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Resum

En l'actualitat, la industria farmaceéutica utilitza la tecnologia basada en el cultiu in
vitro de cel-lules animals per a la produccié6 de compostos d'elevat interés terapeutic i
també, com a model biologic per assajar I'activitat de nous farmacs. Moltes empreses fan
us d'aquesta tecnologia ja que es tracta del sistema biologic més apropiat per obtenir
proteines complexes. Tot i aixi, pel que fa a I'Us de cel-lules animals, existeixen una serie
de limitacions importants, entre les que es troba la pérdua de viabilitat de les cél-lules en

cultiu, degut a l'activacio del procés de mort cel-lular programada, o apoptosi.

La principal causa de I'activacié d’aquest tipus de mort cel-lular és I'esgotament de
determinats nutrients essencials o factors de creixement i 'acumulacié de metabolits
toxics per a la cel-lula al llarg del cultiu. L'apoptosi representa un greu inconvenient a nivell
del cultiu in vitro en bioreactors, ja que disminueix drasticament la viabilitat del cultiu i, en

consequencia, la productivitat del bioreactor.

En aquest treball, s’han utilitzat cél-lules d’hibridoma KB26.5 productores de la
immonoglobulina IgGs, transfectades amb el gen bhrf1 i s’ha comprovat com aquesta
modificacid és capag de reduir el nivell de mort per apoptosi, i garantir la supervivéncia de
les cel-lules durant un periode on hi ha una situacié d’induccié a I'apoptosi. Aquesta
capacitat s’ha observat en dos sistemes de cultiu cel-lular com soén el discontinu i la
perfusid. Aquest ultim sistema de cultiu ha posat en evidéncia que, a més de conferir una
major resisténcia a la mort cel-lular, BHRF1 afecta al cicle cel-lular tant sols en els

moments de limitacié de nutrients.

Aquestes observacions han portat a estudiar els efectes intracel-lulars de BHRF1
per entendre com aquest gen viric era capa¢ de produir aquests efectes fenotipics. S’ha
determinat que I'activitat de BHRF1 no es limita tant sols a 'aturada de I'apoptosi a nivell
mitocondrial, sind que és capa¢ d’influir en diverses rutes que intervenen en processos

vitals per la cél-lula.

Les analisis realitzades amb microarrays de DNA revelen una capacitat de BHRF1
d’induir de forma diferencial I'expressidé de gens relacionats amb I'apoptosi, el cicle
cel-lular, la ruta Akt/mTOR i la via de JNK. A més, estudis realitzats mitjancant PCR en
temps real han indicat indicat que, tant sols en condicions inductores de I'apoptosi, es

produeix una sobreexpressid de bcl2 en les cél-lules KB26.5 transfectades amb el gen
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bhrf1, indicant que hi ha una relacié entre les dues proteines codificades per aquests

gens.

Per tal de veure els efectes de la sobreexpressidé de bcl2 s’han utilitzat inhibidors
quimics especifics per la proteina Bcl-2. Com a resultat s’ha anul-lat la resisténcia a
'apoptosi per part d’aquelles cél-lules amb expressio de BHRF1. La sobreexpressio de

bcl2 es pot relacionar, a més, amb I'aturada observada del cicle cel-lular en la fase Gi.

La relaci6 entre BHRF1 i Bcl-2 no s’ha constatat a través d’una interacci6 directa, ja
que tant sols s’han determinat interaccions de BHRF1 amb la proteina proapoptotica Bim i
amb VRK2, proteina relacionada amb la ruta JNK. Aquestes interaccions proteiques
poden explicar la conservacio de la integritat mitocondrial que s’ha observat en aquelles

cel-lules amb presencia de BHRF1 i la resisténcia a I'apoptosi en condicions d’estres.

En aquest treball s’ha determinat també que BHRF1 és una proteina exclusivament
mitocondrial, ja que aquesta no varia la seva localitzaci6é cel-lular tant en un context d’alta
viabilitat cel-lular com d’apoptosi, per tant les interaccions proteiques s’ha de donar a nivell

del mitocondri.
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Introduccio

1. IMPORTANCIA | PROBLEMATIQUES DEL CULTIU in
vitro DE CEL-LULES ANIMALS

1.1. ASPECTES GENERALS DEL CULTIU /N VITRO DE CEL-LULES ANIMALS

El cultiu de cél-lules animals és utilitzat ampliament en la produccié de certes

biomolécules complexes com hormones, anticossos, factors de creixement i vacunes,
entre altres, amb aplicacions en diagnosi i terapia, degut a que aquestes, a diferéncia de
les cél-lules bacterianes o de llevat, son les Uniques que poden produir molécules amb un
plegament adequat i les modificacions postraduccionals necessaries per la seva correcta
funcionalitat. Tot i que les cél-lules animals tenen uns requeriments nutricionals més
elevats que els bacteris o llevats, menor velocitat especifica de creixement, una
productivitat limitada i una alta sensibilitat als metobdlits toxics [1], actualment, entre el 60
i el 70% de totes les proteines recombinants amb aplicacié farmacéutica s6n obtingudes

mitjancant el cultiu de cél-lules animals.

La millora dels rendiments en productes obtinguts en bioprocessos basats en
cél-lules animals ha vingut donat per avencos tant en els vectors d’expressio, els medis de
cultiu, les propies linies cel-lulars utilitzades per la producci6é de les biomolécules aixi com
per millores en el bioprocés [2]. Entre les linies cellulars més utilitzades en el cultiu
cel-lular in vitro a gran escala trobem les Chinese Hamster Ovary (CHO), les cél-lules
NSO, les Human Embryo Kidney (HEK 293) i les cél-lules d’hibridoma, essent totes elles
aprovades per les agencies regulatories per a la produccié de farmacs o productes per

diagnostic.

Les cel-lules d’hibridoma foren descrites per primer cop per Kéhler i Milstein I'any
1975 [3]. Aquestes ceél-lules sén el resultat de la fusid d’'un Gnic limfocit B, secretor
d’anticossos procedents d’un ratoli immunitzat, amb ceél-lules derivades d’un tumor de
limfocits B, generant cél-lules hibrides que presenten una capacitat de produir un
determinat anticos i dividir-se indefinidament en cultiu. Aquests hibridomes sén una font

indefinida i estable d’un anticos monoclonal, que reconeixera un unic lloc antigenic (figura

1),



Introduccio

L’avantatge més gran dels hibridomes és que poden produir anticossos
monoclonals contra molécules no purificades, encara que siguin minoritaries dins d’una

mescla complexa.
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Fig. 1.- Les cél-lules d’hibridoma sén una linia de cél-lules B secretores d’anticos, obtingudes a partir de la fusio
de cél-lules B derivades de la melsa amb un plasmacitoma. L’hibridoma produeix el mateix anticos que la cél-lula B
parental i es divideix i creix en cultiu com la cel-lula cancerosa. L’anticos produit és monoclonal.

Els anticossos monoclonals tenen una amplia aplicacié ja sigui com a molécules
terapéutiques, per exemple en la lluita contra el cancer [4], en el tractament de malalties
infeccioses [5], en el tractament de malalties rares (el 35% dels anticossos que es troben
actualment en fase Ill de les proves cliniques, han rebut la designacié de medicaments
orfes [6]), 0 en el camp del diagnostic. La demanda estimada dels anticossos monoclonals
terapéutics de més aplicacié al 2009 va ser de 7 tones i es preveu que aquest 2013 hagi

crescut fins a les 25 tones, si bé la demanda varia substancialment segons el producte [7].

Al 2009 el volum de vendes de farmacs biologics es va enfilar fins als 48.000
milions de dolars als Estats Units i 99.000 milions de dolars a nivell mundial [8,9]. En el
cas dels anticossos monoclonals, el mateix any, es van mantenir al primer lloc com a més
venuts dintre dels productes biologics, arribant als 16.900 milions de dolars als EUA
(38.000 milions de dolars a nivell global), com es pot veure a la figura 2. Al 2009, hi havia
31 anticossos monoclonals registrats als EUA per la FDA (Food and Drug Administration) i
les seves vendes representaven un 35% del total de productes biologics. Els 2 productes
més venuts dins dels anticossos continuen sent els destinats al tractament de cancer i de

desordres inflamatoris, amb el 40% i 38% del total de vendes d’anticossos monoclonals.
8
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De fet, els anticossos contra el cancer van continuar augmentant les seves vendes un
15% respecte el 2008, degut al llangcament de nous productes al mercat. Alguns dels
productes presents al mercat es poden veure a la taula 1.

El desenvolupament de sistemes d’expressio eficients és essencial per la completa
explotacié del potencial d’aquestes molécules. L'expressido d’anticossos monoclonals
funcionals correctament plegats o fragments d’anticossos i la produccié a escala industrial
és el principal repte en el desenvolupament d’anticossos terapeutics. La tria del millor
sistema d’expressidé esta en funcidé del format d’anticos (complet, fragment, mono o
bivalent), I'aplicaci6é de I'anticos (terapéutic, diagnostic, reactiu experimental), pero factors
com l'escala de produccid, la produccié anual, les modificacions post-traduccionals i

aspectes regulatoris també tenen una gran influéncia.

B mAbs
0 Growth factors
B Hormones
Fusion proteins
Cytokines
Blood factors
M Therapeutic enzymes
B Recombinant vaccines

Anticoagulants

Fig. 2.- Distribuci6 dels productes biologics segons les seves vendes als Estats Units I'any 2009 (en milers de
milions de dolars) [8].
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Taula 1.- Anticossos monoclonals al mercat [10].

Name . Target Indication Company Year  Antibody type
Monocional antibodies
Orthoclone OKT3  CD3 Acute kidney transplant rejecSon Ortho Bictech 1988  Murine
ReoPro Platelet GP iblila  Prevenson of blood dot Centocor 1994 Murine
Rituxan CD20 Non-Hodgkin's Lymphoma Genemecly Biogen-idec 1997  Chimeric
Panorex 17A1 Colorectal cancor GlaxoSmithKline 1956  Murine
Zerapax ILZRa (CD25) Acute kidney transplant rejectson Hoftman-LaRoche 1967 Humanized
Simulect IL2R Prophylaxis of acute organ rejection  Novartis 1888 Chimeric
Synagls RSV Respiratory Syncsal Virus Medimmune 1998  Humanized
Ramicado TNFa Rhoumatoid arthritis Cantocor 1988  Chimarie
Heeceptin Her2 Metastatic breast cancer Genenech 1958  Humanized
Mylotarg CD33 Acute mylogenous lymphoma Wyeth-Ayerst 2000  Humanixed
Campath CDs2 B cell chronic lymphocytic leukemia Takeda 2001 Humanized
Zovalin CcD20 Non-Hodgkins Lymphoma Biogen-idec 2002  Murine
Humira TNFa Rheumatoid arthritis Abbott 2002 Human
Baxxar cD20 Non-Hodgkins Lymphoma Corixa/GSK 2003 Murine
Xolwir IgE Allergy GenentacVNovartis 2003 Humanized
Erbitux EGFR/Hert Colorectal concor Bristol-Myers 2004  Humanized
SquibbiAmclone (Eli Lilty)
Avastin VEGF Colorectal cancer Genentach 2004  Humanized
Raptiva CD1a Psorlasis GenentochvXoma 2008  Humanized
Tysobri AL integrin Multiple sclerosis Biogen-ldecEian 2004  Humanized
Vectibix EGFR Colorectal cancer Amgen 2006 Human
Soliris C5 complamant PNH - paroxysmal nocturnal Alpxion 2007 Humanized
hemoglobiruria
Selara IL12 and 1L23 Psoriasis Centocor 2008 Muman
Simponi TNFa Rheumatoid arthritis Cantocor 2008 MHuman
Acternra IL-6 Rheumateid arthritis Roche 2009  Humanized

Pel cultiu cel-lular in vitro a altes densitats en bioreactors de cél-lules animals, es

poden utilitzar quatre estrategies diferents.

El cultiu en discontinu (Batch) (figura 3a) és un procediment simple que
consisteix en inocular les cél-lules en un bioreactor amb un medi oOptim pel
creixement. Al llarg del temps, la composicié del medi varia en funcié dels nutrients
consumits i dels subproductes produits per les reaccions metaboliques cel-lulars. A
consequencia d'aquestes variacions en el medi, el creixement cel-lular és limitat i
assolida una certa densitat cel-lular, el cultiu entra en una fase irreversible de mort

cel-lular.

En el cultiu discontinu alimentat (Fed-batch) (figura 3b), els nutrients necessaris
es van addicionant al llarg del temps. L’addici6 progressiva d’algun dels nutrients
del medi al llarg del cultiu permet eliminar possibles problemes derivats de la
inhibicié per substrat o I'exhauriment d’algun nutrient, o bé controlar la generaci6
d’un subproducte toxic. Malgrat I'addicié de nutrients, la poblacié cel-lular acaba
morint per 'acumulacié de metabdlits toxics produits per la propia cel-lula. Amb
aquest sistema es regula millor el creixement cel-lular, assolint una densitat cel-lular
final més gran que el cultiu en discontinu, gracies al manteniment del cultiu durant

més temps.
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En el cultiu continu (figura 3c), el medi és subministrat i extret de forma constant
per tal de mantenir el cultiu en estat estacionari, sense canvis en la concentraci6
cel-lular ni en la composicié del medi al llarg del temps. Donat que es regula
I'aportacié de nutrients a la cel-lula i s’evita 'acumulacié de subproductes cel-lulars,
s’allarga la durada dels cultius durant mesos. Linconvenient d’aquest sistema és
que la concentraci6 cel-lular és més baixa que en un cultiu en discontinu donat que
s’eliminen cél-lules en la sortida del bioreactor, el producte obtingut €s molt diluit i

I'estat estacionari pot sofrir pertorbacions.

En el cultiu en perfusio (figura 3d), el medi també és subministrat i extret de forma
continua al bioreactor, pero a diferéncia del cultiu en continu, les cél-lules queden
retingudes a l'interior del bioreactor, mitjancant un sistema especific, com ara un
modul de membranes, cosa que permet treballar a velocitats de diluci6 més
elevades i per tant, aconseguir concentracions cel-lulars i productivitats molt més
grans que les obtingudes en cultius en discontinu. De totes maneres, al llarg del
temps al haver-hi concentracions cel-lulars elevades, s’assoleixen condicions
limitants i, com a consequéncia, una part de les cél-lules entren inevitablement en

una fase de mort cel-lular.

Com a model cel-lular en aquest treball s’ha utilitzat la linia d’hibridoma KB26.5,
que produeix la y-immunoglobulina 3 (IgGs) utilitzada en la determinacié del grup sanguini
A del sistema ABO huma. Aquesta linia va ser cedida per Laboratoris Knickerbocker
(Barcelona) I'any 1991, i ha estat ampliament estudiada en diferents treballs duts a terme

en el grup de recerca d’Enginyeria Cel-lular i Tissular de la UAB.
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Fig. 3.- Comparacié esquematica dels perfils tipics de creixement de cél-lules animals en bioreactors en funci6é
de la forma en qué es du a terme el cultiu. La ‘X’ de I'eix de les abscisses representa la concentracié de cél-lules.
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1.1.1. La mort per apoptosi de I’hibridoma KB26.5

En el cultiu in vitro de ceél-lules d’hibridoma, I'exhauriment de determinats nutrients
essencials o factors de creixement, 'acumulacié de subproductes cel-lulars o canvis en
les condicions de cultiu, provoca I'entrada de la poblacié cel-lular en una fase irreversible
de mort cel-lular programada (PCD) o apoptosi [11]. De fet, una gran fracci6 de les

cél-lules presents en els bioreactors participa activament en la seva propia mort [12].

A la figura 4, es mostra el perfil de creixement tipic de I'hibridoma KB26.5 en un
cultiu en discontinu en medi optim. Al final de la fase de creixement exponencial, quan
s’assoleix la maxima densitat cel-lular, hi ha una drastica davallada de la viabilitat del
cultiu que coincideix amb I'esgotament de la glutamina. Aquesta davallada és provocada
per linici de l'apoptosi, induida per I'exhauriment de la glutamina. Aquest fet és molt

generalitzat, i s’ha descrit per altres linies cel-lulars [13, 14].

® Cellues viabiss
© Glutamina (mM)

[gutamina] (mM)

Conc. (10° calLimi)

Fig. 4.- Corba de creixement de I’hibridoma

i KB26.5 i evolucié de la concentraci6 de
glutamina en un cultiu en discontinu en medi
DMEM 2% FBS.

temps (hores)

Diversos estudis realitzats sobre els principals factors inductors de I'apoptosi en
cultius d’hibridomes revelen que I'exhauriment de les principals fonts de carboni, nitrogen i
energia de la cél-lula com ara la glucosa i la glutamina, la limitacié d’oxigen i I'abséncia de
factors de creixement presents en el serum, indueixen I'apoptosi [15, 16]. La mort cel-lular
programada sembla produir-se per la interrupcié de les principals vies metaboliques de la
cél-lula, ja que tant la glucosa com la glutamina sén imprescindibles a I'hora de
subministrar energia a la cél-lula (ATP) o de sintetitzar els diferents components cel-lulars:
glucids, lipids, proteines i acids nucleics (figura 5), i 'oxigen és necessari per a la sintesi
energetica de la céllula. No és estrany, doncs, que I'abséncia de glucosa, glutamina i
oxigen desencadeni de manera molt rapida i drastica el procés de mort per apoptosi
(figura 6).
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Fig. 5.- Esquema de les principals rutes metaboliques implicades en el procés d’induccié de I'apoptosi en
I’hibridoma KB26.5 [16].

Cal destacar que, paral-lelament a I'execuci6é de I'apoptosi, en condicions de manca

de glutamina, glucosa, oxigen i serum, en I'hibridoma KB26.5 es déna I'aturada del cicle
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Fig. 6.- Esquema simplificat del metabolisme d’un hibridoma. La glucosa és la principal font de carboni i

d’energia dels hibridomes. La glutamina, és la principal font de nitrogen, i també la font alternativa de carboni i
energia [17].
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cel-lular a les fases G1 0 S, segurament a consequéncia de les mateixes restriccions

metaboliques que activen I'apoptosi a I'hibridoma [16].

El procés de mort cel-lular per apoptosi presenta unes caracteristiques molt

especifiques.

- La translocacio6 de la fosfatidilserina, aquest és un fosfolipid de membrana que actua
com a segon missatger en I'activacié via receptors de membrana de tota una série
d’enzims, entre els que s’inclouen membres de la familia de la PKC (Protein kinase
C), implicats en multitud de processos fisiologics. L'exposicidé de la fosfatidilserina a
la cara externa de la membrana plasmatica permet el reconeixement i la fagocitosi

pels macrofags d’aquelles cél-lules que tenen activada la PCD (figura 7).

- La proteodlisi del citoesquelet i la lobul-laci6 de la membrana plasmatica, el

trencament de ’embolcall nuclear i la formacié dels cossos apoptotics (figura 8).

- La condensacié de la cromatina i la fragmentaci6 del DNA per [Iactivacié
d’endonucleases que tallen el DNA en les regions internucleosomals, originant

fragments multiples de 180 parells de bases [20] (figura 9).
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Fig. 7.-Translocacio del fosfolipid fosfatidilserina de la cara interna a I’externa de la membrana plasmatica i
la seva quantificacié per citometria de flux. A la dreta, es mostra el percentatge de cél-lules d’hibridoma que en
un cultiu en discontinu presenten translocacié de fosfatidilserina al llarg del temps, mitjangant tinci6 amb Anexina-V-
Fluos. A la grafica s’hi inclou una fotografia presa per microscopia confocal d’'una cél-lula marcada amb Anexina-V-
Fluos [19].
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Fig. 8.- Visualitzacio per microscopia confocal dels canvis morfologics soferts per la cél-lula durant el procés
d’apoptosi en un cultiu en discontinu de I’hibridoma KB26.5 en condicions de manca de glutamina. A) Cél-lula viable,
B) Cél-lula que es comencga a lobular, C) Formacié de cossos apoptotics i desestructuraci6 de la membrana
plasmatica [16].

24h 96h

Fig. 9.-Fragmentaci6 del DNA genomic. A I'esquerra s’observa el DNA intacte extret d’'una
céllula d’hibridoma KB26.5 en condicions de no induccié de I'apoptosi, a les 24 hores de
cultiu. Com que lel DNA extret provenia d’'una poblacié cel-lular majoritariament viable, no
presentava degradacio i mantenia un alt pes molecular. A la dreta, es mostra el DNA extret a
les 96 hores de cultiu, on s’observa una degradacio en fragments de 180 parells de bases.
Aquest és el perfil de bandes tipic d’'un cultiu de cel-lules d’hibridoma KB26.5 on s’ha induit

I’'apoptosi [18].
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2. MORT CEL-LULAR

En el desenvolupament dels eucariotes superiors, per obtenir la forma i el
funcionament correcte, tant important és la divisi6 com la mort cel-lular. Per exemple, els
dits de les extremitats inferiors i superiors es formen a partir de la mort de les cél-lules que
formen I'espai interdigital [21]. La formacié del repertori dels limfocits T i B del sistema
immunologic, depen de la seleccid negativa per I'eliminacié de cel-lules que no reconeixen
el Complex Major d’Histocompatibilitat (MHC) propi o aquelles cél-lules que reconeixen
antigens propis com a estranys, sén eliminades induint-les a I'apoptosi, aquest procés de

seleccid és tant important com la seleccid positiva [22].

La mort cel-lular també és necessaria com a mecanisme de proteccidé, com per
exemple en la lisi de cél-lules infectades o de cel-lules estranyes, o en l'eliminacié de

neoplasmes incipients, per part del sistema immunitari [23].

Al cos huma es generen aproximadament 6-1010 cél-lules al dia i, per tant el mateix
nombre de cél-lules ha de morir per mantenir ’'homeostasia cel-lular. Aquest procés de
mort cel-lular ha d’estar regulat i controlat, ja que qualsevol canvi o desregulacié generaria

una acumulacio6 de cél-lules, contribuint a la formacié de tumors [24].

Cal considerar que les cel-lules que s'estan morint es troben sotmeses a un procés
reversible fins que es passa un punt de no retorn, a partir del qual la situacié és
irreversible. Aquest pas pot ser representat per I'activacio de caspases [25], la pérdua de
potencial de membrana mitocondrial (AWm) [26], la permeabilitzaci6 completa de la
membrana mitocondrial externa [27] o I'exposicié de residus de fosfatidilserina (PS), que
sbn senyals que indiquen a les cél-lules veines que la cel-lula ha de ser digerida per
macrofags. Hi ha perd, nombrosos exemples en els que s’observen aquests canvis en un
context diferent al de mort cel-lular. L’activacié de les caspases es pot donar durant els
processos de diferenciacid cel-lular [28, 29]. La dissipacié del potencial de membrana
mitocondrial es pot donar sense una progressio immediata de la mort cel-lular [30].
L’exposicié de la fosfatidilserina pot ser reversible, per exemple en els granulocits degut a

un canvi de potencial en la membrana plasmatica [31].

17



Introduccio

En abséncia d’un esdeveniment bioquimic clarament definit que pugui considerar-
se com a punt de no retorn, el Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD) proposa
que una cel-lula sigui considerada morta quan qualsevol dels seglents criteris morfologics
i moleculars es compleixi: 1) la cél-lula ha de perdre la integritat de la membrana
plasmatica, observable a través de la incorporacié de colorants in vitro (per exemple iodur
de propidi -IP-). 2) la cél-lula, incloent el nucli, ha de patir una fragmentacié completa en
petits cossos, també anomenats cossos apoptotics. i 3) aquests cossos han de ser

deglutits per una cél-lula adjacent, in vivo.

En funci6é dels estimuls als que responen les cel-lules al iniciar el procés de mort
cel-lular aixi com els canvis morfologics que s’en deriven, es poden distingir diverses

formes de mort cel-lular que es descriuen tot seguit.

2.1. AUTOFAGIA

Aquest procés es caracteritza pel segrest de material citoplasmatic dintre
d’autofagosomes per una degradacié duta a terme per part dels lisosomes. Aquests
autofagosomes tenen per definicid una doble membrana i contenen organuls o fragments
del citosol que han de ser degradats. Els lisosomes es fusionen amb aquests
autofagosomes, generant els autolisosomes, de tal manera que les hidrolases lisosomals

poden degradar els components que es troben dintre els autofagosomes [32].

En alguns moments d’aquest tipus de mort cel-lular s’observa un augment de
vacuoles autofagiques, per aixd aquest procés rep el nom de mort cel-lular per autofagia.
Morfologicament aquest procés es caracteritza per una abséncia de condensacio de la
cromatina, perd0 es dbna una vacuolitzaci6 massiva del citoplasma que no va

acompanyada d’una fagocitacio.

S’ha observat que aquest procés permet la reposicidé de regions citoplasmatiques
incloent agregats proteics i organuls danyats, evita per tant 'acumulacié de proteines mal
plegades en cossos d’inclusidé. En el cas dels mitocondris és un procés essencial per

eliminar els que estiguin danyats.
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2.2. NECROSI

La necrosi ha estat considerada com un procés incontrolat i accidental de mort
cel-lular, perdo s’han observat evidéncies que I'execucid de la necrosi pot ser regulada
d’'una forma precisa per un conjunt de rutes de senyalitzaci6 i mecanismes catabolics [33],
[34]. Per exemple els receptors de mort -death domain receptors- (TNFR1, Fas/CD95 i
TRAIL-R) i Toll-like receptors (TLR3 i TLR4) generen necrosi, en particular en presencia

d’inhibidors de caspases.

Morfologicament les cel-lules que moren per necrosi augmenten el volum cel-lular
(oncosi), els organuls s’inflen, la membrana plasmatica es trenca i es perd el contingut
intracel-lular., A més a més, es desencadenen alteracions mitocondrials, com la
permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial, canvis lisosomals, canvis nuclears,
degradacio de lipids, un increment del calci citosolic que resulta en una sobresaturacio del
mitocondri i una activacié de proteases diferents a les caspases (calpaines i catepsines)
[34, 35].

Degut a que no hi ha consens en els canvis bioquimics que poden ser usats de
forma inequivoca per identificar la necrosi, s’utilitza una forma negativa de dictaminar-la.
En absencia de marcadors apoptotics o autofagics, en particular quan les cel-lules
desenvolupen la permeabilitzacié6 primerenca de la membrana plasmatica (quan es
compara amb la permeabilitzacié tardana que es dona en estadis finals de I'apoptosi) es

considera mort per necrosi.

2.3. APOPTOSI

L’expressio “apoptosis” va ser adoptada per primer cop per Kerr al 1972 [36] per
descriure una serie d’aspectes morfologics especifics de la mort cel-lular. Les cél-lules
apoptotiques formen petits cossos (cossos apoptotics) que sdn embolcallats per
membranes i contenen organuls citoplasmatics intactes o parts del nucli. Aquests cossos
resulten de la progressiva condensacio cel-lular i de la lobul-lacié de la cel-lula, i in vivo
poden ser fagocitats. L’'apoptosi és un procés genéticament predeterminat que
desemboca en una reduccidé del volum cel-lular (pyknosis), en la condensacié de la
cromatina, la fragmentacioé nuclear (karyorrhexis) que genera fragments de DNA mdltiples
de 180 pb que corresponen a l'espai internucleosomal [37], I'exposicid de la
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica com a senyal per la

19



Introduccio

fagocitacid i la lobul-laci6 de la membrana plasmatica (amb manteniment de la seva
integritat fins als estadis finals del procés) [38]. La diferéncia entre les cél-lules en les que
es desencadena I'apoptosi i aquelles que moren per necrosi és que aquestes ultimes son
reconegudes pel sistema immunitari com una senyal de perill i per tant, es genera una

inflamacio. Per contra, la mort per apoptosi és silenciosa i ordenada.

Es creu que un alt percentatge de la mort cel-lular en metazous és deguda a
'apoptosi, essent un procés crucial en la formacié d’organs, extremitats i altres
estructures, i en el manteniment de la funcié de la majoria de sistemes en el cos adult
[39]. Per tant, la desregulacié dels processos de senyalitzacié apoptotics, sovint
desencadenen serioses consequéencies com per exemple cancer [40] o malalties

autoimmunes [41].

Hi ha dues rutes principals que condueixen cap a la mort per apoptosi de la cél-lula
en mamifers: 1) La ruta extrinseca iniciada per receptors de mort i 2) la ruta intrinseca que
té el mitocondri com a eix central. La ruta extrinseca depen de la uni6 dels lligands
apropiats als receptors de mort a la superficie de la cél-lula. En canvi, la ruta intrinseca
respon a senyals interns de la cél-lula, com danys al DNA, agents quimioterapéutics,
infeccions virals o manca de factors de creixement, que indueixen la senyalitzaci6

apoptotica via I'alliberament de factors mitocondrials.

Tant una ruta com l'altra es poden dividir en tres etapes generals. Una etapa inicial
d’induccid a la mort per apoptosi, que és un procés heterogeni i depén del tipus d’estimul
inicial que rebi la cellula, de forma extrinseca o intrinseca, en la que es generen els
senyals necessaris per indicar que la cel-lula ha de comencar el procés apoptotic.
Posteriorment hi ha l'etapa de transduccid/integracié/decisi6. En aquesta fase es
traspassa el punt de no retorn, i és on es transmeten i s’amplifiquen els senyals generats
en la fase d’induccid, en una complexa interaccié bioquimica, per tal de generar la
resposta en una Ultima etapa efectora. Es en aquest moment on es produeixen els canvis
intracel-lulars tipics que defineixen la mort per apoptosi [42]. La figura 10 és una
representacié de les dues vies de mort per apoptosi i les diferents fases que conformen la

mort cel-lular programada.
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Fig. 10.- Esquema mostrant les rutes intrinseca i extrinseca de I’apoptosi. L'apoptosi pot ser induida a través
de receptors a la superficie cel-lular (ruta extrinseca), o bé per senyals d’estrés metabdlic (ruta intrinseca), aquests
senyals comprenen la fase inductora de I'apoptosi. Un cop s’ha iniciat I'apoptosi, es dbna la fase de transducci6 en
la que intervenen molécules que amplifiquen el senyal inicial, segons la ruta iniciada aquesta fase hi intervindran
components diferents. Finalment es produeix la fase efectora comuna on es duen a terme els passos de
desmantellament cel-lular [43].

2.3.1. Rutes extrinseques de senyalitzacié de I’apoptosi

La ruta extrinseca de senyalitzacié de I'apoptosi s’inicia quan els receptors de mort
de la superficie de la cél-lula interaccionen amb els seus lligands especifics, induint un
canvi conformacional que es transmet a través de la membrana plasmatica. Aquests
receptors poden activar caspases (principals molecules responsables de la fase final
d’execucié de I'apoptosi, com es descriu a I'apartat 2.3.7), al cap de pocs segons d’haver-
se produit la interaccié entre el receptor i el lligand, provocant la mort cel-lular per apoptosi
al cap de poques hores. S’han descrit principalment tres parelles receptor/lligand, totes
elles membres de la superfamilia Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
(TNFRSF):

1. Fas (també anomenat CD95) i Fas ligand (FasL, també anomenat CD95L).
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2. Receptors de mort (DR4 i DR5) i TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL,
també anomenat Apo2L o TNFSF10).

3. TNFa i el receptor TNF (TNF-R1).

Tots aquests receptors estan integrats a la membrana plasmatica amb un domini
extracel-lular conservat, contenen una unica regié transmembrana i un domini de mort
intracel-lular conservat o Death Domain (DD), que interacciona amb proteines

adaptadores [44].

La uni6 amb el lligand condueix a I'apoptosi de la cél-lula a través d’una ruta
independent de transcripcié i traduccid; la uni6 del receptor i el lligand comporta la
formaci6é del Complex inductor i de senyalitzacid6 de mort (DISC), que talla i activa les
caspases iniciadores (caspasa 8 i 10). Aquestes activen un segon grup de caspases per
proteolisi, anomenades efectores que culminen el procés apoptotic degradant substrats

intracel-lulars clau.

2.3.1.1. La ruta Fas-FasL

D’entre tots els receptors de mort cel-lular, Fas és el més estudiat. La unié amb el
seu lligand (FasL), desencadena I'agregacié de Fas en trimers. Aixd permet als dominis
de mort, que es troben a la cua citoplasmatica de Fas, reclutar immediatament el Complex
inductor i de senyalitzacié de mort [45]. Aquest complex esta format pel receptor Fas, una
proteina accessoria anomenada Fas-associated Death Domain (FADD) [46] i per la
procaspasa 8. Quan es produeix un estimul apoptotic, FADD ancora la seva regié C-
terminal a la regi6 C-terminal del Domini de mort. Aix0 permet que la regid N-terminal
(Death Efector Domain, DED) de FADD quedi exposada, fent que la procaspasa 8 s’hi
pugui unir [47, 48]. La formacié del DISC permet l'auto protedlisi de la procaspasa 8
generant la seva forma activa, la qual activa les procaspases 3, 6 i 7 o bé pot produir el
trencament de proteines proapoptotiques com Bid, generant tBid, que passa al mitocondri.
La forma activa de la caspasa 3 proteolitza una gran varietat de substrats, com enzims
reparadors de DNA, proteines estructurals cel-lulars i nuclears, inhibidors
d’endonucleases i també és capag d’activar les caspases 6 i 7 que es troben en forma de
zimogens, amplificant d’aquesta manera la destruccid cel-lular iniciada pel receptor Fas

(figura 11).
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Fig. 11.- Els receptors de senyalitzacié de la mort cel-lular Fas son estimulats pels seus lligands FasL formant
el complex d’'induccié a la mort cel-lular (DISC), permetent I'activacié de la procaspasa 8 o 10. Aix0 fa que s’activin
una de les dues vies possibles, o bé I'activacio de les caspases 3,6 i 7; o bé I'activacié de la via mitocondrial per la
proteolisi de Bid [49].

La regulaci6 de I'activacié de la procaspasa 8 per part de Fas-DISC ve determinada
principalment per la proteina inhibidora FLICE-like inhibitory protein (FLIP), aquesta
proteina FLIP t& nombroses isoformes, estructuralment molt similars a la caspasa 8, pero
sense la seva activitat enzimatica. La incorporaci6é de FLIP al complex DISC impedeix tot
el procés d’activacio de les caspases efectores, ja que I'activacié de la caspasa 8 no es
dona. A més, tot aquest procés també és regulat per alguns membres de la familia de

Bcl-2 o proteines inhibidores de I'apoptosi (IAP).

2.3.1.2. La ruta TRAIL-DR

Tant en humans com en ratolins hi ha cinc tipus de receptors per TRAIL: els
receptors inductors de mort DR4 i DR5, els receptor reclam DcR1, DcR2, i OPG
(osteoprotegerina). D’entre aquests cinc, tant sols els DR4 i DR5 tenen DD funcionals per

induir 'apoptosi.
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La formaci6é del Complex Inductor i de Senyalitzacié de Mort i el trencament de Bid
és similar al que s’ha descrit en la senyalitzaci®6 mediada per Fas. TRAIL desencadena
I'agrupacié de DR4 i DR5, que recluten FADD i la procaspasa 8 per formar el Complex
inductor i de senyalitzaci6 de mort. Després de I'activacié de la caspasa 8, s’activen
també altres caspases (figura 12). TRAIL pot també induir l'activacié d’altres rutes de
senyalitzacio, per exemple les rutes de les cinases: c-jun NHz-terminal kinases (JNK), p38

MAPK i IKK/NF-kB que s’activen a posteriori de la formacié del Complex inductor [50].

LR

Fig. 12.- La uni6é del receptor de TRAIL resulta en I'oligomeritzaci6 i reclutament de FADD i la caspasa 8 per
formar el complex de mort, DISC. Aquest fet fa que s’activi la caspasa 8, activant altres caspases com la 3 i Bid
generant la resposta mitocondrial a I’estimul apoptotic [51].

2.3.1.3. La ruta TNFa-TNFR1

TNFa és una citosina multifuncional proinflamatoria que exerceix la seva funcié a
través de dos receptors: TNFR1 (o p55), que conté un domini de mort (DD), i a través de
TNFR2 (o p75), al que li manca el DD. El pas inicial d’aquesta ruta implica la unié de
TNFa al domini extracel-lular del TNFR, formant el complex I. Aixd implica que la proteina
TNF receptor-associated death domain (TRADD) reconegui la regié intracel-lular del
receptor, que recluta a la proteina RIP, TRAF2 i FADD. Aquestes proteines capten enzims
essencials per a l'inici de la senyalitzaci6. La caspasa 8 és captada per FADD, formant el
cascada de senyalitzacid, conduint a I'apoptosi. TRAF2 capta a clAP-1 i clAP-2; també

sembla que TRAF2 activa a MEKK1 o ASK1, induint per tant la ruta de cinases com JNK.
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La proteina RIP és crucial en I'activaci6 funcional del factor de transcripcié NF-kB (figura
13).

Recruitment of FADD
aid 8/10 Complex I

Apoptosis

Fig. 13.- Model per I’'activacio de I’'apoptosi per TNFR1 on un cop s’ha produit la uni6 entre el lligand i el receptor,
es genera el complex | (TRADD, RIP1, TRAF2) que activa a NF-kB, posteriorment les proteines d’aquest complex
es modifiquen i es dissocien del complex. El domini DD de TRADD s’uneix a FADD, activant la caspasa 8 formant el
complex Il. Si s’ha activat NF-kB, els nivells cellulars de FLIP seran prou elevats per impedir el procés apoptotic
que desencadena l'activacio de la caspasa 8 [52].

Segons els nivells de FLIP de la cél-lula es formara aquest complex o no. Quan NF-
kB s’activa correctament pel complex |, els nivells de FLIP son suficientment elevats per
inhibir la formacioé del complex Il i bloquejar I'apoptosi. Si el senyal inicial del complex | no
activa el factor de transcripcio NF-kB, el complex Il fa el seu efecte provocant I'apoptosi
de la cél-lula [52].

L'efecte biologic de TNFa ve determinat pel balang entre la senyalitzacié exercida
per NF-kB i JNK. Mentre NF-kB promou la supervivéncia cel-lular, JNK incrementa la mort
cel-lular accelerant la pérdua de la proteina antiapoptotica c-FLIP, que és induida per NF-
kB.

2.3.2. Rutes intrinseques de senyalitzacié de I’'apoptosi

La via més comu de mort cellular en vertebrats transcorre a través de la ruta
mitocondrial de I'apoptosi [27]. Aquesta ruta en mamifers es centra en un fet clau: la

Permeabilitzacié de la Membrana Mitocondrial Externa (MOMP), que es podria considerar
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com el punt de no retorn en la induccié de I'apoptosi. L'alliberament de certes proteines
des de I'espai intermembrana del mitocondri degut a la permeabilitzacié de la membrana
externa mitocondrial, indueix I'activacié de caspases que provoquen danys irreparables i
culminen en el procés apoptotic. La permeabilitzaci6 de la membrana externa del
mitocondri normalment s’evita per membres antiapoptotics de la familia de Bcl-2, com es

descriu més endavant en aquesta memoria.

En el cas de la ruta intrinseca, la caspasa 9 és la iniciadora del procés apoptotic.
Aquesta és activada per una unidé al Apoptotic Protease Activating Factor-1 (Apaf-1), el
qual forma part d’'un complex multiproteic anomenat Apoptosoma. Apaf-1 es troba al
citosol en forma de mondomer, i la seva activacid depéen de la preséncia de citocrom c i
ATP [53]. Lalliberament del citocrom ¢, que es troba a l'espai intermembrana del
mitocondri formant part de la cadena transportadora d’electrons [54], és limitant per la
generacio de I’Apoptosoma. Per tant, la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
(MMP) és essencial per l'activaci6 de les caspases en la via intrinseca. La
permeabilitzacid de la membrana pot condemnar a la cél-lula a morir inclius sense les
caspases actives. Aquesta mort independent de caspases [55] pot donar-se degut a una
pérdua irreversible de la funci6 mitocondrial o també per I'alliberacié d’efectors de mort
independents de les caspases, incloent el factor inductor de I'apoptosi (AIF) [56] o
I’endonucleasa G (Endo G) [57].

Donat que I'apoptosi esta involucrada en el manteniment de ’lhomeostassia tissular,
es troba estrictament regulada en nombrosos punts [27]. EI mitocondri representa un punt
central en el control de l'apoptosi, ja que integra diferents senyals, incloent factors
endogens, com la concentraci6 d’ions al citosol i als organuls cel-lulars, de metabdlits com
ATP, ADP, NAD(P), dels missatgers lipidics secundaris, i de multiples proteines, incloent
cinases i fosfatases, aixi com factors exdgens (com per exemple proteines viriques). Els
mitocondris recullen la suma de factors que indueixen la mort cel-lular i els senyals de
conservacid. Quan els primers predominen sobre els segons, els mitocondris inicien la

permeabilitzacidé mitocondrial, que es caracteritza per diversos punts:

1. L'alliberament de citocrom ¢ i Smac/DIABLO (que s’uneixen directament a IAP) a
través de la membrana externa i la consequent activacidé de les caspases

efectores.
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2. L'alliberament d’efectors apoptogénics independents de caspases, com AIF i

EndoG.

3. L’alteraci6 del potencial de membrana interna (AWm).

4. L’aturada de la fosforilacié oxidativa i 'acumulacié d’espécies d'oxigen reactives.

La ruta extrinseca i la intrinseca poden confluir a través de I'accio de la caspasa 8,

ja que influeix en I'activacié de la proteina proapotodtica de domini BH3 Unic, Bid. Aquesta

€s una proteina de la familia de Bcl-2 i la seva disrupcié en el seu extrem C-terminal

genera un Bid truncat (iBid), que transloca al mitocondri i promou I'activacié d’altres

caspases, com la caspasa 9 i les efectores (caspases 3, 6 i 7), a través de la ruta

intrinseca [58, 59]. A la figura 14 es mostren de forma simplificada alguns dels elements

més importants en l'activacio i regulacio de la via mitocondrial de I'apoptosi. .
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Fig. 14.- Esquema de la ruta mitocondrial de I'apoptosi. La permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
genera l'alliberament del citocrom c i la generacié de I’Apoptosoma que condueix a I'activacié de les caspases
activadores i efectores de l'apoptosi. La permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial esta afavorida per
proteines proapoptotiques que es veuen regulades per d’altres antiapoptotiques. El mitocondri és un punt
d’integracié de nombrosos senyals provinents de diverses rutes cel-lulars [60].
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2.3.3. La familia de Bcl-2

El gen bcl-2 (B-cell lymphoma-2) va ser descobert pel punt de translocacié que es
produeix entre els cromosomes 14 i 18 als limfomes fol-liculars de les cél-lules B. Una
evidéncia que va introduir un nou paradigma en la carcinogénesi fou observar que la
sobreexpressié de bcl-2 no promou la proliferacié cel-lular, com ho fan la majoria dels

oncogens descrits amb anterioritat, sind que inhibeix la mort cel-lular [61].

El procés apoptotic és essencial en el mecanisme de supressié de tumors. Les
mutacions en certs oncogens, que resulten en I'activacioé de la proliferaci6 cel-lular, com és
el cas de I'expressid desregulada de myc, requereix una segona mutacié per inhibir
’apoptosi i que el tumor pugui desenvolupar-se d’una manera eficient [62]. Per tant, la
sobreexpressidé combinada de myc i bcl-2 provoca el desenvolupament de limfomes i

altres tipus de cancers [63].

En mamifers, hi ha com a minim 12 proteines principals de la familia de Bcl-2,
incloent la mateixa Bcl-2 i proteines que tenen una similitud en I'estructura tri-dimiensional
o en l'estructura secundaria, és a dir, que aquests membres tenen com a minim una regio

d'homologia amb Bcl-2 (BH), com es pot observar a la figura 15.

Els membres d’aquesta familia s’han agrupat en tres classes. Una classe esta
formada pels membres antiapoptotics multidomini (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl1, Bcl-b o
Bcl2110 i A1 o Bcl-2a1) que contenen quatre dominis BH (BH1, 2, 3, 4). Una segona
classe multidomini que promou I'apoptosi (Bax, Bak, Bok o Mtd), que tipicament conté tres
dominis BH (BH1, 2, 3). Una tercera classe de proteines proapototiques amb tant sols un
domini BH sén les BH3 uniques (Bad, Bik o Blk o Nbk, Bid, Hrk o Dp5, Bim o Bod, Bmf,
Noxa i Puma o Bbc3), que tenen un domini BH3 conservat que es pot unir a les proteines
antiapoptotiques de Bcl-2 i regular-les per promoure I'apoptosi. Alguns membres de tots
els subgrups comparteixen un domini transmembrana a la regié terminal -COOH, que
ajuda a la seva inserci6 a la membrana externa del mitocondri i a altres membranes

intracel-lulars (com per exemple a la del reticle endoplasmatic).

Els components principals de la familia Bcl-2 amb mudltiples dominis BH i la

proteina amb motiu unic BH3, Bid, tenen regions conservades amb homologia en la
sequeéncia i una estructura secundaria similar. Les estructures de set d’aquestes proteines
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(Bcl-X., Bcl-2, Bcl-w, Mcl1, Bax, Bak i Bid) mostren una similitud remarcable, tot i que
unes siguin proapoptotiques i altres antiapoptotiques. Alguns virus presenten proteines
homologues a Bcl-2, com Ks-Bcl-2 [64] i BHRF1 [65], aixi com M11L [66] i N1L, que tot i
no tenir una similitud total en la sequéncia amb les proteines de la familia de Bcl-2,
mostren un plegament que és similar al d’aquestes, i inhibeixen I'apoptosi, cosa que
indica que alguns virus utilitzen membres de la familia de Bcl-2 per contrarestar les

defenses de I'hoste.

L’estructura tridimensional de les set proteines de la familia de Bcl-2 esmentades
anteriorment no revela cap diferencia entre els membres pro (com Bax i Bid) dels
antiapoptotics (com Bcl-XL i Mcl1). Totes set proteines presenten una heélix hidrofobica
flanquejada per hélixs amfipatiques. Els homolegs de Bcl-2 sembla que poden tenir al seu

extrem C-terminal dominis d’ancoratge a membrana.

En tres proteines, Bax, Bcl-w i Mcl1, I'estructura d’ancoratge de la regié C-terminal
encaixa a la butxaca hidrofobica formada per les regions BH1, 2, i 3. La mateixa butxaca
que segresta aquesta regid d’ancoratge a membrana pot unir també sequiéncies
peptidiques del domini BH3 de Bak, Bad i Bim, cosa que suggereix que també fa funcions
en la dimeritzaci6 de proteines amb domini Unic BH3 i/o0 membres de la familia de Bcl-2

qgue continguin dominis BH mdltiples.

Els membres proapoptotics de la familia Bax i Bak sén claus per induir la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial externa i, consequientment, I'alliberaci6é de
molécules apoptogéniques com citocrom ¢ i Smac/DIABLO, que condueixen a I'activacio
de caspases. El grup amb funcions antiapoptotiques de la familia, com Bcl-2 i Bcl-x,
inhibeixen Bax i Bak mentre que les proteines de motiu BH3 Unic activen Bax i Bak i

inhibeixen els membres antiapoptotics de la familia Bcl-2 [67, 68].
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Fig. 15.- Classificacié dels membres de la familia de Bcl-2 en humans i els seus homolegs en altres espécies i
virus humans. Es pot observar aquells homolegs amb una estructura similar, homologia en la seqiiéncia o amb
presencia de motius BH 1, 2, 3 i/o 4 [69].

Les proteines amb motiu Unic BH3 han estat definides com a homologues als
membres de la familia de Bcl-2 tant sols en el domini BH3. Estudis recents indiquen que
excepte Bid, les proteines BH3 tenen estructures secundaries o estructures
tridimensionals que no estan relacionades amb els membres principals de la familia de
Bcl-2 i que, han adquirit els motius BH3 probablement per evolucidé convergent [70]. Aixi,

les proteines BH3 inclouen varies proteines que comparteixen un Unic motiu que els
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permeten unir-se i regular els membres principals de la familia Bcl-2. Bid, per contra, és
I’dnica proteina BH3 amb una determinada estructura que es situa encaixada directament
amb els principals membres de la familia de Bcl-2, fet que podria explicar perque Bid
comparteix certes propietats amb membres multidomini de la familia de Bcl-2, com la
capacitat d’oligomeritzar [71] i permeabilitzar membranes [72]. Els estudis filogenétics
indiquen que moltes d’aquestes proteines pertanyents a la familia de Bcl-2 podrien tenir

altres funcions bioldgiques més enlla de la regulacié de la mort cel-lular [29, 70, 73].

Les proteines BH3 son proapoptotiques i funcionen com a sensors dels senyals
apoptotics que emanen de diferents processos cel-lulars. La seva expressid pot ser
induida per factors de transcripcié. Per exemple, Noxa i Puma estan induides pel supresor
tumoral p53 en resposta a danys en el DNA [74, 75]. Bim és induit pel factor de
transcripci6 Foxo3A en resposta a I'esgotament o manca de factors de creixement [76]
aixi com pels factors de transcripci6 CEBPa o CHOP en resposta a l'estrés del Reticle
Endoplasmatic [77]. Les proteines BH3 també poden ser activades de forma post-
traduccional, com pot ser el cas de Bad, el qual és activat per la pérdua de fosforilacio per
la manca de factors de creixement [78]. Bid s’activa per I'acci6 proteolitica de la caspasa 8
[79, 80]. Bim és activada per l'alliberament des del complex motor de dineines o per la
pérdua de fosforilaci6 mediada per Erk [81, 82], i Bik és activada per un mecanisme

desconegut en resposta a la inhibicié de la sintesi de proteines [83].

La regulaci6 dels nivells d’expressié de les proteines antiapoptotiques de la familia
de Bcl-2 és un altra mecanisme pel qual les cél-lules poden intervenir sobre I'apoptosi. Per
exemple Bcl-X. pot ser induit transcripcionalment per factors de creixement a través de la

ruta Jak-Stat per promoure la supervivéncia cel-lular.

En el cas de les proteines proapoptotiques Bax i Bak, la regulacié dels seus nivells
d’expressi6 és menys aparent i les proteines semblen estar expressades de forma
constitutiva a uns nivells més o menys constants. Bax i Bak estan regulades de forma
post-traduccional per altres membres de la familia de Bcl-2. Quan les proteines BH3
s’activen, interaccionen amb les proteines de la familia de Bcl-2 per generar I'apoptosi.
S’ha constatat que es produeix una unié entre les proteines BH3 a membres especifics
pro- i antiapoptotics de la familia de Bcl-2. Per exemple, Bim i Puma s’uneixen a tots el
membres antiapoptotics de la familia de Bcl-2, mentre que Bad i Noxa s’uneixen a tant

sols a alguns tipus dels membres antiapoptotics. Algunes proteines BH3, com Bid o Bim,
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poden interaccionar directament i activar Bax i Bak [84, 85]. De totes maneres la uni6 de
Bid, tBid o Bim a Bax o Bak és dificil de detectar. Existeixen altres models alternatius en
que es posa en dubte que la uni6 directa de proteines BH3 per activar Bax i Bak sigui

necessaria [67].

Per tant, les proteines BH3 indueixen I'apoptosi inhibint els membres antiapoptotics
de la familia de Bcl-2, de tal manera que Bax i Bak queden lliures per generar la
permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial externa i I'activacié de la ruta de les
caspases. El mecanisme bioquimic precis que genera I'activacié de Bax i Bak és encara

una incognita i és un dels principals punts en la recerca en el camp de I'apoptosi.

2.3.4. Mecanismes de permeabilitzacié de la membrana mitocondrial

Tal i com s’ha esmentat abans, el mitocondri és l'organul on conflueixen els
estimuls iniciadors de l'apoptosi, aquest esdevé doncs un regulador de la mort cel-lular al

generar senyals que amplifiquen aquest procés.

2.3.4.1. Permeabilitzacié mediada per Bax/Bak

El principal lloc d’accié de les proteines similars a Bcl-2 és probablement la
membrana mitocondrial [86]. Les proteines amb quatre motius BH es troben principalment
a la membrana externa del mitocondri, on protegeixen aquest organul de la

permeabilitzacié de la membrana mitocondrial.

En les cél-lules sanes, Bak, es troba a la membrana externa del mitocondri, mentre
que Bax, de la mateixa subfamilia, es troba al citosol. Per la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial cal I'expressié de com a minim d’una de les dues proteines (Bax o
Bak) [87]. En el moment que es genera la induccié apoptotica, Bax s’insereix a la
membrana mitocondrial externa [88], on es pensa que forma obertures supramoleculars,
sol 0 en associaci6 amb altres membres proapoptotics com Bak o tBid [89]. Aquestes
obertures poden ser degudes a la generaci6 de porus formats per homo-oligdmers de Bax
o per la desestabilitzacié de la bicapa lipidica. La relocalitzacié de Bax és necessaria per
la seva accid proapototica, de fet si és retinguda al citosol es prevé el dany mitocondrial i
'apoptosi [90]. Encara que punts del procés que condueix a la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial esta sota debat [91] es coneix que, la permeabilitzacié

mitocondrial resulta d’'un canvi conformacional de Bax o Bak (amb I'exposicié del seu
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extrem NH), de la seva completa insercié a la membrana mitocondrial, formant homo-
oligomers i la formacié de porus permeables a proteines de la llum mitocondrial [89]. Per
translocar al mitocondri, Bax ha de ser activat per mecanismes especifics durant la
senyalitzacié de I'apoptosi. S’han proposat diferents models per I'activacié de Bax i Bak
(figura 16).

Un dels models proposats estableix una activacié directa de Bax/Bak per part d’un
subgrup de les proteines BH3, anomenades activadores, com Bid, Bim, o Puma, a no ser
que quedin segrestades per proteines antiapoptotiques. Les proteines BH3 activadores es
poden escapar de la inhibicié exercida per part de les proteines antiapoptotiques de la
familia de Bcl-2 a través de la uni6 de proteines BH3 sensibilitzadores (per exemple Bad o
Noxa), les quals desplacen les activadores que al seu torn activen Bax i Bak [92]. La uni6
de proteines BH3 potencialment al canal hidrofobic de Bax, de forma similar a la unié que
es produeix amb proteines antiapoptotiques, pot comportar un canvi de localitzacié de
Bax, passant del citosol al mitocondri, ja que el domini transmembrana (una hélix alfa al
C-terminal), normalment acomodat al canal hidrofobic, quedaria al descobert (figura 17).
Aixi com s’ha demostrat la interacci6 entre proteines BH3 amb membres antiapoptotics de
la familia de Bcl-2 [93], no ha estat aixi amb la uni6 a Bax/Bak. Sembla pero, que Bim pot
ocupar la regié hidrofobica de Bax i podria generar els canvis conformacionals necessaris

per activar-lo [94].

Un altre model indirecte o de repressié postula que Bax, constitutivament actiu, es
troba segrestat per part dels membres antiapoptotics de la familia de Bcl-2 (activacio
indirecta), de tal manera que s'impediria la formacidé dels oligobmers de Bax [95]. Els
dubtes que es generen sobre aquest model indirecte o de repressié és que no hi ha
evidencies d’una interacci6 directa entre Bax o Bak amb proteines antiapoptotiques. Seria
possible, pero, que la interacci6é entre Bax i Bcl-2 (o familiars) es donés sempre i quan Bax

o Bak haguessin patit un canvi conformacional previ generat per tBid, per exemple [96].

Un tercer model proposa que les proteines antiapoptotiques Bcl-2 no només tenen
les dues funcions indicades en cadascun dels dos models anteriors, sind que a més
tindrien dues noves funcions, on les proteines BH3 Uniques tant podrien activar com
inhibir les proteines antiapoptotiges, i que moltes de les interaccions funcionals entre les
proteines tenen lloc només en membranes ja que la uni® a membrana indueixen els

canvis conformacionals necessaris per les interaccions.
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El procés pel que Bax i Bak troben el cami cap a al mitocondri €s una incognita.
S’ha especulat amb que una possible diana seria el fosfolipid cardiolipina, ja que és I'inic
element que diferencia la membrana lipidica entre el mitocondri i el reticle endoplasmatic.
Altres candidats podrien ser VDAC, o el complex TOM (Translocase Outer Membrane
complex). S’ha vist que aquest complex també té un paper important en la inserci6 de
proteines amb un sol segment transmembrana, com és el cas de Bax, a la cara externa

de la membrana mitocondrial [97].

Direct Activation Derepression Embedded
Together

.'—. .'—Q .

/Q‘
. - A
J_ Inhibition *

BH3-S Sensitizer BH3 protein
BH3-A Activator BH3 protein

Fig. 16.- Esquemes dels tres models proposats de regulacié de I'apoptosi mitocondrial. En el model directe
les proteines multidomini proapoptotiques inactives (per exemple Bax i Bak), son activades per les proteines
proapoptotiques de domini Unic BH3. En el model de repressid, Bax i Bak es troben constitutivament actius i poden
ser reprimits per proteines antiapoptotiques multidomini. El tercer model reconeix aquestes dues interaccions. Les
proteines proapoptotiques de domini Unic BH3 sensibilitzadores, interaccionen amb les proteines antiapoptotiques
de manera que alliberen els membres de domini Unic BH3 activadors, que actuaran sobre les proteines
proapoptotiques multidomini activant-les, o bé sobre les proteines antiapoptotiques que tenen units proteines
antiapoptotiques actives [98].

El mecanisme d’obertura per l'alliberacié de citocrom c, per part de Bax/Bak, és un
aspecte controvertit. Una opcié és que aquestes proteines proapoptotiques desestabilitzin
la bicapa lipidica de la membrana mitocondrial [99]. Altres evidéncies indiquen que Bax

s’uneix estretament amb proteines que formen el Complex de Permeabilitat Transitori

(Permeability Transition Pore Complex, PTPC), com ANT o VDAC per induir la
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permeabilitzaci6 mitocondrial [27]. Per altra banda també s’ha vist que Bax pot
permeabilitzar la membrana externa i alliberar el citocrom c¢ sense necessitat
d’interaccionar amb cap dels components del Complex de permeabilitat transitori i, per

tant, independentment de I'estat de la membrana interna [89].
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Fig. 17.- Plegaments de membres multidomini de la familia de Bcl-2. (A) Plegament de la proteina Bcl-2, on es
destaca la regi6 hidrofobica que és el lloc d’integracié dels dominis BH3 (en lila). (B) Estructura de Bax, on el seu
canal hidrofobic és ocupat pel domini d’ancoratge a membrana (en groc) [94].

Per resumir, en condicions fisioldgiques el mitocondri exhibeix un alt potencial
transmembrana (Aym), les proteines de I'espai intrermembrana es troben retingudes, els
membres proapoptotics de la familia de Bcl-2 es troben inactius (ja sigui al citoplasma o
ancorats a la membrana externa) i el complex de permeabilitat transitori assegura
lintercanvi de metabodlits entre els citosol i la matriu mitocondrial. Sota aquestes
condicions, les interaccions de proteines mitocondrials com les hexocinases (HK) amb el
complex de permeabilitat transitori es donen per inhibir la permeabilitzacié de la
membrana mitocondrial. La permeabilitzaci6 de la membrana externa que permet la
sortida al citosol de proteines de I'espai intern pot donar-se per diferents mecanismes: 1)
els senyals proapoptotics poden promoure directament la desestabilitzacié dels lipids
mitocondrials afavorint la formacié de porus a través dels quals s’alliberen proteines de
I’espai intern mitocondrial. 2) L'obertura del Complex de Permeabilitat Transitori (PTPC)
durant llargs periodes, associat amb la pérdua de les interaccions antiapoptotiques amb
les hexocinases, pot comportar la perdua del potencial de membrana seguit d’'un canvi
osmotic que generi augment de grandaria de la matriu mitocondrial provocant la ruptura
de la membrana externa. 3) Un cop activades, els membres proapoptotics de la familia
Bcl-2 poden translocar-se del citosol a la membrana externa, patir canvis conformacionals
i interaccionar amb els components del complex de permeabilitat. Aquests hetero-

oligdmers poden formar una ruta de sortida per les proteines de I'espai intern mitocondrial.
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4) Alternativament, les proteines proapoptotiques activades poden associar-se en

multimers, permetent la sortida de proteines de I'espai intern.

2.3.5. Senyals aferents d’altres organuls

La comunicacié entre organuls pot tenir un paper important en definir el desti de la

cél-lula, afavorint rutes de supervivencia o de mort.

2.3.5.1. Danys al DNA nuclear

Les ceél-lules que pateixen danys al DNA que no poden ser reparats entren en
apoptosi. El producte del gen supressor de tumors p53 intervé en part de la resposta a
aquest dany en les cel-lules de mamifer, ja sigui estimulant la reparacié del DNA o iniciant
'apoptosi si aquest és un dany irreparable. p53 que entre altres té funcions de factor de
transcripcio, activa proteines proapoptotiques com Bax, Bid, Puma, Noxa, que condueix a
la permeabilitzacié mitocondrial. p53, afavoreix I'activacié de Bax i la seva integracio a la
membrana mitocondrial, aixi com nombroses proteines que localitzen al mitocondri on
ajuden a permeabilitzar la membrana externa (com per exemple ferredoxina reductasa,
prolina oxidasa). p53 a la vegada pot reprimir proteines antiapoptotiques de la familia de
Bcl-2 [100]. .

p53 també pot induir I'apoptosi per mitja de mecanismes independents a la seva
activitat de factor de transcripcié. Pot unir-se a la membrana externa del mitocondri i
antagontizar la funcié antiapototica de Bcl-2 i Bcl-X. i pot activar Bax i Bak [101]. La
interaccié entre Bcl-X., p53 citoplasmatic i Puma, defineixen el paper de p53. Bcl-X. pot
unir-se a p53 impedint que actui ja sigui com a factor de transcripcié o no. Puma és un
proteina BH3 proapototica que és regulada per I'accié de p53 com a factor de transcripcié.
Quan s’expressa Puma, pot desplacar Bcl-X. de la seva unidé amb p53 i incrementa els
efectes proapoptotics d’aquest [102]. p53 també té efectes en el cicle cel-lular, gracies a la
seva activitat de factor de transcripcid, actua sobre p21 afavorint I'aturada del cicle.
L’activitat proapototica i reguladora de cicle de p53 semblen estar relacionades amb el
seu estat de fosforilacid, ja que si es troba fosforilada a la serina 46 augmenta el seu
potencial apoptotic [103]. La figura 18 mostra algunes de les funcions de p53, en aquest

cas el seu paper en la regulacié de I'apoptosi.
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Fig. 18.- Ruta d’actuacié de p53 en I’apoptosi. p53 estableix interaccions amb proteines de la familia de Bcl-2
afavorint I'alliberament del citocrom c. p53 es veu regulada negativament per Mdm2. Aquesta figura no contempla
I’accié de p53 com a regulador del cicle cel-lular i com a factor de transcripcio [24].

2.3.5.2. Citosol

La majoria de reaccions metaboliques de la cél-lula tenen lloc al citosol o a la
interfase entre el citosol i el mitocondri. Entre aquestes tenim la glicolisi, la
gluconeogeénesis, la lipogenesis, la ruta de les pentoses fosfat, el cicle de la urea, aixi com

reaccions que estan destinades a mantenir I’equilibri redox intracel-lular.

Els metabolits que tenen efectes antiapoptotics sén: 1) ADP i ATP, que actuen
inhibint a ANT. 2) la glucosa, que afavoreix la interaccié antiapototica entre la Hexocinasa
Il (HKII) i VDAC. 3) NADH i NADPH, que ajuden a reduir la carrega oxidativa de les
cél-lules i tenen efectes directes sobre VDAC i ANT.

Per altra banda, la glucosa-6-fosfat promou l'obertura de VDAC a través del
mecanisme dependent de la Hexocinasa | (HKI) [104]. També la glucosa pot ser

proapototica quan es troba en altes concentracions, ja que promou la formacié d’espécies
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reactives d'oxigen (ROS), les quals indueixen a la permeabilitzaci6 de la membrana

mitocondrial.

Hi ha diverses rutes de senyalitzacid executades al citosol tenen influencia al
mitocondri i regulen I'apoptosi. Aixd inclou el sistema d’ubiquitinacié aixi com diferents

rutes dependents de cinases.

El complex ubiquitina/proteosoma és el responsable de la degradacioé de la majoria
de proteines intracel-lulars i indirectament contribueix al control de I'apoptosi. Diversos
membres de la familia de Bcl-2 sén substrat del complex d’ubiquitinacié i son degradats,
per tant, pel proteosoma. La inducci6 de I'apoptosi per part d’inhibidors d’aquest complex
resulta en l'acumulacié d’'una gran varietat de proteines com p53, p27, Bad, Bax o Noxa

qgue condueixen a I'alliberaci6 del citocrom ci I'activacio de I'apoptosi mitocondrial.
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Fig. 19.- Model per I’activacié6 de Akt per factors de creixement. Els receptors tirosina cinasa (RTK) quan
s’activen fan que la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) fosforili el fosfatidilinositol-4, 5 bifosfat (PIP2) per generar el
fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfat (PIP3), en una reaccié que pot ser reversible gracies a PIP3 fosfatasa (PTEN). PIP3
s’uneix a PDK1 (phosphoinositide-dependent kinasel) que fosforila Akt. Les rutes entre Akt i mMTOR es troben
ligades ja que Akt fosforila TSC2, que queda bloquejat, permetent que Rheb-GTP s’alliberi i fosforili mTOR,
activant-lo. mTOR fosforila 4E-BP1 que queda inhibida i S6 cinasa (S6K) que s’activa, promovent la proliferacio
cel-lular [108].
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Els senyals des dels receptors de la superficie cel-lular han de ser transmesos cap
a l'interior de la cél-lula a través de la produccié de missatgers lipidics secundaris com el
fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfat (PIP3). Aquest activa la cinasa Akt/proteina cinasa B.
Aquesta cinasa fosforila diferents proteines involucrades en la proliferacio i en la inhibici
de la mort cellular (figura 19). Una d’aquestes proteines fosforilades per Akt és la
subunitat inhibitoria del factor de transcripcid NF«B (I«B) que condueix a I'activacié de la
ruta de supervivencia de NF«B [105], a més Akt fosforila la caspasa-9 inhibint la induccio
de l'apoptosi. Una altre proteina afectada per la fosforilacio d’Akt és Bad, la qual, segons
el seu estat de fosforilacid, transloca del citosol al mitocondri unint-se a Bcl-X.. Aixi si Bad
es troba fosforilat a la serina-112 o0 -136 és segrestat per proteines de la familia 14-3-3 i
es manté inactiu [106]. L’activaci6 d’Akt també inhibeix la permeabilitzaci6 de la
membrana mitocondrial per altres mecanismes, com pot ser a través de la inhibicié de
GSK-383, el qual en el seu estat actiu (defosforilat) és capac de fosforilar la proteina
antiapototica Mcl-1. A més, Akt pot inhibir I'apoptosi promovent la unié de la Hexocinasa |l
al mitocondri, que al seu torn impedeix la uni6 de Bax amb VDAC [107]. Algunes de les

funcions de Akt queden representades a la figura 20.
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Fig. 20.- Funcions cel-lulars de Akt. La fosforilaci6 mediada per Akt comporta la seva activacié (fletxes) o bé la
seva inactivacié (fletxa tancada). La regulacié d’aquests molécules contribueix a I'activacié de diversos processos
cel-lulars, com la proliferacio, el creixement, la supervivéncia, el metabolisme o la captacié de glucosa. Es déna una
gran versatilitat funcional per part de Akt i un solapament entre els seus substrats [108].

Entre les nombroses proteines que transloquen a la membrana externa, les cinases

que pertanyen a les Apoptosis Signal-regulating Kinases (ASK)/Mitogen-Activated Protein
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Kinase (MAPK) tenen un rol important en la regulacié de la permeabilitzacié de la
membrana. Es el cas de les JNK (c-Jun NHa-terminal kinases), una sub-familia de les
MAPK. Aquestes, sota senyals d'estrés cel-lular s’associen al mitocondri. Les JNK s’ha
vist que inactiven les proteines antiapoptotiques i activen les proapoptotiques de la familia
de Bcl-2 [109, 110] i, per tant, influencien a la permeabilitzaci6 de la membrana

mitocondrial.

2.3.6. Inductors de la mort cel-lular alliberats des del mitocondri

Com s’ha mencionat anteriorment el mitocondri allibera les proteines solubles
contingudes a I'espai intermembrana quan es permeabilitza la membrana externa. Moltes

d’aquestes moléecules tenen un paper rellevant com a elements proapoptotics.

2.3.6.1. Citocrom ¢

L’'alliberament citosolic del citocrom ¢ és un dels elements clau en la ruta

mitocondrial d’apoptosi [111].

El citocrom c es troba majoritariament unit a lipids mitocondrials com la cardiolipina,
una altra part es troba de forma lliure i difon a través de I'espai intern mitocondrial. El
citocrom c unit a la cardiolipina queda lliure degut al trencament de la unié del complex a
causa de l'accido d’elements oxidatius en arribar I'estimul apoptotic al mitocondri. El
citocrom c després de ser alliberat t&€ com a desti la membrana del Reticle Endoplasmatic,
de tal manera que s’allibera el calci de forma continuada, aquest s'acumula al mitocondri,
generant més espeécies reactives d'oxigen i obrint els complexes de permeabilitzacio
transitoris [112, 113].

Un cop al citoplasma, el citocrom ¢ promou també la formacié de I'’Apoptosoma,
una plataforma per l'activacié de la procaspasa 9, i que inclou, a més del citocrom c,
Apaf-1 i ATP/dATP. Un cop format aquest complex, la caspasa-9 és capa¢ d’activar la
cascada de les caspases efectores. Les caspases contribueixen a desmantellar
nombroses estructures, entre elles el mitocondri, ja que la caspasa-3 activa pot entrar a
I’espai intern mitocondrial i processar el complex | de la cadena respiratoria, aturant el flux
d’electrons i generant encara més espéecies reactives d'oxigen que afavoreixen la
permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial, ja que interactuen amb el complex de

permeabilitzaci6 transitori.
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2.3.6.2. Smac/DIABLO

Smac/DIABLO és una proteina mitocondrial codificada pel genoma nuclear, pero
porta a 'extrem NH2 una sequéncia de localitzacié6 mitocondrial que es proteolitza al ser
importada a l'espai intern mitocondrial. Un cop es dbna la permeabilitzaci6 de la
membrana mitocondrial, Smac/DIABLO s’allibera del mitocondri i neutralitza inhibidors

endogens de caspases, les IAP.

2.3.6.3. AlIF

La proteina AIF (Apoptosis Inducing Factor) és un enzim mitocondrial que mostra
activitat proapoptotica. En les cél-lules sanes, AIF es troba confinat a I'espai intern del
mitocondri, trobant-se en forma soluble o0 ancorat a la membrana interna i és important pel
tractament de I'oxigen reactiu i el manteniment del complex | de la cadena respiratoria. El
seu alliberament al citosol per la permeabilitzacié mitocondrial fa que es transloqui al nucli,
on provoca la condensacio de la cromatina i la fragmentacié del DNA. Bcl-2 i membres de
les heat shock protein (HSP) actuen sobre AlIF retardant la seva accio. Bcl-2 impedeix que

AlF s’alliberi del mitocondri, mentre que HSP70 evita la translocaci6 de AlF al nucli.

2.3.6.4. Endonucleasa G

La fragmentaci6 del DNA nuclear és un dels elements més reconeguts de
I'apoptosi. Es un procés que involucra I'activaci6 de nombroses nucleases, entre elles la
endonucleasa G (EndoG), un enzim especific de mitocondri, que transloca al nucli durant
'apoptosi. La seva activacié és una questié que no s’ha resolt, ja que podria implicar la

participacio de les caspases.

2.3.7. Les caspases

Com s’ha esmentat en diferents apartats anteriorment, les caspases sén I'element
essencial en la transmissid i execucié del senyal apoptotic a les cél-lules. Les caspases
(cystein aspartic acid-specific protease) sén proteases altament especifiques que tallen
els seus substrats després de la sequéncia de tetrapéeptids (P4-P3-P2-P1) on P1 és un
residu d’Asp. La familia de les caspases es pot subdividir en les iniciadores, que s6n
capaces d’autoactivar-se, ja que es troben en forma inactiva en la cél-lula sana, i iniciar el
procés proteolitic d’altres caspases i les efectores, que sbn activades per altres caspases.

Aquestes ultimes tallen la majoria dels substrats durant I'apoptosi.
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Totes les caspases tenen una estructura similar formada per un propéptid, d’una
longitud variable, seguit per una subunitat gran i una de petita. S’han identificat dos tipus
diferents de propeptids, el Caspase Recruitment Domain (CARD) i el Death Effector
Domain (DED) (figura 21). Aquests dominis permeten la interaccid amb altres proteines
que també contenen aquests mateixos dominis. L'activacié de les caspases S’inicia
normalment amb la protedlisi de la procaspasa, entre les subunitats gran i petita, formant
un heterodimer. En general, les caspases funcionen com a heterotetramers, que es
formen a partir de la dimeritzaci6 de dos heterodimers. Les caspases iniciadores es
troben en forma de monomers en les cél-lules sanes, mentre que les efectores es troben
formant dimers pre-formats. No totes les caspases intervenen en el procés d’apoptosi, per
exemple les caspases 1, 4, 5 i 12 s’activen durant la resposta innata del sistema

immunitari i estan involucrades en el procés inflamatori (figura 22).

Com s’ha vist en els punts anteriors, tant si s’activa la ruta extrinseca com la ruta
intrinseca d’apoptosi, la successi6 d’esdeveniments porta a l'activacidé de les caspases
efectores (caspases 3, 6 i 7), les quals duran a terme la major part del trencament
proteolitic que és caracteristic d’aquest procés. Les caspases degraden nombroses
proteines durant P'apoptosi, havent-se identificat uns 400 substrats de caspases en

mamifers [114].

El desmantellament de les diferents estructures cel-lulars per part de les caspases
inclou components del citoesquelet, com filaments d’actina, miosina i tubulina. Altres
elements com keratines o laminines nuclears també son substrats de les caspases. La
proteolisi d’aquestes proteines contribueix al canvi de morfologia de la cel-lula,
arrodoniment, retracci6 del citoplasma i lobul-lacié de la membrana plasmatica durant les

etapes inicials de I'apoptosi.
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Fig. 21.- Esquema dels dominis que es troben en les diferents caspases. Hi podem veure el death effector
domain (DED) i el caspase recruitment domain (CARD). El lloc de proteolisi per passar de la forma inactiva a 'activa
es troba entre la subunitat llarga (20 KDa i la subunitat curta de la proteina (10 KDa) [38].

La fragmentacio del nucli és el principal procés de la mort cel-lular, la seva
desintegraci6 és deguda a la fragmentaci6 de la lamina nuclear i al col-lapse de

I’embolcall nuclear per la proteolisis de les laminines A, B i C per I'acci6 de les caspases.

Altres objectius de les caspases sOn aquelles proteines essencials pel
manteniment de la cél-lula, com ara factors de transcripcié (per exemple NFAT, NFkB) i
factors de traducci6é (per exemple, elF2a, elF3, elF4), aixi com el RNA ribosomal. El DNA
genomic també es veu sotmés a degradacié donant una fragmentacié en escala [115].
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Aquest patrd de fragmentacio és el resultat del trencament de la cromatina en regions
intranucleosomals per I'accié de les endonucleases activades per caspases (CAD). Un
exemple d’aquesta fragmentacié s’ha mostrat anteriorment a la figura 9. En les cel-lules
sanes, CAD es troba unida al seu inhibidor (ICAD), perd a l'activar-se les caspases,
aquestes degraden el repressor i alliberen I'endonucleasa activa. A més a més, la
degradacié ve acompanyada per la condensacié de la cromatina. D’aquesta manera
s’impedeix la divisié cel-lular i facilita la seva fagocitaci6é. La degradacié del DNA també
permet evitar la seva alliberacidé a I'espai extracel-lular ja que podria provocar una
resposta autoimmune [116], com seria el cas del lupus sistémic on es troben anitcossos

anti-DNA que generen deposicions als ronyons donant una pérdua de les funcions renals.
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Fig. 22.- Les caspases coordinen el desmantellament d’estructures cel-lulars clau, com és la fragmentacié del
DNA, de I'aparell de Golgi, de proteines del citoesquelet entre altres [38].

L'aparell de Golgi i el reticle endoplasmatic son organuls que pateixen la
fragmentacié i I'empaquetament durant I'apoptosi degut a l'accié de les caspases. El
mitocondri també es fragmenta durant el procés apoptotic, perd en aquest cas les
caspases no tenen el paper principal. A la figura 21 també es llisten les diferents accions

que exerceixen les caspases.
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L'etapa final del procés de degradacié de la cél-lula és la fagocitacié dels cossos
apoptotics. La generacidé de punts d’unié pels fagocits és I'tltim procés de la cel-lula al
morir. EI mecanisme mitjangcant el que les cellules apoptotiques coordinen el seu
reconeixement amb els fagocits no esta clar. El lligand més conegut és la fosofatidilserina,
fosfolipid de membrana que transloca de la cara interna de la membrana plasmatica cap a
’externa com a senyal de fagocitacid [117, 118]. Aquesta translocacié és depenent de

caspasa, perd no es coneix com es promou aquesta externalitzacio.
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3. CICLE CEL-LULAR

El cicle cel-lular és el procés universal mitjancant el qual les cellules es
reprodueixen, pas imprescindible pel creixement i el desenvolupament de tots els
organismes vius [119]. Els esdeveniments més importants del cicle cel-lular sén aquells
relacionats amb la copia i la divisié del material hereditari, i aixd comprén la replicacioé del
DNA cromosomic i la separacid dels cromosomes replicats durant la mitosi. Les bases
moleculars del control del cicle cel-lular estan altament conservades des dels eucariotes
unicel-lulars simples fins als metazous complexes. La precisié amb la qual s’executen els
processos del cicle cel-lular, assegura la supervivéncia dels organismes vius, mentre que
la pérdua d’aquesta precisié incrementa la inestabilitat gendmica, factor important en el

desenvolupament del cancer.

El cicle cel-lular eucariota es pot dividir entre la fase S o de sintesi, durant la qual
es replica el DNA, i la fase M o mitosi, en la que es separen els cromosomes replicats.
Aquestes dues fases estan separades per dos intérvals o gaps anomenats G1 (entre M i
S) i Gz (entre S i M) (figura 23).

El control del cicle cel-lular regula el comencament de la fase S i la fase M, i
assegura que aquestes es reprodueixin en el moment adequat, coordinades amb el
creixement cel-lular. També corregeix els errors que es puguin ocasionar durant la divisio
cel-lular. En diferents punts del cicle cel-lular la cel-lula revisa si una fase en concret s’ha
executat correctament abans de procedir a la seguent, concepte anomenat checkpoint o
punt de control [120]. Aquest mecanisme permet el bloqueig de la mitosi per a reparar un

DNA danyat, per exemple, i ajuda a assegurar I'exit de la transmissié genetica.

El primer punt de control en el cicle cellular es troba al final de la fase G1 i és
conegut com a punt de restriccid (R). Un cop les cél-lules han passat aquest punt estan
compromeses a completar el cicle cel-lular. Altres punts de control es troben a la fase S,
per activar els mecanismes de reparacio6 si fos necessari i a la transicié entre les fases Gz
M, per assegurar que les cél-lules tenen replicat completament el DNA i que no es troba
danyat abans que entrin a la mitosi. Hi ha també punts de control en la propia mitosi per

assegurar que les condicions es mantenen adients pel tal de completar la divisié cel-lular.

46



Introduccio

La durada de la progressié del cicle cel-lular en les cél-lules de mamifer varia
segons el tipus cel-lular, pero té una durada de 24 hores de mitja. El temps requerit per
superar la fase S i entrar a la fase M és molt constant entre les cél-lules, al voltant de les 6

h per la fase S, 4 h per la Gz i entre 12 h per la mitosi [121].

i P21'-' AN 1‘.\2?"‘ pat

Fig. 23.- Esquema del cicle cel-lular. El cicle cel-lular es divideix en les etapes G1 (gap 1), S (sintesi de DNA), G2
(gap 2) i M (mitosi). El punt després del qual la divisi6é cel-lular té lloc es coneix com el punt de restriccid (R) i es
troba a l'etapa tardana de G1. La progressio per les etapes del cicle esta regulada per la formaci6é dels complexes
Cdk/ciclina. L’activitat relativa de cada complex ve representat pel gruix dels arcs en gris. Els reguladors dels
complexes Cdk/ciclina es mostren enquadrats en negre [122].

La progressio a través de cada fase del cicle esta estrictament controlada per
diferents proteines, com les ciclines, les cinases ciclina-dependents (cyclin-dependent
kinases, CDK) i inhibidors de Cdk (CDKI), els quals sbn regulats per processos de
fosforilacié i desfosforilaci6é. Les Cdk juguen un paper clau en la regulacié del cicle
cel-lular, formen part de complexes amb les ciclines que actuen com a subunitats
reguladores. Els nivells de ciclina varien al llarg del cicle com a conseqléncia de canvis
en la transcripcié i degradacié per ubiquitinacio. L'activitat de les Cdk es veu regulada
negativament per les CDKI. Complexes especifics ciclina-Cdk esdevenen activats i
modulats en diferents fases del cicle. Per exemple, el complex ciclina D/Cdk4 (Cdk6) inicia
la progressio6 a través de G+ fosforilant diversos substrats, entre ells membres de la familia
del retinoblastoma (Rb), que condueix a un activacioé de la transcripcidé de gens necessaris
per la sintesi del DNA i la conseglient progressio pel cicle cel-lular. EI complex ciclina E/
Cdk2 és important per la transicié G1/S, el complex ciclina A/Cdk2 és important durant la
fase S, el complex ciclina A/Cdc2 (també conegut com Cdk1) i la ciclina B/Cdc2 sén

importants per la transicio entre la fase G2 i la M. La uni6 entre la ciclina com a subunitat
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reguladora i les Cdk com a subunitat catalitica amb activitat cinasa és especifica, és a dir,
I'activitat serina/treonina de les Cdk no es dbéna sind estan unides a la seva ciclina

especifica.

Les ciclines i Cdk al seu torn es troben regulades de forma negativa per CDKI.
S’han descrit dues families d’inhibidors de Cdk, els INK4 (Inhibitor of Cdk4) i els CIP (Cdk-
interacting protein)/KIP (Kinase inhibitor protein). Entre els membres de la familia dels
INK4 trobem p14, p15, p16, p18 i p19. La familia de les CIP/KIP inclou p21, p27 i p57.
Mentre els INK4 bloquegen la interaccid entre ciclcina i Cdk de forma indirecta induint
canvis alosterics a les Cdk, els membres de la familia CIP/KIP interaccionen de forma
directa amb el complex ciclina/Cdk inhibint la seva activitat. Les Cdk també es poden

regular per canvis en la fosforilacio del lloc catalitic controlats per Cdc25 i Wee1 [123].

El punt de restriccid entre la fase G1 i S és sensible a la presencia de factors de
creixement, perd s’ha vist que en realitat aquest punt de restriccié també és sensible a
nutrients, és a dir, en una fase primerenca de la fase G1 es troba el punt de restriccié
sensible als factors de creixement, mentre que en una etapa tardana de la fase G1 (unes
3,5 hores posteriors a la mitosi) trobem el punt de restriccié sensible a I'estat nutricional
(figura 24). Aquest punt de restriccio es trobaria regulat per senyals governades per la ruta
de mTOR (mammalian target of rapamycin), mentre que el punt de restriccio inicial ho

seria per Ras.

mTOR és una ruta de senyalitzaci6 complexa (figura 25) on hi ha nombrosos
factors que hi intervenen. mTOR és una Ser/Thr cinasa conservada que regula el
creixement cel-lular i el metabolisme en resposta a senyals ambientals. El senyal de PI3K
(phosphatodylinositol-3 kinase) implica la formacié de PIP3 (phosphatodylinositol-3, 4, 5-
phosphate) a partir de PIP2 (phosphatodylinositol-4, 5-phosphate), que capta PDK1
(phosphatodylinositol dependant kinase 1) que fosforila a Akt (Protein kinase B). Akt pot
fosofrilar i suprimir I'activitat GAP (GTPase activating protein) de TSC 1/2 (tuberous
sclerosis complex). La supressio de TSC 1/2 resulta en un increment de I'activitat GTPasa
de Rheb, que s’uneix al domini cinasa de mTOR i l'activa. mTOR estimula la subunitat
ribosomal S6 cinasa (S6K), que a la vegada estimula la traduccié de molts transcripts,
incloent aquells per a Myc. mTOR també suprimeix els senyals de TGF-3 que porten a un

increment de l'activitat ciclina E-Cdk2. Aquesta ruta es troba influenciada per AMPK (AMP-
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activated protein kinase) que activa TSC 1/2 i suprimeix mTOR, quan els nivells de ATP
sbn baixos respecte els nivells de AMP. AMPK també fosforila Raptor, una proteina

associada a mTOR, que comporta la seva inactivacié.

Els aminoacids s’han proposat com a elements activadors de mTOR, ja que
inactiven el TSC 1/2 o per I'estimulaci6 de Rheb. L'abséncia d’aminoacids essencials
resulta en una aturada de G+, de la mateixa manera que ocorre amb la inactivacié de

mTOR per 'accié de la rapamicina.
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Fig. 24.- Punts de restricci6 al llarg de la fase G del cicle cel-lular. Progressi6 a través de la fase G1 del cicle
cel-lular on es representen els dos punts de restricci6 que s’han de superar per entrar a la fase S, aixi com els
factors que governen aquesta transicio [124].

Per tant, la superaci6o de la fase Gi comporta el pas a través de dos grans
obstacles, el primer és el pas del punt de restriccid (R), depenent de factors de
creixement. Després de passar R, el seguent obstacle implica I'activacié de senyals que
indiquin si hi ha suficients nutrients perque la cel-lula dupliqui la seva massa, és el punt de
creixement cel-lular. L’eix central en aquest punt €s mTOR, que suprimeix la senyalitzacio
de TGF-B. La supressi6 de TGF-B fa que no s’activi p27KIP1 que evita I'activitat del
complex ciclina E-Cdk2, ja que la superaci6 d’aquest punt ve marcada pels nivells de
ciclina E-Cdk2.
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Fig. 25.- Representacio de la ruta mTOR. La ruta mTOR té nombrosos factors, un d’ells és la generacio, a partir
de PIP2, de PIP3, que recluta i activa PDK1, el qual fosforila Akt a la Thr308. Akt pot fosforilar i suprimir I'activitat de
TSC1/2, fet que suposa l'activacié de Rheb el qual activa a mTORC1. mTOR estimula S6K que afavoreix I'activitat
de traduccié d’elements com Myc. A la vegada, hi ha una inhibicié dels senyals de TGF-B, que comporta una
activitat elevada de ciclina E-Cdk2. En condicions de nivells baixos d’ATP es suprimeix I'activitat de mTOR i s’activa
TSC1/2 a través de AMPK. Aquesta ruta és altament sensible a la preséncia de nutrients necessaris pel creixement

cel-lular [124].

Val a dir que el cicle cel-lular i la mort per apoptosi es troben estretament lligats, ja
que condicions externes de falta d’elements mitogénics, ja siguin manca de factors de
creixement, nutrients, citocines, hormones, etc, o factors interns per exemple danys en el
DNA, condueixen a l'aturada de la divisié cel-lular, fet que activa I'apoptosi. El balang
entre senyals positius i negatius determina la decisidé entre la vida i la mort i un perfecte
equilibri entre la proliferaci6 cel-lular i la mort cel-lular és essencial. El lligam entre ambdés
és molt estret i diferents components participen en I'apoptosi i el cicle cel-lular. Molécules
com per exemple c-myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-kB, Cdk, ciclines i CDKI

tenen un paper dual, segons I'estimul, poden induir la divisié cel-lular o bé 'apoptosi [125].
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4. ESTRATEGIES PER INHIBIR L’APOPTOSI EN
CULTIUS EN BIOREACTORS

El cultiu in vitro de cel-lules animals representa la manera més adequada per
produir grans quantitats de proteines d’interes en el camp del diagnostic i terapeutic. El
que hom busca en els cultius en bioreactors és I'optimitzacié de la produccio, i per tant,
arribar a obtenir una maxima productivitat especifica i a una maxima concentracio
cel-lular. Una manera de millorar la produccié en els cultius cel-lulars és augmentar la
productivitat especifica per cél-lula, pero també es pot incrementar la concentracid
cellular i la durada del temps de cultiu ja que hi ha una relaci6 directe entre la
concentracié cel-lular i el producte obtingut. La mort cel-lular per apoptosi representa un
greu inconvenient a nivell del cultiu in vitro, ja que disminueix drasticament la viabilitat del
cultiu. Aixi, tots els sistemes, incloent els més sofisticats com la perfusié en continu,
acaben generant alguna condicié limitant que desencadena el procés d’apoptosi, que
esdevé irreversible i general. Per aquest motiu, s’intenten desenvolupar diferents
estratégies que permetin inhibir o retardar I'aparicié de I'apoptosi i que, per tant, ajudin a

allargar la durada dels cultius i millorin la productivitat del procés.

Una possibilitat per inhibir la mort per apoptosi en els cultius cel-lulars és la
utilitzaci6 de determinades substancies quimiques, com els inhibidors peptidics de
caspases. En la mort cel-lular programada dels cultius in vitro de I'hibridoma KB26.5, la
importancia tant del citocrom ¢ com de la caspasa 9 en el procés de transduccid i
amplificacié dels senyals que condueixen a la mort de la cel-lula d’hibridoma KB26.5 s’ha
constatat inhibint de forma quimica tant caspases iniciadores com efectores utilitzant el z-
VAD-fmk (N-benzioxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona) per la caspasa 9 i el DEVD-
cmk (Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-aldehid) per la caspasa 3 [126]. Els resultats obtinguts amb
I’ds d’aquests inhibidors quimics semblen suggerir un paper principal de les caspases 9i 3
en el procés de mort per apoptosi de I'hibridoma KB26.5, ja que s’ha observat una
inhibicié de I'apoptosi del 70% i del 35% si s’actua contra la caspasa 9 i 3 respectivament
(figura 26). Aquests diferents percentatges d’inhibici6 reflecteixen que la caspasa 9 és la
proteasa iniciadora de la via de les caspases. El fet que en el cas de la caspasa 3 la
inhibici6 de I'apoptosi hagi estat només del 35% indica que, efectivament, aquesta
caspasa és la responsable d’algunes de les alteracions que es donen en I’hibridoma, pero

com que es troba situada més avall que la caspasa 9 en la jerarquia de les caspases,
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només pot retardar I'aparici6 de I'apoptosi en periodes molt inicials del cultiu, ja que

paral-lelament es dona I'activacié d’altres caspases.

Aquests experiments han demostrat que és possible aturar el procés de mort
cel-lular i que la caspasa 9 activa directament la caspasa 3. No obstant, I'Us d’aquests
inhibidors peptidics a nivell de bioreactor no és factible com a consequéncia del seu
elevat cost [126]. Cal destacar el fet que, mitjancant I's d’inhibidors peptidics, sigui
possible retardar I'aparicié de I'apoptosi i revertir el procés de mort un cop aquest esta
activat. Aquesta evidencia permet avancar en el disseny d’estratégies genetiques dirigides
a inhibir 'apoptosi.
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Fig. 26.- Efecte de I'inhibidor z-VAD-fmk (I) i I'inhibidor DEVD-cmk (II) en el cultiu en discontinu de I'hibridoma KB
26.5 en condicions de manca de glutamina. A) Evolucié6 de la concentracié de ceél-lules viables B) Patré de
degradacio del DNA a les 60 h des de linici del cultiu. C) Percentatge de ceél-lules que presenten la translocaci6 de
la fosfaditilserina a la cara externa de la membrana plasmatica obtinguts per citometria de flux. En el cas del z-VAD-
fmK (inhibidor caspasa 9) es pot observar com els cultius amb concentracions de z-VAD-fmK de 50 i 100 yM
mantenen el nombre de cél-lules viables fins a les 36 hores des de I'inici del cultiu (I A) i el percentatge de cel-lules
apoptotiques en aquest temps és del 32% a 50 yM i 30% a 100 uM (I C). Per tant, hi ha una inhibicié de I'apoptosi
del 70% aproximadament. En el cas del DEVD-cmk (inhibidor caspasa 3) a concentracions de 300 i 200 yM a les 36
hores s’observa un 60 % i 65% respectivament de cel-lules apoptotiques, i una inhibicid de I'apoptosi del 35%
aproximadament (Il C) [126].
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Una vegada s’ha fet la determinacié amb inhibidors de que la inhibicié és possible,
s’ha efectuat I'expressid de proteines clau en la regulacié del procés. La estratégia per
actuar sobre la mort cel-lular programada és la introduccié de modificacions genétiques a
la cél-lula. Les estratégies genétiques d’inhibicidé de 'apoptosi tenen com a objectiu aturar
el procés apoptotic abans de l'activacié de les caspases transductores, és a dir, es
centren al nivell mitocodrial. Com s’ha vist, el mitocondri t¢ un paper essencial en la
integracié de senyals i la modulaci6é de les decisions de vida o mort a través de membres
de la familia de Bcl-2. Cal fer notar que la introduccié d’algun mecanisme genetic de
proteccié de la cél-lula respecte el procés d’induccid, podria desenvolupar cél-lules més
robustes que tindrien la capacitat de mantenir la seva viabilitat i no desencadenar la mort

cel-lular programada, inclis en condicions adverses provocades en algun moment del

bioprocés.

Taula 2.- Resum dels metodes més representatius utilitzats en diferents tipus cel-lulars2 per la proteccié de

I'apoptosi [127].

Cell line

Method of protection

NS0, CHO, HEK-293, BHK, Hybridoma
CHO, HEK-293

CHO, BHK, Hybridoma

CHO

NSO

Hybridoma

CHO, HEK-293

CHO, HEK-293

CHO, HEK-293

Hybridoma

Human epidermal keratinocytes
Jurkat cells

CSM14.1 neuron cells, SF268 glioblastoma cells,
HCT116 colon cancer cells, PC-3 prostate cancer cells
CHO

NSO

Hybridoma

CHO

Hela

Hybridoma

Hybridoma

NSO, Hybridoma

VERO

CHO

CHQO, Hybridoma

Bel-2

Bel-24 mutant

Bel-x

Bel-x A mutant

E1B-19K

Bhfr-1, kbcl-2

XIAP/XIAP mutant

CrmA/CrmA mutam

Caspase inhibitors: Z-IETD-fmk, Z-LEHD-fmk, Z-VAD-fmk
Caspase inhibitors: Ac-DEVD-cho, Z-VAD-fmk
Dominant negative caspase-9

Dominant negative FADD

Humanin

Transferrin and insulin-like growth factor-| receptor
Hsp70

High mitochondrial membrane potential selection
Suramin

Silkworm hemolymph

Rapamycin

Serum growth factors

Glutamine

Galactose, glutamine

Glutamine, asparagine, glucose feeding

Glycine betaine, glycine, asparagines, threonine

aAbreviatures: Ac-DEVD-cho, N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldheyd; BHK, baby hamster kidney; CHO, Chiness
hamster ovary, CSM, crude synaptic membrane; HEK-293, human embryonic kidney 293; NS0, NSO mouse
myeloma cells; VERO, African green monkey cells; z-IETD-fmk, benzyloxycarbonyl-lle-Glu-Thr-Asp-
fluoromethylketone; z-LEHD-fmk, benzyloxycarbonyl-Leu-Glu-His-Asp-fluoromethylketone; z-VAD-fmk,

benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone.

La utilitzaci6 d’estratégies moleculars per retardar o aturar la mort cel-lular
programada ha conduit a I'is de gens de la familia de Bcl-2 [14, 128, 129], pero cal tenir

en compte que aquestes proteines poden ser susceptibles a ser degradades per les
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caspases, i que els productes de la proteolisi generin fragments proapoptotics, fent que
sigui necessari buscar alternatives a aquests gens antiapoptotics [130, 131]. Estrategies
més recents han intentat modificacions duals destinades a aturar diversos nivells
simultaniament de la ruta apoptotica. Aquests intents de combinar diferents gens per
inhibir I'apoptosi pretenen generar soques més robustes, ja que les cél-lules podrien
sobreviure durant periodes llargs de temps en situacions adverses [132, 133]. Altres
estratégies passen per expressar proteines viriques inhibidores de I'apoptosi com la
proteina CrmA del poxvirus [134] entre altres. La taula 2 mostra una recopilacié de
diferents métodes usats per impedir 'apoptosi en diversos tipus cel-lulars. S’hi mostren
elements utilitzats seguint dues estratégies, per una banda la modificaci6 de I'entorn
exterior a través de la suplementacié de medi i, per l'altra, I'alteracié de la bioquimica

intracel-lular utilitzant aproximacions d’enginyeria genetica.

4.1. BHRF1

Els virus sbén parasits intracel-lulars que requereixen infectar cel-lules per
sobreviure durant un determinat temps per propagar-se i assegurar-se la transmissioé cap
al seguent hoste. L'estudi de les diferents families viriques ha posat de manifest que en
moltes d’elles evitar la mort de la céllula que infecten és primordial, mentre que en
d’altres induir la mort cel-lular és essencial per facilitar 'alliberament de les particules
viriques. Els genomes virics reflecteixen la dependéncia en la inducci6é o inhibicio del la
mort cel-lular, amb moltes proteines actuant sobre passos clau en la progressié de la mort
de la cél-lula. En resposta a I'estrés generat per la infecci6 virica, tots els metazous tenen
la capacitat de restringir la replicaci6 viral i la seva expansi6. S’han descobert nombrosos

inhibidors d’aquesta resposta innata, fet que ha permes conéixer les rutes clau de I’hoste.

Els virus utilitzen estratégies per regular I'apoptosi a nivell mitocondrial, ja que
aquest és un procés altament conservat en els organismes multicel-lulars. Aquestes
estratégies es basen en alterar P'equilibri entre proteines anti- i proapoptotiques, tant
expressant homolegs virals de bcl-2 per mantenir la supervivéncia cel-lular com produint

inhibidors de factors de supervivéncia per induir la mort cel-lular [135].

Els virus de diferents families inhibeixen també la ruta extrinseca a diferents nivells,
ja sigui mimetitzant els receptors TNF i actuant com a reclam (com CrmB del virus de la

verola) o inhibint 'activitat proteolitica de la caspasa-8 (com CrmA del virus de la verola).
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En el cas de la ruta intrinseca, els virus han mimetitzat elements d’aquesta ruta ja
sigui per mantenir la integritat del mitocondri com per a generar la permeabilitzacio de la
membrana mitocondrial externa (figura 27). Aquest ultim cas és el que predomina en els
virus RNA, on produeixen proteines que interfereixen amb membres antiapoptotics, com
la proteina Vpr del HIV-1, que indueix la permeabilitzacié del mitocondri, 0 en el cas de la
proteina 7a del coronavirus causant del SARS, en que s’inhibeix I'activitat antiapototica de
Bcl-XL. La proteina Tat del HIV-1 és capac¢ d'induir I'apoptosi alliberant la proteina

proapototica Bim del citoesquelet on es troba retinguda.

@ Pro-apoptotic
BH3 only proteins
. . . . Pro-survival proteins

N-terming!
Exposure

Cytochrome ¢
Release

BH3-Groove
Oligomarisation
Fig. 27.- Dianes de les proteines virals en la ruta mitocondrial de I'apoptosi. Al generar-se I'estimul apoptotic i
el donar-se el segrest de les proteines antiapoptotiques per part de les proteines BH, els membres proapoptotics
Bax i Bak pateixen canvis al seu extrem N-terminal, oligomeritzant. Els activadors virals (rosa) i els inhibidors
(porpra) de I'apoptosi, segresten molecules de la familia de Bcl-2 especifiques en aquesta ruta. Les linies negres

indiquen la ruta cel-lular d’apoptosi, les linies vermelles indiquen inhibicié viral i les fletxes vermelles indiquen
activacio [135].

Les estrategies per mantenir la integritat mitocondrial es troben predominantment
en virus DNA, ja que contenen homolegs Bcl-2, anomenats genéricament vBcl-2 (taula 3).
Alguns vBcl-2 tenen una sequéncia homologa a proteines cel-lulars similars a Bcl-2, altres

tenen molt poca homologia en la seva estructura primaria, perd si que mantenen una

55



Introduccio

estructura terciaria conservada amb els homolegs cel-lulars. Els mecanismes pels quals
aquestes proteines actuen com a factors de supervivéncia varien segons l'etapa de la ruta
d’apoptosi on desenvolupin la seva activitat. vMIA inhibeix exclusivament Bax al
mitocondri per interaccions electrostatiques, altres membres de vBcl-2 segresten
proteines amb domini BH3, com la proteina A179L, que uneix tant Bim com Noxa, o
Orf-125 que s’uneix totes les proteines amb domini Unic BH3. Altres proteines virals
homologues a Bcl-2 eviten I'apoptosi al unir-se a Bak i Bax, ja sigui pel seu domini BH3 o
bé per la regid N-terminal, impedint la seva oligomeritzacio.

Taula 3.- Alguns exemples de proteines viriques homologues de Bcl-2 que mantenen la integritat de la membrana
mitocondrial externa i la familia a la qual pertanyen.

Virus Proteines viriques antiapoptotiques que mantenen la integritat mitocondrial
Poxviridae F1, N1, M11L, A179L, ORFV125
Herpesviridae BHRF1, BALF1, vMIA, LMP1
Adenoviridae E1B19K
Birnaviridae VP5

En aquest treball s’ha utilitzat la proteina BHRF1 (BamH| Rightward Reading
Frame 1), provinent del virus Epstein-Barr que infecta cél-lules com els limfocits B
(provocant infeccions com la mononucleosis) i del teixit epitelial. Es un virus amb potencial
oncogeénic i, de fet, ha estat identificat com a causant d’alguns tumors malignes de teixit
epitelial i limfoide, com és el cas del carcinoma nasofaringi, el limfoma de Burkitt o el
limfoma de Hodgkin [136-138].

L'estrategia del virus d’Epstein-Barr per evitar que la cél-lula infectada activi els
programes de suicidi, és expressar dues proteines homologues al Bcl-2 cel-lular, BHRF1 i
BALF1. El motiu pel qual EBV necessita dos homolegs virals al Bcl-2 es desconeix, pot

ser que actuin en estadis diferents del cicle del virus o tinguin rols complementaris [139].
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Fig. 28.- Localitzacio del cluster dels miRNAs de BHRF1 en el genoma de EBV [145].

L’homoleg viric de Bcl-2, BHRF1, s’expressa de forma primerenca durant el cicle

litic del virus. El gen bhrf1 es troba altament conservat en els virus aillats i s’ha vist que

suprimeix I'apoptosi [140, 141]. El genoma del virus EBV porta adjacent al gen bhrf1 tres

microRNAs (miRNAs) agrupats en dos clusters, un immediatament a 5’ de bhrf1 i l'altre a

3’ [142], com es pot veure a la figura 28. L'expressié d’aquests BHRF1 miRNA no es

coexpressa amb el gen bhrf1, ja que aquests tenen un paper important durant el cicle

latent del virus i bhrf1 és expressat durant el cicle litic. A més, el precursor per miR-

BHRF1 sembla estar localitzat 5’ del promotor que condueix a I'expressidé del mRNA de
bhrf1 [143]. Els miR-BHRF1-1-2 i -3 formen un RNA estable que difereix respecte el
mMRNA de bhrf1[144].
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Fig. 29.- Alineament de la seqiiéncia aminoacidica de BHRF1 i de Bcl-X.. Les regions BH1-4 de Bcl-XL es
troben indicades, aixi com I'estructura secundaria de BHRF1. Es pot comprovar com I'homoleg viric presenta una
alta homologia estructural al mantenir les quatre regions BH [139].
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La proteina BHRF1 té una mida de 17 kDa, comparteix el 38% d’homologia en
’estructura primaria amb Bcl-2 huma. La sequéncia de la proteina també evidencia la
presencia de tres dominis d’homologia a Bcl-2 (BH) conservats, BH1-BH3, que sén
caracteristics de les proteines de la familia de Bcl-2. De forma similar a Bcl-2, BHRF1 té
una regié hidrofobica a I'extrem C-terminal que el localitza a membranes intracel-lulars en

les cél-lules infectades (figura 29).

L’estructura tridimensional de BHRF1 és similar a altres membres de les proteines
tipus Bcl-2 (figura 30A i 31). El nucli de la proteina es troba format per una helix-a, a5,
hidrofobica central i una hélix parcialment enterrada, a6. Aquestes dues hélix-a es troben
envoltades per diverses hélix amfipatiques. La primera helix-a de la proteina correspon a
la regié BH4 de Bcl-X.. BHRF1 té una homologia limitada en la sequéncia d’aquesta regio
respecte Bcl-2. Estructuralment pero, aquesta regié cobreix part de la helix hidrofobica
central, i per tant té el mateix paper que la mateixa regi6 BH4 en Bcl-X. i els altres
membres de la familia de Bcl-2. La segona hélix es troba paral-lela amb la part N-terminal
de la helix hidrofobica central, a5. La tercera helix cobreix part de la regié C-terminal de
a5. La quarta helix es troba anti-paral-lela amb la tercera hélix. Les helix 5 i 6 també es
troben anti-paral-leles, seguides de la setena i Ultima hélix de la proteina. Aquesta
estructura mostra gran similitud amb altres membres de Bcl-2, ja que contenen el mateix
nombre d’hélix-a, perd una diferencia significant entre les estructures és la posicio de les
hélix que formen la butxaca hidrofdbica, que correspondria al lloc d’unié per péptids de
domini BH3 en altres proteines Bcl-2. Al Bcl-2, aquest nucli hidrofobic es troba més
exposat i és de major longitud mentre que en BHRF1 les hélix 4 i 3 estan paral-leles, fet
que redueix I'exposici6é dels residus hidrofobics de la butxaca. Una altra diferéncia és que
al BHRF1 el llag que connecta a1 i a2 és molt més curt que no en Bcl-2. Aquest llag, tant
en Bcl-2 com en Bcl-X., conté un domini de regulacié a caspases que no es troba en
BHRF1 [146] (figura 30B).
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Fig. 30.- A) Estructura tri-dimensional de la proteina virica BHRF1, homologa a Bcl-2. El centre hidrofobic es
distingeix pel color groc. B) Modificacions post-traduccionals que pateixen els membres cel-lulars de la familia de
Bcl-2 (com a exemple Bcl-X1) com proteolisi i fosforilacions en el loop regulatori. Aquests punts de tall no es troben
en I'homoleg de Bcl-2 de EBV, BHRF1 [147].

Finalment, la superficie de BHRF1 divergeix de les altres proteines de la familia
Bcl-2 pel fet que molts dels aminoacids no polars que es troben en alguns membres de
Bcl-2 estan substituits al BHRF1 per aminoacids polars, fent de la superficie de la proteina
menys hidrofobica que la dels seus parents. Aquests canvis poden ser rellevants ja que es
troben en la zona exposada de la butxaca hidrofobica que interacciona amb proteines de
domini BH3 (figura 31).
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Fig. 31.- Comparacio de I’estructura tri-dimensional de les a proteina virica BHRF1 (A) amb Bcl-X. (B) i amb la
proteina homologa a Bcl-2 al virus del sarcoma de Kaposi (C). Es pot observar com en les dues Ultimes estructures
el centre del canal hidrofobic (groc) queda més exposat ja que les helix 3 i 4 (vermell) que es troben més obertes en
aquestes proteines que no en el BHRF1 [139].

4.1.1. Efecte de I'expressié de BHRF1 en I’hibridoma KB26.5

La transfecci6 estable de bhrf1, ’homoleg viric de Bcl-2, en les cél-lules d’hibridoma
KB26.5 emprat com a model cel-lular pel grup de recerca on s’ha realitzat aquesta tesi
doctoral, utilitzant plasmids bicistronics, ha permés generar una soca robusta capag¢ de
resistir condicions de cultiu adverses, evitant que desemboquin en l’'activacié de la mort

per apoptosi [148]. Aquestes cél-lules no tant sols presenten una major resisténcia a la
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mort cel-lular, sin6b que sbn capaces de recuperar-se de les condicions externes adverses
de forma més rapida que les cél-lules d’hibridoma no transfectades amb BHRF1. Aix0 es
pot observar en primer lloc a la figura 32A, on es veu que en un cultiu en discontinu les
cél-lules transfectades tenen una viabilitat major, tot i que en el medi de cultiu tingui
esgotat el substrat limitant, que com s’ha esmentat en punts anteriors és la glutamina per
aquest tipus de cultiu. Cal destacar pero, que només és en aquestes condicions adverses
del cultiu quan s’observaven diferéncies entre aquelles cél-lules que expressen BHRF1 de

les que no ho fan.

Quan s’afegeix medi complert a les cel-lules d’hibridoma que han patit la falta de
glutamina durant 24, 48 i 72 hores, s’'observa com aquelles que es troben transfectades
per BHRF1 recuperen la viabilitat fins a valors proxims al 100% en un temps molt curt, fins
i tot en les cel-lules que es mantenen fins a 72 hores sense glutamina presenten una
capacitat de recuperacid en la seva viabilitat, encara que de forma més lenta, respecte
aquelles que es mantenen 24 i 48 hores sense glutamina (figura 32B), mentre que les

cél-lules no transfectades no es recuperen.
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Fig. 32.- Perfil de mort (A) i recuperacié cel-lular (B). En el perfil de mort cel-lular es pot veure com aquelles
cel-lules que han incorporat el gen bhrf1 resisteixen fins a 72 hores en un cultiu on al medi li manca glutamina com a
medi d’inducci6é a I'apoptosi. A més aquestes cél-lules transfectades amb bhrf1 tenen la capacitat de recuperar la
seva viabilitat al afegir medi complert, tot hi haver estat en condicions d’'inducci6 de I'apoptosi durant 72 hores. [148]

Aquests dos efectes, de proteccid i de recuperacié de la viabilitat, queden també
molt patents en cultius en continu (figura 33), on es practica una aturada en la bomba
d'adici6 de medi, generant condicions iniciadores de I'apoptosi al cultiu degut a
’esgotament dels nutrients principals. L'aturada de la bomba d’adici6é es realitza en tres
moments diferents (c, d i e a la figura 33), amb una duraci6é respectiva de 24, 48 i 72

hores. Aquelles cel-lules d’hibridoma que es troben sota els efectes protectors de BHRF1
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mantenen una alta viabilitat respecte les cél-lules control, i recuperen la seva viabilitat un
cop es restableix I'alimentacio, de fet les cél-lules control ja no es recuperen després de
I'aturada en l'alimentacié de 24 hores (c). Aquest comportament es veu inclis en parades
de més llarga durada, on s’observa que encara que la disminucid de la viabilitat és

superior, la recuperacié és bona.

A la taula 4 es mostren les dades obtingudes en treballs anteriors respecte a la
produccié d’anticos monoclonal a diferents temps de cultiu, per part de les cel-lules
d’hibridoma KB26.5 transfectades amb el gen bhrf1 i les no transfectades. Cal mencionar
que, la transfeccié amb bhrf1 de les cél-lules d’hibridoma KB26.5 no fa variar la producci6
d’anticos monoclonal, obtenint concentracions de 24 ug/mL a les 64 hores de cultiu en
discontinu, per de les dues linies cel-lulars.

Taula 4.- Concnetracié d’anticos monoclonal (MAb) obtingut en les celllules KB26.5 no transfectades i les

transfectades amb bhrf1 a les 57 i 95 hores d’un cultiu en discontinu. Es mostra també la concentracié cel-lular i la
productivitat especifica (Pesp.) [148].

Temps (h)
57 hores 95 hores
Cultius Conc. MAb Conc. Cel Pesp. Conc. MAb Conc. Cel Pesp.
(ng/mL) (cel/mL) x105 (ng/cel) (ng/mL) (cel/mL) x105 (ng/cel)
Céllules no 13,5 13 1,04 15,6 13 1,7
transfectades
Cél-lules
transfectades 13,1 13 1,06 13,6 8 1,2
bhrf1

Per tant, de tots els resultats de treballs anteriors que s’acaben de recollir, es pot
concloure que els efectes que exerceix BHRF1 a les cel-lules d’hibridoma KB26.5 sén
evidents i converteixen aquest tipus d’estratégia en una alternativa per disminuir els
efectes de l'apoptosi en sistemes de cultiu d’alta densitat. Perd a més fa d’aquestes
cél-lules no només una soca robusta per la produccié d’anticossos monoclonals, siné un
sistema model per tal de coneixer quins mecanismes utilitza BHRF1 per aturar el procés

apoptotic.
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Fig. 33.- Cultiu en continu de cél-lules d’hibridoma KB26.5 transfectades amb pIRES:bhrf1 (A) i sense
transfectar (o). Es poden apreciar les diferents fases del cultiu, (a) cultiu en fase de creixement en discontinu i en
continu (b) on no es veuen les diferéncies entre les cel-lules control i les transfectades. (c) primera aturada de
I’alimentacié del cultiu de 24 hores, on es veu que les cél-lules control no recuperen la seva viabilitat al restrablir-se
el subministrament d’aliment. (d) segona aturada de 48 hores de durada, les cél-lules transfectades suporten
aquesta aturada i la tercera (e) de 72 hores recuperant la seva viabilitat en tots tres casos [148].

A partir d’aquests antecedents i del comportament tant marcadament diferenciat en
el cultiu de cél-lules de I'hibridoma KB26.5 que incorporen I'expressié de bhrf1 (KB26.5-
bhrf1) respecte a les cél-lules control (KB26.5-@), al present treball es va plantejar estudiar
amb més detall quins sén els mecanismes intracel-lulars associats a I'expressié de bhrf1.
Cal tenir en compte des del principi I'elevada complexitat del procés d’apoptosi, com s’ha
recollit en aquesta introduccio, i que des de I'expressio del gen introduit a les cél-lules fins
als efectes a nivell fisiologic de la cel-lula hi ha multiples etapes. En tot cas, l'interes dels
resultats obtinguts previament han motivat aquest treball, que busca coneixer més a fons

els mecanismes involucrats en aquest efecte protector tant remarcable.
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Objectius i pla de treball

L'activacio de l'apoptosi en els cultius in vitro d’hibridomes representa un greu
inconvenient ja que disminueix drasticament la viabilitat del cultiu i en consequeéncia, la
productivitat del bioreactor, conduint, en el cas dels processos continus, a la possible
pérdua de tot el cultiu. El nostre grup va determinar que, aquest tipus de mort en
I’hibridoma KB26.5 es desenvolupa per una série de vies bioquimiques que
desencadenen la sortida del citocrom c¢ de l'espai intermembrana mitocondrial al
citoplasma, provocant I'activacié de la cascada proteolitica de les caspases. Treballs
previs realitzats al nostre laboratori en I'hibridoma KB26.5 amb inhibidors peptidics
especifics de caspases van mostrar que, era possible retardar I'apoptosi i revertir el
procés de mort un cop aquest havia estat activat. No obstant, I'Us d’aquests inhibidors
quimics a nivell de bioreactor no és factible com a conseqiéncia del seu elevat cost. Per
aquest motiu, el nostre grup opta per utilitzar estratégies d’inhibicié genética sobre els
membres iniciadors de la ruta de les caspases, per retardar I'aparici6 de I'apoptosi.
Concretament, es va sobreexpressar el gen viric bhrf1, homoleg de bcl2, obtenint
d’aquesta manera una linia cel-lular que presentava una major resisténcia a I'apoptosi.
Aixi doncs, partint de les dades existents, el projecte inicial d’aquesta tesi era el de
coneixer els canvis fenotipics que bhrf1 conferia a les cél-lules KB26.5 i el d’iniciar I'estudi
funcional i estructural de la proteina BHRF1, per coneixer millor el seu paper a nivell

cel-lular.

En una primera fase d’aquest treball, es va avaluar I'efecte del gen bhrf1 sobre
I'apoptosi i el cicle cel-lular. En una segona fase del treball es va determinar el mecanisme
d’accio6 de bhrf1.

A tal efecte es proposa realitzar el seguent pla de treball:

e Utilitzar cultius de cél-lules d’hibridoma KB26.5 transfectades amb el gen
bhrf1 (KB26.5-bhrf1) i sense transfectar (KB26.5-@), en discontinu i en

perfusio, per tal d’analitzar el nivell de mort per apoptosi i el cicle cel-lular.

e Estudi dels canvis d’expressié génica en cel-lules d’ hibridoma KB26.5,

mitjancant microarrays i PCR en temps real.
e Analisi dels canvis d’expressio proteica deguts a I'efecte de BHRF1.

e Determinaci6 de la localitzaci6 cel-lular de BHRF1 en les cél-lules

d’hibridoma KB26.5.
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e Estudi de possibles interaccions de la proteina BHRF1 amb altres proteines

del seu entorn.
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Resultats i Discussio

1. EXPRESSIO DE BHRF1, APOPTOSI i CICLE
CEL-LULAR EN CULTIUS D’HIBRIDOMA

A la introduccié d’aquesta memoria, s’han detallat els principals factors inductors de
la mort per apoptosi dels hibridomes cultivats en bioreactors. Aixi, s’ha vist que
I’exhauriment dels nutrients essencials al medi provoca la interrupci6 de les principals vies
metaboliques de la cel-lula, ja que tant la glucosa com la glutamina son fonamentals per al
correcte desenvolupament dels processos catabdlics i anabolics cel-lulars. S’ha esmentat
també que concentracions massa baixes d’oxigen dissolt al medi provoquen una forta
induccié a I'apoptosi, per tant, molt probablement, la interrupcié de les vies de sintesi
energetica cel-lulars és una altra causa principal d’activacio de la mort cel-lular
programada, tot i que l'aturada en la formacié de nucleodtids, proteines i altres
biomolecules pot actuar de manera conjunta. Un segon aspecte que esta intrinsecament
relacionat amb l'apoptosi és el cicle cel-lular. Molts factors de creixement promouen

I'aveng del cicle cel-lular induint la transicio de la fase G cap a la fase S [149].

Idealment, un bioprocés es podria optimitzar si es pogués, en primer lloc, obtenir
una quantitat important de cél-lules i, a continuacid, es pogués aturar el cicle cel-lular,
mantenint la viabilitat cel-lular, evitant doncs I'apoptosi, i per tal de poder concentrar tota

I’activitat cel-lular en la producci6 de la proteina d’interés [150].

Per tal d’avaluar els efectes del gen bhrf1 sobre la viabilitat i el procés de mort
cel-lular, es va plantejar un experiment de cultiu cel-lular en discontinu utilitzant cél-lules
d’hibridoma KB26.5 transfectades amb el plasmidi pIRES:bhrf1, KB26.5-bhrf1, comparant-
les amb les cel-lules transfectades amb un vector pcDNAS3 buit, KB26.5-@, utilitzades com
a cultiu control. Aquesta analisi es va efectuar tant per a un cultiu en discontinu
convencional, com per un en el que s’indueix I'apoptosi mitjangant I'abséncia de glutamina

al medi de cultiu.

Es va observar com el cultiu en discontinu en el cas de les cél-lules KB26.5-bhrf1
presentava una acumulacié molt menor de cél-lules mortes comparada amb les cel-lules
KB26.5-@, on es produia un augment de les ceél-lules mortes, aixi com el nombre de
cel-lules totals (figura 34A i B). En el cas de les cél-lules KB26.5 transfectades amb bhrf1

(figura 34B), el perfil de creixement mostrava com el nombre de cel-lules viables i el
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nombre de cél-lules totals era molt similar, indicant una clara reducci6 de la generaci6é de
cél-lules mortes, mantenint la viabilitat cel-lular entorn al 90% durant tot el cultiu. Les

cel-lules KB26.5-@ presentaven un augment molt important de les cél-lules mortes a partir

de les 72 hores, que passaven de 5-105 cel/mL a 1,7-1086 cel/mL en 24 hores, fent caure la
viabilitat fins al 73%, que s’havia mantingut al voltant del 95% fins aquest moment. Aquest
increment de la mortalitat condiciona el nombre maxim de cel-lules viables que pot
aconseguir el cultiu, ja que no va superar les 1,7-108 cél-lules viables/mL, tot i que en el
recompte de cél-lules totals es varen obtenir valors de 4,4-106 cel/mL. El cultiu de cel-lules
KB26.5-bhrf1 va arribar a 3,1-106 cél-lules viables/mL, valors superior als del cultiu
KB26.5-@, degut a la gran quantitat de cél-lules mortes en el cultiu no transfectat. Fins a
les 96 hores de cultiu, els dos tipus cel-lulars varen créixer seguint la mateixa tendéncia.
En ambdds casos a partir de les 120 hores de cultiu es va observar una davallada del
recompte cel-lular que es pot explicar perque la mort que es doéna en aquest cultiu és per

apoptosi i aixd causa una destruccié de la cel-lula.
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Fig. 34.- Creixement cel‘lular en un cultiu en discontinu de les cél-lules d’hibridoma KB26.5 sense
transfectar (KB26.5-2) (A) i transfectades amb el gen viric bhrf1 (KB26.5-bhrf1) (B). (n=3)

Per tal d’'observar si aquestes diferéncies en el perfil de les cél-lules KB26.5-bhrf1
es traduien en un canvi en el patrd del cicle cel-lular, es va determinar I'estadi cel-lular a
diferents temps de cultiu mitjangant citometria de flux a partir de quantificar el DNA. A la

figura 35 es presenta el perfil de cicle cel-lular que es va obtenir pel cultiu en discontinu de
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Fig. 35.- Analisi del cicle cel-lular mitjancant FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting), en un cultiu en
discontinu de les cél-lules KB26.5 sobreexpressant BHRF1 respecte les control no transfectades. Exemple
del perfil de cicle cel-lular on es pot observar les cél-lules control a I'inici del cultiu en discontinu (A) i a les 96 hores
(B), aixi com en les mateixes condicions de la linia KB26.5-bhrf1 (C i D). Es poden observar els pics corresponents
a la fase G1, G2/M i de I'etapa S, aixi com la fragmentacio del DNA en el pic sub G1. El perfil global de la distribucio
del cicle expressat en tant per cent es mostra al diagrama per les cél-lules control (E) i transfectades (F) amb una
n=3.
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les cellules KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1. Es va determinar un augment de la proporcié de
cél-lules en la fase Gy del cicle cel-lular en les cél-lules KB26.5-@, passant del 28,6% a les
48 hores de cultiu al 48,7% de les 96 hores. Aquest canvi en la proporcioé de cél-lules en la
fase G1 es va fer més evident en el cas de les cél-lules transfectades, ja que augmentava
fins a un 69,7% a les 96 hores. També es va poder apreciar una reduccié de la fase S a
mesura que avancgava el cultiu en els dos tipus cel-lulars. A partir d’aquests resultats de
distribuci6 del cicle cel-lular es pot coneixer la relacioé entre la fase de sintesi (S) i la fase
G1, index que permet determinar si hi ha una aturada en el cicle cel-lular. El grau
d’aturada en G+ es representa a la figura 36A, on es pot observar com a mesura que el
cultiu avancava, la relaci6 Gi/S en el cas de les celllules KB26.5-bhrf1 augmentava
notablement, passant d’una relacié de 0,6 fins a 3 al cap de 24 hores. En les cel-lules
KB26.5-@, l'increment de la relacié G1/S és més discret, passant de 0,5 a 1,4, que, tot i
ser un valor superior a 1, és un 46% inferior al valor que varen presentar les cel-lules
KB26.5-bhrf1. Aquest fet permet dir que la incorporaci6 de BHRF1 fa que le cel-lules

KB26.5-bhrf1 alenteixin el seu cicle en 2,1 vegades.
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Fig. 36.- Relacio entre les fases G1/S (A) i de la proporcié de cél-lules amb fragmentacié del DNA (B) per les
cél-lules KB26.5-2 i les KB25.5-bhrf1 en un cultiu en discontinu.

Els resultats que es varen obtenir per citometria de flux de I'estudi del cicle cel-lular
van permetre observar també que hi havia DNA amb una intensitat menor a la intensitat
que mostraven les cél-lules a l'estadi G1. Tota aquella senyal amb una intensitat inferior

indica que hi ha fragmentacié del DNA, fet que ocorre en estadis avancats d’apoptosi
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(figura 35 i figura 36B). Quan s’analitzen els resultats per la linia KB26.5-@ i la linia

KB26.5-bhrf1, es pot observar clarament un alt grau de fragmentacié del DNA i, per tant,
d’apoptosi en les cél-lules KB26.5-3, especialment a les 96 hores de cultiu, mentre que en

les cél-lules que expressen BHRF1, la fragmentacié del DNA és un 25% inferior.

A partir de la velocitat de creixement de les dues linies cel-lulars i la distribuci6 del
cicle cel-lular, es va poder determinar el temps que la cél-lula destinava a cadascuna de
les fases que conformen el cicle cel-lular. Els resultats es presenten a la figura 37A i B, i
es pot observar com el temps que les cél-lules destinen a cada fase del cicle varia al
avancar el cultiu, amb una tendéncia semblant a la distribucié del cicle en el cas
d’aquelles que incorporen el gen bhrf1, ja que va augmentant el temps que es destina a
superar la fase G1, fet que es correspon amb una major proporci6 de cél-lules en aquesta
etapa (com es pot observar a la figura 35B). La fase de sintesi és I'etapa més llarga del
cicle i la que triga més temps en superar-se en condicions optimes, perd quan el cultiu
envelleix, la fase més llarga esdevé la G1. Aixi, s’observa com la durada de la fase S
passa de 0,4 dies a les 48 hores de cultiu en les cél-lules KB26.5-bhrf1, a 0,2 dies a les 96
hores, mentre que la fase G1 té€ un important augment i passa de 0,3 dies a les 48 hores a
durar 0,5 dies a les 96 hores. La fase G2/M es veu poc alterada al llarg del cultiu en les

dues linies cel-lulars, indicant un temps de durada d’aquesta fase forgca constant.
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Fig. 37.- Durada de les diferents etapes del cicle cel-lular durant el cultiu en discontinu de cél-lules
d’hibridoma KB26.5-@ (A) i KB26.5-bhrf1 (B). Es pot observar com en les cél-lules control sense transfectar

augmenta la durada de la fase G1(A) a les 96 hores de cultiu, aixi com la disminuci6 de la durada de la fase S (@) i

el lleuger guany de la fase Go/M (B). L'augment en la durada de I'etapa G1 del cicle es fa encara més evident en el
cas de les cél-lules KB26.5-bhrf1.
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En el cas del cultiu KB26.5-@, la durada de la fase Gi passa de 0,36 dies a les 48

hores a augmentar fins a 0,4 dies, i la durada de la fase S és de 0,5 dies a les 48 hores i
disminueix fins a 0,4 dies a les 96 hores. Per tant el temps que trigaven les cél-lules en
superar ambdues fases era molt similar, fet que no concorda exactament amb la
distribucio del cicle, en la qual es veia incrementada la proporcié de cel-lules en fase Gi.
De totes maneres, si que la relacié entre G1 respecte S (G1/S) era marcadament més alta
en les cél-lules KB26.5-bhrf1 que en les KB26.5-@, i aix0 si que és consistent amb que la
durada de G1 en les cél-lules KB26.5-bhrf1 es vegi clarament augmentada i que en les

cél-lules KB26.5-@ quedi a nivells similars als inicials.

Cal dir que la velocitat de creixement de les dues linies és molt similar, les cél-lules
control presenten una velocitat de creixement maxima de 0,028 h-' mentre que les
transfectades tenen un creixement de 0,035 h'', al que correspon a un temps de

duplicacio de 25 hores i 20 hores respectivament.

Per tal de continuar analitzant I'efecte sobre el comportament cel-lular de
I’expressio de bhrf1, es van plantejar experiments en condicions d’induccié de I'apoptosi,
el que es feia mitjangant el cultiu cel-lular en medis amb abséncia de glutamina. Aquestes
son condicions ben conegudes com a inductors de I'apoptosi [126]. Per aquest motiu es
varen cultivar tant les cél-lules KB26.5-2 com les KB26.5-bhrf1 en medi complert durant
48 hores, en aquest moment es va fer un recanvi de medi, emprant medi sense glutamina.
A partir d’'aguest moment s’observa que el nombre de céel-lules viables en el cas de les
KB26.5-2 disminueix pronunciadament al llarg del temps, de la mateixa manera ho fa la
viabilitat cel-lular, mentre que les que havien incorporat el gen bhrf1 mantenen la seva
viabilitat durant 48 hores (figura 38A i B).

Quan es va analitzar el cicle cel-lular en aquestes condicions, es va observar com
tant la linia KB26.5-@ com la KB26.5-bhrf1 augmentaven la proporcié de cél-lules en G
respecte les que es troben en fase de sintesi (S) al llarg del cultiu, perd en aquest cas no
es varen apreciar diferéncies importants entre les dues linies (figura 39 i 40A). Els perfils
de distribucio de cicle en els dos casos mostraven com s’incrementava de forma important
la fase G1 fins a un 63% en les dues linies al cap de 48 hores de cultiu en condicions de
manca de glutamina. Aquest augment en la fase G1 s’iniciava ja a les 24 hores de cultiu i

era lleugerament superior en les cél-lules transfectades (55%) que en les control (51%).
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En les cél-lules KB26.5-@ la fase S disminuia menys pronunciadament en les primeres 24
hores, passant del 48% inicial al 46%, perd arribant al 31% a les 48 hores. En les cel-lules
transfectades, la fase de sintesi (S) passava del 47% al 38% en les primeres 24 hores i es

quedava al 28%.
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Fig. 38.- Perfil de concentraci6 cel-lular viables de les cél-lules KB26.5-2 i de les KB26.5-bhrf1 en un cultiu
amb medi sense glutamina. El nombre de cél-lules viables en la poblacié KB26.5-@ disminueix al llarg del temps ja
que el medi sense glutamina indueix la mort cel-lular programada en les cél-lules d’hibridoma KB26.5. En el cas de
les cél-lules KB26.5-bhrf1 el nombre de céllules viables es manté constant al llarg del cultiu amb una petita
davallada a les 48 hores. El nombre de cél-lules totals es manté estable per les KB26.5-@ i per les KB26.5-bhrf1.
(n=3)

En aquest cas, la fase Go/M en la linia KB26.5-@ i la linia KB26.5-bhrf1 es veu

disminuida per lincrement en la fase Gi, passant d’un valor inicial del 13% i 12%

respectivament fins a un valor final de 6% i 9%.

La similitud en el perfil de distribucioé del cicle queda reforcat al observar la relacié
entre la fase G1 i S (figura 40A), ja que es pot veure com tant les cél-lules KB26.5-@ com
les KB26.5-bhrf1 presentaven un augment en la relacié entre les dues etapes (G+/S),
indicant un increment en el percentatge de cél-lules en Gi. Els valors inicials d’aquest
index es trobaven per sota de 1 (0,81 per les KB26.5-@ i 0,86 per les KB26.5-bhrf1) fet
que indica una major proporcié de la fase S en el moment d’introduir el medi sense
glutamina. Aquesta tendencia es va veure invertida a mesura que el cultiu avangava en

les condicions de manca de glutamina, fins a arribar a una proporcié de 2 en les KB26.5-o

i de 2,2 en les KB26.5-bhrf1.
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Fig. 39.- Analisi del cicle cel-lular mitjancant FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting), en un cultiu en
discontinu de les cél-lules KB26.5 sobreexpressant BHRF1 respecte les control no transfectades en medi
inductor de I'apoptosi. Exemple del perfil de cicle cel-lular on es pot observar les cél-lules control a I'inici del cultiu
en discontinu (A) i a les 96 hores (B), aixi com en les mateixes condicions de la linia KB26.5-bhrf1 (C i D). Es poden
veure els pics corresponents a la fase G, G2/M i I'etapa S, aixi com el pic sub Gi. El perfil global de la distribucio del
cicle expressat en tant per cent es mostra en el diagrama per les cél-lules control (E) i transfectades (F) amb una

n=3.
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Pel que fa al contingut de subGs (figura 40B) en aquest tipus de cultiu, es va
observar clarament com les cél-lules transfectades amb bhrf1 reduien la fragmentacio del
DNA respecte a les control, ja a les 24 hores de cultiu es varen apreciar uns valors del
11% que augmentaven fins al 45% a les 48 hores de cultiu. Mentre que en el cas de les
cel-lules transfectades la fragmentacié del DNA no va anar més enlla del 7% a les 48

hores de cultiu sense glutamina.
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Fig. 40.- Relacio entre les fases G1/S (A) i de la proporci6 de cél-lules amb fragmentacié del DNA (B) per les
cél-lules KB26.5-2 i KB26.5-bhrf1 en condicions d’inducci6 a I’apoptosi.

Segons mostra el percentatge de distribucié del cicle cel-lular, aixi com la relacio
entre les fases G1 i S, les dues linies aturen el seu cicle en fase G1 durant les 24 hores

posteriors a la substitucié del medi complet pel medi sense glutamina.

Finalment, es planteja estudiar I'efecte de I'expressié de bhrf1 en el cas d’un cultiu
en perfusi6. L'estrategia de cultiu en perfusié intenta garantir de forma continuada
concentracions adequades de tots els nutrients essencials per a la cel-lula, i al mateix
temps evitar 'acumulacié de cel-lules mortes en els bioreactors. Aquesta estrategia de
cultiu és la més adient en aquest sentit, ja que reprodueix més fidelment les condicions en
que es troben les cél-lules en els organismes pluricel-lulars, és a dir, asseguren el
manteniment de concentracions de precursors i el subministrament constant de nutrients i
I’eliminacié de subproductes. De totes maneres, fins i tot en cultius en perfusio, es sol
arribar a situacions de limitacié d’algun dels nutrients essencials per a la cél-lula, degut a

que s’assoleixen densitats molt elevades, i aixd provoca l'inici del procés de mort cel-lular.
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En cultius en perfusi6é de cél-lules d’hibridoma s’ha observat que el parametre que limita la
prolongacié del procés és l'increment de la concentracid de cél-lules no viables dins els
bioreactors [151]. Es a dir, tot i que es manté una determinada concentracié cel-lular, al no
disposar de tots els recursos necessaris per a la correcta proliferacié, augmenta el
nombre de cél-lules mortes i s’arriba a un punt a partir del qual no és possible operar

durant més temps.

Tenint en compte aquestes condicions, es va plantejar la realitzaci6 d’un
experiment de cultiu en perfusio, per estudiar quin és I'efecte protector de I'apoptosi per

part de BHRF1, i analitzar també quina és I'evoluci6 del cicle cel-lular.
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Fig. 41.- Cultiu en perfusié de cél-lules d’hibridoma KB26.5-2 (A) i KB26.5-bhrf1 (B). Es pot observar com en el
cas de les cél-lules control no transfectades augmenta el nombre de cel-lules totals (M) degut a 'augment de
cel-lules mortes (@), i en canvi disminueix el nombre de cél-lules vives (A). Per contra, en el cas de les cel-lules

KB26.5-bhrf1 es manté estable el nombre de cél-lules viables i augmenta molt lleugerament el nombre de cél-lules
mortes i per tant el nombre de cel-lules totals.

A la figura 41, es mostra I'evolucié del nombre de cél-lules vives, mortes i totals del
cultiu KB26.5-@ i del cultiu que expressa el gen bhrf1 respectivament en perfusio. Es pot
observar que, tot i que en ambdés cultius es manté una concentracié de cel-lules viables
constant, al voltant de 4-106 cel/mL, al cultiu KB26.5-@, a diferencia del que succeix al
cultiu KB26.5-bhrf1, a partir de les 72 hores comengca a augmentar drasticament el
nombre de cel-lules mortes, assolint 5,8:106 cel/mL a les 283 hores. Per contra, el cultiu
que du el gen bhrf1 acumulen al final del cultiu només 12,1-105 cél-lules mortes per mL.
Aquest resultat significa que I'expressié del gen bhrf1 evita I'acumulacié de cél-lules
mortes en el bioreactor al operar en perfusié i per tant el fa més robust i eficient.
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Igual que en els cassos anteriors, en el cultiu en perfusi6 també es va efectuar
I'analisi del cicle cel-lular. A la figura 42, es mostren els resultats obtinguts a les 48, 96,
144 i 192 hores del cultiu en perfusi6 de celllules d’hibridoma KB26.5-@ i del cultiu
KB26.5-bhrf1. A les 48 i 96 hores de cultiu, les cel-lules transfectades amb el gen bhrf1 i el
cultiu KB26.5-@ es comporten de manera similar i el percentatge de cél-lules que es
troben en les diferents fases del cicle cel-lular és similar en ambdoés cultius. En canvi, a
partir de les 144 hores, les cél-lules que expressen el gen bhrf1 presenten un percentatge
de cel-lules en estat G1 més elevat que el cultiu KB26.5-@. Concretament, a les 144 i a les
192 hores les cél-lules KB26.5-bhrf1 mostren un 57% i un 52% de cél-lules en fase G
respectivament, a diferéncia del cultiu KB26.5-@ que mostra un 46% i un 41%. A més, en
aquest mateix periode de temps el percentatge de cél-lules que es troben en la fase S, el
cultiu KB26.5-@ presenta un 44% i un 50% de cél-lules que estan duplicant el seu material

genetic, en canvi, el cultiu transfectat amb el gen bhrf1 té€ un 34% i un 36%.
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Fig. 42.- Distribucié de les fases del cicle cel-lular en el cultiu en perfusié de les cél-lules d’hibridoma
KB26.5-2 (A) i KB26.5-bhrf1 (B). Es pot observar com en les cél-lules KB26.5-bhrf1 augmenta la proporcio
d’aquestes que es troben en fase G i disminueix la proporci6 de cél-lules en fase S.

A partir d’aquests resultats es pot determinar el temps que les cel-lules trigaven en
completar cadascuna de les fases del cicle cel-lular, analogament al que s’ha realitzat en

el cultiu en discontinu. Tal i com es mostra a la figura 43A les cél-lules KB26.5-@

mantenen un temps de duplicacié d’aproximadament 24 hores mentre el cultiu es trobava
en fase de creixement, és a dir, entre les 0 i 115 hores. El mateix passa en les cél-lules
transfectades amb bhrf1 (figura 43B), ja que el seu temps de duplicacio és practicament el

mateix del de les KB26.5-@. En el moment en que el cultiu entra en fase estacionaria a
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partir de les 115 hores, el temps de duplicacié augmenta i per tant el temps que la cél-lula

triga en superar cada fase del cicle és més elevat. En el cas de les cél-lules KB26.5-o

aquest temps de duplicacié s’incrementa lleument passant a ser de 1,8 dies, la fase G+
passa de durar 10 hores a practicament 17 hores, el mateix succeix en la fase S del cicle,
on en estadis inicials i de creixement del cultiu dura 12 hores, perd augmenta fins a
practicament als 16 hores a les 144 hores de cultiu i fins a una durada de 1 dia passades
les 196 hores de cultiu. La fase més curta del cicle, la G2/M, passa de durar 4 hores a

practicament 6 hores variant molt poc la seva durada.

En les cel-lules KB26.5-bhrf1 també s’observa un augment del temps de duplicacio
superior, de 3 dies. La durada de la fase G1 passant de 9 hores als 1,8 dies, la fase S
passa d’aproximadament 12 hores fins a tenir una durada de 1,5 dia quan les cél-lules es
troben a les 144 hores de cultiu. Finalment la fase G2/M passa de durar 5 hores a 11,5
hores. Cal destacar que en les cél-lules KB26.5-@ la fase S passa a ser la fase que
presenta una durada superior quan el cultiu es troba limitat, mentre que el cultiu que es
realitza amb cel-lules KB26.5-bhrf1, és la fase G+ la que té una durada superior a la resta
en la fase estacionaria, i €s 3,7 vegades superior a la durada de la fase G1 en les cél-lules
KB26.5-@. Aquest augment en la durada de les tres fases del cicle cel-lular esta
directament relacionat amb la disminucié de la velocitat de creixement (i) en les dues
fases del cultiu, en el moment de maxim creixement i en I'etapa estacionaria. Aix0 es
tradueix en un increment en la relacié G1/S a mesura que avanca el cultiu en les cél-lules
KB26.5-bhrf1.

En el cas de les cél-lules KB26.5-@ la velocitat de creixement era de 0,0265 h' en

la fase exponencial i passava a ser de 0,0015 h-' en la fase estacionaria. En el cas de les
cél-lules KB26.5-bhrf1 la velocitat de creixement era de 0,0262 h-' en la fase exponencial,
un valor practicament idéntic al de les cel-lules no transfectades, mentre que en la fase
estacionaria del cultiu es va obtenir un valor de velocitat de creixement de 0,008 h-', el
que vol dir que es va produir una reducci6 de la velocitat de creixement de 1,7 vegades en

el cas de les cél-lules KB26.5-@ i de 3,5 vegades en el cas de les cél-lules transfectades.
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Fig. 43.- Durada de les diferents etapes del cicle cel-lular durant un cultiu en perfusi6 de cél-lules
d’hibridoma KB26.5-¢ (A) i KB26.5-bhrf1 (B), aixi com la relacio entre les fases G1/S per a les dues linies
cel-lulars. Es pot veure com en les cel-lules KB26.5-@ augmenta la durada de la fase G1 (A) a mesura que avanca

el cultiu, aixi com la durada de la fase S (@) i Go/M (M). L'increment en la durada de coda fase del cicle es fa encara
més evident en el cas de les céllules KB26.5-bhrf1, aix0 es tradueix en un augment de I'index G+/S.

La reorganitzaci6 cromosomica en cél-lules d’hibridoma és un fenomen observat

des de la primera fusid cel-lular generada per Kéhler et al 1973. La cel-lula d’hibridoma

generada reorganitza la seva dotacié cromosOmica, ja que redueix el seu niamero de

cromosomes per sota de la suma de cromosomes aportats per cada linia fusionada [3].

Un altre avantatge que es va observar que confereix BHRF1 a les cél-lules KB26.5

era el de I'estabilitat cromosomica. A I'analitzar el cariotip de les cel-lules KB26.5-@ i el de

les KB26.5-bhrf1 al cap de 64 subcultius es va observar com les cél-lules amb bhrf1 tenien
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una distribuci6 normal del nombre de cromosomes, amb un valor modal de 96
cromosomes, mentre que les cél-lules KB26.5-@ presentaven una distribucié aleatoria del
nombre de cromosomes. Aquests cariotips es varen comparar amb el cariotip de les
cel-lules KB26.5 primigénies, les quals no havien patit processos de subcultius i formaven
part del master stock. El cariotip de les celllules KB26.5-@ i les primigénies era molt
similar, mentre que canviava amb el BHRF1. Aquest sembla fomentar una reorganitzacio
cromosomica, afavorint cel-lules amb una menor carrega cromosomica, fet que no

s’observava a les cel-lules KB26.5-@ (figura 44).
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Fig 44.- Distribucié del cariotip modal per les cél-lules KB26.5 primigénies (A), per les cel-lules KB26.5-@ amb 13
subcultius (B) i per les cél-lules KB26.5-bhrf1 amb 64 subculitus (C).
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Els resultats obtinguts al transfectar el gen bhrf1 a cel-lules d’hibridoma KB26.5,
indiquen que aquest gen confereix a aquestes cel-lules un important efecte protector,
evitant la mort cel-lular en diferents sistemes de cultiu in vitro, com sbn el cultiu en
discontinu i en perfusid, i també quan aquestes es troben en condicions de cultiu
inductores de la mort cel-lular, com amb el cultiu en un medi sense glutamina. La
resistencia que confereix aquest gen a les cél-lules d’hibridoma ha estat confirmada per
altres autors en ceél-lules epitelials [152,153], i en cel-lules HEK 293 [154] on s’ha

determinat aquesta mateixa capacitat de reduir I'efecte apoptotic.

El creixement cel-lular no es veu alterat per la presencia del gen bhrf1, ambdues
linies cel-lulars presenten velocitats de creixement en condicions optimes molt similars, ja
sigui en un cultiu en discontinu com en perfusid. L'efecte de proteccid per part de bhrf1
nomes es fa evident quan el cultiu entra en fases limitants o bé quan s’indueix directament
la mort cel-lular. En el cultiu en discontinu les cel-lules KB26.5-bhrf1 presenten una menor

mortalitat a partir de les 96 hores de cultiu respecte les KB26.5-@. En aquest moment es

pot apreciar un canvi en la distribucié del cicle cel-lular, el qual incrementa la proporci6 de
cél-lules en G4, de forma molt més pronunciada en aquelles cél-lules que han incorporat el
gen bhrfi.

Es coneix que les cél-lules animals sbn sensibles als nutrients dels que disposen al
seu entorn i que aquest és un factor clau per la decisié de progressar en el cicle cel-lular i
més concretament I'estat nutricional de la cel-lula i el seu entorn és vital per superar la
fase Gy [124]. Una aturada en la fase tardana de I'etapa G1 pot comportar I'entrada en
apoptosi [149]. La relacié G+/S indica que les cél-lules KB26.5-bhrf1 queden aturades en
la fase G1 del cicle amb major proporcié que no les KB26.5-@. Aquest increment en la
durada de la fase G es podria atribuir o bé a la major supervivéncia de les cél-lules
aturades en G1 per la falta de nutrients, degut a I'efecte antiapoptotic de bhrf1, o bé que
bhrf1 podria tenir un efecte sobre el cicle cel-lular de les cél-lules d’hibridoma KB26.5 per

tal d’aturar I’entrada en apoptosi.

En el cas del cultiu en discontinu en condicions d’induccié a I'apoptosi, la falta total
de glutamina va conduir a l'aturada del cicle cel-lular en G1 per part de les dues linies
cel-lulars, tot i que amb major mesura en les cel-lules KB26.5-bhrf1, ja que I'is d’aquest

aminoacid és vital per la transicié de la fase Gi1 a la S, tal i com es pot veure a la figura 45
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[155]. L’accié de bhrf1 fa que la cél-lula no avanci en la mort cel-lular programada, fet que

no passa en les cél-lules KB26.5-2.

Glycalysis
Glutaminolysis

Fig. 45.- Diagrama on es representa els major requeriments de glucosa i glutamina durant el cicle cel-lular
[155].

El canvi de perfil en G1 en les cél-lules d’hibridoma cultivades en medi sense de
glutamina, també s’ha observat en altres linies cel-lulars com en el cas de les cél-lules
CHO [156]. No obstant, cal també esmentar que altres grups han observat un efecte
contrari en cél-lules transfectades amb BHRF1 respecte al cicle cel-lular, afavorint-se
'entrada a la fase S. Aquestes observacions van ser realitzades en cel-lules epitelials

cultivades sense sérum i posteriorment transferides a un medi complet [152].

En el cultiu en perfusié s’observa clarament com el cultiu no transfectat augmenta
el nombre total de cel-lules a partir de les 120 hores de cultiu, moment en que aquest
entra en condicions de limitacio, indicant que hi ha divisidé de les cél-lules ja que també el
nombre de ceéllules mortes augmenta pronunciadament. El cultiu transfectat manté
estable el nombre total de cél-lules mantenint també la viabilitat de les mateixes. Aquest
fet, juntament amb els resultats de distribuci6 de cicle i de la durada de les diferents fases
del cicle cel-lular, indica que les cel-lules d’hibridoma KB26.5 amb preséncia de bhrf1
deixen de dividir-se, aturant el seu cicle cel-lular en la fase G4. L'Gnica diferéncia entre
ambdues és la preséencia de bhrf1 en les cél-lules d’hibridoma KB26.5, que sembla exercir
una accioé sobre el cicle cel-lular d’aquestes cél-lules com un element de la seva acci6
antiapoptotica. L'efecte sobre el cicle cel-lular per part de BHRF1 es manifesta en
moments on el cultiu es troba limitat per la falta de nutrients, per tant ’aturada del cicle
cel-lular en la fase G1 podria explicar el fet que en el cas del cultiu transfectat apareixien
poques cel-lules mortes en comparacié amb el cultiu control en la perfusio.

84



Resultats i Discussio

Es podria argumentar també en aquest tipus de cultiu que les diferéncies en la
durada de G1 entre les dues linies cel-lulars és el reflex de la supervivéncia mediada per
BHRF1 de les cél-lules aturades a la fase Gi degut a la limitaci6 de nutrients. La
sobreexpressidé de BHRF1 pot simplement haver protegit les ceél-lules d’hibridoma de
I'apoptosi induida per la reducci6 de la velocitat de creixement degut a la prolongaci6 de la

fase Gi. Perd aix0 no explica perque la linia KB26.5-bhrf1 i la KB26.5-@ no mantenen les

mateixes velocitats de creixement sota condicions de limitacio del cultiu. Malgrat la
similitud general en I'ambient del cultiu, les cél-lules transfectades amb bhrf1 exhibien una
major reduccid en la transicid de la fase Gi1 a S en dues condicions de cultiu com sén el
discontinu i la perfusié, aixi com una més gran relacio entre la fase G1/S. En les
condicions en que les cél-lules es troben en el cultiu discontinu en condicions d’induccié a
I'apoptosi, hi ha una gran diferencia pel que fa a la mort cel-lular, sent molt inferior en les
cél-lules amb presencia del gen bhrf1, pero aixo no es tradueix en un canvi exclusiu en el
patré del cicle cel-lular. Les dues linies aturen de forma similar el seu cicle en fase G,
aixo es pot veure pel fet que no hi ha increment en el nombre de ceél-lules totals indicant
que no es produeix divisié cel-lular. Aquests resultats s’han de separar de la resta de
condicions ja que en el cultiu d’induccié a la mort cel-lular es retira deliberadament un

nutrient clau per la progressi6 de la cel-lula de la fase G1 cap a la fase S.

Els canvis que es produeixen en els cultiu in vitro de cél-lules d’hibridoma KB26.5
als que s’ha transfectat el gen bhrf1 permeten establir hipotesis sobre dues accions de
bhrf1. D’una banda, BHRF1 és capac¢ de bloquejar la senyalitzacié de la ruta mitocondrial
de I'apoptosi, que es desencadena per la manca de glutamina, fet que indueix I'aturada
del cicle cel-lular. D’altra banda, que a més d’exercir com a modulador de I'apoptosi,
BHRF1 és capag d’aturar la progressio del cicle cel-lular en un estadi primerenc de I'etapa
G1, ja que és en aquest moment quan [l'aturada del cicle no comporta el
desencadenament de I'apoptosi. Fussenegger [149] va indicar que perqué I'aturada del
cicle comporti també un bloqueig de l'apoptosi cal que I'aturada del cicle cel-lular es
produeixi en etapes inicials de la fase G1. Segons Moncada [155] es pot determinar que la
utilitzacié de la glutamina per part de la cél-lula durant les fases del cicle cel-lular es
concentra al final de la fase G+ i en la transicié entre G1 i S. Aquest fet concorda amb que
la cél-lula presenta un punt de restriccid entre la fase G1 i S sensible no només a factors
de creixement, sind també a nutrients [124]. L’abséncia total d’un nutrient essencial per la

progressid del cicle cel-lular pot desencadenar I'aturada de la cél-lula en G per l'acci
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d’aquest punt de restriccid, que impedeix el pas cap a la fase S donades les condicions
nutricionals de la cél-lula. El motiu pel qual en cultius discontinus i en perfusio les cel-lules
no transfectades no presenten l'aturada en G, tot i donar-se limitacions de nutrients pot
ser perqué en la perfusio hi ha aport constant de medi fresc i per tant la falta completa de
glutamina no es dobna, i en el cas del discontinu la relaci6 Gi/S queda lleument
incrementada, fet que pot ser suficient per desencadenar I'impuls apoptodtic. Es pot
suposar que si bé hi ha un canvi de tendéncia en el patr6 de cicle cel-lular en les dues
linies cel-lulars, degut a factors comuns del cultiu com la falta de glutamina, ja sigui en el
cultiu discontinu o el discontinu sense glutamina, BHRF1 actuaria en un punt del cicle
anterior al punt de restriccié sensible a nutrients, evitant que I'aturada del cicle cel-lular en
la fase tardana de Gi, per I'accié d’aquest punt de restriccio, faci entrar les cél-lules en
apoptosi. Aquest fet podria explicar la diferéncia en la distribucidé del cicle cel-lular entre
les dues linies en el cultiu en discontinu i la similitud en questié del cicle en el discontinu
en condicions inductores, i al mateix temps la gran diferéncia respecte la preséncia de

cél-lules no viables.

L’efecte observat de BHRF1 sobre el cicle cel-lular, i en especial a I'aturada sobre
la fase G+ del cicle en les cél-lules d’hibridoma KB26.5 sota condicions de limitacié de
nutrients, concorda amb les observacions fetes per Al-Rubeai utilitzant bc/l2 com a gen
transfectat en cél-lules d’hibridoma [11]. No és d'estranyar, doncs, que un gen amb
funcions antiapoptotiques i de la mateixa familia, sigui capag d’alterar la transicio entre les

fases del cicle cel-lular i incrementar la poblacié cel-lular aturada en una fase en concret.

Lincrement del temps a la transicié cap a la fase S des de la fase G1 per part de la
linia KB26.5-bhrf1 que es va observar és consistent amb observacions realitzades per
Theodorakis [157], aixi com amb observacions obtingudes utilitzant membres de la familia
de Bcl-2 [158, 159].

Es pot dir, doncs, que la preséncia del gen bhrf1 en cél-lules d’hibridoma KB26.5
confereix una major resistencia a la mort cel-lular en sistemes de cultiu discontinu, en
perfusid i en condicions de cultiu sense glutamina. La preséncia de bhrf1 altera el cicle
cel-lular d’aquelles cél-lules que I'han incorporat, tant sols quan la cel-lula entra en una
situaci6 limitant, aixd pot ser degut o bé per l'accié6 de BHRF1 o bé com a consequencia
de l'aturada del cicle en Gi1 degut a la falta de nutrients en aquelles cél-lules que

resisteixen la mort cel-lular per acci6 de BHRF1.
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A partir d’aquests resultats, es va plantejar estudiar el perfil transcripcional i
protedmic d’aquestes cél-lules, per tal de veure si hi ha canvis que ajudin a entendre les

diferéncies fenotipiques observades.
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2. EXPRESSIO GENICA i PROTEICA ASSOCIADA A
BHRF1

Un cop es varen evidenciar les propietats antiapoptotiques de BHRF1 sobre les
cél-lules d’hibridoma KB26.5 cultivades en cultius en discontinu, en discontinu inductor de
'apoptosi i en perfusid; la capacitat de regular el cicle cel-lular en aquests sistemes de
cultiu, aixi com la capacitat de mantenir I'estabilitat cromosomica de les cel-lules, es va
voler conéixer-ne les causes. Per tal de determinar quins efectes exercia a nivell
molecular I'expressié de bhrf1 en aquesta linia cel-lular es va enfocar el treball cap a
I'estudi dels gens expressats per la cél-lula en un moment determinat. Aquesta expressio
dona una idea d’aquells gens amb major o0 menor activitat en un moment concret. El nivell
d’expressio dels gens es pot estudiar a través d’aquells que s’estan transcrivint generant
el mRBNA. Utilitzant arrays de DNA (veure el punt 2.5 dels materials i metodes), es pot

quantificar quant mRNA s’esta generant i, per tant, identificar el gen que s’expressa.

Un vegada un gen s’ha transcrit per generar el mRNA, posteriorment s’ha de traduir
a una proteina. Coneixer les proteines que s’expressen en un instant determinat pot
ajudar a determinar els efectes de BHRF1 sobre les cél-lules d’hibridoma. Les proteines, a
través de les seves accions individuals o per la seva interaccid6 amb d’altres proteines,
modularan la resposta a estimuls. Aquesta activitat proteica haura de presentar
diferencies per les cél-lules KB26.5-bhrf1 ja que s’ha vist que el seu comportament és

diferent.

L'estudi d’expressid génica i proteica es va dur a terme en diferents condicions de
cultiu en discontinu, utilitzant cél-lules KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1. Es varen utilitzar cultius
en discontinu prenent mostra a les 48 hores i a les 96 hores de cultiu, aixi com a les 24
hores de cultiu en discontinu en condicions inductores de l'apoptosi per manca de
glutamina. Cal recordar que per a realitzar el cultiu en condicions inductores de I'apoptosi,
es fa créixer les cel-lules durant 48 hores en medi complet abans de fer el canvi a medi

sense glutamina. Aquestes condicions es llisten a la taula 5.
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Taula 5.- Resum de les condicions utilitzades per als experiments de genomica i proteomica.

Nom Condicions
A 48 hores cultiu en discontinu de cél-lules KB26.5-@
A 48 hores cultiu en discontinu de cél-lules KB26.5-bhrf1
B 96 hores cultiu en discontinu de cel-lules KB26.5-@
B’ 96 hores cultiu en discontinu de cél-lules KB26.5-bhrf1
C 24 hores cultiu en discontinu en condicions inductores de I'apoptosi de cél-lules KB26.5-@
(03 24 hores cultiu en discontinu en condicions inductores de I'apoptosi de cel-lules KB26.5-bhrf1
2.1. EXPRESSIO GENICA

Es va analitzar l'expressio diferencial de 36000 gens murins i dels efectes

provocats en la linia cel-lular KB26.5 transfectada amb el vector pIRES:bhrf1 mitjangant

un array de DNA. Per tal de realitzar aquest assaig es varen prendre mostres de cultiu per

extreure el mRNA tant de la linia KB26.5-@ com KB26.5-bhrf1 en dues condicions de

cultiu diferents.

Conc. cel-lular (cel/mL)

2,00E+06
1,75E+06
1,50E+06
1,25E+06
1,00E+06
7,50E+05
5,00E+05
2,50E+05

OE+00

Conc. cel-lular (cel/mL)

30 60 90 120 150 180 210 240

temps (h)

& KB26.5-¢ @ KB26.5-bhrft
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Fig. 46.- Perfil de creixement de les cél-lules viables d’hibridoma KB26.5-2 i KB26.5-bhrf1 en un sistema de
cultiu in vitro en discontinu i en discontinu induint 'apoptosi. Es varen prendre mostres a les 48 i 96 hores del
cultiu discontinu de les dues linies i a les 0 i 24 hores del cultiu en induccié a I'apoptosi.

Es va realitzar un cultiu en discontinu (figura 46A) al que es va prendre una mostra

a dos moments diferents, a les 48 (A i A)) i a les 96 hores (B i B’), representant el

creixement exponencial i I'entrada en la limitacié del cultiu, moment on ja s’apreciaven
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diferéncies de comportament entre la linia KB26.5-bhrf1 i KB26.5-@. Per altra banda,

també es va realitzar un cultiu discontinu amb induccié de la mort cel-lular (figura 46B), on

es va prendre mostra a I'inici del cultiu (AiA’) i al cap de 24 hores (C i C’).

Per tal d’establir si es podia utilitzar el nivell d’expressio a les 48 hores en la linia
KB26.5-@ com a referéncia i per a les dues linies cel-lulars, es va voler veure si hi havia
canvis d’expressid geéenica entre les celllules KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1 en el mateix
moment de cultiu en discontinu, a les 48 hores, moment corresponent a la meitat de la
fase exponencial. Utilitzant, doncs, els valors d’expressié génica obtinguts per cada un
d’aquests punts, es va obtenir el quocient entre A i C. Aquest quocient va permetre
observar quin Nivell de Canvi (N.C) en I'expressidé génica de les céel-lules d’hibridoma
KB26.5 era degut a la transfecci6 del plasmid plIRES:bhrf1. El 5% dels gens es varen
veure alterats pel sol fet de transfectar les cel-lules d’hibridoma, aixo va permetre establir
que la condicio control havia de ser les 48 hores de cultiu en discontinu, perdo que calia
normalitzar 'expressié genica en cada linia per I'expressio obtinguda a les 48 hores abans
de ser comparades entre elles. Per fer-ho es varen determinar inicialment els quocients B/
A (x), B/A’ (y), C/A’" (w) i C/A (z). Un cop normalitzats els valors d’expressié en cada una
de les condicions experimentals amb el valor de referencia per a cada linia cel-lular, es va
comparar I'expressié de les cellules KB26.5-bhrf1 respecte les KB26.5-@, per tal
d’analitzar I'efecte molecular de la sobreexpressid de bhrf1 en cada situacid experimental
estudiada, obtenint el nivell de canvi entre x/y i w/z (figura 47). Aquesta relaci6 entre les
dades obtingudes per I'expressid génica per a comparar els efectes de la transfeccio en
celllules de cultiu in vitro es basa en l'analisi realitzada en estudis previs en cultius

cel-lulars de NSO per altres autors [160].

A partir de I'estudi complert de I'expressioé genica diferencial, es va centrar I'analisi
en aquells gens directament relacionats amb I'apoptosi i el cicle cel-lular, que son els
processos en que bhrf1 sembla tenir una major implicacié directa o indirecta, segons les
alteracions fisiologiques que pateixen les cél-lules un cop han incorporat el gen, i que

s’han descrit anteriorment.

Els canvis en el nivell d’expressidé entre les dues linies observats en les dues
condicions experimentals (96 hores de cultiu discontinu i 24 hores de cultiu en condicions

d’induccié d’apoptosi) es mostren a la figura 45 i a les taules 6 i 7. Es va marcar un criteri
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de N.C >1,5 per gens induits i N.C < 0,6 per a gens reprimits. S’observa com les cél-lules
KB26.5-bhrf1 a les 96 hores d’un cultiu en discontinu mostren nivells d’expressié elevats
de gens antiapoptotics com bcl2, bag3 i mdm2, aixi com nivells baixos de gens
proapoptotics com bak, bok, bid, smac/diablo o de les caspases 7, 8 i 12. S’observa
també induccié de gens com tsc1i 2, akti erk, mentre que gens relacionats amb la divisio
cel-lular com p21, cdk4, cdc6, rb1, cdk1, pcna o tfdp1 estan reprimits juntament amb
factors de transcripcié com Juni Rheb.

KB26.5-bhrf1 vs KBZ26.5-¢
496 h Gin

bag3 23 I Induccio6
bnip3

baki

bok
smac/diabio
bid

mdmZ
caspl
caspl
caspiz
mapk1/ers
aklivkt

tsct

tsc2

o1 .
-r'.'dk.'utuj'pzt,l S

pena

cak4

cdca (cdk)

cde6 03

T
statl

Repressio

Jun

rheb
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g puma (bbc3)

cmyc
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Fig. 47.- Valors d’expressié génica en cél-lules d’hibridoma
KB26.5-bhrf1. Les columnes corresponen a la relaci6 de
I'expressidé géncia a les condicions experimentals: 96 hores de
cultiu en discontinu (x/y) i 24 hores de cultiu sense glutamina (w/
z). A la dreta es mostra el rang d’expressio6 relativa, el blau indica
repressio i el vermell sobreexpressio

mclt
bircib
S6k1
foxot

L'expressio diferencial de gens en condicions d’induccié a I'apoptosi mostra com
quedaven induits gens que codifiquen per proteines que exerceixen una activitat
antiapoptotica, com és el cas de bcl2 i birc1b, si bé també quedaven sobreexpressats
gens amb activitat proapoptotica com puma, mentre que bok, mcl1, birc3 i myc es
trobaven reprimits en aquestes condicions de cultiu. Es va observar com p271 en
condicions d’induccidé a l'apoptosi es sobreexpressava, al contrari que en el cultiu en

discontinu. Altres gens relacionats amb el cicle cel-lular com tfdp1, cdc25c es trobaven

91



Resultats i Discussio

reprimits, aixi com el factor de transcripcidé foxo6. Els factors de transcripcidé s6k1 i stat1
quedaven induits en aquesta situacio de cultiu.
Taula 6.- Resum dels gens amb una expressié diferencial més rellevant. El Nivell de Canvi (N.C) és la relacio
de la intensitat normalitzada dels gens expressats a les 96 hores de cultiu en discontinu de les cél-lules KB26.5-
bhrf1, respecte a la intensitat normalitzada dels gens expressats a les 96 hores de cultiu en discontinu de les

cel-lules KB26.5-@.

Expressio diferencial a les 96 hores d'un cultiu en discontinu

simbol gen descripcio del gen nimero N.C
Apoptosis

Bag3 Bcl2-associated athanogene 3 (Bag3) NM_013863.3 15
Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl2) NM_177410.1 23
Bnip3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1, NIP3 (Bnip3) NM_009760.2 21
Mdm2 transformed mouse 373 cell double minute 2 (Mdm2) NM_010786.2 18
Bak1 BCL2-antagonist/killer 1 (Bak1) NM_007523.1 04
Bok Bcl-2-related ovarian killer protein (Bok) NM_016778.1 04
Smac/Diablo diablo homolog (Drosophila) (Diablo) NM_023232.2 0.5
Bid BH3 interacting domain death agonist (Bid) NM_007544.2 0.6
Casp7 caspase 7 (Casp7) NM_007611.1 05
Casp8 caspase 8 (Casp8) NM_009812.1 04
Casp12 caspase 12 (Casp12) NM_009808.2 0.3
Factors de transcripcié

Mapk1/erk mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1) NM_011949.2 1.7
Akt/pkb thymoma viral proto-oncogene 1 (Akt1) NM_009652.1 1,6
Tsc1 tuberous sclerosis 1 (Tsc1) NM_022887.1 19
Tsc2 tuberous sclerosis 2 (Tsc2) NM_011647.1 15
Rb1 retinoblastoma 1 (Rb1) NM_009028.1 0,5
Cdkn1ia (p21) cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) (Cdkn1a) NM_007668.2 0,5
Pcna proliferating cell nuclear antigen associat a fase S NM_011045.1 0.4
Cdk4 cyclin-dependent kinase 4 (Cdk4) NM_009870.2 0,6
Cdc2a (cdk1) cell division cycle 2 homolog A (S pombe) (CdcZa) NM_007658.2 0,5
Cdcé cell division cycle 6 homolog (S cerevisiae) (Cdc8) NM_011799.1 0.4
Jun Jun oncogene {Jun) NM_010591.1 04
Rheb RAS-homolog enriched in brain (Rheb) NM_053075.2 0,6
Tfdp1 transcription factor Dp 1 (Tfdp1) NM_009361.1 0,6

Taula 7.- Resum dels gens amb una expressio diferencial més rellevant. El Nivell de Canvi (N.C) és la relaci6
de la intensitat normalitzada dels gens expressats a les 24 hores de cultiu en discontinu, en condicions d’inducci6 de
I’apoptosi de les cél-lules KB26.5-bhrf1, respecte a la intensitat normalitzada dels gens expressats en discontinu en
condicions d’inducci6 de I'apoptosi de les cél-lules KB26.5-2.

Expressio diferencial a les 24 hores en cultiu en discontinu en abséncia de glutamina

simbol gen descripcio del gen numero N.C
Apoptosis

Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl2) NM_177410.1 22
Birc1b baculoviral |AP repeat-containing 1b (Birc1b) NM_010872.1 16
Puma {Bbc3) Bcl-2 binding component 3 (Bbc3) NM_133234.1 21
Bok Bcl-2-related ovarian killer protein (Bok) NM_016778.1 04
Mcl1 myeloid cell leukemia sequence 1 (Mcl1) NM_008562.2 086
Birc3 baculoviral IAP repeat-containing 3 (Birc3) NM_007464 .1 06
cmyc myelocytomatosis oncogene (Myc) NM_010849.2 06
Factors de transcripcié

Cdkn1ia (p21) cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) {Cdkn1a) NM_007669.2 21
Statl signal transducer and activator of transcription (Statl) mRNA u06924.1 7
s6k1 ribosomal protein S6 kinase, polypepticde 2 (Rps6kb2) NM_021485.1 20
Foxob forkhead box O6 (Foxo6) NM_184060.1 05
Tfdp1 transcription factor Dp 1 (Tfdp1) NM_009361.1 05

Es pot observar com les cél-lules KB26.5-bhrf1 en les dues situacions de cultiu,
discontinu i discontinu en condicions inductores de lapoptosi, incrementaven gens
relacionats amb funcions antiapoptotiques com birc1b, bag3, induits 1,6 i 1,5 vegades
respecte les cel-lules control. La proteina codificada per birc1b pertany a la familia de

proteines inhibidores de I'apoptosi (IAP), les quals regulen l'activacioé de les caspases. En
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el cas de Birc1b inhibeix la caspasa 3 i 7 [161], mentre que la proteina Bag3 codificada
pel gen bag3, és membre de les proteines BAG (Bcl2 associated athanogene) que sén de
la familia de les coxaperones que interaccionen amb el domini ATPasa de les Heat Shock
Proteins 70 (Hsp 70). Bag3 sembla intervenir en la resposta adaptativa de la cél-lula a
'estrés. Les proteines Bag tenen influencia en nombrosos aspectes cel-lulars com la
motilitat, I'adhesié cel-lular, el desenvolupament i I'apoptosi. Bag3 sembla tenir relacid
amb la supervivencia cel-lular, interaccionant amb diverses parelles moleculars activant,
per tant, multiples rutes. Protegeix IKK-y de ser degradada pel proteosoma fent que NK-
kB tingui una activacié sostinguda i com a consequeéncia hi hagi una major supervivéncia
cellular. Bag3 reté Bax al citosol evitant aixi la seva translocacié al mitocondri. A més, a
través de Hsp70 pot regular I'expressi6 de nombroses proteines incloent Bim [162].
Segons la preséncia de citocines, Bag3 formara complexes amb Hsp70, evitant d’aquesta
manera I'estabilitzacié del mRNA de Bim, mentre que en abséncia de citocines, la proteina
Ras no es veu activada i no indueix la unié de Bag amb Hsp70, de tal manera que Hsp70,
que té una alta afinitat pel mMRNA de Bim, pot uninr-s’hi, estabilitzant-lo i protegint-lo de
accié de les ribonucleases [163]. Bag3 respon a senyals d’estrés i esta implicat en
preservar la vida de NF-kB tot evitant la ubiquitinacié de IKK, al estar induit pot afavorir

aquest efecte sobre IKK i de retruc sobre bcl-2 [164].

Cal destacar que el gen bcl2 es va veure expressat de forma diferencial 2,2
vegades en les dues condicions de cultiu estudiades en I'array en les cel-lules d’hibridoma

KB26.5-bhrf1 respecte a les célllules KB26.5-@. Aquest és el membre anitapoptotic

principal de la familia que porta el seu nom. La seva sobreexpressio en les cel-lules
KB26.5-bhrf1 pot ser una indicacidé dels efectes de bhrf1 a la cél-lula i de les capacitats
antiapoptotiques que mostren. Es coneix que hi ha una interaccié entre factors de
transcripcié involucrats en la supervivencia cel-lular, oncogénesis i apoptosi, com és el cas
de NF-KB, i I'expressid de bcl2. Malgrat que no es va observar una induccid dels gens rel,
els quals codifiquen pel factor de transcripci6 NF-kB, si que es va determinar un
increment en I'expressio de akt, que com s’ha vist és un regulador positiu del factor de
transcripci6 NF-kB, el qual indueix I'expressié de Bcl-2 [165, 166]. Per altra banda, el
mateix Bcl-2 pot actuar sobre diversos factors de transcripcid, com el propi NF-kB, Ap-1 i
CREB [60].
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En les dues condicions estudiades també s’observava un increment de gens
relacionats amb I'apoptosi, com en el cas de bnip3 que es sobreexpressa 2,1 vegades a
les 96 hores de cultiu. La proteina Bnip3 pertany a un subgrup proapoptotic de la familia
de Bcl-2, ja que ambdues tenen un domini BH3. Els mecanismes proapoptotics de les
proteines Bnip probablement ocorren a través d’interaccions amb proteines
antiapoptotiques com Bcl-2 i Bcl-XL a través del seu domini BH3. Bnip3 es localitza a la
membrana mitocondrial i causa la mort cel-lular per la disrupci6 de la mateixa. La mort
induida per Bnip depen de les condicions d’activacid, pero es desconeix la regulacié de la

mort cel-lular per aquestes proteines [167].

Un altre gen relacionat amb I'apoptosi del que s’observa un increment d’expressio
és puma, en el cultiu en discontinu en condicions d’induccié de I'apoptosi. La proteina
codificada per puma es troba exclusivament al mitocondri i s’'uneix a Bcl-2 i Bcl-X. a través
del seu domini BH3, essent doncs una proteina proapoptotica de domini unic BH3 [75].
Puma, com altres activadors BH3, interacciona sobre Bax per tal que aquesta s’activi
passant d’una posicié citosolica al mitocondri. També activa Bak, permetent la seva
oligomeritzacié [168]. Puma es troba regulada per p53, ja que aquesta actua com a factor
de transcripci6é de diferents gens involucrats en la inducci6é de I'apoptosi, entre ells puma,
que indueix rapidament la mort cel-lular programada a través de l'alliberacié de citocrom ¢
[169]. Es conegut que p53 té funcions al nucli per regular gens proapoptotics, perd també
té funcions al citosol on activa directament proteines proapoptotiques per permeabilitzar la
membrana mitocondrial i iniciar I'apoptosi. Proteines antiapoptotiques com Bcl-X.
segresten la p53 citosolica, perd després de rebre senyals d’estrés, la p53 nuclear
expressa Puma, que desplaca la p53 retinguda per Bcl-X. permetent a la p53 citosolica
induir la permeabilitzacié mitocondrial actuant com una molécula BH3 unica, activant Bax/

Bak i alliberant també aquests de la uni6 amb membres antiapoptotics de Bel-2 [102, 170].

El fet de trobar puma induit pot ser degut a que I'expressid de p53 -i per tant la de
puma- estiguin regulades per I'abséncia al medi de glucosa o de factors de creixement. La
falta d’aquests factors porta a la pérdua de la captacié de glucosa i a la induccié de puma.
A més de puma, la falta de factors de creixement també indueix altres membres
proapoptotics de la familia de Bcl-2, com és bim, bax 0 noxa. L’activitat transcripcional de
p53 augmenta un cop hi ha manca de factors de creixement o altres factors d’estrés com
la manca de glucosa, fent augmentar Puma i aixd és necessari i suficient per iniciar

I'apoptosi. La manera en que el metabolisme de la glucosa regula I'activitat de p53 no és
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coneguda, pero I'activacidé de p53 en aquestes condicions pot ser deguda a modificacions
post-traduccionals de p53 o alteracions en I'associacid de proteines amb p53, ja que els
nivells de mRNA de p53 no es veuen alterats com s’ha vist en limfocits T activats [171] i
tampoc en el cas de les celllules d’hibridoma KB26.5 utilitzades es varen observar

alteracions a aquest nivell en I'array.

La falta de nutrients, energia o Oz pot activar p53. En el cas de la falta de nutrients
o nivells d’energia, el mecanisme passa per la fallada en l'activacié de Akt i resulta en
I'activaci6 de AMP-activated protein kinase (AMPK) que provoca la disminucié de la
relacio entre ATP/AMP i que pot estimular I'activacié de p53, ja sigui per I'accié sobre la
transcripcié de Tp53 (el gen codificant per p53) o per la fosforilacié i estabilitzacié de p53
(figura 48).

Starvation
and nutrient Mitogens and
deprivation i growth factors

L
@19 —

Growth

) —

Fig. 48.- Senyalitzacio de p53 per manca de nutrients. Activacié de p53 en resposta a les senyals emeses per la
falta de nutrients a través de l'activaci6 de AMPK i la inhibici6 de Akt. p53 indueix a més AMPK i activa I'expressi6
de Tsc2, resultant en la inhibici6 de mTOR. Aixd porta a una disminuci6 del creixement cel-lular i la proliferacié [173].

El gen mdm2 esta induit 1,8 vegades en el cas del cultiu en discontinu a 96 hores.
La proteina Mdm2 promou la degradaci6é de p53 a través de la ubiquitinaci6 [172]. La seva
induccié en aquestes condicions de cultiu pot significar una reduccié en I'activitat de p53,

el que implica una reduccié en l'activitat apoptotica, aixi com una tedrica inhibicié de les
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proteines inhibidores del cicle cel-lular. Tot i que no s’observa fenotipicament un increment
en la progressio del cicle cel-lular en les cél-lules KB26.5-bhrf1, I'increment en I'expressio

de mdm2 pot implicar una major estabilitzacié de p53.

En les dues condicions de cultiu, es varen trobar gens proapoptotics de la familia
de Bcl-2 reprimits, com és el cas de bok, bid i bak1. També es van trobar gens
antiapoptotics reprimits, com mcl1i birc3. Els gens bak1 i bok codifiquen per les proteines
Bak i Bok que tenen quatre dominis BH i tenen una funcié proapoptotica. Bok canvia de
localitzaci6 des del citosol al mitocondri durant I'apoptosi, Bak es troba al mitocondri i
promou l'activacié de les caspases a través de la formacié de porus a la membrana
mitocondrial, conduint a I'alliberaci6 de factors activadors de les caspases com el citocrom
c [43]. El gen bid codifica per la proteina Bid, que també pertany a la familia Bcl-2, amb
funcions proapoptotiques perdo amb un Unic domini BH (BH3). La seva funcié consisteix en
activar directa o indirectament Bax i/o Bak, ja sigui per una accid directa o per una acci6
inhibitdoria sobre els membres antiapoptotics de la familia Bcl-2, com Bcl-XL o el propi
Bcl-2 [159]. La repressid d’aquests gens pot indicar una major resisténcia a I'apoptosi

degut a la falta d’elements que transmetin la senyal apoptotica.

El gen mcl1 codifica per una proteina antiapoptotica (Mcl-1) que pertany a la familia
de Bcl-2, el qual pot unir-se a la proteina proapoptotica multidomini Bak, pertanyent també
a la familia de Bcl-2, aturant la dimeritzacié de Bak i evitant la seva activitat proapoptotica,
que es produeix per la permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial [174]. Quan les
cel-lules es troben sense els factors de creixement, s’ha documentat que GSK-3 es veu

activat i fosforila Mcl-1 que és sigui degradat pel proteosoma [175, 176].

El gen birc3/clAP2 codifica per la proteina Birc3/clAP2 que pertany al grup de
proteines antiapoptotiques IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), que inhibeixen I'apoptosi a
través de la seva uni6 a la caspasa 9, 3 i 7 i sembla que també pot promoure 'activaci6 de
NK-kB, el qual promou com a factor de transcripci6 nombrosos gens de supervivéncia,
com Bcl-2 i Bel-XL[177] a més de clAP1-2 i XIAP [161]. Sembla que clAP2 es situaria en
un punt on convergeixen tant la via intrinseca com la extrinseca de la mort cel-lular [178].
Aquestes funcions quedarien reprimides en condicions d’induccié de I'apoptosi en les
cel-lules KB26.5-bhrf1.
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Tenint en compte que Smac/DIABLO promou la ruta mitocondrial de I'apoptosi a
través de I'activacié de la caspasa 9 per la unié a les proteines inhibidores de I'apoptosi
(IAP), contrarestant d’aquesta manera la seva capacitat d’inhibicié de les caspases [179],
la repressié de 0,6 vegades d’aquest gen en les cél-lules KB26.5-bhrf1 pot comportar una
menor activacié de les caspases i, per tant, un retard en la transmissié dels senyals

apoptotics.

Els gens que codifiquen per la caspasa 7, 8 i 12 es troben reprimits en condicions
de cultiu en discontinu a les 96 hores. La caspasa 7 pertany al grup de caspases
efectores, juntament amb les caspases 3 i 6. Les caspases 3 i 7 sdn activades per la
caspasa 9, mentre que la caspasa 8 és activada per les caspases efectores 3i 7 en la
ruta mitocondrial de I'activacié de caspases, al igual que les caspases 2, 6 i 10 [180]. La
caspasa 12 es troba relacionada amb la senyalitzaci6 apoptotica mediada pel Reticle

Endoplasmatic [181].

El gen cmyc es troba reprimit 0,6 vegades al cultiu a les 96 hores, codifica per una
fosfoproteina nuclear que actua com a factor de transcripcid, estimulant tant la progressio
del cicle cellular com I'apoptosi. c-myc respon a senyals mitogéniques per induir les
cel-lules a progressar a través de la fase G1 del cicle cel-lular. Aquesta activitat sobre el
cicle la du a terme a través de la transcripci6 de gens amb un paper important en el
control del cicle cel-lular, com cdc25a, ciclina D1, ciclina D2, ciclina E, ciclina A, cdk1,
cdk2, cdk4 i e2f. A més del seu paper en el cicle cel-lular, c-myc també intervé en la
regulacié de I'apoptosi. La induccié de I'apoptosi per part de c-myc en situacions limitants
de nutrients pot ser depenent o independent de p53. c-myc pot activar el promotor del gen
p53 i incrementar el temps de vida de la proteina p53. Bcl-2 i Mcl-1 inhibeixen c-myc,
aquest pero regula la transcripcié de bax [125, 182]. La seva activitat quedaria, doncs,
reduida en aquelles cél-lules d’hibridoma KB26.5 amb la incorporacié de bhrf1, de tal
manera que la induccié de l'apoptosi i la progressié a través del cicle es veurien
reprimides, fet que concorda amb la major resisténcia a les senyals apoptotiques i

I'alentiment del cicle cel-lular.

Pel que fa a gens relacionats amb factors de transcripcio i cicle cel-lular s’observa
com cdknia (p21) en les cél-lules KB26.5-bhrf1 es troba reprimit a les 96 hores de cultiu
en discontinu, mentre que a les 24 hores de cultiu sense glutamina, I'expressio de cdknia

quedava induida 2,1 vegades. La induccié del gen p21 en condicions de falta de
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glutamina fa que la proteina p21 pugui actuar sobre les ciclines reguladores de la transicio
entre les fases G1 i S, especialment sobre la ciclina E, tot retardant el pas entre ambdues
fases. p21 s’uneix a través del seu carboxi-terminal a PCNA (Prolyferating Cell Nuclear

Antigen) i a través del seu extrem amino-terminal a la ciclina-CDK.

p21 pertany a la familia Cip i Kip d’inhibidors de Cdk’s (figura 49), juntament amb
p27 i p57. Aquests inhibeixen lactivitat cinasa de molts complexos Cdk-ciclines. p21
també inhibeix directament I'activitat Cdk interferint amb la fosforilaci6é activadora de Cdk1
i Cdk2. p21 trenca la interacci6é entre Cdk i els substrats que s’uneixen al complex Cdk-
ciclina. També inhibeix la progressio del cicle cel-lular a través de la inhibicié de I'activitat
de Cdk2, que es necessita no només per la fosforilacié del Retinoblastoma (Rb) -amb la
consequent alliberacio del factor de transcripcié E2f-, sin6 també per I'aturada de I'activitat

de proteines directament involucrades en la sintesi de DNA [123].
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Fig. 49.- Esquema d’alguns dels principals passos de la regulacio del cicle cel-lular. S’assenyalen els
elements reguladors de cada etapa del cicle cel-lular [184].

p21 és activada per una gran varietat de senyals, tant cel-lulars com ambientals,
com danys al DNA, estrés oxidatiu, virus, citocines i mitogens. Es troba implicada en la
regulacié de diferents gens, ja que es pot associar amb E2f1 i suprimir la seva activitat

transcripcional. Pot reprimir la transcripcié depenent de myc associant-s’hi directament. La
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inhibicié del cicle per part de p21 també depén de la seva capacitat en intervenir en la

repressid génica depenent de p53 [183].

p21 és induit per p53, ja que aquest té una sequencia central especifica d’unid al
DNA i un domini activador transcripcional, que en resposta a danys al DNA pot induir la
transcripcio [123], [149]. Es coneix, pero, que p21 és estimulat per nombroses rutes que
s6n independents de p53 i que mudltiples factors de transcripcié, ubiquitina lligases i
cinases, regulen la seva transcripcio, estabilitat i localitzacié cel-lular, regulant aixi la seva
activitat. Per exemple, Ras afavoreix la transcripci6 de p21 tant dependent com
independent de p53. Factors de transcripcié com SP1, SP3 i STATs o KLF4/6 afavoreixen
la transcripci6 de p21 [183]. D’aquests, l'array ha mostrat que en condicions
proapoptotiques hi ha una induccié de stat6, fet que concorda amb 'augment d’expressio
de p21[185] en cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 24 hores d’inducci6é de I'apoptosi.

Tot i que una part important del control de p21 és a nivell de transcripcié, el control
post-transcripcional juga un paper important en l'activitat de p21. La proteina p21 acabada
de sintetitzar és protegida de la degradaci6é proteosomal gracies a Fkbpl. p21, si no es
troba unida a PCNA o CDK1, és degradada independentment d’ubiquitinacié [169].
Diversos factors afecten I'estabilitat de p21. En resposta a I'estrés oxidatiu JNK s’activa i
promou I'aturada del creixement inhibint la ubiquitinacié de p21. A més, un gran nombre
de virus regulen I'estabilitat de p21 i afecten la progressi6 del cicle cel-lular i 'apoptosi. La
fosforilacié de p21 també causa canvis en la seva estabilitat i en la seva localitzacio. La
localitzacié nuclear de p21 té efectes sobre I'aturada del cicle cel-lular, mentre que al
citosol exerceix una funcié antiapoptotica. Nombroses cinases fosforilen p21 i regulen la
seva funci6. Per exemple, Akt/PKB fosforila p21 a la Thr145 trencant la unié amb PCNA i
induint la seva acumulacié al citoplasma. Aquesta acumulacié promou la supervivencia
cel-lular [183].

Una altra funcié coneguda de p21 és la inhibicié de I'apoptosi. A través de la seva
capacitat de promoure laturada del cicle cel-lular. p21 pot protegir davant danys
genotoxics o a microtubuls, ja que és necessari un cicle actiu per sentir aquests agents i
conduir I'apoptosi. També pot actuar sobre I'apoptosi en resposta a estimuls com la falta
de factors de creixement. Sota aquestes condicions I'apoptosi no depén de la progressio
del cicle cel-lular, per tant, I'activitat antiapoptotica de p21 no pot ser atribuida als seus

efectes citostatics. En canvi, pot ser deguda a I'habilitat de p21 a regular la transcripci
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génica a través de multiples interaccions proteina-proteina o a través del seu rol en la
reparacid del DNA. p21 al citoplasma s’uneix i inhibeix I'activitat de proteines directament
involucrades en la induccié de I'apoptosi incloent la procaspasa 3, caspasa 8, caspasa 10,
Stress-Activated Protein Kinases (Sapk) i Apoptosis Signal-regulating kinase 1 (Ask1/
Mapk3ks) [183, 186, 187]. Les diferents funcions de p21 es resumeixen a la figura 50.
Aquesta capacitat antiproliferativa i antiapoptotica de p21 ha estat utilitzada en cultius in

vitro de CHO per tal d’'incrementar la productivitat d’anticossos monoclonals [188, 189].
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Fig. 50.- Esquema del paper de p21 en el cicle i mort cel-lular. Sota condicions no estressants, p21 es troba
expressada a baixos nivells i promou la progressié del cicle cel-lular. En condicions d’estres, I'expressio de p21 es
veu incrementada a través de vies dependents i independents de p53. p21 interacciona amb ciclines/Cdks
inactivant-les. Akt fosforila i estabiliza p21 ajudant a la supervivéncia cel-lular. p21 inhibeix I'apoptosi interaccionant
amb molecules proapoptdtiques com la caspasa 3 o ASK1 [192].

En les dues condicions analitzades, les cél-lules d’hibridoma KB26.5-bhrf1 veien el
seu cicle cel-lular alterat, de tal manera que la divisio cel-lular quedava aturada. El fet que
p21 en una situacio incrementi la seva expressié mentre que en una altra la disminueixi es
podria interpretar com que el mecanisme d’aturada del cicle cel-lular en Gi1 en que es
veuen involucrades les cél-lules en el cultiu en discontinu i en condicions inductores de
'apoptosi fos diferent. En condicions d’induccié de lI'apoptosi per falta de glutamina la

proteina codificada per p21 aturaria la transicié entre la fase Gi i S, mentre que en el
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cultiu en discontinu la transicié entre G1 i S es veuria afavorida per la repressié d’altres
gens involucrats en el cicle cel-lular. En aquest sentit, el gen cdcé6 es veia reprimit 0,4 cops
a l'array. La proteina Cdc6 és un regulador de la replicacié del DNA en mamifers i la seva
repressié bloqueja I'entrada a la fase S del cicle [190, 191]. La repressio de rb1 i de tfdp1
també pot explicar els canvis experimentats en el cicle cel-lular, ja que la proteina
retinoblastoma (Rb) és un dels principals substrats de les ciclines/Cdk. L'estat de
fosforilacié de Rb juga un paper essencial en el control de I'activitat transcripcional de E2f
i la consequent entrada en la fase S, modulant el pas a través del punt de restriccio en els
estadis finals de la fase Gi. Durant I'etapa G+ el retinoblastoma es troba hipofosforilat unit
a E2f. A mesura que les céllules avancen per aquesta etapa queda hiperfosforilat per
accié dels complexes ciclina D/Cdk4 i ciclina E/Cdk2, de tal manera que E2f s’allibera i
actua com a factor de transcripcioé d’elements necessaris per la progressio cap a la fase S,
com ciclina E i ciclina A. Per dur a terme la seva funcid, E2f s’ha d’unir al factor Dp1
(codificat pel gen tfdp1) que permet unir-se al DNA [123, 184]. La repressié de tfdp1
també es va observar en les 24 hores de cultiu en discontinu amb falta de glutamina,
indicant que, a més de p21, altres elements implicats en el cicle cellular, i més

concretament en la transicio de la fase G1 a S, es veien alterats.

El gen pcna es trobava reprimit també a les 96 hores de cultiu en discontinu. La
proteina PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) interacciona amb proteines essencials
del cicle cel-lular com ciclina D/Cdk4,6, ciclina E/Cdk, ciclina A/Cdk2 i, per tant, és
important pel control del cicle cel-lular, aixi com per la replicacio i reparacié del DNA. p21
és capac¢ d’interaccionar a través del seu extrem C-terminal impedint que PCNA
interaccioni i activi la DNA polimerasa & [193, 194], per tant la repressié de pcna tindria

consequeéncies en la transicié de la cel-lula a través de les fases del cicle cel-lular.

La repressio del gen cdk4 0,5 cops pot explicar també el canvi en el perfil de cicle
observat en les 96 hores del cultiu en discontinu, ja que la proteina Cdk4 és una cinasa
depenent de ciclina essencial per la progressid del cicle en la fase G1 al formar el
complex ciclina D/Cdk4 i tenir com a substrat per la fosforilacié el complex Rb/E2f. També
va apareixer en aquestes condicions la repressié del gen codificant per la cinasa
depenent de ciclina 1 (cdk1). La proteina Cdk1 forma complexes amb la ciclina Ai B i és

responsable de la progressio de la fase Gz i de la mitosi [184].
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Es va observar que la ruta Raf-Mek-Erk es veia alterada, ja que el gen mapk1/erk
es trobava induit 1,7 cops. Aquesta ruta esta involucrada en nombrosos processos
cel-lulars, com en el cicle cellular a través de I'activacidé de la ciclina D/Cdk4, 6, en la
supervivencia cel-lular per la inhibicié de Par-4 (el qual és un repressor de la transcripcio
de bcl2). A més, Raf-Mek-Erk pot activar la ruta PISK/Akt que, entre altres accions,
promou la supervivéncia cel-lular a través de la repressié de Bad i Bim i induint I'activacio
de NF-kB, aixi com en la regulaci6 de la ciclina D i p21 [122, 195-198]. Erk 1/2 també té
com a diana de la seva fosforilacio a Tsc1 i Tsc2 de la ruta mTOR, causant la seva

inactivacid, permetent d’aquesta manera que mTORC1 incrementi la seva activitat [199].

La resposta de la cél-lula als canvis ambientals és induida, en part, per diversos
grups de rutes de senyalitzacié intracel-lulars. Les Mitogen-Activated Protein Kinases
(MAPK) es troben en aquesta familia de senyalitzaci6 de proteines. Les senyals de
proliferacié son principalment transmeses per les proteines Raf-Mek-Erk, mentre que les
senyals d’estrés estan canalitzades per JNK. La ruta c-Jun NHz-terminal kinase (JNK)
representa un subgrup de MAP cinases que és activada principalment per citocines i per
exposicid a estres ambiental. Estimuls especifics com l'oxigen reactiu desencadenen
I'activacié de JNK. El paper de JNK en I'apoptosi es situa a cavall entre la ruta extrinseca i
intrinseca. L’activacié de JNK es tradueix en la translocacié al nucli, on fosforila c-Jun, que
porta a la formaci6 de AP-1, factor involucrat en la transcripcid de diferents gens
relacionats amb I'apoptosi com bim. JNK també té un paper important en la modulacié de
les funcions de proteines pro i antiapoptotiques localitzades al mitocondri. JNK activat
passa al mitocondri i intervé mitjangcant un mecanisme encara no elucidat, en l'alliberacié
del citocrom c¢. JNK es pot veure inhibida per Erk i per Akt [200, 201]. També intervé en
I'activaci6 de Bid independentment de la caspasa 8, formant jBid, que al mitocondri
allibera Smac/Diablo, que és una proteina proapoptotica. També modula l'activitat d’altres
proteines proapoptotiques amb dominis BH3 Unics com Bim. Bim és fosforilada i s’allibera
del complex motor de les dineines, de tal manera que pot activar Bax/Bak i neutralitzar
I'activitat antiapoptotica de Bcl-2 [202, 203]. Bad també és fosforilada per JNK afavorint el
seu efecte proapoptotic. Cal recordar que Bad fosforilada per Aki/PKB es troba
segrestada per proteines 14-3-3, perod al ser fosforilada per JNK s’allibera. Bcl-2 també és
substrat de JNK sent fosforilat a la Ser70, inhibint el seu efecte antiapoptotic [204]. JNK
ajuda a activar a Bax, fosforilant les proteines 14-3-3. La fosforilacié d’aquests grups de
proteines també comporta I'alliberacié d’altres proteines proapoptotiques, com els factors

de transcripcié FoxO, que estimulen la transcripcié de bim [201]. El fet de trobar el gen jun
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reprimit a les 96 hores de cultiu en discontinu pot indicar que JNK tinndria menys efecte
sobre l'activacid6 de gens proapoptotics, a ligual que sobre la repressid de gens

antiapoptotics.

Pel que fa a les célllules KB26.5-bhrf1 a les 24 hores de cultiu en discontinu
inductor de I'apoptosi, es va observar repressié de foxo6. FoxO és un grup de factors de
transcripcié que intervenen en nombrosos mecanismes cel-lulars com la divisié cel-lular, la
mort cel-lular, el metabolisme de glucosa, la reparacio del DNA i la diferenciacio cel-lular.
Quan hi ha presencia de factors de creixement, FoxO es troben al citosol segrestats per
14-3-3 gracies a la fosforilacié a través de la ruta PI3K/Akt, mentre que en abséncia de
factors de creixement, els factors de transcripci6 FoxO estan actius. Aquests també
responen a estimuls d’estrés per la fosforilaci6 de JNK [205]. Com s’ha esmentat
anteriorment, una de les dianes importants de les proteines FoxO és el membre

proapoptotic Bim, de la familia de Bcl-2 [206].

Tant a les 96 hores de cultiu en discontinu com a les 24 hores de cultiu en
discontinu inductor de l'apoptosi, es va observar una expressidé diferencial de gens
relacionats amb la ruta Akt i mTOR per la induccié dels gens akt, tsc1, tsc2 i s6k1 i la
repressid de rheb. Aquestes rutes es troben interrelacionades (figura 51), i formen un nus
central en la senyalitzacio intracel-lular de factors de creixement, citocines, nutrients i
altres estimuls. Akt s’activa per I'accié de PDK1 unida a PIP3. Un cop Akt és fosforilada i
activa es veu involucrada en reaccions relacionades amb la supervivéncia cel-lular, el
creixement cel-lular, el metabolisme i la proliferacié cel-lular entre altres. Akt inhibeix a
Bad, també impedeix que els factors de transcripcié FoxO transcriguin per Bim i inhibeixen
la p53 a través de I'activaciéo de Mdm2. També fa que proteines implicades en el cicle com
p21 i p27 quedin inhibides. Akt inhibeix a Gsk3, que és un inhibidor del membre
antiapoptotic Mcl-1, inhibint, per tant, el processament de la procaspasa 9, pero també és
capac de fosforilar la caspasa 9, disminuint la seva activitat. Pel que fa a la seva activitat
relacionada amb la proliferacié cel-lular, a més d’inhibir p21, Akt inhibeix Gsk3, fent que
aquelles proteines inhibides per aquest factor com c-myc o la ciclina D s’alliberin [108,
122, 207]. Akt es veu implicada en la regulaci6 del factor de transcripcié NF-kB, el qual és
un important modulador de gens antiapoptotics i de supervivéncia, com bcl2 o bclxl [208].
La regulacié de NF-kB es ddna per la regulacié de la molécula inhibidora IKK associada al

factor de transcripcid. IkB es veu fosforilada per la cinasa IKK, fet que promou la
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degradaci6 de IkB, alliberant NF-kB. La IKK pot ser activada per diferents cinases, entre
elles Akt [177].
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Fig. 51.- Esquema de la ruta AktYmTOR. Senyals que regulen la ruta Akt, aixi com mTOR i les implicacions en
I’expressié génica, la sintesi de proteines i la viabilitat cel-lular [209].

Una de les funcions més importants d’Akt és la de promoure el creixement cel-lular.
Aquest paper el du a terme a través de l'activacié del complex 1 mTOR (mTORCH1).
MmTOR es veu regulat negativament per les proteines Tsc1 i Tsc2, les quals sén
inactivades per la fosforilacié de Akt, permetent que la proteina Rheb, que es veia inhibida
per Tsc1 i Tsc2, quedi activa i pugui fosforilar i activar mTOR. Un cop mTOR és actiu pot
fosforilar s6k1 i 4eBP1, gracies a la proteina Raptor que permet que mTOR accedeixi a
aquests substrats. D’aquesta manera s6k1 queda activada i 4eBP1 es veu inactivada
promovent la sintesi proteica, el creixement cel-lular i la divisié cel-lular. En abséncia
d’aminoacids, el complex mTOR-Raptor evita que mTOR s’uneixi als seus substrats. En
preséncia d’aminoacids, un canvi conformacional promou la interaccidé entre Raptor i els
substrats de mTOR i la seva accessibilitat. Cal dir que, tot i que l'inhibidor de mTOR,
rapamicina, indueixi la dissociacié entre Raptor-mTOR, la falta d’aminoacids no altera
aquesta associacié [210, 211]. La inhibici6 de mTOR per rapamicina indueix a una forta
aturada de les cél-lules B i T en la fase G4 [212]. L'increment d’expressié de tsc1i tsc2, els
quals sén els inhibidors de mTOR, pot estar exercint un mecanisme similar al de la

rapamicina. mMTOR es veu regulada a més de per Akt, per nutrients, especialment
104



Resultats i Discussio

aminoacids i factors de creixement. La falta d’aminoacids resulta en una defosforilacié de
s6k1 i 4eBP1. La preséncia d’aminoacids activa mTOR a través de 'acci6 de les proteines
Rag interaccionant amb Raptor [213]. La inactivacié de Tsc1-Tsc2 confereix resisténcia a
la célllula davant la falta d’aminoacids. L'estat energétic de la cél-lula a través de
I'activaci6 de AMPK també regula mTOR, ja que AMPK s’activa en resposta a un estat
energeétic baix, és a dir, quan hi ha una relaci6 AMP/ATP elevada. L’activaci6 de AMPK
redueix els processos cel-lulars amb elevada demanda energetica, com és el cas de la

sintesi proteica, mTOR queda doncs inhibida per AMPK [211].

L’estudi de mTOR en diferents linies cel-lulars ha conduit a I'observacié de que és
una ruta destacada en el manteniment de la viabilitat del cultiu cel-lular. La sobreexpressiod
de mTOR en cél-lules CHO redueix el procés de mort cel-lular en cultius d’alta densitat i

condueix a la millora de la productivitat especifica [214].

En els resultats obtinguts de I'expressié genica diferencial en aquest treball, pel cas
de les 96 h del cultiu en discontinu s’observa que akt es troba induit de tal manera que
gens relacionats amb aquesta ruta queden també induits com és el cas de tsc1 i tsc2,
afavorint una major resisténcia a la falta d’aminoacids. També mdm2 es troba
sobreexpressat, mentre que gens implicats en la proliferacié cel-lular, que es podria
esperar que estiguessin també induits, com la ciclina D, no estan alterats. Es més,
queden reprimits gens implicats en la fase G1 del cicle cel-lular contrariament a I'efecte
proliferatiu de Akt. Sembla doncs, que en les cel-lules KB26.5-bhrf1 a les 96 hores de

cultiu en discontinu, Akt ofereix un important efecte impedint la mort cel-lular programada

Estudis d’expressio de gens implicats en I'apoptosi realitzats al laboratori de la Dra.
Yap [215, 216], utilitzant microarrays en cultius en discontinu i discontinu alimentat
utilitzant cél-lules CHO, varen mostrar un perfil similar als resultats obtinguts en aquest
treball de tesi, pel que fa a I'expressio diferencial de gens que codifiquen per proteines
inhibidores de l'apoptosi (IAP i NAIP). També varen determinar que es donava una
inducci6 de bimi bad en condicions de manca de citocines i en fase estacionaria del cultiu
en discontinu. En aquest treball s’aprecia tant un increment en I'expressié de NIAPs com
birc1b i es veuen augmentats els nivells de bak, mentre que en el cas del gen bad no es
veuen alteracions en la seva expressi6. Un altre punt en comu és l'increment dels nivells

d’expressio de la caspasa 8 i 12 en el moment de limitacié de nutrients.
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Més recentment s’ha fet un estudi d’expressié diferencial en cél-lules NSO
transfectades amb bc/2 en un cultiu en continu per part de Krampe [160]. En aquestes
condicions també es varen observar alteracions en la familia dels factors de transcripcio
Stat, en concret la repressid de stat1. Els gens proapoptotics bak, bim i puma es veien
induits com també s’ha observat en aquest treball amb excepci6 de bim. També
s’observen coincidencies en les alteracions en la ruta PIP3K/Akt/mTOR i en factors que

indueixen en una aturada del cicle en la fase Gj.

2.2. EXPRESSIO PROTEICA

Per tal d’avaluar de forma més complerta la funcié de bhrf1, es va fer un estudi del
proteoma de les cél-lules KB26.5-bhrf1 en dues condicions diferents com son en cultiu en
discontinu i en cultiu en discontinu en condicions d’induccié de I'apoptosi. Es va analitzar
el proteoma de les ceéllules d’hibridoma KB26.5 mitjangant gels 2D de proteina total
corresponents a cél-lules transfectades amb el gen bhrf1 a les 96 hores del cultiu en
discontinu (B’) i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi (C’). Com a
control, es van utilitzar amb les mostres obtingudes a les 48 hores d’un cultiu en
discontinu (A’) (veure la figura 46, pagina 89). A la figura 52, es presenten tres exemples
dels gels en 2D obtinguts per les condicions en que s’ha treballat. Es pot apreciar com hi
ha un gran nombre de spots diferencials entre les condicions de final de cultiu en

discontinu i amb inducci6 de I'apoptosi respecte les condicions control.

L'analisi dels resultats va mostrar una gran varietat de canvis en la intensitat del
senyal, corresponent a una major 0 menor expressido proteica en les condicions
estudiades. A la figura 53, es pot observar una representacié del senyal obtingut a les 48
hores de cultiu en discontinu, a les 96 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de
cultiu en condicions d’inducci6é de I'apoptosi. Es veu com en el cas 53A, una determinada
proteina apareix amb gran intensitat en les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 96 hores de cultiu
en discontinu, respecte a les condicions de 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24
hores d’induccié a l'apoptosi. A la figura 53B, s’evidencia una alta expressié d’una
determinada proteina en les condicions d’inducci6é de I'apoptosi i a les 96 hores de cultiu
en discontinu, i una nul-la expressio en les condicions control, é€s a dir, a les 48 hores de
cultiu en discontinu. La figura 53C mostra un senyal inexistent en condicions de cultiu en
discontinu a les 48 hores i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi,

perd una alta presencia en les 96 hores de cultiu en discontinu. La figura 53D mostra una
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situacié inversa a la 53C, on la presencia d’'una determinada proteina es fa patent a les 24
hores de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi. Finalment, la figura 53E mostra una
nul-la preséncia de senyal per una proteina a les 96 hores de cultiu en discontinu i un
senyal elevat a les 48 hores de cultiu, pero la maxima intensitat apareix a les 24 hores de
cultiu en discontinu inductor de l'apoptosi. La gran variaci6 de resultats va dificultar

enormement I'estudi del proteoma per les cél-lules KB26.5-bhrf1.

A B

Fig. 52.- Gel 2D tenyit on es mostren els spots diferencials expressats entre mostres de cél-lules d’hibridoma
KB26.5-bhrf1 extretes a diferents temps de cultiu. A) Cultiu KB26.5-bhrf1 obtingut a les 48 hores en discontinu
(condicié control), B) cultiu KB26.5-bhrf1 a les 96 hores del cultiu en discontinu i C) a 24 hores en discontinu en
condicions d’induccio de I’'apoptosi. Cada gel es realitza per triplicat.

Dels 3764 spots diferencials obtinguts, les cél-lules transfectades presenten un
63,7% de spots sobreexpressats respecte el control i un 35,7% de proteines reprimides,
quan es trobaven a 96 hores d’iniciar el cultiu en discontinu, amb tan sols un 0,6% de
proteines amb un mateix nivell d’intensitat. El cultiu en condicions d’induccié de I'apoptosi
presentava un 51,2% de proteines sobreexpressades respecte la condicié control i un

47,6% de proteines reprimides, presentant també un nivell de només un 1,2% de
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proteines amb el mateix nivell d’expressio entre la condicié control i la induida a I'apoptosi
(figura 54).

Es varen comparar les cellules KB26.5-bhrf1, ja que la influencia del gen viric és
més notable tan sols en moments on les condicions sén adverses i suposen un estrés per
la cellula, conferint la resisténcia a I'apoptosi, és aqui que es va voler coneixer quines
alteracions proteiques provocava. Es varen observar una gran quantitat d’alteracions
diferencials entre els diferents estadis d’un mateix cultiu en discontinu i del cultiu en
discontinu en condicions d’induccié de I'apoptosi, probablement perqué es veuen canvis
en proteines responsables de metabolisme, de cicle, apoptotiques i estructurals. Cal,
doncs, aprofundir més en aquesta estrategia per tal d’acotar aquells spots representatius i
que aportin informaci6é valuosa respecte les alteracions en el proteoma exercides per
BHRF1. L'objectiu d’aquest experiment era el d’obtenir un perfil d’expressié d’aquelles
proteines que es veiessin alterades degut a I'accié de BHRF1. Idealment, el canvi en les
proteines que incrementessin o disminuissin el seu nivell d’expressié hagués hagut de ser
d’un nombre reduit. Malauradament, els resultats obtinguts mostren una gran quantitat de
spots diferents entre les dues condicions assajades respecte la condicié control. Aquesta
situacid no permet extreure cap conclusio directa, més enlla de constatar que en les dues
condicions de cultiu estudiades hi ha tendéncia a incrementar la preséncia de proteines,
ja sigui perqué no estaven expressades en les condicions control o perque hi ha hagut un
increment en la seva expressio, indicant la gran variabilitat i alteracions ocasionades pel
temps de cultiu i per les condicions adverses que influeixen en la senyalitzacié de

’apoptosi.
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24h discontinu induccié Apoptosi 48h discontinu 96h discontinu
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Fig. 53.- Intensitat del senyal corresponent a proteines que s’expressen de forma diferencial a les 48 hores de
cultiu en discontinui, a les 96 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu amb
induccié a I'apoptosi. A) Proteina expressada a les 48 hores, pero es veu incrementat el seu senyal a les 96 hores
de cultiu B) Proteina induida en condicions de limitacié de cultiu, amb major senyal a les 24 hores de cultiu en medi
sense glutamina C) Proteina amb senyal a les a les 96 hores de cultiu D) Proteina amb senyal Unicament a les 24
hores de cultiu en discontinu en condicions inductores de I'apoptosi E) Proteina amb senyal a les 48 hores de cultiu
en discontinu i que incrementa el seu senyal a les 24 hores de cultiu en discontinu en condicions inductores de
I’apoptosi.
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A

@® induit @ reprimit igual @® induit @ reprimit igual

Fig. 54.- Distribucié dels spots obtinguts a partir del bidimensional un cop analitzats els canvis entre les
condicions de cultiu respecte el control. A) 96 hores de cutliu en discontinu, B) 24 hores de cultiu en medi sense
glutamina. S’han utilitzat 500 spots diferencials amb una p<0,05.

D’aquest estudi no es varen aconseguir resultats rellevants a I'analitzar el proteoma
de les célllules KB26.5-bhrf1. Per aquests motius es va optar per fer estudis més
especifics per tal de conéixer els efectes i les accions de BHRF1 a la cél-lula. Aquesta
reflexi6 va portar a I'estudi de la localitzaci6 intracel-lular de BHRF1, ja que aquesta
proteina es preveu que es trobi situada al mitocondri per la seva estructura, i la seva
localitzaci6 intracel-lular guarda una relacié directa amb la seva funci6. Pot ser, pero, que

la seva posicio6 varii segons el moment que es trobi en el cultiu cel-lular.
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3. LOCALITZACIO DE BHRF1

La localitzacié de BHRF1 a les cél-lules es va estudiar per microscopia confocal. Es
va realitzar una tincidé de les cél-lules transfectades amb pIRES:bhrf1 utilitzant I'anticos
monoclonal primari contra la proteina BHRF1 especific per la regi6 BH2 de la proteina
[217], el qual havia estat conjugat covalentment amb el fluorocrom Alexa® 488. Es va
utilitzar el laser d’excitacié a 488 nm i una finestra d’emissié de 497-530 nm. La tinci6é de
les mateixes cel-lules es va completar amb la tincié dels mitocondris amb Mitotracker®
CMXRos RED utilitzant el laser d’excitacié a 579 nm i la finestra d’emissié d’entre 601-635
nm. També es va fer una tincié de nucli mitjancant el fluorocrom Hoescht 33342 amb el
laser d’excitacio a 350 nm i una finestra d’emissié de 455-500 nm (donant senyal a la
zona del blau). El programa utilitzat per a realitzar el tractament de les imatges va ser el
Leica Confocal Software (LCS). Es varen analitzar imatges tant per les céllules no
transfectades amb bhrf1 com per les transfectades a diferents condicions de cultiu, a les
48 hores de cultiu en discontinu, a les 96 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores
d’un cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi, per I'abséncia de glutamina al medi (figura
55). Com era d’esperar, les celllules KB26.5-@ no es va apreciar senyal per I'anticds
contra BHRF1 emetent a la zona del verd, mentre que en les cél-lules KB26.5-bhrf1, el
senyal que dbna el fluorocrom conjugat a I'anticos es solapa amb el senyal que emet la
tincié per mitocondris (senyal vermell), indicant que la proteina es troba al mitocondri.
També s’observa que la localitzacid no varia segons I'estat del cultiu i que a les 24 hores
d’induccié de I'apoptosi la proteina es manté a la membrana mitocondrial. Els nivells alts
del coeficient de Pearson en els estudis de col-localitzaci6é indicaven un alt grau de
col-localitzacié entre la proteina BHRF1 i el mitocondri en totes les condicions

esmentades.
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Fig. 55.- Localitzacié subcel-lular de la proteina BHRF1 mitjancant microscopia confocal. Imatges obtingudes
utilitzant immunofluorescéncia (IF) amb I'anticds mAB anti-BHRF1 (1/500) marcat amb Alexa 488 nm que emet
senyal a la regi6 de I'espectre del verd, la tincié dels mitocondris es realitza amb MitoTracker Red (1/2000). La
localitzaci6 es detecta al creuar els dos canals (overfay) i en passar la imatge a blanc i negre (mask).

En les celllules KB26.5-@, la col-localitzacié és d’'un 0,14%, amb un coeficient de
Pearson de 0,13. En canvi, en les celllules KB26.5-bhrf1 es va obtenir un 95% de
col-localitzaci6 amb un coeficient del 0,63 a les 48 hores de cultiu. A les 96 hores, la
col-localitzacié era del 97,5% (coeficient de Pearson de 0,81) i en condicions de cultiu
inductor de 'apoptosi el valor de col-localitzaci6 va ser del 94% (coeficient de Pearson de
0,72). Aquests resultats sdn consistents amb anteriors estudis sobre la localitzacié de

BHRF1 [152] i amb el fet de que estructuralment BHRF1 presenta una regié composta per
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aminoacids hidrofobics analoga a la regié transmembrana de Bcl-2 [139], el qual també es

troba principalment a la membrana mitocondrial externa [218-221].

Per confirmar aquests resultats, es va realitzar una separacid6 de les fraccions
citosolica i mitocondrial, tant de les cél-lules KB26.5-@ com de les cél-lules KB26.5-bhrf1, i
es va realitzar un estudi per Western Blot. Els resultats permeten comprovar que BHRF1,
efectivament, no es troba en cap altre fraccidé que no sigui la mitocondrial en condicions de

cultiu en discontinu i en discontinu inductor de I'apoptosi (figura 56).

A KB26.5-bhrfl KB26.5-@

mit cit mit cit

(I?l;| IIZ\DFaI) “ 48h discontinu

KB26.5-bhrfl KB26.5-@
B
mit cit mit cit
(?7H EDF;) ' 96h discontinu
c KB26.5-bhrfl KB26.5-@

mit cit mit cit
BHRF| . B s . .
(17 kDa) % e ‘i 24h inducci6 apoptosi

Fig. 56.- Localitzacié subcel-lular de la proteina BHRF1 utilitzant Western Blot (WB) amb I'anticos mAB anti-
BHRF1 (1/200) i utilitzant un anticOs secundari rabbit anti mouse IgG2a (1/1000) per les fraccions cel-lulars
mitocondrial i citosolica préviament separades mitjangant el sistema Mitochondria Isolation Kit (Pierce). Resultats
obtinguts de mostres a les A) 48 hores de cultiu en discontinu, a les B) 96 hores de cultiu en discontinu i a les C) 24
hores d’un cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi per la retirada de glutamina del medi de cultiu.

La integraci6 de BHRF1 a la membrana mitocondrial és completa, ja que al fer la
separacio de la fraccid6 mitocondrial i citosolica la proteina apareix tant sols en la fracci
mitocondrial, indicant que la integracié a la membrana mitocondrial externa és forta, com
pot ser la de Bcl-2, i no feble com altres membres de la mateixa familia, com pot ser el cas
de Bcl-w, que es desancora de la membrana mitocondrial amb facilitat [222]. A més, la

localitzacié no varia un cop s’ha induit 'apoptosi, es manté a la membrana mitocondrial i
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no migra cap al citosol o des d’aquest cap al mitocondri, com pot fer Bcl-w [222]. Queda
clar, doncs, que la funcié o funcions que pugui tenir BHRF1 per reduir 'apoptosi les

desenvolupa des de la membrana mitocondrial.

Aquesta observacio es va corroborar fent un seguiment de la pérdua del potencial

de membrana mitocondrial en les cél-lules KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1 al llarg d’'un cultiu en

discontinu inductor de I'apoptosi. Es varen marcar les cél-lules amb el compost JC-1, ja
que aquesta molecula permet distingir les cél-lules que presenten mitocondris actius de
les que han iniciat la permeabilitzacid6 de la membrana mitocondrial externa. Es pot
observar a la figura 57 com les cel-lules KB26.5-@ perdien la integritat mitocondrial a
l'iniciar-se el procés apoptotic, assolint valors del 74% de cél-lules apoptotiques a les 48
hores d’induccié, mentre que les cél-lules d’hibridoma amb BHRF1 suporten molt més bé
les condicions inductores a I'apoptosi i a les 48 hores mantenen encara valors de viabilitat
del 73%, proporcioé que les cél-lules control no mantenen ni a les 24 hores (on presenten
un 56% de viabilitat).

Agafant com a base que l'acci6 de BHRF1 esta delimitada en el context
mitocondrial, es va procedir a estudiar algunes de les proteines de la familia de Bcl-2 més

importants que intervenen en el procés apoptotic, i que, a més, conflueixen al mitocondri.

Es va estudiar la preséncia de Bcl-2 (figura 58) i es va observar com aquest era
present majoritariament a la fraccié mitocondrial de totes les condicions amb que es va
treballar, tal i com era d’esperar. En el cas de les cel-lules KB26.5-@, s’observa una
intensitat menor de proteina en les condicions d’inducci6 a I'apoptosi respecte les cél-lules
que havien estat transfectades amb bhrf1, indicant una major conservacié de la proteina,
ja que aquesta és substrat de caspases. També es podria donar el fet que a linduir
'apoptosi, I'expressid de bcl2 estigui augmentada tal i com s’ha esmentat en capitols
anteriors i que, tot i que bona part de I'estructura mitocondrial en aquestes cél-lules es
conservi, hi hagi alguna activacio residual de caspases activadores i efectores que actuin
sobre Bcl-2 i en degradin una petita part, perd que a I'estar en una relaci6 molt superior
respecte les proteines proapoptotiques, el seu efecte protector es mantingui. La preséncia
de Bcl-2 observada a la fraccio citosolica pot ser deguda a una contaminaci6 de la mostra
amb fraccié mitocondrial, encara que s’ha descrit preséncia de Bcl-2 a la membrana del

reticle endoplasmatic i a regions perinuclears [218, 219].
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Fig. 57.- Estabilitat mitocondrial seguida per A) citometria de flux en cel-lules KB26.5-@ i transfectades amb
BHRF1 en condicions d’induccié de I'apoptosi. Als histogrames trobem les cel-lules viables (R3) i les apoptotiques
(R2). B) Grafic dels resultats obtinguts per citometria de flux mesurant I’estabilitat mitocondrial al llargu d’un cultiu
en discontinu en condicions d’induccié de I'apoptosi.

Entre els principals responsables d’activar el procés de mort per apoptosi, es
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troben Bax i Bak, com ja s’ha explicat previament a la introduccidé d’aquest treball. Quan
aquests es troben a nivell mitocondrial i son activats formen homooligdmers, de tal
manera que contribueixen a la permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial i a
I'alliberacié del citocrom ¢ a l'espai citosolic. Estudiant la localitzacié de Bax, s’observa
com aquest es troba tant a la fraccié citosolica com a la mitocondrial en condicions
optimes de cultiu, ja sigui en les céel-lules KB26.5-@ com en les transfectades amb el
plasmidi pIRES:bhrf1 (figura 59). Cal destacar, perd, que en condicions inductores de
I'apoptosi, en les cél-lules KB26.5-bhrf1 s’observa preséncia de Bax en ambdues fraccions

cel-lulars, mentre que en les cel-lules KB26.5-2, la preséncia de Bax esta restringida a la
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fracci6 mitocondrial, indicant que BHRF1 no permet que Bax es fixi a la membrana

mitocondrial per a dur a terme els passos que condueixen a la seva desestabilitzacio.

KB26.5-0 48h discontinu 24h induccio6 apoptosi
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Fig. 58.- Localitzacié subcel-lular de la proteina Bcl-2 mitjangant Western Blot (WB) en les céllules KB26.5- i
en les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor
de 'apoptosi.

Pel que fa a Bak, no s’observa la preséncia d’aquesta proteina en les fraccions
citosoliques en cap de les linies ni condicions amb que es varen obtenir els extractes, tal i
com es pot observar a la figura 60. Aquest resultat era d’esperar, ja que Bak és una

proteina completament mitocondrial.

Bim és una de les principals proteines amb un unic motiu BH3 activadores de les
proteines proapoptotigues amb motius BH1-BH4, com s6n Bax i Bak. Per aquest motiu, es
va analitzar la preséncia de Bim tant en la seva forma BimegL com Bim_ en les fraccions
mitocondrials i citosoliques de les célllules KB26.5-2 i KB26.5-bhrf1 en condicions
optimes de cultiu. També en cada fraccié cel-lular en les condicions d’inducci6 a I'apoptosi
per cada linia com es mostra a la figura 61. Semblaria, pero, que les cel-lules KB26.5-@

perdrien expressid de la fraccié BimL a I'induir-les a 'apoptosi.
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Per confirmar que BHRF1 evitava la desestructuracié del mitocondri, es va analitzar
I'activacio de la caspasa 3 i I'alliberament de citocrom c al citosol. Com es pot observar a
la figura 62, la forma de procaspasa 3 és I'Unica present en condicions no apoptotiques
per a les céellules no transfectades, mentre que aquesta sembla activar-se a caspasa 3
quan es produeix la induccié a I'apoptosi del cultiu. En canvi, les cél-lules transfectades
amb bhrf1 presenten la forma de procaspasa 3 en les dues condicions de cultiu, i el que
és rellevant és que en les condicions d’induccié d’apoptosi no sembla activar-se la

caspasa 3.
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Fig. 59.- Localitzacié subcel-lular de la proteina Bax mitjangcant Western Blot (WB) en les cél-lules KB26.5-@ i en
les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de
I’apoptosi.

La preséncia de citocrom c al citosol és evident en les cél-lules no transfectades
(figura 63) i s’'observa clarament I'alliberament de citocrom ¢ en condicions d’induccié de
I'apoptosi. Al contrari, en les cel-lules transfectades amb bhrf1 no s’observa l'alliberament

de citocrom ¢, en les d’inducci6 de I'apoptosi.

Considerant que I'apoptosi mitocondrial sembla iniciar-se quan les proteines BH3

uniques son alliberades per diferents senyals i s’uneixen a membres antiapoptotics, de tal
117



Resultats i Discussio

manera que inhibeixen les seves funcions de retenir les proteines proapoptotiques de
multiples dominis, aixi com alguns membres de domini unic BH3, els quals s’uniran a
determinats membres multidomini proapoptotics, activant-los [173, 2283, 224], es va voler
estudiar com es desenvolupa aquest aspecte en les cel-lules transfectades amb bhrf1. En
les cel-lules sanes, Bax tenia una preséncia tant al citosol com al mitocondri, mentre que
en aquelles condicions on l'apoptosi es veia induida, Bax majoritariament canviava la
localitzaci6 per situar-se a nivell mitocondrial, ja que es veia activada. Aquest procés es va

observar només en les celllules KB26.5-@, ja que en les cel-lules d’hibridoma que

expressen BHRF1 la presencia de Bax en la fraccid mitocondrial no era apreciable. Cal
tenir en compte que Bax passa de ser una molécula citosolica a integrar-se al mitocondri
quan s’activa [88], tot i que recentment s’ha vist que la proteina antiapoptotica Bcl-X. és
capac¢ dunir-s’hi i evitar que Bax s’integri a la membrana mitocondrial de forma
permanent. Es a dir, en condicions normals, Bax retrotransloca des del mitconcodri al
citosol i viceversa, sense unir-s’hi de forma estable gracies a Bcl-X. que retorna Bax al
citosol [225].
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Fig. 60.- Localitzacié subcel-lular de la proteina Bak mitjangant Western Blot (WB) en les cél-lules KB26.5-@ i en
les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de
I’'apoptosi.
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Fig. 61.- Localitzacié subcel-lular de la proteina Bim mitjangant Western Blot (WB) en les cél-lules KB26.5-2 i en
les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de
I’'apoptosi.
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Fig. 62.- L’activacio de la caspasa 3 es produeix en les cél-lules que no expressen BHRF1. Expressi6 de la
procaspasa 3 i caspasa 3 activada en les cél-lules KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1 en cultiu en discontinu i a les 24 hores
de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi.
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Fig. 63.- La preséncia de ciotcrom c al medi intracel-lular és indicatiu de la pérdua d’estabilitat mitocondrial.
Resultats de I'assaig per WB de la fraccié citosolica de les cel-lules KB26.5-g i les cél-lules KB26.5-bhrf1 en mostres
recollides a les 48 hores de cultiu en discontinu i a les 24 hores de culitu en discontinu inductor de I'apoptosi.

El mecanisme d’acitvacié de Bax encara no esta completament definit, i és objecte
d’estudi. En tot cas, es considera que, ja sigui per una activacidé directa o indirecta
mitjancant proteines BH3 Uniques activadores, el Bax citosolic actiu canvia de
conformacié de tal manera que la seva regié transmembrana (a9) queda exposada,
alliberant el nucli hidrofobic, a més d’exposar el seu domini BH3. Aquest canvi
conformacional fa que s’integri a la membrana mitocondrial de forma estable i que Bcl-X.
o Bcl-2 no s’hi puguin unir. Aixi, Bax actiu s’unira amb altres Bax actius a la membrana
mitocondrial formant homo-oligbmers. La forma amb que es formen aquestes
supraestructures també és objecte de debat i de fet no es coneix el mecanisme exacte
d’unié entre elles. S’ha observat unié a través del domini BH3 (a2) amb el solc hidrofobic
aixi com per la regi6 hidrofobica formada per les hélixs a1 i a6. En tot cas la consequencia
de ’homo-oligomeritzacid és I'obertura d’un porus a la membrana mitocondrial alliberant
part del contingut de l'interior, com ara el citocrom ¢ [98, 226-228] (Figura 64). També s’ha
vist que Bax és objecte de fosforilacions per part de Akt/PKB impedint la seva integracio al

mitocondri, perd també pot ser fosforilada per GSK-3 promovent la seva integracio [177].
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Fig. 64.- Dinamica de senyalitzacio de la familia de Bcl-2. L'apoptosi mitocondrial esta regulada per les interaccions a
través dels dominis BH3 de les proteines apoptotiques. Les proteines BH3 promouen I'activacié de Bax a través de
mecanismes directes i indirectes. Determinades proteines BH3 Uniques s’uneixen directament a Bax i en desencadenen el
canvi conformacional, activant-se, translocant-se al mitocondri, permeabilitzant la membrana mitocondiral externa. Les
proteines BH3 uniques també promouen I'oligomeritzacié de Bax indirectament per la unié a la regié d’uni6 a BH3 de les
proteines antiapoptotiques, alliberant activadors BH3 Unics aixi com formes conformacionalment actives de Bax
segrestades en un complex heterodimeric. Les proteines antiapoptotiques eviten, doncs, I'apoptosi mitocondrial confiscant
els dominis BH3 de les proteines BH3 Uniques i de Bax actiu en el seu sot hidrofobic, suprimint I’activacié de Bax per BH3 i
la seva oligomeritzaci6 [228].

BHRF1 evita, doncs, la permeabilitzacié de la membrana, impedint la integracié de
Bax. Aquesta propietat és compartida amb altres molécules antiapoptotiques de la familia
Bcl-2, com Bcl-2, Bcl-Xi, Bel-w i Mcl-1 [229]. Respecte l'altra molecula de la familia de
Bcl-2 proapoptotiques com és Bak, aquesta es troba de forma permanent a la membrana

mitocondrial externa, de tal manera que al ser activada per molécules BH3 Uniques forma

també homo-oligbmers, sense variar la seva localitzaci6 [87].
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Per altra banda, Bcl-2 és degradat degut a que té regions susceptibles a ser diana
per la caspasa 3 [230], fent que les seves funcions com a molécules antiapoptotica es
vegin alterades. En aquest treball s’ha observat que Bcl-2 es veu conservat en aquelles
cél-lules transfectades amb BHRF1, de tal manera que les funcions antiapoptotiques de
Bcl-2 es mantenen. L’'absencia de Bcl-2 en condicions apoptotiques en el cas de les
cél-lules control és, possiblement, deguda a I'acci6é de la caspasa 3 activa sobre la regio
amino-terminal, generant un fragment de 3-5 kDa i un altre de 23-21 kDa. L’anticos utilitzat
per detectar la proteina presenta afinitat per la regié entre els aminoacids 4-21, el que
significa que per la fracci6 digerida per caspases reconeixeria el fragment d’entre 3-5 kDa
que es perd degut al tipus de gel utilitzat, i el fragment gran generat no és visible ja que

I’anticos no hi té afinitat.

S’ha pogut determinar que la caspasa 3 es troba en una conformacié no activa en
aquelles céllules transfectades per BHRF1 en condicions d’induccié de I'apoptosi, evitant
d’aquesta manera que les caspases efectores, on la caspasa 3 es pot incloure, generi la
proteolisi de les seves dianes. Aix0 es veu reforcat pel fet que s’ha observat que
I'alliberacié de citocrom c al citosol, necessaria per la formacié de APAF-1 i l'activacio de
la caspasa 9 i consequentment 'activacié de la caspasa 3, només és visible en aquelles

cel-lules sense presencia de BHRF1.

S’ha observat la falta de translocacié de proteines proapoptotiques com és Bax a la
membrana mitocondrial externa, en condicions d’induccié de I'apoptosi, evitant aixi la
formacié de porus a la membrana mitocondrial, de tal manera que no s’allibera citocrom ¢
al citosol. Aquest fet és visible en aquelles cél-lules on BHRF1 exerceix el seu efecte,
evitant que Bax s’incorpori de forma estable a la membrana mitocondrial i el citocrom ¢ no
és alliberat a I'espai extra mitocondrial, fenomen que si té lloc en aquelles cel-lules que no
expressen BHRF1. La no incorporacié de molécules com Bax a la membrana mitocondrial
externa també fa que l'estructura mitocondrial romangui estable [153], evitant la pérdua

del potencial de membrana mitocondrial i I'alliberaci6é d’espécies d’oxigen reactives.

Bim es troba retinguda al citosol al complex motor de la dineina i al mitocondri [231,
232] i transloca al mitocondri al rebre I'estimul apoptotic. Les observacions efectuades en
aquest treball sén consistents amb aquest mecanisme, ja que s’observa la presencia de

Bim amb les isoformes BimeL i BimL a la fracci6 mitocondrial i citosolica i, en condicions
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apototiques, les cél-lules control presenten un menor senyal de BimeL al mitocondri,

mentre que per les cel-lules KB26.5-bhrf1 es manté.

Un dels gens que es veia alterat en I'array de DNA era aquell que codifica per p21.
Aquesta proteina és de gran importancia en la regulacié del cicle cel-lular, aspecte que es
veu modificat en les cel-lules KB26.5-bhrf1. Es va realitzar un assaig per Western Blot
(figura 65), per tal de veure la seva presencia en condicions apoptotiques i determinar si
podria tenir una relaci6 amb un possible control del cicle cel-lular. Es pot observar com

tant les cél-lules KB26.5-@ com les KB26.5-bhrf1 expressen aquesta proteina, perd en

condicions apoptotiques, en aquelles cel-lules que no es troben sota la proteccié de
BHRF1, la proteina p21 es veu degradada respecte aquelles cél-lules transfectades amb
pIRES:bhrf1. Es coneix que p21Cr! es veu degradada per la caspasa 3 a la regi6
DHVD"2L, que es troba al seu extrem C-terminal, generant un fragment de 15 kDa que no
és funcional, ja que és incapa¢ d’inhibir I'activitat de les ciclines D i E ni de PCNA [233].
Aix0 es tradueix en una menor capacitat d’aturada del cicle cel-lular, com s’ha vist en les
celllules KB26.5-@ a les 24 hores de cultiu en discontinu en condicions d’induccié de
'apoptosi. Aquestes mostraven una relaci6 G1/S d’aproximadament 1, mentre que les
cel-lules KB26.5-bhr1 presentaven una relacié de 1,5. Cal dir que el Western Blot és el
resultat del pool proteic general, sense discriminar entre cel-lules vives o mortes, per tant,
el fet de trobar una proteolisi pronunciada és coherent amb I'estat de viabilitat cel-lular a
les 24 hores de cultiu en discontinu en condicions d’inducci6é de I'apoptosi. Les cel-lules
KB26.5-@ presenten una major degradacié de p21, indicant una activacio de la caspasa 3
i, per tant, de lapoptosi. En les cél-lules KB26.5-bhrf1 aixd no es veu, ja que
majoritariament les cel-lules mantenen p21 intacte perqué no s’activa la caspasa 3 i, per
tant, 'apoptosi es veu reprimida. La integritat de p21 sembla un factor important per la
supervivéncia cel-lular. En les cél-lules KB26.5-@ es produeix un increment en la relaci
G1/S a les 48 hores del cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi, que tot i ser inferior al
observat en les cél-lules transfectades amb el gen bhrf1 és prou indicatiu d’un increment
en la fase G1 del cicle cel-lular. Aquesta observacié sembla contradictoria amb el fet de
trobar p21 degradada. La regulacié del cicle cel-lular és enormement complexe i en
aquest treball no s’ha aprofundit suficientment en aquest aspecte. Caldria, doncs, estudiar

amb més atenci6 I'activitat d’aquelles proteines implicades en el cicle cel-lular.
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Fig. 65.- Western Blot de la proteina p21 en la fraccié citosolica en mostres preses en un cultiu en discontinu i a
les 24 hores de cultiu en disconcontinu inductor de I'apoptosi, utilitzant cél-luels KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1. p21 és
proteolitzat per la caspasa 3 al seu extrem C-terminal, generant un fragment de 15 kDa i un de 6 kDa. L'anticos
primari utilitzat reconeix els 50 Ultims aminoacids de la regié C-terminal per aquest motiu no es veu el fragment de
15 kDa, i tampoc el fragment menor que s’escapa del gel.
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4. ACTUACIO DE BHRF1

4.1. INTERACCIONS PROTEIQUES DE BHRF1

Per conéixer com una proteina mitocondrial com és BHRF1 prevenia la pérdua de
la funcié mitocondrial en el cas d’estar induida I'apoptosi i com afectava al cicle cel-lular,
es va procedir a realitzar una co-immunoprecipitacié utilitzant columnes comercials
(Pierce). Es va incubar I'anticos monoclonal contra BHRF1 amb I’extracte cel-lular total de
les cellules KB26.5-bhrf1, tant per la mostra obtinguda a les 48 hores de cultiu en
discontinu, com per la mostra obtinguda a les 24 hores de cultiu en discontinu en
condicions induccitores de I'apoptosi, utilitzant les cel-lules KB26.5 transfectades amb un

vector pcDNAS buit com a control (KB26.5-2). Posteriorment es va eluir la mostra amb la

proteina d’interés, juntament amb totes aquelles proteines que porti acomplexades i que
per tant hi tinguin interaccié. Per saber si la co-immunoprecipitacié va donar resultat es va
haver de comprovar que en la fraccio eluida hi apareixia la proteina contra la que s’havia
utilitzat 'anticos primari. En aquest cas es va fer un Western Blot per BHRF1 (figura 66).
Al comprovar que en la condicioé control (48 hores de culitu en discontinu) i en la condicio
d’induccid a I'apoptosi (24 hores de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi) s’apreciava
una banda que es corresponia al BHRF1, mentre que en les cél-lules KB26.5-@ no hi
havia preséencia de BHRF1, es va determinar que es podia utilitzar aquest eluit per

estudiar les interaccions proteiques de BHRF1.

KB26.5-bhrfl KB26.5-@
48h dicontinu 24h inducci6 apoptosi 48h dicontinu
NR E NR E NR E C+
z§
R i
X ¥ — |
5 sy =» T 4O

Fig. 66.- Analisi per Western Blot de la co-immunoprecipitacié de BHRF1 en columna d’afinitat. Es fa un WB
per la fraccio no retinguda (NR) a la columna aixi com la fraccié que ha estat eluida (E) de les cél-lules transfectades
en condicions de creixement (viables) i de mort cel-lular (apoptosi), i de les les control en condicions de creixement.
Utilitzem extracte cel-lular total de KB 26.5 transfectat amb pIRES:bhrf1 com a control positiu (C+).

125



Resultats i Discussio

Per estudiar-ho es van realitzar Western Blot d’aquest eluit contra les proteines de
la taula 8. El panell de proteines estudiades es va triar per la seva importancia en la
regulacié de I'apoptosi aixi com per referéncies bibliografiques.

Taula 8.- Resum de les interaccions observades mitjancant Western Blot de la proteina BHRF1 en
condicions inductores de |'apoptosi.

Interaccié amb
BHRFI
Bim
Bak R 3
Bax R
Bcl-2 R 3
VRK2

Dels resultats d’aquest experiment, es va observar que BHRF1 interaccionava amb
Bim, la proteina activadora de Bax/Bak amb un unic motiu BH3. També es va observar

interaccié amb VRK2, una proteina que s’ha relacionat amb la regulacioé de p53.

Es va realitzar un Western Blot de la proteina VRK2 (figura 67) de les fraccions
mitocondrial i citosOlica, i es va poder comprovar com la proteina no es troba al

mitocondri, sind a la fraccid citosolica, ja sigui en les cel-lules KB26.5-@ com les cél-lules

KB26.5-bhrf1 tant en condicions no inductores com en condicions inductores de
'apoptosi. Aquestes dades sdn consistents amb el fet que s’ha observat que VRK2 pot
estar present en dues formes, unida a membrana -ja que s’ha detectat al reticle

endoplasmatic i al mitocondri- o lliure al citosol i al nucli [234].

Comparant les sequencies de les regions que integren els dominis BH1 i BH3 per
alguns dels membres més importants de la familia de Bcl-2 (figura 63) es pot observar
com els residus hidrofobics de Bim 1145, L149, 1152 i F156 interaccionen en el sot
hidrofobic de BHRF1, tal i com passa amb Bcl-X.. A més, es forma un pont sali entre la
R100 de BHRF1 i la D154 de Bim. Aquesta interaccio6 electrostatica s’ha descrit en altres

complexes, com el format entre Bcl-XL i Bim [235]. Per tant la R100 de BHRF1 és
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important per tal de que es puguin formar els complexes amb els motius BH3 de les
proteines proapoptotiques [236]. Es pot veure, a més a més, que es troba altament
conservat per tots els membres de Bcl-2, tant pro- com antiapoptotics, en la seva regio
hidrofobica BH1. Bak forma a partir de la D83 el pont d’hidrogen amb la R139 de Bcl-X.
per estabilitzar I'estructura [237]. En el domini BH3, I'helix a2 que forma aquesta regid
també conserva quatre residus hidrofobics (h1-4) que s’acomoden al solc hidrofobic de
Bcl-2 [238].

A
KB26.5-@
48h dicontinu 24h induccié apoptosi
mit cit mit cit
VRK2
(58 kDa) ‘ - " F *
- - VDAC (31 kDa)
c— W o-cubulina (50 kDa)
B
KB26.5-bhrfl
48h dicontinu 24h induccié apoptosi
mit cit mit cit

VRK2 - —
(58 kDa) 1T e ‘
‘ - VDAC (31 kDa)

— . W ©-tubulina (50 kDa)

Fig. 67.- Western Blot de la proteina VRK2 en la fraccié mitocondrial i citosolica en mostres preses en
condicions de cultiu en discontinu i a les 24 hore de cultiu en discontinu inductor de I’'apoptosi tant per cél-lules
KB26.5-@ com per transfectades amb pIRES:bhrf1.

127



Resultats i Discussio

BHI1 (domini hidrofobic) &3, o4, &5

BHRF1 E® | F H R G D P S L G R A L A W M A w C M®
Bel-X. E™@ L F R D G - \ N W G R | \ A F F S F G G
Bel-2 E™ L F R D G - \ N W G R | \ A F F E F G G
Bak s L F E S G - | N W G R \ Vv A L L G F G Y%
Bax D% M F S D G N F N W G R \ \ A L F Y F A S8
BH3 (x2)
h1 h2 h3 h4
BHRF1 - D% T Vv \ L R Y H \ L L E E | | E R N6
Bel-XL M& A A Vv K Q A L R E A G D E F E L R Yy
Bcl-2 P% P Vv Vv H L T L R Q A G D D F S R R Yo"
Bak L G Q Vv G R Q L A | | G D D | N R R Y89
Bax T K K L S E C L K R | G D E L D S N M74
Bim E | W | A Q E L R R | G D E F N A Y Ye!

Fig. 68.- Comparacio de les seqiiéncies d’aminoacids que formen part dels dominis BH1 i BH3 de proteines
de la familia de Bcl-2. Es pot distingir I'arginina (R) conservada al domini hidrofobic format per les helixs a3, a4 i
a5 i en el cas del domini BH3 els 4 residus hidrofobics conservats (h1, h2, h3 i h4).

4.2. IMPLICACIO DE Bcl-2 EN EL MECANISME D’ACCIO DE BHRF1

Com s’ha vist anteriorment, bcl2 es troba sobreexpressat en condicions de cultiu de
96 hores en discontinu i a les 24 hores de cultiu en discontinu inductor de I'apoptosi, en
les cél-lules KB26.5-bhrf1.

Per aquest motiu, es va decidir estudiar més en detall el nivell d’expressié del
principal gen antiapoptotic bcl2. Per fer-ho, es va realitzar un estudi d’expressid del gen
mitjancant PCR en temps real. Com a gen control s'utilitza la gliceraldheid-3-fosfat

deshidrogenasa (GAPDH). Els resultats obtinguts mostren que les cel-lules KB26.5-2 a

les 96 hores de cultiu sobreexpressaven lleugerament bcl2 i en el cultiu sense glutamina
al medi, el nivell d’expressioé era lleugerament inferior al del cultiu en discontinu en fase
exponencial. En canvi, en avaluar els nivells d’expressido en les cél-lules KB26.5 que
havien estat transfectades amb pIRES:bhrf1 s’observa que a les 96 hores de cultiu en
discontinu el nivell d’expressidé de bcl2 augmentava fins a valors d’aproximadament 25
vegades més que en les céllules en cultiu en fase exponencial. Pel que fa a les
condicions de cultiu amb inducci6 a I'apoptosi veiem que els valors de bcl2 arriben a ser

aproximadament 10 cops majors que en la condicié control (figura 69A i 69B).
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Fig. 69.- Quantificacié6 per PCR en temps real de bc/2 en les cél-lules KB26.5-2 i en les KB26.5-bhrf1. A)
Quantificacié dels nivells de mRNA de proteina Bcl2 total en les cel-lules control, la condici6é de referéncia és a les
48 hores de cultiu per aquest motiu té un valor de 1 (*/** p>0,05). B) Quantificacié dels nivells de mRNA de proteina
Bcl2 total en les cél-lules transfectades amb pIRES:bhrf1, la condicidé de referencia és a les 48 hores de cultiu per
aquest motiu té un valor de 1 (*/** p<0,05). C) Nivells de mRNA corresponents a Bcl2 en les cel-lules amb BHRF1
utilitzant les cél-lules control a 48 hores de cutliu com a referéncia (* p<0,05, ** p<0,05).

Si s'utilitza la condicié de cultiu en discontinu en fase exponencial de les cél-lules
KB26.5-@ com a valor control i es comparen els nivells d’expressid de les altres
condicions estudiades, tant de les cel-lules KB26.5-@ com de les transfectades, es pot
observar com a les 96 hores de cultiu I'expressié de bcl2 és 20 vegades superior a les 48
hores de cultiu en discontinu en les cél-lules amb preséncia de bhrf1, mentre que a les 96
hores de cultiu de les cél-lules KB26.5-@, I'expressid és molt menor, de 1,24 vegades.
L'expressio de les celllules KB26.5-@ i les KB26.5-bhrf1 a les 48 hores de cultiu en
discontinu, és practicament idéntica. Si s’analitza a les 24 hores de cultiu en discontinu en
condicions d’inducci6é de I'apoptosi, utilitzant les cel-lules KB26.5-@ a 48 hores de cultiu en

discontinu com a referencia, s’observa com les cél-lules que expressen bhrf1 presenten
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9,2 vegades major expressio de bcl2 respecte les cel-lules KB26.5-@ en el mateix tipus de

cultiu, mentre que les cél-lules KB26.5-@ tenen nivells basals en I'expressid de bcl2 (figura
69C).

Els resultats obtinguts en aquest treball respecte a la induccioé de bcl2, aixi com en
altres nivells d’expressio de gens relacionats amb I'apoptosi, concorden amb observacions
fetes en individus afectats per limfoma de Hodgkin associat a la infeccio pel virus Epstein-

Barr, en que s’han observat increments en els nivells d’expressié de bcl2 [239].

Tenint en consideracié aquests resultats, es va proposar la utilitzaci6 de dos
inhibidors quimics especifics de Bcl-2 (veure apartat 1.3 de la secci6 de materials i
métodes), com sén l'inhibidor HA14-1 i I'inhibidor YC-137, per comprovar si es podia
retornar les cel-lules amb expressié de BHRF1 a un fenotip com el de les cél-lules KB26.5-
@. Si aixd succeis indicaria que una part essencial de I'efecte antiapoptotic de BHRF1 es
transmet per via de Bcl-2. Cal tenir en consideracioé que, tot i no observar-se interaccions
entre les dues proteines, si que s’ha observat una substancial induccié en I'expressid de

bcl2 en situacions activadores d’apoptosi en cultius de les cél-lules KB26.5-bhrf1.

S’ha descrit que els dos inhibidors utilitzats s’uneixen de forma irreversible al centre
actiu de Bcl-2, de tal manera que no pot dur a terme les seves funcions antiapoptotiques
[227, 228]. En afegir l'inhibidor HA14-1 a un cultiu de KB26.5-bhrf1 en medi inductor de
’apoptosi, es va comprovar com la viabilitat disminuia de forma proporcional a la
concentracié d’aquest compost (figura 70B). Afegint les mateixes concentracions
d’inhibidor al el cultiu KB26.5-@, no es va observar cap efecte sobre la viabilitat del cultiu
depenent de la dosi (figura 70A). La viabilitat del cultiu KB26.5-@ tampoc es veia afectada
per cap de les concentracions que es va utilitzar, I'inhibidor YC-137 (figura 70C), si bé la
caiguda de la viabilitat és major per aquest compost (figura 70D). En el cultiu cel-lular de
KB26.5-bhrf1, es va observar un efecte de la dosi en la viabilitat del cultiu per I'inhibidor
YC-137, a major concentracié del compost menor era el percentatge de cel-lules viables

en el cultiu, tal i com mostra la figura 70D.

Aquesta observacio indica que la inhibicié de Bcl-2 en cel-lules transfectades amb

pIRES:bhrf1 reverteix els efectes antiapoptotics activats pel seu ’homoleg viric.
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Fig. 70.- Perfil de viabilitat cel-lular en medi d’induccio a I’apoptosi utilitzant dos inhibidors de Bcl-2. A) Perfil
de viabilitat de les cél-lules KB26.5-bhrf1, utilitzant diferents concentracions de I'inhibidor HA14-1 B) Perfil de viabilitat
de les cél-lules KB26.5-@ utilitzant diferents concentracions de I'inhibidor HA14-1 C) Perfil de viabilitat de les cél-lules
KB26.5-bhrf1, utilitzant diferents concentracions de I'inhibidor YC-137 D) Perfil de viabilitat de les cél-lules KB26.5-@
utilitzant diferents concentracions de I'inhibidor YC-137. Per les concentracions d’inhibidor nul-les s’afegeix al medi el

volum més alt de diluient, DMSO en aquest cas. Els creixements es fan sobre placa de 6 pous en 5 mL de DMEM 4%
FBS.
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Per comprovar-ho es varen realitzar estudis especifics per detectar I'apoptosi en

les cél-lules transfectades amb BHRF1, que es varen comparar a les cél-lules KB26.5-2.

Els resultats obtinguts a I'estudiar la preséncia de fosfatidilserina (PS) a la membrana
externa de les cel-lules utilitzant ’Anexina-V per assaig amb citometria de flux per tal de
seguir I'apoptosi (figura 71). Les cél-lules KB26.5-bhrf1 a les que s’indueix I'apoptosi no
expressen fosfatidilserina a la cara externa de la membrana cel-lular, és a dir, sbn anexina
negatives. Quan s’afegeix al medi inductor de I'apoptosi 25 pM de I'inhibidor HA14-1, es
pot comprovar com el percentatge de cel-lules transfectades que entren en apoptosi
augmenta a mesura que avancga el temps de cultiu. El mateix passa quan s’afegeixen 20
MM de linhibidor YC-137. En ambdds casos s’arriben a valors superiors al 80% de
cél-lules amb translocacié de la fosfatidilserina, marcant com anexina positives, a les 21,5
hores d’inducci6 de I'apoptosi. En el cas de l'inhibidor YC-137, el seu efecte ja s’observa a

les 4 hores d’'induccié mentre que el HA14-1 tenia un efecte més lent.

Es conegut que la pérdua de potencial de membrana mitocondrial és un dels
indicadors inicials de l'apoptosi, aquest fenomen es veu aturat per la preséncia de
proteines Bcl-2 i membres antiapoptotics de la mateixa familia els quals retenen aquells
elements proapoptotics causants de la pérdua de I'activitat mitocondrial [220, 240]. Per
aquest motiu, es va optar per estudiar els efectes sobre el potencial de membrana quan
s’inhibia Bcl-2 utilitzant els inhibidors especifics, a les cél-lules KB26.5-bhrf1 i KB26.5-@
(figura 72). Quan es va realitzar aquest assaig en el cultiu inductor de I'apoptosi en les
celllules transfectades amb bhrf1, es va comprovar com la perdua del potencial de
membrana era minima, fins i tot passades 28 hores d’inducci6. La pérdua del potencial de
membrana mitocondrial es va observar clarament en el cas de les cél-lules KB26.5-@, ja a

les 5 hores d’induccié, amb una caiguda del 10% i, a les 28 hores, les cél-lules KB26.5-o

que mantenien el potencial de membrana mitocondrial era del 63% aproximadament,

suposant una reduccid de la integritat mitocondrial d’'un 37%.

El potencial de membrana mitocondrial per a les cel-lules KB26.5-bhrf1 que havien
estat cultivades amb 25 uM de I'inhibidor HA14-1 disminueix ja en les primeres hores de
cultiu i, en aquest cas, s’arriben a valors de 42% de pérdua de potencial de membrana
mitocondrial. En el cas de l'inhibidor YC-137, la pérdua del potencial de membrana és
més progressiva, ja que a les primeres 5 hores tan sols n’havia perdut un 1,7%, fins

arribar a un 55% a les 28 hores com es mostra a la figura 72.
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Fig. 71.- La inhibicié de Bcl-2 en les cél-lules KB26.5-bhrf1 fa que perdin la seva resisténcia a I’apoptosi. A)
Resultats de I'assaig Anexina V FITC i iodur de propidi analitzats mijancant citometria de flux. Distingim en els
histogrames les célllules normals (R1), les cel-lules apoptotiques primerenques (R2), apoptotiques (R3) i
necrotiques (R4). Veiem que les cél-lules control i les transfectades amb inhibidors presenten apoptosi, cosa que no
fan les transfectades sense inhibidor. B) Al grafic es pot veure els diferents estats en que es troben les cél-lules
respecte al total de cel-lules analitzades.

Tots aquests resultats indiquen que la inhibicié de Bcl-2 en les cél-lules KB26.5 que

han estat transfectades amb bhrf1 fa que perdin la resisténcia a I'apoptosi i es comportin
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de forma similar a les no transfectades amb el gen viric, les quals no s’alteren per la
inhibicié de Bcl-2. La inhibicié de Bcl-2 en les cél-lules KB26.5-bhrf1 fa que la membrana
mitocondrial perdi la seva integritat i alliberi elements que d’altra manera estarien
confinats a l'interior del mitocondri, com pot ser citocrom ¢, fent que el potencial de

membrana es perdi i les molécules alliberades al citosol amplifiquin el senyal apoptotica.
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Fig. 72.- Analisi de la integritat mitocondrial a través de I’estudi del potencial de membrana (Ay) d’un cultiu

KB26.5-bhrf1 en discontinu en condicions d’induccié a I'apoptosi, amb inhibidors de Bcl-2, respecte a un cultiu
sense inhibidors. El cultiu de referéncia és KB26.5-@ en condicions d’inducci6 a I'apoptosi sense inhibidors.

La inhibicié de la proteina Bcl-2 utilitzant els inhibidors especifics HA14-1 i YC-137,
en condicions de falta de glutamina al medi cel-lular, ha permes confirmar que Bcl-2 és un
element clau per les célllules KB26.5-bhrf1 per conferir-los la seva gran capacitat de
resistir els estimuls apoptotics, ja que les cél-lules que presenten BHRF1 mostren
sensibilitat a les dues molécules i a més ho fan de manera dosi depenent. Les molecules
utilitzades sbn organiques no peptidiques i permeables a la membrana cel-lular, competint
especificament contra el domini hidrofobic de Bcl-2 que és essencial per desenvolupar les
tasques d’inhibicié de les proteines proapoptotiques [241, 242]. La uni6 de les molécules
organiques a la regié hidrofobica de Bcl-2 condueix a la inhibicié funcional de la proteina,

com es mostra als grafics de les figures 71 i 72 on hi ha una pérdua total de la resistencia
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exhibida per part de les cél-lules d’hibridoma KB26.5-bhrf1. Cal dir que les concentracions
a les quals s’ha observat un perfil de viabilitat similar al de les cél-lules control és de 25
MM per HA14-1 i de 20 uM per YC137, que és una concentracié superior als seus valors
de constant d’afinitat (Ki), que és de 9 uM per HA14-1 ide 1,3 UM en el cas de YC137.

Es va comprovar com, a [lutilitzar els inhibidors de Bcl-2 en les céllules
transfectades amb bhrf1, es desenvolupaven els mateixos esdeveniments indicatius del
procés d’apoptosi que en les cél-lules KB26.5-@. Es a dir, hi ha la mateixa pérdua de
potencial de membrana mitocondrial i nivells similars d’exposici¢ de la fosfatidilserina que
en les cél-lules control i per tant tot efecte protector de BHRF1. La pérdua de proteccio es
dona a linici de la induccié amb la pérdua total de la integritat mitocondrial, factor clau
perque es desencadeni, la transmissio del senyal apoptotic. S’ha pogut determinar, doncs,
que bhrf1 exerceix una important proteccido a la cél-lula d’hibridoma davant situacions
d’estres, com seria I'exhauriment de nutrients essencials per la seva proliferacié i
creixement, fent que bcl2 es trobi sobreexpressat i atorgant-li un rol clau en I'aturada de

’apoptosi.
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5. MODEL D’ACTUACIO DE BHRF1

Les interaccions proteina-proteina sén elements clau per regular la funcié d’una

determinada proteina. S’ha descrit fins ara com BHRF1 impedeix que s’activi el senyal
apoptotic a nivell mitocondrial, evitant la sortida del citocrom ci I'activacié de les caspases
efectores. Perqué es doni aquesta situacié, BHRF1 ha d’impedir lactivacio de les

proteines proapoptotiques efectores.

La immunoprecipitaci6 de BHRF1 en les cel-lules KB26.5-bhrf1 que es troben en
condicions inductores de I'apoptosi i a les 48 hores de cultiu en discontinu ha permeés
establir algunes interaccions directes entre proteines cel-lulars i BHRF1. Una d’aquestes
interaccions directes es produeix amb Bim, pero tan sols és observada en condicions de
limitacié de nutrients, és a dir, quan hi ha senyals proapoptotics. Aquesta observacio és

coherent amb estudis previs realitzats per diversos grups [243, 244].

Segons la divisidé establerta per Letai [245], hi ha molecules proapoptotiques amb
els 4 dominis BH 1-4 que es troben inactives, també hi ha molécules antiapoptotiques
amb els quatre dominis (BH 1-4), és a dir, Bcl-2, Bcl-Xi, Bcl-w i Mcl-1, les qual bloquejen
proteines BH3 Uniques proapoptdtiqgues com Bim o Bid. Per altra banda, molécules
proapoptotiques amb un sol domini BH3 sensibilitzadores (com Bad o Bik), alliberades
com a resposta a estimuls apoptotics, competixen pel centre actiu de les proteines
antiapoptotiques, fent que les molécules BH3 uniques segrestades s’alliberin i activin les
molécules proapoptotiques de quatre dominis BH, generant porus a la membrana

mitocondrial i amplificant el senyal apoptotic.

Només en condicions apoptotiques s’observa la interaccidé entre BHRF1 i Bim, fet
que difereix lleugerament respecte a altres molécules com Bcl-XL o Mcl-1, les quals
interaccionen amb molécules proapoptotiques en condicions no apoptotiques [93, 226,
228, 246]. Sembla que la interaccié entre BHRF1 i BimBHS3 té lloc a través de la regio
hidrofobica formada per les hélixs a2:a5 a través de quatre residus hidrofobics de la
cadena a de Bim (1145, L149, 1152 i F156). A més a més, es produeix una interaccio
electrostatica entre R100 de BHRF1 i D154 de Bim. Aquesta interacci6é electrostatica es
pot observar entre els complexes formats per Bcl-XL i membres proapoptotics amb
dominis BH3 [236]. De fet, s’ha constatat que mutacions de R100A en BHRF1 redueixen
la unié amb Bim i anul-len la interaccié amb Bak [244].
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Pel que fa a Bak, en aquest treball no s’ha observat que presenti interaccié amb
BHRF1, fet que concorda amb experiments previs [139, 243], perd0 no amb resultats

d’altres grups que han identificat aquesta interacci6 [153, 236, 244].

Tampoc s’observa interacci6 amb Bax l'altre membre de les molécules
proapoptotiques . Aixo pot ser degut a que tot i que Bim, Bax i Bak comparteixin una regio
BHS3 idéntica, en el cas de Bax i Bak cal un canvi conformacional important de tal manera
que I'hélix a2 de la regié BH3 passi d’estar enterrada a estar exposada [227, 247, 248].
BHRF1 manté conservada I'estructura tant de la regi6 BH1 com la BH3 amb la resta de
membres de la familia de Bcl-2. Encara que Bcl-X., Mcl-1 i el mateix Bcl-2 poden
interaccionar amb Bak, aixi com amb Bax, aixd no vol dir que es donin aquestes unions, ja
que no totes les molécules BH3 uniques tenen la mateixa afinitat per les molecules
antiapoptotiques. Hi ha diferents patrons d’associacio, per exemple Bim s’uneix a totes les
proteines antiapoptotiques, perd Bik només s’uneix a Bcl-X. i a Bcel-w i per tant els
membres antiapoptotics es poden diferenciar per I'afinitat selectiva als dominis BH3 [85,
174, 249]. Aquest fenomen pot passar amb BHRF1 i els altres membres com Bax o Bak

amb els que no es va observar interaccid en cap condici6.

No s‘ha observat cap interacci6 directa entre BHRF1 i Bcl-2, ja que estructuralment
no sén compatibles, degut a que Bcl-2, tot i tenir el domini hidrofobic similar a BHRF1,
I'utilitza per unir-se a proteines proapoptotiques efectores BH3 uniques com Bax i Bak. La
unioé al centre hidrofobic requereix una estructura BH3 (a2) exposada. Perqué Bcl-2/Bcl-X.
s’uneixin a Bax i Bak cal que aquestes ultimes exposin el seu domini BH3 i aixd no passa
en les molecules antiapoptotiques. Estudis anteriors han assenyalat que en el cas de Bcl-
XL la unié a la regi6 hidrofobica d’un péptid basat en la regié BH3 de la mateixa molecula
té molt poca afinitat, consistent amb la natura monomerica de la proteina [237]. A més,
s’ha observat que la regié BH3 de BHRF1 no té afinitat per Bel-X. [139].

Una altra interaccié que s’ha observat en condicions d’inducci6é de I'apoptosi és
amb VRK2 (Vaccinia-Related Kinase), que és un grup de tres cinases, VRK1. VRK2 i
VRKS. VRK1 és predominantment nuclear i fosforila estabilitzant i activant p53, c-Jun,
ATF2 CREB, BAF i histona H3, i es troba implicada en la regulacié del cicle cel-lular.
VRK2 té dues isoformes generades per splicing alternatiu, VRK2A és citosolica i pot estar
unida a membranes com el Reticle Endoplasmatic i al mitocondri. Afecta a la senyalitzacio

cel-lular per la interacci6 amb proteines estructurals com JIP1. La unié de JIP1 amb
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VRK2A bloqueja I'activacio i per tant redueix la resposta a l'estrées. VRK2B té una
localitzacio citosolica i nuclear i sembla tenir una funcié redundant a VRK1 [250]. VRK2A
té una longitut de 508 aminoacids degut a la regié transmembrana que presenta, mentre
que VRK2B té 397 aminoacids [234]. L’anticos utilitzat per determinar les interaccions amb
BHRF1 en aquest treball reconeix la regié compresa entre els aminoacids 197 al 213, fet
pel qual no es pot determinar de forma directa si la isoforma que s’'uneix amb BHRF1 és la
A o B. S’ha descrit perd que la uni6 de BHRF1 amb VRK2 s’estableix amb la isoforma
VRK2A a través dels aminoacids 401 al 508 de la regié C-terminal [251].

Els senyals d’estres estan canalitzats pel complex TAK1-MKK4/7-JNK unit a
proteines JIP. La interacci6 de VRK2 amb JIP sembla evitar I'activacié de JNK ja que no
és fosforilada per MKK7, i d’aquesta manera la fosforilacié i I'activacié de c-Jun no es
transmet [250, 252]. La unié6 de BHRF1 amb VRK2A es dbna doncs a la mateixa regié on
es produeix la interacci6 amb TAK1 i MKK4/7 [250]. D’alguna manera la interaccié de
BHRF1 amb VRK2A potencia el seu efecte antiapoptotic, ja que aquesta interaccio
sembla conferir una major supervivéncia cel-lular [154], i permet suggerir que si VRK2A té
un efecte en la regulacié de I'activitat de JNK impedint la seva activacio, la unié6 de BHRF1
a VRK2A pot estabilitzar aquesta funcié. Al evitar que JNK estigui activa s’evitaria que
actués en la fosforilacié de Bim, incrementant el seu potencial proapoptotic aixi com en

I'activacio de factors de transcripcié de gens proapoptotics.

A la figura 73, es proposa un possible model de funcié de BHRF1 en el que BHRF1
actua a nivell mitocondrial interaccionant de forma directa amb molécules proapoptotiques
com Bim, evitant que aquestes promoguin l'activaci6 de Bax, fet que evita la
permeabilitzacié de la membrana mitocondrial i la consequent alliberaci6é del citocrom c.
Aix0 evita I'activacidé de caspases efectores de I'apoptosi com la caspasa 3. El retard en
I'activacio de les caspases es tradueix també en un major temps de vida de proteines com
p21, la qual exerceix la seva accio evitant la progressid del cicle cel-lular, aturant les

cel-lules en la fase Gy del cicle cel-lular.
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Fig. 73.- Vies d’actuacié6 de BHRF1 proposades. BHRF1 interacciona directament amb Bim de tal manera que
aquest no pot activar Bax/Bak. D’alguna manera que esta per determinar, BHRF1 incrementa el nivell de
transcripcio de bcl-2, el qual un cop traduit és capag¢ d’impedir I'accié de Bim i les altres proteines BH3 Uniques, aixi
com les proteines proapoptotiques multidomini. A més a més, Bcl-2 és capag d’aturar el cicle cel-lular en la fase Gi.
Aquest conjunt d’accions eviten la sortida del citocrom ci la pérdua del potencial de membrana mitocondrial, fet que
evita l'activacié de la caspasa 3 i la degradacié de substrats com p21. Per altra banda, BHRF1 interacciona amb
VRK2A de tal manera que incrementa la seva activitat antiapoptotica.

L’acci6 de BHRF1, a més, es veu reforcada per Bcl-2, que es troba sobreexpressat
en condicions d’inducci6 de I'apoptosi. La sobreexpressio de bcl2 ha estat utilitzada com
un sistema recurrent en cultius cel-lulars, no només per evitar la pérdua del cultiu per
apoptosi siné per retenir les cél-lules en fase G1 [11, 253, 254]. La importancia de Bcl-2 en
el procés apoptotic és vital com a membre principal de la familia antiapoptotica de
proteines del mateix nom, perd s’ha demostrat que, a més, pot estar involucrat en el
control de la proliferaci6 cel-lular, ja que alts nivells de bcl-2 retarden la transicioé entre les
fases G1i S [255]. Es més, la funcié antiapoptotica de Bcl-2 no es pot separar del retard
en el cicle cel-lular [158, 256]. El mecanisme amb que BHRF1 du a terme aquesta accio
no s’ha pogut determinar, perd sembla clar que ha de ser a través d’algun intermediari, ja

que aquesta és estrictament una proteina mitocondrial. Es possible que un intermediari

139



Resultats i Discussio

sigui VRK2, amb el que s’ha trobat una interacci6 directa, o bé p23Ras, del qual altres
grups han descrit una interacci6 amb BHRF1 [257], ja que Ras son proteines que
estimulen a NF-kB i aquest és inductor de I'expressié de Bcl-2. Tot i que la forma a través
de la qual BHRF1 i Bcl-2 connecten no s’ha determinat, aquesta s’ha de produir d’alguna
manera, ja que l'efecte de Bcl-2 en la linia KB26.5-bhrf1 s’ha revertit amb la preséncia
d’inhibidors especifics, generant una cél-lula amb un comportament igual a una cel-lula

control.

A nivell de bioprocés, la transfecci6 de bhrf1 ha generat una linia d’hibridoma
robusta, que malgrat no incrementar substancialment la produccié d’anticos per cél-lula,

permet resistir 'apoptosi i allargar per tant el temps de cultiu sense perdre viabilitat.

El virus d’Epstein-Barr es troba relacionat amb diverses malalties, com el limfoma
de Burkitt, el limfoma de Hodgkin i el carcinoma nasofaringi. D’entre els diferents gens
codificats pel virus tant en el seu cicle litic com latent, BHRF1 és un gen que confereix a la
cél-lula infectada resisténcia a lI'apoptosi per tal de que el virus es pugui replicar. El
coneixement que BHRF1 interacciona amb diferents proteines del seu entorn i que Bcl-2
és un dels elements essencials a través del qual exerceix les seves accions pot generar
noves aproximacions pel tractament de les malalties relacionades amb EBV. El
desenvolupament d’inhibidors especifics per BHRF1 pot ser una alternativa, aixi com
utilitzar inhibidors especifics per Bcl-2, com ja s’ha estudiat per altres processos tumorals

on hi ha sobreexpressid de bcl2 com és el cas de la leucémia limfocitica cronica [258].
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Conclusions
Aquest treball ha permés extreure algunes conclusions sobre el mecanisme

d’actuacié de BHRF1 en cél-lules de mamifer, amb respecte a la proteccio de I'apoptosi.

e S’ha evidenciat que BHRF1 atura l'apoptosi en els sistemes de cultiu
cel-lulars in vitro com és el discontinu i la perfusio, aixi com en cultius en

discontinu on s’ha induit I'apoptosi per la retirada de glutamina del medi.

e A més de tenir un efecte antiapoptotic, s’ha observat que BHRF1 provoca
I'alentiment del cicle cel-lular. Aquests dos fendmens s’han observat només

quan les cél-lules KB26.5 entren en condicions inductores de I'apoptosi.

e S’ha observat en la linia d’hibridoma KB26.5 que BHRF1 altera I'expressio

de gens relacionats amb I'apoptosi, el cicle cel-lular i de la ruta Akt/mTOR.

e S’ha determinat que BHRF1 provoca, en la linia cel-lular KB26.5, la

sobreexpressid del gen bcl2, només en condicions inductores de I'apopotsi.

e BHRF1 es localitza al mitocondri i el protegeix de la permeabilitzaci6é de la
membrana externa, evitant I'activacié de proteines proapoptotiques com
Bax, de tal manera que impedeix la sortida del citocrom c i 'activaci6 de la

caspasa 3.

e S’ha evidenciat la interacci6 directa de la proteina BHRF1 amb les
proteines Bim i VRK2A. En canvi, no s’han obtingut evidéncies de la

interaccio6 directa entre BHRF1 amb Bcl-2, Bax i Bak.

e BHRF1 utilitza Bcl-2 per realitzar part de les seves funcions, ja que al inhibir
Bcl-2 mitjancant inhibidors quimics especifics es reverteix I'efecte de

proteccid sobre I'apoptosi en la linia cel-lular KB26.5.
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La inducci6 de Bcl-2 no només explica la major supervivencia de les
cél-lules amb preséncia de BHRF1, més enlla de la propia accidé de
contenci6 de I'apoptosi per part del gen viric, també es pot relacionar amb
I'aturada del cicle cel-lular en G1. EI mecanisme pel qual Bcl-2 du a terme
aquesta aturada no es coneix, perd es creu que podria tenir relaci6 amb
p27 i el retinoblastoma pRB (p130), retardant Plactivitat del factor de
transcripcié E2f [259].

Perspectives futures:

Abordar de forma més precisa el mecanisme d’activacié de Bcl-2 per part
de BHRF1 permetria explicar no només I'efecte antiapoptotic sind la seva
implicacié indirecta en el cicle cel-lular. Aixd també permetria establir la
sequencia de l'aturada del cicle i 'aturada de la mort cel-lular, és a dir,

’ordre amb que es produeixen aquests dos efectes.

Realitzar assajos de doble hibrid per confirmar les interaccions observades

per immunoprecipitacio.
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1. MATERAILS
1.1. MATERIAL BIOLOGIC

Per dur a terme aquest treball experimental s’han utilitzat les soques bacterianes i

les cél-lules animals seguents:

1.1.1. Bacteris

S’ha emprat la soca d’Escherichia coli DH5a per al clonatge i obtenci6 de DNA

plasmidic.

1.1.2. Cultiu cel-lular

La linia cel-lular d’hibridoma KB 26.5 prové de la fusié de cél-lules de mieloma NS1
i limfocits B de la soca de ratoli Balb C. Aquesta linia cel-lular produeix un anticos
monoclonal IgGs dirigit contra I'antigen A d’eritrocits humans. Aquest anticos és utilitzat

en la determinaci6 del grup sanguini del sistema ABO huma.

Aquesta linia cel-lular va ser desenvolupada pels Laboratoris Knickerbocker

(Barcelona), i cedida a la Universitat Autbnoma de Barcelona amb finalitats de recerca.

1.2. PLASMIDIS, CONSTRUCCIONS | OLIGONUCLEOTIDS
1.2.1. Plasmidis i construccions

Els plasmidis sdbn molecules de DNA extracromosomic autoreplicatives que es
transmeten i mantenen de forma estable d’una generacié bacteriana a la seguent. Els
plasmidis es troben en moltes especies bacterianes i sovint confereixen a la cél-lula hoste
caracteristiques fenotipiques, com ara la resisténcia a antibidtics i metalls pesats, o la
capacitat per produir determinades proteines. L’aplicacié dels plasmidis per tal de conferir
noves activitats proteiques a les cel-lules no es restringeix només a organismes

procariotes sind que també pot aplicar-se a cel-lules eucariotes.

Una altra aplicaci6 dels plasmidis és el seu Us per a l'obtenci6 de quantitats
suficients d’una determinada sequéencia de DNA. Després d’inserir en un plasmidi la
sequencia d’interés, es transformen cel-lules bacterianes competents amb el plasmidi. En
multiplicar-se el nombre de cél-lules, augmenta el nombre de copies del plasmidi i, per

tant, també la quantitat de sequiéncia inserida.
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Per a la construccié dels vectors recombinants amb els gens antiapoptotics es va

partir dels plasmidis pcDNA3 (Invitrogen) i pIRESneo (Clontech).

1.2.1.1. pIRESneo

El pIRESneo (figura 74 esquerra) és un vector d’expressié IRES bicistronic d’unes
5.3 Kb. Aquest plasmidi conté I'IRES (Internal Ribosome Entry Site) del virus de
I’encefalomiocarditis (ECMV), el qual permet la traduccié de dos ORFs (Open Reading
Frame) a partir d’'un unic RNA missatger, un marcador de seleccié eucariota que
consisteix en un gen que proporciona resisténcia a la neomicina (pIRESneo) o puromicina
(pIRESpuro2), un promotor de Citomegalovirus (Pcmv IE) que presenta un elevat nivell
d’expressié en un gran nombre de cél-lules animals i un MCS (Multiple Cloning Site) on
s’ha d’inserir la sequencia desitjada. El senyal de poliadenilacié dels mRNA transcrits és
de I'hnormona bovina del creixement. Aquests plasmidis també es poden replicar dins
d’E. coli, gracies a la presencia d’un origen de replicaci®é ColE1. La seleccié de les
colonies que han incorporat el plasmidi en E. coli es fa gracies a un marcador de seleccio

que confereix resisténcia a 'ampicilina.

1.2.1.2. pcDNA3

El pcDNAS (figura 74 dreta) és un vector comercial d’'unes 5.4 Kb dissenyat per a
I’expressid genica en hostes eucariotes. Aquest plasmidi conté un marcador de seleccid
eucariota (neomicina), un promotor i una sequéncia de poliadenilacié eucariota, entre els
quals s’ha d’inserir la sequencia desitjada. El marcador de selecci6 eucariota consisteix en
un gen de resisténcia a la neomicina. Tant el promotor com la sequéncia de poliadenilacié
provenen del virus SV40. Pel fragment de DNA inserit, el plasmidi presenta el promotor de
citomegalovirus (CMV), que té un elevat nivell d’expressidé en un gran nombre de cél-lules
animals, mentre que el senyal de poliadenilacié dels mRNA transcrits és el de I'hormona
bovina del creixement. El pcDNA3 també es pot replicar dins d’E. coli gracies a la
preséncia d’un origen de replicacié ColE1 provinent del plasmidi pUC19. La seleccié de
les colonies que han incorporat el plasmidi en procariotes es fa gracies a un marcador de

seleccié que confereix resistencia a I'ampicilina.
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Fig. 74.-Esquema dels vectors pIRESneo (esquerra) i pPCDNAS (dreta).

1.2.2. Oligonucleotids

Els oligonucleotids utilitzats per realitzar la PCR en temps real en aquest treball es

mostren a la taula seguent:

Taula 9.-Taula resum dels oligonucleotids utilitzats per la Real Time PCR subministrats per Roche.

Nom Sequiéncia (5°-3’) Long. | Tm (°C) Tamany (pb)
Sondes TagMan®
bcl2 GATAACGGAGGCTGGGATGCCTTTG 25 60 85
GAPDH TGAACGGATTTGGCCGTATTGGGCG 25 60 107
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1.2.3. Anticossos

En aquest treball experimental s’han utilitzat els seglents anticossos (taula 101 11):

Anticossos primaris:

Taula 10.-Taula resum dels anticossos primaris utilitzats per Western Blot

Proteina Casa Comercial (referéncia) Clonalitat Hoste (IILIII;I: )
Bak Millipore (ABC12) Policlonal Rabbit 24
Bax Ab cam (ab 10813) Policlonal Rabbit 21

Bim/Bcl2111 Ab cam (ab 7888) Policlonal Rabbit 23
Bcl-2 Ab cam(ab 18210) Policlonal Rabbit 25
VRK2 Sigma (V2140) Policlonal Rabbit 58

a-tubulina Sigma (T-6074) Monoclonal Rabbit 50

caspasa 3 Santa Cruz Biotech.(sc-7148) Monoclonal Rabbit 32

citocrom ¢ Ab cam (ab 13575 Monoclonal (IgG2b) | Mouse 15

VDAC Ab cam (ab 16816) Monoclonal (IgG2b) | Mouse 31
BHRF1 Millipore (MAB 8188) Monoclonal (IgG22) | Mouse 17
E'Zi?;{i;:gﬂ"? Advanced Biotechnologies (13-150-100) | Monoclonal (IgG22) | Mouse 17
p21 Santa Cruz Biotech.(sc-471) Policlonal Rabbit 21

Anticossos secundaris:

Taula 11.-Taula resum dels anticossos secundaris utilitzats per Western Blot.

Proteina Casa Comercial (referéncia)
Rabbit anti-mouse 1gG2.-HRP Invitrogen (610220)
Goat anti-rabbit IgG2-HRP Santa Cruz Biotechnologies (sc 2004)
Rabbit anti-mouse-HRP Dako (P0161)
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1.3. MEDIS DE CULTIU
1.3.1. Bacteris

Medi LB ( Luria Bertani):

Triptona 10 g (Oxoid)
Extracte de llevat 5 g (Oxoid)

NaCl 5 g (Panreac)

H-0 mQ Fins a 1 litre

S’ajusta el pH entre 7.0 i 7.5 amb una solucié de NaOH al 30%. El medi s’esterilitza

en l'autoclau, 120°C durant 20 min.

Per preparar medi solid: afegir 12 g d’agar (Oxoid) per litre de medi LB, autoclavar,
afeqir els antibiotics -ampicilina (Britapen) o kanamicina (Roche)- a una concentracio final

de 50 pg/mL i de 30 ug/mL respectivament i plaquejar.

Medi SOB (conservacio cél-lules competents):

Triptona 20 g (Oxoid)

Extracte de llevat 5 g (Oxoid)

Portar-ho fins a 1000 mL, ajustar el pH a 7,0 i autoclavar.

Afegir de forma esteril:

KCIl 1M 2,5 mL (Panreac)
MgClz2 1M 10 mL (Panreac)
MgSOs 1M 10 mL (Panreac)

NaCl 5M 2 mL(Panreac)

Medi SOC (transformacions):

SOB 980 mL
Glucosa 1M 20 ml

1.3.2. Cél-lules de mamifer

Medi DMEM (medi Eagle modificat de Dulbecco)
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S'utlitza el medi comercial DMEM GlutaMAX® 4,5 g/L de glucosa d’Invitrogen
(31966). En el cas dels experiments en medi sense glutamina s’utilitza el medi DMEM
comercial d’Invitrogen (21969).

Els dos es suplementen amb 4% (V/V) de sérum de vedella (FBS, Fetal Bovine
Serum de Sigma). En el cas de fer la seleccié de les cél-lules transfectades s’afegeix al

medi 3 mg/mL de Neomicina (G-418 Sigma).
1.4. TAMPONS | SOLUCIONS

1.4.1. Relacionats amb proteines

Tampé de lisi per Western Blot:

7 M urea (Amersham Biosciences)

2 M Tiourea (GE Healhcare)

4% Chaps (Sigma)

40 mM Tris-base (Amersham Biosciences)
10 mM DTT (0,1M) (Sigma)

0,05 mg/mL DNAsa | (20mg/mL)

1/200 Inhibidors (P8340 Sigma)

Tampo de carrega (2X) per Western Blot:

3,55 mL H20 milli-Q

1,25 mL Tris-HCI 0,5M pH 6,8 (tampo concentrador)

2,5 mL glicerol (Amersham Biosciences)

40 mM Tris-base (Amersham Biosciences)

2 mL SDS 10% (Sigma)

0,2 mL blau de bromofenol 0,5% (Amersham Biosciences)

El blau de bromofenol (Amersham Biosciences) es prepara afegint 50 mg de blau
de bromofenol a 10 mL d’ H20 milli-Q. Guardar a 4°C.
Per preparar les mostres, s’afageixen 25uL de B-mercaptoetanol (Sigma) a 475uL

de tampd de carrega (2X). Aquesta mescla es fa servir per diluir la mostra 1:1.

Tampé de separador (4X) per Western Blot: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

18,15 g de Tris base (Amersham Biosciences)

Afegir 50 mL d’ H20 milli-Q, agitar i ajustar el pH a 8,8 amb HCI
concentrat

Enrasar a 100 mL i guardar a 4°C

Tampé de concentrador (4X) per Western Blot: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8

6 g de Tris base (Amersham Biosciences)
Afegir 50 mL d’ H-O milli-Q, agitar i ajustar el pH a 6,8 amb HCI
concentrat

Enrasar a 100 mL i guardar a 4°C
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Tampé de migracié (10X) per Western Blot:

15,15 g de Tris base (Amersham Biosciences)

72 g Glicina (Amersham Biosciences)

Afegir 300 mL d’ H20 milli-Q, agitar i enrasar a 500 mL
1% (p/V) SDS (Sigma)

El pH ha d’estar a 8,3 + 0,2

Guardar a 4°C

Tampo de transferéncia per Western Blot:

200 mL metanol (Merck)
100 mL tamp6 de migracid (10X)
Afegir 700 mL d’ H20 milli-Q

Tampo de saturacié per Western Blot:

2,5 g llet en pols desnatada (Nestlé)
50 mL tamp6 PBS 0,1% Tween 20 o PBS-0,1 % NP-40

Tampé de lisi mitocondrial:
2% CHAPS en TBS (1X)
Tampo de lisi per immunoprecipitacio:
50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
ajustar el pH a 7,4 amb HCI concentrat
0,1% Nonidet P-40 (Sigma)
TBS (1X) (Thermo scientific):

25 mM Tris-HCI
0.15 M NaCl
ajustar el pH a 7.2 amb HCI concentrat

PBS (1X) (Sigma):

140 mM NacCl

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2POq4

8,1 mM NazHPO4

ajustar el pH a 7.2 amb HCI concentrat
PBS (1X) 0,1% Tween 20:

Afegir 1 mL de Tween 20 (Sigma) en 1 L de PBS (1X)

PBS (1X) 0,1% NP-40:
Afegir 1 mL de Nonidet P-40 (Sigma) en 1 L de PBS (1X)
SDS 10% (Sigma)

Acri:Bisacrilamida (30%/0,8%) (Bio-Rad)
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Es important que tot els eppendorfs utilitzats estiguin nets si s’ha d'utilitzar per
I’'analisis de mostres proteiques o lisats cel-lulars. Per netejar-los correctament s’ha de fer

un primer rentat amb H20 miliQ, posteriorment rentar amb metanol i deixar assecar.

1.4.2. Relacionats amb els acids nucleics

TBE (10X) (Sigma):

108 g Tris base
55 g acid boricl
9,3g EDTA

8,1 mM NazHPO4
ajustara 1L

Loading dye (6X):
Utilitzar el tamp6 de carrega de Fermentas (R0611).

DNA ladder mix (0.1pg/L):

Utilitzar el marcador d’acids nucleics de GeneRuler® Fermentas.

SYBR green:

Utilitzar SYBR green (Invitrogen) per la tincié dels gels d’agarosa.

Aigua DEPC
Utilitzar H2O tractada amb Dietilpirocarbonat (DEPC) (Sigma) pel tractament de
RNA.

1.4.3. Tampons i solucions generals

Paraformaldehid 4%
Diluir 2,5 mL Paraformaldehid 16% (Sigma) en 7,5 mL PBS 1X

Solucio de tincio per Cicle Cel-lular
10 mL de 0,1% (V/V) Trit6 X-100 (Sigma) en PBS 1X

Afegir 0,2 mL de DNasa-free RNasa A (Fermentas) 10 mg/mL
Afegir 0,2 mL de IP (Sigma) 1 mg/mL
PBS 0,1M

8 g-L' NaCl
0,2 g-L' KHzPOs,

2,8 g-L' NazHPO4-12H20
0,2 g-L! KCI pH 7.4
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2. METODES
2.1. CULTIU CEL-LULAR
2.1.1. Sistemes de cultiu de la soca bacteriana

Els cultius d’E. coli s’han realitzat en erlenmeyers de diferents volums (25, 50 i 250
mL) i en plaques de Petri amb 20 ml de medi solid.

De cada soca s’han conservat cultius estoc glicerinats d’1.5 mL en medi LB liquid al
15-20% de glicerol a —80°C (congelador Nuaire, UN-6512E).

2.1.2. Cultiu de ceél-lules animals

La linia cel-lular d’hibridoma KB26.5-@ i KB26.5-bhrf1, es conserva en criotubs

(Nunc) congelats en un contenidor de nitrogen liquid (Forma Scientific, CMR 8031,
Cryomed) a -196°C. Abans de realitzar els experiments, s’ha de descongelar un dels
criotubs i iniciar el cultiu en suspensio, del qual es fan ressembres durant un periode no
superior a tres mesos. La preservacié en nitrogen liquid de les sublinies obtingudes en
aquest treball s’ha realitzat seguint el protocol estandard amb DMSO [260]. Un cop
descongelades, les cél-lules es cultiven en suspensié en flascons de 25 cm?2 i es
ressembren cada 2-3 dies pel seu manteniment, que és quan el cultiu es troba en plena
fase exponencial, amb un inocul de 2-105 cel/mL en 10 mL de medi DMEM base fresc
amb 4% FBS. D’aquesta manera es proporciona de nou tots aquells nutrients que
s’estaven exhaurint -glucosa, glutamina i altres aminoacids, vitamines i components del
serum- i s’eliminen els subproductes del metabolisme cel-lular que poden arribar a tenir un
efecte toxic per a la cél-lula a concentracions elevades -com I'amoni i el lactat-, que
acidifiqguen el medi. Aquests cultius permeten disposar sempre d’un estoc de cel-lules a

partir del qual es fan créixer els inoculs per iniciar els experiments.

Per induir I'apoptosi a les cél-lules d’hibridoma, s’utilitza el medi DMEM sense
glutamina amb 4,5 g/L de glucosa d’Invitrogen suplementat amb 4% FBS. A partir d’un
cultiu en fase exponencial, i per tenir una concentracié cel-lular de 7.5-105 cel/mL, es
centrifuga utilitzant la centrifuga Eppendorf 5840R (800 rpm, 5 min a 4°C) el volum
necessari de preinocul, s’elimina el sobrenadant i es ressuspén el pellet cel-lular amb
medi DMEM sense glutamina, es torna a centrifugar a les mateixes condicions i es

repeteix el procés dos cops més per assegurar-nos d’eliminar el medi inicial residual. A
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continuaci6é es pot sembrar amb el volum necessari de DMEM sense glutamina el flascé

desitjat.
2.1.2.1. Sistemes de cultiu de cél-lules animals
Els sistemes de cultiu utilitzats en aquest treball experimental han estat:

« FLASCONS DE CULTIU (Orange Scientific) de 25 cm?2, de 75 cm2 i 150 cm2, amb
filtre de 0.22 um de diametre de porus al tap per facilitar I'intercanvi de gasos amb
I'exterior i permetre el control del pH a l'incubador de CO.. En aquests flascons
s’han realitzat experiments amb cel-lules en suspensio i les ressembres de la linia

cel-lular.

- PLAQUES DE CULTIU DE 6 |1 12 POUS (Orange Scientifics) per a volums de 2 mL
de medi per pou. Han estat el sistema escollit per a realitzar els cultius amb els
inhibidors de Bcl-2.

Els sistemes de cultiu descrits anteriorment es mantenen en un incubador Forma
Scientifics (Incubador IR amb filtre HEPA, model 3862) a 37°C, en una atmosfera saturada
d’humitat (95%), que evita I'evaporacié del medi, i a un 5% de COg, per a controlar el pH

en medis amb tampo bicarbonat.

Es controla I'esterilitat dels cultius mantenint aliquotes de medi sense cél-lules a

incubador i comprovant al microscopi I'absencia de bacteris, llevats o fongs.

2.1.2.2. Recompte cel-lular

El nombre de cel-lules vives, mortes, totals i el percentatge de viabilitat que
presenta el cultiu es calcula a partir del recompte a 100 augments mitjangant un
microscopi invertit de contrast de fase (Nikon, TMS) i un hemacitometre (Neubauer

Improved, Brand).

Per diferenciar les cél-lules vives de les mortes, es tenyeixen amb una mescla 1:1
d’una dissolucié de blau de tripa (Sigma) diluida al 0.2% (V/V) en PBS 0.1 M o NaCl 0,9%
(p/v) i la mostra cel-lular. El colorant només penetra a l'interior de les cél-lules mortes i els
dona un color blavés. Per contra, les cél-lules vives es diferencien perfectament de les
mortes pel seu color blanc brillant. Una gota de la dissolucié es diposita a la zona de
recompte de I'hemacitometre i es cobreix amb un cobreobjectes (Menzel-Gaser). A

continuacio, es realitza el recompte de cel-lules vives i mortes en cadascun dels quatre
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camps. Els dos valors superior i inferior obtinguts es rebutgen, mentre que dels altres dos

es fa la mitja.

2.1.2.3. Calcul de la concentracio i viabilitat cel-lular

El calcul de la concentracioé de cel-lules present al cultiu es realitza mitjancant la

seglent formula (aplicable a cél-lules viables i mortes):

[cel/mL]zL
dxV

camp

Eqg. 1.- on n i n, son el nombre de cel-lules comptades en els dos camps acceptats, m és el nombre de camps
comptats i té€ un valor de 2, d és la dilucié6 amb blau de tripa realitzada i és 0,5, i V és el volum de mostra present a
cada camp i té un valor de 10" mL.

Per a I'obtenci6 de la viabilitat cel-lular, cal calcular préeviament el nombre total de cel-lules

(suma de vives i mortes), i posteriorment aplicar la formula seglent:

N Concentracio cel-lules viables
%Viabilitat = —— x 100
Concentracio ceél-lules totals

2.1.2.4. Calcul del temps de duplicacio i de la durada de les fases del
cicle cel-lular

Per una determinada velocitat especifica de creixement, |, el temps de duplicacié o

la durada total del cicle cel-lular 5 (dies) pot ser determinada per:

_In2
u

1y

Eq. 2.- Equaci6 per determinar el temps de duplicacié en un cultiu en discontinu. La velocitat especifica
de creixement es pot determinar a partir de la fase exponencial del cultiu.
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Eq. 3.- Determinacio del temps de residéncia de cada fase del cicle cel-lular. La equacio (a) permet determinar
la durada especifica de la fase Gi, la eq.(b) la durada de la fase Gam i la (c) la durada de la fase S. On fa1 és la
fraccio de cél-lules en la fase G1 i faauw és la fraccid de cél-lules en fase G2 i M. Es poden determinar a partir de
I’analisi per citometria de flux de la distribuci6 del cicle cel-lular (veure apartat 5.3)

2.1.2.5. Cultiu amb inhibidors de Bcl-2

Per tal d’inhibir la funcidé de Bcl-2 sobre els cultius d’hibridomes, es van utilitzar dos
inhibidors quimics comercials per fer un perfil de mort cel-lular, aplicant al cultiu un

gradient de concentracio.

Es va fer servir l'inhibidor HA14-1 (Calbiochem) i I'inhibidor YC-137 (Calbiochem),
ambdds sbén inhibidors especifics per Bcl-2, els quals sbn capagcos de travessar la

membrana plasmatica sense necessitat de permeabilitzar les cél-lules (figura 75).

@]
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Fig. 75.- Estructura dels inhibidors de Bcl-2 utilitzats. A) Esquema de l'inhibidor HA14-1 i B) esquema de
l'inhibidor YC-137.

Els contingut dels vials es van ressuspendre en 1 mL de DMSO, per obtenir una
concentracié de soluci6 mare. Es parteix d’aquesta solucié per a treballar, la part de
I'estoc que no s’utilitza es manté a -30°C. Convé no guardar més de dos mesos la solucio

mare ja que sbén inestables un cop dissolts.
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Es van utilitzar aquests inhibidors tant en cultius amb medi complert, com en
estudis d’induccié de I'apoptosi amb medi DMEM sense glutamina suplementat amb 4%
de FBS. Tant sols es va aplicar la diluci6 necessaria a partir de la soluci6 mare
directament sobre el cultiu, utilitzant DMSO com a diluent. Pels estudis de determinacio de
la concentracié d’inhibidor dptima, es va mantenir el mateix volum total (inhibidor i diluent).
D’aquesta manera com a control es va utilitzar DMSO, per controlar que els efectes sobre
el cultiu siguin deguts als inhibidors. Es van fer servir plaques de 12 i 24 pous (Orange

Scientific) per aquests estudis amb 1 mL per pou.
2.1.2.6. Cultiu en perfusioé

El cultiu en perfusio es va dur a terme en un flasco agitat amb un volum de treball
de 50 mL i amb un recanvi de medi DMEM al 4% de FBS cada 24 hores. El flasc6 es va
inocular amb 2-10% cel/mL i es va incubar a 37°C, en una atmosfera saturada d’humitat
(95%) per evitar I'evaporacié del medi i amb un 5% de CO:2 per controlar el pH en medis
amb tampo bicarbonat. La durada del cultiu va ser de 12 dies i al llarg de I'experiment es

va realitzar un seguiment de la viabilitat del cultiu.

2.2. ANALISI | MANIPULACIO D’ACIDS NUCLEICS
2.2.1. Extraccié i purificacio de DNA plasmidic

Es va utilitzar el kit d’extracci6 Hispeed plasmid Midi kit (Qiagen) seguint les

instruccions dels proveidors.
2.2.2. Extraccié i purificacié6 de DNA genomic

Per I'obtencié de DNA gendmic de les ceél-lules d’hibridoma es va utilitzar el kit

Apoptotic DNA ladder kit (Roche) seguint les instruccions del fabricant.

2.2.3. Subclonatge de fragments de DNA en plasmidis

2.2.3.1. Reaccions de modificaciéo del DNA

En la realitzaci6 de subclonatges s’han emprat les seglents reaccions de
modificaci6 del DNA: digesti6 amb enzims de restriccid, fosforilacid, defosforilacio i
lligacié. Els protocols utilitzats son els descrits als manuals Molecular Cloning: A
Laboratory manual [260] i Current Protocols in Molecular Biology [261], tenint en compte,
a més a més, les recomanacions dels fabricants per a cadascun dels productes utilitzats.

En aquest treball hem utilitzat enzims provinents de la casa comercial Fermentas.
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2.2.3.2. Electroforesi en gel d’agarosa no desnaturalitzant

Un cop ha finalitzada la reaccié de PCR, o bé s’ha dut a terme una reacci6é de
digestio de DNA, o la lligacié d’'un fragment préviament amplificat a un plasmidi digerit, es
detecta el producte obtingut mitjancant un gel d’agarosa no desnaturalitzant que separa
fragments de DNA en funcié del seu tamany. EI DNA es visualitza per tinci6 amb un
compost comercial anomenat SYBR Green (Invitrogen), que analogament al bromur

d’etidi, s’integra a I'estructura del DNA i el fa visible sota el transil-luminador UV.

Per dur a terme els gels d’agarosa cal tamp6 TBE (1X) (Sigma), tamp6 de carrega
(6X) (Fermentas), agarosa en pols (Sigma), cubeta d’electroforesi, font d’alimentaciod,

pinta de 10 o 15 pous i marcador de pes molecular GeneRuler® (Fermentas).

El procediment consisteix en pesar I'agarosa segons el percentatge que es vulgui
fer el gel (a més proporcié d’agarosa, més resolucié aconseguirem i per tant podrem
veure fragments més petits). EIl més corrent és d’entre el 0,8-2%. S’afegeix el tamp6 TBE
1X i s’escalfa al microones per tal que dissolgui I'agarosa, es deixa refredar i s’afegeix el
SYBR Green (segons recomanaci6 del fabricant). Un cop gelificat, es carrega la mostra

amb el tampd de carrega. El gel s’observa al transil-luminador de llum ultraviolada.

La radiacié ultraviolada de 260 nm absorbida pels acids nucleics es transmet al
SYBR Green emetent com a resultat florescéncia a 590 nm que és proporcional a la

quantitat d’acid nucleic present.

2.2.3.3. Purificacio de DNA a partir de gels d’agarosa

El métode emprat esta basat en una resina que uneix el DNA. S’ha fet servir el kit

comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), seguint les especificacions del fabricant.
2.2.3.4. Preparaci6 i transformacié de cél-lules competents d’E.coli

El métode per obtenir cél-lules d’E. coli competents per la seva transformacio per

xoc térmic és el seguent:

Protocol de preparacio de cel-lules competents:

* Inocular un minicultiu de 5 mL de SOB o LB (medi sense antibiotics) a partir d’'un

glicerinat de la soca d’E. coli que ens interessi, i incubar o/n a 37°C.
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Diluir el cultiu crecut o/n a 1:100 amb medi SOB o LB (sense antibiotics) i agitar
(200 rpm) a 37°C fins a obtenir una D.Osso d’entre 0,3-0,5.

Transferir les cel-lules a tubs de centrifuga i refredar en gel durant 10 min.
Centrifugar les cél-lules 7 min a 3500 rpm a 4°C.

Descartar el sobrenadant amb cura i ressuspendre el pellet amb 5 mL de MgClz
10 mM (taula 12), estéril i en fred. Un cop ressuspeses s’afegeixen 120 mL
adicionals de MgCl2 10 mM.

Centrifugar 7 min a 3500 rpm a 4°C.

Eliminar el sobrenadant amb cura i ressuspendre el pellet afegint 5 mL de CaCl:
50 mM, 20% glicerol (taula 12), esteril i en fred. Afegir 5 mL adicionals de CaClz

50 mM, 20% glicerol un cop s’ha ressuspés el pellet.
Deixar en gel 1h com a minim.
Transferir en eppendorfs 400 pL de la suspensid cel-luar en tubs esterils.

Conservar a -80°C.

Taula 12.- Taula de proporcions per la preparacié de MgCl. i CaClz/glicerol.

10 mM MgCl2

STOCK 100 mL 200 mL 300 mL 400 mL 500 mL
1 M MgClz (mL) 1 2 3 4 5
dd H20 (mL) 99 198 297 396 495
50 mM CacCl, 20% glicerol

STOCK 100 mL 200 mL 300 mL 400 mL 500 mL
1 M CaClz (mL) 5 10 15 20 25
Glicerol (mL) 20 40 60 80 100
dd H20 (mL) 75 150 225 300 375

Les sol-lucions han d’estar autoclavades.

Transformacio de cel-lules competents:

Descongelar els vials amb les cel-lules competents en gel i

DNA plasmidic a 20 L de cél-ules competents.

Mesclar bé (sense vortejar)
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* Incubar en gel 20-30 min.

* Incubar a 42°C durant 40 s en un bany d’aigua (xoc térmic).
+ Posar els tubs en gel durant 10 min.

+ Afegir 80 uL de medi SOC o LB (sense antibiotics).

+ Mesclar durant 2-4 h a 225 rpm a 37°C.

« Plaquejar en plaques LB amb el corresponent antibiotic.

+ Incubar a 37°C o/n en posici6 invertida.

Un cop descongelades les cél-lules competents, han de ser descartades si no s’han

utilitzat i mai congelar de nou.

2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction)

La reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) és un metode rapid per amplificar
enzimaticament fragments especifics de DNA. Els reactius i la metodologia que es va

emprar son els indicats per els kits PCR Master Mix i PWO Master Mix (Roche).

2.3.1. Condicions generals de PCR

Per dur a terme la reacci6 en cadena de la polimerasa cal mesclar en les

proporcions descrites els seguents reactius proporcionat pel fabricant (taula 13);

Taula 13.- Composicié dels elements necessaris per la reaccié de PCR.

Components Volum (ul) Concentracio final
DNA motlle X 0,1-0,75 ug
dNTP (2.5 mM) 5 0,25 mM
Tampé 5X 5 1x
Encebador dret 1 0,2 uM
Encebador esquerra 1 0,2 uM
DNA polimerasa X 1U

H20 ultrapura esteéril Fins a 50 pyL

Es col-loca el tub en el termociclador Gene Cicler (Bio-Rad) i es comencen els

cicles d’amplificacio tal i com es mostra en el programa seguent (taula 14):
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Taula 14.- Esquema dels cicles de PCR. On T és la temperatura especifica per a cada parell d’encebadors i N el
temps d’extensi6 (es calcula que es necessita 1’ per cada 1000 pb).

N° de cicles | Temperatura (°C) Durada Funcio
1 95 2 min Desnaturalitzar el motlle
95 30s Desnaturalitzacié
30 Th 45 s Unié motlle-encebadors
72 1 min Elongaci6
1 72 N min Elongaci6 addicional

La temperatura d’hibridacié Tn (temperatura a la qual I'encebador s’uneix al DNA
motlle) es calcula com Tm-5°C. En el cas que I'amplificacié no doni el resultat esperat, cal
determinar la temperatura d’hibridacié empiricament. El temps d’elongaci6 de la cadena

depén de la longitud del fragment que es vol amplificar.

Els fragments de DNA resultants de la PCR es van purificar retallant el producte
d’interes després de la seva resolucié en gels d’agarosa. El producte de PCR es va
purificar utilitzant el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) seguint les instruccions del

fabricant.

Els fragments de DNA obtinguts per PCR es van dur a sequenciar al Servei de

Seqlienciacio i Sintesi d’Acids Nucleics de la Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB).

2.3.2. RT-PCR

La reacci6 de RT-PCR permet analitzar I'expressi6 d’un determinat gen tot
retrotranscrivint els seus transcrits (MRNA) a cDNA, per després utilitzar-lo com a motlle

en una reaccio de PCR convencional.

La sintesi de cDNA de primera cadena s’ha realitzat a partir de RNA total, seguint
els passos indicats al kit Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit (Roche), que utilitza
una retrotranscriptasa d’alta fidelitat juntament amb la polimerasa Pwo per obtenir el DNA
copia. Es parteix d'1 pg de RNA total i s’utilitzen hexanucleotids a I'atzar com a
encebadors, s’uneixen a diversos llocs del RNA i generen cDNA curts, per tant son ideals
per evitar estructures secundaries en el motlle i a més a més transcriuen de forma més
eficag les regions 5’ dels mRNA. Un cop obtingut el cDNA, es pot realitzar una PCR

convencional o bé una PCR en temps real (taula 15).

163



Materials i metodes

Taula 15.- Esquema dels cicles de RT-PCR.

N° de cicles Temperatura (°C) Durada Funcioé
1 50 30 min Allargar la copia de cDNA
1 94 2 min Desnaturalitzacié
94 30s Desnaturalitzacié
35 Th 45 s Unié motlle-encebadors
68 1 min Elongaci6
1 68 10 min Elongacié final

Si es vol fer una amplificacié d’'un gen concret a partir del seu mRNA en un sol pas,
es pot fer una RT-PCR utilitzant el kit Titan One Tube RT-PCR kit (Roche) (figura 76), que
utilitza I'activitat de la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosi aviaria (AMV) per
a la sintesi de la primera cadena de cDNA i una barreja de Taq i Pwo polimerases per a la
seva amplificaci6. Es parteix d’1 ug de RNA total i utilitzant el termociclador iQ5 (Bio-Rad)
i el programa seguent, del qual unicament s’han modificat les Tn, segons les sequéncies
dels encebadors dissenyats, i el temps d’elongacié de la cadena, segons la longitud del

fragment que es volia amplificar:

Sintesis de cDNA cua de PolyA
mANE 5 ———————————————r——r——r——r—— ’
BB BB AR
unio de I'encebador oligo(dT) |
5 AAARNAA ¥
11T 5
transcriptasa reversal dNTPs |,
hibrid ﬁl""""'J"""'I"I':"I""'IM 3
DNARNA .. LLILIBIILILI UL g
RNAsa H, DNA lligasa __RNAs degradats utilitzats
ANA degradat DNA Pol |  A—— com encebadors
perla 3 !!|||1II||||I|!IIIFIiIIIIIII'”""' 5
ANAsa H DNA Pol | sintetitza nova cade
g ¥ _ 4/ iremouels encebadors
& &P
i [J1l|||JlIIIIiIlJlIiIJllJIJIFJII'-”TT” 5
DMA lligasa uneix
| ¥ els fragments
EIII|1|||i!liilIIIIIIIIIIIIIiiiIIIir'r”1 5
L
y LAI L i AR e PRI I BRIt RIIIaly) TIOTT

Fig. 76.- Sintesi de cDNA. Esquema de la sintesi de cDNA a partir de RNA utilitzant oligo dT [262].
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El producte d’aquesta reaccié és el cDNA d’un gen concret que s’estigui expressant

a la cél-lula en un determinat moment.

2.3.3. Reaccié de PCR en Temps Real (Real-Time PCR)

En la PCR a temps real, el producte de PCR s’analitza en uns cicles en els que
encara hi ha una relacid lineal entre el producte de partida i la quantitat d’amplicé
sintetitzat. La PCR a temps real permet la detecci6 del producte de PCR a mida que
aquest s’acumula, i per tant, proporciona un metode molt sensible per a la quantificacié
del nombre de copies d’una mostra o la comparacié dels nivells d’expressid entre mostres

diferents.

Les reaccions de PCR en temps real venen caracteritzades pel cicle en que
I'amplificacié d’un determinat producte es detecte per primer cop. La PCR en temps real
permet tant una quantificacid¢ absoluta del nUmero de copies de cada missatger com una
quantificacié relativa, basada en el parametre Ct (cicle llindar o thershold cycle), el qual es
fixa com el cicle en qué la fluorescencia supera un llindar préviament fixat (thershold). Per
tant, s’ha d’utilitzar un control endogen com a element normalitzador. La relacié entre el
Cr de la diana i el del control endogen proporciona el valor de Ct normalitzat (Ctn) de la

diana, que serveix per estandaritzar la quantitat del cDNA afegit a la reaccié.

Els oligonucleotids contra Bcl-2 (Mm00477631_m1), GAPDH (Mm99999915_g1)
(control endogen) van ser dissenyats per TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). Aquest sistema es basa en la utilitzaci6 d’'una sonda consistent en un
oligonucleotid que porta unides dos tipus de molecules: un marcador fluorescent (o
reporter) al seu extrem 5’ i un reductor de I'emissié (o quencher) a I'extrem 3’. Mentre la
sonda es troba intacta, la proximitat del quencher redueix enromement la fluorescéncia
emesa per reporter pel fenomen de FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer). A
mesura que la Tag DNA polimerasa allarga el primer, I'activitat 5’ nucleasa d’aquesta
degrada la sonda, que es troba unida entre els dos primers. D’aquesta manera els dos
fluorocroms es separen, incrementant aixi el senyal del reporter. A cada cicle hi ha més
molécules de reporter alliberades, produint-se un augment de la fluorescencia

proporcional a la quantitat d’amplicoé general (figura 76).
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Materials:

- Aparell Bio-Rad iQ5.

- Sondes TagMan®i primers. En el nostre cas les sondes estaven marcades amb el

fluorocrom FAM que emet al canal del verd.
« TagMan® Universal PCR Master Mix, No Amperase UNG
« Micro Seal ‘B’ filam (Bio-Rad)

« Hard-Shell® Full-Height 96-well Semi-Skirted PCR Plates (Bio-Rad)
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Fig. 77.- Principi d’acci6 de les sondes TagMan®. La fluorescéncia s’incorpora a la reaccié de PCR pel métode de
I'assaig 5’ nucleasa que utilitza una sonda i uns primers especifics per la seqiiéncia que es vol detectar. La sonda i
els primers s’uneixen al cDNA i comenca la polimeritzaci6. Quan I'enzim arriba a la sonda, I'activitat 5’ nucleasa de
la polimerasa la desplaga i I'acaba trencant. Aixd fa que el fluorocrom que emet la fluorescéncia (R, reporter) se
separi de l'altre fluorocrom (Q, quencher) i que s’emeti la fluorescéncia. A mesura que es van sintetitzant noves
cadenes de DNA I'emissidé de fluorescéncia augmenta i queda enregistrat en l'aparell, donant la mesura de
fluorescéencia a cada cicle de la PCR [262].
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Les condicions generals de Real-Time PCR emprades en aquest treball es

descriuen a continuacio:

cDNA 2 pL (1 pg de RNA total)
TagMan® Universal PCR Master Mix 2X 25 pL
20X TagMan® Gene Expression Assay Mix 2 uL
H20 Milli Q DNAsa/RNAsa free 21 L

Afegim 24 L a cada pou de la placa.
Es van mesclar tots els components indicats i es mantenen a 4°C fins a programar
el termociclador.

Els cicles utilitzats van ser (taula 16):

Taula 16.- Esquema dels cicles de PCR en Temps Real.

N° de cicles | Temperatura (°C) Durada Funcié
1 95 10 min Desnaturalitzar el motlle
95 15s Desnaturalitzacio
30
60 1 min Anellament/Extensi6

Tal i com s’ha comentat previament, aquest métode es basa en el calcul de la
relacid entre el Ct de la diana i el del control endogen, que serveix per a estandaritzar la
quantitat de RNA o DNA afeqit a la reacci6. Tot i aixd, aquest valor és un valor sense cap
unitat que pot ser utilitzat per a la comparacié relativa de la quantitat de la diana entre
diferents mostres. Una forma d’aconseguir-ho és designar una de les mostres com a
calibrador. El calibrador no és més que una mostra que serveix com a base per a

comparar els resultats, és a dir, el que proporciona el valor 1 de I'expressio.

La quantitat de la diana, normalitzada al control endogen i relativa al calibrador, ve

donada per:

2-AACT

on ACt= Crdiana - Crcontrol endogen
AA 1= KTt mostra - ACr calibrador
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2.3.3.1. Extraccio de RNAToTaL

Es segueixen les indicacions del kit d’extracci6 RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen) per
a obtenir el RNATotaL de les cél-lules d’hibridoma. Aquest sistema d’extraccié ens permet
obtenir la fracci6 de RNAtotaL lliure de contaminacié de DNA genomic. Aixo és important
de cara a la realitzacio de la PCR en Temps Real i que aquesta només amplifiqui els gens

que s’estan expressant en un determinat moment.

Es important utilitzar el material de plastic adequat per aquest procés, treballar a la
campana de bioseguretat i utilitzar sempre guants, aixi com material autoclavat o estéril

lliure de DNases i RNases.

2.3.3.2. Quantificacio de RNAToTaL

Per quantificar i determinar la integritat del RNAtotal extret de les ceél-lules
d’hibridoma, utilitzem el sistema Experion Automated Electrophoresis Station (Bio-Rad)
amb els xips RNA StdSens (Bio-Rad).

2.3.4. Microarrays de DNA

La tecnologia de microxips de DNA és una de les eines més poderoses que
disposa actualment la genomica per tal d’obtenir informacié sobre les funcions dels
diferents gens, coneéixer en quins processos participen, de quina manera estan regulats, la
interaccié amb altres productes génics, com varien els nivells d’expressio entre diferents
tipus cel-lulars i fases de cultiu, i com varia I'expressié génica sota diferents condicions

ambientals, entre d’altres.

Els microarrays permeten la quantificacié relativa de I'expressié génica, amb
’avantatge d’analitzar centenars o milers de gens alhora. El concepte basic dels arrays és
la immobilitzaci6 de fragments coneguts de DNA (sondes) en suports solids, amb la
posterior unio de les sequéncies complementaries d’aquests acids nucleics presents en la

mostra biologics d’interés (com es pot veure en la figura 78).
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Fig. 78.- Incubacié d’arrays. Esquema del protocol d’incubacié d’un array [262].

Existeixen dos tipus principals de microarrays que es diferencien en funcié del
meétode de fabricacié i de la naturalesa de I'acid nucleic immobilitzat, els microarrays de

DNA i els microarrays d’oligonucleotids.

Els microarrays d’oligonucleoétids es sintetitzen per fotolitografia, que consisteix en
la sintesi in situ d’oligonucleotids de 25 bases. En la sintesi, es parteix d’'una superficie de
vidre coberta de quars amb un compost sensible a la llum que evita la uni6 del primer
oligonucledtid de la sonda. L'emmascarament litografic s’utilitza per a bloquejar o
permetre la transmissio de la llum en localitzacions especifiques del suport, activant aixi el
compost quimic. A continuacid, la superficie s’incuba amb una soluci6 que conté el
nucledtid d’interés, que s’acoblara només en aquelles regions on el vidre ha estat
desproteqit per il-luminacié. El nucleodtid presenta també un grup de protecci6 sensible a la
llum, de manera que el cicle es va repetint. Aixi, es van sintetitzant les sondes mitjangant
cicles de quimica combinatoria. Aquesta tecnologia requereix una infraestructura molt
sofisticada i la seva utilitzacidé, pel moment, esta limitada a unes poques empreses

especialitzades entre les que destaca Affymetrix.

Els microarrays de DNA es sintetitzen generalment per impressidé del DNA en
superficies de vidre recobertes quimicament per a permetre la unié del DNA. Aquesta uni6
pot ser idnica (amines o lisines) o covalent (epoxids o aldehids). EI DNA utilitzat prové de
productes de PCR, de 500 a 2500 bases, que son purificats per tal d’eliminar les sals, els
primers i les proteines presents en la reacci6 de PCR. Cada punt de l'array, el que
anomenem sonda, es genera per la deposicid de pocs nanolitres del producte purificat. En
funci6é del métode d’impressié utilitzat, el diametre de la sonda varia entre 100 i 300 pum.
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En aquest tipus de microarrays es realitza una hibridacié per competéncia entre la mostra
d’interés i una de referéncia, marcades cadascuna amb un fluorocrom diferent

(normalment Cy3 i Cy5).

Tanmateix, tot experiment de microarray consta de diversos passos comuns:

- Aillament del RNA de les mostres biologiques.

- Generaci6 de les dianes marcades. Per a cada hibridaci6é calen de 10 a 30 ug de
diana marcada. En molts casos no es diposa de tanta quantitat de mostra, pel que
€s recomanable un primer pas d’amplificaci6 del RNA (aRNA). A continuacié
s’efectua una retrotranscripci6 del aBRNA amb l'objectiu d’obtenir les sondes de

DNA marcades fluorescentment.

- Hibridaci6 de les sondes marcades. El protocol d’hibridacié utilitzat varia en funci6é
de la longitud de les sondes, del tipus d’array, de la quimica d’immobilitzacid

utilitzada i del tipus de diana marcada.

- Detecci6 del senyal i analisi de les dades. Els senyals dels micorarrays es detecten
per escaneig, utilitzant un lector de fluorescencia. Aquests escaners porten
associat un software que permet la identificaci6 de les sondes individuals i la
mesura de la intensitat de cadascuna. Les dades obtingudes han de ser
normalitzades amb la finalitat d’ajustar les diferéncies d’intensitat. A partir d’aqui ja
es poden calcular els canvis d’expressio de cada gen. L’elevada quantitat de dades
gue es generen fa necessaria la utilitzacié de diversos programes informatics per

tal de facilitar aquest procés.
« Validaci6 de les dades de I'array mitjancant técniques alternatives.

En aquest assaig, es van utilitzar les mostres control, és a dir, I’lhibridoma KB26.5-&
i mostres de les cel-lules d’hibridoma KB26.5-bhrf1. Les mostres es varen recollir a
diferents temps d’un cultiu discontinu a les 48 i 96 h. A més a més, també es va obtenir
mostra a les 24 h d’un cultiu on s’indueix 'apoptosi per falta de glutamina. D’aquestes
mostres es va fer I'extracci6 de RNA, com es descriu a I'apartat 2.5 d’aquest capitol.
Seguidament es va quantificar mesurant I'absorbancia a 260 nm i es va enviar al Servicio

de Analisis de Microarrays de la Unidad de Gendmica del CNIC a Madrid.
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En aquesta tesi, s’ha utilitzat un microarray Codelink d’Amersham Biosciencies,
amb 36000 transcripts murins. Cada bioarray ha sigut hibridat amb una mostra de RNA
marcada amb biotina. Els arrays hibridats han estat escanejats utilitzant I'escaner Agilent
Microarray G2565BA per produir imatges per ser posteriorment processades i
quantificades utilitzant el software CodeLink™ Expression Analysis v4.1, per I'obtencio

inicial dels valors de I'expressio génica de l'array.

El sistema classifica les intensitats segons la seva qualitat associant les etiquetes
G (bones), M (mitjana) i R (regular). Pel seu tractament es descarten les intensitats

etiquetades com a R.

2.4. MICROSCOPIA
2.4.1. Fixacio i muntatge de les mostres de cél-lules

S’han preparat les mostres per a visualitzar les cél-lules al microscopi fixant-les
amb paraformaldheid (PFA) 4% durant 30 min a temperatura ambient. Després es renten
2 cops amb PBS. Per muntar les preparacions, es posa un cubreobjectes sobre el

portaobjectes, havent posat medi de preparacio i es segella amb laca d’ungles.

En el nostre cas, préviament a la immunocitoquimica amb mostra fixada, cal marcar
I'anticos anti BHRF1 directament, ja que al provindre de cél-lules murines i ser un isotip
lgG2a no es pot utilitzar un anticds secundari sense que hi hagi la possibilitat de tenir
alguna interaccié per part de l'anticos secundari amb la cadena pesada de la

immonoglobulina produida per les cel-lules d’hibridoma.

Es per aixd que s'utilitza el kit Alexa Fluor® 488 Microscale Protein Labeling kit
(Molecular Probes) per conjugar un fluorocrom com és I’Alexa Fluor 488 a través de I'ester
de tetrafluorofenil (TFP) amb les amines de les proteines, formant un complex estable

entre la proteina i el fluorocrom.
2.4.2. Marcatge fluorescent de proteines
El procediment és el seguent:

- Preparar bicarbonat sodic 1M: afegir 1 mL d’aigua milliQ al vial del component B

(bicarbonat sodic). Pipetejar per dissoldre totalment.
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- Transferir 60 pL de la proteina/anticos (Monoclonal Ab (EA-R) p17) al tub de

reaccio (component C) i afegir-hi 6 uL de bicarbonat sodic.

- Afegir 10 pL d’aigua milliQ a un dels vials Alexa Fluor® 488 TFP (component A) i

dissoldre bé. Nota: Preparar aquesta solucio just abans de ser utilitzada

- Afegir 2 uL de la soluci6é del fluorocrom (Alexa Fluor® 488) al tub de reaccié que

conté la proteina/anticos i pipetejar diverses vegades.
- Incubar 15 min a temperatura ambient.

- Agitar el component E, el gel de resina, per tal de ressuspendre’l (no vortejar) i

transferir uns 800 pL al spin filter (component D).

- Centrifugar el spin filter a 16000xg durant 15 s. Descartar el tampd que queda al
tub de col-leccio del spin filter.

- Pipetejar no més de 50 pL del reactiu (proteina/anticos + Alexa 488) i dipositar-los

sobre el llit de reina que ha quedat al spin filter.
- Centrifugar 1 minut a 16000xg.

- Després de la centrifugacio, el tub de col-leccid conté la proteina/anticos marcat en
60-100 uL de buffer.

2.4.3. Immunocitoquimica

2.4.3.1. Immunocitoquimica amb fixacié PFA 4%

« Agafar 1 mL d’un cultiu i centrifugar-les a 1000 rpm durant 5 min.

- Eliminar el sobrenadant

- Afegir 500 uL de Mitotracker® CMXRos RED (Invitrogen) 500 nM ( 2,5 uLa 1 mM
en 5 mL de PBS 0,1M) durant 45 min a l'incubador.

- Centrifugar a 1000 rpm durant 5 min. Eliminar el sobrenadant

« Rentar amb PBS 0,1M (préviament escalfat a 37°C). Aproximadament 1 volum

- Opcional: Tornar a fer el pas de centrifugacié i rentat

- Transferir les cél-lules al porta de polilysina. Idealment Santa Cruz, aprox. 20 pL
per pou. Deixar 15 min (tapat)

- Fixar i permeabilitzar les cel-lules amb PFA 4% (2,5 mL PFA 16% en 10 mL PBS
1X) durant 15 min.
Nota: Mentre es produeix la fixacio, preparar BSA 1% (20 mL PBS + 0.2 g BSA).

- Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).
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« Solucié Tritdé X-100 (Sigma) 0,25% (25 pL en 10 mL PBS 1X) durant 15 min.

Nota: la solucié ha d’estar préviament feta, aproximadament 12 h abans per evitar les bombolles

degudes al detergent).
- Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).

Soluci6 de bloqueig BSA 1% durant 30 min, a temperatura ambient (a les fosques).

Nota: Preparar la dilucié de I'anticos primari (1:500) amb BSA 1%.
Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).

Incubar amb anticos primari marcat (30-40 pl sobre cubreobjectes petits/ 50-60 pl

sobre portaobjectes) a 37°C durant 1 hora, en condicions d’humitat.

Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).

Posar Hoescht (1:1000 en PBS1X) i deixar a 37°C durant 10 min.

Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).

Posar Cell Mask en les mostres corresponents (2 pl en 1000 ul PBS 1X) i deixar a
37°C durant 10 min.

- Rentar amb PBS 0,01 M filtrat (x3).

- Deixar assecar les preparacions (1 hora aproximadament).

« Muntar les preparacions amb 10 uL de Fluoroprep (Biomerieux) i segellant amb
laca d’ungles.

Tenir en compte de deixar sempre una preparacié sense anticos marcat (control
intern) i una altre afegint I'anticos perod sense marcar-lo fluorescentment (control negatiu)
per veure l'autofluorescencia de les cellules i tenir-ho en compte alhora de fer les

observacions al microscopi confocal (taula 17).

Taula 17.- Anticés utilitzat per microscopia confocal.

Anticos Dilucio

Mouse Monoclonal Ab (EA-R) p17 (anti BHRF1) 1/500

2.4.3.2. Col-localitzacio

Per fer els estudis de col-localitzacié en les imatges de microscopia confocal, on hi
ha dos o més marcatges, es tracten les adquisicions amb el software de Leica i s’utilitza el
tractament d’imatges per mesurar la col-localitzacid entre dos canals basat en el
Coeficient d’Overlap, derivat del métode de Pearson de correlacid, on s’inclou la intensitat

de les senyals dels pixels del canal 1 i canal 2 (assignant valors entre el 0 com a valor
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inferior i 1 com a maxim valor de correlacid). Aquest metode té en compte el background
de la imatge i és independent de la intensitat entre els canals. El nUmero de pixels en els

dos canals de la imatge ha de ser similar.

2.5. TECNIQUES PROTEIQUES

2.5.1. Gels desnaturalitzants d’acrilamida per a proteines (SDS-
PAGE)

2.5.1.1. Obtencio del lisat cel-lular total

L’extraccio proteica s’ha realitzat mitjancant lisat cel-lular total amb tampé de lisi. Es
centrifuguen les cél-lules i es renten 3 cops amb PBS 1X, s’afegeix 100 uL de tampé de
lisi al pellet cel-lular, es fan 2 polsos de sonicacid de 5 s cada un, deixant reposar en gel
entre pols i pols i es deixa 4 min a 4°C en agitacio circular. Posteriorment es centrifuga a
20000xg (Beckman Coulter Allegra™ 25R) durant 30 min a 4°C. El sobrenadant es guarda

en un tub net a -80°C.

2.5.1.2. Extraccio de la fraccio mitocondrial

Per fer I'extracci6 de mitocondris de les cél-lules d’hibridoma s’han seguit les
indicacions del kit Mitochondria Isolation Kit (Thermo scientific). En aquest cas s’utilitzen
els inhibidors de proteases recomanats pel fabricant, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail kit (Thermo scientific). Un cop s’obté la fraccié mitocondrial, aixi com la fracci6é
citosolica es guarden a -80°C. En aquest cas també cal rentar el pellet cel-lular amb PBS

1X 3 cops abans de fer I'extraccié mitocondrial.

A partir de la fracci6 mitocondrial es pot fer un Western-Blot si es lisen els
mitocondris utilitzant 75 pL de TBS amb 2% de CHAPS (Thermo scientific), es soniquen 5
s, 2 cops deixant en gel entre pas i pas, es centrifuguen a 20000xg i el sobrenadant es

guarda en un tub net a -80°C.

2.5.1.3. Quantificacio de proteina

Per a realitzar les diferents técniques proteiques amb I'extracte cel-lular cal saber-ne la
concentracié. En aquest treball s’ha quantificat la preséncia de proteines en qualsevol

extracte cel-lular total o de fraccions cel-lulars mitjancant el métode Bradford.
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Material:

Reactiu Bradford, Bio-Rad protein assay

Albumin Bovine Serum (BSA), Fraction V, minimum 96% (Sigma) a 0.7 mg/mL

Placa de 96 pous de fons pla (Nunc)

Lector de plaques 595 nm (Bio-Tek power wave XS)

Procediment:

A partir de la solucié mare de BSA fem les seguents dilucions amb H20 (taula 18):

Taula 18.- Taula de dilucié de BSA per la quantificacié per Bradford.

Volum Volum aigua Concentracié dilucié

200 pL stock 3mL 44 pg/mL 116 a
2mLa 2mL 22 pg/mL 1/2 b
2mLb 2mL 11 pg/mL 1/2 c
2mLc 2mL 5,5 pg/mL 1/2 d
2mLd 2mL 2,75 pg/mL 1/2 e
2mLe 2mL 1,37 pg/mL 1/2 f
2mLf 2mL 0,69 pg/mL 1/2 g

« Posar 200 pL del patr6 o de mostra en una placa de 96 pous (per triplicat).
- Afegir 50 pL de reactiu Bradford a cada pou.
- Llegir la placa al lector (mesclar bé al afegir el reactiu amb la mostra).

De mostra es fa una dilucié 1/100 en aigua (exemple: 6,1uL/610uL) préviament a

fer-la reaccionar amb el reactiu Bradford a la placa.

L’electroforesi unidimensional en condicions denaturalitzants (en preséncia de
SDS) separa les proteines basant-se en el seu pes molecular a mesura que es mouen per
la matriu d’acrilamida. La mostra de proteines es solubilitza bullint-la 5 min en presencia

de SDS i B-mercaptoetanol (que redueix els enllagos disulfur) i es carrega en el gel

175



Materials i metodes

d’electroforesi. Els gels emprats en aquest treball corresponen al sistema classic, en quée
un sistema discontinu de tampons de diferent pH i composicié permet la concentracio de
la mostra de proteines en bandes fines que posteriorment sén separades d’acord amb el

seu pes molecular.

Les electroforesis es van realitzar en un aparell Mini-PROTEAN (Bio-Rad) i les
migracions es van realitzar a 30 V fins a la fase concentradora i a 100 V després durant
unes 2 h en gels desnaturalitzants d’acrilamida a una concentracié adequada a la mida de
la proteina d’interes a analitzar (normalment del 12%), preparats segons les indicacions
de lataula 19 20 (per a 10 mL):

Taula 19.- Taula de gel concentrador.

% gel mL H20 milli-Q mL tampé mL SDS 10% mL 30%/0.8% acril./
concentrador bisacril
4 6.1 2.5 0.1 1.3

Taula 20.- Taula de gel separador a diferents percentatges d’acrilamida.

% gel mL H20 milli-Q mL tampé mL SDS 10% mL 30%/0.8% acril./
separdor bisacril
10 4.1 2.5 0.1 1.3
12 3.4 2.5 0.1 3.3
15 2.4 25 0.1 5.0

Afegir el catalitzador (TEMED) i I'iniciador (APS) per la polimeritzaci6 del gel en les

proporcions seguents (taula 21):

Taula 21.- Propocions de TEMED i APS necessaries per polimeritzar 10 mL de gel.

10 mL
APS (Amersham Biosciences) 50 pL
TEMED (Amersham Biosciences) 15 uL

Procediment:
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- Rentar bé els vidres de 1.5 mm i es munten amb els separadors i pinces

subjectant-los.
- Preparar la soluci6 del gel separador al % adequat d’acrilamida.

- Abocar el gel separador fins a 1 cm del final dels pouets de la pinta, s’anivella la
part superior del gel amb isopropanol i es deixa polimeritzar durant 1h. A

continuacio es prepara el gel concentrador al 4%.

- Es descarta l'isopropanol i s’aboca el gel concentrador, col-locant la pinta alhora. El

gel es deixa polimeritzar durant uns 30 min.

Les mostres es bullen durant 5 min a 100°C en tamp6 de carrega amb SDS 1X, es
carreguen 70 pg en el gel i es procedeix a l'electroforesi en tampd de migracio, a una

intensitat de corrent constant.

Acabada I'electroforesi, es desmunta el sistema i el gel es pot tenyir amb Comassie

Blue o bé fer una transferéncia de proteines a membrana (Western-Blot).

2.5.2. Transferéncia de proteines (Western Blot)

Aqguesta técnica aprofita la forca i 'especificitat de la interaccié antigen-anticos, per
a detectar i identificar proteines previament separades per mida electroforicament.
L'immunorevelat s’ha dut a terme mitjangant un anticos secundari conjugat a peroxidasa i
hem detectat la reaccié de forma quimioluminiscent.

Material:

Tampons:
Tampod de saturacié
Tampo0 de transferencia
Cubeta MiniPROTEAN per Westen-blot
Agitador magnetic
PBS-0.1% Tween 20/NP-40
Membrana Nitrocel-lulosa 0.2 um de porus (Hybond ECL, GE Healthcare)
Paper Whatman®
Esponges
Bloc de gel
Luminol SuperSignal® West (Thermo Scientific)
Films d’autoradiografia (Hyperfim™ ECL, GE Healthcare)

Procediment:
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Electrotransferencia:

- El gel de proteines, la membrana de nitrocel-lulosa, 2 papers Whatman i les

espongetes s’equilibren en solucié de transferencia durant 5 min.

- Muntar el sandvitx, col-locant des del pol negatiu (color negre al casset) al positiu
(vermell): 1 esponja, 1 paper Whatman®, el gel, la membrana de nitrocel-lulosa, 1
paper Whatman®, 1 esponja, evitant de deixar bombolles entre les capes. Es situa
entre els electrodes de la cubeta de transferencia, cobrint-lo amb la solucié de

transferéncia.

- Posar la cubeta sobre I'agitador magnetic, havent posat un imant a la cubeta,

posem el bloc de gel.

- Transferir durant 1 h a 100V. Es pot comprovar si ha transferit bé tenyint el gel amb
Comassie (no han d’apareixer bandes), i la membrana amb soluci6 Ponceau S
(Sigma) (les proteines apareixen com a bandes rosades que es poden destenyir
amb H20 o PBS).

Immunorevelat amb quimioluminiscéncia:

- La membrana s’incuba en soluci6 de saturacié durant 2 h a T ambient en agitacio.

« A continuacié s’incuba amb l'anticos primari en la diluci6 adequada en soluci6é de

saturacio, durant 1h 30 min a T ambient en agitacié o bé total la nit a 4°C.

- Es renta la membrana 3 vegades durant 5 min amb la soluci6 de rentat (PBS-0.1%
Tween 20 o NP-40).

- S’incuba amb l'anticos secundari conjugat a peroxidasa en la dilucié6 adequada en

soluci6 de saturacio, durant 2 h a T ambient.

- Es renta la membrana 3 vegades durant 5 min amb soluci6 de rentat.

Per al revelat, s'utilitza la solucié de luminol comercial SuperSignal® West, s’incuba
la membrana durant 5 min a la foscor, es posa la membrana al casset d’exposicié amb el

film d’autoradiografia i es fan diferents temps d’exposicié per a obtenir un senyal correcte.
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2.5.3. Anticossos

A continuaci6é es presenta una la taula 22 amb els diferents anticossos utilitzats en

els Western Blot i les seves corresponents dilucions:

Taula 22.- Anticossos primaris i secundaris utilitzats per I'assaig de Western-Blot amb les solucions i dilucions
corresponents.

Anticos Solucié Dilucio

monoclonal ratoli anti BHRF1 (IgG2a) | PBS-0.1% NP-40 + llet desnatada en 1/200
pols 5%

monoclonal ratoli anti citocrom ¢ PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/500

(IgGizn) en pols 5%

monoclonal ratoli anti VDAC (IgGab) PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/500
en pols 5%

sérum conill anti VRK2 PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/1000
en pols 5%

serum conill anti p21 PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/200
en pols 5%

seérum conill anti tubulina PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/2500
en pols 5%

serum conill anti Bak PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/200
en pols 5%

serum conill anti caspasa 3 PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/100
en pols 5%

serum conill anti Bax PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/200
en pols 5%

serum conill anti Bim PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/500
en pols 5%

serum conill anti Bcl-2 PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/200
en pols 5%

Ac rabbit anti mouse PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/5000
en pols 5%

Ac anti-mouse 19Gza PBS-0.1% NP-40 + llet desnatada en 1/1000
pols 5%

Ac goat anti-rabbit PBS-0.1% Tween-20 + llet desnatada 1/2000
en pols 5%
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2.5.4. Immunoprecipitacié

La immunoprecipitacié és una técnica que permet aprofitar la interaccid antigen-
anticos per tal de coneixer les interaccions d’una proteina amb d’altres del seu entorn. En
el nostre cas es va realitzar aquesta técnica per conéixer quines interaccions té la

proteina BHRF1 per comprendre el seu mecanisme d’actuacié.
S'uitliza en un primer moment el métode d’immunoprecipitacié descrit al Pierce®

Crosslink Immunoprecipitation Kit (Thermo Scientific).

Tant els reactius com les mostres s’han de mantenir en gel.

A. Uni6 de I'anticos a la proteina /G Plus Agarosa

« Preparar 2 mL de tampd d’acoblament 1X per a cada immunoprecipitacio diluint el
tampo6 20X amb H.O milli-Q.

- Mesclar bé la Proteina G/A Plus Agarose per obtenir una bona suspensi6. Tallar
una punta de pipeta, afegir 20 uL del slurry a cada columna. Centrifugar a 1000

rpm durant 1min. Descartar el filtrat.

- Rentar la reina amb 200 pL de tamp6 d’acoblament, centrifugar i descartar el filtrat.

Repetir una altre vegada.

- Tapar el fons de la columna amb un paper absorbent per eliminar 'excés de liquid.

Tapar la columna.

« Preparar 15 pg d’anticos per acoblar. Ajustar el volum a 100 pL amb tampo

d’acoblament 1X. Afegir a columna.

- Tapar la columna i incubar en rotacié durant 60 min a T ambient, comprovar que hi

hagi una bona agitacié.

- Treure els taps. Centrifugar a 1000 rpm durant 1 min i guardar filtrat com anticos no

retingut.

« Rentar la reina amb 100 uL de tampo6 d’acoblament 1X, centrifugar i descartar el
filtrat.

- Rentar la reina amb 300 pL de tampd d’acoblament 1X, centrifugar i descartar

filtrat. Repetir el rentat una cop més.
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B. Crosslinking anticos

El DSS no és compatible amb tampons que continguin amines (Tris o la Glicina)
- Afegir 217 pL de DMS a una aliquota de DSS per preparar solucié 10X (25 mM).

Mesclar bé amb pipeta fins que DSS es dissolgui.
« Diluir la solucié 1:10 en DMS o DMSO per que quedi DSS a 2,5 mM.

- Tapar el fons de la columna amb un paper absorbent per eliminar 'excés de liquid.

Tapar columna.

- Afegir 2,5 pL de tamp6 d’acoblament 20X, 9 yL de DSS 2.5 mM y 38,5 pl d’H.O
mili-Q a la columna. El volum total de la mescla ha de ser 50 pL. Tapar columna i

incubar la reaccio de crosslinking durant 60 min en rotacié a T ambient.
- Treure els taps. Centrifugar a 1000 rpm durant 1min i eliminar el filtrat.

- Afegir 50 pL de tampd d’elucid a la columna, centrifugar a 1000 rpm durant 1min i

guardar el filtrat per comprovar que s’hagi donat el crosslinking.

- Rentar dos cops la reina amb 100 pL de tamp6 d’elucioé i centrifugar per eliminar

I’anticOs no crosslinkat i per parar la reaccié de crosslinking.

- Rentar dos cops amb 200 uL de tampé de Lisis/rentat (a 4°C) i centrifugar després

de cada rentat.

- La columna esta llesta per immunoprecipitacié. Si es vol utilitzar durant els proxims
5 dies, guardar en tampé de Lisis/rentat, perd per un periode més llarg, guardar

reina en tampd d’acoblament 1X (PBS).

C. Lisat de les cel‘lules

Es realitzen tres columnes amb tres mostres diferents: KB26.5-bhrf1 a les 48 h de
cultiu en discontinu, KB26.5-bhrf1 a les 24 h de cultiu en discontinu en condicions

d’induccié a l'apoptosi, KB26.5-@ a les 48 h de cultiu en discontinu com a control. En

aquest cas la lisi cel-lular ha de ser molt suau comparat amb la lisi per Western Blot ja que

no es vol trencar els possibles complexes formats.

- Afegir 1 mL tamp6 de lisis immunoprecipitacié (50mM Tris-HCI pH 7,4 , 150mM
NaCl, 0.1% NP-40) amb 5 pL cocktail d’inhibidors proteases (Sigma).

- Sonicar 5 polsos, entre pols i pols deixar en gel.
- Agitar 10 min a 4°C en rotacié.

- Centrifugar 25 min a 25000xg a 4°C. Recuperar sobrenadant.
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- Filtrar sobrenadant amb filtres de 0.22 um (Whatman Puradisc™) .

Es quantifica la proteina obtinguda per Bradford (veure apartat 4.1.3)

D. Immunoprecipitacio.

- Si la columna esta en PBS, rentar dos cops amb tampé de Lisis/rentat. Eliminar el

filtrat després de cada rentat.

- Tapar el fons de la columna amb un paper absorbent per eliminar 'excés de liquid.

Tapar columna.

« Diluir Pextracte cel-lular amb tampd de lisis d'immunoprecipitacidé. El volum
recomanat per la columna spin és 300-600 pL. La quantitat de proteina a carregar
és 1000 pg.

- Afegir la mostra a la columna. Tapar la columna i incubar en rotaci6 tota la nit a
4°C.
« Posar la columna en un tub col-lector, centrifugar a 1000 rpm durant 1min i guardar

filtrat per comprovar que la IP ha funcionat.

- Posar la columna en un nou tub col-lector, afegir 200 uL de tampd de lisis

d’immunoprecipitacio i centrifugar.

- Rentar dos cops amb 200 pL tampé de lisis d'immunoprecipitacié i centrifugar
després de cada rentat.

« Rentar amb 100 uL de tampéd d’acondicionament 1X.

E.Elucié de I'antigen.

- Posar la columna en un tub col-lector i afegir 10 pL de tampd d’elucio i centrifugar.

- Afegir 50 pL del tampd d’elucid, incubar 5 min a T ambient (la columna no s’ha de

mesclar o tapar).

- Centrifugar i guardar 'eluit. Realitzar tres eluits.

F. Regeneraci6 de la columna i emmagatzematge

- Afegir 100 uL de tampé d’acoblament a la columna, centrifugar i descartar el filtrat.

Repetir una cop més.

- Afegir 200 pL de tampd d’acoblament a la columna. Canviar tap i guardar amb
parafilm per evitar que la reina quedi seca. Par més de 2 setmanes, afegir azida
sodica al 0.02%.
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En una segona ocasi6 es fa una variacié en el protocol indicat anteriorment. No
conjuguem I’anticos de forma covalent a la reina, per millorar el procés

d’immunoprecipitacio.

Procediment:
S'utilitzen les columnes de retenci6 de proteina proporcionades al kit de Pierce® Crosslink
Immunoprecipitation Kit (Thermo Scientific).

« A un volum de 300 pL de mostra a 4 pg/uL de concentracié final, corregir el volum
amb tampé de lisi d'immunoprecipitacié. (tapar la part inferior de la columna).
- Al mateix tub afegir I'anticos primari a una concentracio final de 0.3 pg/uL.

- Deixar la mescla. en rotacioé a 4°C tota la nit (Tapar la part superior i inferior de la

columna).

« Posar 50 pL de reina en un altre columna, centrifuguem 1 min a 1000 rpm.

- Afegir 200 pL de tampo de lisi d’immunoprecipitacid, centrifuguem 1 min a 1000
rpm.

- Tornar a rentar la reina amb el mateix tampo.

- Tapar el fons de la columna i afegir 150 pL de tampé de lisi per recuperar la reina.

- Transferir la reina a la columna on hi ha la mescla proteina-anticds, deixem en

rotacié durant 2 h a 4°C.

- Seqguir els passos d’eluci6 descrits anteriorment, corresponents a les indicacions

del kit Pierce® Crosslink Immunoprecipitation Kit (Thermo Scientific).

Un cop es tenen les mostres, tant d’elucid, com dels diferents rentats, es guarden a
-40°C. El resultat s’analitza bé per electroforesi unidimensional seguit de Western Blot o
alternativament per tinci6 de plata. En aquest cas, la separacié unidimensional del resultat
de la immunoprecipitacié es va dur a terme utilitzant gels Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Gels Any KDa (Bio-Rad)

Cal tenir en compte que la fraccio eluida té un pH acid degut al tampd d’elucio, al
preparar-les per carregar en un gel desnaturalitzat, s’ha de corregir el pH de la mostra
abans, ja que no correria bé. Per corregir el pH es pot fer amb vapors d’amoni fins que

s’observi que la mostra un cop afegit el tampéd de carrega passa de color groc a blau.
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2.6. PROTEOMA

Per analitzar el proteoma de les cél-lules d’hibridoma, s’escullen tres condicions
experimentals utilitzant les cel-lules KB26.5-bhrf1.

Es fan tres cultius de 150 mL de medi DMEM GlutaMAX® suplementat amb 4% de
FBS, s’inoculen dos dels flascons de 150 cm2 amb 2-105 cel/mL i es recullen ales 48 hi a
les 96 h. Laltre flascé s’inocula a 7,5-105 cel/mL amb un medi DMEM sense glutamina

suplementat amb 4% de FBS, que es recull a les 24 h.

Els cultius es porten al Servei de Protedomica de I'Institut de Biologia i Biotecnologia
(IBB) de la UAB pel seu tractament i posterior analisi.

2.6.1. Preparacié de les mostres pel gel d’electroforesi de dos
dimensions i I'analisi proteomic

Els cultius cel-lulars foren rentats amb PBS (1X) tres cops i les cél-lules resuspeses
amb una soluci6 de lisis (8 M urea, 2 M tiourea, 4% 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1 propanesulfonate [CHAPS], 2% Aminosulfobetaine 14 (ASB-14), 40
mM Tris-HCL pH 8.8). EI ASB-14 va ser utilitzat per incrementar la preséncia de proteines
de membrana en el gel bidimensional. Aleshores es va realitzar una disrupcié de les
mostres per sonicacié durant 30 segons, seguit de 2 minuts en gel per tal d’evitar la
carbamilacié de les proteines per la degradaci6 de la urea a isocianat. Posteriorment, les
mostres foren centrifugades per descartar qualsevol particula insoluble. Per tal de treure
les sals i altres contaminants, les mostres es varen rentar amb 2D-Clean up Kit (GE
Healthcare). Els pellets resultants varen ser resuspesos amb el tamp6é de lisis
mencionada anteriorment. Les mostres es varen deixar a 4°C durant 2 hores per

resolubilitzar-les préviament a carregar-les a la primera dimensio.

La concentracid de proteina per cada mostra va ser calculada utilitzant el 2D-Quant
Kit (GE Healthcare).

2.6.2. Electroforesi de gels 2-D

El 2-DE va ser realitzat utilitzant reactius i equipament de GE Healthcare. La

primera dimensi6 es va realitzar en tires de gradient de pH (24 cm, pH 3—10) utilitzant un
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Ettan IPGphor System. Les mostres foren aplicades al costat del final basic de les tires
per cup-loading, després de ser incubades tota la nit en 450 pl de solucié de rehidratacio
(7 M urea, 2 M tiourea, 2,5% p/v CHAPS, 2% ASB-14 p/v, 0.5% pharmalytes, pH 3-10,
100 mM DeStreak reagent). Després de focalitzar a 70 kVh, les tires van ser equilibrades,
primer durant 15 min en 10 mL de soluci6 de reducci6 (6 M urea, 100 mM Tris-HCI, pH 8,
30% v/v glicerol, 2% p/v SDS, 5 mg/ml dithiothreitol [DTT]), i posteriorment en 10 mL de
soluci6 d’alquilacié (6 M urea, 100 mM Tris-HCI, pH 8, 30% v/v glicerol, 2% p/v SDS, 22,5
mg/mL iodoacetamide) durant 15 minuts, en una plataforma oscilant. La segona dimensi6
SDS-PAGE es va dur a terme dipositant les tires en gels isocratics Laemmli de 12,5%
(24%x20 cm), preparats en plaques de vidre en un sistema Ettan DALT Six. Els gels es van
cérrer a 20°C a una potencia constant de 2,5 W per gel durant 60 min seguit de 17 W per
gel fins que el front de blau de bromofenol es troba al final del gel. Cada experiment va

ser realitzat per triplicat per obtenir una comparacié estadisticament significativa.

2.6.3. Tincid de plata i analisi de les imatges

Els gels 2-D foren tenyits amb plata. Els gels foren fixats en dos passos, en 40%
etanol i 10% acid acétic durant 30 min per cada pas. La sensibilitzacio va ser duta a terme
durant 30 min en 30% etanol, 5% (p/v) tiosulfat de sodi i 6.8% (p/v) d’acetat de sodi.
Després de rentar 3 cops durant 5 min cada vegada en aigua, foren incubats amb 2,5%
(p/v) nitrat de plata durant 20 min. Els gels van ser rentats en 2 etapes de 1 min cada una
amb aigua i revelats amb 3% (p/v) Na2COz i 0,025% (v/v) formaldehid en aigua fins que el
contrast desitjat es fa visible. La reaccio es va aturar amb 1,5% (p/v) EDTA-Naz. Després

d’aturar la reaccio, els gels van ser rentats amb aigua dues vegades.

Les imatges van ser analitzades amb el programari especific Progenesis
SameSpots Version 4.1 (Nonlinear Dynamics, UK). Es va utilitzar el test estadistic ANOVA
p<0,05

2.7. ANALISI DE CICLE CEL-LULAR | APOPTOSI PER CITOMETRIA DE FLUX

La citometria de flux consisteix en la mesura d’'una serie de parametres de la
cél-lula en un sistema de flux. Les cel-lules sbn obligades a passar alineades una a una
davant un feix de laser mitjangcant un flux continuat. Cada cél-lula, a la vegada que
dispersa la llum, emet llum fluorescent com a consequencia de I'excitacio del laser a la

que és sotmesa. Els parametres que s’han mesurat son:
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Dispersio frontal de llum laser (FSC): és proporcional a la mida de la particula

analitzada. Es recollida i amplificada per un fotodetector amb un filtre de densitat neutre.

Dispersio lateral de llum laser (SSC): és proporcional a la granulositat o complexitat de
la particula analitzada. Es recollida i amplificada en direccié perpendicular al feix del laser

mitjancant un fotomultiplicador.

Fluorescéncia verda: és proporcional als antigens revelats amb una proteina conjugada
a Annexin-FITC (assaigs d’apoptosi) o a la fluorescencia dels mondomers del fluorocrom
lipofilic JC-1 (assaigs de potencial de membrana mitocondrial). Es recollida i amplificada

de forma logaritmica mitjancant un fotomultiplicador amb els filtres 550DC + 525BP.

Fluorescencia vermella: és proporcional a la fluorescéncia del iodur de propidi (IP), als
agregats del fluorocrom lipofilic JC-1. Es recollida i amplificad de forma logaritmica

mitjancant un fotomultiplicador amb els filtres 645DC + 675BP.

Els experiments es van dur a terme al Servei de Citometria de I'Institut de Biologia i

Biotecnologia (IBB) de la UAB utilitzant un citometre FACS Calibur (Becton Dickinson).

2.7.1. Determinacio de I’'apoptosi

La membrana plasmatica esta formada per una bicapa lipidica de distribucié
asimeétrica. En I'apoptosi primerenca es perd I'asimetria en la distribucié de fosfolipids de
forma que la fosfatidilserina, que en condicions normals es troba exclusivament en la cara
interna, passa a exposar-se a la cara exterior de la membrana. L’anexina V és una
molécula que s’uneix preferentment als fosfolipids carregats negativament, mitjancant una
unioé reversible depenent de calci, per la qual cosa s’unira a la fosfatidilserina de les

cel-lules apoptotiques.

En processos d’apoptosi avangada i necrosi, la membrana plasmatica es deteriora i
esdevé permeable a substancies com el iodur de propidi (IP) que s’intercala en la doble
cadena de DNA. La viabilitat cel-lular i el percentatge de cél-lules apoptotques es
determina per citometria de flux, mitjangant un doble marcatge amb anexina V conjugada
amb FITC (fluorescéncia verda) i iodur de propidi (fluorescencia vermella). Aixi s’obté el
percentatge de cél-lules vives (anexina i iodur de propidi negatives), cél-lules apoptotiques
primerenques (positives pel marcatge d’anexina i negatives pel de IP) i cél-lules amb

apoptosi avangada o necrosi (anexina i iodur de propidi positives).
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S'utilitza el Annexin-V-Fluos staining kit (Roche) seguint les instruccions del

fabricant.

2.7.2. Determinacio de la integritat mitocondrial

Els assaigs dissenyats per avaluar I'estat funcional del mitocondri s6n eines molt

utils per veure el seu paper en el procés apoptotic.

Recentment linterés s’ha centrat en assaigs destinats a I'estudi del potencial de
membrana mitocondrial (Ay) durant I'apoptosi. L'energia alliberada durant les reaccions
d’oxidacio en la cadena respiratoria €s emmagatzemada com un gradient electroquimic a
través de la membrana mitocondrial i el potencial de membrana mitocondrial es refereix al
seu estat de polaritzacié. La caiguda del potencial de membrana mitocondrial resulta en
una despolaritzacié del potencial de membrana i és observat durant els estadis inicials de

I'apoptosi i pot ser un pre-requisit per I'alliberaci6 del citocrom c.

Per observar aquest fenomen s'utilitza el kit BD™ MitoScreen Kit (Becton
Dickinson), el qual consta d’un compost lipofilic cationic permeable a membrana que la
seva fluoresceéncia és reflex del potencial de membrana mitocondrial. Aquest compost
JC-1 (5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolcarbocianina iodur) és un
fluorocrom que forma monoOmers a baixes concentracions i agregats a altes. Tant els
monomers com els agregats exhibeixen fluorescéncia en la zona de I'espectre

corresponent al color verd, el qual es pot mesurar per aquest canal del citometre de flux.

Quan les cél-lules son viables, el JC-1 penetra a través de la membrana plasmatica
com a monomers. La captacié del JC-1 al mitocondri és conduit pel potencial de
membrana mitocondrial. El potencial de membrana d’un mitocondri normal és polaritzat i
JC-1 és rapidament captat per aquest mitocondri. Aquesta captacié incrementa el gradient
de concentracid del compost, induint a la formacidé d’agragats de JC-1 a linterior del
mitocondri. Aquests agregats mostren un salt cap a l'espectre vermell donant valors alts
de fluorescéncia vermella. Per tant en les cél-lules sanes observem tant fluorescéncia

verda com vermella.

El compost JC-1 no s’acumula al mitocondri quan aquest esta despolaritzat i per
tant es manté al citoplasma com a monomers. Aquests no tenen la capacitat d’emetre a la

zona vermella de I'espectre, i conseqientment no es veura senyal captada pel detector
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del citometre. Aixi un mitocondri que passi d’'un Ay polaritzat a despolaritzat degut a
’entrada en apoptosi alliberara el JC-1 al citoplasma en forma de monomers perdent
intensitat de fluorescéncia vermella, mantenint la verda si es mesura amb un citobmetre de

flux.

Seguint les indicacions del fabricant, es pot fer el seguiment del potencial de

membrana mitocondrial en les cél-lules d’hibridoma KB26.5-2 aixi com les KB26.5-bhrf1.

2.7.3. Assaigs de cicle cel-lular

La citometria de flux permet determinar el cicle cel-lular mitjancant la determinaci6 de la
quantitat de DNA de les cél-lules. La distribucio tipica del DNA d’'una poblacié cel-lular en
creixement esta formada per dos pics que corresponen a la fase Go/G1 i a la fase Go/M i

una vall corresponent a la fase S. En la fase S correspon a la sintesi de DNA.

La mesura de la quantitat de DNA es basa en la capacitat dels marcadors
fluorescents per unir-s’hi especificament. Les cél-lules tenyides amb el marcador emeten
una fluorescéncia proporcional al contingut de DNA. L’histograma que s’obté mostra el
nombre de ceél-lules respecte a la quantitat de fluorescéncia. A partir de I'histograma es
poden utilitzar diversos metodes informatics per a calcular el percentatge de cel-lules en

cada fase.

Procediment:
El protocol utilitzat fa servir etanol per fixar i permeabilitzar les cel-lules, permetent
I'accés del colorant i que aquest s’uneixi al DNA, aix0 permet guardar les mostres a -30°C

en el cas que sigui necessari.

- Afegir 4,5 mL d’etanol 70% a tubs falcon de 15 mL. Mantenir en gel els tubs.

Recollir 106 - 107 cel-lules i afegir 5 mL de PBS 1X.

centrifugar 6 min a 200.

Eliminar el sobrenadant.

Ressuspendre el pellet amb 0,5 mL PBS 1X.
Es important aconseguir una suspensi6 cel-lular sense agrumollaments

- Transferir la suspensio als tubs amb etanol 70%. Mantenir les cel-lules en fixador =
2 hores.
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- Guardar els tubs a 0°C o a -40°C.

Un cop fixades, les cel-lules es poden tenyir amb iodur de propidi (IP).

- Centrifugar la suspensi6 d’etanol amb les cél-lules fixades 5 min a 200 xg.

Decantar el sobrenadant.

Ressuspendre el pellet amb 5 mL de PBS 1X, esperar 60 s.

Centrifugar 5 min a 200xg.

Eliminar el sobrenadant.

Ressuspendre el pellet amb la soluci6é de tincidé, mantenir 15 min a 37°C o 30 min a

temperatura ambient.

- Analitzar per citometria de flux. (fixant 'excitacio a 488 nm i 'emissié a 600 nm).
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Fig. 79.- Exemple de distribucié de cicle cel-lular obtingut per FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting). El
programa distingeix les cel-lules que es troben amb la seva dotacié cromosomica normal, en la fase G1, i aquelles
que han duplicat la seva dotacié cromosomica, fase G2/M. Aquelles cél-lules que es troben entre aquestes dues
fases pertanyen a la fase S. Es pot distingir també la poblaci6 cel-lular que ha degradat el seu DNA amb motiu de la
presencia de cel-lules apoptotiques, zona sub Gi.

2.8. CARIOTIPATGE DE LA LiNIA D’HIBRIDOMA KB26.5

S’ha cariotipat tant les cel-lules d’hibridoma KB26.5-bhrf1 com les KB26.5-@. D’aquestes

ultimes, es cariotipen la linia original o master stock, i una linia mantinguda al llarg de
diferents passes (13 ressembres). Pel que fa a les cél-lules KB26.5-bhrf1, es mantenen

durant 64 ressembres i es cariotipen.
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El cariotipatge va ser realitzat per la doctora Carme Nogués del Departament de

Biologia Cel-lular de la UAB. El protocol utilitzat fou el descrit a continuacié:

« Afegir Colcemid al cultiu en fase exponencial ([colcemid]=0,2ug/mL).

« Incubar 2 h.

Passat aquest temps recuperar tot el volum de la suspensi6 cel-lular.

Centrifugar a 20°C , 5’ min y 300xg.

« Eliminar el sobrenadant i ressuspendre el pél-let.

« Afegir la soluci6 hipotonica gota a gota([KCI]=0,075M) precalentada a 37°C.
+ Incubar al bany 5 min.

- Centrifugar el tub 5 min a 400xg.

- Eliminar el sobrenadant i ressuspendre el pél-let.

- Fixar amb Carnoy(metanol:acétic=3:1) gota a gota.

« Centrifugar 5 min a 400xg.

Repetir la fixacié 3 vegades.
+ Realitzar les extensions.
+ Al dia seguent tenyir amb Leishmann (4 tamp0:1 colorant) entre 3 min-8 min.

+ Observar al microscopi.
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