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

Estudiar l’expressió gènica diferencial en teixits de rata prenatal era un repte que ens

va agradar d’assumir doncs significava la col·laboració de dues línies de recerca, l’una

procedent de l’embriologia i l’altre de la biologia molecular. Aquest treball és la primera

collita d’aquest empelt entre les dues línies, moment de mirar endarrera i de mirar endavant.

Analitzant, amb la perspectiva actual, el treball d’aquests tres anys, voldria comentar

els següents punts:

El primer objectiu va ser aconseguir una correcta microdissecció que ens permetés

saber que treballaríem amb territoris delimitats i coneguts. El criteri a l’hora d’escollir

territoris objecte, per a un estudi d’expressió gènica diferencial, és cercar que siguin, entre

ells, prou semblants per obtenir patrons comparables, però suficientment diferents per

detectar canvis, potencialment importants, d’expressió gènica. Amb aquestes premisses i

una certa desviació cap al terreny digestiu, per la història d’ambdós grups, vàrem delimitar

uns segments de tub digestiu amb una entitat diferencial anatòmica i embriològica.

L’extracció de RNA és una tècnica feixuga per totes les precaucions que s’han de

tenir a fi d’evitar la degradació del àcid nucleic. En el nostre cas a això s’hi afegia la petita

grandària de les mostres i la inexperiència del'extractor, però malgrat tot el RNA va ser extret

i la petita quantitat que, en ocasions, s’obtingué va ésser compensada per l’alt rendiment de

la RAP-PCR en aquestes situacions.

Posar a punt la tècnica de la RAP-PCR per les mostres d’embrió de rata va ésser

més senzill del que d’entrada suposàvem doncs els primers arbitraris que vàrem provar

varen donar, en general, bons patrons de bandes, reproduïbles. Vàrem optar per el primer

D4S2912GT, un primer dissenyat per a estudiar polimorfismes en un dels microsatèl·lits del

cromosoma 4 humà, per ser el que va produir patró més operatiu.

Els resultats de la RAP-PCR varen oferir un bon número de bandes corresponents a

gens expressats en els diferents segments de tub digestiu, alguns d’ells expressats

diferencialment. La tècnica de la RAP-PCR és molt bona per veure expressió gènica però és

una tècnica de cribratge i, per tant, un primer pas que ha de seguir-se d’altres tècniques que

confirmin i complementin la seva informació.

Un cop seleccionades les bandes a estudiar vàrem clonar-les i seqüenciar-les a fi de

conèixer quins eren els gens que s’hi amagaven al darrera. La seqüenciació dóna ja una

informació “de qualitat” doncs posa noms, i a vegades cognoms, a les que fins aquell

moment són unes “sense papers” i permet decidir l’estratègia a seguir: continuar la recerca o

aturar-se en aquell punt.
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La seqüenciació ha proporcionat, en la major part dels casos, informació “de qualitat”

i en altres, els menys, no ha aportat dades concloents. La metodologia de la RAP-PCR

amplifica tot tipus d’RNAs, a diferència del differential display que només ho fa dels mRNAs,

per la qual cosa , en el nostre cas, hem obtingut cinc seqüències de rRNA (E3, G1, H3, N0 i

N1), dues de les quals procedeixen del genoma mitocondrial (E3 i G1). En tres casos les

bandes seqüenciades han mostrat la màxima homologia amb mRNAs (F8/hsp86, G0/CCT-5

i M2/GTP binding protein), dos seqüenciats en ratolí i un, en rata. Dues seqüències (J2 i

N1.1) han mostrat una seqüència desconeguda de nucleòtids. Per últim, en el cas de la

banda O1, com més endavant en aquesta discussió comentaré, és molt difícil d’assegurar

que és el què realment hem amplificat.

Complementar la metodologia de la RAP-PCR amb la HIS l’hi confereix a la primera

una verificació topogràfica, proporcionant un patró d’expressió ja no només tissular sinó

cel·lular, amb l’avantatge addicional de no requerir l’obtenció d’una major quantitat de RNA a

diferència, per exemple, de la tècnica del Northen blot (Shen, 2001)

La hibridació “in situ” ha estat, per tant, el següent pas per una de les bandes

seqüenciades, la que donava màxima homologia amb la hsp86 i, gràcies a ella, hem

aconseguit una informació molt valuosa en la comprensió de la funció d’aquest gen.

2. F8. HSP 90

2.1. Gen-proteïna de la hsp 90

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

Quan vàrem seqüenciar el clon de la hsp90α, aquesta encara no havia estat

seqüenciada en rata. Fa pocs mesos va aparèixer la seqüència del gen sencer de la hsp86

(hsp90α) en Rattus Norvergicus (Li et al  gi|14270365|emb|AJ297736.1|RNO297736) i va

ratificar les  nostres suposicions, basades en homologies amb altres espècies, de què la

seqüència F8 era un fragment del mRNA de la hsp86 de la rata (ortòloga a la hsp90

humana).

El fragment F8 comprèn tres dels 11 exons del gen: Part de l'exó 2 (1432-1493), l'exó 3

sencer (1591-1959) i part de l'exó 4 (2321-2388), numerats segons l'ordre de nucleòtids del

gen hsp86 de Rattus Norvergicus que consta en  BLAST NCBI.

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

on mostra una homologia d'un 92% amb el gen hsp90  i a on també s’hi troben altres

seqüències que corresponen a variants d'splicing del gen hsp90α com són 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’unió

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

2.1.2. Regulació de la transcripció. Factors de transcripció.

L’expressió del gens de les heat shock proteins en mamífers està regulada pels

factors de transcripció anomenats Heat shock factors (HSFs) (Morimoto et al., 1992). En

ratolí i humà 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 acció

repressora o 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 aigües amunt de tots els gens heat shock (Wu, 1995).

HSF1 i HSF3 són factors induïbles per l’estrès (Sarge et al., 1993; Nakai i Morimoto,

1993), però HSF 2 no s’uneix a la HSE en situacions d’estrès sinó que s’ha vist que s’indueix

en cèl·lules que s’estan diferenciant (Sistonen et al., 1992), per aquest motiu i perquè s’ha

demostrat durant l’embriogènesi del ratolí (Rallu et al., 1997) s’ha considerat que pot estar

relacionat amb esdeveniments del desenvolupament.

2.1.3. Proteïna HS 90

El fragment clonat de hsp86 mostra una conservació perfecta de la seqüència

d'aminoàcids respecte a la seqüència humana, això vol dir que estem davant d'una proteïna

molt important en el curs de l'evolució i/o un fragment capdal dins de l'estructura d'aquesta

proteïna. La conservació de la seqüència d'aminoàcids és deguda, molt probablement, a què

la zona codificada per F8 correspon, segons podem veure en la relació d'homologies de F8

per a proteïnes, al domini d'unió de la hsp90α a Geldanamicina-ATP. L’existència d’un lloc

d’unió de l’ATP a la hsp90α ha estat durant molt temps en debat fins que es va veure de

manera inqüestionable, en la seva estructura cristal·lina, una butxaca en la qual s’uneix la

molècula d’ATP (Prodromou et al., 1997) i que correspon al mateix lloc on s’uneix la

molècula de Geldanamicina (Stebbins et al., 1997), un antibiòtic de la família de les

Ansamicines, que inhibeix les funcions de la hsp90α. Donat que, com veurem més

endavant, la hsp90α s’associa a proliferació cel·lular en el càncer, darrerament s’està
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considerant el potencial de la Geldanamicina com a molècula anticancerígena (Neckers et

al., 1999a)

2.2. Fil.logenia de les hsp90.

2.2.1. Família de les hsp90

Les Heat shock proteins han estat dividides en cinc famílies: hsp 100, 90, 70, 60 i

shsp (small hsp) d’acord amb el seva grandària, estructura i funció (Craig et al., 1994)

Els gens de la família de les hsp90 mostren una marcada conservació des des

bacteris fins als humans (Parsell i Lindquist, 1993), actuen com a chaperones en el citosol i

en el reticle endoplasmàtic. La família de les chaperones hsp90 està composada per les

dues formes humanes hsp90α i hsp90β (Hickey et al., 1989), hsp 86 i 84 en ratolí (Perdew et

al., 1993), hsp 83 en Drosophila i Hsc82 i hsp82 en llevats. Altres membres de la família són

HtG en el citosol dels bacteris, Grp94/gp96 (Nicchitta, 1998; Argon i Simen, 1999) en el

reticle endoplasmàtic de les cèl·lules eucariotes i recentment s’ha descobert hsp75/TRAP 1

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

2.2.2. hsp90  i hsp90 

Les duplicacions gèniques són situacions molt freqüents en el genoma i tenen una

importància capdal en l'evolució. Quan hi ha una duplicació és com si hi hagués una

relaxació en la pressió evolutiva sobre una seqüència, doncs com que la funció de la

proteïna esta assegurada per una de les dues copies, l'altre es pot permetre el luxe de fer

canvis en la seva seqüència 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 duplicació

ancestral que en Homo Sapiens està representada per hsp90α i hsp90 β.

A la rata trobem també els dos gens, hsp90α (hsp86) i hsp90β (hsp90). La hsp90β de

la rata es va seqüenciar 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)

(gi|6680304|ref|NM_008302.1|) i del 88% amb el gen homòleg humà Homo sapiens heat

shock 90kD protein 1, beta (HSPCB), mRNA (NM_007355), que està format per 11 exons

(igual que hsp90α) i es localitza a 6p 21.1 (chr6:50422927-50428126) al genoma humà

segons consta a la base de dades de la UCSC. La seqüència F8 mostra una homologia

d’un 77% amb el gen hsp90βde la rata, però hem de recordar que no són gens homòlegs

sinó paràlegs. A nivell de seqüència d’aminoàcids hsp90 de la rata (hsp90β) mostra un 85%
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d’homologia amb la hsp90β Humana (gi|13654497|ref|XP_018115.1| heat shock 90kD

protein 1, beta (Homo sapiens).

L’homologia entre els dos gens paràlegs hsp90α i hsp90β, en un alineament de

seqüències oscil·la entre el 75 i el 78 %, en la rata, però hi ha tres regions en les que

aquesta homologia augmenta: 1. Un segment del 90% en l’exó 5 ( 2687-2726 de la α) 2. Un

segment del 86% (1376-1471) en l’exó 2 i 3. Un segment del 83 % també en l’exó 5.

La seqüència F8 conté una part del segment d’homologia del 86% (2), mostrant 39

nucleòtids (de 493-454 d’F8) amb una homologia del 85% entre F8 (hsp90α) i hsp90β amb

una conservació del 100% en la seqüència d’aminoàcids (NTFYSNKEIFLRE). Aquesta

seqüència d’aminoàcids mostra l’homologia dins del domini de la Geldanamicina de les

hsp90 (gi|3114264|pdb|1YES| Human hsp90 Geldanamycin-Binding Domain, "open"

Conformation), que, com ja he comentat abans, està molt conservada en l’evolució dels

gens homòlegs (hsp90α) i paràlegs (hsp90α i hsp90β).

2.3.Funcions de les hsp 90

Els membres de la família de les hsp90 tenen funcions molt importants en la

tolerància a l'estrès (Borkovich et al., 1989) i en el plegament de proteïnes (Freeman i

Morimoto, 1996).

La resposta tipus “heat shock” o resposta a l'estrès està molt conservada en l’escala

evolutiva (en bacteris, plantes i animals) i és essencial com a mecanisme de defensa

cel·lular d’un ampli ventall de situacions com són el “heat shock”, els alcohols, els inhibidors

del metabolisme energètic, els metalls pesats, l’estrès oxidatiu, la febre o la inflamació

(Lindquist, 1986; Morimoto, 1993). En totes aquestes situacions es produeix una alteració de

l'equilibri àcid-base i una hiperhidratació cel·lular que condueix a una alteració en el

plegament de les proteïnes i, per tant, a un trastorn de la seva funcionalitat. La resposta de

l’organisme a aquesta situació consisteix en la síntesi de dues classes de heat shock

proteins: les chaperones que repleguen proteïnes alterades i les proteases, com les

ubiqüitines, que asseguren la degradació de proteïnes alterades (Jolly i Morimoto, 2000).

En eucariotes, però, els membres de la família de les hsp90 s’ha vist que tenen

funcions tant o més importants en situacions fisiològiques exercint de chaperones

específiques de proteïnes implicades en transducció de senyals, regulació del cicle cel·lular i

resposta hormonal (Prodromou et al., 1997). La via de senyalització millor estudiada, en la

qual està involucrat hsp90, és la dels receptors d’esteroides. Els receptors d’esteroides en

unir-se a hsp90 canvien la seva conformació fent-se capaços d’unir l'hormona, posteriorment

la seva dissociació 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 participació de hsp90 és la de les tirosin-kinases

(Xu i Lindquist, 1993). Hsp90 col·labora al plegament de moltes proteïnes 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. Implicació de la hsp90 en el desenvolupament. Revisió de la literatura.

L’expressió dels gens de la família de les hsp (Mirkes, 1987), així 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’estrès tèrmic. S’ha vist que

determinades situacions d’estrès, com per exemple l’augment de temperatura, augmenten

l’índex de mortalitat  i el número de malformacions (Ingalls i Murakami, 1962; Schirone i

Gorss, 1968). En aquesta línia s’ha especulat que situacions d’estrès durant períodes crítics

de l’organogènesi poden produir alteracions del desenvolupament a causa de l’acció dels

gens de les hsp sobre d’altres gens involucrats en el desenvolupament de diferents

estructures embrionàries (German, 1984).

Menys es coneix del paper de les hsp durant el desenvolupament normal. S’ha vist,

en quan als HSF, que l'HSF2 s’expressa constitutivament durant el desenvolupament en

embrions de rata (Min et al., 2000) i de ratolí (Rallu et al., 1997). En testicle de ratolí, en

període postnatal, existeix una correlació entre els nivells d'HSF2 i de hsp70 (Sarge et al.,

1994) però no s’ha pogut correlacionar en altres sistemes, com és el cas del SNC, durant el

període prenatal del ratolí, en què hsp70 mostra nivells d’expressió assincrònics amb els

d'HSF2 (Rallu et al., 1997). Per explicar aquest fet s’han implicat variants d’splicing en el

HSF2, HSF2α expressada en testicle i HSFβ en cor i SNC (Goodson et al., 1995), i s’ha

plantejat que potser són d’altres gens, diferents a les hsp, les dianes del HSF2 durant el

desenvolupament.

Respecte a l’expressió de les hsp de la família de les hsp90 durant l’embriogènesi no

existeixen moltes dades en la literatura. En Drosophila melanogaster s’ha vist l’expressió de

hsp83 durant l’oogènesi 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 l’expressió de hsp90 en l’oocit. Durant la

segmentació s’observa mRNA de hsp d’origen matern i no és fins a la part final de la blàstula

que l’embrió és capaç de generar-lo per ell mateix (Ali et al., 1996)
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En peix zebra, mitjançant estudis de HIS, s’ha vist que hsp90α s’expressa en un petit

grup cel·lular dins del mesoderma paraxial presomític a on també expressa MyoD (Sass et

al., 1996), un factor regulador de la miogènesi (Davis et al., 1987). Per a poder conèixer

l’espectre de funcions que podien tenir les hsp90 (α iβ) 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 somitogènesi, com era

d’esperar donada la seva expressió en embrions normals al mesoderma presomític, però

també varen presentar anomalies en el seu creixement al voltant del sac vitelí i en els

embrions menys afectats es va veure una reducció en la pigmentació, una disminució 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 cardíac, la

circulació sanguínia no arribava a establir-se (Lele et al., 1999).

En ratolí també s’ha vist expressió de hsp90 en els oòcits (Curci et al., 1991). En

embrions postimplantacionals s’ha observat l’expressió de hsp90β a SNC a nivell de la

perifèria del tub neural, en derivats de la zona marginal, i durant l’osteogènesi tant

membranosa com endocondral (Loones et al., 1997).

No existeix cap treball en el que s’hagi estudiat específicament l’expressió de hsp86

(hsp90α) durant el període del desenvolupament en la rata. La informació que posseïm en la

rata prové de l’expressió de hsp en estrès experimental o de l’expressió de HSFs. S’han

observat alteracions de la somitogènesi, elevació del nivell de proteïna hsp90 i disminució

dels nivells de Vimentina després d’un shock tèrmic experimental (Fisher et al., 1996).

Aquest fet dóna recolzament a la hipòtesi que hsp90 està implicada en la somitogènesi, com

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

2.4.2.Expressió de la hsp86 en el fetus de rata

Els nostres resultats amb la tècnica de la la hibridació “in situ” mostren presència de

la sonda F8XbaI (fragment de hsp86 de rata) a diferents localitzacions.

Inicialment vàrem intentar relacionar les diferents localitzacions a on s’expressa

aquest gen, en el fetus de rata, segons el seu origen ontogènic però aquesta no ens aportà

informació, dons, malgrat un cert predomini d’estructures d’origen endodèrmic, les diverses

localitzacions a on s’expressa F8 tenen el seu origen en diferents fulles embrionàries.

Mereix un tractament especial el lloc a on l'expressió del gen de la hsp86 (hsp90α)

és més intens, en totes les edats, en els fetus de rata estudiats: les cèl·lules germinals a

nivell testicular. En moltes espècies, entre les que hi ha la rata, l'aparell reproductor masculí

es troba a una temperatura inferior a la dels altres teixits de l'animal, doncs les cèl·lules

germinals masculines són 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 l'HSF1 mostra un dintell d'activació a temperatures inferiors en les cèl·lules

testiculars que en les de la resta de l'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 inhibició de

l’espermatogènesi. S’ha especulat que les hsp podrien inhibir l’entrada en mitosi de les

cèl·lules germinals com s’ha vist en altres models experimentals (Sarge i Cullen, 1997) i

d’aquesta manera aturar l’espermatogènesi. En models de desenvolupament prenatal, en

ratolí, s’ha vist expressió 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

l’expressió de les hsp 90 en testicle és la seva funció en la regulació funcional dels receptors

d’hormones esteroïdals que pot ésser important en l’acció de la testosterona (Sarge i Cullen,

1997).

Una relació possible, entre les localitzacions on s’expressa el fragment de la hsp86

de rata, la podem establir entre l'epiteli de les fosses nasals i bronquis doncs ambdós estan

relacionats amb la respiració i presenten el mateix tipus d’epiteli: pseudoestratificat ciliat.

Aquest fet fa pensar en què la connexió, en aquest cas, s'estableix en el fet de compartir

funció i estructura cel·lular més que en el seu origen. Hi ha, però, un altre nivell de relació

entre aquestes cèl·lules, dels epitelis respiratoris  (nasal i bronquial), amb les dels plexes

coroïdals (Chamberlain, 1973; Otani i Tanaka, 1988; Peters i Swan, 1979) i les cèl·lules

germinals masculines: totes elles desenvolupen estructures lliures amb mobilitat: cilis o

flagels. Els cilis i flagels estan formats per una estructura interna, l'axonema, constituïda, en

vertebrats, per nou doblets de microtúbuls que n'envolten  a dos centrals. Cada microtúbul

està format per protofilaments constituïts per heterodímers d'  i  tubulina (Ladueña et al.,

1992). S’ha evidenciat una clara relació entre hsp90 i tubulina (Sanchez et al., 1988;

Redmond, 1989; Czar et al., 1996) però no està encara esclarida quina és la funció exacta

que hsp90 desenvolupa en el funcionament i ensamblatje dels microtúbuls. Tot i que amb

els nostres resultats no podem donar explicacions funcionals pel que fa al paper de la hsp90

en la dinàmica de la tubulina, si que podem afirmar que existeix una relació entre cèl·lules

amb elements cel·lulars lliures, cilis i flagels, i l’expressió de la hsp90α. En aquesta línia s’ha

observat l’associació de hsp82, i també de hsp73, amb microtúbuls madurs i còrtex de

Tetrahymena  suggerint-se la implicació de gens de la família de les hsp90 en l’estabilitat de

cilis, flagels i còrtex ciliat (Williams i Nelsen, 1997).

Del que he comentat, respecte a la funció de hsp90 en espermatogènesi, podem

concloure que no està clara quina és la causa de la marcada expressió de hsp90 en les

cèl·lules germinals masculines, evidenciada tant en el nostre treball com en la literatura,

doncs hi ha un motiu estructural: la implicació de les hsp en la dinàmica de la tubulina, i un

altre de funcional: la protecció de les cèl·lules germinals masculines per les hsp. Serà



Discussió 101

necessari invertir més esforços en aclarir aquest fet, tot i que és possible que ambdós

mecanismes tinguin un paper en la seva  explicació

La presència d'hibridació en d’altres localitzacions pot explicar-se en base a la

presència de receptors de glucocorticois, diana de les hsp90, és el cas del timus, l’escorça

suprarenal, diferents zones del cervell i, una altra vegada en testicle, localitzacions on ja

prèviament s’ha descrit l’expressió de hsp90 (Vamvakopoulos, 1993). En altres

localitzacions l’expressió estaria relacionada amb diverses proteïnes plegades per hsp90α.

2.5.Hs 90  i càncer

El gen de la hsp 90α ha estat relacionat amb la carcinogènesi 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. Implicació de la hsp 90α en el càncer i 2.

Relació existent entre tumorigènesi i localitzacions on s’expressa la sonda F8XbaI en la HIS.

2.5.1. Implicació de la hsp 90  en el càncer

Els treballs que estudien la presència de hsp90α en carcinogènesi coincideixen, a

grans trets, en que la hsp90α està sobreexpresada en tumors, fet que fa considerar aquest

gen més com un oncogen que com un gen supressor de tumors.

Per explicar la relació entre proliferació cel·lular i hsp 90α s'ha considerat que les

proteïnes de la família hsp90 tenen un paper molt important en el plegament de les

proteïnes necessàries per a les fases de creixement i divisió cel·lular, com són els receptors

d’esteroides, p53 mutada o proteïnes relacionades amb les Protein Kinases.

Un possible mecanisme d'acció carcinogènica de la hsp90α és a través del

protooncogèn Pim-1, involucrat en proliferació cel·lular i en la generació de limfomes i

leucèmies. S'ha vist que hsp90α i hsp90β interaccionen amb Pim-1 i que l'inhibidor específic

de hsp90, Geldanamicina, indueix una ràpida degradació de Pim-1 i la seva activitat kinasa

(Mizuno et al., 2001).

Entre els càncers en què s'ha relacionat l'augment de l'expressió de hsp90α i

hiperproliferació cel·lular hi ha, entre d'altres:

-  Càncer d’Endometri: A més de l'augment d'expressió en càncer, hi ha un augment

d'expressió en la fase proliferativa del cicle menstrual i en hiperplàsies (Wataba et al., 2001).

Prèviament ja s’havia descrit la correlació entre l’expressió de receptors d’estrògens i de

hsp90α, durant el cicle menstrual normal (Tang et al., 1995)
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-  Càncer de Pàncrees: S'ha observat augment d'expressió de hsp90α en carcinomes de

pàncrees, no així en pàncrees normal o en pancreatitis crònica ( Ogata et al., 2000).

- Càncer de Mama: S'ha vist l'augment de l'expressió de hsp90α en tumors de mama amb

una correlació estreta entre l'expressió de hsp90α i l’índex de Proliferating-cell-nuclear-

antigen (PCNA) (Yano et al., 1996)

El fet que hsp90 és essencial per la supervivència de les cèl·lules eucariotes s’ha

d’afegir que les cèl·lules tumorals són particularment sensibles a la inhibició farmacològica

de hsp90 per la qual cosa s’està considerant hsp90 com una bona diana per al tractament

antineoplàsic i fàrmacs de la família de la Geldanamicina com els més indicats per dur a

terme aquesta acció. (Neckers et al., 1999a). S’ha comprovat que la 17-(Allylamino)-17-

demethoxygelganamycin (17-AAG), introduïda ja en assaigs clínics, produeix diferenciació

morfològica i funcional en cèl·lules de càncer de mama que no tenen RB mutat (Münster et

al., 2001), potser degut a què en absència de hsp90α no existeixen, en forma activa, els

factors necessaris per entrar en fase S pel qual les cèl·lules es mantenen en G1 i opten pel

camí de la diferenciació (Münster et al., 2001).

2.5.2. Relació existent entre tumorigènesi i localització de la sonda F8 en l'HIS.

De les diferents localitzacions en què hem observat hibridació de la sonda F8 existeix

correlació entre hsp 90α i càncer a les següents localitzacions:

1. Carcinoma de nasofaringe: Les fosses nasals i la nasofaringe són localitzacions on

l'expressió d'F8 és intensa i nítida. S'ha observat mitjançant la tècnica de les microarrays i

sobre un pannell de 588 gens, la hiperregulació de nou gens, entre els que es troba el de la

hsp86, variant d’splicing de la hsp90α, que multiplica per 2,2 la intensitat de la seva

expressió en les cèl·lules de carcinoma nasofaringi respecte a les cèl·lules nasofaríngies

normals (Fung et al., 2000)

2. Leucèmia: Si considerem que el marcatge cel·lular del fetge són precursors

hematopoètics, trobem un altre punt de contacte amb càncer doncs s'ha vist en diferents

estudis un marcat augment de l'expressió de hsp90α en cèl·lules de leucèmia aguda tant "in

vivo" com "in vitro" ( Yufu et al., 1992).

3. Tumors de glàndules salivals: S’ha observat mitjançant immunohistoquímica

l’expressió de hsp90 en tumors de glàndules salivals, si bé aquesta positivitat era

percentualment superior en tumors benignes que en malignes (Vanmuylder  et al., 2000)
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3. G0. UNA CHAPERONINA AMB FUNCIONS DE GEN SUPRESSOR DE TUMORS.

Els clons de la banda G0 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 cèl·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). Aquesta chaperonina és membre de la família que inclou Escherichia coli  GroEL

(Georgopoulos et al., 1973), hsp60 mitocondrial (McMullin i Hallberg,1987), la subunitat de la

proteïna transportadora Rubisco dels Plastids (RuBP) (Hemmingsen et al., 1988) i TF 55

(Trent et al., 1991). En les cèl·lules somàtiques de mamífer hi ha vuit subunitats CCT: α

(TCP-1), β, γ, δ, ε, ς-1, η i θ que estan codificades respectivament pels gens Ccta (Tcp-1),

Cctb, Cctg, Cctd, Ccte, Cctz-1, Ccth i Cctq (Yokota et al., 2000). En testicle de ratolí s'ha

trobat una subunitat específica d’aquest òrgan que és la  ς-2, codificada pel gen Cctz-2

(Kubota et al., 1997). Les subunitats de CCt estan expressades ubiquament en cèl·lules de

mamífers però els seus nivells depenen de l’índex de creixement cel·lular (Yokota et al,

1999). Pel que fa a la seves funcions se sap que CCT ajuda al plegament de l’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). Així mateix, s'ha observat el augment en els

nivells de subunitats de CCT després d'un estrès químic, causant d'una acumulació de

proteïnes no-plegades (Yokota et al., 2000)

La seqüència dels clons de G0, quan els localitzem en el genoma humà (UCSC), es

troba en la banda 5q 34 i és homòloga 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 l'exó 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 patró d’expressió diferencial entre dues línies cel·lulars, l’una de leucèmia

humana (K562) i l’altre (KS) procedent de la infecció per un parvovirus a K562. Es coneix

que H1 Parvovirus té un efecte citopàtic sobre una varietat de cèl·lules tumorals entre les

que es troben les cèl·lules de leucèmia humana  K562. Quan s'afegeix aquest virus a un

cultiu de cèl·lules K562 es produeix la mort de les cèl·lules malignes, preservant les cèl·lules

KS, que presenten un fenotip tumoral suprimit i no són, per tant, diana del virus. La causa

per la qual les cèl·lules KS no presenten un fenotip maligne i són resistents a H-1 podria

residir en el fet que les cèl·lules KS expressen p53 a diferència de les K562 (Telerman et al.,

1993). L'estudi de l'expressió gènica 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 cèl·lules KS va ser TSAP9. Com a conseqüència, els cDNA

hiperexpressats en les cèl·lules amb fenotip tumoral suprimit eren considerades com a

possibles gens supressors i potencialment relacionats amb p53 expressat diferencialment

en aquestes cèl·lules. El paper prodiferenciador de la CCT (Chaperonin containing TCP-1),

plegant Actina i Tubulina, entre d’altres, és concordant amb la seva consideració de “gen

supressor de tumors”.

No existeixen estudis d’expressió de CCT en el desenvolupament, motiu que

considerem a la sonda G0 com el següent candidat per a l’estudi de l’HIS en període

prenatal.

4. DESENVOLUPAMENT I PATOLOGIA CONGÈNITA. M2. GEN DE L'ATROFIA ÒPTICA

La banda M2 és un bon exemple del bon rendiment que podem extreure de la

comparació entre espècies i de la utilització de diferents bases de dades. Si utilitzem Blast

NCBI, en el cas de la banda M2, trobem que la màxima homologia és amb el mRNA de RN

protein de Rattus Norvergicus, el qual ens dóna l’homologia de la nostra seqüència amb

l'espècie en la qual hem treballat però, en aquest cas, no ens aporta més informació. La

seqüència mostra un 92% d’homologia amb Mus musculus largeG mRNA for large GTP

binding protein i un 84% amb dues seqüències d’Homo Sapiens KIAA0567 protein i optic

atrophy 1 (autosomal dominant) (OPA1). Totes aquestes homologies, com tot seguit

veurem, conflueixen en el gen que causa l'atrofia òptica hereditària,  tipus 1.

Recentment s'ha descrit una proteïna relacionada amb la dinamina a

Schizosaccharomyces pombe, Msp1, essencial per al manteniment del DNA mitocondrial

(Pelloquin et al., 1998; Pelloquin et al., 1999), igual que la seva seqüència ortòloga en

Saccharomyces cerevisae (Jones i Fangman, 1992), Mgm1p. Cercant la seqüència

homòloga en humà es va trobar una seqüència que codificava una proteïna desconeguda,

KIAA0567, (Delettre et al., 2000). Per tant, KIAA0567 codifica una proteïna relacionada amb

la dinamina, en humà. Msp1 i Mgm1p, 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 localització mitocondrial (Pelloquin et al., 1999). En

la seqüència M2, el clon obtingut ha mostrat homologia amb KIAA0567 i concretament a

nivell del domini GTPasa, segons podem extrapolar de l'homologia amb Mus musculus

largeG mRNA for large GTP binding protein.

En el mateix estudi en què es troba l'homologia entre Msp1, Mgm1p i KIAA0567

(Delettre et al., 2000)  es detecta l'homologia de KIAA0567 amb dos clons del servidor de

l'Institut Whitehead corresponents a OPA1 (el gen causant de l'atrofia òptica hereditària,

tipus 1) i es localitza el gen  OPA1, mitjançant FISH, a 3q28-29. El gen Homo sapiens optic
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atrophy 1 (autosomal dominant) (OPA1) completa el ventall de seqüències homologues amb

la banda M2 i la localització que mostra el FISH (3q28-29) és la mateixa localització d'M2 a

la seqüència de genoma humà: 3q29.

L'atrofia òptica tipus 1 (OPA1) és una neuropatia hereditària dominant que afecta

entre 1:20.000-1:50.000 nadons (Alexander et al., 2000). Clínicament es manifesta per una

pèrdua d'agudesa visual i, en molts casos, per ceguesa (Hoyt, 1980). El fet que en l'OPA1 hi

hagi pèrdua de cèl·lules ganglionars de la retina i que el gen alterat estigui relacionat amb

l'estructura mitocondrial indueix a fer un paral·lelisme amb l'atrofia òptica hereditària de

Leberen en la que existeix afectació en les cèl·lules ganglionars i la causa d’aquesta es

troba en una alteració en la cadena respiratòria dels mitocondris deguda a mutacions en els

gens que codifiquen les subunitats del complex de la cadena respiratòria (Wallace et al.,

1988). Aquests fets indueixen a pensar que les mutacions en OPA1 que afecten la integritat

mitocondrial resulten en una alteració del subministrament d'energia que a la llarga afecta

metabòlicament a les cèl·lules ganglionars de la retina i conseqüentment a la seva

supervivència (Alexander et al., 2000) .

Amb tècniques de Northen blot i mRNA dot blot s’ha vist que el gen OPA1

s’expressava ubiqüament i que la localització on l’expressió era més intensa era a retina

(Alexander et al., 2000), però no existeixen treballs que hagin estudiat l’expressió d’aquest

gen durant el desenvolupament.

5. O1. LA COMPLEXITAT DEL GENOMA

La banda O1 mostra homologia amb varies seqüències diferents i de difícil correlació.

El primer a dir d'ella és que, donada l’homologia d'espècie i l'abundància dels rRNA, hem de

pensar que el què hem amplificat en la nostra RAP-PCR és Rat 18S rRNA gene.

Si analitzem, però, els resultats obtinguts a BLAST NCBI-nr, veiem una homologia,

amb el mateix valor estadístic que Rat 18S rRNA gene, amb un gen de rosegador, Mus

musculus ETS-related transcription factor ERF (Erf1), un membre de la família del gens ETS

que codifiquen factors de transcripció reguladors relacionats amb proliferació cel·lular,

diferenciació i tumorigènesi (Mavrothalassitis i Ghysdael, 2000).

 La seqüència O1 mostra, en el BLAST en la base de dades del genoma humà

(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%, però en un segment

relativament curt (77/78) amb Human iroquois-class homeodomain protein IRX-3 (U90305),

un gen amb homeodomini que està implicat en el desenvolupament de la glàndula 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 seqüència ens mostra que el genoma és moltes vegades complex

i que degut a recombinacions, duplicacions i una amplia varietat de canvis, una seqüència

pot mostrar homologia, pràcticament completa, amb gens aparentment tan diferents com el

d’un factor de transcripció de la família ETS, el de la tubulina o un gen que codifica RNA

ribosòmic. 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 l’estudi del genoma humà és encara inexacte i queda un llarg camí a recórrer

en aquest camp. Per últim, considerar que la generació de seqüències 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 específiques de la seqüència d’un gen poden

conduir a situacions en les que sigui probablement impossible conèixer a quin gen correspon

la seqüència amplificada. En aquestes situacions, continuar la recerca amb la HIS només

ens conduiria a resultats ininterpretables, motiu pel qual  la millor opció, creiem, és aturar-

nos en la seqüènciació o cercar noves estratègies, com el disseny de primers específics, per

a l’estudi concret d’una de les seqüències homologues.

6. DESENVOLUPAMENT I CÀNCER. GENS DEL DESENVOLUPAMENT I DEL CÀNCER

Ron Amundson va desenvolupar el concepte de “força explicativa” com el significat

que té un mecanisme, respecte a qualsevol altre mecanisme alternatiu, a l’hora de cercar

explicacions d’un fet concret (Amundson, 1989). Aquest concepte no parla tant de la

validesa d’un mecanisme sinó  de la seva contribució, amb relació als altres, en explicar un

fenomen concret.

Günter Wagner, utilitzant el concepte d’Amundson diu que sempre hi ha un

mecanisme que “té més força” a l’hora d’explicar cadascun dels esdeveniments en

l’evolució de les espècies; la genètica de poblacions i la genètica del desenvolupament, no

són explicacions alternatives, sinó que ambdues tenen “força explicativa” pels mecanismes

evolutius i la importància de cadascuna d’elles varia d’un cas a l’altre (Wagner, 2000).

El càncer és un tipus molt concret d’evolució 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 força explicativa? La genètica de poblacions? En

part segur que sí, en un medi concret, l’organisme, les cèl·lules millor adaptades, que es

multipliquen més ràpid i són més independents dels factors externs tenen més possibilitats

de resultar seleccionades (Hanahan i Weinberg, 2000) com malauradament succeeix

masses vegades en la vida dels éssers humans. Però quins són els mecanismes cel·lulars
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que confereixen a les cèl·lules tumorals aquest avantatge? Creiem que són vies de

senyalització del desenvolupament mantingudes latents probablement en la maquinària

adormida de les stem cells (Taipale i Beachy, 2001), cèl·lules embrionàries en l’organisme

adult. Per això creiem que els mecanismes del desenvolupament tenen “força explicativa”

pel càncer.

Hi ha molts estudis que parlen de càncer i desenvolupament com “dues cares de la

mateixa moneda” i es comença a percebre que fer recerca en desenvolupament és fer una

inversió en càncer, així com conèixer les vies del càncer 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 carcinogènesi. L’un, hsp86, un gen relacionat amb

proliferació cel·lular i l’altre, Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5), un probable gen

supressor de tumors. Aquesta nostra primera pesca de gens relacionats amb la

carcinogènesi en el mar del desenvolupament, tot i que encara és minsa, ens diu que el

camí del desenvolupament és bo per arribar al càncer.

Pensem que no es pot parlar de gens del desenvolupament i gens del càncer, doncs són els

mateixos gens en situacions diferents, hauríem de parlar de gens  del desenvolupament i

la carcinogènesi (GDC).

7. I ARA, CAP A ON?

Creiem que el camí que hem encetat és un camí 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 seqüenciades, la RAP-PCR és una font

inesgotable de noves idees.

Amb les tècniques de microcaptura per làser de cèl·lules podrem aconseguir millorar

encara més en la concreció de les poblacions cel·lulars que expressen gens, per a poder

delimitar les seves interaccions.

En l’horitzó proper o llunyà hi veiem les microarrays com a mètode per a aconseguir

un cribratge gènic ampli i detectar així simultàniament un major nombre de gens implicats en

desenvolupament.

I per últim el càncer, posar a punt les sondes de gens del desenvolupament,

detectats en el període prenatal, per a realitzar hibridació “in situ” en teixits tumorals i així

conèixer millor la implicació d’aquests gens en el procés carcinogènic.
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CONCLUSIONS

1. La tècnica RAP-PCR ha mostrat ser adequada per a l’estudi de l’expressió gènica

diferencial durant el desenvolupament prenatal a partir de fragments microdissecats. La

hibridació “in situ” és un bon complement de la tècnica de fingerprinting doncs

proporciona una informació topogràfica de l’expressió gènica.

2. De totes les bandes aïllades i seqüenciades, tres han mostrat homologia amb gens

coneguts: F8 amb hsp86 de la rata, G0 amb Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5) i M2

amb el gen de l’atròfia òptica tipus 1 (OPA1) i dues han resultat seqüències

desconegudes. Això demostra la utilitat d’aquesta tècnica a l’hora de detectar gens

coneguts i desconeguts durant el període del desenvolupament.

3. La banda F8 (homòloga amb hsp86 de la rata) s’expressa, entre altres localitzacions, en

l’epiteli de les fosses nasals i dels bronquis de mida gran, en la capa ependimària dels

plexes coroïdals i en les cèl·lules germinals masculines en el testicle. Totes elles són

estructures que desenvolupen elements mòbils com cilis o flagels, fet que concorda amb

l’associació de l’expressió de hsp90 amb tubulina.

4. Dues de les bandes analitzades: F8 (homòloga a hsp86 de rata) i G0 (homòloga a

Chaperonin subunit 5 (epsilon) (Cct-5)) mostren implicació en la carcinogènesi, la qual

cosa ens confirma que el plantejament de cercar gens de la carcinogènesi en el

desenvolupament és una estratègia encertada.
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