, peré que no pot ésser
competida peí fragment e2Ff. Aquests resultats sugereixen que la unió
d'E2F pot generar una conformació especial del promotor del gen dhfr,
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de manera que augmenta l'afinitat d'unió de Sp1. En aquest sentit, s'ha
demostrat que la unió d'E2F té un efecte dramátic en el plegament del
DNA (Huber et al., 1994).

4.6. REGULACIO DEL GEN dhfr EN EL PROCES DE PROLIFERACIO

CEL.LULAR

Un cop establerta la importáncia del factor de transcripcló Sp1 en la
transcripció del gen dhfr, vam procedir a l'estudi de la regulació del
gen en el pas de l'estat quiescent a l'estat proliferatiu. L'expressió del
gen que codifica per l'enzim DHFR, involucrat en la síntesi de purines,
timidilat i glicina, es troba regulada al llarg del cicle cel.lular i durant
el procés de creixement de les cél.lules (Johnson et al., 1978;
Hendrickson et al., 1980; Santiago et al., 1984; Farnham & Schimke,
1985; Means et al., 1992; Slansky et al., 1993). El paper d'E2F en la
transcripció i la regulació en el procés del prolíferació cel.lular del
promotor del gen dhfr ha estat ámpliament estudiat pels grups
d'Azizkhan (Blake & Azizkhan, 1989; Wade et al., 1992) i de Farnham
(Means et al., 1992; Slansky et al., 1993; Li et al., 1994). Tanmateix,
fins a l'actualitat, s'ha considerat que el factor de transcripció Sp1
tenia un paper purament constitutiu en relació amb l'activació de la
transcripció del gen dhfr i que aquest factor no presentava canvis en la
seva activitat en la regulació del procés de creixement cel.lular.
Aqüestes afirmacions es basen en els resultats obtinguts amb
construccions que contenen diferents llocs d'unió per Sp1 del promotor
del SV40 i portadores del gen marcador luciferasa, que es van
transfectar en cél.lules NIH 3T3 de manera transitória. Les cél.lules així

transfectades van ésser deprivades de sérum fetal durant 44 o 60 hores
i posteriorment, estimulades amb madi frese amb un 10% de sérum
fetal.

Donada la gran capacitat del factor Sp1 per activar la transcripció, hem
reexaminat el paper de Sp1 en la regulació durant la prolíferació del
promotor del gen dhfr de hámster, tot analitzant la unió d'aquest factor
a partir d'extractes nuclears obtinguts de cél.lules CHO en estat
quiescent i posteriorment estimulades a proliferar.
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El métode de sincronització que hem emprat ha estat la deprivació de
sérum fetal durant 7 dies, ja que els períodes de temps inferlors no
permeten l'obtenció d'un percentatge majoritari de cél.lules en la fase
Go. Posteriorment, s'han establert els períodes de temps de l'alliberació
per addició de sérum necessaris per a l'obtenció de poblacions aíllades
a cada fase del cicle cel.lular. Alguns autors consideren que el concepte
de regujació al llarg del cicle cel.lular només pot aplícar-se en el cas de
cél.lules en estat proliferatiu, i que la sincronització en estat quiescent
i posterior estimulació suposa una alteració del cicle cel.lular normal
(Farnham & Schimke, 1986). Segons Pardee (1989), la proliferació es
defineix com l'increment en el número de cél.lules que resulta del
compliment del cicle cel.lular a partir d'un estat quiescent o de la fase
G1, a diferencia del creixement que equival a un increment de la massa
cel.lular. Tanmateix, la progressió del cicle té lloc conjuntament amb el
creixement cel.lular, durant les fases G1 i G2. Per aqüestes raons, i
considerant el tipus d'experiments que hem realitzat hem escollit
referir-nos ais nostres resultats sota el concepte de regulació a nivell
de proliferació.

Una primera conclusió del nostre treball en aquesta direcció, és que la
unió de Sp1 al promotor mínim del gen dhfr de hámster es troba
regulada a nivell de la proliferació quan les cél.lules CHO en estat
quiescent són estimulades per addició de sérum fetal. Aquesta conclusió
contrasta amb les observacions de Dou et al. (1991) que descriuen que la
unió de Sp1 al promotor del gen timidina quinasa és constitutiva al
llarg del cicle cel.lular. Una possible explicació per aquests resultats
contraposats radica en el fet que aquests autors sincronitzen les
cél.lules per deprivació de sérum fetal durant 60 hores, en lloc de les
168 hores segons les nostres condicions experimentáis. Tal com hem
observat, en cél.lules de hámster, els nivells de protelna Sp1 a les 72
hores de deprivació de sérum fetal están clarament disminults i
s'observa una reducció del 70% ais 7 dies.

L'increment en la unió a nivell de la seqüéncia de reconeixement de Sp1
s'observa en assaigs de retardació de la mobilitat electroforética, tant
amb el promotor mínim sencer com amb el fragment d'aquest promotor
que només conté el lloc d'unió per Sp1, separat del lloc d'unió per E2F.
També hem observat, després de l'estimulació per sérum de cél.lules
sincronitzades, un increment en la unió a nivell de la seqüéncia de
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reconeixement d'E2F, en consonáncia amb la conclusió que E2F es troba
¡nvolucrat en la regulació del promotor del gen dhfr durant el
creixement cel.lular.

La diferéncia entre els nostres resultats en relació amb la regulació de
la unió de Sp1 i d'E2F al llarg de la proliferació i els d'altres autors
(Slansky et al., 1993; Li et a/., 1994), que postulen que Sp1 només té un
paper constitutiu en la proliferació, pot ésser deguda a l'utilització de
linees cel.lulars diferents, de ratolí en lloc de hámster; a la
metodología emprada per avaluar l'activitat transcripcional i al fet de
seguir protocols diferents per sincronizar les cél.lules, previament a
la seva reestimulació.

4.7. REGULACIO DE L'EXPRESSIO DEL GEN dhfr EN EL PROCES DE

PROLIFERACIO CEL.LULAR

L'increment observat en la unió del factor Sp1 al promotor del gen dhfr
en el procés de proliferació de les cél.lules K1 de CHO, es tradueix en
una activació transcripcional del gen, tal com vam determinar a partir
de la detecció mitjangant la técnica de RT-PCR de fragments de
transcrits que encara no han sofert l'eliminació deis introns. La
filosofía d'aquesta aproximació metodológica radica en considerar que
la vida mitja deis introns és molt curta, de l'ordre de 5 a 10 minuts, i
per tant variacions en els seus nivells es poden considerar com una
mesura de l'activitat transcripcional. La preséncia d'aquests
intermediarte anteriors a la producció del mRNA madur es pot
determinar mitjangant la técnica de RT-PCR si s'inclou en el protocol
un pas de degradació del possible DNA genómic contaminant de la
mostra de RNA total, previament a la realització de la síntesi de cDNA
que s'utilitza en la reació de P.C.R. D'aquesta manera només es detecten
els fragments que contenen zones intróniques ja transcrites. Aquesta
metodología és molt sensible, relativament senzilla de portar a terme, i
requereix uns nivells de radioactivitat molt més baixos que els emprats
en la técnica de run-on per a la determinació de la transcripció.

Paral.lelament a I'activació transcripcional, es produeix l'increment en
els nivells de mRNA corresponents al gen dhfr després de l'estimulació
per sérum de cél.lules en estat quiescent. La determinació deis nivells
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de mRNA també es va realitzar mitjanpant la técnica de RT-PCR en
condicions quantitatives, a partir de RNA total de cél.lules en cada fase
del cicle cel.lular i amb l'utilització d'oligonucleétids que hibriden a
zones exóniques de la seqüéncia del gen. En aquest cas també la
metodología seguida presenta molts avantatges respecte al métode
clássic de Northern blot, en relació al temps necessari per portar-lo a
terme, i els nivells de radioactivitat emprats.

Els resultats deis nivells de mRNA peí gen dhfr están en consonáncia
amb els obtinguts en els experiments de retardació de la mobilitat
electroforética i confirmen els resultats prevís sobre la correlació
existent entre la unió de Sp1 ai promotor del gen dhfr i la seva
activitat transcripcional (Ciudad et al., 1992).

L* increment en els nivells de mRNA corresponent al gen dhfr també és
degut a l'increment de l'estabilitat del missatge madur. La determinació
de la vida mitja es va basar en l'incubació de les poblacions cel.lulars
amb actinomicina D per bloquejar la síntesi de RNA. A diferents temps i
per a cada població, s'obtenien mostres de RNA total per a la reacció de
RT-PCR. D'aquesta manera, vam poder establir que la vida mitja del
mRNA corresponent al gen dhfr en les cél.lules sincronitzades en Go és
només de 45 minuts, mentre que en cél.lules en fase de creixement
exponencial, la vida mitja del mRNA és de 8 hores (Uriaub et al., 1989).

Existeix una certa discrepancia sobre els mecanismes moleculars que
condueixen a l'increment del mRNA estable corresponent al gen dhfr al
llarg del cicle cel.lular. Dos mecanismes són possibles per explicar
aquest comportament: un increment en el grau de transcripció del gen
i/o un increment de l'estabilitat del mRNA format. Fins a l'actualitat
s'han descrit resultats que verifiquen les dues possibilitats per

separat. Per una part, els grups de Schimke (Famham & Shimke, 1985;
1986) i Johnson (Wu & Johnson, 1982; Santiago et al., 1984) aboguen per
un increment en la transcripció del gen a l'interfase G1/S que donaría
lloc a un major número de transcrits correctament iniciáis i que

després de l'eliminació deis introns serien tradults a proteína. D'altra
banda, els resultats del grup de Kellems (Leys & Kellems, 1981; Leys et
al., 1984) expliquen l'increment deis nivells de mRNA peí gen dhfr
mítjangant variacions en la seva vida mitja, en fundó de si les cél.lules
es troben a la fase Go o en creixement exponencial. Segons aquests
autors, la quantitat de mRNA estable corresponent al gen dhfr es regula
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a través de la seva propia estabilitat, sense que es produeixi un
increment en la transcripció del gen. Pels nostres resultats sobre
l'activació transcripcional del gen dhfr després de l'estimulació per
sérum de cél.lules quiescents i sobre l'estabilítat del mRNA en cél.lules
sincronitzades en Go i en fase de creixement exponéncial, podem
concloure que i'increment en els nivells de mRNA corresponents al gen
dhfr en el procés de proliferacló és degut tant a l'activació
transcripcional del gen com a I'increment de l'estabilítat del missatger.

Així, les cél.lules en estat quiescent presentarien nivells molt baixos
de missatger perqué la seva degradació es troba molt accelerada i el
grau de transcripció és molt baix, i de manera recíproca, les cél.lules en
fase de creixement exponencial podrien arribar a acumular major
quantitat de missarger madur degut a la seva major transcripció i
estabilitat.

4.8. PAPER DE LA PROTEINA RETINOBLASTOMA EN LA REGULACIO

DEL PROMOTOR DEL GEN dhfr

L'activitat transcripcional del factor E2F es troba regulada al llarg del
cicle cel.lular a través de la seva interacció amb la protema RB, de
forma que a les fases Go i G1 la protelna RB es troba en el seu estat
hipofosforilat i es complexa amb E2F tot bloquejant la seva activitat
transcripcional. A nivell de l'interfase G1/S, RB es fosforita i allibera a
E2F que pot aleshores activar la transcripció deis gens que contenen la
seva seqüéncia de reconeixement. Pels nostres resultats, sabem que la
transcripció del gen dhfr depén tant de la interacció d'E2F com de la de
Sp1 a les seves seqüéncies d'unió al promotor, i donat que la unió de Sp1
s'incrementa durant el procés de proliferació, és possible que el factor
de transcripció Sp1 també interaccioni amb RB.

En aquesta direcció, una altra conclusió del nostre treball sobre la
regulació del promotor del gen dhfr ha estat que, efectivament, el
producte del gen supressor de tumors RB forma un complex amb Sp1
quan aquest s'uneix al promotor del gen, tal com s'ha mostrat en els
experiments de superretradació amb extractes nuclears de cél.lules CHO
i la sonda 41 Of, corresponent al promotor mínim del gen dhfr . Els
anticossos contra RB, tant policlonals (N9) com monoclonals (XZ77), a
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I'igual que un anticós policlonal contra Sp1, són capados de provocar una
clara superretardació de la proba 41Of.

Per estudiar Tefecte del complex transcripcional entre RB i Sp1, vam
procedir a la immunoprecipitació deis extractes nuclears amb un
anticós contra RB o contra Sp1. En aqüestes condícions, s'aboleix el
patró de bandes retardades que s'obté amb la interacció deis extractes
nuclears i les sondes 41 Of i Sp1f.

També vam assajar si la unió de RB a Sp1, quan aquest interacciona amb
el promotor del gen dhfr, es produla de forma selectiva en alguna fase
concreta del cicle cel.lular. Deis resultats obtinguts en l'experiment de
l'estimulació de cél.lules quiescents per sérum en dependéncia del
temps, es pot observar que l'anticós contra RB és capa? de
superretardar la unió de Sp1 al promotor del gen dhfr a totes les fases
del cicle. Donat que l'antioncoprotelna RB pot actuar com a regulador de
la progressió del cicle cel.lular, existía la possibilitat que RB pogués
controlar la unió i l'activitat de Sp1, quan aquest s'uneix al promotor
del gen dhfr. En aquesta direcció, s'ha demostrat que els promotors deis
gens que codifiquen per riGF-ll (Kim et al., 1992), c-fos i c-myc

(Udvadia et al., 1993) i c-jun (Chen et al., 1994), poden ésser estimuláis
per la protelna RB a través de la regulació de la seva transcripció
mitjangada per Sp1. També s'ha observat que la cotransfecció de RB
juntament amb Sp1 en cél.lules Schneider SL2 de Drosophila provoca un
increment notable de la transcripció del gen dhfr, independentment de la
presencia deis llocs d'unió per E2F en el promotor del gen (Udvadia et
al., 1993).

Una altra protelna supressora de tumors, p53, també augmenta els seus
nivells i forma heterocomplexes amb Sp1 que estimulen l'activitat
d'unió al DNA d'aquest darrer, en cél.lules TF-1 proliferants en resposta
al GM-CSF (Borellini & Glazer, 1993).

Per totes aqüestes raons, necessitavem conéixer els nivells de protelna,
tant de Sp1 com de RB, després de l'estimulació per addició de sérum
fetal de cél.lules quiescents. Els resultats obtinguts en els assaigs de
Western blot revel.len que els nivells d'aquestes dues proteínes
experimenten un augment amb l'estimulació per sérum de cél.lules
sincronitzades en Go. Els canvis que afecten a la protelna Sp1 es
corroboren amb els resultats obtinguts de la localització de la protelna,
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mitjangant técniques d'immunofluorescéncia in situ, després de
l'addició de serum fetal. Per tant, l'increment de la unió de Sp1 al
promotor del gen dhfr després de l'estimulació per sérum es pot deure a
l'augment deis nivells de Sp1, i també a l'increment de protelna RB, que

després de complexar-se amb Sp1, podría facilitar la unió d'aquest
darrer a la seva seqüéncia de reconeixement. De fet, s'ha descrit
recentment que la protelna RB recombinant afavoreix l'activitat d'unió
al DNA de Sp1 (Chen et al., 1994).

4.9. MODEL PER A LA REGULACIO DEL PROMOTOR DEL GEN dhfr
EN LA PROLIFERACIO CEL.LULAR

Fins a l'actualitat, el paper de RB en la regulació del gen dhfr s'ha
limitat al segrestament del factor de transcripció E2F en cél.lules
sincronitzades, de manera que l'activació del promotor del gen queda
bloquejada. L'estimulació de la proliferació cel.lular, i el fet que RB
(Buchkovich et al., 1989; DeCaprio et al., 1989) i E2F (Fagan et al.,
1994) es fosforilen, comporta l'alliberació d'E2F que pot aleshores
incrementar la transcripció deis gens que contenten seqüéncies de
reconeixement per aquest factor, com és el cas del gen dhfr . Encara que
no ha estat analitzat en aquest treball, RB es troba presumiblement en
la seva forma hiperfosforilada a la fase S del cicle cel.lular. D'acord
amb els nostres resultats, el promotor del gen dhfr podría ésser
activat transcripcionalment, no només peí factor E2F lliure, sino també
pels nivells de Sp1 units a RB, que pot incrementar la transcripció
mitjangada per Sp1.

Per tant, la protelna RB exerciria dos papers en la regulació génica, un a
través del seu estat de fosforilació al llarg del cicle i un segon a través
deis seus nivells de proteína, que facilita l'acció de factors de
transcripció. D'acord amb els resultats presentats en aquest treball,
podem concloure que el promotor del gen dhfr de hámster es troba
regulat després de l'estimulació per sérum fetal, a través d'increments
tant en la unió del factor de transcripció Sp1 com d'E2F.

En un nivell de regulació superior es trobaria la protelna RB, que

paral.lelament a l'alliberació de E2F a conseqüéncia de la seva

hiperfosforilació, facilitaría la transcripció mítjangada peí factor Sp1.
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A resquema següent, es mostra el model que proposem per a la
regulació del promotor del gen dhfr
transcripció Sp1 i E2F, ¡ de la protelna RB.

Go-GI

a través deis factors de

S-G2/MG1/S

LLIURE

Sp1 E2F

Activació de la transcripció del gen dhfr

ESQUEMA 5. REGULACIO DE LA TRANSCRIPCIO DEL GEN dhfr

4.10. RELACIO ENTRE EL FACTOR DE TRANSCRIPCIO Sp1 I EL
MECANISME DE RESISTENCIA AL MTX

Donada la importancia del factor de transcripció Sp1 en la regulació del
promotor del gen dhfr, i que un increment de la transcripció de
determinats gens pot ésser el punt de partida de la resistencia cel.lular
per amplificació génica, vam estudiar si existía alguna relació entre la
unió del factor Sp1 al promotor del gen dhfr i el desenvolupament de la
resisténcia al MTX.

Hem observat que la unió de Sp1 al promotor del gen dhfr s'incrementa
en condicions que afavoreixen Taparíció de la resistencia, com és el cas
del tractament amb TPA. Aquest ester de forbol provoca l'increment del
número de colónies resistents al MTX per activació de la PKC.
L'increment observat en la unió del factor Sp1 a conseqüéncia de
l'incubació cel.lular amb TPA pot ésser contrarrestat per acció de
l'inhibidor de la PKC calfostina C, resultat que concorda també amb
Tefecte de la calfostina C sobre el número de colónies resistents
incrementat després del tractament amb TPA. Aquest inhibidor de la
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PKC també és capa? de reduir la unió de Sp1 al promotor del gen en
condicions basals, sense estimulació per TPA. D'igual manera haviem
observat la capacitat de la calfostina C per reduir la resistencia al MTX
en condicions basals. Per tant, hem arribat a establir un lligam entre
l'activitat de la PKC, el desenvolupament de la resistencia al MTX i la
unió de Sp1 al promotor del gen dhfr.

Donat que Sp1 pot ésser regulat per mecanismes de fosforilació,
existeix la possibilitat que la PKC sigui capa? de fosforilar aquest
factor de transcripció. En aqüestes condicions, Sp1 podría activar la
transcripció del gen dhfr i desencadenar així el procés d'amplificació
génica, segons un deis mecanismes postulats.

El paper de Sp1 en el mecanisme de l'amplificació génica podría estar
regulat pels productes deis gens supressors de tumors, p53 i RB. En
aquest sentit, s'ha descrit que alguns tipus d'inestabilitat genética com
l'amplificació géncia i l'aneuploidia es troben relacionats amb la pérdua
de funcionalitat de p53 (Livingstone et al., 1992; Yin et al., 1992).
També s'ha observat que p53 és capa? de provocar l'acumulació de la
forma hipofosforilada de RB mitjan?ant l'inhibició a través de p21 de
les CDKs que catalitzen el procés de fosforilació de RB (El-Deiry et al.,
1994). p53 és capa? de formar heterocomplexes amb el factor de
transcripció Sp1 que estimulen la unió d'aquest darrer al DNA (Borellini
& Glazer,1993), i pels nostres resultats sabem que RB es complexa amb
el factor de transcripció Sp1 a totes les fases de la proliferació. Es
possible, per tant, proposar una via responsable del control de la
progressió del cicle cel.lular i de l'estabilitat genética que involucra
tant ais dos productes deis gens supressors de tumors, p53 i RB, com al
factor de transcripció Sp1. La pérdua o alteració de la funcionalitat tant
de p53 com de RB podrien modular l'activitat transcripcional de Sp1 de
manera que el resultat final consistiría en l'amplificació de
determináis gens controlats per Sp1.
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5. C0NCLUS10NS



- Hem demostrat que en cél.lules CHO la resisténcia al quimioterápic
metotrexat s'incrementa per un mecanisme bioquímic depenent de
calci, i de l’activació de la proteTna quinasa C, ja que els ionófors
A23187 i ionomicina, l'angiotensina II, i l'ester de forbol TPA
augmenten el número de colónies resistents al tractament.

- Els inhibidors de la proteTna quinasa C, H-7, ácid glicirretíníc,
estaurosporina i calfostina C són capados de reduir la resisténcia al
metotrexat incrementada per acció del TPA.

Tanmateix, l'ús de l'estaurosporina en incubacions cel.lulars queda
restringit a concentracions molt baixes ja que a concentracions
elevades produeix la mort cel.lular per apoptosi. A más, l'estaurosporina
és capag de translocar la PKC a les membranes.

Deis inhibidors estudiats, hem considerat la calfostina C com el més
idoni ja que no és tóxic a les concentracions que redueixen la
resisténcia, és molt específic per la PKC, i no produeix la translocació
de l'enzim.

tenen la capacitat d'activar la PKC en les-Altres compostos que
cél.lules CHO, com l'ácid araquidónic i un del seus metabólits
lipoxigenats, el 12-HETE, són capagos d' incrementar la resisténcia al
MTX en incubacions cel.lulars. El paracetamol, que inhibeix la glutation
S-transferasa, és capag per ell mateix d' incrementar la resisténcia al
MTX, i en combinado amb l'ácid araquidónic s' observa un efecte additiu
en la resisténcia. El sulfur de dialil i el proadifen, que actúen per
inhibició del citocrom P450, tenen la capacitat de contrarrestar
l'increment en el número de colónies resistents al MTX generat peí
tractament amb ácid araquidónic. La calfostina C també és capag de
reduir el número de colónies resistents incrementat per acció de l’ácid
araquidónic.
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- La calfostina C també té la capacitat de reduir la resistencia basal al
metotrexat, sense necessitat de tractament previ amb TPA. Aquesta
propietat de la calfostina C podría teñir aplicació en clínica,
mitjangant la utilització d'aquest inhibidor com a modulador de la
resistencia, o quimiosensibilitzador, conjuntament amb la terapia amb
MTX. Com a primera aproximació hem determinat que el tractament amb
calfostina C no afecta la viabilitat, ni la funcionalitat de limfócits
humans avaluada per l'expressió deis antígens CD69 i CD25.

- L'increment de la resistencia al metotrexat originat peí TPA és degut
en el 75% deis casos a I'amplificado génica. Els inhibidors de la síntesi
de DNA, HU i APH, provoquen la resistencia al MTX a través del mateix
mecanisme.

- Hem endegat un nou métode per determinar l'amplificació génica basat
en la tecnología de PCR en condicions quantitatives. Aquest métode
utilitza oligonucleótids que hibriden a zones intróniques del gen; la
seva sensibilitat permet discernir entre 1 i 2 cdpies del gen considerat.
El material de partida per a aquesta determinació són colónies aillades
a partir de la primera selecció amb metotrexat. D'aquesta manera
s'evita el procés de sobreamplificació que es pot produir en l'expansió
deis clons resistents fins a obtenir un número de cél.lules suficient
com per procedir a la determinació peí métode de Southern. A més, tot
el procés, des de la recollida de la colonia resistent fins a l'obtenció
deis resultats, es pot realitzar en un sól dia.

- Els factors de transcripció que interaccionen amb el promotor mínim
del gen dhfr són Spl i E2F tal com hem determinat mitjangant
técniques de retardació i super-retardació de la mobilitat
electroforética. S'ha estudiat la importáncia relativa de la unió de
cadascun d'aquests factors. Spl és el que s'uneix amb més intensitat,
peró la preséncia de la seqüéncia de reconeixement d'E2F afavoreix la
unió de Spl a la caixa GC. La identitat de la unió de Spl s'ha determinat

143



per experiments de competició, mutacions puntuáis, ¡ncubació amb la
droga mitramicina, i amb un anticós específic.

- La unió de Spl i E2F al promotor mínim del gen dhfr está regulada en
el procés de proliferació cel.lular. Per addició de sérum fetal a cél.lules
quiescents, obtingudes per creixement en medi al 0.5% de sérum fetal
durant 7 dies, s'observa un increment en la unió d'aquests dos factors
que és cicle cel.lular-depenent. Per tant demostrem que Sp1 no té un

paper constitutiu.

- L' increment en la unió de Spl al promotor es correspon amb una
activació transcripcional del gen dhfr en el procés de proliferació.
Aquest increment de l'activitat transcripcional del gen es tradueix en
un increment deis nivells de mRNA per la DHFR. L'increment deis nivells
de mRNA és degut no solament a I'activació transcripcional sino també
a un increment en l'estabilitat d' aquest missatger madur, la vida mitja
del qual passa de 45 minuts en cél.lules quiescents a 8 hores en
cél.lules en creixement exponéncial.

- Hem desenvolupat un métode alternatiu al del "run-on" per a la
determinado de l'activitat transcripcional. Aquest métode está basat
en la técnica de la PCR quantitativa, tot utilitzant oligonucleótids que
hibriden a zones intróniques, i com a material de partida s'utilitza el
producte de la reacció de transcriptasa inversa del RNA total, després
de digestió amb DNAsa. D'aquesta manera es detecten transcrits de
hnRNA, que tenen una vida mitja que oscil.la entre 5 i 10 minuts, i que
poden considerar-se indicatius de l'activitat transcripcional.

- La proteTna RB, que juga un paper central en la progressió del cicle
cel.lular, forma part d'un complexe transcripcional amb Spl quan aquest
s'uneix al promotor del gen dhfr. El complexe constituTt per RB i Sp1 es
troba present a totes les fases del cicle cel.lular, tal com hem
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determinat en assaigs de super-retardació de la mobilitat
electroforética.

- Els nivells de proteTna Sp1 s'Incrementen després de restimulació per
addició de serum fetal a cél.lules quiescents. L'increment en els nivells
de proteína també s’han pogut avaluar en assaigs d'immunofluorescéncia
in situ (técnica FISH). Els nivells de proteTna RB també s'incrementen
en el procés de proliferació.

- La immunoprecipitació de la proteTna RB aboleix el patró de bandes
retardades corresponents a la unió de Spl. El mateix efecte sobre la
unió de Spl s'observa quan els extractes nuclears, a mena de control, es
sotmeten previament a la immunoprecipitació de la proteTna Spl.

- La unió del factor de transcripció Spl al promotor mínim del gen dhfr
s'incrementa en condicions que afavoreixen el desenvolupament de la
resisténcia al MTX, com és el tractament amb TPA. L'increment en la
unió de Spl generat per acció del TPA es pot contrarrestar per acció de
la calfostina C. Aquest inhibidor de la PKC també és capag de reduir la
unió de Spl al promotor del gen dhfr en condicions basals, sense
tractament amb TPA. Amb aquests resultáis hem establert una
correlació entre la resisténcia al MTX i la unió del factor de

transcripció Spl al promotor del gen dhfr.
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