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1. REFLEXIONS SOBRE LA METODOLOGIA. VALORACIO DE LA RAP-PCR-HIS

Estudiar I'expressié génica diferencial en teixits de rata prenatal era un repte que ens
va agradar d’assumir doncs significava la col-laboraci6 de dues linies de recerca, l'una
procedent de I'embriologia i I'altre de la biologia molecular. Aquest treball és la primera
collita d’aquest empelt entre les dues linies, moment de mirar endarrera i de mirar endavant.

Analitzant, amb la perspectiva actual, el treball d’aquests tres anys, voldria comentar
els seglents punts:

El primer objectiu va ser aconseguir una correcta microdisseccié que ens permetés
saber que treballariem amb territoris delimitats i coneguts. El criteri a I'hora d’escollir
territoris objecte, per a un estudi d’expressio génica diferencial, és cercar que siguin, entre
ells, prou semblants per obtenir patrons comparables, pero suficientment diferents per
detectar canvis, potencialment importants, d’expressié génica. Amb aquestes premisses i
una certa desviacié cap al terreny digestiu, per la historia d'ambddés grups, varem delimitar
uns segments de tub digestiu amb una entitat diferencial anatomica i embriologica.

L'extraccié de RNA és una tecnica feixuga per totes les precaucions que s’han de
tenir a fi d’evitar la degradaci6 del acid nucleic. En el nostre cas a aix0 s’hi afegia la petita
grandaria de les mostres i la inexperiencia del'extractor, perd malgrat tot el RNA va ser extret
i la petita quantitat que, en ocasions, s'obtingué va ésser compensada per I'alt rendiment de
la RAP-PCR en aquestes situacions.

Posar a punt la técnica de la RAP-PCR per les mostres d’embrié de rata va ésser
més senzill del que d’entrada suposavem doncs els primers arbitraris que varem provar
varen donar, en general, bons patrons de bandes, reproduibles. Varem optar per el primer
D4S2912GT, un primer dissenyat per a estudiar polimorfismes en un dels microsatél-lits del
cromosoma 4 huma, per ser el que va produir patré6 més operatiu.

Els resultats de la RAP-PCR varen oferir un bon niimero de bandes corresponents a
gens expressats en els diferents segments de tub digestiu, alguns dells expressats
diferencialment. La técnica de la RAP-PCR és molt bona per veure expressio géenica pero és
una técnica de cribratge i, per tant, un primer pas que ha de seguir-se d'altres tecniques que
confirmin i complementin la seva informacio.

Un cop seleccionades les bandes a estudiar varem clonar-les i seqiienciar-les a fi de
coneéixer quins eren els gens que s’hi amagaven al darrera. La seqlienciacié dbéna ja una
informacié “de qualitat” doncs posa noms, i a vegades cognoms, a les que fins aquell
moment sOn unes “sense papers” i permet decidir I'estratégia a seguir: continuar la recerca o

aturar-se en aquell punt.
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La sequenciacio ha proporcionat, en la major part dels casos, informacié “de qualitat”
i en altres, els menys, no ha aportat dades concloents. La metodologia de la RAP-PCR
amplifica tot tipus d’'RNAs, a diferéncia del differential display que només ho fa dels mRNAs,
per la qual cosa , en el nostre cas, hem obtingut cinc sequencies de rRNA (E3, G1, H3, NO i
N1), dues de les quals procedeixen del genoma mitocondrial (E3 i G1). En tres casos les
bandes sequenciades han mostrat la maxima homologia amb mRNAs (F8/hsp86, GO/CCT-5
i M2/GTP binding protein), dos sequenciats en ratoli i un, en rata. Dues sequéncies (J2 i
N1.1) han mostrat una seqgliiéncia desconeguda de nucleotids. Per Ultim, en el cas de la
banda O1, com més endavant en aquesta discussié6 comentaré, és molt dificil d'assegurar
que és el qué realment hem amplificat.

Complementar la metodologia de la RAP-PCR amb la HIS I'hi confereix a la primera
una verificacié topografica, proporcionant un patré d’expressid ja no només tissular siné
cel-lular, amb I'avantatge addicional de no requerir I'obtencié d’una major quantitat de RNA a
diferéncia, per exemple, de la técnica del Northen blot (Shen, 2001)

La hibridacié “in situ” ha estat, per tant, el seglent pas per una de les bandes
seqlenciades, la que donava maxima homologia amb la hsp86 i, gracies a ella, hem

aconseguit una informacié molt valuosa en la comprensié de la funcié d’aquest gen.

2. F8. HSP 90

2.1. Gen-proteina de la hsp 90

2.1.1. Gen de la hsp 90. Estructura i localitzacio.

Quan varem seqlenciar el clon de la hsp90a, aquesta encara no havia estat

sequienciada en rata. Fa pocs mesos va apareixer la seqiiéncia del gen sencer de la hsp86
(hsp90a) en Rattus Norvergicus (Li et al i|14270365|emb|AJ297736.1|RNO297736) i va

ratificar les nostres suposicions, basades en homologies amb altres espeécies, de que la
sequencia F8 era un fragment del mRNA de la hsp86 de la rata (ortologa a la hsp90a
humana).
El fragment F8 compreén tres dels 11 exons del gen: Part de I'exd 2 (1432-1493), I'ex6 3
sencer (1591-1959) i part de I'ex6 4 (2321-2388), numerats segons l'ordre de nucleotids del
gen hsp86 de Rattus Norvergicus que consta en BLAST NCBI.

La localitzacio de F8 en el genoma huma (segons UCSC) és a nivell de 14q 32.31 a

on mostra una homologia d'un 92% amb el gen hsp90a i a on també s’hi troben altres

sequéncies que corresponen a variants d'splicing del gen hsp90a com sén Heat shock
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protein 86 (exons 1-5), amb la que F8 mostra homologia i Homo sapiens Hsp89-alpha-delta-
N (exons 5-11), considerada un fet evolutiu recent i que no conté el domini d'unié

ATP/Geldanamicina (Schweinfest et al., 1998), amb la que F8 no presenta coincidéncies.

2.1.2. Regulaci6 de la transcripcié. Factors de transcripcio.

L'expressié del gens de les heat shock proteins en mamifers esta regulada pels
factors de transcripci6 anomenats Heat shock factors (HSFs) (Morimoto et al., 1992). En
ratoli i huma inicialment es varen clonar dos gens per HSFs (Sarge et al., 1994; Rabindran
et al., 1991; Schuetz et al., 1991) i tres en pollastre (Nakai i Morimoto, 1993). Darrerament,
s’ha descrit un quart factor en humans, el hHSF4 (Nakai et al., 1997), que mostra una accio
repressora 0 activadora dels gens de les HSP, depenent d'un mecanisme d’splicing
alternatiu (hHSF4a i hHSF4b). Els HSFs s’uneixen al DNA a una zona anomenada heat
shock element (HSE) que es troba aiglies amunt de tots els gens heat shock (Wu, 1995).

HSF1 i HSF3 son factors induibles per I'estrés (Sarge et al., 1993; Nakai i Morimoto,
1993), perd HSF 2 no s’'uneix a la HSE en situacions d’estrés sin6 que s’ha vist que s’indueix
en cel-lules que s’estan diferenciant (Sistonen et al., 1992), per aguest motiu i perqué s’ha
demostrat durant I'embriogenesi del ratoli (Rallu et al., 1997) s’ha considerat que pot estar

relacionat amb esdeveniments del desenvolupament.

2.1.3. Proteina HS 90«

El fragment clonat de hsp86 mostra una conservacié perfecta de la sequéncia
d'aminoacids respecte a la sequéencia humana, aixo vol dir que estem davant d'una proteina
molt important en el curs de I'evolucid i/o un fragment capdal dins de I'estructura d'aquesta
proteina. La conservacio de la sequiéncia d'aminoacids és deguda, molt probablement, a qué
la zona codificada per F8 correspon, segons podem veure en la relacié d'homologies de F8
per a proteines, al domini d'unié de la hsp90a a Geldanamicina-ATP. L'existéncia d’'un lloc
d’'unié de I'ATP a la hsp90a ha estat durant molt temps en debat fins que es va veure de
manera inquestionable, en la seva estructura cristal-lina, una butxaca en la qual s’uneix la
molécula d’ATP (Prodromou et al., 1997) i que correspon al mateix lloc on s'uneix la
molécula de Geldanamicina (Stebbins et al., 1997), un antibiotic de la familia de les
Ansamicines, que inhibeix les funcions de la hsp90a. Donat que, com veurem més

endavant, la hsp90a s'associa a proliferacié cel-lular en el cancer, darrerament s'esta
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considerant el potencial de la Geldanamicina com a molécula anticancerigena (Neckers et

al., 1999a)

2.2. Fil.logenia de les hsp90.

2.2.1. Familia de les hsp90

Les Heat shock proteins han estat dividides en cinc families: hsp 100, 90, 70, 60 i
shsp (small hsp) d’acord amb el seva grandaria, estructura i funcié (Craig et al., 1994)

Els gens de la familia de les hsp90 mostren una marcada conservacié des des
bacteris fins als humans (Parsell i Lindquist, 1993), actuen com a chaperones en el citosol i
en el reticle endoplasmatic. La familia de les chaperones hsp90 esta composada per les
dues formes humanes hsp90a i hsp90b (Hickey et al., 1989), hsp 86 i 84 en ratoli (Perdew et
al., 1993), hsp 83 en Drosophila i Hsc82 i hsp82 en llevats. Altres membres de la familia sén
HtG en el citosol dels bacteris, Grp94/gp96 (Nicchitta, 1998; Argon i Simen, 1999) en el
reticle endoplasmatic de les ceél-lules eucariotes i recentment s’ha descobert hsp75/TRAP 1

en la matriu mitocondrial (Felts et al., 2000).

2.2.2. hsp90a. i hsp90 B

Les duplicacions géniques sén situacions molt freqlients en el genoma i tenen una
importancia capdal en l'evolucié. Quan hi ha una duplicaci6 és com si hi hagués una
relaxacido en la pressidé evolutiva sobre una segliéncia, doncs com que la funcié de la
proteina esta assegurada per una de les dues copies, l'altre es pot permetre el luxe de fer
canvis en la seva seqiiéncia i d'aquesta manera produir nous gens amb noves funcions, o bé
esdevenir un pseudogen. Aquest és el cas de hsp90 en el que existeix una duplicacié
ancestral que en Homo Sapiens esta representada per hsp90a i hsp90 b.

A la rata trobem també els dos gens, hsp90a (hsp86) i hsp90b (hsp90). La hsp90b de
la rata es va sequenciar el 1992 (MacGuire et al., 1992) i consta a la bases de dades NCBI
amb l'entrada heat shock protein 90 (rats, brain) (S45392). Aquest gen mostra una
homologia del 92% amb Mus musculus heat shock protein, 84 kDa 1 (hsp84-1)
(0i]6680304[refINM_008302.1|) i del 88% amb el gen homoleg huma Homo sapiens heat
shock 90kD protein 1, beta (HSPCB), mRNA (NM_007355), que esta format per 11 exons
(igual que hsp90a) i es localitza a 6p 21.1 (chr6:50422927-50428126) al genoma huma

segons consta a la base de dades de la UCSC. La sequencia F8 mostra una homologia
d'un 77% amb el gen hsp90bde la rata, pero hem de recordar que no sén gens homolegs

sind6 paralegs. A nivell de sequiéncia d’aminoacids hsp90 de la rata (hsp90b) mostra un 85%
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d’homologia amb la hsp90b Humana (gi|13654497|ref[XP_018115.1] heat shock 90kD

protein 1, beta (Homo sapiens).

L’homologia entre els dos gens paralegs hsp90a i hsp90b, en un alineament de
sequéncies oscil-la entre el 75 i el 78 %, en la rata, pero hi ha tres regions en les que
aguesta homologia augmenta: 1. Un segment del 90% en I'ex6 5 ( 2687-2726 de la a) 2. Un
segment del 86% (1376-1471) en I’exd 2 i 3. Un segment del 83 % també en I’'exd 5.

La sequencia F8 conté una part del segment d’homologia del 86% (2), mostrant 39
nucleotids (de 493-454 d’F8) amb una homologia del 85% entre F8 (hsp90a) i hsp90b amb
una conservacié del 100% en la sequéncia d’aminoacids (NTFYSNKEIFLRE). Aquesta
sequéncia d’'aminoacids mostra I'homologia dins del domini de la Geldanamicina de les
hsp90 (qi|3114264|pdb|1YES| Human hsp90 Geldanamycin-Binding Domain, "open”

Conformation), que, com ja he comentat abans, esta molt conservada en I'evolucié dels

gens homolegs (hsp90a) i paralegs (hsp90a i hsp90b).

2.3.Funcions de les hsp 90

Els membres de la familia de les hsp90 tenen funcions molt importants en la
tolerancia a l'estres (Borkovich et al., 1989) i en el plegament de proteines (Freeman i
Morimoto, 1996).

La resposta tipus “heat shock” o resposta a l'estrés esta molt conservada en I'escala
evolutiva (en bacteris, plantes i animals) i és essencial com a mecanisme de defensa
cel-lular d'un ampli ventall de situacions com sén el “heat shock”, els alcohols, els inhibidors
del metabolisme energétic, els metalls pesats, I'estrés oxidatiu, la febre o la inflamacié
(Lindquist, 1986; Morimoto, 1993). En totes aquestes situacions es produeix una alteracio de
l'equilibri acid-base i una hiperhidratacié cel-lular que condueix a una alteracio en el
plegament de les proteines i, per tant, a un trastorn de la seva funcionalitat. La resposta de
'organisme a aquesta situacié consisteix en la sintesi de dues classes de heat shock
proteins: les chaperones que repleguen proteines alterades i les proteases, com les
ubiqglitines, que asseguren la degradacié de proteines alterades (Jolly i Morimoto, 2000).

En eucariotes, pero, els membres de la familia de les hsp90 s’ha vist que tenen
funcions tant o més importants en situacions fisiologiques exercint de chaperones
especifiques de proteines implicades en transduccié de senyals, regulacié del cicle cel-lular i
resposta hormonal (Prodromou et al., 1997). La via de senyalitzacié millor estudiada, en la
qgual esta involucrat hsp90, és la dels receptors d’esteroides. Els receptors d’'esteroides en
unir-se a hsp90 canvien la seva conformacio fent-se capagos d’unir I'hormona, posteriorment

la seva dissociacié capacita al complex receptor-hormona a unir-se al DNA (Pratt i Toft,
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1997). Una altra ruta a on s’ha demostrat la participacié de hsp90 és la de les tirosin-kinases
(Xu i Lindquist, 1993). Hsp90 col-labora al plegament de moltes proteines de les que cal
destacar: la forma mutada de p53 (Blagosklonny et al., 1996), Tubulina (Sanchez et al.,
1988) i Actina (Nishida et al., 1986)

2.4.hsp90 i desenvolupament

2.4.1. Implicaci6 de la hsp90 en el desenvolupament. Revisio de la literatura.

L’'expressié dels gens de la familia de les hsp (Mirkes, 1987), aixi com els seus
reguladors transcipcionals, els HSF (Kawazoe et al., 1999), ha estat constatada i ben
estudiada durant el desenvolupament després d’'un episodi d’estrés térmic. S’ha vist que
determinades situacions d’'estrés, com per exemple I'augment de temperatura, augmenten
'index de mortalitat i el nimero de malformacions (Ingalls i Murakami, 1962; Schirone i
Gorss, 1968). En aquesta linia s’ha especulat que situacions d’'estrés durant periodes critics
de I'organogénesi poden produir alteracions del desenvolupament a causa de l'accio dels
gens de les hsp sobre d'altres gens involucrats en el desenvolupament de diferents
estructures embrionaries (German, 1984).

Menys es coneix del paper de les hsp durant el desenvolupament normal. S’ha vist,
en quan als HSF, que I'HSF2 s’expressa constitutivament durant el desenvolupament en
embrions de rata (Min et al., 2000) i de ratoli (Rallu et al., 1997). En testicle de ratoli, en
periode postnatal, existeix una correlacid entre els nivells d'HSF2 i de hsp70 (Sarge et al.,
1994) pero no s’ha pogut correlacionar en altres sistemes, com és el cas del SNC, durant el
periode prenatal del ratoli, en qué hsp70 mostra nivells d’expressid assincronics amb els
d'HSF2 (Rallu et al., 1997). Per explicar aquest fet s’han implicat variants d’splicing en el
HSF2, HSF2a expressada en testicle i HSFb en cor i SNC (Goodson et al., 1995), i s’ha
plantejat que potser son d'altres gens, diferents a les hsp, les dianes del HSF2 durant el
desenvolupament.

Respecte a I'expressié de les hsp de la familia de les hsp90 durant 'embriogénesi no
existeixen moltes dades en la literatura. En Drosophila melanogaster s’ha vist I'expressio de
hsp83 durant 'oogénesi i en les primeres fases del desenvolupament (Michaud et al., 1997) i
posteriorment durant la metamorfosi, relacionat amb pics dels nivells d’Ecdisona (Thomas i
Lengyel, 1986).

En Xenopus Laevis, també s’ha vist I'expressio de hsp90 en l'oocit. Durant la
segmentacio s’'observa mRNA de hsp d’origen matern i no és fins a la part final de la blastula

qgue I'embrié és capac de generar-lo per ell mateix (Ali et al., 1996)
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En peix zebra, mitjancant estudis de HIS, s’ha vist que hsp90a s’expressa en un petit
grup cel-lular dins del mesoderma paraxial presomitic a on també expressa MyoD (Sass et
al., 1996), un factor regulador de la miogénesi (Davis et al., 1987). Per a poder coneixer
'espectre de funcions que podien tenir les hsp90 (a ib) en el desenvolupament de Zebrafish
es va realitzar un estudi on es varen incubar embrions de peix zebra en aigua amb
Geldanamicina. Els embrions varen mostrar alteracions de la somitogénesi, com era
d’'esperar donada la seva expressido en embrions normals al mesoderma presomitic, pero
també varen presentar anomalies en el seu creixement al voltant del sac viteli i en els
embrions menys afectats es va veure una reduccié en la pigmentacié, una disminucié del
creixement dels ulls, anomalies del desenvolupament del cervell anterior i mig i defectes en
el desenvolupament del sistema circulatori en el que, malgrat haver-hi batec cardiac, la
circulacié sanguinia no arribava a establir-se (Lele et al., 1999).

En ratoli també s’ha vist expressié de hsp90 en els odcits (Curci et al., 1991). En
embrions postimplantacionals s’ha observat I'expressiéo de hsp90b a SNC a nivell de la
periferia del tub neural, en derivats de la zona marginal, i durant l'osteogénesi tant
membranosa com endocondral (Loones et al., 1997).

No existeix cap treball en el que s’hagi estudiat especificament I'expressio de hsp86
(hsp90a) durant el periode del desenvolupament en la rata. La informacié que posseim en la
rata prové de I'expressio de hsp en estres experimental o de I'expressio de HSFs. S’han
observat alteracions de la somitogenesi, elevacio del nivell de proteina hsp90 i disminucioé
dels nivells de Vimentina després d'un shock termic experimental (Fisher et al., 1996).
Aquest fet déna recolzament a la hipdtesi que hsp90 esta implicada en la somitogénesi, com

ja veiem en els experiments amb peix zebra (Sass et al., 1996).

2.4.2 Expressio de la hsp86 en el fetus de rata

Els nostres resultats amb la técnica de la la hibridacié “in situ” mostren preséncia de
la sonda F8Xbal (fragment de hsp86 de rata) a diferents localitzacions.

Inicialment varem intentar relacionar les diferents localitzacions a on s’expressa
aguest gen, en el fetus de rata, segons el seu origen ontogenic perd aquesta no ens aporta
informacié, dons, malgrat un cert predomini d'estructures d’'origen endodérmic, les diverses
localitzacions a on s’expressa F8 tenen el seu origen en diferents fulles embrionaries.

Mereix un tractament especial el lloc a on I'expressio del gen de la hsp86 (hsp90a)
€s més intens, en totes les edats, en els fetus de rata estudiats: les cél-lules germinals a
nivell testicular. En moltes espécies, entre les que hi ha la rata, I'aparell reproductor masculi
es troba a una temperatura inferior a la dels altres teixits de I'animal, doncs les cél-lules

germinals masculines s6n més sensibles al calor, de manera que petits augments de
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temperatura poden alterar la seva funcionalitat i produir esterilitat (Sarge i Cullen, 1997).
S’ha vist que I'HSF1 mostra un dintell d'activacié a temperatures inferiors en les cél-lules
testiculars que en les de la resta de I'organisme (Sarge et al., 1994), el que no queda clar és
quin és el paper que juguen les hsp, que s'activen pel HSF1, en la inhibicio de
'espermatogénesi. S’ha especulat que les hsp podrien inhibir I'entrada en mitosi de les
cellules germinals com s’ha vist en altres models experimentals (Sarge i Cullen, 1997) i
d’aquesta manera aturar I'espermatogénesi. En models de desenvolupament prenatal, en
ratoli, s’ha vist expressié de hsp86 i hsp84 (Gruppi et al., 1995), tot i que el gen de hsp més
abundantment expressat en testicles és el de la hsp70. Un factor que s’ha implicat en
I'expressio de les hsp 90 en testicle és la seva funcio en la regulacié funcional dels receptors
d’hormones esteroidals que pot ésser important en I'accié de la testosterona (Sarge i Cullen,
1997).

Una relacié possible, entre les localitzacions on s’expressa el fragment de la hsp86
de rata, la podem establir entre I'epiteli de les fosses nasals i bronquis doncs ambdés estan
relacionats amb la respiracid i presenten el mateix tipus d’epiteli: pseudoestratificat ciliat.
Aquest fet fa pensar en qué la connexio, en aquest cas, s'estableix en el fet de compartir
funci6 i estructura cel-lular més que en el seu origen. Hi ha, perod, un altre nivell de relacié
entre aquestes cél-lules, dels epitelis respiratoris (nasal i bronquial), amb les dels plexes
coroidals (Chamberlain, 1973; Otani i Tanaka, 1988; Peters i Swan, 1979) i les cél-lules
germinals masculines: totes elles desenvolupen estructures lliures amb mobilitat: cilis o
flagels. Els cilis i flagels estan formats per una estructura interna, I'axonema, constituida, en
vertebrats, per nou doblets de microtibuls que n'envolten a dos centrals. Cada microtabul
esta format per protofilaments constituits per heterodimers d'a i § tubulina (Laduefa et al.,
1992). S’ha evidenciat una clara relacié entre hsp90 i tubulina (Sanchez et al., 1988;
Redmond, 1989; Czar et al., 1996) perd no esta encara esclarida quina és la funcié exacta
gue hsp90 desenvolupa en el funcionament i ensamblatje dels microtdbuls. Tot i que amb
els nostres resultats no podem donar explicacions funcionals pel que fa al paper de la hsp90
en la dinamica de la tubulina, si que podem afirmar que existeix una relacioé entre cel-lules
amb elements cel-lulars lliures, cilis i flagels, i 'expressié de la hsp90a. En aquesta linia s’ha
observat l'associacio de hsp82, i també de hsp73, amb microtibuls madurs i cortex de
Tetrahymena suggerint-se la implicacié de gens de la familia de les hsp90 en I'estabilitat de
cilis, flagels i cortex ciliat (Williams i Nelsen, 1997).

Del que he comentat, respecte a la funcié de hsp90 en espermatogenesi, podem
concloure que no esta clara quina és la causa de la marcada expressiéo de hsp90 en les
cel-lules germinals masculines, evidenciada tant en el nostre treball com en la literatura,
doncs hi ha un motiu estructural: la implicacié de les hsp en la dinamica de la tubulina, i un

altre de funcional: la proteccié6 de les cél-lules germinals masculines per les hsp. Sera
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necessari invertir més esforcos en aclarir aquest fet, tot i que és possible que ambdos
mecanismes tinguin un paper en la seva explicacio

La preséncia d'hibridacié en d'altres localitzacions pot explicar-se en base a la
presencia de receptors de glucocorticois, diana de les hsp90, és el cas del timus, I'escorca
suprarenal, diferents zones del cervell i, una altra vegada en testicle, localitzacions on ja
previament s’ha descrit I'expressio de hsp90 (Vamvakopoulos, 1993). En altres

localitzacions I'expressio estaria relacionada amb diverses proteines plegades per hsp90a.

2.5.Hs 90a. i cancer

El gen de la hsp 90a ha estat relacionat amb la carcinogénesi en diferents treballs.
Amb la idea de resumir i de correlacionar la bibliografia existent amb els resultats d'aquest
treball dividiré aquest apartat en dues parts: 1. Implicacié de la hsp 90a en el cancer i 2.

Relaci6 existent entre tumorigénesi i localitzacions on s’expressa la sonda F8Xbal en la HIS.

2.5.1. Implicacié de la hsp 90a en el cancer

Els treballs que estudien la preséncia de hsp90a en carcinogenesi coincideixen, a
grans trets, en gque la hsp90a esta sobreexpresada en tumors, fet que fa considerar aquest
gen més com un oncogen que com un gen supressor de tumors.

Per explicar la relacié entre proliferacio cel-lular i hsp 90a s'ha considerat que les
proteines de la familia hsp90 tenen un paper molt important en el plegament de les
proteines necessaries per a les fases de creixement i divisio cel-lular, com son els receptors
d’esteroides, p53 mutada o proteines relacionades amb les Protein Kinases.

Un possible mecanisme d'accié carcinogénica de la hsp90a és a través del
protooncogén Pim-1, involucrat en proliferacié cel-lular i en la generaci6 de limfomes i
leucemies. S'ha vist que hsp90a i hsp90b interaccionen amb Pim-1 i que l'inhibidor especific
de hsp90, Geldanamicina, indueix una rapida degradacié de Pim-1 i la seva activitat kinasa
(Mizuno et al., 2001).

Entre els cancers en qué s'ha relacionat l'augment de l'expressié de hsp90a i
hiperproliferacié cel-lular hi ha, entre d'altres:

- Cancer d’Endometri: A més de l'augment d'expressié en cancer, hi ha un augment
d'expressio en la fase proliferativa del cicle menstrual i en hiperplasies (Wataba et al., 2001).
Préviament ja s’havia descrit la correlacié entre I'expressié de receptors d’estrogens i de

hsp90a, durant el cicle menstrual normal (Tang et al., 1995)
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- Cancer de Pancrees: S'ha observat augment d'expressié de hsp90a en carcinomes de
pancrees, no aixi en pancrees normal 0 en pancreatitis cronica ( Ogata et al., 2000).

- Cancer de Mama: S'ha vist I'augment de I'expressié de hsp90a en tumors de mama amb
una correlacié estreta entre I'expressio de hsp90a i lI'index de Proliferating-cell-nuclear-
antigen (PCNA) (Yano et al., 1996)

El fet que hsp90 és essencial per la supervivéncia de les cél-lules eucariotes s’ha
d’afegir que les cel-lules tumorals sén particularment sensibles a la inhibicié farmacologica
de hsp90 per la qual cosa s’esta considerant hsp90 com una bona diana per al tractament
antineoplasic i farmacs de la familia de la Geldanamicina com els més indicats per dur a
terme aquesta accid. (Neckers et al., 1999a). S’ha comprovat que la 17-(Allylamino)-17-
demethoxygelganamycin (17-AAG), introduida ja en assaigs clinics, produeix diferenciacié
morfologica i funcional en ceél-lules de cancer de mama que no tenen RB mutat (Minster et
al., 2001), potser degut a qué en absencia de hsp90a no existeixen, en forma activa, els
factors necessaris per entrar en fase S pel qual les cél-lules es mantenen en G1 i opten pel
cami de la diferenciacio (Munster et al., 2001).

2.5.2. Relacid existent entre tumorigénesi i localitzacié de la sonda F8 en I'HIS.

De les diferents localitzacions en qué hem observat hibridacié de la sonda F8 existeix
correlacio entre hsp 90a i cancer a les segtients localitzacions:

1. Carcinoma de nasofaringe: Les fosses nasals i la nasofaringe sén localitzacions on
I'expressié d'F8 és intensa i nitida. S'ha observat mitjancant la técnica de les microarrays i
sobre un pannell de 588 gens, la hiperregulacié de nou gens, entre els que es troba el de la
hsp86, variant d’'splicing de la hsp90a, que multiplica per 2,2 la intensitat de la seva
expressio en les cellules de carcinoma nasofaringi respecte a les cel-lules nasofaringies
normals (Fung et al., 2000)

2. Leucémia: Si considerem que el marcatge cel-lular del fetge sén precursors
hematopoétics, trobem un altre punt de contacte amb cancer doncs s'ha vist en diferents
estudis un marcat augment de I'expressié de hsp90a en cél-lules de leucemia aguda tant "in
vivo" com "in vitro" ( Yufu et al., 1992).

3. Tumors de glandules salivals: S’ha observat mitjancant immunohistoquimica
'expressi6 de hsp90 en tumors de glandules salivals, si bé aquesta positivitat era

percentualment superior en tumors benignes que en malignes (Vanmuylder et al., 2000)



Discussi6 103

3. GO. UNA CHAPERONINA AMB FUNCIONS DE GEN SUPRESSOR DE TUMORS.

Els clons de la banda GO mostren homologia d'un 93% amb Mus Musculus
Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5). La CCT (Chaperonin containing TCP-1) és una
chaperona que ajuda al plegament proteic en el citosol de les cél-lules eucariotes (Kubota et
al., 1995) i s'ha involucrat en el plegament d'actina i tubulina (Kubota et al., 1994; Lewis et
al. 1996). Aguesta chaperonina és membre de la familia que inclou Escherichia coli GroEL
(Georgopoulos et al., 1973), hsp60 mitocondrial (McMullin i Hallberg,1987), la subunitat de la
proteina transportadora Rubisco dels Plastids (RuBP) (Hemmingsen et al., 1988) i TF 55
(Trent et al., 1991). En les cél-lules somatiques de mamifer hi ha vuit subunitats CCT: a
(TCP-1), b, g d, e V1, h i g que estan codificades respectivament pels gens Ccta (Tcp-1),
Ccth, Cctg, Cctd, Ccte, Cctz-1, Ccth i Cctg (Yokota et al., 2000). En testicle de ratoli s'ha
trobat una subunitat especifica d’aquest organ que és la \*2, codificada pel gen Cctz-2
(Kubota et al., 1997). Les subunitats de CCt estan expressades ubiqguament en cél-lules de
mamifers pero els seus nivells depenen de I'index de creixement cel-lular (Yokota et al,
1999). Pel que fa a la seves funcions se sap que CCT ajuda al plegament de I'actina (Gao et
al., 1992) i la tubulina (Frydman et al., 1992) “in vitro” i que s’uneix a l'actina i la tubulina nou
sintetitzades “in vivo” (Sternlicht et al., 1993). Aixi mateix, s'ha observat el augment en els
nivells de subunitats de CCT després d'un estrés quimic, causant d'una acumulacié de
proteines no-plegades (Yokota et al., 2000)

La sequéncia dels clons de GO, quan els localitzem en el genoma huma (UCSC), es
troba en la banda 5q 34 i és homologa amb exons 6 i 7 dels gen Homo Sapiens mRNA for
KIAA0098 protein i del Homo Sapiens, clone IMAGE:3543711 mRNA , partial cds. Aquests
dos gens comparteixen els exons 1,2 i 3 amb el gen Homo Sapiens PNAS-102, complete
cds i I'exd 1 amb Homo Sapiens mRNA activated in tumor supression, clone TSAP9 .

Homo Sapiens mRNA activated in tumor supresion, clone TSAP9 es va clonar quan
s'estudiava el patré d'expressié diferencial entre dues linies cel-lulars, 'una de leucemia
humana (K562) i l'altre (KS) procedent de la infeccié per un parvovirus a K562. Es coneix
gue H1 Parvovirus té un efecte citopatic sobre una varietat de cel-lules tumorals entre les
gue es troben les cél-lules de leucémia humana K562. Quan s'afegeix aquest virus a un
cultiu de ceél-lules K562 es produeix la mort de les cél-lules malignes, preservant les cel-lules
KS, que presenten un fenotip tumoral suprimit i no sén, per tant, diana del virus. La causa
per la qual les cel-lules KS no presenten un fenotip maligne i son resistents a H-1 podria
residir en el fet que les cél-lules KS expressen p53 a diferéncia de les K562 (Telerman et al.,
1993). L'estudi de I'expressio génica diferencial entre KS i K562 (Roperch et al. , 1999) va

mostrar 15 cDNAs diferencialment expressats (14 activats en KS i 1 activat en K562) i un
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dels activats en les céllules KS va ser TSAP9. Com a consequéncia, els cDNA
hiperexpressats en les cél-lules amb fenotip tumoral suprimit eren considerades com a
possibles gens supressors i potencialment relacionats amb p53 expressat diferencialment
en aquestes cél-lules. El paper prodiferenciador de la CCT (Chaperonin containing TCP-1),
plegant Actina i Tubulina, entre d'altres, és concordant amb la seva consideracié de “gen
supressor de tumors”.

No existeixen estudis d'expressio de CCT en el desenvolupament, motiu que
considerem a la sonda GO com el seglient candidat per a I'estudi de I'HIS en periode

prenatal.

4. DESENVOLUPAMENT | PATOLOGIA CONGENITA. M2. GEN DE L'ATROFIA OPTICA

La banda M2 és un bon exemple del bon rendiment que podem extreure de la
comparacio entre espécies i de la utilitzacié de diferents bases de dades. Si utilitzem Blast
NCBI, en el cas de la banda M2, trobem gue la maxima homologia és amb el mRNA de RN
protein de Rattus Norvergicus, el qual ens déna I'homologia de la nostra sequencia amb
I'espécie en la qual hem treballat pero, en aquest cas, no ens aporta més informacié. La
sequiéncia mostra un 92% d’homologia amb Mus musculus largeG mRNA for large GTP
binding protein i un 84% amb dues sequéncies d’'Homo Sapiens KIAAQ0567 protein i optic
atrophy 1 (autosomal dominant) (OPA1). Totes aquestes homologies, com tot seguit
veurem, conflueixen en el gen que causa l'atrofia dptica hereditaria, tipus 1.

Recentment s'ha descrit una proteina relacionada amb la dinamina a
Schizosaccharomyces pombe, Mspl, essencial per al manteniment del DNA mitocondrial
(Pelloquin et al., 1998; Pelloquin et al., 1999), igual que la seva seqiiéncia ortologa en
Saccharomyces cerevisae (Jones i Fangman, 1992), Mgmlp. Cercant la sequéncia
homologa en huma es va trobar una seqgiiéncia que codificava una proteina desconeguda,
KIAA0567, (Delettre et al., 2000). Per tant, KIAA0567 codifica una proteina relacionada amb
la dinamina, en huma. Mspl i Mgmlp, i per homologia també KIAA0567, tenen un domini
GTPasa i un domini dinamina, conservats en totes les dinamines (Van der Bliek, 1999) i un
domini aminoterminal necessari per a la localitzacié mitocondrial (Pelloquin et al., 1999). En
la sequéncia M2, el clon obtingut ha mostrat homologia amb KIAA0567 i concretament a
nivell del domini GTPasa, segons podem extrapolar de I'homologia amb Mus musculus
largeG mRNA for large GTP binding protein.

En el mateix estudi en qué es troba I'hnomologia entre Mspl, Mgmlp i KIAA0O567
(Delettre et al., 2000) es detecta I'hnomologia de KIAA0567 amb dos clons del servidor de
I'Institut Whitehead corresponents a OPA1 (el gen causant de l'atrofia Optica hereditaria,
tipus 1) i es localitza el gen OPAL, mitjancant FISH, a 3g28-29. El gen Homo sapiens optic
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atrophy 1 (autosomal dominant) (OPA1) completa el ventall de sequiéncies homologues amb
la banda M2 i la localitzacié que mostra el FISH (3928-29) és la mateixa localitzacié d'M2 a
la sequiéncia de genoma huma: 3g29.

L'atrofia Optica tipus 1 (OPA1) és una neuropatia hereditaria dominant que afecta
entre 1:20.000-1:50.000 nadons (Alexander et al., 2000). Clinicament es manifesta per una
pérdua d'agudesa visual i, en molts casos, per ceguesa (Hoyt, 1980). El fet que en I'OPAL hi
hagi perdua de cel-lules ganglionars de la retina i que el gen alterat estigui relacionat amb
I'estructura mitocondrial indueix a fer un paral-lelisme amb I'atrofia optica hereditaria de
Leberen en la que existeix afectacié en les cél-lules ganglionars i la causa d’aquesta es
troba en una alteraci6 en la cadena respiratoria dels mitocondris deguda a mutacions en els
gens que codifiquen les subunitats del complex de la cadena respiratoria (Wallace et al.,
1988). Aquests fets indueixen a pensar que les mutacions en OPAL que afecten la integritat
mitocondrial resulten en una alteracié del subministrament d'energia que a la llarga afecta
metabolicament a les cél-lules ganglionars de la retina i conseqientment a la seva
supervivéncia (Alexander et al., 2000) .

Amb técniques de Northen blot i mMRNA dot blot s’ha vist que el gen OPAl
s’expressava ubiquament i que la localitzacié on I'expressié era més intensa era a retina
(Alexander et al., 2000), pero no existeixen treballs que hagin estudiat I'expressio d’aquest

gen durant el desenvolupament.

5. Ol1. LA COMPLEXITAT DEL GENOMA

La banda O1 mostra homologia amb varies sequeéencies diferents i de dificil correlacio.
El primer a dir d'ella és que, donada I'homologia d'especie i I'abundancia dels rRNA, hem de
pensar que el que hem amplificat en la nostra RAP-PCR és Rat 18S rRNA gene.

Si analitzem, pero, els resultats obtinguts a BLAST NCBI-nr, veiem una homologia,
amb el mateix valor estadistic que Rat 18S rRNA gene, amb un gen de rosegador, Mus
musculus ETS-related transcription factor ERF (Erfl), un membre de la familia del gens ETS
que codifiquen factors de transcripcié reguladors relacionats amb proliferacio cel-lular,
diferenciacié i tumorigénesi (Mavrothalassitis i Ghysdael, 2000).

La sequéencia O1 mostra, en el BLAST en la base de dades del genoma huma
(UCSC), homologia en el cromosoma 19p12, en el mateix segment, amb Homo sapiens
tensin (AF225896) i Homo sapiens serine/threonine protein kinase Kp78 splice variant
CTAK75a (AF159295 ) i una homologia molt elevada, d'un 98%, perd en un segment
relativament curt (77/78) amb Human iroquois-class homeodomain protein IRX-3 (U90305),

un gen amb homeodomini que esta implicat en el desenvolupament de la glandula mamaria
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en humans (Lewis et al.,, 1999). A 3p24.1 trobem també homologia amb el gen Human
iroquois-class homeodomain protein IRX-3 .

L'estudi d’aquesta seqiiéncia ens mostra que el genoma és moltes vegades complex
i que degut a recombinacions, duplicacions i una amplia varietat de canvis, una seqiiéncia
pot mostrar homologia, practicament completa, amb gens aparentment tan diferents com el
d’'un factor de transcripcio de la familia ETS, el de la tubulina o un gen que codifica RNA
ribosomic. Per altra banda, el fet de trobar localitzat un gen, Human iroquois-class
homeodomain protein IRX-3, en dos cromosomes (19p12 i 3p24) diferents ens mostra que
probablement I'estudi del genoma huma és encara inexacte i queda un llarg cami a recérrer
en aguest camp. Per Ultim, considerar que la generacié de sequencies de cDNA a partir de
primers arbitraris pot presentar aquest tipus de limitacions, ja que els fragments de cDNA
aleatoris, potser, si no contenen les zones més especifiques de la seqiiéncia d’un gen poden
conduir a situacions en les que sigui probablement impossible conéixer a quin gen correspon
la sequéncia amplificada. En aquestes situacions, continuar la recerca amb la HIS només
ens conduiria a resultats ininterpretables, motiu pel qual la millor opci6, creiem, és aturar-
nos en la sequiénciacié o cercar noves estratégies, com el disseny de primers especifics, per

a I'estudi concret d’'una de les sequiéncies homologues.

6. DESENVOLUPAMENT | CANCER. GENS DEL DESENVOLUPAMENT | DEL CANCER

Ron Amundson va desenvolupar el concepte de “forga explicativa” com el significat
gue té un mecanisme, respecte a qualsevol altre mecanisme alternatiu, a I'hora de cercar
explicacions d'un fet concret (Amundson, 1989). Aquest concepte no parla tant de la
validesa d’'un mecanisme sind de la seva contribucio, amb relacié als altres, en explicar un
fenomen concret.

Gunter Wagner, utilitzant el concepte d’Amundson diu que sempre hi ha un
mecanisme que “té més forca” a I'hora d’explicar cadascun dels esdeveniments en
I'evolucié de les espécies; la genética de poblacions i la genética del desenvolupament, no
son explicacions alternatives, sin6 que ambdues tenen “forga explicativa” pels mecanismes
evolutius i la importancia de cadascuna d’elles varia d’un cas a l'altre (Wagner, 2000).

El cancer és un tipus molt concret d’evolucié en el que poblacions cel-lulars han
adquirit noves propietats que els hi confereixen un millor o pitjor futur en un ecosistema que
és l'organisme animal. Quina és la seva forca explicativa? La geneética de poblacions? En
part segur que si, en un medi concret, I'organisme, les cél-lules millor adaptades, que es
multipliguen més rapid i sén més independents dels factors externs tenen meés possibilitats
de resultar seleccionades (Hanahan i Weinberg, 2000) com malauradament succeeix

masses vegades en la vida dels éssers humans. Perd quins son els mecanismes cel-lulars
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gue confereixen a les cél-lules tumorals aquest avantatge? Creiem que sén vies de
senyalitzacié del desenvolupament mantingudes latents probablement en la maquinaria
adormida de les stem cells (Taipale i Beachy, 2001), cél-lules embrionaries en I'organisme
adult. Per aixd creiem que els mecanismes del desenvolupament tenen “for¢a explicativa”
pel cancer.

Hi ha molts estudis que parlen de cancer i desenvolupament com “dues cares de la
mateixa moneda” i es comenca a percebre que fer recerca en desenvolupament és fer una
inversid en cancer, aixi com coneixer les vies del cancer ens ensenya a entendre el
desenvolupament. En el nostre treball, en el que hem fet un primer sondeig en els gens
durant el desenvolupament, hem trobat dos gens hsp86 i Chaperonin subunit 5 (epsilon)
(Cct-5) relacionats amb vies de la carcinogenesi. L'un, hsp86, un gen relacionat amb
proliferacié cel-lular i I'altre, Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5), un probable gen
supressor de tumors. Aquesta nostra primera pesca de gens relacionats amb la
carcinogénesi en el mar del desenvolupament, tot i que encara és minsa, ens diu que el
cami del desenvolupament és bo per arribar al cancer.

Pensem que no es pot parlar de gens del desenvolupament i gens del cancer, doncs son els
mateixos gens en situacions diferents, hauriem de parlar de gens del desenvolupament i

la carcinogenesi (GDC).

7.1 ARA, CAP A ON?

Creiem que el cami que hem encetat és un cami apassionant de recorre, després
d’aquest treball hi ha moltes més portes obertes que abans i el que darrera d'elles
s’entreveu convida a travessar-les.

El gen de la Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5), és un nou repte per a
nosaltres i ja hi ha d'altres bandes esperant a ésser sequienciades, la RAP-PCR és una font
inesgotable de noves idees.

Amb les técniques de microcaptura per laser de cél-lules podrem aconseguir millorar
encara més en la concrecié de les poblacions cel-lulars que expressen gens, per a poder
delimitar les seves interaccions.

En I'horitzé proper o llunya hi veiem les microarrays com a metode per a aconseguir
un cribratge génic ampli i detectar aixi simultaniament un major nombre de gens implicats en
desenvolupament.

| per dltim el cancer, posar a punt les sondes de gens del desenvolupament,
detectats en el periode prenatal, per a realitzar hibridacié “in situ” en teixits tumorals i aixi

conéixer millor la implicacié d’aquests gens en el procés carcinogenic.
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CONCLUSIONS

1. La teécnica RAP-PCR ha mostrat ser adequada per a l'estudi de I'expressid génica
diferencial durant el desenvolupament prenatal a partir de fragments microdissecats. La
hibridacié “in situ” és un bon complement de la técnica de fingerprinting doncs

proporciona una informacié topografica de I'expressio génica.

2. De totes les bandes aillades i sequenciades, tres han mostrat homologia amb gens
coneguts: F8 amb hsp86 de la rata, GO amb Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5) i M2
amb el gen de latrofia optica tipus 1 (OPAl) i dues han resultat sequéncies
desconegudes. Aixd demostra la utilitat d’aguesta tecnica a I'hora de detectar gens

coneguts i desconeguts durant el periode del desenvolupament.

3. La banda F8 (homologa amb hsp86 de la rata) s’expressa, entre altres localitzacions, en
I'epiteli de les fosses nasals i dels bronquis de mida gran, en la capa ependimaria dels
plexes coroidals i en les cél-lules germinals masculines en el testicle. Totes elles son
estructures que desenvolupen elements mabils com cilis o flagels, fet que concorda amb

I'associacio de I'expressio de hsp90 amb tubulina.

4. Dues de les bandes analitzades: F8 (homologa a hsp86 de rata) i GO (homologa a
Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5)) mostren implicacié en la carcinogénesi, la qual
cosa ens confirma que el plantejament de cercar gens de la carcinogénesi en el

desenvolupament és una estratégia encertada.
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