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Agraiments

M’he saltat tots els protocols:

En contra de totes les recomanacions de comencar la tesi escrivint els
Resultats i Material i Méetodes, he decidit comencar pels agraiments, perque
penso que és la part que un major nombre de persones llegira i a més, al cap i
la fi, és la part més important, ja que a banda de tots els coneixements
cientifics que hagi pogut adquirir (cosa que un afable tribunal acabara de
decidir...) el que queda de tot aixd és I'experiéncia vital que un s’endu després
de passar uns quants anys envoltat de gent molt diversa (i quan dic diversa
creieu-me...DIVERSA). Aixi que aquestes paraules us les dedico a tots els que
heu passat per la meva vida en aquesta etapa de la mateixa i a tots els que ja

en formaveu part.

Com si fossin els titols de crédit d’'una peli pero al revés, he aprés que als
agraiments es comencga pels directors/es aixi que, Anna moltes gracies per
donar-me la oportunitat de treballar al teu laboratori i confiar en mi. Per ordre
d’aparicié continuaré amb la “co-starring” de la peli, Maya, GRACIES per
ensenyar-me tot el que sé al laboratori, per ser la millor mestre que qualsevol
podria tenir, per estar disposada a ajudar-me sempre que ho he necessitat, per
les inoblidables estones de riures (i...algun plor que altre que “darian al traste
con mi fama de tipa dura”), per ser tan bona confident i escoltar tan bé (cosa
molt de capricorn ja t'ho diré...aixi que no és cap merit reina, venia amb el
pack) ahhh i gracies també per contribuir a incrementar el meu “refranero”

particular ( ja saps “quien se pica ajos come” sempre va ser el meu preferit).

Si aixo realment fos una peli i...elements en té per ser-ho, us ho asseguro,
ara vindria el titol i sense cap mena de dubte “En ocasiones veo bandas” seria
el que més s’escauria perqué, de tant en tant alguna n’he vist i inclus les he vist

desapareixer...

Deixeu-me agrair en aquest punt als productors executius, la “Fundacio
Marat6 de TV3” sense el seu patrocini res de tot aixd hagués estat possible, ja

us ho asseguro: espero que no hagi estat a fons perdut!!!

Ara venen els tan esperats “protes”, i per endavant aviso que si algu troba

a faltar el seu nom no pensi que no ha estat important per mi, és tan sols que
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cinc anys de tesi han deixat la seva petjada a les meves neurones, m’heu
d’entendre. En fi, a tots els habitants d’aquests passadissos grocs...mil
gracies...amb alguns només he compartit algun somriure complice o algun
furtiu bon dia perdo malgrat tot, heu estat uns grans extres. Comencaré per
ordre d’aparicio: Del lab de patologia mitocondrial gracies a tots per acollir-me
mil cops com un més de vosaltres, comencgant pel Toni, sempre disposat a dir
quelcom amable i a fer-te sentir com a casa, el Ramiro, vei de Sant Pol i ’home
més endrecat que conec. A les nenes, la Mari Carmen, la Gise, la Yolanda i la
M? Jesus per donar el toc femeni a I'tinic reducte masculi de la primera planta
del institut, al Javi sempre tan eloquent i col-lega i a I'Emiliano, un tio com cal i,
per acabar, a les velles glories del laboratori, en Lluis i en Tofol de qui hi havia
molt que aprendre, sens dubte. Seguidament vindria el laboratori de malalties
neurodegeneratives, que ha passat a ser el meu nou laboratori. Al Miquel, el
Jordi, la Celine, 'Annabelle, la Marta, la Iria, I'Ariadna i la Bea, per donar-me

aquesta oportunitat i fer-me sentir tan bé des d’un principi...mil gracies!!!.

Ara ja toca canviar de passadis i dirigir-me al meu segon laboratori, és a
dir el també conegut com laboratori de la Lide, on tantissimes coses han
passat...en fi, a veure comencarem pel Pep, el “jefe no-jefe”, company
d'innumerables “juergues” amb qui sempre hi ha hagut un moment per la
distensio i el riure, i amb qui tantes hores de converses i birres he compartit,
gracies per rebre tan bé al meu “brother’ durant la seva primera etapa a I
institut i saps que sempre tindras uns col-legues amb qui comptar!!. A les seves
nenes, que primer van ser les que va adoptar d’en Darth Vader, “les cuquis”,
I'Ariadna i la Irene, que sens dubte van revolucionar el pati amb les seves
“‘melenas al viento” i el seu riure contagids, i després van seguir les oficials,
'’Anna Masia (Felicitats marassa!!!) i el darrer fitxatge, ’Anna Almazan (molta
sort amb tot). Només et retrec una cosa Pep, que finalment no poguessis fitxar
el crack de I'Adria, tanta falta que ens feia una mica d’hormona masculina al

passadis!!!

Ara toca centrar-nos en els patxutxos...ufff aqui hi ha molt a dir, gracies a
les belles glories de la planta 14, el Valenti per les bones estones i el Mariano,
‘por las risas que nos hemos echao y las horas de conversacion

INTERMINABLE, hijo...que palique!!! por traernos al institut ese toque de
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bifurka que deja huella y por tantos buenos ratos que deberian repetirse mas a
menudo”. A la Marta Sesé, per tenir sempre una paraula amable y un bon
consell per donar, al “trope” per amenitzar-nos els dinars amb la seva
companyia i tenir tan bon ull a I'hora de fitxar la gent, la Neus, la tia més
treballadora i tenag que ha passat per aquests passadissos, “mucha suerte con
esta nueva etapa guapa, te lo mereces!!!” i a totes les técnics que han anat
passant I'Eneris, 'Anna Esquerra i la Marta Rebull, gracies per portar un toc
d’aire fresc i...sobretot per les galetes!!! | per ultimmmmm la Lide...aix0 és
capitol a part...cada cop que he renegat d’haver-me ficat en aixd, m’he parat a
pensar en ella...només per aixd ha valgut la pena, companya entranyable de
nombroses “fechorias”...una de les persones que m’ha fet riure més en aquesta
vida i amb la que he compartit de tot...”gracias por ser tan generosa, por ser tan
colega y gracias al personaje que mueve los hilillos con tanto arte por ponerte a

mi veral!lll”

David, encara que només ens hem conegut a I'etapa final de la tesi, m’ha

per ser sempre tan amable i pels grans fitxatges que vas fer, la Natalia i el
Jaime...dues grans adquisicions i dignes companys de cultius i juergues. A la
Rosi, per ser tan bona gent i estar sempre disposada a col-laborar. A la gent de
neuroimmuno...per on comengar...fjo que em deixo algu...Carmen, Mireia,
Zoraida, Marta, Ester, M? José, Carme, Nuria, Nico i Sunny gracies per estar

alla, per les hores de cultius compartides i ser tan col-legues!!!!

Per ultim, aqui van les paraules pel meu laboratori, gracies nois per
demostrar-me que es poden fer col-legues a la feina i que un lab amb bon rotllo
sempre funciona millor...comencaré pel Joan, gracies per la comprensi6 i el
recolzament i les estones reconfortants “al banc de les lamentaciones”, “gracias
Maria por la amabilidad con la que me trataste desde el primer dia”, gracies
Marta Riera i Olga per ser un exemple a seguir al laboratori, per ser tan bona
gent, i pels sopars balsamics que encara hem de compartir!!! gracies Bea per
ser tan atenta, per estar sempre on toca i com toca, per tantes estones de
converses i per ser una gran cofundadora dels famosos “akelarres” que tantes
sessions de psicoleg ens han estalviat. Ara ve l'altra membre de “akelarre

fundation”... gracies Conx per ser tan honesta, tan madura, malgrat quedar-te
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eternament als 23...i perqué mai un carrer va tenir un nom més adient (sobretot
trobant-se a la sortida del cubano...) queda pendent un brindis al Carrer de les
Cabres posem...d’aqui a...final d’any???!!!! A les noves incorporacions del lab
la Natalia i 'Ayleen (“a ver si hay suerte y te conceden esa beca”) molta sort
amb el que us espera...no és tan dur com diuen :), i gracies als que vingueren
de 'UAB o sigui del “mas alla”, gracies Jordi, sense tu i la preséncia de “el
molluscum contagiosum” no sé com hagués valorat els TMA’s del pebrots,
molta sort amb tot, ja queda menys!!! Al Nabil per ser la meva primera
victima...sé que continuas con la ciencia asi que no te habré traumatizado
tanto....A les meves conejitas: Toni...gracies per aportar un toc diferent al
laboratori i per tenir I’'honor de ser la primera persona a la qui vaig esbroncar a
la feina...tot sigui per salvar un pipetus!!!! Gracies per les “juergues”
improvisades, per ser un bon company i ensenyar-me cada dilluns “la chica AS”
aixxxx...m’has canviat la vida!!l. | per acabar I'Edu...gracies per ser tan col-lega,
per ser l'ultim en tancar una juerga, per aportar humor al laboratori i
revolucionar una mica el pati...ja t'ho diré... i gracies per les no-copes a les que
em vas convidar en complir la meva part del tracte!!! Queda pendent, que ho

sapigues.

Per acabar, i espero no haver-me deixat ningu, unes parauletes per la
familia....gracies per convertir-me en qui séc, per estar sempre,
incondicionalment, a les dures i les madures, per entendre els meus silencis i
formar part de la meva vida. Gracies als meus germans, la Eva i en Marc
(aprofito I'avinentesa per desmentir que siguem bessons) per ser els millors
companys que es poden desitjar, i als meus pares, perque no he pogut tenir
una millor sort en el repartiment!! Gracies a tots els que m’heu acompanyat, i

especialment un record pel B., D. i V. per fer-me tan felic.
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1. Determinar el potencial prondstic i diagnostic de I'expressio de hHAVcr-1 en

casos de carcinoma renal de cél-lula clara.

- Correlacio del nivells d’expressié de hHAVcr-1 presents en mostres de
teixit i orina de pacients amb ccRCC amb les caracteristiques anatomo-

patoldgiques i de seguiment clinic.

2. Determinar la funcié de hHAVcr-1 i la seva implicacié en el desenvolupament

i progressio del ccRCC.

- Establiment de linies cel-lulars de sobreexpressio i interferéncia de
hHAVcr-1.

- Estudi dels perfils d’expressié geénica derivats d’aquestes linies
cel-lulars modificades.

- Identificacié i estudi de les diferents vies d’expressio diferencial i de les
molécules diana que correlacionen amb la preséncia o abséncia de la

proteina.

3. Disseny de noves estrategies pel diagnostic, la prognosi i el tractament del
ccRCC.
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1. El Ronyé

Es I'drgan fonamental de I'aparell urinari propi dels vertebrats i participa en
la importacié i exportaci6 de grans volums d’aigua i soluts, en resposta a

diferents situacions fisiologiques.

El rony6 porta a terme les seves accions homeostatiques a través de la
filtraci6 glomerular selectiva, mitjancada per l'elevada pressié sanguinia al
glomerul, la secrecid tubular de toxines i la reabsorci6 de substancies
metaboliques importants. Tots aquests processos s6n els que regulen la
concentracio dels productes finals del metabolisme, la pressid osmotica,

I'equilibri acid-base, la composicié idnica i el volum mitja intern.

El rony6 també intervé en dos mecanismes homeostatics de vital

importancia, portats a terme per hormones, que sén:

- La sintesi i excreci6 de ['Eritropoetina, implicada en la produccio
d’eritrocits per part de la medul-la ossia.

- El manteniment i regulacié de la pressido sanguinia pel sistema Renina-
Angiotensina. El rony6 secreta renina, enzim que catalitza el pas
d’Angiotensindgen a Angiotensina Il, un dels principals vasoconstrictors
arterials i un important estimul per la secrecié d’Aldosterona per part de la

glandula suprarrenal, que regula la quantitat de Na* reabsorbit en el ronyé.
1.1 Anatomia renal

Els ronyons son dos organs parells situats a la part posterior de
'abdomen, sota la caixa toracica, un a cada banda de la columna vertebral.
Cadascun d’ells, esta envoltat per un embolcall fibrés, que forma una ferma
lamina que cobreix tot 'd6rgan. En humans, i en la majoria de mamifers, cada
ronyd s’alimenta d’'una sola artéria renal que prové directament de l'aorta
abdominal de manera que, rep la sang arterial a la maxima pressi6 possible. La
sang un cop filtrada pel glomérul surt del rony6 per la vena renal (Veure Ficura
1). El sistema vascular esta intimament connectat amb les unitats funcionals

del rony0, les nefrones.

7
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vora externa

capsula renal

pol superior escorca

vora interna medul-la

columnes de

Bertin si del rony6

hili renal

calzes majors
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calzes renals

artéria renal menors

piramides
de Ferrein
papil-la
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vena renal

pelvis renal

uréter

pol inferior uréter

Fig. 1| Estructura Renal

Adaptat de www. enciclopedia.cat

L’analisi d’'una secci6 longitudinal renal permet la identificaci6 de dues
zones clarament diferenciades, d’'una banda, una part més externa anomenada
escorca renal o cortex i de l'altra una part més interna anomenada medul-la.
La medul-la esta composada per varies estructures en forma piramidal,
anomenades piramides renals. Cada piramide es divideix en una zona externa

proxima al cortex i una zona interna convergent cap el sinus renal.
1.1.1 La nefrona

Es la unitat funcional del ronyé essent responsable de la filtracid i
purificacié6 de la sang. El nombre de nefrones que conté un ronyd huma es

troba al voltant del milié d’unitats.

La nefrona esta composada per una
porcié glomerular denominada capsula de

Bowman i un tubul que penetra cap a la

medul-la i que es divideix en tres regions
principals: el tubul proximal, la nansa de

Henle i el tabul distal. Una porcié del tubul

distal es connecta amb el glomérul del qual Nefrona

es originari, donant lloc a una estructura

anomenada aparell juxtaglomerular (Veure Figura 2). Fig- 2| Esquema de la nefrona

Adaptat de www. igb.es
Es diferencien dos tipus basics de nefrones, les corticals, en les que els

glomeruls es troben a la part externa del cortex i presenten nanses de Henle

curtes que es mantenen a I'escorga o penetren solament a la part externa de la



Introduccid | 9

medul-la i les juxtamedul-lars, que presenten el glomeérul en el cortex intern i
tenen nanses de Henle llargues, de tal manera que penetren profundament a la

zona interna de la medul-la.

a) El corpuscle renal

Els tdbuls renals s’inicien als corpuscles renals. Aquests, estan constituits
per dues parts: el glomérul i la capsula glomerular o de Bowman, coberta

membranosa que és el inici del tubul proximal.

El glomerul és un cabdell de capil-lars sanguinis units per teixit connectiu.
La sang entra al glomérul per I'arteriola aferent, travessa la xarxa de capil-lars i
surt per I'arteriola eferent de diametre menor. Aquestes dues arterioles, entren i
surten del glomerul pel mateix punt: el pol vascular. Dins la capsula, el glomerul
esta revestit per una capa de cel-lules epitelials anomenades poddcits, que
formen la capa visceral de la capsula de Bowman. Entre aquesta capa i la capa
epitelial parietal de la capsula de Bowman propiament dita, s’hi troba I'espai de
Bowman que té continuitat amb la llum del tabul proximal. Els elements
plasmatics es filtren pels capil-lars glomerulars cap a I'espai de Bowman i el
filtrat glomerular és conduit pel tubul renal. La barrera de filtracié entre la llum
del capil-lar i I'espai de Bowman esta formada per I'endoteli capil-lar, la

membrana basal d’aquest i la capa de podocits.

b) El tubul proximal

Topologicament es distingeixen dos components del tubul proximal, la
pars convoluta o contornejada, que és la continuacié de I'epiteli parietal de la
capsula de Bowman i la pars recta que s’endinsa cap a les zones més internes

de la medul-la renal.

El prototipus de cél-lula tubular epitelial és de forma columnar amb una
membrana apical brush border molt desenvolupada, una membrana basal que
li serveix d’adhesiu i de suport, i un citoesquelet organitzat i molt especialitzat,
que li permet interaccionar amb la membrana plasmatica i les proteines
d’adhesié. La polaritzacio i la distribucioé apical-basolateral d’aquestes cél-lules,

és essencial pel correcte funcionament del tubul.
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La pars convoluta del tubul proximal juga un paper important en la
reabsorcié de Na*, HCOs, CI, K*, Ca?* i PO,%, aigua i soluts organics. Es aqui
on es reabsorbeix aproximadament la meitat de l'ultrafiltrat. La pars recta, esta
implicada en la secreci6 d’acids i bases organiques i amb frequéncia es veu

afectada per 'acumulacié de compostos nefrotoxics.

c) La nansa de Henle

Es un segment del tubul renal en forma de nansa, situat entre el tubul
proximal i el tubul distal que penetra cap a la medul-la renal. Esta formada per
una primera branca descendent, una branca prima ascendent i una branca
gruixuda ascendent. Reabsorbeix al voltant d’'un 25% dels ions Na® i Cl filtrats, i
un 15% d’aigua. La sortida preferent de sodi en relaci6 a I'aigua, determina una
hipertonia del interstici renal, indispensable per a concentrar o diluir 'orina i per

tant mantenir el balang hidric de I'organisme.

d) El tubul distal i col-lector

El tdbul distal, continuaci6 de la nansa de Henle, esta composat
morfologicament de tres segments diferenciats: la branca gruixuda ascendent
de la nansa de Henle, la macula densa (localitzada a I'aparell juxtaglomerular) i

el tubul contornejat distal.

El tabul col-lector, és una estructura tubular del ronyé que recull la orina
procedent dels tubuls contornejats distals de diverses nefrones i desemboca al
conducte papil-lar de Bellini. Es composa de segment cortical i medul-lar i és
'encarregat del manteniment del balan¢ hidric pel control de la hormona

antiditreética.

e) L'aparell juxtaglomerular

Es localitza a la regi6 vascular del glomeérul, on una porcié del tubul distal
de la nefrona entra en contacte amb el seu glomeérul parental. L'aparell
juxtaglomerular s’encarrega principalment de la regulacié de la pressio arterial
a través del control del sistema Renina-Angiotensina (RAS), mitjangant la

secrecié de Renina.
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2. El Carcinoma Renal Cel-lular

El carcinoma renal cel-lular (RCC), també conegut com adenocarcinoma
renal, és la forma de cancer que es desenvolupa a partir de les ceél-lules
epitelials del tubul renal [1]. Es la lesi6 maligna més abundant del ronyo,
representant aproximadament el 85% del total de cancers renals. El 15%
restant el conformen nefroblastomes tals com, els tumors de Wilms, que
representen entre el 5 i el 6% dels casos, neoplasmes cel-lulars transicionals
de la pelvis renal, que representen entre el 7 i el 8% del total dels casos i

diversos sarcomes d’origen renal [2].

El carcinoma renal cel-lular es pot presentar de forma esporadica i de
forma hereditaria. Gran part del coneixement que es té sobre les bases
genetiques del cancer renal, deriva de 'estudi de les formes hereditaries del
mateix [3]. No és una malaltia Unica siné que esta formada per un nombre de
tipus de cancers diferents que tenen com a origen comu les cél-lules epitelials
del tabul renal [4]. Cadascuna d’aquestes malalties, deriva d’un tipus histologic
diferent, presenta una evolucié clinica propia, t€ una resposta diferent a la
terapia i presenta diversos gens implicats en el seu desenvolupament [5]. Aixi
doncs, morfologicament i atenent a la classificacio de la World Health
Organization (WHO) [6], el carcinoma renal cel-lular hereditari es pot subdividir

en les tipologies que es descriuen a continuacio:
2. 1Tipus tumorals i patogénesi molecular:

a) Carcinoma renal cel-lular de cél-lula clara

El carcinoma renal de cél-lula clara (ccRCC, clear cell Renal Cell
Carcinoma), representa el subtipus de RCC més comu [7] i en un primer
moment va ser conegut a la literatura com a tumor de cel-lula granular, tumor

Grawitz o hipernefroma [8].

El ccRCC és una lesid principalment solitaria i maligna que s’origina a
partir del cortex renal. Les cél-lules que es proposen per ser les d’origen, sén
les cél-lules del tubul proximal renal. Una examinaci6 més acurada revela la
preséncia d’una lesié groguenca, ben definida i arrodonida amb hemorragies

multifocals i necrosi. Una examinacié microscopica, posa en evidéncia una gran

11



12 | Introduccié

varietat de patrons histologics entre els que destaquen patrons alveolars i
solids envoltats de vasos prims. Les cel-lules tipicament mostren un citoplasma
clar degut a cumuls de lipids i glicogen. Ocasionalment, pot ser detectat un

citoplasma granular eosinofilic.

Les caracteristiques nuclears son utilitzades pel sistema de gradacié de
Fihrman [9] per tal de proporcionar informacié pronostica [10], de manera que
cada grau patologic queda definit per les caracteristiques que a continuacié es
detallen: Grau I, les cél-lules presenten nuclis petits i uniformes; Grau Il, és
caracteritzat per cel-lules amb una cromatina granular oberta sense nucleols
evidents; Grau lll, on s’identifiquen prominents nucléols; Grau IV, es defineix
per la preséncia de macronucleols i pleomorfisme nuclear. EI grau més alt
identificat dins de la lesio és el que determina el grau total del RCC. La citologia
d’'un ccRCC, obtinguda per aspiracié6 amb agulla fina (FNA), demostra petits
grups d’estructura papil-lar i una disposicié de les cél-lules formant estructures
en forma de flor. Les cél-lules individuals poden contenir un citoplasma clar,
granulat o multivacuolat. Els nuclis sovint presenten relacions baixes

nucli:citoplasma i lesions d’elevat grau poden presentar nucléols vermells.

El diagnostic del ccRCC, com el d’altres subtipus de RCC, es basa
principalment en caracteristiques morfologiques. Els casos de ccRCC
immunoreaccionen amb I'anticos RCC [11], cosa que pot ser util per distingir
lesions metastatiques amb caracteristiques de cél-lula clara. Altres
immunotincions amb CD10 [12], I'antigen de membrana epitelial [13] i
citoqueratines [14,15], han estat examinades sense obtenir resultats concloents

a I'’hora de distingir entre els diferents subtipus de RCC.

La supervivencia dels pacients amb ccRCC es correlaciona bé amb
I'estadiatge patologic aixi doncs, un augment en I'estadiatge es caracteritza per
tumors amb una mida gran, amb extensi6 cap a la vena renal o invasio cap al
greix perirenal. La propagacié metastatica del ccRCC es dbna cap a pulmons,
0ssos i ndduls limfatics. Llocs inusuals tals com, glandules tiroides, cor, melsa i

pancrees, poden donar-se perod en estadis de ccRCC molt avancats.

Per la técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization), I'analisi de

LOH (Loss-of-heterozygosity analysis) i I'analisi de CGH (Comparative genome
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hybridization) s’han determinat delecions del cromosoma 3p que han posat en
evidéncia que aquest pot ser un esdeveniment primerenc en la patogénesi del
ccRCC [16,17,18]. Les regions especifiques del cromosoma 3 que soOn
delecionades, inclouen la posicié 3p25-26 on es troba el gen vhl (von Hippel-
Lindau), 3p21-22, i 3p13-14 [19,20,21,22,23]. El locus vhl també és afectat en
ccRCC per mutacions i metilacions del DNA [24]. Locus addicionals afectats,
identificats per LOH, que demostren una pitjor prognosi de la malaltia inclouen
els cromosomes 9p, 14q, 17p i 10q [24,25,26,27,28].

La malaltia de von Hippel-Lindau és un sindrome rar i autosomic
dominant que cursa per angiomes retinals, hemangioblastomes del sistema
central nervioés, feocromocitomes, i carcinoma renal cel-lular de cél-lula clara
(Veure Ficura 3) [29]. El gen supressor tumoral Von Hippel-Lindau (vhl) va ser
identificat al 1993 [30]. En aquesta malaltia, un dels al-lels del gen vhl és heretat
amb una mutacié. Lesions focals associades, tals com el carcinoma renal
cel-lular, apareixen amb la inactivacié o el silenciament de l'al-lel de vhl restant.
Defectes al gen de vhl, semblen ser els responsables també del 60% dels
casos de carcinoma renal de cél-lula clara esporadics, els quals, representen la
major proporcié de tots els casos de carcinoma renal cel-lular [31]. La proteina
VHL, funciona com un supressor tumoral, inhibint el creixement cel-lular quan
és reintroduit a cél-lules de carcinoma renal cel-lular en cultiu [32,33]. Els gens
induibles per hipdoxia sén normalment inhibits per la proteina VHL, incloses
certes proteines involucrades en 'angiogénesi (com per exemple, el vascular
endothelial growth factor (VEGF)), el creixement cel-lular (transforming growth
factor alpha (TGF-a)), la captacio de glucosa (per exemple, el transportador de

glucosa (GLUT-1)) i el balang acid-base (carbonic anhidrasa IX) [34].

Amb la perdua de VHL, aquestes proteines s6n sobreexpressades, creant
un microambient favorable per la proliferacié de les cél-lules epitelials. Aixi,
cél-lules deficients en la proteina VHL esdevenen tal com si fossin hipoxiques
inclus en condicions de normoxia. La proteina VHL, juntament amb les
proteines elongines B i C, s’'uneixen a la proteina cul2 (membre de la familia
culina de les proteines ubiquitina-lligases), indicant que una part de la proteina
VHL, actua com a subunitat receptora del complex ubiquitina-lligasa que

promou la ubiquitinacié i destruccioé de proteines [35,36]. VHL uneix directament
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els activadors factors transcripcionals induibles per hipoxia, HIF-1a i HIF-2q, i
els desestabilitza [37]. Aquestes vies regulades per la proteina VHL soén
estudiades com a possibles dianes terapéutiques pel tractament del carcinoma
renal de cél-lula clara. HIF és un regulador clau en la resposta a hipoxia en
organismes multicel-lulars. Aixi doncs, la proteina VHL té un paper central en
els mecanismes sensors d’oxigen. Per que la unié de HIF-1a a VHL es doni, un
residu prolina ha de patir una hidroxilacié, cosa que constitueix una modificacio
proteica poc usual [38,39]. La hidroxilacid6 d'un residu asparagina, bloqueja la
interaccio de HIF-1a amb el coactivador trascripcional p300 [40]. Aixi,
nombroses passes d’hidroxilacié cooperen per tal d’'inhibir I'activitat de HIF-1a.
Per tal de correlacionar el genotip amb el fenotip de la malaltia, s’han avaluat
mutacions en VHL que determinen I'efecte en la ubiquitinacié de HIF-1a. En
aquest sentit, s’ha trobat que les mutacions de VHL que alteren el
processament de HIF-1a sén les mateixes que aquelles que estan associades
amb manifestacions vasculars de la malaltia de von Hippel-Lindau, tals com,
'hemangioblastoma [41,42]. Donat que el carcinoma renal cellular es
desenvolupa en un subgrup de pacients amb hemangioblastoma, la
sobreexpresié de HIF-1a sembla ser necessaria perd no suficient per induir la
tumorigénesi renal. Amb tot, HIF-1a es presenta com a factor clau i de vital
importancia per la patogenesi de la malaltia. La inhibicié de HIF induida per
VHL és suficient per tal de suprimir el creixement cel-lular del carcinoma renal

de cel-lula clara en models preclinics [43,44].

La proteina de matriu cel-lular fibronectina [45] aixi com la chaperonina
TRIC/CCT [46] i el factor de transcripcié Jade1 [47,48,49], sbn molécules que
interaccionen amb la proteina VHL de forma depenent a les mutacions de VHL,

suggerint que deuen també contribuir a la patogenesi de la malaltia.
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Fig. 3 | Representacié esquematica, mitjangcant diagrames de Venn, de I'espectre clinic de la malaltia de von
Hippel-Lindau i de potencials mecanismes biologics. Les tres principals manifestacions de la malaltia de von
Hippel-Lindau (’hemangioblastoma del SNC, el feocromocitoma i el ccRCC) sén representades mitjangant diagrames
de Venn. A) La malaltia de VHL tipus 1, és la més comu i inclou casos de ccRCC i hemangioblastoma del SNC, és la
que deriva de les principals afeccions a la proteina de VHL tals com aquelles resultants de mutacions truncants. La
malaltia de VHL tipus 2 deriva de mutacions més subtils de VHL i inclou al feocromocitoma amb 1, 2 o cap de les
alteracions descrites anteriorment. Aixi doncs, el subtipus 2B predisposa als pacients a patir les 3 malalties, el 2A
hemangioblastomes i feocromocitomes i el 2C només feocromocitomes. B) L’espectre de manifestacions de la malaltia
de VHL suggereix la implicacié de vies bioquimiques especifiques per exemple, les mutacions en el gen de VHL que
interrompen la ubiquitinacié i destruccid6 de HIF-a sén les mateixes que aquelles que correlacionen amb lesions
d’hemangioblastoma. Les mutacions de VHL tipus 2A interrompen el processament de HIF-a perd no causen RCC,
suggerint que altres vies addicionals han de ser interrompudes per tal que es desenvolupi un cancer renal.
Aquestes vies de senyalitzaci6 sén anomenades vies X. Els feocromocitomes poden desenvolupar-se a partir de
mutacions en el gen de VHL que no afectin al processament de HIF-a (conegudes com a vies de senyalitzaci6 Y). Aixi
la sobreexpressié de HIF-a es correlaciona amb el desenvolupament d’hemangioblastomes i sembla ser necessaria
pero no suficient per induir la tumorigénesi renal i no és necessaria per la inducci6 dels feocromocitomes.

Adaptat de Cohen et al.[29]

b) Carcinoma renal cel-lular papil-lar

El carcinoma renal cel-lular papil-lar presenta una taxa de supervivéncia
als cinc anys del 90% i una predominanga homes front dones de 5:1. El
carcinoma renal cel-lular papil-lar localitzat, metastatitza menys freqiientment
que el carcinoma renal cel-lular de cel-lula clara [50]. Malgrat aixo, el interval de
supervivencia del carcinoma renal cel-lular papil-lar metastatic és probablement
pitjor al que presenta el carcinoma renal de cél-lula clara [51]. El risc a patir els
dos tipus de malaltia és particularment elevat en pacients en I'tltim estadi d’'una

malaltia renal.

Existeixen dos subtipus de carcinoma renal cel-lular papil-lar: els tumors
tipus U, que soén lesions papil-lars, cobertes per petites cél-lules que presenten
un citoplasma pal-lid i un petit nucli ovalat amb els nucléols indistingibles, i els

de tipus dos, que son lesions papil-lars cobertes per cel-lules de gran mida amb
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abundant citoplasma eosinofilic [52]. Les ceél-lules tipus dos estan
caracteritzades per presentar pseudoestratificacio i un gran nucli esféric amb
varis nucléols. Aquests tumors tipus dos son generalment més heterogenis,

tenen una pitjor prognosi, i poden desenvolupar-se a partir dels de tipus U [53].

El carcinoma renal cel-lular papil-lar inclou varis sindromes familiars. El
carcinoma renal papil-lar hereditari, €és un desordre autosomic dominant
associat al carcinoma renal cel-lular multifocal amb caracteristiques
histoldgiques similars a les descrites pel carcinoma renal papil-lar tipus U [54,55].
El gen causal, mutacions en el qual son responsables del carcinoma renal
papil-lar hereditari, ha estat identificat al cromosoma 7 (cromosoma que es
troba duplicat en el 75% dels casos de carcinoma papil-lar esporadic ) i codifica
per MET, un receptor tirosina quinasa que és normalment activat pel factor de
creixement d’hepatocits [56]. En el carcinoma renal papil-lar hereditari, el domini
tirosina quinasa del receptor MET, pateix mutacions per substitucions
aminoacidiques autoactivants, les quals, promouen la transformaci6é cel-lular
[57]. Consequentment, el cromosoma 7, que porta la mutacié a met, és duplicat,
augmentant aixi la carrega genica [58,59]. Només un petit percentatge dels
casos de carcinoma renal esporadic tenen mutacions a met. Aixi, la patogénesi
del carcinoma renal hereditari és diferent a la del carcinoma renal papil-lar

esporadic.

Pacients amb leiomiomatosi hereditaria i sindrome de carcinoma renal
cel-lular, presenten risc a patir leiomiomes cutanis i uterins i carcinoma renal
papil-lar amb caracteristiques histologiques de tipus dos [60]. Ocasionalment, es
donen també casos de carcinoma renal de tubul col-lector o de cel-lula clara.
Aquests casos de carcinoma renal papil-lar metastatitzen rapidament i sén els
més agressius dels de tipus familiar [61]. Fh, el gen que causa aquest sindrome
autosomic dominant, codifica per la fumarat hidratasa, enzim del cicle de Krebs
[62]. Amb la pérdua del gen tumor supressor, 'al-lel salvatge es perd en casos
de leiomiomatosi hereditaria aixi com, en lesions de carcinoma renal cel-lular

[63].

En la mateixa linia, han estat descrits casos de carcinoma renal cel-lular

amb caracteristiques histologiques solides o casos de cél-lula clara en pacients
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que presenten el sindrome hereditari paraganglioma. Algunes formes de
paraganglioma hereditari estan associades a defectes en la linia germinal en el
gen de la succinat deshidrogenasa B [64]. La proteina, és un altre enzim

mitocondrial del cicle de Krebs.

Aixi doncs, es pot concloure que existeix una estreta connexié entre la
produccié d’ATP cel-lular, les respostes per hipoxia i la tumorigénesi en teixits

renals i neuronals.

Un nombre de casos de carcinoma renal papil-lar esporadic presenten
translocacions cromosomiques que impliquen el gen tfe3 localitzat al
cromosoma Xp11.2 [65,66,67]. Nens i adults joves son afectats sense cap
predileccid pel sexe, i les caracteristiques histologiques podrien correspondre a
casos de carcinoma renal cel-lular papil-lar, carcinoma renal cel-lular de cél-lula
clara o a un unic tipus de patologia. El gen tfe3 codifica per a un factor de
transcripcio hélix-loop-hélix relacionat amb el producte del proto-oncogen c-
myc. Dominis clau TRE3 es fusionen amb altres productes génics, i el

carcinoma renal cel-lular condueix a la sobreexpressié de TFES3.

c) Oncocitoma i carcinoma renal cel-lular cromofob

Els Oncocitomes, que sén benignes, representen aproximadament el 5%
de les nefrectomies realitzades per la sospita de trobar-se davant un carcinoma
renal cel-lular. Els carcinomes renals cel-lulars cromofobs, també representen
el 5% del total de casos de carcinoma renal cel-lular i poden tenir un curs
benigne després de la cirurgia, si és que l'estadiatge del tumor i el grau sén
favorables [68,69]. Els Oncocitomes s’originen a partir de les cél-lules
intercalades tipus A del tubul col-lector, mentre que el carcinoma renal cel-lular
cromofob s’origina a partir de les cél-lules intercalades tipus B.

El sindrome Birt-Hogg-Dubé és una malaltia autosomica dominant
caracteritzada per la preséncia de fibrofoliculomes a la cara i al coll del pacient
[70,71,72,73].

Aproximadament el 15% dels pacients afectats, tenen tumors renals multiples,
la majoria de vegades cromofobs, perd també poden ser barreges dels tipus

cromofob i oncocitomes. Ocasionalment, pacients amb el sindrome de Birt-
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Hogg-Dubé poden presentar també carcinomes renals de cél-lula clara o
papil-lars. El gen bhd, implicat en el desenvolupament d’aquest sindrome,
codifica la proteina Foliculina [74], que es creu que té un paper de supressor
tumoral. Mutacions a bhd, es donen rarament en carcinomes renals cel-lulars
esporadics [75,76]. El fenotip renal del sindrome, dbéna suport a la existéncia

d’una estreta relacié entre 'oncocitoma i el carcinoma renal cromofob.

d) Carcinoma renal cel-lular del tubul col-lector

Els carcinomes renals cel-lulars dels tubul col-lector representen menys
d’'un 1% del total de cancers renals i sén considerats tumors agressius. El
subtipus de carcinoma renal de tubul col-lector és similar al carcinoma cel-lular
transicional de I'uroteli.

A la Ficura 4 es mostra una representacio histologica dels diferents

subtipus de carcinoma renal cel-lular:

Human Renal Epithelial Neoplasms

Papillary Type 2 Chromophobe Oncocytoma

10% 5% 5%
. ~ =
VHL
Gene Met FH BHD

Fig. 4 | Subtipus tumorals de RCC. El cancer renal esta conformat per un nombre de tipus de cancer diferents que
tenen lloc al rony6. Cadascun d’ells presenta un tipus histologic diferent, t& una evolucioé clinica diferent i esta associat
a alteracions geniques diferents.

Adaptat de Linehan et al. [4]
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2.2 Incidéncia

La incidéncia anual del RCC a la Unié Europea és d’ aproximadament
40.000 nous casos mentre que, més de 200.000 casos son diagnosticats arreu
del moén cada any. La incidencia global dels carcinomes renals cel-lulars
primaris ha augmentat en els darrers 20 anys d’'un 2 a un 4 % per any. La ratio

Home:Dona és de 2:1 [77].

El carcinoma renal cel-lular és molt més freqlent entre la poblacié
Escandinava i Nord americana mentre que una incidéncia menor la presenten
Asiatics i Africans. La majoria de casos es donen en persones d’edat compresa

entre el 50 i els 70 anys d’edat pero inclus pot ser observat en nounats.
2.3 Etiologia

Els principals factors de risc del carcinoma renal cel-lular sén la obesitat,
el tabaquisme, la hipertensio, factors hereditaris i casos de fracas renal cronic
[78]. Una dieta rica en fruita i vegetals sembla exercir un efecte protector davant

la malaltia.

Pacients de dialisi a llarg terme, presenten propensié a desenvolupar
quistos als seus ronyons nadius i varis d’aquests pacients desenvolupen
carcinoma renal cel-lular [79]. En concret, entre el 30 i el 50% dels pacients de
dialisi a llarg terme desenvolupen malaltia quistica adquirida i fins a un 6%

d’aquests pacients desenvolupen cancer renal [80].
2.4 Biologia molecular

A les darreres décades, ha tingut lloc una explosié d’informaci6 sobre les
bases moleculars d’'una gran varietat de cancers, inclos el carcinoma renal
cel-lular. Al 1979, Cohen et al. [81] van descriure una cohort de pacients en una
familia que presentava carcinoma renal cel-lular familiar amb un patrd
d’heréncia autosomic dominant. Proposaren una translocacio reciproca entre el
bra¢ curt del cromosoma 3 i el brag llarg del cromosoma 8. Tots els membres
de la familia amb la translocaci6 3-8 desenvoluparen carcinoma renal cel-lular,
que usualment era bilateral. Un estudi addicional va demostrar que aquesta

translocacié del cromosoma 3 al 8 involucrava a I'oncogen cel-lular c-myc [82].
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Varis estudis han suggerit un possible paper del cromosoma 3 a la
etiologia del carcinoma renal cel-lular no familiar. Estudis realitzats per Carroll
et al. [83] aixi com per Yoshida et al. [84] suggereixen rearranjaments al

cromosoma 3.

El grup de Zbar et al. va trobar evidéncies de delecions en la seqiéncia d’
ADN al brag¢ curt dels cromosomes 3 i 11 en pacients amb carcinoma renal
cel-lular [85]. A més, Rukstalis et al. van identificar una deleci6é al cromosoma 6

d’aquests pacients [86].

Les formes esporadiques i familiars del carcinoma renal cel-lular es troben
associades amb alteracions estructurals del bra¢ curt del cromosoma 3 o 3p(1-
3). Tal i com s’ha esmentat anteriorment, la malaltia de Von Hippel-Lindau
(VHL) és un desordre familiar caracteritzat pel desenvolupament de multiples
tumors, incloent el carcinoma renal cel-lular bilateral, feocromocitomes,
hemangioblastomes del sistema nerviés central, angiomes retinals, i quistos
pancreatics. El patr6 d’heréncia és autosomic dominant. Hi ha una pérdua
d’heterogozicitat de la regié 3p en el carcinoma renal cel-lular i en altres tumors
en pacients amb la malaltia de VHL [87]. El gen de vhl ha estat localitzat a la

regio 3p(25-26) del cromosoma 3 [88].

Analisis moleculars genetiques del carcinoma renal cel-lular esporadic, i
de linies cel-lulars derivades de carcinoma renal cel-lular huma, revelen una
pérdua d’heterogozicitat del cromosoma 3p en aproximadament el 90% dels
tumors i en la practica totalitat dels carcinomes renals cel-lulars de cél-lula
clara. Mutacions del gen vhl han estat observades en el 57% d’una série de 98
casos de carcinoma renal cel-lular esporadic avancgat i localitzat. No s’han
trobat mutacions al gen vhl/ en una serie de 119 tumors estudiats d’origen no
renal, cosa que suggereix que la pérdua de funcié del gen vhl és critica pel

desenvolupament del carcinoma renal cel-lular esporadic [89].
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2.5 Caracteristiques cliniques

Una de les caracteristiques principals del RCC és la falta de
simptomatologia que evidencii la seva aparicid, cosa que provoca que
aproximadament un ter¢ dels pacients presentin metastasi en el moment del
diagnostic. Aixi doncs, el carcinoma renal cel-lular pot presentar-se amb una
gran varietat de manifestacions cliniques, poc especifiques per a la malaltia,
que van des de la classica presentacio de la triada d’hematuria, dolor i massa
renal palpable, fins als més complexes simptomes com els del sindrome
paraneoplasic. La classica triada indica pacients amb malaltia avancada i és
vista en menys del 10% de malalts. De forma molt més comu, els tumors renals

sén descoberts de forma accidental durant estudis diagnostics diversos.

L’hematuria és el simptoma més comu de presentacié. Es manifesta en el
50% de pacients amb carcinoma renal cel-lular, perd usualment és observat
nomeés en el cas que el tumor hagi envait el sistema col-lector [90]. Els pacients
poden manifestar dolor, si presenten formacié de coaguls amb colics associats.
Les masses renals palpables fonamentalment sén trobades en pacients
pediatrics. Aquells tumors localitzats al pol renal inferior sbn més facilment
palpables. La massa normalment presenta una consisténcia dura i es mou amb
la respiraci6. Un nombre considerable de pacients amb carcinoma renal

cel-lular presenten simptomes sistémics.

Aixi doncs, el carcinoma renal cel-lular pot manifestar-se amb una gran
varietat de patrons simptomatics diferents, que poden suggerir altres patologies
de forma equivoca. La febre d’origen desconegut, la policitémia, la pérdua de
pes o lanémia també es poden donar. Les nombroses manifestacions
humorals i sistemiques del carcinoma renal cel-lular sbn conegudes amb el
nom de sindromes paraneoplasics. Les freqiiéncies d’aquests efectes sistéemics

es troben classificats a la Taura 1.
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TAULA 1. Frequéncia d’efectes sistémics en pacients amb RCC

Simptoma Incidéncia %
ESR elevat 362/651 55.6
Anémia 409/991 41.3
Hipertensié 89/237 37.6
Caqueéxia 338/979 34.5
Piréxia 164/954 17.2
Test de funcié hepatica anormal 60/400 15.0
Fosfatasa alcalina elevada 64/434 14.7
Hipercalcemia 33/557 5.7
Policitémia 33/903 3.7
Neuromiopatia 13/400 3.3
Amiloidosi 12/573 2.1

ESR: taxa de sedimentacio d’eritrocits

Adaptat de Chisholm GD and Roy RR.[91]

2.6 Avaluacié radiografica.

Existeix una gran varietat d’estudis d'imatge que permeten determinar si
una massa renal és benigna o maligna (Veure Ficura 5). Malgrat tot, inclus amb
la disponibilitat d’aquestes modalitats diagnostiques que inclouen, la urografia
excretora, la tomografia computacional (CT), l'arteriografia, la venografia, la
ultrasonografia, i la imatge per ressonancia magnética (MRI), un cert nombre
de pacients presenten una massa renal indeterminada. Es important poder
separar quists renals benignes de neoplasmes solids, molts dels quals, sén
malignes [92]. De totes les técniques d’avaluacié radiografica existents,

destaquem a continuacié aquelles que s’empren majoritariament:

a) Urografia intravenosa

La urografia excretora és sovint emprada en I'avaluacio inicial de pacients
amb hematuria que generalment mostren una lesié per massa renal. Tumors de
mida moderada, generalment a la part posterior del rony6, poden passar

desapercebuts. El principal criteri diagnostic és la distorsio del sistema
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col-lector. Altres senyals com, la pérdua de visualitzacié d’'una part del sistema
col-lector o una distorsié del contorn renal, poden suggerir I'existéncia d’'una

massa renal.

La nefrotomografia, ajuda a eliminar la distorsié de la capsula de Bowel i
pot delimitar els marges laterals del ronyd més clarament. Aquesta prova és
d’importancia quan es vol diferenciar entre lesions quistiques i solides. Un quist
benigne, sol mostrar en aquest tipus de prova una forma definida, mentre que

la massa sol ser radiograficament translucida.

Finalment, podem dir que la urografia intravenosa ens proporciona una

important informacié respecte el rony6 contralateral.

b) Tomografia Computacional (CT)

La tomografia computacional ha esdevingut la técnica d’imatge elegida per
a la diagnosi i l'estadiatge del carcinoma renal cel-lular. Aquesta técnica
proporciona la visualitzacié de I'anatomia per secci6é creuada, cosa que permet
relacionar les lesions del ronyd amb estructures col-laterals, com el fetge, la
melsa o la glandula adrenal. Els resultats son reproduibles i és una tecnica
menys invasiva que l'arteriografia. La CT pot oferir més informacié sobre I'estat
de la vena inferior cava tot i que, estudis addicionals poden ser necessaris.
Amb la tecnologia espiral, la CT permet una reconstruccio tridimensional, cosa

que pot ser d’extrema utilitat per a la planificacié de la cirurgia [93,94].

c) Imatge per Ressonancia Magnética (MRI)

La ressonancia magnética, és una modalitat molt util per a la avaluacié de
I'afectaci6 de la vena renal o de la vena cava inferior en pacients amb
carcinoma renal cel-lular. La possibilitat de produir una imatge tridimensional
del tumor pot ser d’incalculable valor, juntament amb els escaners parasagitals
i de seccio6 creuada. Perd més important que tot aixo, la MRI (especialment
amb I'us de noves técniques com la técnica Grass) é€s capa¢ de visualitzar el
flux a través dels vasos majors i discriminar acuradament entre la preséncia o
abséncia de trombus a la vena cava inferior. La MRI ha esdevingut el
procediment d’eleccié per acotar la implicacié de la vena renal i/o de la vena

cava [95]. Cal destacar també com a avantatge de la técnica, la seva naturalesa
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no invasiva. A la Ficura 5 es mostra un diagrama que explica les etapes a

seguir durant la diagnosi d’'un cas de RCC:

HEMATURIA
(U/S ACCIDENTAL O
TROBALLA PER CT)

|

IVP
ESCANNER CT AMB
CONTRAST
AVALUACIO
METASTATICA
AVALUACIO IVC
l Fig. 5 |Diagnosi del RCC.
On: CT: tomografia computacional,
EXTIRPACIO IVC: vena cava inferior, IVP:
. pielografia intravenosa i U/S:
QUIRURGICA ultrasonografia

2.7 Estadiatge i grau tumoral

a) Estadiatge clinic

Un cop s’ha establert el diagnostic de carcinoma renal cel-lular, I'atencio
ha de recaure sobre I'extensié i les implicacions del mateix, tant en llocs
distants com locals. Les metastasis més comunes derivades d’aquest tipus
tumoral es localitzen en noduls limfatics, pulmé, ossos, fetge, glandula adrenal
ipsolateral i al rony6 contralateral. La tomografia computacional (CT), és util per
tal d’avaluar llocs on es puguin desenvolupar possibles metastasis. La
radiografia de pit aixi com la tomografia computacional de pit, s'utilitzen per

trobar possibles llocs on es desenvolupen metastasis pulmonars.
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La CT del cervell esta normalment reservada a pacients amb simptomes

d’'implicacié a nivell del sistema nervios central [96].

b) Classificacié patologica

Les caracteristiques histologiques dels tumors primaris es tenen en
compte pel que fa a la prognosi, malgrat aixo, I'extensié del tumor en el
moment de la reseccid sol ser el factor pronostic més important, encara que,
també cal considerar la mida del tumor [97]. Les caracteristiques
microscopiques d’un patro papil-lar, estan associades a una millor prognosi [98].
Per altra banda, diferents subtipus tumorals metastatitzen a llocs diferents i
aquells pacients amb tumors composats per cél-lules clares, tenen una millor
taxa de supervivencia als cinc anys que aquells composats per cél-lules
granulars (58% davant 46%) [99].

La variant sarcomatoide del carcinoma renal cel-lular, que forma un tumor
molt més anaplasic, presenta la pitjor prognosi amb una taxa de supervivéncia
durant el primer any del 46% dels pacients i una del 37% durant el segon any
[100]. L’avaluacié de les caracteristiques nuclears també té importancia pel que
fa a la prognosi, aixi doncs, un grau tumoral elevat és associat amb una

disminucié de la taxa de supervivéncia als 5 anys.

c) Estadiatge patoldgic

El tret més important pel que fa a la prognosi per un pacient amb
carcinoma renal cel-lular és I'estadiatge patologic quan el tumor és diagnosticat
i tractat en una etapa primerenca del seu desenvolupament. Estudis pre-
quirurgics poden donar alguns indicis de I'extensié i I'abast, especialment pel
que fa a l'abast a distancia, perd un estadiatge primerenc acurat, depén de
I'avaluacié histologica del tumor extret (Veure Ficura 6). El métode més emprat
per I'estadiatge patologic de la malaltia avui en dia i que és d’us general, va ser
proposat per Flocks i Kadesky [101] i posteriorment modificat per Robson [102] i

es mostra a la seglent taula:
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TAULA 2. Gradacio patologica del Carcinoma Renal Cel-lular

Grau

Caracteristiques

El tumor es troba confinat dins la capsula renal.

El tumor envaeix la capsula renal pero es troba
confinat dins la Gerota Fascia.

El tumor ha envait els noduls limfatics locals,
la vena renal ipsolateral o la vena cava inferior.

Existeixen indicis de |la preséncia de metastasi
distal o implicacié d’oérgans adjacents diferents a

la glandula adrenal ipsolateral.

Adaptat de FLocks RH i Kadesky MC [101] i Robson CJ et al. [102].
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Stage |
Tumor <7 cm in greatest dimension and

limited to kidney; 5-year survival, 95%

Stage Il
Tumor >7 cm in greatest dimension and

limited to kidney; 5-year survival, 88%

Stage Il

Tumor in major veins or adrenal gland,
tumor within Gerota’s fascia, or
1 regional lymph node involved;
S-year survival, 59%

Stage IV

Tumor beyond Gerota's fascia or
>1 regional lymph node involved;
S-year survival, 20%

Fig. 6 | Perspectiva general de I'estadiatge patologic i les taxes de supervivéncia als cinc anys pel cancer renal.

Adaptat de Cohen et al. [29]

El sistema de classificacié tumoral que s’utilitza en la majoria de tumors
soOlids s'Tanomena TNM i té en compte la mida del tumor i el grau d’invasio local
(T), el nombre, mida i localitzacié dels noduls limfatics (N), i la preséncia o

abséncia de metastasis distants (M). En les segients taules es presenta aquest

sistema de classificaci®6 amb més detall:
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TAULA 3. Definicié del TNM per Carcinoma Renal Cel-lular

Tumor (T)

X El tumor primari no pot ser avaluat.

TO No hi ha evidencia de I'existéncia de tumor primari.

T1 Tumor de 7.0 cm o menor limitat al rony6.

T2 Tumor de més de 7.0 cm limitat al ronyé.

T3 El tumor s’extén cap a la vena major o
envaeix la glandula adrenal o teixits periférics
perd no la Gerota Fascia.

T3a El tumor envaeix la glandula adrenal o
teixits periférics pero no la Gerota Fascia.

T3b El tumor s’extén cap a les venes renals
perd no la Gerota Fascia.

T4 El tumor envaeix cap a la Gerota Fascia.

Noduls limfatics locals (N)

NX
NO
N1
N2

N3

Noduls limfatics locals no poden ser avaluats.
No hi ha metastasi a noduls limfatics locals.
Metastasi a un Unic nodul limfatic de 2.0 cm o menor.

Metastasi en un Unic nodul limfatic de més de 5.0 cm
o de multiples noduls cap d’ells més gran de 5.0 cm.

Metastasi en un nodul limfatic de més de 5.0 cm.

Metastasis distals (M)

MX
MO
M1

La presencia de metastasis distals no pot ser avaluada.

No hi ha metastasis distals.

Hi ha metastasis distals.

Adaptat de Fleming D et al [103].
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TAULA 4. Agrupacio per estadiatge del RCC

Estadiatge
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
I T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3a NO,N1 MO
T3b  NO,N1 MO
\Y] T4 - MO
—  N2,N3 MO
— — M1

Adaptat de Fleming D et al [103]

2.8 Tractaments quirurgics

El tractament elegit pel carcinoma renal cel-lular és I'extraccié quirurgica
(Veure Ficura 7). La nefrectomia radical, consisteix en una lligacié de I'arteria
renal, la vena renal i una extraccioé en bloc del ronyé amb la fascia de Gerota .
El concepte de nefrectomia radical amb I'excisié complerta de I'embolcall de
Gerota, va ser impulsat per Robson i col-legues [104] que varen veure una taxa
de supervivéncia als cinc anys del 66% comparat amb el 48% de la nefrectomia
simple. Aixi doncs, la nefrectomia radical ha esdevingut el procediment a seguir

pel tractament de la malaltia. Els resultats sbn comparables amb la nefrectomia

radical per laparoscopia o oberta.

<4cm

}

Nefrectomia parcial

>4 cm o multiple

|

Nefrectomia radical
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Ronyd contralateral Ronyd solitari
normal
Nefrectomia radical Nefrectomia parcial

Immunoterapia

}

Resposta clinica

}

Nefrectomia Fig. 7 | Terapia pel RCC

La nefrectomia parcial ha estat molt utilitzada en els darrers deu anys, pel
tractament de tumors petits (de menys de 4 cm) [105,106]. El seguiment després

del tractament definitiu depén també de la mida del tumor [107].

Es disposa, avui en dia, de diverses aproximacions que asseguren portar
a terme el procés amb éxit perod, independentment de I'aproximacié quirurgica
en ultim terme triada, cal tenir en compte que la lligacié del peduncle vascular
és important a I'hora de prevenir una possible disseminacié tumoral en el

moment de I'operacié. Algunes d’aquestes aproximacions quirurgiques son:

a) Limfadenectomia local

S’ha vist implicacio dels noduls limfatics regionals o periadrtics en gairebé
el 25% dels pacients amb carcinoma renal cel-lular [108]. En aquests casos,
s’acostuma a realitzar juntament amb la nefrectomia una limfadenectomia local.
El principal valor de la deteccié de la implicacié nodular té a veure amb factors

pronostics. Aixi doncs, aquest factor pot ser important a I'’hora de dissenyar
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assajos per terapies adjuvants, ja que la taxa de supervivéncia als cinc anys
en pacients amb afectacié de ndoduls és substancialment menor a la de

pacients amb tumors de grau | o Il.

b) Implicacié de la vena renal i vena cava inferior

Aproximadament un 5% dels pacients amb carcinoma renal cel-lular
presenta implicacioé de la vena renal o la vena cava inferior. La invasioé tumoral
de la vena cava inferior o la vena renal, usualment apareix com a un trombus
ben vascularitzat cobert per la seva propia superficie. Aixd té una importancia
cabdal a I'hora de planejar la cirurgia. En aquestes circumstancies i en
abséncia de metastasis demostrables, la nefrectomia radical es porta a terme
amb una lligacié primerenca de l'arteria renal pero, sense manipulacié de la

vena renal.

La taxa de supervivencia a cinc anys després d’'una nefrectomia radical
per pacients de carcinoma renal cel-lular de grau | és aproximadament del 94%
mentre que pacients amb lesions de grau Il presenten una taxa del 79%.
Aquells pacients que presenten afectacié de la vena renal o la vena cava
inferior, tenen una taxa de supervivéncia de entre un 25 i un 50%, i pacients
amb un nodul limfatic afectat o extensié extracapsular tenen taxes d’ entre un
12 iun 25% [109] .

En pacients als qui s’ha portat a terme I'extraccié d’un trombus de la vena
renal o la vena cava inferior, las taxes de supervivéncia a cinc anys son d’ entre
un 25 i un 50%. Aquells pacients amb un grau IV de la malaltia presenten taxes
menors al 5% [110].

TAULA 5. Correlacio entre la taxa de supercicéncia als 5 anys i I’estadiatge
patologic en pacients amb RCC

Estadiatge patologic No. pacients  Supervivéncia (5anys%)
| 36 51.0
] 54 58.5
Implicacié de la vena renal 21 64.0
Implicacié de la IVC 7 254
I 8 12.3

\Y) 32 0

IVC= vena inferior cava

Adaptat de Waters WB and Richie JP [111]
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2.9 Tractaments meédics.

Les terapies meédiques s’ofereixen principalment a pacients que pateixen o
bé carcinoma renal cel-lular metastatic o bé una vessant de la malaltia
avancada. Cal tenir en compte, que molta de I'experiéncia clinica de la que es

disposa ve de pacients amb el subtipus de ccRCC.

Donat que el grau de resposta és baix, la necessitat d’identificar nous

agents terapéutics, cada cop és més evident [112].

a) Quimioterapia

Els nivells de resposta al tractament de quimioterapia per si sol sén baixos
amb valors que van d’'un 4 a un 6% [113]. La resisténcia als farmacs pot
relacionar-se amb I'expressié del MDR, multidrug resistance transporter, en
cél-lules del tubul proximal, de on sén originaris els subtipus de la malaltia
papil-lar o de cél-lula clara. La quimioterapia, pot esdevenir més eficient per
carcinomes no de ceél-lula clara avancgats, particularment pels del subtipus del
tubul col-lector [114,115,116]. S’esta realitzant un assaig que es troba en fase I

dels farmacs Carboplatin i Paclitaxel pel subtipus de RCC de tubul col-lector.

b) Terapies immunomoduladores

El valor de les terapies immunomoduladores pels casos de ccRCC es
basa en casos de regressioé espontania de la malaltia, regressié complerta de la
malalta metastatica amb terapies amb citoquines, i resultats primerencs
prometedors de trasplantaments al-logénics de cél-lules mare i vacunes

tumorals.
- Interfer6 a

Aproximadament el 14% dels casos de carcinoma renal cel-lular de
cél-lula clara respon al tractament amb interfer6é a per si sol. Varies dosis i rutes
han estat utilitzades [117]. La mitjana de duraci6 de la resposta al tractament és
de sis mesos i rarament s’excedeix dels dos anys. En la majoria dels casos, el
tractament amb interfer6 a s’utilitza en combinaci6 amb altres agents

desenvolupats en diverses aproximacions experimentals.
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- Interleuquina-2

La terapia estandard pel tractament del RCC avancat és I'is d’elevades
dosis d’interleuquina-2. Aquest tractament, indueix resposta en el 21% dels
pacients, comparat amb el 13% de resposta que s’obté en pacients que reben
dosis baixes [118]. La mitjana de duracié de la resposta és de 54 mesos [119]. La
interleuquina-2 també s’utilitza en combinacié amb altres farmacs, perd encara
no és clar si aixd promou l'obtenci6 de millors resultats. Aixi doncs, el
tractament amb elevades dosis de IL-2 es presenta com a molt efectiu per a un
subgrup de pacients que presenten la vessant metastatica de la malaltia. La
identificacié de caracteristiques predictives de la resposta a aquest farmac
podria representar un gran avang, i s’estan realitzant grans esforgos per tal
d’identificar pacients amb ccRCC que presenten una resposta a IL-2 lligada a
caracteristiques patologiques i a nivells d’expressié de I'anhidrasa carbonica IX
(CA I1X).

c) Terapia adjuvant

Donat I'elevat grau de recurréncia del RCC després de la nefrectomia, es
fa necessari el desenvolupament d’'una aproximacié adjuvant especialment per
pacients que presenten un alt risc a patir la malaltia en estat avangat. Malgrat
tot, la quimioterapia convencional, I'interfer6 alfa o la IL-2 [120] no semblen ser
efectius com a terapies adjuvants. S’estan realitzant aproximacions enfocades
a desenvolupar vacunes tumorals i un anticos monoclonal dirigit especificament
contra la CA IX.

d) Terapies dirigides contra dianes moleculars especifiques

Entre els multiples farmacs disponibles per a tractar la vessant metastatica
de la malaltia trobem els inhibidors quinasa: Sunitinib, Sorafenib i Pazopanib

(Veure Ficura 8):

- El Sunitinib ha estat avaluat en base a la seva activitat inhibidora davant
80 quinases diferents, algunes de les quals estan implicades en
creixement tumoral, angiogénesi i metastasi [121,122]. Aquest farmac és

capag d’inhibir una amplia varietat de receptors tirosina quinasa incloent
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els receptors del VEGF (VEGFR1, VEGFR2 i VEGFR3), receptors PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) (PDGFRa i PDGFRB) i el receptor

factor d’stem cells (KIT).

- El Sorafenib t¢ com a dianes a un ampli espectre de quinases, pero la

seva activitat inhibitoria és debil si es compara amb el Sunitinib.

- El Tensirolimus, un potent inhibidor de la via de senyalitzacié
PI3K/Akt/mTOR és sovint una de les terapies triades en el tractament del
RCC metastatic amb una mala prognosi [123].Es tracta d’'un analeg de la
Rapamicina que s’uneix a la proteina d’'uni6 a FK506 (FKBP12). El
complex Tensirolimus-FKBP12 s’uneix a mTOR inhibint la seva activitat
quinasa per un mecanisme al-losteric. S’ha observat que aquest farmac
és capag de disminuir els nivells de HIF-1a i VEGF in vitro [124]. Un altre
analeg de la rapamicina, Everolimus, també ha estat aprovat pel
tractament de RCC [125]. Els pacients amb RCC metastatic que sén
resistents al tractament amb Sunitinib i Sorafenib sén tractats amb
Everolimus com a terapia de segona linia. Un altre inhibidor de mTOR, el
Deferolimus, és un altre analeg de la rapamicina que encara no ha estat

aprovat pel seu us perd que promet ser efectiu.

Donat que el VEGF es troba altament expressat en gran part dels ccRCC,
el Bevacizumab, un anticds neutralitzant, presenta bons resultats pel que fa a
la inhibicié de I'angiogénesi tumoral. Cal destacar en aquest punt el fet que es
creu que totes les terapies dirigides cap a la inhibici6 del VEGF actuen
principalment a nivell de les cél-lules endotelials que envolten al tumor més que
en el tumor en si mateix [126,127]. Aquestes terapies, inhibeixen I'angiogénesi
tumoral i presenten activitat antitumoral per bloqueig de I'administracié d’oxigen
i nutrients a les cél-lules tumorals. Malgrat tots els esforgos realitzats al voltant
de les dianes dirigides especificament contra VEGF, molts tumors acaben
presentant resisténcia inherent o adquirida a aquests agents. En general els
tumors que no sén ccRCC, presenten unes taxes de resposta baixes a I'Us

d’inhibidors de quinases i inhibidors de mTOR.
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Els inhibidors MET estan en fase d’assaig clinic i han demostrat tenir
activitat pel subtipus de RCC papil-lar. De la mateixa forma, Sunitinib i

Sorafenib inhibeixen el proto-oncogen KIT, el qual es troba sobreexpressat en
RCC cromofob [128].

Marcadors genétics i epigenétics estan emergent com a prometedors
biomarcadors que permetran predir la resposta a la terapia de diversos tumors
solids. Un major coneixement de la quimioresisténcia i dels biomarcadors
disponibles, permetra I'elaboracié d'una estratificaci6 de pacients que es

podran beneficiar o no de la terapia existent.
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Fig. 8| Representacié6 esquematica d’una seleccié de vies de senyalitzacié i de terapies especifiques
relacionades amb el RCC. Les cascades de senyalitzaci6 angiogéniques i de proliferacié cel-lular sén
sobreexpressades en les cel-lules tumorals de RCC. El VEGF i altres factors de creixement relacionats, sén secretats
per les cél-lules tumorals estimulant la senyalitzacié6 angiogénica en cél-lules endotelials que envolten el tumor. En
resposta a la senyalitzacié per factors de creixement mediada per VEGF, PDGF i receptors KIT, Els efectors PI3K i Ras
activen els factors de transcripcié HIF, els quals a I'hora promouen I'expressié de gens necessaris per a la proliferacio
cel-lular i 'angiogénesi en cél-lules endotelials. A més de les vies angiogéniques, les vies de Wnt i HGF es troben
també sobreexpressades en cél-lules tumorals de RCC. Mentre les terapies dirigides contra el VEGF pel RCC
metastatic es centren en el bloqueig de la senyalitzacié angiogénica en cel-lules endotelials que envolten el tumor, els
inhibidors de mTOR actuen directament sobre les cél-lules tumorals, per tal de suprimir el creixement tumoral.

Adaptat de Banumathy et al. [129]



Introduccid

2.10 Biomarcadors en el ccRCC

El caracter del ccRCC ve marcat per la manca de senyals d’alarma que
evidenciin la seva aparici6, de manera que els tumors es detecten
principalment quan ja es troben en fases de la malaltia avancada. Es per
aquest fet, que es fa necessari trobar un biomarcador no invasiu per a la
deteccié primerenca de la malaltia, sense haver d'esperar al diagnostic
accidental de la patologia per estudis d'imatge destinats a altres dolences.
S’han seguit dues aproximacions per tal de trobar marcadors tumorals pel
RCC: (1) La recerca d’antigens especifics pel RCC i (2) La determinacio
d’alteracions en els nivells d’expressié de molécules que participen en les
principals vies metaboliques, respecte els seus nivells en cel-lules normals.

Per tal abordar la primera estrategia, s’han trobat marcadors antigénics
com el RCC-Ma que sén especifics per cél-lules del tubul proximal perd que no
sén capaces de distingir cel-lules malignes de cel-lules normals i requereixen
de la disponibilitat de teixit pel seu analisi [130]. Altres marcadors proposats com
I'antigen MN/C9, és detectat amb l'anticos G250; malgrat no es coneix si
I'antigen és expressat en estadis primerencs de la malaltia o si és especific pel
RCC [131,132]. Altres anticossos que sén especifics pel ronyd, tenen limitacions
per la manca d’especificitat pel RCC i/o pel requeriment de mostres tissulars
per a la seva deteccid [133]. Per altres antigens ha estat descrita la seva
expressid en casos de RCC perd mostren baixa especificitat o sén expressats
en els darrers estadis de la malaltia [134,135,136]. Respecte la recerca
d’'intermediaris de les principals vies metabdliques, un isoenzim de la piruvat
quinasa ha estat suggerit com a biomarcador;, malgrat aixd, els nivells
enzimatics sén variables i presenten baixa sensibilitat pel RCC no metastatic
[137,138,139]. La Vinculina, la ferritina sérica i altres proteines sobreexpressades
en la progressié tumoral, han estat suggerides com a biomarcadors [140-145],
pero presenten manca d’especificitat pel RCC i/o requereixen mostra tissular
per a la seva detecci6. A més, estudis moleculars i/o citogenétics han
demostrat anormalitats genétiques freqients en RCC. La identificacio
d’aquestes anormalitats, incloent metilacions en el DNA [146,147], han estat

presentades com a eines per a la diagnosi i la classificacié clinico-patologica de
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la malaltia, malgrat totes elles requereixen de mostra de teixit, cosa que limita
el seu us com a marcador clinic.
3. El receptor del virus de la hepatitis A-1 (hHAVcr-1)

Amb L’objectiu d’identificar nous marcadors de diagnostic i progressio del
carcinoma renal de cél-lula clara, subtipus de RCC que presenta una major
incidéncia a la poblacid, al nostre laboratori es va realitzar un estudi comparatiu
entre I'expressid® de RNAs missatgers de l'area tumoral i normal de teixits
provinents de pacients amb ccRCC, utilitzant la técnica de RAP-PCR (RNA-
based arbitrarily primed polymerase chain reaction). Una de les bandes
diferencialment expressada en teixit tumoral respecte el teixit normal,

corresponia al gen del receptor del virus de a hepatitis A-1 (hHAVcr-1) [148].
3.1 El gen hHAVcr-1

L’organitzacié gendmica de hHAVcr-1, d’acord amb les bases de dades de

GenBank, consisteix en 9 exons que s’estenen en un total de 38.7 kb.

Les analisis per la técnica de FISH demostren que, hHAVcr-1 es troba al
cromosoma huma 5g31.1-32.2. Analisis computacionals, revelen I'existencia
d’'un pseudogen localitzat al cromosoma 19, malgrat aix0, les analisis per FISH
no mostren un senyal especific per hHAVcr-1 a aquest cromosoma [148]. A la
Ficura 9 es pot veure l'organitzaci6 genomica deduida, aixi com una imatge

il-lustrativa de les analisis per FISH del gen.

|l m v v vi Vil Vil

IX
1] 2 I 3] 4 | 5 | 6 | 7 s 1

1kb

hHAVcr-1 deduced genomic crganization

Exon Intron

No. Size (bp) Position No. Length (bp)
| 39 1-39 1 1,000

1 58 40-97 2 12,700
I 333 98-430 3 2,500
IV 276 431-706 4 3,200
V108 707-814 5 6,600
Vi 56 815-870 6 5,200
VIl 115 871-985 7 4,500
Vil 34 0986-1019 8 3,000

1X 416 1020-1435

Fig. b Organitzacié genomica de hHAVcr-1 segons la base de dades GenBank i analisi de Fish

Adaptat de Vila et al. [148]
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3.2 La proteina hHAVcr-1

El receptor del virus de la hepatitis A-1 (hHAVcr-1) també conegut com a
Kidney Injure molecule-1 (KIM-1) i T cell Ig mucin (TIM-1) [149], és una
glicoproteina de membrana tipus | de 359 aminoacids que conté, a la seva
regié extracel-lular, un domini tipus immunoglobulina amb sis cisteines, dos
llocs d’N-glicosilacié i un domini ric en sequéncies en tandem Thr/Ser/Pro
caracteristic de les proteines O-glicosilades tipus mucina. La seva regid

citoplasmatica és relativament curta i conté dos residus tirosina conservats i un

motiu de fosforilacio tirosina quinasa, QAEDNIY (Veure Ficura 10).

lg-like domain mucin domain

7 V 5 VYVV . 35
l 1 12 11 l‘i

[ | C CCC cC TSP rich

Adaptat de Bailly et al. [150] Fig. 10 I1)ominis estructurals de hHAVcr-1

La familia de proteines KIM/TIM/HAVcr esta constituida per vuit

membres en ratolins, sis membres en rata i tres membres en humans [151,152].
El primer homoleg identificat, va ser una proteina de mico verd africa clonada
com a receptor del virus de la hepatitis A -1 (HAVcr-1) [153]. Dos homolegs
humans van ser clonats seguidament, un d’ells provinent de fetge i I'altre de
ronyd. Un va ser clonat com homoleg de KIM-1 [154] i 'altre com a homoleg de
HAVcr-1. Aquests dos homolegs humans sén identics excepte en la regié C-
terminal dels seus dominis citoplasmatics (Veure Ficura 11).

> human KIM-1(a) 334 aa

> human KIM-1(b) (HAVcr-1) 359 aa

MHPQVVILSLILELADSVAGSVKVGGEAGPSVTLPCHYSGAVTSMCWNRGSCSLFTCONG 60

IVWTNGTHVTYRKDTRYKLLGDLSRRDVSLTIENTAVSDSGVYCCRVEHRGWFNDMKITY 120

SLEIVPPRKVTTTPIVITVPTVITVRTSTTVPTTTTVPTTTVPTTMSIPTTTTVPTTMTVS 180

TTTSVPTTTSIPTTTSVPVTTTVSTFVPPMPLPRONHEPVATSPSSPQPAETHPTTLOGA 240
IRREPTSSPLYSYTTDGNDTVTESSDGLWNNNQTQLFLEHSLLTANTTKGIYAGVCISVI, 300

RPHKSCIHQRE 334

VLLALLGVIIAKKYFFKKEVQQL x
S e {SVSFSSLQIKALQNAVIEKEanednJ.yIENSLYATDI 359

Fig. 11| Seqiiéncia peptidica d’hHAVcr-1. Es representen els 323 aminoacids comuns entre les molécules KIM-1a i

KIM-1b (hHAVcr-1). La putativa seqliéncia senyal es troba subratllada . EI dominni transmembrana es troba doblement
subratllat. Els quatre punts d’N-glicosilacié putatius es troben requadrats en gris clar i en lletres minascules es

representa el motiu de fosforilaci6 QAEDNIY.
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L’Analisi de l'estructura genomica i dels productes de cDNA indica que
sén variants d’splicing alternatiu i revelen que KIM-1 és la forma
majoritariament expressada en fetge [155] mentre que hHAVcr-1 és la forma
majoritaria en ronyo. La variant provinent de fetge no presenta el motiu de
fosforilacié tirosina quinasa mentre que la segona variant, majoritariament
expressada en ronyd, conté dos residus tirosina conservats i un motiu de

fosforilacié tirosina quinasa.

La proteina hHAVcr-1 es troba altament expressada en cel-lules epitelials
del tubul proximal renal que han patit un dany agut, ja sigui provocat per
processos d’isquémia [156] 0 per agents toxics [157], i es localitza principalment
a la membrana apical de les cel-lules proximals que han patit un major dany.
També s’expressa en altres condicions on els tubuls proximals son
desdiferenciats, incloent el carcinoma renal cel-lular [158], casos de
nefrotoxicitat cronica provocada per la ciclosporina [159] i en casos de malaltia

renal poliquistica [160].
3.3 Funcio de hHAVcr-1 al ronyé

Les estructures epitelials en els diferents organs desenvolupen diverses i
complexes funcions, mostrant diferents respostes al dany cel-lular. L’epiteli
renal és particularment susceptible al dany, donat el caracter del seu
subministrament de sang i la seva capacitat de concentrar toxines [161]. Aquest
dany, es materialitza en deficiéncies funcionals per equilibrar els nivells de sals
i aigua, en una incapacitat de secretar toxines metabdliques, i en una resposta
inflamatodria innata [162]. La seccid6 malmesa de la nefrona pot ser remodelada,
portant a un recuperacié funcional completa, i representant aixi, un model
general de remodelacio epitelial després d‘un dany. El dany de la cél-lula
epitelial renal és una caracteristica de moltes malalties renals tant croniques
com agudes. Les caracteristiques morfoldgiques d’aquest dany a les ceél-lules
epitelials del tubul proximal passen per la perdua del brush border caracteristic
de la cél-lula, la perdua de la polaritat cel-lular, la desdiferenciaci6 i I'apoptosi.
A mesura que el dany va avancant, les cel-lules epitelials no viables i
necrotiques es van desenganxant de la membrana basal i contribueixen a la

obstrucci6 intraluminal del tubul. Les cél-lules desdiferenciades que sobreviuen,
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difonen sobre la membrana basal, pateixen mitogénesi per acabar
rediferenciant i restablint la polaritat epitelial normal, resultant en el correcte

funcionament de I'epiteli renal [163].

La proteina hHAVcr-1 es troba sobreexpressada en pacients amb
carcinoma renal cel-lular de ceél-lula clara (ccRCC) [158]. ElI carcinoma renal
cel-lular (RCC), de la mateixa forma que el dany tubular renal, esta associat a
processos de desdiferenciacié cel-lular del tubul proximal. hHAVcr-1, confereix
a les cél-lules epitelials, la capacitat de reconéixer i fagocitar cél-lules mortes
que son presents en un ronyo post-isquémic i que contribueixen a la obstruccio
de la llum del tubul que caracteritza els processos de dany renal agut (AKI).
hHAVcr-1 és un receptor fosfatidilserina que reconeix a les cél-lules
apoptotiques i les redirigeix cap als lisosomes. De la mateixa forma, serveix
com a receptor per a lipoproteines oxidades. Donades aquestes propietats, la
proteina hHAVcr-1 passa a ser I'inic receptor fosfatidilserina no-mieloid que
transforma cél-lules epitelials en fagocits semiprofessionals [164,165]. A més
d’aquesta facilitacio de la neteja del debris apoptotics de la llum del tubul,
hHAVcr-1, podria jugar un paper important en limitar la resposta autoimmune al
dany, donat que es coneix que en molts sistemes, la fagocitosi dels cossos

apoptotics és un mecanisme per tal de limitar la resposta proinflamatoria.

3.4 Shedding d’hHAVcr-1

Nombroses proteines transmembrana pateixen processaments proteolitics
que tenen com a resultat l'alliberament del domini extracel-lular soluble,
altrament anomenat ectodomini, el qual pot presentar funcions de senyalitzacié
autocrina i paracrina [166]. Aquest procés que rep el nom de shedding, pot ser
activat per I'ester de forbol PMA, mitjangant I'activacié de la proteina quinasa C,
i t& lloc a la regi6é contigua a la membrana cel-lular. Es tracta d’un procés que
pot ser bloquejat per inhibidors de metal-loproteases [167]. No existeix una
aparent semblanca entre els punts pel que es dbna el shedding en diferents
proteines, ni tan sols ha estat identificada una seqiiéncia consens per la que es
doni aquest procés preferentment [168]. S’ha hipotetitzat amb la possibilitat que

diferents canvis estructurals en les proteines, podrien permetre 'accés de la
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proteases a les regions proximes a la membrana d’aquestes proteines
alliberades [169].

El receptor del virus de la hepatitis A-1, i més concretament el seu domini
extracel-lular, és alliberat de forma constitutiva dins el medi de cultiu de linies
cel-lulars que expressen la proteina endogena o recombinant. Aquest
processament proteolitic, té lloc a I'area propera a la regié transmembrana i es
doéna per un mecanisme depenent de metal-loproteases [150], essent un procés
que es dbna tant in vitro com in vivo, ja que s’ha trobat el fragment de la
proteina a la orina de pacients amb necrosi tubular aguda i RCC (Veure Ficura
12).

Ig-like Domain Mucin Domain Cytoplasmic

\Qy \4/\, \?\,\Q\, Domain
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Fig. 1* Estructura de hHAVcr-1 i punt de tall durant el procés de shedding.

Adaptat de Bonventre et al.[170]

Se sap que el procés de shedding d’aquesta proteina, pot ser activat pel
pervanadat, un potent inhibidor de les proteines tirosina fosfatases i per tant,
molécula capa¢ de modular els processos cel-lulars dependents de fosforilacio
de certes proteines [171]. Es conegut doncs, que el tractament amb pervanadat
condueix a lactivacié de les MAPKs (Mitogen-Activates Protein Kinase)
[172,173]. Les MAPKSs participen en nombroses vies de senyalitzacié cel-lular i
€s coneguda la implicacioé del pervanadat en I'activacié de ERK i p38 MAPK en
cél-lules d’adenocarcinoma renal huma 769-P. Donat que el pervanadat activa
p38 abans que es detecti el fragment alliberat de hHAVcr-1 i que la inhibicié de
p38 atenua fortament el shedding induit per pervanadat, es creu que la via de

p38 participa en el procés de shedding accelerat induit per pervanadat en la
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proteina hHAVcr-1. Malgrat L’activaci6 de ERK pel pervanadat, la manca
d’efecte amb I'is de linhibidor MEK, suggereix que aquesta via és menys
important per la regulacié del procés de shedding accelerat que p38. De la
mateixa forma, es tenen evidéncies de que la via de ERK (pero no la de p38)
regula el procés de shedding constitutiu de I'ectodomini de hHAVcr-1. La
regulacié diferencial del shedding constitutiu de la molécula per la via de ERK i
del shedding accelerat per la de p38 suggereix que el procés és de rellevancia
fisiologica i que es troba estretament regulat.

El fragment de hHAVcr-1 soluble, resultant del procés de shedding,
constitueix un biomarcador urinari d’elevada sensibilitat en casos de dany
tubular huma [174], i es troba sota investigacié per esdevenir un biomarcador
urinari i de teixit en casos de carcinoma renal cel-lular [175]. Malgrat les
multiples evidéncies de la seva utilitat clinica, la regulacié del mecanisme

subjacent al procés es troba poc caracteritzat.

3.5 La proteina hHAVcr-1 com a biomarcador

Varies caracteristiques de hHAVcr-1 fan pensar en aquesta proteina com

a un bon biomarcador pel ccRCC:

Es un biomarcador urinari sensible pel dany del tabul proximal.

hHAVcr-1 presenta especificitat per tumors d’origen renal.

- Es coneix I'existencia d’una correlacié entre els nivells de hHAVcr-1 en
orina i la mida del tumor.

- La deteccié de hHAVcr-1 en orina pot ser usat com una eina de mesura
no invasiva per la diagnosi del RCC en tots els estadis de la malaltia.

- L’expressi6 de hHAVcr-1 en els noduls limfatics pot servir en el

diagnostic tissular de la malaltia metastatica.

Per tot aix0, es pensa en I'ectodomini de hHAVcr-1 com a marcador urinari

primerenc d’una malaltia clinicament silent.
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4. Vies de senyalitzacio implicades en el desenvolupament del ccRCC

A banda de les vies de senyalitzacié angiogeniques i JAK/STAT de les
quals en parlarem amb més detall en apartats posteriors, el ccRCC presenta

alteracions en les cascades de senyalitzacié seglents:

a) Via PI3BK/AKT/mTOR

La proteina quinasa B (Akt) i el mammalian target of rapamycin (mTOR)
sén claus en processos oncogenics com la proliferacié cel-lular, la
supervivéncia i I'angiogénesi. Els inhibidors de mTOR presenten resultats
esperangadors en assajos clinics en fase | per ccRCC. La uni6é autocrina de
VEGF i PDGF als seus receptors tirosina quinasa (VEGFR, PDGFR | KIT) en
cél-lules tumorals d’'RCC activen a PI3K que a I'hora promou la generacio de
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3). PIP3 recluta la quinasa citoplasmatica
AKT a la membrana cel-lular, on és activada per fosforilaci6 a dos residus
independents per PDK1 i mTOR (TORC2) [176]. L’activaci6 d’AKT inhibeix
I'apoptosi per fosforilacié i la inactivacié de proteines pro-apoptotiques com la
procaspasa 9, la proteina membre de la familia bcl2, BAD i ASK1 [177,178].
També inactiva la glicogen sintasa quinasa 3B (GSK-38), la qual normalment
fosforilaria i induiria la degradacié de proteines tals com la ciclina D1 [179], i
factors de transcripcié promotors de la proliferaci6 com c-myc, B-catenina, c-
Jun i Notch. La senyalitzacio des de VEGF i PDGF a través d’AKT també activa
mTOR. Aquesta proteina funciona com a un component de dos complexes
diferents: TORC1 (sensible a la rapamicina), que regula positivament la sintesi
proteica i el cicle cel-lular i TORC2 ( insensible a la rapamicina), que regula la
polaritat cel-lular [180,181]. El complex TORC2 també fosforila AKT, activant-la
aixi tant per sobre com per sota de la cascada de senyalitzacio.

Amb tot, es pot concloure dient que la regulacié negativa del gen del tumor
supressor PTEN esta darrera de I'activacié d’Akt en diferents tipus de tumors,
incloent el RCC [182].
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b) Senyalitzacié via Wnt/B-catenina

Wnts és una familia de glicoproteines secretades que regulen la
proliferacio cel-lular, la diferenciacio i la migracié cel-lular [183]. L’efector ultim
de la via canonica de senyalitzaci6 és el coactivador transcripcional 3-catenina,
que esta emergent com a molécula clau en la patogénesi del cancer renal. En
cél-lules normals quiescents, la [(-catenina és atrapada per un complex
enzimatic format per caseina quinasa 1 (CK1), GSK-3p3, la proteina APC i
'axina. La B-catenina és fosforilada als residus treonina i serina per aquest
complex i marcada per a la seva degradacié proteasomica [184]. Wnt regula
positivament la B-catenina, inhibint la seva fosforilacié, ubiquitinacid i
degradacio. La [B-catenina estabilitzada, entra a nucli i juntament amb un
membre de la familia de factors de transcripcié LEF-TCF ( lymphoid enhancer-
binding factor 1-T cell specific transcription factor 7), activa gens com per
exemple 'oncogen myc [185]. Myc també mostra una amplificacié del nombre
de copies en un grup de ccRCC primaris i RCC papil-lars [186]. Wnt té efectes
sobre el creixement cel-lular i la promocié tumoral per activacio de la via
MTOR. TSC2 és fosforilat seqiencialment per AMPK i GSK3 per a la seva
activacié i consequent inhibici6 de mTOR. Wnt activa la via de mTOR per
inhibicié de GSK3 [187].

Existeixen diverses evidéencies que impliquen la via de senyalitzacié de
Wnt en el desenvolupament de RCC. Malgrat mutacions puntuals activants de
B-catenina sén estranyes en RCC [188], 'augment dels nivells de B-catenina per
sobreexpressio induida, ajuda al desenvolupament de tumors renals en ratolins
[189,190]. En un grup de RCC, el promotor del gen APC es troba hipermetilat de
forma aberrant [191], proporcionant un mitja per alliberar la B-catenina nuclear.
Peruzzi et al. van descubrir que la B-catenina és degradada per 'activitat de la
E3-ubiquitina lligasa de VHL i la pérdua de VHL permet la senyalitzacio
oncogénica de B-catenina dirigida per HGF com una nova diana per VHL,
implicant la senyalitzacié via Wnt en la patogenia del cancer renal [192]. Més
evidéncies de I'activacié de la via de Wnt en RCC sén donades pel recent
treball publicat per Kojima et al. [193] que descriu la delecié de CXXC4, un gen

que codifica per Idax (un inhibidor de la via de Wnt) en casos de RCC agressiu.
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Les proteines sFRPs, DKK2 | WIF-1 s6n antagonistes de Wnt i I'expressio
d’aquests gens és silenciada per una hipermetilacié aberrant en RCC [194,195].

Aixi doncs, Wnt té un paper dual en la patogenia de RCC. No només indueix la
transcripcio a través de l'activacié de B-catenina, sin6 que també estimula la
traduccié i el creixement cel-lular a través de l'activacié de la via mTOR.
Linehan et al. [196] suggereixen que la perdua de VHL podria portar a la
repressi6 combinada de HIFs i B-catenina, que a I'hora contribuiria a la
malignitat en ccRCC. Recentment, una proteina que interactua amb VHL, Jade-
1, s’ha descrit com a un nou E3 ubiquitina lligasa que ubiquitina a 3-catenina
conduint a la seva degradacié. Jade-1 és regulat positivament per VHL i es
creu que pot actuar com un supressor de tumors renals [190,191]. La perdua de
VHL comporta una reduccié dels nivells de Jade-1 i el conseqiient augment en
els nivells de B-catenina, proporcionant un altre mecanisme pel qual la pérdua

de VHL promou la tumorogénesi renal.

c) Transicié Epiteli-Mesénquima

A més d’un paper cabdal en la iniciacié d’'un tumor, la hipoxia també esta
implicada en la metastasi tumoral. Yang et al. han descrit la relacid existent
entre hipoxia, HIF-1a i el factor de transcripcidé Twist [197] segons la qual, la
sobreexpressio de Twist porta a la induccié de transicions epiteli-mesénquima
(EMT).

El ronyé té un origen mesenquimal i es desenvolupa a través de
transicions mesénquima-epitelials per tal de formar estructures epitelials que
diferenciaran per formar nefrones madures [198]. En el ccRCC aquesta transici6
és revertida de forma que el que es dbéna sén transicions epiteli-mesénquima i
desdiferenciacio.

La EMT és un procés essencial per a que tinguin lloc processos
metastatics. La EMT requereix de la coactivacié de diversos receptors de
senyalitzacié importants tals com, FGFR, EGFR, HGF i altres proteines que
porten a I'activacié de reguladors transcripcionals com Snail, Slug, ZEB1 i SIP1
que a I'hora regulen canvis en els patrons d’expressidé génica subjacents a
processos d’EMT [199]. La diana principal per aquests reguladors és la E-

cadherina, que és rellevant pel manteniment d’un fenotip epitelial.
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La pérdua d’E-cadherina, condueix a la dissociacid6 de complexes d’uni6
epitelial intracél-lula. El gen de la E-cadherina és hipermetil-lat en I'11% dels
RCC primaris [200] perd es desconeix si aquest fet es pot associar al potencial
metastatic de la malaltia.

Dos estudis de microarrays independents, conclouen que miR-141 i miR-
200c es troben significativament infraregulats en ccRCC en comparacié amb el
teixit renal normal [201]. MiR-141 i miR-200c inhibeixen la EMT afectant
directament a ZEB1 i SIP1 que s6n repressors de la E-cadherina [202,203].

En cél-lules metastatiques, aquests miRNAs estan downregulats permetent a
ZEB1 i SIP1 reprimir a la E-cadherina. SIP1 pot també activar la expressié de la
vimentina, un marcador pel ccRCC [204].

Un altra funci6 important de la E-caherina és la de segrestar a 3-catenina
al citoplasma. La repressio de la E-cadherina per Snail i Slug també allibera a
la B-catenina, la qual es relocalitza al nucli i activa la transcripcié de marcadors
mesenquimals tals com la vimentina, FSP1, Snail i Slug entre d’altres.

Recentment s’ha trobat que la desregulacié de HIF-1a en cél-lules VHL
negatives s’uneix a la regulacié negativa de la E-cadherina i la inducci6é de la
EMT.

d) Via HGF/MET

El teixit renal és una important font de HGF (Hepatocyte Growth Factor) el
seu activador, la uroquinasa [205]. Canvis en la expressié i activitat de HGF i el
seu receptor c-MET han estat associats preferentment al RCC papil-lar donat
que, mutacions oncogéniques en la linia germinal al gen que codifica per c-
MET, son responsables d’'una forma de RCC papil-lar hereditari [206,207].
Malgrat l'existéncia de mutacions activants puntuals a met, localitzat al
cromosoma huma 7, es troben en només un 5-13% de RCC papil-lar esporadic
[8,80] la majoria de RCCs papil-lars mostren trisomies del cromosoma 7 sense
mutacié de met. Inhibidors de MET es troben en assajos clinics pel tractament
de RCC i altres tipus de cancer [208].

Algunes de les estrategies terapeutiques per inhibir aquesta via son:

- Inhibici6 de I'autofosforilacié de c-MET

- Bloqueig de la interacci6 entre HGF i c-MET
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- Supressio de la cascada de senyalitzacié de c-MET activat [209].

La unié6 de HGF a MET porta a la fosforilaci6 de dos residus tirosina
situats a lI'extrem C-terminal de MET, el qual condueix al reclutament de
proteines adaptadores com Gabl, Grb2, SHC, STAT3 i PI3K i a l'activacié de
les vies Ras/MAPK i PISK/AKT per tal de promoure el creixement de 'RCC i la
metastasi [210].

La fosforilacié6 de MET també indueix la fosforilacié en residus tirosina de
B-catenina (de forma diferent a la fosforilacié en serina/treonina pel complex
GSK/APC descrit anteriorment en la via de Wnt) provocant la dissociacié entre
B-catenina i la E-cadherina seguida de la translocacié nuclear de la B-catenina
i 'activacio transcripcional [211].

Peruzzi et al. van demostrar que I'expressié de VHL en cél-lules de RCC
suprimia I'estimulacio de la B-catenina via HGF i d’aquesta forma, la pérdua de
VHL a RCC capacitava la senyalitzacié oncogénica de la p-catenina conduida
per HGF.

5. Principis de la senyalitzacié via JAK-STAT

La via de senyalitzaci6 JAK-STAT (Janus Tyrosine Kinases-Signal
Transducers and Activators of Transcription) és activada per un gran nombre
d’hormones com la prolactina, I'hormona del creixement, la leptina i
I'eritropoetina aixi com, per citoquines i factors de creixement, via els seus
receptors. La cascada de senyalitzacio JAK-STAT, participa en la regulacié de
processos tals com la proliferacié cel-lular, la diferenciacié, la supervivéncia i
'apoptosi en diferents organs [212]. Aixi doncs, resulta natural que la
desregulaci6 d’aquesta via de senyalitzacié s’associi estretament amb el
desenvolupament de processos tumorals.

Les passes inicials necessaries per a l'activacid6 d’aquesta cascada de
senyalitzacié per hormones i citoquines, requereixen de la interaccié entre
molécules de senyalitzacio i dimers dels receptors, que condueixen a la rotacio
de parts intracel-lulars d’aquests receptors i a la consequient activacié de

receptors associats a JAKs, seguits d’'un acoblament de les proteines STATs
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amb el receptor i la posterior fosforilacid, dimeritzaci6 i translocacié nuclear de
les mateixes.

Diferents proteines JAKs (JAK1,JAK2 i Tyk 2) i proteines STATs (STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b i STAT6) participen en la
transduccio del senyal via JAK/STAT. STAT3 i STATS sbn expressades en
molts tipus cel-lulars diferents, essent activades per nombroses hormones,
citoquines i factors de creixement, i jugant un paper en diferents respostes
bioldgiques, mentre que, altres proteines STAT com STAT1, STAT2, STAT4 i
STAT6 s’expressen principalment en tipus cel-lulars especifics i participen
essencialment en mecanismes de defensa front I’hoste [213,214].

Els dimers d’'STAT fosforilats es poden unir a elements de resposta a
STAT que es troben als promotors de diversos gens, resultant en la modulacio
de la transcripci6 d’aquests gens. Sovint, les proteines STAT actuen en la
transcripcié génica en cooperaci6 i competici6 amb NFkB, AP1 i el receptor de
glucocorticoids, degut a la co-localitzacié dels seus corresponents llocs d’unié
[215,216], aconseguint aixi, 'obertura d’'un dialeg entre diverses cascades de
senyalitzacio.

Les proteines supressores de la senyalitzacio per citoquines (SOCS) sén
capaces d‘inhibir la senyalitzacié via JAK-STAT. SOCS1 i SOCS3 sén els
supressors més potents i ampliament distribuits amb efectes d’inhibicié similars
als relacionats amb la senyalitzacié via gp130, Prl (prolactina) i GH (hormona
del creixement). Les regions promotores dels gens SOCS1 i SOCS3 tenen
elements d’unié funcional per a STAT i 'activacié de la via JAK-STAT indueix
una rapida regulacié de les proteines SOCS per vies dependents d’'STAT.

Conseqiientment amb el mecanisme de feed-back negatiu, la
senyalitzacié via JAK-STAT és inhibida per proteines SOCS en associacié amb
els dominis catalitics de JAKs aixi com per la unié6 de SOCs a residus tirosina
fosforilats de receptors de citoquines, GH, Prl , leptina i eritropoetina (Epo) els
quals actuen com a llocs d’unié per a la senyalitzaci6é posterior [217,218].
L’activaci6 d’'STAT pot ser també inhibida per la interaccié6 directa amb
proteines inhibidores de proteines STAT activades (PIAS) [219].

En alguns casos, l'activacio de proteines STAT es dbna de forma
independent a JAKs i implica la senyalitzacié via receptors tirosina quinasa.

Aquesta activacid és induida per la interaccidé directa amb receptors tirosina
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quinasa i per la consequent senyalitzacié amb implicacié d’altres quinases com
Src. Aixi per exemple, STAT3 és activada en resposta a la estimulacié per
EGF, HGF, CSF-1, PDGF i altres factors de creixement i els seus
corresponents receptors tirosina quinasa (ErbB-1, ErbB-2, c-met, CSF-1,
PDGFR entre altres) que presenten un domini d’'uni6 a STAT3 en els seus
dominis citoplasmatics.

A continuacio6 es definira en detall cadascun dels elements que composen

la cascada de senyalitzacio JAK-STAT activada per la interleuquina-6:

5.1 Interleuquina-6 (IL-6)

La interleuquina-6 (IL-6) és una glicoproteina transmembrana de 26 kDa
de pes molecular, formada per 184 aminoacids [220]. IL-6, que juga un paper
molt important en la resposta immunoldgica, ’hematopoesi i la inflamacio
[221,222] també és anomenada com a factor estimulador de cél-lules-,
interferd-B3,, factor de creixement d’hibridomes, o factor de creixement de la

diferenciacio de cel-lules T citotoxiques.

El gen huma d’IL-6 es localitza al cromosoma 7 a les posicions compreses
entre 7p15-7p21 i presenta una estructura similar al gen que codifica pel factor
estimulant de coldnies de granuldcit, cosa que explica la semblanga existent

entre ambdues citoquines [223,224].

La IL-6 és produida principalment per mondcits i macrofags i en un petit
percentatge per fibroblasts, cél-lules endotelials, limfocits T i B i condrocits. La
producci6 d’'IL-6 és estimulada per la interleuquina-1 (IL-1), el interferd (INF), el

factor de necrosi tumoral (TNF), lipopolisacarids i virus DNA i RNA [223].

La Interleuquina-6 és una citoquina multifuncional amb efectes pliotropics.
La seva importancia rau en el seu paper en I'estimulacié de la diferenciacio dels
limfocits B i la induccié de la diferenciacié permanent dels limfocits B en
cél-lules plasmatiques que produeixen diferents tipus d’immunoglobulines. IL-6
estimula els limfocits T a la produccié de interleuquina-2 (IL-2) i a la sintesi dels
seus receptors. Ambdues citoquines, IL-6 i IL-1, activen també els limfocits T,
els quals reconeixen antigens i estimulen la proliferacié i la diferenciacié de

limfocits citotoxics en preséncia de IL-2. La IL-6 responsable de I'activacié dels
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limfocits T, és alliberada per mondcits [224]. Aquesta citoquina, juntament amb
la interleuquina-3 (IL-3) activa la proliferacié i diferenciacidé de cél-lules
progenitores, principalment progenitors megacariocits [223], perd també
progenitors macrofag-granulocit [224]. IL-6 té un efecte directe sobre
megacariocits utilitzant receptors especifics i també, de forma similar a la
trombopoetina, participa en la sintesi de plaquetes [225]. IL-6 estimula el
creixement de queratinocits, indueix la proliferacié de neurones i augmenta la
produccié de VEGF [221,226]. Donat que és ben conegut el paper d’aquesta
citoquina pro-inflamatoria en Il'activacié i la diferenciaci6 de limfocits Tc i
cél-lules Natural Killers (NK), la via dels efectes anticancerigens d’IL-6 és

utilitzada en el desenvolupament de terapies contra el cancer.

IL-6 pertany juntament amb IL-11, LIF (leukaemia inhibitory factor),OSM
(oncostatin M),CNTF (ciliary neutrophic factor), CT-1 (cardiotrophin-1) i CLC
(cardiotrophin-like cytokine) a una familia de interleuquines que rep el nom de
interleuquines tipus IL-6. Les citoquines tipus IL-6 s’uneixen a complexes
receptors de la membrana plasmatica que contenen la cadena receptora
transductora de senyal gp130 (glycoprotein 130). La transduccié del senyal
implica I'activacié dels membres de la familia tirosina quinasa JAK, que porten
a l'activacié de la familia de factors de transcripcié STAT. Un altra de les vies
de senyalitzacié activades per les citoquines tipus IL-6 és la cascada de les
MAPK (Veure Ficura 13).

gene expression

Fig. 13 | Representacio de les dues vies de senyalitzacio activades per citoquines tipus IL-6: JAK/STAT i MAPK.

Adaptat de Heinrich et al. [227]
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a) Complexes receptors formats per citoquines tipus IL-6

Els receptors implicats en el reconeixement de les citoquines tipus IL-6
poden ser dividits en dos grups: els receptors a de no senyalitzacio (IL-6Ra, IL-
11Ra i CNTFRa) i els receptors transductors de senyal (gp130, LIFR, OSMR).
Aquest darrer grup, es troba associat a JAKs i arriba a ser fosforilat en residus
tirosina en resposta a I'estimulacié per citoquines. Cadascuna de les citoquines
tipus IL-6 es caracteritza per un cert perfil de reclutament pel receptor que en
tots els casos implica, com a minim, a una molécula gp130. IL-6, IL-11 i CNTF
s’uneixen especificament a les seves respectives subunitats receptores a.
Només el complex format per citoquina i receptor a, recluta de manera eficag a
la subunitat transductora del senyal. IL-6 i IL-11, sén les uUniques citoquines
tipus IL-6 que senyalitzen via homodimers de gp130. La resta de la familia ho
fa via heterodimers tals com els formats per gp130 i LIFR o gp130 i OSMR.
Malgrat que gp130 és expressada de forma ubiqua, el nombre de cél-lules que
responen a certes citoquines tipus IL-6 és limitada, ja que I'expressid d’altres
subunitats receptores, especialment dels receptors a, és molt més restringida i
es troba estretament regulada. La funcié dels receptors a donant servei a
cél-lules sensibles a determinades citoquines, pot ser portada a terme per la
forma soluble d’aquests receptors a deixant anar les seves regions
transmembrana i citoplasmatica. Aquesta és una de les estranyes situacions en
les quals un complex format per una citoquina i el seu receptor soluble poden

actuar de forma agonista en comptes d’antagonisticament.

Les formes solubles dels receptors de citoquines in vivo es formen per
protedlisi limitada (shedding) de receptors units a membrana o per translocacio

d’'una forma d’splicing alternatiu [228].

En el cas d’IL-6, 'escenari és molt més complex, donat que tant les formes
solubles de IL-6Ra (sIL-6Ra) com les de gp130 (sgp130) es troben presents al
sérum huma. Es conegut que la forma soluble de IL-6Ra potencia I'activitat
antagonista de la forma soluble de gp130. Aixi doncs, la combinacié natural
entre slL-6Ra i sgp130 actua com una mena de tampd que modula les

respostes sistémiques a la IL-6 circulant [229].
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b) Interaccié entre receptor i JAK

Tal i com s’ha comentat en I'apartat anterior, les citoquines de la famillia
d’'IL-6 indueixen l'activacié de les tirosina quinases de la familia JAK. Les
cadenes de transduccié de senyal gp130, LIFR i OSMR s’uneixen a JAK1,
JAK2 i TYKZ2 [230,231]. D’aquests, se sap que JAK1 juga un paper essencial, ja
que en cel-lules que no presenten JAK1 la transduccié de senyal de IL-6 és

troba molt malmesa [232,233].

La interacci6é entre gp130 i JAK1 és molt estreta i de llarga durada: una
analisi per FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) amb proteines
de fusio fluorescents va posar en evidéencia que JAK1 no difon com una
proteina citoplasmatica tipica. La seva mobilitat és 100 cops menor i similar a la
de la proteina transmembrana gp130. Aixi doncs, la immobilitzacié de gp130
per anticossos porta a la conseqient immobilitzacié de JAK1, indicant que no

existeix un rapid intercanvi de JAK1 entre els diferents receptors.

JAK s’uneix a la regi6é proximal de membrana dels receptors de citoquines,
els quals contenen motius conservats tipus box1 i box2. La delecioé dels motius
rics en prolina box1 o la mutacié de dos residus prolina, impedeix la uni6 de
JAK a gp130, OSMR o LIFR [234,235]. El domini box 2 de gp130, una sequéncia
dominada per aminoacids hidrofobics seguits d’aminoacids amb carrega,
contribueixen a la unié de JAK. També la regié entre motius box1 i 2 de gp130
demostra tenir una vital importancia cosa que posa en evidéncia que la
interaccié de superficie amb JAK pot involucrar multiples punts de contacte
amb el receptor.

En contra del que passa amb el motiu de reclutament d’'STAT que té un
caracter modular, la regié de reclutament de JAK perd la seva funcionalitat
després d’interaccionar amb la cadena receptora de la citoquina.

El receptor no només serveix com a lloc d’acoblament per a JAKs. A més,
certs residus de gp130 han demostrat ser essencials per a I'activacié de JAK
aixi doncs, s’ha identificat que la substitucidé de Trpesy per alanina (W652A) a la
regio box1 no té efecte en I'associacié de JAK1 pero aboleix la seva activacio.
De la mateixa manera, la transducci6 del senyal es malmet si només una sola

cadena del dimer gp130 presenta la mutacié esmentada [234].
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Mutacions amb consequéncies similars, és a dir, que provoquin la no
activacio de JAK pero si la seva associacio, han estat descrites per la EpoR
[236] indicant que els receptors de citoquines contribueixen en general al
procés d’activacié de JAK. L'estructura general de JAK es mostra a la Ficura
14. El domini tirosina quinasa de la regié C-terminal és precedit per un domini
pseudoquinasa, que a I'hora esta mancat d’activitat catalitica, perd que regula
I'activitat del domini quinasa [237]. JAK també conté un domini predit SH2 ( Src
homology 2).

La regi6 N-terminal de JAK comprén un domini FERM (fourpoint-one,
enzim, radixin and moesin) que és cabdal per I'associaci6 amb el receptor. Els
dominis FERM comprenen tres subdominis: dominis F1, F2 i F3 que conformen
una estructura en forma de trévol. Es creu que existeix una interaccié potencial
entre el domini quinasa i el domini FERM. Existeixen alguns treballs que
descriuen a altres proteines quinases que estan associades amb la transducci6
de senyal de citoquines tipus IL-6, entre elles destaca la PKCd ( protein kinase
Cd), quinasa implicada en la fosforilacié en residus serina d’'STAT3, que forma
un complex amb gp130 després de I'estimulaci6 amb IL-6. PKCd afavoreix
I'associacié d’'STAT3 amb el receptor, involucrant la fosforilaci6 a Thr ggo de

gp130 [238].
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Fig. 14| Organitzacié estructural dels components de senyalitzacio de les citoquines tipus

IL-6. Es mostren residus Tyr i Ser de gp130, JAK i STAT rellevants, que pateixen fosforilacions.

Adaptat de Heinrich et al. [227]
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5.1.1 Interleuquina-6 com a factor pronostic

La Interleuquina-6 juga un paper principal en la patogénesi i el
desenvolupament del cancer. Aixi doncs, ajuda al tumor a créixer, a través de
la inhibicié de I'apoptosi de cél-lules canceroses i la induccidé de I'angiogénesi
tumoral [222]. IL-6 esta implicada en la regulaciéo del creixement de tumors
solids de forma paracrina i autocrina [222]. Es coneguda també la contribucio
d’aquesta citoquina a la proliferacié de cél-lules de cancer de colon i d’altres
cancers, especialment aquells que es troben en un avancgat estat de
desenvolupament [239]. D’aquesta forma, les concentracions d’IL-6 depenen del

grau tumoral i correlacionen amb la supervivencia.

Investigacions actuals s’han centrat en I'is d’IL-6 com a factor pronostic
pel cancer. Les concentracions d’IL-6 en serum, son elevades en pacients amb
cancer d’endometri [240], cancer de pulmd [241], cancer de colon [242], cancer de
mama [222], i cancer d’ovari [243].De la mateixa forma, s’ha trobat també una
sobreexpressio d'IL-6 i del seu receptor (sIL-6R) en cancer de mama [244] i
cancer prostatic [221] on la concentracié d’aquesta interleuquina i del seu

receptor es correlacionen amb el grau histologic.

A continuacio es posen com a exemple, per tal d’il-lustrar el paper d’IL-6
com a factor pronostic del cancer, investigacions realitzades en cancer de colon

i cancer de mama:

Estudis recents, posen en evidéncia el paper rellevant que té IL-6 en el
cancer de colon, per exemple, on es coneix que la concentracié d’IL-6 en el
sérum de pacients amb aquest tipus de cancer, esta associada amb la
progressié de la malaltia, el grau histologic o la invasié a la capsula de Bowel
[245]. Belluco et al. van demostrar no només la preséncia d’elevats nivells de la
citoquina en aquests pacients, sindé també I'associacio existent entre aquests
nivells i la progressié de la malaltia. Més enlla d’aquestes dades, en el
esmentat estudi es demostra com concentracions sériques d’IL-6 per sobre
dels 10 pg/ml poden ser negatives per pacients amb cancer de colon i

utilitzades com a factor pronodstic independent. Nikiteas et al. [246] han
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demostrat que les concentracions sériques d’'IL-6, CRP (C-Reactive Protein) i
TNF-a sén elevades en pacients amb cancer de colon respecte un grup control.
Les concentracions sériques d’aquestes citoquines es correlacionen amb la
mida del tumor i estan associades a una supervivéncia curta. El paper de la
citoquina com a factor pronostic ha estat confirmat per altres autors com
Esfandi et al. [247] que han demostrat que el grau del tumor es correlaciona
amb els nivells serics de la proteina i també amb la preséncia d’IL-6 en cél-lules

de cancer de colon.

Zhang et al. [248], han demostrat la produccié autocrina d’IL-6 per cél-lules
de carcinoma de mama tant in vivo com in vitro. Concentracions
significativament elevades d’IL-6 es troben en pacients amb cancer de mama
en estadis avancats, especialment en aquells que desenvolupen metastasi a
fetge. Aquells pacients que presenten elevades concentracions de la citoquina
en resposta al tractament amb quimioterapia o hormonoterapia, tenen un pitjor
pronostic. Aquestes dades indiquen que, els nivells sérics d’'IL-6 sén un factor
pronostic independent en pacients amb cancer de mama, especialment en
aquells que presenten metastasi. Elevats nivells d’IL-6 sdn associats amb una
supervivéncia més curta en comparaci6 amb pacients amb concentracions
baixes de la citoquina. Els autors han demostrat la correlacié existent entre IL-6
i CRP en pacients amb cancer de mama, correlaci6 també observada en
pacients amb cancer de colon [246]. Els resultats d’'un estudi realitzat per
Garcia-Tunon et al. [244] posen en evidéncia que elevades concentracions de la
citoquina i el seu receptor, es troben associades amb I'estat proliferatiu de les

cél-lules de carcinoma de mama i la sobreexpressio del gen bcl-2.

Aquestes dades, com a exemple del que passa en altres tipus de tumor,
suggereixen que la terapia basada en I'is d’anticossos monoclonals contra IL-
6, podria millorar la supervivéncia de molts pacients i podria ser emprat com a

nova estratégia en el tractament de pacients amb cancer.

5.2 Transductors de senyal i activadors de la transcripcio (STATSs)

Els transductors de senyal i activadors de la transcripcié (STATs) sén un
grup de factors de transcripcié que en la seva forma no fosforilada romanen en

estat de laténcia al citoplasma [249]. Els STATs pateixen fosforilaci6 en els seus
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residus tirosina per una varietat de tirosina quinases, incloent ambdos,
receptors tirosina quinases (RTKs) i receptors no tirosina quinases (TKs)
(Veure Ficura 15).

Molts receptors de membrana, no tenen activitat tirosina quinasa
intrinseca, i per tant, requereixen de la participacié de la Janus quinasa (JAKs)

[250]. La fosforilaci6 d’'STAT pot donar-se també per l'activaci6 de Src i Abl
[251,252].
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Fig.15 | Senyalitzacio via STAT

M Adaptat de Bollrath et al. [253]

Es coneix el paper central dels factors de transcripci6 STAT en la
senyalitzacié per citoquines tipus IL-6. L’estructura per dominis de les proteines
STAT comprén des de l'extrem N- fins a lI'extrem C-terminal un domini
d’oligomeritzaci6é, també anomenat domini coiled-coil , el domini d’'unié a DNA,
el domini d’'unio, el domini SH2 i el domini de transactivacié (Veure Ficura 14).
El coneixement sobre [l'estructura de les proteines STAT deriva de la
cristalitzaciéd d’'STAT4, STAT1 i STAT3 [254-256]. L’activacié dels membres de la
familia STAT requereix de I'associacio transitoria d’aquests amb els receptors
de citoquines [257,258]. Totes les citoquines tipus IL-6 son potencialment
capaces d’activar STAT3 i, en una menor extensi6, STAT1 a través de la
subunitat receptora comuna gp130 [228]. En el cas de LIFR i OSMR, s’ha
observat activaci6 d’'STAT3 i STAT1 aixi com d'STATS, essent OSMR
'activador més potent d’'STAT5 [259]. Aquesta activacid no requereix d’una
fosforilacié tirosinica del receptor, perd és resultat d’'una interaccié directa entre

STATS i JAK [260]. En el reclutament dels STATs per receptors activats hi
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participen els dominis SH2 i es requereix la fosforilacid6 dels motius tirosina
dels receptors [261-263]. Mentre que STAT3 s’uneix a motius fosfo (p) YXXQ
(Y77 RHQ, Yg14 FKQ, Ygo5 LPQ i Y915 MPQ de gp130; Yos1 QPQ, Y1001 KPQ i
Y1028 RPQ de LIFR) [264-266], STAT1 és reclutat per una seqiiéncia consens
més restrictiva pYXPQ (YgosLPQ and Yg1sMPQ in gp130) [264]. Després de la
unié al receptor, els factors STAT sén fosforilats en un unic residu tirosina
(Tyr7o01 per STAT1 i Tyrsos per STAT3) [267,268]. Aixd condueix a la formacié de
dimers d’STAT actius, per la qual cosa també participen els dominis SH2 [269].

Varies proteines STATs pateixen també fosforilacié als seus residus
serina en el domini de transactivacié carboxi terminal donant com a resultat un
augment en [l'activitat transcripcional [270]. Després de la fosforilacié dels
residus tirosina i la seva posterior translocacié a nucli, les proteines STAT
s’uneixen als promotors que contenen les seqiéncies consens TT(N4)AA i
TT(Ns)AA [271].

STAT controla una gran varietat de gens entre els que destaquen aquells
implicats en el creixement cel-lular, la supervivencia i la funcié immunologica
[272].

Existeixen set isoformes de proteines STAT: STAT1, STAT2, STATS,
STAT4, STAT5a, STATSb i STAT6. D’aquestes isoformes diferents son les u,
tres i cinc aquelles que es troben actives en una gran varietat de cancers [273].
Malgrat aixo, donat que STAT1 és un supressor de creixement, no contribueix
en processos d’oncogenesi [274], mentre que STAT3 i STATS sbn importants en
la progressié del tumor. STATS es troba activada i sembla tenir importancia en
diverses formes de leucémia [273]. Per altra banda, STAT3 és activa en una
amplia varietat de tipus tumorals incloent leucémies [275], mielomes [276],
cancer de mama [277], cancer de coll [278], cancer de prostata [279] i melanoma
[280].

Existeixen nombroses evidéncies que defineixen un paper critic de STAT3
en l'oncogénesi [281,282] contribuint mitjancant la prevencidé de I'apoptosi

cel-lular [283].
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5.3 Senyalitzacio via JAK-STAT i carcinogénesi

Una activaci6 alterada de la via JAK-STAT s’ha trobat en multiples tumors
solids i en leucémies [284]. En diferents models experimentals, la tumorogénesi
€s associada amb una expressido augmentada /o amb l'activaci6 de JAK1,
JAK2 [285] 0 d’'STAT3 i STATS5 [286]. Un mutant constitutivament actiu d’'STATS3,
ha demostrat que transforma fibroblasts de rata [287] i I'elevada expressio
d’STATS salvatge al llinatge limfoide indueix leucémia de cél-lules T en ratolins
[288]. A més, nivells elevats dels corresponents lligands poden ser associats a
la carcinogénesi induida per JAK-STAT: alguns exemples sén models animals
de prostata i hiperplasia de la glandula mamaria amb sobreexpressio local de
Prl [289]; en humans la hiperprolactémia és considerada com a factor de risc en
cancer de mama i prostata [290] o la sobreexpressid de I'hormona del
creixement en ratolins transgeénics porta a un augment en I'adenocarcinoma de
mama [291].

El paper de la cascada JAK-STAT no es limita a la induccié de la
carcinogenesi sind que també existeixen condicions en les que els elements
d’aquesta cascada actuen com a tamponadors de l'aparicié tumoral: per
exemple, el paper predominant de Tyk2 i STAT1 en molts tipus de cancer és
antitumorigenic, via regulacié de I'apoptosi [292] o I'activacié induida de JAK2
per Prl que prevé de la transici6 mesenquimal de cel-lules de cancer de mama

actuant com a supressor de la invasio [293].

6. Hipoxia tumoral i angiogénesi

En el moment que els tumors creixen fins a superar els 1 o 2 mil-limetres
de diametre, deixen enrere les vies de subministrament de sang existents [294] i
com a consequéncia, es desenvolupen arees tissulars amb manca d’oxigen
(hipoxia). La preséencia de regions hipoxiques van ser hipotetitzades, en un
principi, en resposta a la observacidé de que la necrosis augmentava a mesura
que augmentava la distancia a la vasculatura [295]. La confirmacié d’aquesta
teoria inicial i la obtenci6 de mesures més acurades dels nivells d’oxigen
tumorals, es va aconseguir mitjancant I'is d’eléctrodes d’oxigen. D’aquesta

forma, es va observar com els nivells d’oxigen en tumors eren molt variables,
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amb arees de tan sols un 0,7% d’oxigen [296]. Per tal de perpetuar el seu
continu creixement i la supervivéncia en un ambient hipoxic, les cel-lules
tumorals, fomenten el creixement de nous vasos sanguinis des de vasos ja
existents, en un procés conegut com a angiogénesi [297]. Es demostra aixi, que
els tumors tenen una gran necessitat de vascularitzacié, i en abséncia
d’angiogeénesi, el manteniment del tumor no es pot donar [298,299,300].

En resposta a la hipoxia, les cél-lules tumorals activen diferents vies de
senyalitzacié cel-lular i també alguns factors de transcripcio, permetent aixi, la
supervivéncia d’aquestes cél-lules front 'advers microambient d’un tumor [299].
L’activacié d’aquestes vies porta com a conseqiéncia canvis en I'expressio
genica que permeten la supervivéncia cel-lular en condicions de baix oxigen,
baix nivell de nutrients i d’'una elevada acidesa. Aixi doncs, existeix una gran
necessitat d’afavorir el metabolisme de la glucosa i la captacié de la mateixa,
cosa que es tradueix en una elevada expressié de transportadors de glucosa i
d’enzims glicolitics.

Donat el microambient toxic caracteritzat per la hipdxia i I'acidosi, hi ha
una elevada expressié de factors de creixement i vies de supervivéncia.
L’angiogenesi és facilitada per l'alliberament de factors com el VEGF que
s’uneix a receptors que es troben a les cél-lules endotelials vasculars, afavorint
la seva migracié i el seu creixement. A més, altres factors sén alliberats
aconseguint la ruptura i la reestructuracio de la matriu extracel-lular, permetent
aixi, la migraci6 de les cél-lules endotelials. D’aquesta forma, els tumors
reestructuren la vasculatura local per tal de cobrir les seves necessitats
d’oxigen i de nutrients.

Un seguiment clinic pobre, es correlaciona amb la densitat microvascular
[300,301] i la hipdxia tumoral [302]. L’explicaci6é a aquest fet és que, malgrat molts
tumors estan altament vascularitzats, la vasculatura tumoral és normalment
ineficient [303]. El sistema de vascularitzacié tumoral es caracteritza per vasos
sanguinis débils, patrons de connexi6 poc eficients, pérdua d’adheréncia, i una
anormal membrana basal [304]. Aquestes anormalitats, porten a un
microambient tumoral que malgrat vascularitzat, es caracteritza per la hipdxia,
I'acidosi i la necrosi [304]. Tumors amb un elevat nivell d’hipdxia porten a una
pitjor prognosi pels pacients, per una gran varietat de raons: les cél-lules

adaptades a condicions d’hipdxia, tendeixen a sobreexpressar gens associats
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amb I'angiogénesi i la metastasi [305], la hipdxia per altra banda, exerceix una
pressid selectiva sobre la formacio de tumors amb una gran resistencia a
I'apoptosi [306] i a més, el microambient derivat tendeix a fer augmentar els
nivells de mutacions [307,308] en aquests tipus de cél-lules.

Aquestes adaptacions condueixen a formar un tumor amb un elevat
potencial per la supervivéncia i la metastasi. En aquest sentit, cal afegir que els
tumors hipoxics tendeixen a presentar un elevat nivell de resisténcia al
tractament amb farmacs i radiacio [309,310,311]. Les consequiéncies de tot plegat
sén que el creixement tumoral es veu facilitat per 'angiogénesi i I'adaptacié a la
hipoxia, i aixi, la progressié tumoral correlaciona tant amb la hipoxia com amb
la vascularitzacio.

Les terapies antiangiogéniques s’han desenvolupat darrerament en base a
la observacié de que els tumors solids requereixen d‘una vascularitzacié per
tenir un creixement sostingut [312]. Mitjangant la prevencié del creixement de
nous vasos sanguinis, el tumor pot ser deprivat d’oxigen i nutrients i el seu
creixement continu pot ser inhibit. Es clar doncs, que els tumors presenten un
requeriment absolut de vascularitzacio i que una inhibicié de I'angiogénesi pot
prevenir el creixement del tumor [313,314,315,316]. Existeixen diversos assajos
clinics per aquests agents que s’han desenvolupat amb éxit [317,318].

S’ha trobat també que una terapia combinada d’antiangiogénics amb
radiacié i quimioterapia proporciona un augment en la resposta al tractament
[319,320,321,322,323,324]. Malgrat I'existencia d’aquests assajos clinics
desenvolupats amb éxit, molts dels antiangiogénics usats per si sols no
semblen ser efectius [325,326]. Una explicacié per a aquest fet podria ser que
aquestes terapies sovint estan dirigides contra un unic agent com el VEGF i tal
i com s’ha comentat anteriorment, la vascularitzacié és un procés complex que
implica una amplia varietat de factors [327]. En el moment que els farmacs
siguin desenvolupats amb una major poténcia, de tal manera que, siguin
capacos de bloquejar una gran varietat d’'inductors a I'angiogénesi, sera quan
els assajos clinics obtindran millors resultats ja sigui emprats per si sols 0 en

combinacié amb agents radiactius o quimioterapéutics [328].
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6.1 Factor induible per hipoxia (HIF-1)

El gen induible per hipoxia HIF-1 és un factor de transcripcié heterodimeéric
format per una subunitat alfa i una beta [329,330]. Ambdues subunitats
pertanyen a una familia de factors de transcripcié que contenen un domini
basic-hélix-loop-héelix (bHLH) i un domini Per/Arnt/Sim (PAS) [329], seqléncies
importants per la dimeritzacié i la unié a DNA. La subunitat HIF-13, també
coneguda com el aryl hydrocarbon nuclear transporter (ARNT), dimeritza amb
varis membres de la familia de factors de transcripci6 bHLH-PAS [331]. Malgrat
ambdues subunitats sén transcrites, en gran manera de forma continua, HIF-1a
és degradada rapidament en condicions normals d’oxigen i és subjecte a una
acurada regulacioé post-traduccional. Per altra banda, HIF-13, és expressada
constitutivament i no és subjecte a regulaci6 per hipoxia [332].

Després de la translocacié a nucli, HIF-1 s’uneix als promotors de gens
que contenen elements de resposta a hipdxia i augmenta la seva transcripcid
[333].

Existeixen tres isoformes de la subunitat alfa, HIF-1a, HIF-2a, i HIF-3a. La
isoforma HIF-1a és la que esta millor caracteritzada i sembla ser la més
important en la resposta cel-lular a hipdxia [332].

La subunitat HIF-2a, també coneguda com endothelial PAS domain
protein 1 (EPAS) o HIF-related factor (HRF), comparteix un 48% d’analogia de
seqiéncia amb HIF-1a, és induible per hipoxia i s’uneix als elements de
resposta a hipoxia dels gens induibles per hipdxia [334,335,336,337].

Malgrat compartir nombroses semblances tant a nivell estructural com
funcional, HIF-1a i HIF-2a semblen ser induibles per diferents estimuls [338] i
tenen diferents patrons de distribucio tissular [339].

La tercera variant, HIF-3a, també coneguda com a inhibitory PAS domain
(IPAS), esdevé una forma d’splicing alternatiu que elimina el domini de
transactivacio, i que per la seva unié majoritaria a HIF-1a front HIF-13 es
converteix en un dominant negatiu[340,341].

S’estima que HIF-1 té la capacitat de regular aproximadament seixanta
gens [342] (Veure Ficura 16). Aquests gens poden ser classificats en diferents

grups en base als papers fisiologics que juguen, incloent I'angiogénesi, el
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creixement, I'apoptosi, el transport d'oxigen, el metabolisme del ferro i el

metabolisme energeétic [343].
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Malgrat I'expressié d’alguns d’aquests gens, tals com el VEGF, estiguin

sota control de HIF-1 en una amplia varietat de tipus cel-lulars, molts sén

regulats de forma especifica per cada tipus cel-lular [342]. Molts d’aquest gens,

juguen papers importants en el creixement i la supervivéncia cel-lular, s6n

oncogenics i la seva desregulacié pot conduir al desenvolupament i progressio

d’un tumor. Es per aixd que HIF-1a es troba sobreexpressat en una amplia

varietat de tipus de cancers [342].

Donada la importancia de HIF-1 en la regulacié de molts gens, molts d’ells

proteines oncogéniques, I'expressioé i I'activitat de la subunitat HIF-1a es troba

controlada de forma molt acurada.
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Malgrat les evidéncies existents sobre la regulacié de HIF-1a a nivell
d’RNA missatger [343,344,345], els méetodes de regulaci6 més ben documentats
fan referencia a I'abundancia de la subunitat alfa i la regulacié transcripcional
de HIF-1. La regulacio dels nivells de HIF-1a, com els de les altres proteines,
es determina per la mesura de la relaci6 entre els nivells de sintesi i
degradacio de la proteina. El nivell de sintesi proteica es determina pel calcul
de l'activitat de les vies de senyalitzacio de creixement cel-lular mentre que la
degradacio es calcula en base a la disponibilitat d’oxigen.

La regulacié dels nivells de HIF-1a i de la seva activitat es dona per
modificacions  post-traduccionals, | aquestes modificacions inclouen
hidroxilacions, acetilacions i fosforilacions. La hidroxilacié6 de multiples residus
facilita la resposta de HIF-1a a la hipoxia, i afecta al grau de degradacié i al
nivell d’activacié transcripcional. Es coneix que HIF-1a és acetilat per la
acetiltransferasa ARD1, i que aixo facilita la seva degradacio, ja que augmenta
la interaccid amb VHL [346]. Varis residus de HIF-1a son fosforilats [347,348]. La
funcié d’aquesta fosforilaci6 no és completament clara, perd sembla que és
facilitada per MAPK i probablement doni com a resultat [Iactivacio

transcripcional per afavorir la interaccio amb CBP/p300.

6.1.1 Regulacio6 de HIF-1 per hipoxia

La caracteristica més destacable en la biologia de HIF és la induccié de la
seva subunitat alfa durant la hipoxia. Sota condicions normals d’oxigen i sense
una estimulacioé per senyals de creixement o oncogeniques, els nivells de HIF-
1a in vitro sbn molt baixos, gairebé no detectables. Aixo és degut a la continua
i rapida destruccié via degradacié proteasdmica en preséncia d’oxigen que
pateix la proteina.

La degradacio de HIF-1a durant normoxia és extremadament rapida, i la
vida mitjana de la proteina s’estima en un temps menor als cinc minuts [349,350].
A mesura que el nivell d’oxigen disminueix, la degradacié proteasomica
disminueix i la proteina HIF-1a s’acumula. D’aquesta forma, HIF-1 és capacg de
respondre rapidament a canvis en la concentraci6 d’oxigen sense haver

d’esperar als molt més lents processos de transcripcio i traduccio proteica.
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La destruccié de HIF-1a en preséncia d’oxigen és facilitada per supressors
tumorals tals com VHL. La pérdua de VHL, tal i com es déna en la malaltia de
Von Hippel-Lindau, t¢ com a resultat I'expressié normoxica de HIF-1a i la
reintroducci6 de VHL salvatge elimina la expressio de HIF-1a [351]. VHL
interacciona fisicament amb HIF-1a en una regidé que es coneix com domini de
degradacio depenent d’oxigen (ODD), facilitant la seva ubiquitinitzacio i la seva

degradaci6 proteasomica [352] (Veure Ficura 17).
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Adaptat de Semenza et al. [342]

Malgrat aixo, se sap que la interacci6é entre HIF-1a i VHL només es dbéna
en preséncia d’oxigen, i que la interacci6 no es dbna durant condicions
d’hipdxia o amb tractaments amb quelants de ferro com el CoCl,. El
mecanisme pel qual es determina el nivell d'oxigen esdevé clar amb el
descobriment de que VHL només és capac¢ d’interaccionar amb HIF-1a quan
varis residus prolina conservats es troben en estat hidroxilat [353,354,355]. Els
enzims responsables de la hidroxilacié dels residus prolina 402 i 564 pertanyen
a un grup denzims que contenen dominis prolil hidroxilases (PHD).
Posteriorment, es va determinar I'existéncia de tres enzims PHD que
comparteixen una gran homologia i que faciliten la hidroxilacié de HIF-1a [356].
En condicions de normodxia, els residus prolina en els dominis ODD es troben
completament hidroxilats, facilitant aixi la interaccié amb la E3 ubiquitina ligasa
VHL i la destrucci6 de HIF-1a. Quan els nivells d’oxigen disminueixen, la
hidroxilacio als residus prolina també disminueix i la capacitat de VHL

d’interaccionar amb HIF-1a també minva. D’aquesta forma, els enzims PHD
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controlen els nivells de degradacié de HIF-1a en resposta a variacions en la
disponibilitat d’oxigen.

A més de I'estabilitzacié durant condicions d’hipoxia, se sap que I'activitat
transcripcional de HIF-1 també és elevada [357,358] i s’ha determinat també que
aquesta és depenent de I'estat d’hidroxilacié del residu asparagina 803 en el
domini de transactivaci6 de HIF-1a (TAD). L’enzim determinat com a
responsable d’aquesta hidroxilacié durant condicions d’hipoxia és 'asparaginil
hidroxilasa, també conegut com a factor inhibidor de HIF-1 (FIH-1) [359]. En
condicions normals d’oxigen, el residu asparagina 803 és hidroxilat, fent que no
sigui possible la interacci6 entre HIF-1a i el co-activador transcripcional
CBP/p300 [360,361,362,363,364]. Sota condicions d’hipdxia, la hidroxilacié de
'asparagina es veu disminuida, i la interacci6 amb CBP/p300 augmenta.
D’aquesta forma, tant la quantitat de proteina HIF-1a com la seva activitat

transcripcional es veu augmentada durant la hipoxia.

6.1.2 Regulacioé de HIF-1 per factors de creixement

A més de la regulacié per canvis en els nivells d’'oxigen, HIF-1a és regulat
per l'activitat de receptors tirosina quinasa i receptors no tirosina quinasa.
Existeixen nombrosos exemples de factors de creixement, hormones i
citoquines capacos d’induir HIF-1a, podent incloure la insulina [365,366,367],
I'insulin-like growth factor-1 (IGF-1) [365], insulin-like growth factor-2 (IGF-2)
[368], PDGF [369], EGF [370], HGF [371], TNFa [372], IL-1PB [373,374], angiotensina-
2 [369] i trombina [375]. No només HIF-1a es induit per estimulacié per lligand de
certs receptors de membrana, siné que diversos estudis han demostrat que la
sobreexpressio o sobrereaccioé de certs oncogens (TK i RTK) poden també fer

augmentar els nivells de HIF-1a. Exemples d’aixd sén HER2NEY

[376], Ras
[377,378] 0 v-Src [379].

A diferencia de l'estabilitzaci6 de HIF-1a que té lloc durant condicions
d’hipdxia, esta descrit que la induccié per factors de creixement funcioni via
augmentar el nivell de sintesi de la proteina, cosa que va ser demostrada a
través de I'us del inhibidor de la traduccié ciclohexamida i d’experiments de
marcatge de pols [380,381,382]. La majoria d’aquests estudis impliquen a
membres de la cascada de les quinases involucrant a PI3K, a la serina-treonina

quinasa AKT (Protein Kinase B) i a FRAP (FKBP/ proteina associada a la
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rapamicina, també coneguda com mTOR), com a molt importants per aquest
augment de sintesi proteica. La importancia d’aquestes quinases ha estat
comprovada mitjangant I'is de diversos inhibidors [383,384] i dominants negatius
[384]. A més, la perdua del supressor tumoral PTEN, un regulador negatiu
d’AKT, o la expressio constitutivament activa d’AKT també fan augmentar els
nivells de HIF-1a [384,385]. La induccié de HIF-1a per c-Src (pp60c-src) [386], V-
Src [387], i Ras [388,389] funciona via un augment de la traduccié proteica el qual
és depenent de la via PI3BK/AKT/FRAP.
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La capacitat de la cascada PI3K/AKT/FRAP d’augmentar el nivell de
sintesi de HIF-1a, probablement depéen de la capacitat de FRAP de fosforilar a
dos importants components de la maquinaria de la traduccié; 4E-BP1 i S6K
[390] (Veure Ficura 18).

Després d’aquesta fosforilacio, 4E-BP1 perd la capacitat d’inhibir a elF-4E,
resultant en un augment en el reclutament de la subunitat ribosomal 40S a la
estructura 5’ terminal del mRNA [390]. A més, FRAP fosforilat activa S6K, la
qual permet l'activacio de la proteina S6, resultant en un augment de la

transcripcio de RNAs missatgers amb un tracte polipiramidinic a 5’ [391,392]. La
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capacitat d’aquesta via de senyalitzacié per augmentar el nivell de sintesi de
HIF-1a depén de la preséncia del 5-UTR del mRNA de HIF-1a, donat que la
delecié d’aquesta sequéncia aboleix els efectes de Heregulina [393].

A més de la regulacié de HIF-1a per aquesta via, s’ha descrit que la via de
les MAPK també és important en l'activacié de HIF-1 portada a terme per
receptor [394]. Malgrat el seu paper en la regulacié de HIF-1a, no esta tan ben
estudiat com el de PI3K/AKT, l'activacié de la MAPK p42/p44 sembla portar a
una activacio transcripcional de HIF-1 [395]. També s’ha descrit la fosforilacio
directa de HIF-1a per MAPK [396], i el resultat d’aquesta fosforilacio €s un
augment en l'activacio transcripcional per interrupcié de les interaccions amb
FIH, el supressor transcripcional de HIF-1a [390]. A més, s’ha descrit I'activacio
de les MAPK per hipdoxia en diverses linies cel-lulars [395], de manera que,
I'activitat de les MAPK augmenta I'activacié transcripcional de HIF portada a

terme per senyals i induida per hipoxia.

6.2 STAT3 i I’'angiogénesi tumoral

STAT3 és un important facilitador de I'angiogénesi tumoral. L’activacio
d’STAT3 correlaciona amb la producci6 de VEGF en una gran varietat de
cancers humans entre els que destaquem el de mama, el melanoma i linies
cel-lulars de cancer pancreatic [397,398]. Molts dels factors oncogénics i de
creixement capacgos d’augmentar la producci6 de VEGF també resulten en
I'activacid6 d’'STAT3. Es coneix per exemple, que l'activacié de les vies de
senyalitzaci6 EGFR i Src promouen la producciéo de VEGF [399], i esta ben
documentat el fet que [l'estimulaci®6 d’aquestes vies de senyalitzacié
desencadenen [l'activaci6 d’'STAT3 [400,401]. Aquestes dades indiquen
I'existéncia d’una forta correlacié entre l'activacid6 d’'STAT3 i I'expressié de
VEGF en una varietat de tumors.

Varies publicacions han demostrat que STAT3 és requerit per I'expressio
de VEGF en varies linies cel-lulars tumorals. El bloqueig constitutiu de I'activitat
d’'STAT3 en ceél-lules tumorals mitjangant un dominant negatiu fa disminuir els
nivells basals d’expressio de VEGF [397,398]. A més, s’ha demostrat que STAT3
€s necessari per la induccié de VEGF resultant tant de factors de creixement

com de tirosina quinases. En cél-lules transformades amb v-Src hi ha una
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elevada expressio de VEGF i una elevada activitat d’'STAT3, i el bloqueig
d’STAT3 redueix significativament els nivells de VEGF [397]. La inducci6é de
VEGF per IL-6 o gp130 és depenent de la senyalitzaci6 d’'STAT3 [402,403]. A
meés es requereix STAT3 per la inducci6 de VEGF per OSM en una linia
d’astroglioma [404].

Diversos estudis han posat en evidéncia que STAT3 augmenta la
produccié de VEGF per uni6 o activacié del promotor.

A més dels efectes sobre VEGF, STAT3 ha estat implicat com a element
facilitador de I'angiogénesi per altres mecanismes. Recentment s’ha demostrat
que STAT3 regula I'expressi6 de MMP-2 i MMP-9, importants facilitadors de
I'angiogénesi i la metastasi [405]. També s’ha descrit que STAT3 és necessari
per senyalitzar via receptors associats a lligands angiogénics, inclosos bFGFR
i VEGFR [406,407].

També es coneix que STAT3 és necessari pel efectes mitogénics del
factor angiogénic PDGF [408], per la migracié de cél-lules endotelials i la
formacié de microvasos [409]. Aquestes dades impliquen que STAT3 facilita
I'angiogenesi per sobre d’intervenir en la regulacié de VEGF.

Recentment s’ha descrit, que hi ha un requeriment combinat de STAT3 i
HIF per obtenir una induccié maxima de VEGF per hipdxia o Src [410]. Aquesta
dada, posa en relleu que tant HIF-1a com STAT3 es requereixen per

I'expressio de VEGF .
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1. Cultius Cel-lulars

1.1 Linies cel-lulars

Les linies cel-lulars emprades en aquest treball, obtingudes de 'ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA), sbn les seguents

linies derivades de teixit epitelial renal huma i cél-lules renals embrionaries:

= 769-P (CRL-1933™): Linia derivada d’'un adenocarcinoma renal huma
primari, aillada al 1975 d'una dona de 63 anys i d’etnia caucasica. La
morfologia d’aquestes cél-lules és globular amb marges poc definits i presenten
una ratio nucli:citoplasma gran. Es tracta de ceél-lules epitelials adherents, que
formen una monocapa a la placa de cultiu i tenen la capacitat de créixer en soft

agar.

= 786-O (CRL-1932™): Linia d’adenocarcinoma renal huma primari, aillada
d'un home de 58 anys d’étnia caucasica. Aquestes cél-lules sén també
adherents i formen una monocapa en créixer en plaques de cultiu, poden
desenvolupar-se en soft agar. Aquestes cél-lules produeixen péptids tipus
hormona paratiroidal (PTH) de la mateixa forma que s’ha trobat en altres linies

tumorals derivades de tumors pulmonars o de mama.

» HEK293T (CRL-11268™): Variant de la linia cel-lular HEK293 (Human
Embryonic Kidney 293 cells), que deriva de cél-lules embrionaries de ronyo
humanes, transformades amb I'antigen T gran del virus SV40. Aquesta
transformaci6é, permet la replicacid6 episomal de plasmidis transfectats que
continguin l'origen de replicaci6 del SV40 i resulta en I'amplificacié de
I'expressio dels transgens continguts en ells. Les HEK293T so6n molt facils de
cultivar ja que son de creixement rapid i son ampliament utilitzades tant en

investigacié en biologia molecular com per la industria biotecnologica.
1.2 Manteniment cel-lular

Les cél-lules van ser cultivades i expandides a una temperatura de 37°C
en una atmosfera al 5% de CO,, 95% d’aire i 99% d’humitat. El medi de cultiu

emprat pel manteniment de totes les cel-lules amb les que s’ha treballat és el
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DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) de BioLocicAL INDUSTRIES
complementat amb 10% de sérum fetal bovi, 2mM de L-Glutamina, 1mM de
piruvat sodic, 1TmM d’aminoacids no essencials i 1% d’antibiotic-antimicotic.
Tots els reactius van ser adquirits a BioLocicaL INDUSTRIES excepte el darrer que
pertany a Gisco. En aquelles ocasions en les que s’ha treballat amb cel-lules
transfectades amb un vector depenent de doxiciclina, el medi s’ha
complementat amb sérum fetal bovi sense tetraciclina adquirit a Paa Laboratories.
Un cop preparat el medi, s’esterilitzava fent-lo travessar filtres de 0,22um de la

casa comercial MiLLIPORE.
1.3 Tripsinitzacié

Totes les linies amb les que s’ha treballat, creixen de manera adherent
sobre un suport solid. La tripsinitzacié s’ha realitzat quan el cultiu ha assolit

entre un 80 i un 90% de confluéncia.
= Reactius

- PBS 1x esteéril (Veure ’Annex)
- Tripsina-EDTA (al 0,05%) [BioLogicAL INDUSTRIES]
- Medi de cultiu complert.

= Procediment

- Temperar la tripsina, el PBS i el medi de cultiu a 37°C.

- Rentar la monocapa de cél-lules amb PBS 1x.

- Retirar el PBS 1x de la placa i afegir la tripsina a les cél-lules
aproximadament en la seglent relacié volum/area: 3 ml/T-25 (25 cm?
d’area).

- Incubar 2 minuts a 37°C dins I'incubador de cultius.

- Neutralitzar la tripsina amb un volum de medi de cultiu i traspassar les
cél-lules desenganxades a un tub de 15 ml.

- Centrifugar les cél-lules a 1000 rpm durant 5 minuts.

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet amb 1-2 ml de medi.

- Sembrar la quantitat de ceél-lules desitjada en una nova placa i incubar a

37°C en una atmosfera adequada.
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1.4 Recompte de cél-lules

Per sembrar una quantitat concreta de cél-lules, cal determinar-ne

préviament la concentracio. El protocol de comptatge és el segient:

= Reactius

- Blau de tripa [sicma].

- Cambra de comptatge de Neubauer.
* Procediment

- Agafar una aliquota de la suspensi6 cel-lular i preparar una dilucié 1:10
en Blau de tripa.

- Omplir la cambra de Neubauer amb la dilucié preparada, comptar el
nuamero de cel-lules viables (les no tenyides) en els diferents camps i
realitzar el calcul segons la seglent férmula:

n° cél./ml = n° cél. promig dels 4 camps x 10 x 10*

1.5 Conservacio de cél-lules

Les cél-lules eucariotes es poden conservar congelades en un medi
criopreservat i en nitrogen liquid. El protocol de congelacié que s’ha seguit en
totes les linies cel-lulars ha estat el segient:

= Reactius

-  DMSO [SiemA]
- Criotubs de 1,5 ml [Nunc]

= Procediment

- Tripsinitzar el cultiu cel-lular que ha arribat a confluéncia i resuspendre’l
en 1 ml de medi, comptar el numero de cél-lules.

- Afegir en un criotub 100 yl de DMSO i refredar en gel fins que aquest
solidifiqui.

- Afegir 900ul de la suspensié cel-lular (0,5-1x10° cél-lules totals) al

criotub que conté el DMSO.
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- Barrejar fins que el DMSO s’hagi liquat, col-locar el criotub en un
contenidor especial de congelacié (Mr.Frosty) [NALGeNE] i deixar-ho o/n a
-80°C per permetre una congelacié gradual de les cél-lules.

- Transferir el criotub en un tanc de nitrogen liquid.

1.6 Descongelacio de cél-lules

La descongelacié de cel-lules ha de ser un procés rapid per no perdre
viabilitat cel-lular.

* Procediment

- Treure les cél-lules congelades del tanc de nitrogen liquid i descongelar-
les en un bany a 37°C fins que només quedi un 10% de cél-lules
congelades.

- Afegir en el vial 1 ml de medi de cultiu fred (a 4°C) i barrejar bé.

- Transferir-ho tot en un tub amb 8 ml de medi fred (a 4°C).

- Centrifugar 5 minuts a 1000 rpm i a 4°C.

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet en 1 ml de medi.

- Sembrar tota la suspensio cel-lular en una nova placa de cultiu.

1.7 Transfeccions transitories

La Transfeccié consisteix en la introduccié d’'un DNA plasmidic dins de
cél-lules eucariotes. Existeixen diferents métodes fisico-quimics destinats a
superar la barrera que suposa la membrana plasmatica d’aquestes cél-lules,
entre els que destaquen: I'electroporacid, la precipitacio amb fosfat calcic o la
utilitzacié de liposomes. Per a transfectar les diferents linies cel-lulars amb les
que s’ha treballat, s’ha escollit un metode basat en liposomes, que sén
sistemes vesiculars artificials de composicio fosfolipidica semblant a la de la
membrana cel-lular. D’aquesta forma, el liposoma pot unir-se a la membrana
plasmatica afavorint la distribucioé de les substancies contingudes al seu interior
ja siguin, farmacs, virus, DNA etc. En el nostre cas, s’ha utilitzat la transfeccio
transitoria en aquells casos en els que s’ha necessitat que l'acid nucleic
introduit romangués a la cél-lula per un curt periode de temps (entre 24 i 96
hores) donada la seva no integracié al genoma cel-lular. Concretament, s’ha

utilitzat el producte LirorecTaminve™ Prus de la casa comercial [INviTRoGeN]. ES
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tracta d’una barreja liposdomica (3:1) del lipid policationic 2,3-dioleyloxy-N-
[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate
(DOSPA) i el lipid neutre dioleoyl phosphatidyl ethanolamine (DOPE). El reactiu
PLUS s’acomplexa amb el DNA, afavorint el seu empaquetament amb els
liposomes i augmentant el rendiment de la transfecci6. La transfeccio transitoria
es caracteritza fonamentalment per dos fets; en primer lloc, el temps en que el
DNA exogen es manté en les cél-lules és curt, entre 3 i 4 dies aproximadament,
i en segon lloc, el percentatge de cél-lules que han incorporat el material
genétic extern és també baix, tot i que aix0 dependra de la linia cel-lular

utilitzada.

= Reactius

- Reactiu Lipofectamine™ [INvITROGEN]
- Reactiu Plus™ [INvITROGEN]

- Medi OPTI-MEM [Gisco]

- PBS 1x (Veure 'Annex)

= Procediment

- El dia previ a la transfeccio, sembrar el numero adequat de cel-lules per
tal d’assolir aproximadament el 60% de confluéncia en el moment de la
transfeccio (Veure Taules 61 7).

- Preparar la solucié A diluint el DNA en el volum adequat de medi OrTI-
meM i afegir-hi la quantitat corresponent de reactiu Plus (Taula 8). Incubar
15 minuts a temperatura ambient.

- Preparar la soluci6é B diluint el reactiu Lipofectamine en Opti-mMem (Veure
TauLA 8).

- Combinar la barreja de DNA-Plus amb el reactiu Lipofectamine preparat
en el pas anterior. Incubar-ho 15 minuts a temperatura ambient.

- Rentar les cél-lules amb PBS 1x temperat a 37°C.

- Afegir a la barreja final de transfeccio el volum necessari d’OpTi-mMem per
arribar al volum final de la transfeccié (Veure TauLa 8) i distribuir-ho bé
per tota la placa.

- Incubar les ceél-lules amb els complexes DNA/lipids durant 3 hores al
incubador de cultius(37°C i 5% COy).
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- Rentar les cél-lules amb PBS 1x.
- Mantenir les cél-lules amb medi complert a 37°C i 5% CO, i assajar
I'expressié del DNA exogen a les 16-48h post-transfeccio.

TAULES 6 i 7. Quantitat de cél-lules 786-0/769-P/HEK293T sembrades segons mida de placa

mida placa n° cél-lules mida placa n° cél-lules
786-0/769-P HEK293T

96 pous 7.000 96 pous 14.000
24 pous 60.000 24 pous 120.000
6 pous 300.000 6 pous 600.000
60 mm 650.000 60 mm 1,3x10°

T-25 750.000 T-25 1,5x10°
100 mm 1,5x10°8 100 mm 3,0x10°

TAULA 8. Quantitats i volums de transfeccio

mida placa DNA (ug) PLUS (ul) LIPOFECTAMINE V solucié V transfeccio

(ul) AiB (ul) (ml)
96 pous 0,1 1 0,5 10 0,07
24 pous 0,4 4 1 25 0,25
6 pous 2 6 4 100 1,0
60 mm 5 8 12 250 25
T-25 5 10 15 250 2,5
100 mm 12 20 30 750 6

1.8 Transfeccio estable i induible

L’'objectiu de la transfecci6 estable és introduir el DNA transfectat al
genoma cel-lular. Aquest fet es déna de forma aleatoria a una petita proporcié
de les cel-lules transfectades, les quals son seleccionades per la resisténcia a
un antibidtic que li confereix el DNA transfectat. Aquest sistema permet una
expressio elevada i constitutiva del transgen. Existeixen sistemes que permeten
induir I'expressié del transgen o reprimir-la en presencia de ['antibiotic
Tetraciclina (Tc) o un dels seus analegs com és la Doxiciclina (Dox),
transfectant el DNA de forma estable. Els sistemes induibles més utilitzats en
biologia cel-lular son els sistemes Tet dels que existeixen dos tipus: els Tet-Off i
els Tet-On.

A E. Coli, la proteina Tet repressora (TetR) bloqueja la transcripcié de
gens de l'oper6 de resistencia a tetraciclina en el transposé Tn10. TetR

bloqueja la transcripcidé d’aquests gens per unio a les seqliéncies tet operator
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(tetO) en abséncia de Tc. TetR i tetO proporcionen la base de la regulacio
transcripcional per I'is en sistemes experimentals en mamifers. El primer
component critic pels sistemes Tet és la proteina reguladora basada en TetR.
Al sistema Tet-Off, aquesta proteina és una fusié dels aminoacids 1-207 de
Tet-R i I'extrem C-terminal del domini d’activacié VP16 del virus de I'Herpes
simplex (AD;[411]). L’addicié del domini VP16 converteix al repressor Tet-R en
activador transcripcional i la proteina hibrida resultant és coneguda com el
transactivador controlat per tetraciclina (tTA). La proteina tTA esta codificada
pel plasmidi regulador pTet-Off, que inclou també un gen de resisténcia a
neomicina que permet la seleccié de ceél-lules transfectades establement. El
sistema Tet-On és similar al Tet-Off, pero la proteina reguladora es basa en un
repressor Tet “revers” (rTetR) que va ser creat pel canvi de quatre aminoacids
al TetR [412,413]. La proteina resultant, rtTA (tTA reversa), esta codificada pel
plasmidi regulador pTet-On.

El segon component critic és el plasmidi que expressa el gen de interes
sota el control de I'element de resposta a tetraciclina o TRE. Aquest element
TRE, que consisteix en set repeticions directes d’una seqiéncia que conté el
tetO, sol estar localitzat upstream del promotor minim pCMV (promotor del
Citomegalovirus). La diferéncia entre els sistemes Tet-On i Tet-Off rau en la
resposta front la doxiciclina. En el cas de Tet-Off és I'abséncia de doxiciclina el
que promou l'expressié del transgen mentre que en el cas de Tet-On s’activa

I'expressio en preséncia d’aquest antibiotic.

En el nostre cas vam voler obtenir la sobreexpressié del gen hHAVcr-1 de
forma estable i induible i vam utilitzar la metodologia induible Tet-Off basada en

I'ds del vector pBIG2r.
1.8.1 Sistema Tet-Off: pBIG-2r-hHAVcr-1-HA

El principal problema del sistema Tet és que I'elevada expressié de tTA i
riTA provoca toxicitat cel-lular. Per aix0, es va desenvolupar un altre tipus de
sistema basat en la incorporacié a la cél-lula d’'un sol vector. Es el cas del
vector pBIG-2r (7,1 kb), d’expressié autoregulada i bidireccional, en el que el
promotor débil TK s'utilitza per dirigir I'expressié del transactivador tTA i

'element CMV s'utilitza per dirigir 'expressio del cDNA, en aquest cas en
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abséncia de doxiciclina. Aixi doncs, tant el transactivador com l'element de
resposta es codifiquen en un mateix vector, cosa que simplifica el sistema i
assegura I’ expressié del transgen mentre s’expressen continuament baixos
nivells del transactivador [414]. A més, el pBIG-2r conté un marcador selectiu
que confereix resistencia a la Higromicina B per tal d’aconseguir la generaci6
de linies estables.

Un cop obtinguts els constructes es van purificar i transfectar a la linia
cel-lular 769-P. Per tal de seleccionar els clons derivats d’aquesta transfeccié
es va afegir al medi de cultiu 450 ug/ml d’Higromicina B [BOEHRINGER MANNHEIM
embH] i es van tractar amb 1pg/ml de doxiciclina [Siema-aLbRrICH] a I'hora de

reprimir I'expressié de la proteina.

= Procediment

- Es sembren les linies cel-lulars adequades per a cada cas en una placa
de 10 cm de diametre i es transfecten amb la construccié pertinent
seguint el protocol descrit a 'apartat 6.7.

- Després de 24h de la transfeccid, les cél-lules es ftripsinitzen i es
sembren repartides en 3 plaques de 10 cm de diametre.

- A les 48h, s’afegeix I'antibidtic de seleccid i la doxiciclina per evitar
I'expressio del gen transfectat.

- Es canvia el medi amb antibidtic cada 2-3 dies. Les cél-lules que no
continguin la construccié aniran morint de forma massiva.

- A les 2-3 setmanes post transfecci6 comencen a apareixer colonies
aillades resistents a I'antibidtic.

- S’aillen les colonies mitjangant cilindres de clonatge i cada colonia es
transfereix a un pou d'una placa de 96 pous des de on s’aniran
expandint.

- L’expressio del transgen s’ha analitzat per Western blot.
1.9 Produccié de particules lentivirals i transduccié cel-lular
Els vectors lentivirals permeten introduir de forma molt eficient, integrar i

expressar de forma estable, transgens i altres seqiéncies com short-hairpin

RNA (shRNA), a cél-lules quiescents i proliferants, tant in vivo com in vitro. Les
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particules lentivirals es generen mitjangant I'expressi6 d’elements
d’empaquetament del virid (vectors Packaging i Envelope, [SicmA ALDRICH]) en
una cel-lula utilitzada com a “productora de virus”, en el nostre cas cel-lules
HEK293T. Les particules lentivirals actuaran de vehicle pel DNA d’interés, en el
nostre cas es tracta dels vectors pel silenciament de hHAVcr-1 i IL-6 a la linia
cel-lular 769-P i els seus respectius controls, mitiancant RNA d’interferencia
(RNAi) amb diferents sequéncies de shRNA (Veure apartat 2.6) i per la
sobreexpressio de hHAVcr-1aixi com els mutants pel shedding de la proteina a
la linia 786-0 i els seus respectius controls.

Aquestes particules, un cop produides per les cél-lules HEK293T sbn
alliberades al medi de cultiu i s’utilitzen per la infeccié de les nostres cel-lules
diana. Els shRNA sbén processats per la maquinaria cel-lular de les cél-lules

diana, originant el siRNA (small interfering RNA) corresponent.

* Procediment

El dia abans de la transfeccid, es sembren les cél-lules HEK293T a un
80-90% de confluéncia en flascons T-25 [Nunc] .
6 pg de DNA (que contenen els quatre plasmidis: vector, gag-pol,
envelope i transfer en proporcions 1:1:3:5) es combinen amb 30ul del
reactiu de transfeccio Polyetylenimine [PoLyscieEnces INc] en 600 uL de
NaCl (150 mM).

- S'incuba la suspensié durant 20 minuts a temperatura ambient i
s’afegeix gota a gota a les cel-lules HEK293T.

- Les cél-lules transfectades s’incuben o/n a 37°C a I'incubador de cultius.
Es recullen els sobrenadants de les cél-lules transfectades i es posen 5
ml de medi fresc (aquest procés s’haura de repetir a les 48 i 72h post-
transfeccio).
Els sobrenadants obtinguts de les cél-lules transfectades es passen per
filtres de 0,22um [Miuirore] i es suplementen amb un 10% de FBS,
8ug/ul de Polybrene [Siema-ALpRIcH] | un 1% d’aminoacids no essencials

[BioLoGICAL INDUSTRIES].
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- Les cel-lules a infectar es sembren, el dia abans de la infeccié, a una
densitat de 3x10° cél-lules en un flascd T-25 en un volum de medi de
Sml.

- ElI medi que conté els virus es va aplicant a les cél-lules a infectar
(aquest procés es repeteix 2 cops amb el medi extret de les cél-lules
HEK293T 48 i 72 hores post-transfeccio).

- Passat aquest temps, es treu el medi de les cél-lules infectades i
s’afegeix medi fresc.

- Els transformants es seleccionen durant 5 dies per addicié de

Puromicina [Siema-ALDRICH] @ 1pug/ml al medi de cultiu.

1.10 Tractaments cel-lulars

1.10.1 Tractament amb pervanadat

Per tal d’estudiar el procés de shedding accelerat de la proteina hHAVcr-1
a la linia 786-0O, s’ha sotmeés les cél-lules a un tractament amb pervanadat
[Siema-ALDRICH], potent inhibidor de les proteines tirosina fosfatases, durant 30

minuts i a una concentracié de 50uM.
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1.11 Assajos funcionals

1.11.1 Assajos d’invasié amb Transwell

La invasio tumoral es defineix com la capacitat de les ceél-lules tumorals
d’extravasar barreres tissulars tals com la membrana basal. Els assajos
d’invasié en pous Transwell® culture chamber, simulen aquesta situacioé in vitro
i permeten estudiar la capacitat invasiva de les ceél-lules utilitzant una matriu
extracel-lular obtinguda de ceél-lules de sarcoma de ratoli [189] que recobreix la
membrana porosa del Transwell®. En conjunt, aquests assaigs permeten
conéixer el potencial invasiu de les cél-lules, és a dir, la seva capacitat
migratoria i la seva capacitat de secretar enzims que degraden la matriu
extracel-lular. Aquest tipus d’assaig permet també estudiar I'efecte atraient de

determinats factors mitjancant la seva addici6 al medi (Veure Ficura 19).
= Reactius

Transwelf® amb filtres de policarbonat amb porus de 8um [CosTAR].
- Matrigel™ [Bp Biosciences].
- Plaques de 24 pous [Nunc].
- Medi DMEM complert (Veure '’Annex).
- Medi sense sérum fetal.
- Solucié de cristall violeta al 1% en H,O milli-Q estéril.
- Solucié acid acétic al 10% en H,O milli-Q esteéril.
- Bastonets de les orelles.
- PFA al 4% (Veure 'Annex).
- PBS 1x (Veure 'Annex).
- Hoescht 33323 1:200 en PBS.

» Procediment
- Deixar el Matrigel™ [Bb Biosciences] 0/n a 4°C en gel.

- Afegir el Matrige/™ (diluit a 1:3 en medi DMEM sense sérum fetal) a rad

de 50 pl per pou amb les plaques col-locades en gel.
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Mantenir les plaques on soén disposats els Transwell® a 37°C durant 30
minuts per tal que el producte solidifiqui.

Afegir a la part inferior de cada pou 600 pl de medi DMEM amb un 10%
de sérum fetal.

Tripsinitzar les cel-lules, rentar-les dos cops amb medi sense sérum fetal
(centrifugar i resuspendre). Sembrar les cél-lules a una densitat de 1x10°
cél-lules/ 100pl.

Omplir la resta de pous amb 1 ml de PBS 1x (Veure I'’Annex).

Desar les ceél-lules al incubador durant 48h.

Fixar les cél-lules amb PFA al 4% durant 30 minuts a temperatura
ambient. Afegir 100 pl a dalti 600 pl a la part de baix del pou.

Rentar 3 cops amb PBS 1x (Veure I'Annex) i rentar la part de dalt del
Transwelf® amb un bastonet de les oides.

Realitzar el comptatge amb dos métodes complementaris:

- Tincié Hoescht: Col-locar el Transwell° damunt un portaobjectes on
hem disposat 50ul de Hoescht 33323 diluit en PBS 1x i deixar-ho a la
cambra fosca durant 10 minuts. Rentar amb PBS 1x i comptar a travées

del microscopi de fluorescencia [Olympus FV1000].

- Incubacié amb Cristall Violeta diluit al 1% en H,O: Posar 100 pl de
solucié a la part de dalt del Transwell® i 600 Ml a la part de baix. Deixar-
ho 30 minuts a temperatura ambient. Rentar amb PBS 1x, retallar la
membrana, dissoldre-la amb acid aceétic al 10% fins que la membrana

quedi transparent. Es mesura I'absorbancia a 590 nm [BioTek Elx800].

membrane insert
of defined pore

upper well: cells size
= I T,
= d [ A ey

. — Y

insert — !

lower well:
chemoalttractant

Fig. 19| Cambra Transwell
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2. Manipulacio del RNA
2.1 Extraccioé de RNA total

L’extraccié de RNA s’ha portat a terme mitjancant I'is del RNeasy Mini kit
[Qacen]. Aquest metode es basa en I'Us de columnes cromatografiques
d’afinitat que eviten la manipulacié de substancies toxiques, com el fenol i el
cloroform, utilitzats en el métode classic d’extraccio [415]. Aquest kit suposa un
estalvi important de temps i permet el processament d’'un nombre més elevat
de mostres mantenint la reproductibilitat. En I'extraccié de RNA de cél-lules, es
parteix d’'una placa de 10cm de diametre on es sembren un milié de cél-lules i
es segueixen les recomanacions del fabricant. La qualitat i puresa dels
extractes de RNA obtinguts sén suficients per utilitzar-los en diverses
aplicacions tals com RT-PCR i RT-qPCR.

2.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’amplificacio del DNA mitjangcant la reaccié en cadena de la polimerasa o
PCR, s’ha convertit en un procediment basic en el laboratori de biologia
molecular. Cada reaccié6 damplificaci6 s’ha optimitzat de manera
individualitzada, tenint en compte, el disseny especific de cada primer,
I'establiment de la temperatura d’anellament (Ta) optima per a cada parella de
primers, el nimero de cicles de la reaccid i la concentracié de Mg**. L’eleccio
de la polimerasa a emprar, dependra de I'aplicacié concreta del producte de la
PCR. Aixi doncs, quan el nostre objectiu ha estat la visualitzacié del producte
de la PCR en un gel d’agarosa s’ha utilitzat la EcoTaq d’[Ecocen], en canvi, en
aquells protocols on ha estat de vital importancia preservar la fidelitat de
'amplificacidé, s’ha optat per la utilitzaci6 d’'una polimerasa amb activitat

correctora o proofreading com la Pfu de [PromEGA].

A continuacio, s’indiquen unes condicions estandard que s’usaran com a
punt de partida previ a I'optimitzacié de les condicions ideals per a cada cas

concret.
= Reactius

- Taq polimerasa amb el seu corresponent tampo.
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MgCl, 50 mM

- dNTP mix ( dATP,dTTP,dGTP,dCTP; equimolars a 10 mM)

- eppendorfs per PCR de paret fina

- Primers forward i reverse*a 10 uyM

- H20 milli-Q estéril

* Els primers van ser dissenyats mitjangant el programa informatic

Primer3 disponible a: (http: // www.frodo.wi.mit.edu/)
= Procediment

- Preparar la seglent reacci6 en gel fins a 50 pl:

Component Concentracio final
Aigua milli-Q Fins a V final
DNA motlle # x ul

10x Taq buffer* 1x

MgClz 50 mM 1,5 mM
dNTPs mix 10 mM 200 uM
forward primer 10 uM 1uM
reverse primer 10 uM 1 uM
EcoTaq 125U

# Les quantitats de DNA motlle varien segons es tracti de DNA
genomic (25-100 ng) o DNA plasmidic (0,1-1ng).

* Subministrat amb la DNA polimerasa especifica
utilitzada.

- Col'locar cada reaccio en el termociclador i executar el programa de

PCR. Condicions tipus:

94°C 5 min
94°C 30 seg
Ts 30 seg 30 cicles
72°C 1min/kb DNA
72°C 5 min
4°C 0

* La Ta normalment és 5°C per sota de la T, dels primers.
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2.3 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

La transcripci6 inversa-PCR o RT-PCR permet amplificar un mRNA fins a
un cDNA de doble cadena. La técnica consta de dues etapes, primer la
transcripcio inversa (RT) a partir del mRNA utilitzant un primer antisentit
especific o un oligo-dT i en segon lloc, 'amplificacié per PCR de la cadena de
cDNA sintetitzada en la primera etapa. Tot i que tradicionalment aquestes dues
etapes s’han realitzat separadament, existeixen kits comercials que permeten
dur a terme ambdues reaccions en un sol tub. S’ha utilitzat el kit Superscript™
One-Step RT-PCR with Platinum® Taq de [INnviTROGEN] que consisteix en una
barreja dels enzims Superscript Il H-Reverse Transcriptase i Platinum Taq, una
Tag DNA polimerasa acomplexada amb un anticos que inhibeix [I'activitat
polimerasa a temperatura ambient perd que permet la recuperacié d’aquesta
activitat després de la desnaturalitzacié a 94°C durant la PCR. Aquest Hot start
automatic permet incrementar la sensibilitat, I'especificitat i el rendiment de la
reacci6 de PCR. S’han seguit les instruccions subministrades per la casa
comercial. Per lI'experiment de microarray dRNA el cDNA s’ha sintetitzat

mitjangant I'us del One Cycle cDNA Synthesis kit [AFFYMETRIX].

En aquelles ocasions en les que s’ha necessitat un cDNA d’elevada
puresa, principalment en els casos en els que el cDNA era necessari per tal de
realitzar un experiment de RT-qPCR, s’ha utilitzat el High capacity cDNA
archive kit d’[ArpLiED BlOSYSTEMsS]. Els volums necessaris de cadascun dels
components del kit aixi com, les condicions en les que s’han dut a terme les

reaccions es detallen a continuacio:

= Reactius

- RT Buffer

- dNTP’s mix

- Random Primers
- Ho,O milli-Q estéril
- RT 50 U/ul

* Procediment

- Barrejar 1ug de RNA amb H,O milli-Q esteéril fins a un volum de 10 pl.
- Afegir els components de la mix de PCR fins a un volum final de 20 pl.



Material i métodes | 87

- Afegir els tubs al termociclador i executar el segtient programa:
25°C 10 min
37°C 120 min
2.4 RT-gPCR (Quantitative Reverse Transcription-Polymerase chain reaction)

La RT-PCR quantitativa o a temps real (RT-gPCR) és una variant de la
reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) que permet amplificar i quantificar el
producte generat a cada cicle d’amplificacié. Aquesta quantitat de producte
esta directament relacionada amb la quantitat de cadenes de cDNA existents al
inici del procés de la PCR. Per tal de detectar en temps real els productes de
PCR, s’inclou a la reacci6 una molécula fluorescent de tal manera que un
augment en la fluorescéncia ens indica un augment proporcional de la quantitat
de DNA.

La PCR a temps real, consta d’'una fase exponencial on la quantitat del
producte de PCR es duplica a cada cicle. No obstant, a mesura que avanca la
reaccié es van consumint els diferents components de la reacci6é fins que
arriben a ser limitants. A partir d’aqui, la reaccié de PCR entra a la fase plateau.
Inicialment, la fluorescéncia es manté a uns nivells no detectables tot i que
existeix una acumulacié del producte de la PCR de forma exponencial.
Finalment, I'acumulacié de producte de la PCR produeix un senyal de
fluorescéncia detectable. El cicle on té lloc aquest procés és el que s’anomena
CT (threshold cycle). Aquest valor de CT depén de la quantitat de cDNA

present al inici de la reaccié.

Durant aquest treball experimental, s’han utilitzar com a molécules
fluorescents les sondes TagMan® [ArpLED BiosysTeEms]. Aquestes sondes sén
oligonucledtids que porten unides dos tipus de molécules: un fluorocrom a
I'extrem 5’ i un reductor de I'emissié o quencher a I'extrem 3'. Mentre la sonda
es manté intacta, la proximitat del quencher absorbeix la fluorescéncia emesa
pel fluorocrom. Quan la Taq polimerasa arriba a l'extrem 5 allibera el
fluorocrom gracies a la seva activitat exonucleasa distanciant-lo del quencher,
moment en el qual el fluorocrom emet fluorescéncia. D’aquesta manera el
sistema esdevé altament especific ja que el fluorocrom només emet

fluorescéncia quan s’amplifica la cadena d’interes.
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La PCR a temps real, permet tant una quantificacié absoluta del nombre
de copies de cada mRNA com una quantificacio relativa. En aquest treball s’ha
utilitzat la quantificacié relativa que es basa en el métode de comparacié de CT.
Aquesta técnica utilitza un control endogen com element normalitzador i es
basa en el calcul de la relacié que hi ha entre el CT del gen problema i el CT
del control endogen que serveix per a normalitzar la quantitat de cDNA afegit a
la reacci6. A més, aquest valor es pot utilitzar per a la comparacié relativa de
les diferents quantitats entre les diferents mostres problemes. Per tal
d’aconseguir-ho, es tracta de designar una de les mostres com a calibrador. El
calibrador és una mostra que serveix com a base per referenciar els resultats,

és el que s’anomena valor 1 d’expressio.

La quantitat de la mostra problema normalitzada pel control endogen i

relativa al calibrador, ve donada per la férmula:
2-AACT
On:
ACT = CT gen problema - CT control endogen
AACT = ACT mostra problema — ACT calibrador
A continuaci6 es descriu el protocol que s’ha seguit:

» Reactius

- 2x Tagman® Universal PCR Master Mix [APPLIED BIOSYSTEMS].
- 20x Assays on Demand™ Gene Expression Assay Mix.(Veure TauLa 9)

TAULA 9. SONDES Tagman EMPRADES EN RT-qPCR

Gen Codi identificador sonda
SNAI 2 Hs00950344 m1
SMARCA 1 Hs00161922 m1
JUP Hs00158408 m1
ANPEP Hs00174265 m1
GLUT 1 Hs00892681_m1
VEGFA Hs00900055 m1
HIF-1A Hs00153153_m1
PPIA Hs99999904 m1

IL-6 Hs00985639_m1
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cDNA.

- H2O RNase free.

Plaques de 96 pous [ArpLIED BiosysTEMS].

Tapa per a plaques de 96 pous [ArpLIED BlosysTEMs].

* Procediment

Diluir el cDNA a 1:50 o 1:100.

Preparar la seglent reaccié a un volum final de 20 ul :

Component V final
2x Tagman Universal PCR Master Mix 10 ul
20x Assays on Demand Gene Expression Assay Mix 1ul
Aigua RNase free 4 ul
cDNA 5 ul

Centrifugar la placa.

Col-locar la placa a l'aparell de PCR quantitativa (75600 Real Time PCR

System d’AprpLiED BiosysTEms) i executar la PCR:

50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15 seg 50 cicles
60°C 1 min
4°C 0

Analisi dels resultats.

2.5 Microarrays d’RNA

L’objectiu principal de I'analisi per microarray d’RNA, en el nostre cas, és
el de determinar gens diferencialment expressats com a resultat de la
sobreexpressio o el silenciament de hHAVcr-1. L'experiment, s’ha dut a terme
utilitzant 'array Human Exon 1.0 array (Affymetrix GeneChip® array) que

proporciona una cobertura complerta del genoma huma.
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La seleccié d’aquests gens s’ha basat en I'aplicacié d’'un model d’analisi
lineal, tal i com es descriura més endavant, que selecciona els gens per a cada
comparacié després d’'una correccié pels efectes técnics derivats del propi
procés de sobreexpressio i silenciament del gen. L'experiment s’ha realitzat al
servei de genomica de la UCTS (Unitat Cientific-Técnica de Suport) de I'IR-
HUVH i l'analisi estadistica al servei de bioinformatica de la UCTS de l'IR-
HUVH.

* Procediment

- Sintetitzar el cDNA de doble cadena a partir dels extractes d’RNA total
de la linea 769-P modificada per a la sobreexpressio i el silenciament
d’hHAVcr-1, utilitzant el One Cycle cDNA Synthesis kit [AFFYMETRIX].

- Sintetitzar el cRNA antisentit marcat amb biotina utilitzant el mateix kit i
partint de 5 pg d'RNA total i del oligo dT primer seglent:
5GGCCAGTGA-ATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24

- Purificar els cRNAs utilitzant les columnes del kit GeneChip® Sample
Cleanup Module [AFFYMETRIX]

- Fragmentar 20 pg de cRNA a 94°C durant 30 minuts en 40 yl de Tampd
A (Veure 'Annex).

- Afegir les mostres fragmentades al cocktail d’hibridacié (Veure I’Annex).

- Equilibrar l'array de sondes a temperatura ambient i prehibridar amb
tampo6 d’hibridacio 1x (Veure I’Annex) a 45°C durant 10 minuts amb
rotacio.

- Hibridar amb 200yl de la barreja el Human Exon 1.0 array
(Affymetrix GeneChip® array) a 45°C durant 16 h amb rotacio.

- Rentar els GeneChips i marcar-los amb estreptavidina ficoeritrina
segons el protocol de EukGE-WS2-v5 proporcionat per [AFFYMETRIX].

- Escannejar els GeneChip® en un Agilent G3000 Gene Array Scanner.
2.5.1 Analisi estadistica
» Pre-processament

Els valors d’expressid obtinguts dels arxius .CEL van ser processats

utilitzant el métode RMA [416] que consta de tres nivells de processament:
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- fase 1: correccié de fons.
- fase 2: Normalitzacio.

- fase 3: Sumaritzacio a nivell d’exons.

Seguidament, els valors d’ex6 corresponents a cadascun dels gens sén
promitjats per tal d’'aconseguir un unic valor per cada gen. S’han utilitzat llindars
conservadors per tal de reduir possibles falsos negatius.

» Seleccio de gens diferencialment expressats

La selecci6 dels gens esta basada en un model d'analisi lineal amb
moderacidé empirica de Bayes de la variancia estimada. A la practica, aquest és
un metode similar a I'us d’un “t-test” amb una millor estimaci6 de la variancia
[417]. Aquells gens amb un p-valor ajustat de menys de 0,01 i un Fold Change
de com a minim 2 son considerats com a diferencialment expressats. L’ajust
del p-valor es va portar a terme basant-nos en un estricte control del False

Discovery Rate (FDR) proporcionat per metode Benjamini & Hochberg [418].

La representacioé dels gens diferencialment expressats s’ha fet mitjangant
diagrames Volcano (que representen el menor p-valor (Y) versus el Fold
Change en escala logaritmica (X)). La representacio dels perfils diferencials es
realitza mitjangant els diagrames Heatmap, que sbn diagrames rectangulars on
es representa l'expressi6 de cada gen seleccionat (files) a cada mostra
(columnes) utilitzant una escala de color que va de valors baixos a valors alts
d’expressio. Els gens que mostren un perfil similar entre condicions, sén
agrupats en un diagrama que proporciona una idea de grups de gens que
poden ser simultaniament sobreexpressats o infraexpressats i poden

potencialment estar co-regulats.
» Analisi de la significanca bioldgica

L’analisi pel Gene Ontology (GOA) esta basada en un sistema de
sobrerepresentacio [419] que determina si els gens que son trobats i catalogats
com a diferencialment expressats, semblen ser més o menys freqients de lo
normal en algunes de les categories del GO que podrien estar relacionades
amb els processos biologics implicats en I'analisi. Una analisi similar mitjangant

el programa IPA (Ingenuity Pathway Analysis), s’ha utilitzat per establir quines
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vies moleculars so6n afectades pels gens seleccionats i també per tal de

representar les relacions que apareixen entre gens.
= Software utilitzat

Totes les analisis estadistiques, excepte I'lPA, s’han realitzat utilitzant el
llenguatge estadistic R i les llibreries desenvolupades per l'analisi de dades

d’'un microarray pel Bioconductor Project (http:// www.bioconductor.org). Els

principals métodes i eines s’han utilitzat tal i com es descriu [420]. L’analisi IPA
s’ha realitzat utilitzant [l'eina Ingenuity Pathways Tool, disponible a

http://www.ingenuity.com

2.6 Mecanismes de knock-down génic: shRNA

El RNA d’interferéncia (RNAi) és un mecanisme de regulaci6 de
'expressio génica per silenciament, conservat evolutivament i present en
nombroses espécies d’organismes eucariotes. Es un sistema que utilitza
sequéncies curtes de doble cadena de RNA (dsRNA) que participen en la
degradacio o repressio de la transcripcido d’'una sequéncia homologa de RNA
diana de manera especifica. Aquest sistema, pot ser induit eficientment tant in
vitro com in vivo, mitjangant l'aplicacido directa de small interfering RNAs
(siRNAs) o per I'expressié mitjangant vectors virals o no virals de short hairpin
RNAs (shRNAs). Aquesta, és doncs, una eina molt emprada avui en dia en

estudis gendmics funcionals i presenta un gran potencial terapéutic [421].
2.6.1 shRNA

Els shRNAs contenen seqiéncies de DNA formades per seqlencies
sense i antisense unides per una sequéncia central (especifica per a cada gen),
que estructuralment forma un bucle (hairpin). Un cop introduit a la cél-lula el
vector que conté el shRNA, es transcriu gracies al seu promotor (generalment
s’utilitza un promotor diana de la Polimerasa lll). EI RNA resultant, segueix el
sistema de processament endogen de la cél-lula eucariota, es processa per la
RNasa lll citoplasmatica DICER, produint-se el siRNA corresponent, que sera

el que produira I'acci6 de silenciament genic.
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En aquest cas, les sequéncies de shRNA utilitzades per hHAVcr-1 i IL-6,
pertanyen a la llibreria de RNAI contra gens humans MISSION®shRNA Bacteria
Glycerol stock [Sicma-ALbricH] (Veure Taura 10). El control emprat é€s una
seqiiéncia no relacionada amb cap gen huma anomenada MISSION® non
target shRNA control. Els clons de shRNA van ser adquirits a la casa comercial
i les particules lentivirals van ser produides mitjancant transfeccié a la linia
cel-lular HEK293T (Veure apartat 1.9).

TAULA 10. SEQUENCIES shRNA EMPRADES EN EL SILENCIAMENT DE hHAVcr-1 | IL-6

shRNA ID SEQUENCIA

hHAVcr-1 (seqiiéncia 851) TRCNO00000680768 CCGGGCCTTTGGAATAACAATCAAACTCGA
GTTTGATTGTTATTCCAAAGGCTTTTTG

hHAVcr-1 (seqiiéncia 572) TRCN0000060769 CCGGCGACGACAATGACTGTTTCAACTCGA
GTTGAAACAGTCATTGTCGTCGTTTTTG

IL-6 (seqliéncia 636) TRCNO0000059205 CCGGCATCTCATTCTGCGCAGCTTTCTCGA
GAAAGCTGCGCAGAATGAGATGTTTTTG

IL-6 (seqiiéncia 211) TRCN0000059207 CCGGCAGAACGAATTGACAAACAAACTCGA

GTTTGTTTGTCAATTCGTTCTGTTTTTG

3. Manipulacio del DNA

3.1 Vectors i construccions

Els vectors i construccions utilitzats en aquest treball es detallen a

continuacio:

NOM VECTOR ESPECIFICACIONS CONSTRUCCIO
Nhel
Xhol
EcoRI
Kpnl
BamHI S
Spel L CMYy* TK ;
BEcoRi ), % El cDNA sencer d’hHAVcr-1 es
Pstl L4 : *':"‘"" Intron x\ digereix amb les dianes BamHI
Ecorv [0 F A\ i Spel del vector pIRES-HK (clonat
pBIG2r Notl /% #4 28108¢ previament al laboratori). El producte

el \ 7100 bp \ resultant, va ser subclonat per

!, Ao e o § les dianes abans descrites al vector

\\ , pBIG2r.

N /
‘)_ tle '

/ \ Es clonen cadascun dels mutants
| FUW-CMV-hHAVer-1-IRES-PURO | pel shedding aixi com el cDNA complert
\ 11057 bp d’hHAVcr-1 al vector lentiviral FUW entre
\ les dianes de restriccié Agel i BamHI.

FUwW
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3.2 Electroforesi d’acids nucleics
3.2.1 Electroforesi en gels d’agarosa:

Els materials d’electroforesis utilitzats han estat principalment cubetes tipus
minigel i mitja de les cases comercials [Bio-Rab] i [Ecocen] i fonts d’electroforesi
de la casa comercial [Bio-Rab]. Les mostres a carregar es dilueixen a 1:10 en
tamp6 de carrega 10x composat per: 50% de Glicerol, 0,21% de Blau de
bromofenol, 0,21% de Xylene cyanol FF i 0,2M EDTA pH 8,0.

3.2.1.1 Electroforesi analitica

Per visualitzar el resultat de les digestions de DNA, I'amplificacié d’acids
nucleics o la purificacié d’acids nucleics, s’ha utilitzat I'electroforesi en gels
d’agarosa [agarosa estandar grado medio, Ecocen] preparats en tampo TAE 1x
(Veure Tauta 1 Annex). El percentatge d’agarosa dels gels pot oscil-lar entre el
0,7 i el 2,5% (p/v) en funcio de la grandaria dels fragments a visualitzar. Per tal
d’'observar el DNA en el transil-luminador, s’incorpora el bromur d’etidi
directament al gel a una concentracio final de 0,5 pg/ml. L’electroforesi es resol

a voltatges de entre 70 i 115V.
3.2.1.2 Electroforesi preparativa

En aquelles electroforesis on el que es pretén és la purificacid del DNA
d’interés a partir del gel per a una posterior aplicacié, s’ha utilitzat agarosa de
maxima puresa [molecular biology grade agarose, PromecA]. En aquests casos,
es treballa amb dimensions i volums de carrega més grans, entre 50 i 100 pl
per pou i I'electroforesi es resol a voltatges més baixos entre 40 i 60 V, durant

temps més llargs.
3.3 Clonatges

El clonatge de DNA mitjancant I'enginyeria del DNA recombinant és la
principal eina emprada per alterar el patrd cel-lular d’expressié génica de forma
regulada. L’objectiu és la insercié d’'un fragment de DNA (o gen) d’interés (que
codifica per a una proteina, domini proteic, siRNA etc.) dins un vector que, un

cop introduit a la cél-lula pels mecanismes detallats anteriorment, assegura
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I'expressio del gen en estudi. El protocol de clonatge utilitzat en aquest treball

inclou les segients fases:

Digestio del insert i del vector amb els que es vol fer el clonatge.

Purificacié del insert i el vector.

Lligacid.

Transformacio del producte de lligacié en bacteris competents.

Identificacio de les colonies recombinants per PCR i seqlienciacio.

Preparacio del DNA plasmidic.
3.3.1 Digestions

L’eina basica que permet la manipulacié de la informaci6é genética sén els
enzims de restriccid, o endonucleases de restriccid, que poden reconeixer una
sequencia caracteristica i palindromica de nucleotids dins una molécula de
DNA i tallar-la en aquest punt concret, anomenat lloc o diana de restriccié. El
tall origina uns extrems que es podrien relligar reconstruint la diana de
restriccid. L’estratégia consisteix en digerir vector i insert amb els mateixos
enzims (0 amb enzims que originin extrems compatibles) per la seva posterior
lligaci6. El insert pot provenir tant d’'una amplificacié de PCR, tenint en compte
que els primers emprats han d’amplificar les dianes de restriccié adequades als
extrems del producte d’amplificacié, com d’'una digestié d’'un vector preexistent.

En aquest darrer cas parlem d’'un subclonatge.

Tots els reactius i enzims necessaris per les digestions realitzades es van
adquirir a [New EncLanp Biowass] i a [RocHE]. Les digestions poden ser simples
(utilitzant un sol enzim de restriccid) o dobles. En el cas de digestions simples
el producte es va purificar tal i com s’especifica a l'apartat 3.3.2.1. Els
productes de les digestions dobles es van purificar per electroforesi en gel
d’agarosa per visualitzar-lo i seguint el protocol especificat a 'apartat 3.3.2.2. El
volum final de la reaccioé dependra de la quantitat d’enzim emprat ja que aquest

prové d’una solucié amb glicerol i el percentatge final d’aquest component no
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pot excedir en un 5% ja que provocaria la inhibicié de la reacci6 de digestio. La

digestioé consta dels segiients components:

» Reactius

Fins a 10 ug de DNA diana.

- 3U/ug de DNA (1 unitat enzimatica es defineix com la quantitat
necessaria d’enzim per digerir 1 ug de DNA en 1h a 37°C).

- BSA (1% del volum final de la reaccié i només per a certs enzims).

- Buffer 10x (10% del volum final), el recomanat per a cada enzim.

- Aigua milli-Q estéril ( fins a completar el volum necessari).
* Procediment

- Incubar les reaccions o/n a 37°C o a RT en funci6 de I'enzim emprat.
- Comprovar per electroforesi en gel d’agarosa que la digestié ha estat
completa abans de continuar el clonatge (Veure apartat 3.2.1).

- Ladigesti6 es pot guardar a -20°C fins a la seva utilitzacié.

Les digestions dobles sén possibles sempre que el tampo dels dos enzims
sigui compatible. En cas de no ser aixi, la digestié s’ha de realitzar de forma

sequencial.
3.3.2 Purificacio del DNA
3.3.2.1 Producte de PCR

Els productes de PCR es van purificar amb el High Pure PCR Purification
kit [RocHe] seguint les especificacions del fabricant. Aquest protocol es basa en
I'ds d’'unes columnes de polimer capa¢ de retenir el DNA en determinades
condicions. Amb aquest sistema es poden purificar fragments de DNA entre 0,1

i 10 kb de grandaria. S’han seguit les instruccions indicades pel fabricant.
3.3.2.2 Purificacié de DNA a partir de gels d’agarosa

Els fragments de DNA resolts electroforéticament en un gel d’agarosa es
poden recuperar i purificar a partir del gel per utilitzar-se en posteriors
aplicacions. En primer lloc, es separa electroforéticament el DNA d’interés en

un gel d’agarosa-BrEt (Veure apartats 3.2.1.1i 3.2.1.2). En segon lloc es retalla
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la banda a recuperar amb una fulla de bisturi estéril, sota llum ultraviolada. Per
a purificar el DNA de la banda d’agarosa escindida, s’utilitza I'Agarose gel DNA
extraction kit de [RocHe], basat en la utilitzacid de pols de silica que reté
adsorbit el DNA en preséncia de sals catidniques. S’ha seguit el protocol

suggerit pel fabricant.
3.3.3 Lligacio

Un cop comprovades la puresa i la concentraci6 del DNA purificat
mitjangant I'electroforesi en gel d’agarosa i la mesura espectrofotomeétrica, es
procedeix amb el protocol de lligacié. S’ha d’optimitzar la relacié insert (l)/
vector (V) (normalment s’ha utilitzat una relacié molar |:V de 3:1). La quantitat
final de insert es calcula mitjangant la seglent formula:

Quantitat de V (ng) x mida de I'l (kb) B
x relacio molar = ng d’l

Mida del V (kb)
* Procediment

- Afegir volums de vector i insert a la proporcié adequada.

- Afegir 1ul de tamp6 T4 [New England Biolabs].

- Afegir 1 U d’enzim T4 lligasa [New England Biolabs].

- Afegir aigua milli-Q estéril fins a un volum final de 10 pl.

- Lareaccio es porta a terme a 16°C durant 16h en un temociclador Perkin
Elmer 2400® [Perxin-ELMER].

3.3.4 Transformacio de bacteris competents

Els bacteris competents poden incorporar DNA exogen en un procés
denominat transformaci6é. El métode emprat per a la transformacié és el que
s’anomena de xoc térmic, utilitzant els bacteris One-Shot® TOP10 d’E.coli, de
la casa comercial [InviTROGEN], fets competents quimicament i que ofereixen una

eficiéencia de transformacio de 10”-108 cfu/ug.
* Procediment

- Descongelar en gel una aliquota de bacteris competents.
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- Afegir a la suspensié de One-Shot® TOP10 2 pul d’una lligacié de
producte de PCR o bé de 2-5ul d’'una lligaci6 estandard i barrejar
suaument.

- Incubar un minim de 30 minuts en gel.

- Realitzar el xoc térmic incubant la barreja a 42°C durant 30 segons.

- Transferirimmediatament la barreja al gel.

- Afegir 250 yl de medi SOC* préviament temperat a 37°C.

- Incubar a 37°C amb forta agitacié (200-225 rpm) durant 1hora.

- Sembrar 100-250ul en una placa amb medi selectiu per identificar els
bacteris transformants i incubar la placa o/n a 37°C.

*El medi SOC és un medi especial emprat per a la incubacié de cél-lules
competents immediatament després de la transformacio, per tal de permetre
I'expressio de gens de resisténcia transferits abans d’exposar les cél-lules a les

condicions selectives.

3.3.5 Identificacié de les colonies recombinants i seqlienciacié

La identificacié de les coldnies recombinants es va dur a terme mitjancant
una reaccié convencional de PCR (Veure apartat 2.2) amb el DNA extret a

partir de la propia colonia i els primers especifics per a cada gen clonat a testar.

Les seqliencies s’han realitzat al Servei de Sequienciacié Automatica de la
Unitat Cientifico-Tecnica de Suport (UCTS) de I'Institut de Recerca de I'Hospital
Universitari Vall d’Hebron (IR-HUVH) mitjan¢ant I'analitzador ABI PRISM 310
Genetic Analyser [ArpLiED BiosysTems]. Per a les reaccions de seqléncia s’ha
utilitzat BigDye®Terminator Cycle Sequencing Kit [ArpLED BiosysTeEms]. Les
condicions de la reaccié de sequencia s’ha optimitzat pel PERKIN ELMER
Gene AMp PCR System 2400.

= Reactius
- Big Dye [AppLIED BiosysTEMmS] - H0 milli-Q estéril
- Big Dye sequencing buffer - Primer especific 5uM

[APpPLIED BiosysTEMS]
- Etanol

* Procediment
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a) Reacci6 de sequencia

- Preparar la seglent reaccio fins a un volum final de 20 pl:

Component Concentracio final
Big Dye 2ul
Big Dye Sequencing Buffer 1 ul
Primer 5 uM 1ul
DNA motlle # x ul
Aigua milli-Q esteril fins a 20 ul

# Producte PCR 200 ng; Plasmidi 1ug

- Col-locar la reaccio al termociclador i executar el segient programa:

94°C 3 min

94°C 10 seg

Ta (50-55°C) 5 seg 25 cicles
72°C 4 min

72°C 5 min

4°C 00

b) Precipitaci6 de la reaccié de seqiiéncia

- Afegir a la reacci6: 16ul H,O milli-Q i 64 pl Etanol al 95%
- Vortexar, precipitar 15 minuts a temperatura ambient.

- Centrifugar 20 minuts a 14000rpm.

- Rentar el pellet amb 250 pl d’etanol al 70%.

- Centrifugar 10 min a 14000 rpm.

- Assecar les mostres.

3.3.6 Preparacio del DNA plasmidic

Per a la obtencié de DNA plasmidic a partir d’'un cultiu bacteria d’E. Coli
s’ha utilitzat el kit comercial Wizard® plus SV Minipreps Purification System

[PromvEGA]. A partir de 5 ml de cultiu s’obté un rendiment de 15-20 ug de DNA de
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prou puresa i qualitat per a ser utilitzat directament en reaccions de
sequenciacié automatica i digestions enzimatiques. Aquest kit es basa en el
meétode de lisi alcalina i en I'adsorcié del DNA a una resina especial. S’han
seguit les instruccions subministrades pel fabricant i a continuacié se’n detallen

les principals:

Recollida i resuspensi6 de les ceél-lules bacterianes.

Lisi alcalina.

Neutralitzacié i precipitacio proteica i del DNA genomic.

Uni6 del DNA plasmidic a la resina de la columna.

Rentats de la columna per centrifugacio.

Elucio.

En ocasions on el requeriment de DNA plasmidic és elevat, com per
exemple trasfeccions o digestions preparatives, es procedeix a purificar el DNA
recombinant partint de cultius d’E.coli en volums més elevats (entre 400 i 500
ml). A tal efecte, s’ha utilitzat el kit Nucleobond® AX-500 [MAcHERY-NAGEL]

seguint el protocol recomanat per la casa comercial.
3.4 Mutagénesi dirigida

La mutagenesi dirigida in vitro és una técnica de gran valor a I'hora
d’estudiar la relacié estructura-funcié d’'una proteina o identificar regions
intramoleculars d’interés. Per introduir mutacions puntuals de manera rapida en
DNA de doble cadena s’ha utilitzat el QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
kit [STRATAGENE] seguint les instruccions del fabricant. Com a DNA motlle
s’utilitza un vector plasmidic que conté el insert d’interés i, com a primers, dos
oligonucleotids sintétics que contenen la mutacié desitjada, cadascun d’ells
complementari a cada una de les cadenes oposades del plasmidi. Mitjangant la
Pfu DNA polymerase s’estenen els primers generant, un nou plasmidi de doble
cadena que conté la mutacié. Per eliminar el DNA parental, s’afegeix a la
mescla I'enzim de restriccié6 Dpn I, endonucleasa especifica de DNA metilat i
hemimetilat. Aixi s’aconsegueix seleccionar el DNA mutat que sera transformat
en la soca de bacteris One-Shot® TOP10 d’E.Coli de la casa comercial
[InviTRoGEN]. D’algunes de les colonies crescudes se n’extraura el DNA

plasmidic i es seqlienciara per confirmar la preséncia de la mutacio.



Material i métodes | 101

A continuacié es detallen les condicions d’amplificacié utilitzades en la
mutagénesi de la proteina hHAVcr-1. L'estratégia consisteix en incorporar la
diana de I'enzim de restriccio Ndel a banda i banda de la regié que es vol

delecionar. Com a DNA motlle s’utilitza la sequéncia de hHAVcr-1 a la que se li

han incorporat les dianes de restricci6 BamHl.

= Reactius

Pfu DNA polymerase i el seu
corresponent tampéd
[PromEGA].

dNTP mix (dATP,dTTP,
dGTP, dCTP; equimolars a
10 mM).

eppendorfs per PCR de paret
fina.

* Procediment

Preparar la seguent reaccio a

Components

Aigua milli-Q esteril
10x Reaction buffer
dsDNA motlle
primer forward
primer reverse
DNTPs mix

Pfu DNA polymerase

Primers mutats forward i
reverse a 10 M.

H,O milli-Q estéril.

Dnp 1 10 U/ul [RocHe]
One-Shot® TOP10

[INVITROGEN]

volum final de 50 pl

Concentracio final

fins a 50 ul
5ul
25-50 ng
125 ng
125 ng
8 ul
1 ul

Col-locar les reaccions al termociclador i executar la PCR;:

95°C 30 seg

95°C 30 seg

55°C 1 min 10 cicles
68°C 5 min #

4°C 0

# 2 min/kb de plasmidi
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TAULA 11. PRIMERS EXPERIMENT MUTAGENESI DIRIGIDA

MUTACIO PRIMER SEQUENCIA

A246-274
Forward | 5'-GCAATAAGGAGAGAACCCCATATGACCAGCTCACCATTGTAC-3’
Reverse | 5-GTACAATGGTGA GCTGGTCATATGGGGTTCTCTCCTTATTGC-3’
Forward Il 5-TGGATTAACAATCAAACTCATATGCAA CTGTTCCTAGAA CAT-3'
Reverse || 5-ATGTTCTAGGAA CAGTTGCATATGAGTTTGATTGTTATTCCA -3’

A267-278
Forward | 5'- GTGACAGAGTCTTCAGATCATATGGGCCTTTGGAATAACAAT-3’
Reverse | 5- ATTGTTATTCCAAAGGCCCATATGATCTGAAGA CTCTGTCAC-3
Forward || 5- CAAACTCAACTGTTCCTACATATGGAACATAGTCTACTGACG-3
Reverse |l 5- CGTCAGTAGACTATGTTCCATATGTAGGAACAGTTGAGTTTG-3'

- Afegir 1ul de I'enzim de restriccié Dpn | a la reaccié de PCR i incubar o/n
a 37°C.

- Transformar per xoc térmic una aliquota dels bacteris competents One-
Shot®TOP10 amb 2ul de la reacci6 de PCR digerida (veure protocol
3.3.4).

- Sembrar tot el volum de la transformacié en plaques de LB-agar amb
I'antibiotic adequat per seleccionar els bacteris transformats.

- L’endema es piquen coldnies, s’ailla el plasmidi i es sequencia.

- Aquelles coldnies positives es digereixen amb I'enzim de restriccidé Ndel.

- Esfan correr en un gel d’agarosa, retallem i purifiquem banda.

- Transformar bacteris competents amb el producte de la lligacio.

- Picar colonies, sequenciar i amplificar amb els primers HAVR BamHI HA
i HAVR HA Agel.

Components Concentracié 94°C 2 min
10x HIFI Buffer 5 ul 94°c  30seg
Mg2S04 4,5 mM 1,5 ul
dNTPs 1,25 mM 8 ul 52°C 30 seg 35 cicles
primer forward 2 uM 5ul
primer reverse 2 uM 5 ul 68°C 90 seg
Aigua 24 ul .
Taq Platinum 0,5 ul 68°C 7 min
Plasmidi 1 ul
4°C [ o]

- Retallar banda, purificar i clonar al vector TOPO®TA cloning vector
[INVITROGEN].

- Picar coldnies, preparar minipreps, sequenciar i purificar seqiéncies.
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- Digerir amb els enzims BamH/! i Agel i purificar el producte de la digestio.
- Clonar els productes de les tres reaccions de mutagénesi en el vector

lentiviral de sobreexpressio FUW.

4. Manipulacio de proteina

4.1 Extraccié de proteina a partir de cultius cel-lulars

Els extractes de proteines obtinguts a partir de cél-lules en cultiu s’han

dut a terme seguint sempre el mateix protocol.
» Reactius

- Tampd de lisi (Veure I'’Annex)

- Inhibidors de proteases (leupeptina 5 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml i PMSF
200 mM)

- PBS 1x (Veure 'Annex)

* Procediment

- Suplementar el tampd de lisi amb els inhibidors de proteases en el
moment de la utilitzacio.

- Descartar el medi de cultiu i rentar les cél-lules tres vegades amb PBS
1x fred.

- Afegir el volum adequat de tampd de lisi fred a la placa (500ul / placa de
60 mm de diametre) i rascar les cél-lules, sobre gel, per desprendre-les
de la placa.

- Transferir les cél-lules parcialment lisades a un eppendorf i passar-les
per una xeringa de 21Gx20 en gel 10 vegades.

- Mantenir el lisat en gel durant 30 minuts per permetre una lisi complerta.

- Centrifugar durant 30 minuts a 4°C i 15000 rpm. El sobrenedant es
considera el lisat total.

- Aliquotar el lisat i guardar-lo a -80°C.

La concentracio de proteina s’ha valorat amb el kit DC Protein Assay

[Bio-RaAD] seguint les especificacions del fabricant.
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4.2 Analisi de proteines per SDS-PAGE i Western blot
4.2.1 Electroforesi en gel de poliacrilamida

L’electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE) és probablement la
técnica analitica més emprada per separar i caracteritzar proteines. La xarxa
formada per la barreja d’acrilamida/bis-acrilamida polimeritzada, permet
separar les proteines segons la seva carrega, forma i mida, quan s’exposen a
un camp eléctric. L'SDS-PAGE permet separar les proteines exclusivament pel
seu pes molecular. La preséncia d’'SDS, un detergent anfipatic amb un cap
anionic i una cua lipofilica, desnaturalitza les proteines de manera que es perd
la seva estructura tridimensional donant lloc a proteines lineals. A més, 'SDS
s’uneix de forma no covalent a les proteines amb una ratio aproximada d’una
molécula d’'SDS per cada dos aminoacids, conferint a la proteina una carrega

neta negativa.

S’ha utilitzat el sistema d’electroforesi vertical mini-PROTEANS3 de la casa
comercial Bio-Rap. Segons el pes molecular de les proteines a resoldre, s’han
utilitzat minigels de entre 7.5 i 15% de poliacrilamida, i s’ha treballat sota

condicions desnaturalitzants.
» Reactius

- Tampé de carrega o de Laemmli 3x (Veure ’Annex).

- Tampé d’electroforesi (Veure '’Annex).
* Procediment

- Preparar els gels de poliacrilamida (Veure TauLa 12).

- Preparar les mostres de proteina diluint-les en tamp6é de carrega 3x,
bullir-les 5 minuts i posar-les en gel.

- Muntar els gels en la cubeta d’electroforesi, cobrir amb el tampd
d’electroforesi i carregar les mostres de proteina als pous.

- Correr les mostres a amperatge constant, 20 mA/gel, fins que surti el

front.
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TAULA 12. Detall dels components i volums necessaris per preparar el gel separador i el concentrador

GEL SEPARADOR
7,5% 10% 12%
30% acril / 0,8% bis 3,75 ml 5,0ml 6,0 ml
4x Tris-Cl /SDS, pH 8,8 3,75ml  3,75ml 3,75 ml
Aigua 75ml 6,25ml 5,25 ml
10% PA 0,05ml 0,05 ml 0,05 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml

4.2.2 Electrotransferéncia de proteines.

4.2.2.1 Transferéncia de proteines

GEL CONCENTRADOR
15%

7,5ml 30% acril / 0,8% bis 0,65 ml
3,75 ml 4x Tris-Cl /SDS, pH 6,8 1,25 ml

3,75 ml Aigua 3,05 ml

0,05 m10% PA 0,025 ml

0,01 mMI TEMED 0,01 ml
Western blot

Les proteines separades per SDS-PAGE es poden electrotransferir a una

membrana que permetra la deteccié de la proteina d’interés mitjangant I'is

d’anticossos i un sistema de revelat adequat.

= Reactius

- Tampd de transferéncia (Veure I'’Annex)

-  Metanol.
- H,O destil-lada.

- Membranes WESTRAN®-PVDF [ScHLEICHER&SCHUELL]

= Procediment

- Després de I'electroforesi, equilibrar els gels en tampé de transferéncia.
- Activar la membrana WESTRAN®-PVDF submergint-la durant 5 segons

en metanol. Rentar-la amb aigua destil-lada 3 cops.

- Equilibrar la membrana en tampé de transferéncia.

- Muntar la transferéncia seguint les instruccions de l'aparell i transferir a

400 mA durant 90 min.

- Desmuntar la transferéncia i procedir a la immunodeteccio.
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4.2.3 Immunodeteccio

= Reactius

Llet en pols descremada

BSA

Tween-20 [ SicMA-ALDRICH]

PBS 1x (Veure ’Annex)

Anticossos primaris i secundaris (Veure TauLes 13 i 14)
ECL Plus [AMERSHAM]

= Procediment

Bloquejar la membrana durant 1 hora a temperatura ambient amb 5% de
llet (0 BSA en funcié de l'anticos primari emprat) i 0,1% Tween-20 en
PBS 1x.

Incubar o/n a 4°C amb I'anticos primari en la solucié de bloqueig.

Rentar la membrana amb 0,1% Tween-20 en PBS 1x durant 10 minuts,
repetir fins a un total de tres vegades.

Incubar la membrana amb l'anticos secundari adequat durant 1 hora a
temperatura ambient.

Rentar la membrana amb 0,1% Tween-20 en PBS 1x durant 10 minuts,
repetir una vegada més i fer un darrer rentat amb PBS 1x.

Revelar mitjangcant el sistema de detecci6 ECL plus seguint les

instruccions del fabricant.

TAULES 13 |1 14. Anticossos primaris i secundaris emprats en experiments de Western blot
Condicions Western blot

Anticos Origen Proveidor / Concentracié Temps
primari Referéncia de treball
hHAVcr-1 ratoli R&D systems 1:250 o/n 4°C
HA rata Roche 1:100 RT 1h
Actina conill Sigma-Aldrich 1:100 RT 1h
pSTAT3 Y ratoli Cell Signalling 1:300 o/n 4°C
pSTAT3 S conill Cell Signalling 1:300 o/n 4°C
pSTAT3 t ratoli Cell Signalling 1:300 o/n 4°C
gp130 conill Santa Cruz Biotech ~ 1:300 o/n 4°C
Condicions Western blot
Anticos Origen Proveidor / Concentracio Temps
secundari Referéncia de treball
Anti-rabbit Goat Dako 1:2000 RT 1h
Anti-mouse Goat Dako 1:2000 RT 1h
Anti- rat Goat Sigma-Aldrich 1:2000 RT 1h
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4.3 Immunofluoresceéncia i microsopia confocal

Les immunodeteccions s’han dut a terme sobre cél-lules senceres,
préviament transfectades, i amb anticossos secundaris marcats amb diferents
fluorocroms, per tal de permetre la visualitzacié per microscopia confocal. La
microscopia de fluorescéncia confocal permet I'obtencié d’imatges de fines
seccions optiques, molt utils a I'hora de localitzar molécules en dues o tres
dimensions, permetent, reconstruccions tridimensionals en els estudis de
colocalitzaci6 de proteines, en les mesures de concentracid d’ions

intracel-lulars o en I'estudi del transport intracel-lular.

Les cel-lules s’han sembrat sobre cobreobjectes circulars [MenzeL-GLASER
DeckacLAser] en plaques de 24 pous i la immunodeteccio s’ha realitzat 24 hores
després de la sembra. Les imatges han estat captades al servei de microscopia
confocal de 'UCTS de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron, mitjangat el
microscopi confocal espectral FV1000 Olympus i utilitzant el software FV-10-
ASW 2.0 Olympus.

4.3.1 Sistema de deteccié amb paraformaldehid

El sistema de fixaci6 amb paraformaldehid (PFA), permet una fixacié
menys agressiva que la que ofereixen altres sistemes com per exemple els
basats en I'is d’alcohols tals com el metanol, permetent aixi, una millor

preservacio dels antigens.

= Reactius
- PBS 1x - HOESCHT 33323 [Sicma
- PFA 4%. ALDRICH]
- NH4Cl 50 mM. - Fluoromount G
- Metanol 10% -20°C. [SOUTHERNBIOTECH]
- BSA-1% PBS. - Anticos primari i secundari.

= Procediment

- Rentar les cél-lules amb PBS 1x fred per tal d’eliminar les restes de medi
de cultiu.

- Fixar les cél-lules amb PFA 4% a temperatura ambient durant 30 minuts.
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- Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

- Incubar les cél-lules amb NH4Cl 50mM durant 30 minuts a temperatura
ambient per tal de bloquejar els grups aldehid.

- Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

- Permeabilitzar les cél-lules amb metanol fred al 10% durant 10 minuts.

- Rentar les cél-lules amb PBS 1x.

- Bloquejar les unions inespecifiques amb 1% BSA en PBS 1x durant 30
minuts a temperatura ambient.

- Incubar les cel-lules amb [I'anticbs o anticossos primaris a les
concentracions indicades* o/n 4°C.

- Rentar les cél-lules 5 minuts amb PBS 1x fins a un total de tres vegades.

- Incubar les cél-lules amb Il'anticos o anticossos secundaris a les
concentracions indicades* durant 1 hora a temperatura ambient i en
cambra fosca i humida.

- Rentar les cél-lules 5 minuts amb PBS 1X fins a un total de tres
vegades.

- Incubar les cél-lules durant 10 minuts amb HOESCHT 33323 al 10% en
PBS per tal de contratenyir els nuclis.

- Muntar les cél-lules amb el Fluoromount G i mantenir-les a 4°C i a les

fosques fins que es visualitzin al microscopi.

* Tant els anticossos primaris com els secundaris es dilueixen en solucié de

bloqueig. Veure les condicions de treball a les TauLes 151 16.
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TAULES 15 |1 16. Anticossos emprats en els experiments d’Immunocitoquimica

Condicions ICQ

Anticos Origen Proveidor/ Concentracio Temps
Primari Referéncia de treball
hHAVcr-1 ratoli R&D Systems 1:250 o/n 4°C
IL-6 ratoli R&D Systems 1:100 o/n 4°C
pSTAT3 Y ratoli Cell Signalling 1:100 o/n 4°C
pSTAT3 S conill Cell Signalling 1:100 o/n 4°C
gp130 conill Santa Cruz Biotech ~ 1:100 o/n 4°C

Condicions ICQ

Anticos Origen Proveidor/ Concentracio Temps
Secundari Referéncia de treball
Alexa-Fluor ;i Invitrogen 1:350 RT 1h
468
A'e’;;f'um conill Invitrogen 1:300 RT 1h

44 ELISA de mostres plasmatiques i sobrenadants de linies

cel-lulars renals per a la deteccié d’ IL-6 i hHAVcr-1.

La tecnica Quantikine IL-6 Immunoassay [R&D Systems] és un meétode
d’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) en fase solida, dissenyat per

tal de mesurar IL-6 en sobrenadants de cél-lules en cultiu, serum i plasma.

Aquest assaig utilitza la técnica d'immunoassaig enzimatic quantitatiu on
un anticds monoclonal especific per IL-6 és unit a una microplaca de 96 pous.
Els estandards i mostres sén pipetejats als pous i qualsevol presencia d’IL-6 és
unida per I'anticos immobilitzat. Després dels diversos rentats que ajuden a
eliminar qualsevol substancia no unida, I'enzim policlonal especific per IL-6 unit
enzimaticament, s’afegeix als pous. A continuacidé es realitza un rentat per
eliminar les substancies no unides al reactiu anticos-enzim, una solucié
substrat s’afegeix als pous i el color apareix de forma proporcional a la quantitat
de IL-6 unida en el primer pas. L’aparicié del color s’atura i es mesura la
intensitat del color. Per tal de mesurar I'absorbancia es va utilitzar el lector de
plaques [Biotek EIx800] a 450 nm amb una correccidé de I'absorbancia a 540
nm. La concentracié de IL-6 en cada mostra va ser calculada mitjangant una

corba estandard i va ser expressada en termes absoluts en (pg/ml). El mateix
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sistema s’ha utilitzat per avaluar els nivells de hHAVcr-1 a l'orina de pacients

amb ccRCC.
» Reactius

- Microplaca de 96 pous amb -
anticos anti-IL-6 unit. -
- Conjugat IL-6. -
- Estandards d’IL-6. -
- Diluent RD1W.
- Diluent calibrador RDST(per -
mostres de sobrenadants).
- Diluent calibrador RD6F(per
mostres de plasma).

- Tampo de rentat.

= Mostres

Reactiu de color A.

Reactiu de color B.

Solucié d’stop.

Tires adhesives per cobrir els
pous.

Mostres de sobrenadants de
cél-lules en cultiu, plasma i
orina de pacients amb cancer

renal.

» Les mostres de plasma i orina de pacients amb cancer renal, van ser

recollides asépticament abans i després de sotmetre als pacients a una

nefrectomia radical i es van emmagatzemar a -80°C després de centrifugar-les

durant 15 minuts a 1000 g.

= Les mostres de sobrenadants de linies cel-lulars d’adenocarcinoma renal

huma van ser recollides, les particules i restes cel-lulars es van eliminar

mitjangant una centrifugacio i van ser emmagatzemades a -20°C.

= Procediment

Abans de comencar I'experiment, cal que tots els reactius i mostres a utilitzar a

I'assaig siguin portats a temperatura ambient.

- Preparar tots els reactius i els estandards de treball seguint les

instruccions del fabricant.

- Afegir 100 pl del diluent de I'assaig RD1W a cada pou.

- Afegir 100 pl de cada estandard, mostra o control per pou. Tapar amb

les tires adhesives i incubar durant dues hores a temperatura ambient.
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- Aspirar cada pou i rentar, repetint el procés tres cops fent un total de
quatre rentats. Després del darrer rentat, treure qualsevol resta de
tampo de rentat per aspiracidé o decantacio.

- Afegir 200 pl del conjugat IL-6 a cada pou. Tapar amb una nova tira
adhesiva i incubar durant dues hores a temperatura ambient.

- Repetir el procés d’aspiracio i rentat descrits en el quart pas.

- Afegir 200 pl de Solucié de substrat a cada pou. Incubar durant 20
minuts a temperatura ambient. Protegir de la llum.

- Afegir 50 yl de solucié d’stop a cada pou. El color dels pous canvia del
blau al groc.

- Determinar la densitat optica de cada pou en els segients 30 minuts.
4.5 Analisi de I'’expressié de proteines en mostres humanes
4.5.1 Seleccié de casos

Es van revisar dades cliniques i patologiques de 168 pacients amb
masses renals tractades, per nefrectomia parcial o nefrectomia radical, entre
Gener del 2002 i Desembre del 2005 a I'Hospital Vall d’'Hebron. Les dades
cliniques d’aquests pacients es poden veure a l'apartat 1.2 de Resultats. Es
disposava de dades cliniques tals com data de diagnosi, informacio
demografica, estadiatge clinic, grau Fiihrman etc. per 98 pacients amb ccRCC.
Es va avaluar I'expressio de la proteina hHAVcr-1 en les regions normals i
tumorals de cada pacient, atenent a la distribucié del total de la proteina en
diferents compartiments subcel-lulars (membrana i citosol). Es van incloure,
com a control de l'estudi, 10 mostres de RCC papil-lar i 5 mostres
d’oncocitomes aixi com 5 mostres de glomerulopatia de canvis minims. Per
I'estudi sobre la participacié de la hipoxia en I'expressid de la proteina, es van
recollir 5 mostres normals i tumorals de pacients amb ccRCC abans del

clampatge de I'arteria renal que té lloc durant la cirurgia.

4.5.2 Construccio de Microarrays de teixit

L’objectiu de la construccié dels microarrays de teixit (TMAs) era el de
poder estudiar I'expressié de la proteina hHAVcr-1 en el maxim grup de

mostres de teixit renal en un sol experiment. Aixi doncs, es va construir un
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microarray de teixit tumoral renal d’'un total de 98 pacients de ccRCC. Les
mostres incloses en aquest estudi van ser proporcionades pel Departament de
Patologia de I'Hospital Vall d’Hebrdn. La construccié de cadascun dels TMAs
es va realitzar mitjancant I'is del Advanced Tissue Arrayer [CHEMICON
INTERNATIONAL], que permet muntar multiples mostres de teixit en un sol bloc de
parafina. El patdleg, analitzant les seccions tissulars tenyides amb
Hematoxilina-Eosina, va identificar quines eren les arees normals, tumorals i
transicionals d’interés per a cada pacient. Per cadascuna d’aquestes arees, en
van realitzar tres perforacions diferents de 1,2 mm de diametre que es van
incloure en un bloc de parafina receptor. D’aquesta forma es van anar
construint TMA’s que recullen mostres dels 98 pacients de ccRCC. El servei de
Patologia va realitzar també els talls histoldgics que posteriorment es van

analitzar per imunohistoquimica.
4.5.3 Immunohistoquimica

Les técniques d'immunohistoquimica (IHQ) ens permeten la identificacio
de determinats antigens, en aquest cas, sobre mostres de talls tissulars
procedents de tumors renals. L’aplicacié directa d’anticossos monoclonals o
policlonals sobre mostres de teixit, permet la localitzaci6 microanatomica
relacionada amb els nivells d’expressio i la seva correlaci6 amb parametres

morfologics, augmentant aixi la sensibilitat i especificitat de I'estudi.

Els talls de mostres tissulars, TMAs i biopsies, van ser fixades en
formaldehid, integrades en parafina i es van tallar seccions de 5 uym per
elaborar les immunohistoquimiques. El protocol per la immunotincié dels talls

histologics es detalla a continuacié:

= Reactius
- Xilé - DakoPen [DAKOQO]
- Etanol - Peroxidase-Blocking Solution
- H20 milli-Q esteril [DAko]
- PBS 1x - Sérum normal de cavall.
- PBS-T (Veure 'Annex) - Anticos primari.

- Tampé citrat [Dako]
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- Dako Real EnVision HRP - Hematoxilina de Harris
Rabbit/Mouse [Dako] [Dako]
- DAB [DAKO] - DPX Mountant for histology

[SicmA-ALDRICH]
* Procediment

- Deixar els portaobjectes en un forn d’incubaci6é a 55°C durant tota la nit
per tal que les mostres deixin anar I'excés de parafina. Per aquest fi, es
col-locaran protegides i en posicio vertical.

- Desparafinat. El procés de desparafinaci6 consta de tres etapes
sequencials:

- 3 rentats en xilé de 15 minuts cadascun.

- 1 rentat en etanol al 100% de 10 minuts.

- 1 rentat de 5 minuts en etanol al 100%.
- Hidratacio: Aquest procés consta de set etapes:

- 45 segons en etanol al 100%

- 45 segons en etanol al 95%

- 45 segons en etanol al 85%

- 45 segons en etanol al 70%

- 45 segons en etanol al 50%

- 45 segons en etanol al 30%

- 45 segons en H,0 o PBS 1x.

-  Rentats:

- 5 minuts en PBS-T ( PBS + 0,5% Trit6X-100 o 0,1% Tween-20)

- Desemmascarament de I'epitop:

- Tractar les mostres amb tampoé citrat 10 mM pH6.0 al microones
durant 5 minuts a maxima poténcia.

- Deixar refredar a temperatura ambient fins a aproximadament 70°C.

- Incubar durant 15 minuts les mostres al microones a maxima
potencia.

- Deixar refredar a temperatura ambient.

- Rentar durant 5 minuts amb H,O milli-Q.

- Rentar durant 5 minuts amb PBS 1x.
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Immunotincio:

Assecar els portes al voltant del talls i dibuixar un cercle al voltant
de la mostra amb el DakoPen.

Bloquejar la peroxidasa endogena durant 10 minuts amb 100 pl de
3% Peroxidase-Blocking Solution a les fosques.

Rentar durant 5 minuts en PBS-T.

Bloquejar els llocs inespecifics amb 70 uyl de 10% Normal Horse
Serum; 0,1% Tween-20 en PBS durant 1h a temperatura ambient.
Treure l'excés suaument i incubar el teixit durant 1 hora a
temperatura ambient amb [I'anticos primari, en les condicions
posades a punt en cada cas (Veure TauLa 17)

Rentar dos cops durant 5 minuts en PBS-T.

Incubar el teixit amb dues gotes del sistema Dako Real EnVision
HRP Rabbit/Mouse durant 40 minuts a temperatura ambient.

Rentar tres cops durant 5 minuts en PBS-T.

Assecar els portes al voltant del talls.

Revelar incubant amb DAB durant 5 minuts. EI DAB es prepara
mantenint la proporcié de 1 ml de tampd B (Dako Real Substrate
Buffer) amb 20 ul de DAB (Buffer C, DAB+ Crhomogen x50).

Rentar durant 5 minuts en PBS.

Contratenyir els nuclis amb hematoxilina de Harris durant 45
segons.

Rentar abundantment amb H,O destil-lada.

Deshidratacio:

Incubar amb H,O

45 segons en etanol al 30%
45 segons en etanol al 50%
45 segons en etanol al 70%
45 segons en etanol al 85%
45 segons en etanol al 95%
45 segons en etanol al 100%

2 exposicions de 3 minuts en xilé.

Muntatge:

Muntar els portes amb medi de muntatge organic DPX [Fluka].
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TAULA 17. Anticossos emprats en els experiments d’Immunohistoquimica

Condicions IHQ

Anticos Origen Proveidor/ Concentracio Temps
Primari Referéncia de treball
hHAVcr-1 ratoli R&D Systems 1:250 o/n 4°C
IL-6 ratoli R&D Systems 1:100 o/n 4°C
pSTAT3 Y ratoli Cell Signalling 1:100 o/n 4°C
PSTAT3 S conill Cell Signalling 1:100 o/n 4°C

4.5.4 Quantificacié de I’expressioé de hHAVcr-1 en teixit

L’expressi6 dhHAVcr-1 va ser avaluada de forma semiquantitativa pel
sistema del HScore, basat en el calcul del percentatge de cél-lules epitelials
tenyides i la intensitat de tincié per cada cas. Es va calcular la expressio total
de hHAVcr-1 aixi com en el citosol i la membrana cel-lular. L’HScore es va
calcular segons la férmula segtient: Hscore = 1 x (% tinci6é débil) + 2 x (% tincioé
moderada) + 3 x (% tinci6 intensa) amb una puntuacié que pot variar entre O i
300. La puntuacié de la intensitat es defineix com : 0= la tincié a les cél-lules no
s’aprecia, 1=intensitat de tincié débil, 2= intensitat de tincidé intermédia, 3=
intensitat de tincié forta. Per a cada cas es va obtenir la mitjana de les tres

mostres recollides i es van realitzar les analisis estadistiques pertinents.
4.5.5 Analisi estadistica

Les associacions entre la expressio d’hHAVcr-1 total, citosodlica i de
membrana amb els diferents parametres clinico-patologics es van realitzar
emprant el test no-parametric Mann-Withney U. Les relacions entre I'expressio
citosolica i membranosa en mostres normals i tumorals van ser avaluades amb
el test de Wilcoxon. La supervivéncia sense recurréncia de la malaltia va ser
calculada des del moment de la cirurgia fins el moment de l'aparicié de la
recidiva local o distant. L’estimacié de la supervivéncia per les corbes de
Kaplan Meier van ser comparades utilitzant el test log rank. Les analisis
multivariants es van realitzar utilitzant el model de regressié de Cox per tal de
determinar la importancia pronostica independent del parametres clinico-

patologics. L’analisi estadistica es va realitzant emprant el software SPSS 12.0.
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4.6 Assaig Luciferasa

Es un assaig funcional d’activitat que serveix per avaluar la capacitat
d’activacio o inhibicié de la transcripcié de diferents elements promotors, en el
nostre cas del promotor del gen NFkB. El promotor d’aquest gen es fusiona al
gen reporter de la Luciferasa, mitjangcant un subclonatge al plasmidi pGL3-
Basic vector (cedit pel grup de la Dra. Rosanna Paciucci, IRHUVH). El gen
Firefly Luciferase (Photinus Pyralis) codifica per un enzim capag de catalitzar la
reaccié d’oxidacié per la que es genera una emissidé de llum detectable. La
quantitat de Illum es mesura per un lumindmetre (Clarity TM Microplate
Luminometer, BioTek) i, és proporcional a I'estat d’activacio del promotor del

gen d’estudi.

Per la mesura Luciferasa, es va utilitzar el sistema Dual-Luciferase®

Reporter assay System [Promeca]. Aquest sistema, incorpora a més del substrat
de la Luciferasa, un segon substrat per I'enzim Renilla Luciferase (Renilla
Reformis). El substrat de la reacci6 catalitzada per aquest segon enzim inactiva
el primer, de forma que atura I'emissié luminica. Al nostre cas, el gen de la
Renilla es troba sota el control del promotor constitutiu TK, aportant un control
normalitzador sobre l'eficiéncia de la transfeccié de les diferents condicions

experimentals.

Els assajos es van realitzar en plaques de 12 pous i cada condicid
experimental va ser mesurada per ftriplicat. Els extractes cel-lulars es van
aconseguir per scraping a 4°C utilitzant el tampd Lysis buffer 1x (70 ul/pou). Per
a cada punt es va aplicar el 50% del llisat cel-lular a una placa de 96 pous de
fons opac. La lectura luminica es va realitzar de manera automatitzada

mitjangant un lumindmetre Clarity Bio-Tek segons el seguient procediment:
= Procediment

- Afegir 30 ul de substrat del gen Firefly: Luciferase Assay Reagent (LAR).
- Agitar mecanicament durant 10 seg.

- Presa de la mesura de luminesceéncia.

- Afegir 20 pl de substrat del gen Renilla: Stop and Glo® Reagent.

Mesurar la luminescéncia.



Taula 1 Annex:

TAMPONS GENERALS
NOM COMPOSICIO
H,0 - DEPC DEPC 0,1% (viv)
PBS 1x NaCl 137 mM
KCI 2,5mM
Naz2PO4 10 mM
KH2PO4 1,4 mM
TBS 1x Tris-HCI pH 8,0 10 mM
NaCl 150 mM
TAE 1x Tris base 40 mM
Acid acétic 2mM
EDTA 0,2 mM
PBS-T PBS 1x
Tween-20 0,1% (viv)

Taula 2 Annex:

MEDIS | TAMPONS PER A BACTERIS

NOM

MEDI LB
(PERA1L)

LB-agar
(PER A1L)

AMPICIL-LINA

COMPOSICIO
Triptona [DIFCO] 109
Extracte de llevat [DIFCO] 10g
NaCl 59
Medi LB pH 7,4 1
Agar [DIFCO] 159

Ampicil-lina [GIBCO] 50 mg/ml
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COMENTARIS

Remenar bé i deixar actuar o/n en
una campana de fums. Autoclavar
per inactivar el DEPC.

Esterilitzar a I'autoclau.

Esterilitzar a I'autoclau.

Ajustar el pH a 8,1 i autoclavar.

COMENTARIS

Ajustar el pH a 7,5 amb NaOH i
autoclavar.

Autoclavar per esterilitzar.

Deixar refredar fins a uns 50°C i
afegir, si cal, I'antibiotic d’elecci6.
Distribuir la mescla en plaques i
deixar solidificar. Guardar a 4°C.

Diluir 'Ampicil-lina en H20 milli-Q
esteril. Aliquotar i guardar a -20°C.
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Taula 3 Annex:

TAMPONS PER SDS-PAGE | WESTERN BLOT

NOM

Tris-HCI 4x
pH 6,8

Tris-HCI 4x
pH 8,8

Tampo d’electroforesi 5x

Tampo de transferéncia 3x

Tampo6 de Laemmli 3x

Tampo de lisi

COMPOSICIO
Tris-HCI pH 6,8 0,5M
SDs 0,4% (wiv)
Tris-HCI pH 8,8 1,5M
SDS 0,4% (wiv)
Tris base 125 mM
Glicina 0,96 M
sDs 0,5% (wiv)
Tris base 172 mM
Glicina 1,32 M
SDs 11,8 mM
Tris-HCI pH 6,8 188 mM
Glicerol 30% (viv)
SDS 6% (vIv)

B-mercaptoetanol
Blau de bromofenol

15% (viv)
0,02% (wiv)

Taula 4 Annex:
MEDI DE CULTIU CEL-LULAR

NOM

MEDI DMEM
0,51)

Trité X-100 1% (viv)
HEPES pH 7,4 20 mM
EGTA 2mM
DTT 1mM
B-Glicerolfosfat 50 mM
Glicerol 10% (v/v)
NavO4 1mM
COMPOSICIO

DMEM [BIOLOGICAL INDUSTRIES]
FBS [BIOLOGICAL INDUSTRIES]
FBS tetracycline free [PAA]

MEM EAGLE Non essential
aminoacid solution 100x

Solucié L-Glutamina 200 mM
Solucié Piruvat sodic 100 mM
[BIOLOGICAL INDUSTRIES]
Solucié antibiotic-antimicotic

100 mM [GIBCO]

COMENTARIS

Filtrar el Tris-HCI amb filtre de
0,45 um abans d’afegir el SDS.
Guardar a 4°C

Filtrar el Tris-HCI amb filtre de
0,45 um abans d’afegir el SDS.
Guardar a 4°C

Guardar a 4°C. Diluir a la concentracié
de treball 1x amb aigua destil-lada.

Guardar a 4°C. Diluir a la concentracié
de treball 1x amb aigua destil-lada i afegir
metanol al 20% (v/v).

Guardar a temperatura ambient.

Afegir PMSF, inhibidors de proteases
i B-mercaptoetanol abans d'utilitzar.

COMENTARIS

0,51
10% (viv)

10% (viv)
Filtrar amb filtres

1% (vIv) de 0,22 um
[MILLIPORE]

1% (viv)

1% (viIv)

1% (viv)



Taula 5 Annex:
TAMPONS EXPERIMENT MICROARRAYS RNA

NOM COMPOSICIO
TAMPO A Tris-Acetat pH 8,1
KOAc
Mg(OAc)2
COCKTAIL Oligonucleotid control B2
D’HIBRIDACIO Control d’hibridacio eucariotes BioB

Control d’hibridacio eucariotes BioC
Control d’hibridacio eucariotes BioD

Cre
Herring sperm DNA

BSA acetilat

TAMPO D’HIBRIDACIO 1x MES
[Na+]
EDTA
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40 mM
100 mM
30 mM

50 pM
1,5 pM
5 pM
25 pM
100 pM

0,1 mg/ml
0,5 mg/ml

100 mM
1™
20 mM

Tween-20 0,01% (v/v)
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AVIS IMPORTANT

El text d’aquest capitol ha estat retirat seguint instruccions de I'autora de la tesi,
en existir participacié d’empreses, existir conveni de confidencialitat o existeix
la possibilitat de generar patents

AVISO IMPORTANTE
El texto de este capitulo ha sido retirado siguiendo instrucciones de la autora, al
existir participacion de empresas, convenio de confidencialidad o la posibilidad
de generar patentes.
IMPORTANT NOTICE
The text of this chapter has been withdrawn on the instructions of the author, as

there is participation of undertakings, confidentiality agreement or the ability to
generate patent
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Conclusions

1. La proteina hHAVcr-1 es troba sobreexpressada en el Carcinoma Renal
Cel-lular de cél-lula clara (ccRCC). Aquesta sobreexpressidé es manifesta tant a

la part normal com la part tumoral de mostres de pacients amb ccRCC.

2. hHAVcr-1 no s’expressa a la part normal de mostres de pacients amb altres
carcinomes renals cel-lulars com els papil-lars i els oncocitomes ni en mostres
controls de pacients amb Glomerulopatia de canvis minims suggerint que,
I'expressio de hHAVcr-1 al teixit normal de mostres de ccRCC és una questié

intrinseca a aquest tipus de malaltia.

3. L’expressio6 constitutiva anormal de la proteina hHAVcr-1 en ronyons normals
no danyats, manté les cel-lules del tubul proximal en un estat de

desdiferenciacio, estadiatge primerenc en el desenvolupament del ccRCC.

4. La localitzacié cromosdomica del gen hHAVcr-1, la seva expressio a I'epiteli
del tubul proximal normal de pacients amb ccRCC i la seva sobreexpressio en

ccRCC, implica la proteina en el desenvolupament d’aquest tipus de tumor.

5. Els tumors classificats com a avancgats o disseminats, presenten nivells
elevats de la proteina al citosol respecte els nivells presents de la mateixa a
membrana. Respecte el grau Fihrman els pacients que presenten un grau
elevat mostren nivells elevats de la proteina a citosol. En pacients d’alt risc, hi
ha una distribuci® més citosolica que membranosa malgrat no ser aquesta

relacio estadisticament significativa.

6. Existeix una correlacio entre graus elevats de la malaltia i nivells augmentats

de I'ectodomini proteolitzat de hHAVcr-1 a 'orina de pacients amb ccRCC.

7. La baixa tinci6 de la proteina a membrana es correlaciona amb un procés de
shedding actiu, nivells elevats de la proteina a I'orina i una major malignitat del

tumor.

8. La correlacio existent entre la capacitat de shedding i la malignitat tumoral,
aixi com la capacitat invasiva de les cel-lules 786-O que expressen el mutant
amb shedding actiu, demostren com la capacitat augmentada de shedding

indueix un fenotip més invasiu in vitro i tumors més agressius in vivo.

187
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9. La sobreexpressio de hHAVcr-1 condueix a la sobreexpressié d’IL-6 a la linia

d’adenocarcinoma renal huma 769-P.

10. La sobreexpressio d’IL-6 promou l'activacié de la cascada de senyalitzacié
JAK-STAT que convergeix en l'entrada a nucli de la proteina pSTAT3

(fosforilada als seus residus serina 727 i tirosina 705).

11. La via de senyalitzacio JAK-STAT es troba activada en pacients amb
ccRCC.

12. La proteina pSTAT3 Serina727 constitueix un factor prondstic de la malaltia
independent al grau Flhrman, I'estadiatge clinic o el grup de risc al que

pertanyi el pacient.

13. El silenciament d’hHAVcr-1 va acompanyat d’'una disminuci6 en els nivells
de RNA missatger del factor induible per hipdoxia HIF-1 i a més indueix la

regulacio negativa de dos dels gens diana de HIF-1, el VEGFA i GLUT1.

14. hHAVcr-1 a través de la sobreexpressio d’IL-6 és capag¢ de regular

transcripcionalment HIF-1a.

15. hHAVcr-1 induiria I'activacio transcripcional d’IL-6 que a I'hora provocaria
'activaci6 de la cascada de senyalitzaci6 JAK-STAT que acaba amb la
fosforilacié i entrada a nucli de la proteina STAT3. Aquesta, un cop a nucli,
induiria l'activacié transcripcional de HIF-1a que acabaria provocant la
generaci6 d’un fenotip cel-lular maligne per activacié de la transcripcié de gens
tals com VEGFA i GLUT1.
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