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Presentacis

El treball presentat en aquesta memoria es troba emmarcat en un projecte d'estudi de
I'expressié geénica diferencial derivada de la resistencia al metotrexat (MTX) en
diferents linies cel-lulars humanes. E1 MTX és un inhibidor de I'enzim dihidrofolat
reductasa (DHFR) utiltizat en el tractament del cancer. Malauradament, la utilitzacid

d'aquest quimioterapic es veu compromesa per l'aparicio de resisténcia.

S'ha proposat que l'aparicié de cel-lules resistents implica que no s'ha assolit una
concentracid suficient de droga per ser letal per a les cel-lules, fet que permetria la
generaci6 de certs canvis adaptatius que dénen lloc a la resisteéncia (Bertino, 1963). La
definici6é de les caracteristiques biologiques de les cel-lules tumorals resistents a
drogues és important per al desenvolupament d’estratégies terapéutiques (Leteurtre,
2004). L'estrategia utilitzada per identificar el conjunt complet de gens afectats pels
efectes farmacologics d'un determinat tractament s'anomena farmacogenodmica. Aquesta
estratégia inclou la identificacié de les variacions de gens individuals, 1'avaluacié de les
interaccions entre els seus productes i la caracteritzacié dels fenotips derivats de la
resposta a la droga (Cheok, 2006). El treball realitzat en aquesta memoria representa un

estudi farmacogenomic de la resistencia al MTX.

Estudis anteriors del nostre grup de recerca van demostrar la regulacié transcripcional
del promotor del gen dhfr al llarg del cicle cel-lular (Noé, 1997), mitjancada per la unié
del factor de transcripcié Spl (Ciudad, 1992) a la caixa GC del promotor proximal
(Ciudad, 1988). Posteriorment, es va determinar que les proteines Rb i Sp1 formaven un
complex capag d'unir-se al promotor del gen dhfr a través de la caixa d'uni6 d'Spl, que

causava un augment en l'activitat DHFR (Noé, 1998).

Complementariament, al grup s'havia descrit que tan 1'activacié de la proteina quinasa C
(PKC) per TPA (un éster de forbol), com la sobreexpressié de la PKCa, causen un
augment en la resistencia al MTX (Noé, 1997). Ambdues accions deriven en una major

activitat transcripcional del gen dhfr, mitjancada per Sp1 (Noé, 2001).
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En una primera aproximacié per identificar mRNAs diferencialment expressats en la
resistencia al MTX, es va utilitzar la técnica de RAP-PCR (RNA-based arbitrarily
primed polimerase chain reaction). Aquesta técnica va permetre demostrar que la
subunitat II de la citocrom ¢ oxidasa (COX II) estava sobreexpressada en cel-lules
tractades amb MTX, i que el tractament combinat amb un inhibidor de la seva activitat
enzimatica i MTX causava un decrement en el nimero de colonies resistents al

quimioterapic (Alemany, 2000).

Estudis posteriors utilitzant arrays de nilé que contenien 1176 transcrits relacionats amb
cancer van permetre l'estudi i la validacié de gens implicats en el metabolisme de
nucleotids (IMPDH2 i IMPCH), en la reparacié del DNA (Topoisomerasa I) i en
I'apoptosi (survivina i vimentina). La modulacié de l'expressié d'aquestes dianes va

permetre sensibilitzar les cel-lules vers el MTX (Pefiuelas, 2005a; Pefiuelas, 2005b).

El nimero de gens presents als assaigs realitzats fins a aquest moment limitava 1'estudi
de l'expressi6 genica diferencial en la resistencia al MTX. Es per aixd que vam realitzar
experiments amb microarrays que contenien 22.300 transcrits i variants, que ens va
permetre identificar ' AKR1C1 com a gen sobreexpressat a les cel-lules HT29 resistents
al quimioterapic. Vam estudiar la regulacié transcripcional del gen, mitjangada
principalment per Spl, vam establir un paper per ' AKR1C1 en la resisténcia al MTX, i

vam determinar la seva relacié amb el cicle cel-lular i amb 1'apoptosi (Selga, 2008a).

Posteriorment, vam realitzar experiments amb microarrays que comprenien el genoma
huma complet. Aquesta aproximacid, a més de corroborar la sobreexpressié de
I'AKRICI1 a les cel'lules resistents, ens va permetre identificar un conjunt de gens
sobreexpressats amb localitzacié cromosomica propera al gen dhfr. Tots aquests gens
estaven amplificats, probablement com a conseqiiéncia de 1'amplificacié del gen dhfr,
perd no contribuien directament a la resistencia al MTX. L'estudi complementari d'altres
gens diferencialment expressats en les cel-lules resistents, anomenats CAV1, E-
Cadherina, PKCa i ENO2, ens va permetre determinar un paper per a tots ells en la
resisténcia al MTX, essent els dos primers gens diana potencials per a una terapia

coadjuvant.
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També vam voler estudiar la resposta genica associada a la resistencia al MTX en altres
linies cel-lulars, representatives de diferents origens tissulars. Les analisis dels resultats
dels microarrays de tot el genoma huma corresponents a cadascuna de les 7 linies
cel-lulars estudiades ens va permetre observar que linies cel-lulars derivades d'un mateix
teixit presenten patrons d'expressié similars. La construccié de xarxes d'associacid
biologica a partir de llistes de gens comuns diferencialment expressats en cancer de
colon, en cancer de mama o entre linies cel-lulars de cancer de pancrees, leucémia i
osteosarcoma van evidenciar gens que representaven nodes de les respectives xarxes.
Les validacions funcionals d'aquests gens, anomenats DKK1, UGT1A i EEF1A1, van

mostrar una sensibilitzacié de les cel-lules vers el MTX.
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Tntroduceis

1.1- Bases moleculars del cancer.

El desenvolupament del cancer és el resultat de I’acumulacié de mudltiples alteracions
genetiques. La progressié de la malaltia sol veure’s condicionada per de-regulacions
patofisiologiques seqiiencials i coordinades, que augmenten I’expressié d’oncogens i
propicien l'activacié constitutiva de vies de transduccié de senyals que causen un
increment la proliferacié i una disminucié en la sensibilitat a la apoptosi, i afavoreixen
la perdua d’adhesié. Aquests tres fenomens donen lloc al creixement cel-lular aberrant

(Aaronson, 1991).

En una extensa revisié, Hanahan 1 Weinberg van proposar que el cancer involucrava
canvis dinamics al genoma (Hanahan, 2000). D'acord amb aquests autors, la
tumorogenesi és un procés que es dona en diferents passos, que reflecteixen les
alteracions genétiques necessaries per a la transformacié progressiva de les cel-lules
humanes normals en malignes. Els autors també suggereixen que els genotips de totes
les cel-lules canceroses s'originen per 6 tipus d'alteracions essencials en la fisiologia

cel-lular, descrites a la taula segiient:

Simbol Capacitat adquirida Exemple de mecanisme
Autosuficiencia en senyals Activaci6 de l'oncogen Ras i
de creixement sintesi de factors de creixement

Insensibilitat als senyals

antiproliferatius Peérdua de funci6 de pRb o p53

Produccié de factors de supervivencia,
Evasi6 de la apoptosi inactivaci6 de gens pro-apoptotics i
sobreexpressié de gens anti-apoptotics

Potencial replicatiu il-limitat Activaci6 de la telomerasa

Produccié de factors angiogeénics (VEGF) i

Angiogenesi sostinguda inhibicié d'inhibidors (trombospondina-1)

Inactivacio de la E-Cadherina i

Capacitat invasiva i metastatica .
producci6 de proteases extracel-lulars

Taula 1. Relaci6 de les capacitats que han d'adquirir les cel-lules canceroses.

Perque una cel-lula adquireixi tota aquesta serie de capacitats, cal que el seu genoma

sigui inestable. També cal que s'incrementi la seva capacitat de mutacié (Loeb, 1991), a

13
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conseqiiencia d'un mal funcionament dels punts de control del cicle cel-lular (tot
originant mutacions, insercions o deleccions d'uns pocs nucleotids) o a defectes en la
segregacio dels cromosomes durant la mitosi (tot generant alteracions en el nimero de
cromosomes) (Lengauer, 1998). També s'han descrit tanslocacions cromosomiques i
amplificacions geniques d'oncogens com a mecanismes per la generacié d'inestabilitat

genetica.

De totes maneres, la via que les cél-lules prenen per esdevenir malignes pot variar molt.
Les mutacions en oncogens i 1'adquisicié de capacitats bioldogiques pot ser primerenca

en certs cancers i tardana en d'altres. A més, la seqiiencia particular d'adquisicié de

capacitats pot ser molt diferent, inclis en tumors d'un mateix tipus (Esquema 1).

=N E3ES (A

Esquema 1. Exemples de variacions en l'ordre d'adquisicié de les diferents
capacitats. Els simbols corresponen als descrits a la taula 1.

S’ha comprovat que un cert nombre de gens de resposta primerenca sén induits per
drogues, i representen els inductors de tota una serie d’interaccions proteina-DNA que

regulen la transcripcié (Ciaccio, 1993).

El resultat de tots els canvis descrits és la variacié en els programes genetics de les
cel-lules canceroses, fet que resulta en la expressid génica diferencial (Orian-rousseau,
2004). Es per aixd que actualment, s’esta identificant i caracteritzant la funci6 de gens
que podrien afavorir la progressié del cancer. La modulacié de les dianes cel-lulars
presumptament responsables del cancer o de la resisteéncia permetra comprendre millor
la naturalesa de la malaltia i establir régims de tractament més racionals (Liang, 1992;

Ciaccio, 1993).
14



Tntroduceis

1.2- DHFR i Metotrexat
1.2.1- La DHFR i el metabolisme de folats

El gen de la dihidrofolat reductasa (DHFR) esta localitzat al brag llarg del cromosoma
cinc. El seu producte proteic és un enzim necessari pel manteniment del conjunt de
folats reduits intracel-lulars de les cel-lules en divisié. La DHFR catalitza la reduccié del
dihidrofolat (DHF) a tetrahidrofolat (THF), el qual és necessari com a cofactor de
diferents vies biosintetiques que impliquin transferéncia de grups carbonats, com pot ser
la sintesi de purines i de pirimidines. La DHFR és, per tant, un enzim que participa en la

replicacié del DNA per a la divisi6 cel-lular.

Els folats naturals estan formats per tres components estructurals: un anell de pteridina,
un acid p-aminobenzoic i un glutamat (Esquema 2a). Els antifolats també mantenen

aquesta esructura, amb lleugeres variacions (Esquema 2b).
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Esquema 2. Estructura dels folats (A) i del Metotrexat (B).
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El THF i els seus derivats (5,10-metilen-THF; 5-metil-THF; 5-formil-THF i 10-formil-
THF) sén donadors d'unitats de carboni en una serie de vies metaboliques
interconnectades que deriven en la sintesi de novo de purines, timidilat i aminoacids
(glicina, serina i metionina) (Assaraf, 2007) (Esquema 3). A més de la DHFR, altres
enzims estan implicats en aquest conjunt de donacions d'unitats de carboni. La timidilat
sintasa (TS) catalitza la formacié de timidina monofosfat (d{TMP) a partir de uridina
monofosfat (AUMP). La reacci6 suposa la transferencia d'una molécula de carboni del
5,10-metilen-THF al dUMP, alliberant DHF, substrat de la DHFR. Aquesta reaccié
representa un pas important en el reciclatge dels derivats del THF.

Methylation of lipids,
proteins and DNA

S-adenosyl- S-adenosyl-
homocysteine methionine
|
Homocysteine Methionine
By,
5-Methyl Tetrahydrofolate

tetrahydrofolate

T

5,10-Methylene- g 10-Formyl-
tetrahydrofolate ———pe tetrahydrofolate

Serine

Glyeine

Pyrimidines

v

DNA synthesis

Esquema 3. Principals reaccions dependents de folats. MAT, Metionina S-

adenosil transferasa; DHFR, Dihidrofolat reductasa; TS, Timidilat sintasa.

Paral-lelament, existeixen altres enzims que utilitzen derivats del THF. La glicinamida

ribonucleotid formiltransferasa (GARTF) esta involucrada en la sintesi de 1'anell
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imidazol de les purines, i la fosforibosil aminoimidazol carboxamida formiltransferasa
(AICARTF) genera l'intermediari de la sintesi de purines anomenat inosina 5'-
monofosfat (IMP). Ambdues reaccions utilitzen el 10-formil-THF com a donador de

carbonis.

S'ha descrit que la manca de folats i de precursors de nucleotids causa alteracions en la
sintesi del DNA, ja que es bloquegen les reaccions de transferéncia d'atoms de carboni.
Aquest bloqueig indueix l'apoptosi en cel-lules humanes HepG2, cel-lules d'ovari
d'hamster xings, pro-eritroblasts murins i cel-lules de cancer de colon (Novakovic,
2005). La falta de folats també s'ha relacionat amb el desenvolupament de diferents
malalties, entre les que es troba el cancer de colon (Kim, 2003). Per 1'altra banda, també
s'ha descrit que la manca de folats actua sinergicament amb agents alquilants
incrementant els trencaments a les cadenes del DNA i les mutacions (Branda, 2001).
Aixi, la deficiencia de folats sembla tenir un paper dual en el desenvolupament,

progressié 1 tractament del cancer, condicionat pel seu estat de transformacid.

1.2.1.1- Expressio regulada del gen dhfr

L'activitat DHFR és indispensable per la replicacié del DNA i, per tant, esta estretament
lligada a la progressi6 del cicle cel-lular. De fet, l'activitat DHFR augmenta durant la
fase S del cicle, i aquest increment és degut a un augment en els nivells de proteina
DHFR (Wiedemann, 1979; Marinai, 1981). S'ha demostrat la regulacié transcripcional
de la DHFR durant el cicle cel-lular, i s’ha comprovat que I'activitat transcripcional del
seu promotor s' incrementa en la fase S del cicle (Noé, 1997). També s'ha demostrat que
I'mRNA corresponent a la DHFR sintetitzat per cel-lules en creixement exponencial és
més estable que en cel-lules quiescents, ja que aquest darrer presenta una cua de poli (A)
més curta (Noé, 1999). Estudis posteriors van concloure que és necessaria la preséncia

d’un intrd per la traducci6 i 1’estabilitat de la proteina DHFR (Noé, 2003).

El promotor del gen dhfr huma presenta diferents caixes putatives d'unié per Spl
(caixes GC). De fet, Spl juga un paper molt important en la regulacié transcripcional
d'aquest gen. S'ha determinat que la caixa GC situada entre -48 i -43 respecte l'inici de

transcripcié major €s crucial per a l'activitat del promotor. La deleccié d'aquesta caixa

17



Tntrodluceds

GC aboleix l'activitat transcripcional del promotor (Ciudad, 1988), i la seva mutacié
causa la pérdua de la uni6 d'Spl i una reducci6 de l'activitat transcripcional del gen dhfr
(Ciudad, 1992). També s’ha demostrat que Sp1 pot formar un complex amb Rb que és
capag¢ d’estimular la transcripcié del promotor de la DHFR a través de la caixa GC del

promotor proximal del gen (Noé, 1998).

1.2.1.1.1- Els factors de transcripcié Sp1i Sp3

Sp1 és el primer membre d’una familia de factors de transcripcié amb estructura de dits
de zenc que li permeten la unié a seqiiencies riques en GC del DNA. Aquestes caixes
GC apareixen freqiientment a les regions reguladores d'un gran nombre de gens (Suske,
1999), entre ells, la dhfr. Aixi, és facil entendre que els membres d’aquesta familia estan
implicats en molts processos com la regulacié del cicle cel-lular, l'activacié hormonal,

I'apoptosi o 1'angiogenesi entre altres.

S’ha descrit la importancia de 1’estat de fosforilacié d’Spl en la regulacié de la
fisiologia cel-lular (Chu, 2005). De fet, és la forma fosforilada d'aquest factor de
transcripcio la que principalment exerceix la regulacié del promotor de la DHFR (Noé,
2001). S’ha demostrat que la PKC és capag d’interaccionar, fosforilar i activar Sp1 (Pal,
1998), i s’ha suggerit que la PKCa forma part de la via que deriva en resisteéncia al
MTX (Noé, 1995) a través d’un increment en 1’activitat DHFR deguda a una major unié
d’Sp1 fosforilat (Noé, 2001). De totes maneres, existeix un extens espectre de quinases
que poden fosforilar aquest factor de transcripcid, pel que també existeix un ampli rang
de vies de senyalitzacié que transmeten senyals patofisiologics a les seves dianes a
través de canvis en la fosforilacié d’Spl. Un d’aquests senyals pot ser el tractament amb
drogues (Pan, 2002). La funcié de les proteines fosfatases en el manteniment de ’estat
de fosforilacié d’Spl és tan important com la de les quinases. S’ha demostrat que les

principals proteines fosfatases que regulen Sp1 sén la PP1 i la PP2A.

Sp3 és un altre membre de la familia de factors de transcripcié Sp. Malgrat que
inicialment es va descriure com un supressor dominant de la transcripcid, Sp3 pot
presentar activitat activadora o supressora dependent del contex cel-lular (Grekova,
2000). S'ha proposat que és la sumoilacié d'una lisina qui determina que Sp3 funcioni

com a activador o com a repressor (Valin, 2007).
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Tal com passa amb Spl, Sp3 regula l'expressié de gens implicats en multitud de
processos cel-lulars. Algunes de les funcions descrites per Sp3 sén redundants amb
altres membres de la familia, perd també s'han descrit funcions especifiques en la
diferenciacié de diversos tipus cel-lulars (Bouwman, 2000). Donat que Spl i Sp3 sén
forca semblants en estructura, s'expressen a tots els teixits i competeixen per els
mateixos llocs d'unié in vivo, és la abundancia relativa d'ambdés factors de transcripcid

el que determina la regulacié genica global (Suske, 1999).
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1.2.2- Metotrexat

El metotrexat (MTX), també anomenat ametopterina, és una droga hidrofilica de tipus
antifolat que inhibeix competitivament i reversiblement la DHFR, fet que afecta la
sintesi de novo de purines i pirimidines. Per tant, el tractament amb MTX resulta en la
inhibicid de la sintesi del DNA i la mort cel-lular. Les cel-lules tumorals, que proliferen
sense aturar-se, sén peculiarment susceptibles als efectes letals del MTX (Hryniuk,
1969), i també s’ha demostrat que la deprivacié de purines causada pel MTX indueix la

diferenciacié cel-lular (Singh, 2006).

El metotrexat es va dissenyar fa uns 60 anys, i actualment encara s’utilitza pel
tractament de malalties neoplasiques, com limfomes, leucemies, cancer de cap i coll o
osteosarcoma, perd també per a algunes malalties autoimmunes, com I artritis
reumatoide i la psoriasi, i per prevenir el rebuig després de trasplantaments (Pignatello,
2004). A més de tractaments amb MTX sol, s’han descrit régims combinats de MTX i
altres drogues, com 5-fluorouracil o oxaliplati, que s’han mostrat efectius per al
tractament de diferents cancers, entre ells el de colon (Guglielmi, 2004; Sobrero, 2005;

Zampino, 2006).

1.2.2.1- Transport

El mecanisme principal pel qual el MTX i altres folats entren a les cel-lules és a través
del transportador de folats reduits (Reduced folate carrier, RFC; producte del gen
SLCI9A1I), una glicoproteina localitzada a la membrana plasmatica. Mutacions al gen
SLCI9AI en cel-lules tumorals poden donar lloc a un menor transport del MTX, el que

origina resisténcia a la droga (veure apartat 1.2.3.1).

Un altre dels mecanismes descrits per al transport de folats és a través del transportador
de folats acoblat a protons o transportador de folats en pH baix (SLC46A1 o PCFT).
Aquest transportador funciona optimament a pH acid (5.5) i és el responsable de 1'influx
unidireccional de folats tan oxidats com reduits, incloent el MTX (Sierra, 1997, Sierra,
1998; Assaraf, 1998). Degut a les seves caracteristiques, la funcié d'aquest transportador

és rellevant en 1'absorcid de folats i antifolats a l'intesti prim. També s'ha proposat un
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paper clau per a aquest transportador en l'incorporacié de MTX al lumen acidic de

tumors solids (Helmlinger, 1997; Wike-hooley, 1984).

Un altre mecanisme descrit pel transport de MTX involucra els receptors de folats (FR),
glicoproteines de membrana que presenten alta afinitat pels folats (Elnakat, 2004;
Elnakat, 2006). La incorporacié de folats i antifolats per aquest sistema es déna per un
mecanisme classic d'endocitosi mitjancada per receptor. Cal tenir en compte, pero, que
aquests receptors mostren un patrd d'expressié restringit a certs teixits, i que la

incorporacié via RFC és cent vegades més rapida que per FR.

També s'ha descrit I'eflux dependent d'ATP de I'acid folic, dels derivats del THF i
d'alguns antifolats hidrofilics mitjancat per alguns membres de la familia de proteines
de resisténcia a multiples drogues (MRPs) (Assaraf, 2006). Les MRPs formen part de la
superfamilia de transportadors ABC (ATP-binding cassette), que acoblen I'energia de la
hidrolisi d'ATP amb la translocaci6 de diferents drogues i substrats endogens a través de
les membranes biologiques (Borst, 2002). De fet, s'ha establert que MRP1 (altrament
anomenada P-glicoproteina), MRP2 i MRP3 poden transportar MTX. Encara que
presenten una baixa afinitat per aquest antifolat, s'ha demostrat que la seva
sobreexpressié confereix alts nivells de resisténcia a diferents antifolats hidrofilics

(Assaraf, 2000).

1.2.2.2- Poliglutamacio

Tal com succeeix amb els folats fisiologics, el MTX és substrat de la folil poliglutamat
sintasa (FPGS), que afegeix seqiiencialment fins a cinc grups glutamat a la molecula de
MTX. La formacié de poliglutamats és un procés bioquimic amb un paper reconegut en
la farmacologia molecular del MTX (Rosowsky, 1982). Les formes de MTX que
contenen més de tres molecules de glutamat deixen de ser subtrats del sistema de
transport RFC, fet que causa l'acumulacié de MTX poliglutamat dins la cel-lula (Coran,
1976). S’ha descrit que la forma poliglutamada del MTX és fins i tot un inhibidor més
potent de la sintesi de purines i pirimidines (Kimura, 2004), ja que és capag¢ d’inhibir
sostingudament enzims dependents de THF, com sén, a més de la DHFR, la timidilat
sintasa (TS), la glicinamida ribonucleotid formiltransferasa (GARFT) i la fosforibosil

aminoimidazol carboxamida formiltransferasa (AICARFT) (Cheok, 2006). La inhibicié
21



Tnthoduccds

d’aquesta gran varietat d’enzims, persistent fins i tot un cop un cop finalitzat el
tractament amb el quimioterapic (cowan, 1984), fa que augmenti la activitat citotoxica
del MTX.

L'enzim lisosomal y-glutamil hidrolasa (GGH) presenta activitat cisteina ecto-
i/o endopeptidasa que hidrolitza les cadenes y-poliglutamat unides als derivats del THF i
als antifolats poliglutamables (Galivan, 2000; Schneider, 2006). També s'ha trobat que
la metilacié d'una illa CpG del promotor de la GGH humana esta associada a una
reducci6 tan dels nivells dmRNA com de l'activitat catalitica del gen, aixi com també a
una acumulacié de MTX amb llargues cadenes de glutamat (Cheng, 2006). L'activitat

d'aquest enzim en conjunt amb la FPGS permet el manteniment del balang entre les

diverses formes glutamades (Silink, 1975).

DMNA double-
strand breaks

DA
and proteins

Methylated DNA and
methylated proteins

Esquema 4. Via metabolica del metotrexat. En aquesta representacio,
s'utilitzen algunes abreviatures diferents a les utilitzades en el text. Aixi, la
abreviatura utilitzada per la timidilat sintasa és TYMS, per la
fosforibosilpirofosfat amidotransferasa, PPAT, per la fosforibosil-

glicinamida formiltransferasa, GART, i per la IMP ciclohidrolasa, ATIC.
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1.2.2.3- Determinants en l'estructura

S'han realtizat diferents estudis de I'estructura del MTX, que han permes determinar que
el pont C9-N10 no és important per l'activitat inhibitoria del MTX (Graffner-nodberg,
2003). D'igual forma, també s'ha descrit que el canvi del grup COOH en posicié gamma
de la molecula per SO;H tampoc decrementa I'efecte terapeutic del MTX (Rosowsky,
1984). Pel contrari, s’ha demostrat que 1’enlla¢ amida és un determinant estructural de
Pactivitat biologica del MTX: és un aceptor potencial de ponts d’hidrogen, pel que
s’havia proposat la seva contribucié en la unié de la droga al lloc actiu de la DHFR
(Rosowsky, 1982). Posteriorment es va demostrar que aquest enllag havia de ser capag
de girar per tal que el MTX pogués unir-se optimament a I’enzim (Rosowsky, 2004).
També s’ha proposat que aquest enlla¢c amida podria influenciar la unié del MTX amb
els transportadors de folats de la membrana i que podria condicionar la formacié de
poliglutamats (Rosowsky, 1982). Paral-lelament, s'ha descrit que el grup alfa carboxil
del MTX és el responsable de la uni6 al centre actiu de la folilpoligulutamat sintasa

(Rosowsky, 1988).
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1.2.3- Resisténcia a quimioterapics

La resisténcia a multiples drogues anticanceroses (Multidrug resistance, MDR), tan
inherent (propietat innata de les cel-lules tumorals) com adquirida (deguda a l'exposicid
a la droga), és un problema important en el tractament quimioterapeutic de carcinomes
de colon, de ronyd i de mama, aixi com de leucémies, mieloma multiple i cancers
pediatrics entre d'altres (Sharom, 1997). S’han investigat molts mecanismes de
resisténcia fins ara i cal tenir en compte que la resisténcia adquirida a drogues
anticanceroses és un esdeveniment multifactorial en el qual diversos mecanismes estan

activats simultaniament.

La MDR classica és el resultat, almenys en part, de la sobreexpressié de la P-
glicoproteina (el producte del gen mdrl) i d'altres proteines de resisténcia multiple
(Multidrug resitance protein, MRP), les quals actuen decrementant la concentraci6
intracel-lular de droga a través del seu eflux dependent d’ATP cap a I’exterior de la
ceél-lula. De fet, la P-glicoproteina és una translocasa dependent d’ATP de la
superfamilia de transportadors ABC, que presenta una especificitat molt amplia per
substrats hidrofobics. La P-glicoproteina es troba en alguns teixits humans normals, on
es creu que fa la funcié de proteccié enfront de productes naturals que sén toxics per a
la cél'lula. També s’ha descrit la seva capacitat per transportar una gran varietat de

drogues quimioterapeutiques (Sharom, 1997), entre elles el MTX.

El desenvolupament de MDR no classica esta generalment associada a alteracions en els
nivells i/o activitat de la topoisomerasa II i la sobreexpressi6 d’enzims detoxificadors de
drogues, com per exemple la glutatié6 S-transferasa, UDP-glucuronosil transferases,
aldehid deshidrogenases i aldo-ceto reductases (Ax, 2000; Inoue 1993). Cal tenir en
compte, perd, que la inducci6 d’enzims inactivadors de drogues pot veure’s

emmascarada per una activacié de I’eflux de la droga via MDR i MRP.
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1.2.3.1- Resistencia al metotrexat

La utilitzacié del MTX en la quimioterapia del cancer esta limitada per l'aparicié de
resistencia (Hryniuk, 1969). En cel-lules animals en cultiu, la resisténcia es pot
desenvolupar per un dels cinc mecanismes diferents que es descriuen a continuacio, o

per combinaci6 d’alguns d’ells (Sharma, 1991).

A) Transport deficient del MTX cap a l’interior de la cel-lula. Cal citar que el
transport defectiu d'antifolats s'ha correlacionat ampliament amb la infraexpressié del
gen SLCI9AI1 huma en leucémia, osteosarcoma, limfomes i cancer colorectal
(Wetergren, 2005; Gorlick, 1997; Zhang, 1998; Guo, 1999; Belkov, 1999; Ferreri,
2004), a vegades deguda a la perdua o delecci6 del locus SLC19A1, (Kaufman, 2006;
Zhao, 2004; Ding, 2001) que codifica pel transportador de folats reduits (RFC). La
disminucié en els nivells de proteina RFC s'ha observat en diferents linies cel-lulars
resistents a antifolats (Rothem, 2002; Kobayashi, 1998; Ma, 2000; Worm, 2001;
Rothem, 2003). També s’han descrit mutacions d'aquest transportador que alteren la
seva funcid, ja sigui modulant la seva afinitat vers els folats i els antifolats o pertorbant
la seva activitat translocadora. Aquest tipus de mutacions inactivadores representen un
mecanisme freqiient de resisténcia a antifolats hidrofilics que utilitzen el transportador
RFC com a principal via per entrar a les cel-lules tumorals, tan humanes com de ratoli
(Rothem, 2002; Kaufman, 2006; Roy, 1998). També s'ha descrit el possible
silenciament transcripcional d'/RFC degut a la pérdua de funcié dels factors de
transcripcid que regulen la seva expressié en condicions fisiologiques normals, com per

exemple Spl (Whetstine, 2002; Liu, 2004; Liu, 2006).

B) Increment del fenotip MDR. S'ha descrit que 1'exposicié a concentracions molt
altes de MTX pot afectar a la P-glicoproteina, donant lloc a resisténcia a altres drogues
(Assaraf, 1989). També ha estat descrit que la sobreexpressié de diferents membres de
la familia MRP (catalitzadors de I'eflux de MTX) confereix resisténcia a antifolats.
Malgrat tot, no s'ha descrit la sobreexpressié de cap membre MRP en linies cel-lulars

seleccionades amb antifolats (Assaraf, 2007).

C) Amplificacié del gen dhfr, descrita tan en cél-lules humanes (Alt, 1978;

Srimatkandada, 1983) com murines (Schimke, 1978) i d'hamster xinés (Noé, 1994).
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S’ha proposat que 1’augment en el nimero de copies del gen dhfr es pot originar per
intercanvis desiguals en les cromatides germanes, tot generant regions cromosomiques
estables de tincié homogenia (homogeneously stainig regions, HSR). El procés de
multiplicacié geénica pot estar promogut per les seqiiencies flanquejants. També s’ha
descrit la generacié de copies extracromosomiques del gen, conegudes com a diminuts
dobles (de l'anges double minutes, DM), que normalment es perden en les cel-lules filles
per manca de centomer. Altres estudis proposen una relacid directa entre la mutacié de

p53 1la amplificaci6 de la dhfr (Livingstone, 1992).

D) Mutacions al gen dhfr en cel-lules resistents al MTX (Haber, 1981; Srimatkandada,
1989). Aquestes mutacions fan que disminueixi la afinitat de la proteina DHFR pel
MTX, pel que la inhibicié de l'enzim és menor i, per tant, s'afavoreix la resisténcia. Tot i
que s'han descrit mutacions del gen dhfr en linies cel-lulars tumorals resistents a MTX,
sembla que aquestes no sén el mecanisme principal de resistencia adquirida en pacients

exposats al MTX (Spencer, 1996).

E) Disminuci6 de la poliglutamacié del MTX, que és el mecanisme fisiologic que reté
els folats i els seus antagonistes dins de la cel-lula. La manca de poliglutamacié fa que
sigui necessaria la exposicié a nivells més elevats de MTX per tal d’aconseguir nivells
intracel-lulars de droga comparables als de cel-lules amb capacitat de poliglutamacio
(cowan, 1984). L'habilitat per formar MTX amb cadenes llargues de poliglutamats
correlaciona amb el resultat terapéutic del tractament amb MTX (Sinold, 1994; Barredo,
2004). També s'han descrit disminucions en la poliglutamacié d'antifolats en cel-lules

tumorals resistents al MTX (Liani, 2003; Mauritz, 2002; McCloskey, 1991).

La disminucié en l'acumulacié de MTX poliglutamat pot ser deguda a una
menor activitat de la Folil poliglutamat sintasa (FPGS) o a una major activitat de la y-
glutamil hidrolasa (GGH). Muiltiples linies cel-lulars tumorals resistents a antifolats
mostren una supressié de la activitat FPGS, provablement deguda a alteracions post-
transcripcionals (Roy, 1997). També s'han detectat mutacions de FPGS, encara que no
representen un mecanisme freqiient de perdua de funcié del gen. Complementariament,

existeixen estudis preclinics que demostren que la resistencia al MTX inherent en
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diferents linies cel-lulars de sarcoma és deguda a un increment en l'activitat GGH (Li,

1993).

Per altra banda, també s'ha proposat que la perdua de la forma funcional de la proteina
retinoblastoma (pRb) pot contribuir a la resisténcia a antimetabolits. pRb fosforilat
deixa de ser funcional i allibera el factor de trancripcié E2F, que un cop lliure és capag
d’activar la transcripcié d'enzims relacionats amb la proliferacio cel-lular, entre els quals

es troben la DHFR i la TS (Banerjee, 2002).

Existeixen publicacions que han intentat determinar la seqiiéncia d’esdeveniments en
la generacio de resisténcia al MTX. S ha descrit que en un primer pas de seleccié amb
MTX, les cel-lules solen presentar una menor incorporacié del MTX. En els passos
segiients poden entrar majors concentracions de MTX a les cel-lules per processos
independents de transportador (p.ex. difusid), pel que es requereix una sobreproduccid
de la DHFR (en certs casos per amplificacié genica) per tal d'aconseguir uns nivells
majors de resisténcia (Sharma, 1991). La resisténcia a una baixa concentracié de MTX
en fibroblasts murins s'ha atribuit a una multiplicacié selectiva de la DHFR. La
incubacié amb concentracions majors de MTX causava un augment en la quantitat de

DHFR amb baixa afinitat pel MTX (Haber, 1981).

1.2.3.1.1- Prevencio de la resistencia al MTX

S'han proposat diferents aproximacions per tal d'evitar la resistencia al MTX.

A) Incidir sobre els nivells dels transportadors que mitjancen la incorporacié de MTX
cap a dins la cel-lula. Assaigs preclinics suggereixen que la resisténcia adquirida als
antifolats de diversos tumors humans podria ser revertida per co-tractaments amb
analegs de cAMP i cGMP, que permetrien recuperar la transcripcié d'RFC tot modulant
els factors de transcripcié que regulen el gen (Rothem, 2004; Stark, 2006). També s'han
proposat estateégies basades en sobreexpressar el receptor de folats (FR) com a nova

terapia combinada amb antifolats.
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B) Modificar els grups carboxil lliures de la part glutamica de la molecula de MTX per
tal de reduir la polaritat total de la droga, permetent aixi la penetracio passiva a través
de la membrana cel-lular (Rahman, 1988). La combinacié terapeutica del MTX amb
aquests derivats lipofilics podria prevenir el desenvolupament de resisténcia a la droga
originada per problemes de transport (Pignatello, 2004). De fet, assaigs amb antifolats
lipofilics van demostar la seva efectivitat fins que les cel-lules van amplificar la DHFR

(Assaraf, 1989).

C) Identificar gens addicionals associats a la resposta alterada a drogues. Aquest procés
aporta coneixement al mecanisme de la resistencia adquirida (Cheok, 2006) i permet el
disseny de terapies combinades amb MTX. Aquesta aproximacié és la que s'ha

desenvolupat en aquesta tesi.
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1.3- Genomica funcional
1.3.1- Microarays i xips de DNA
1.3.1.1- Utilitat

La seqiienciacié del genoma huma va suposar un repte encara major: l'assignacié de
funcié a cadascun dels gens identificats, tan en condicions normals com patologiques.
L'aparicié dels microarrays esta facilitant aquest procés, ja que permet la mesura
simultania dels nivells d’expressié de milers de gens. D’aquesta manera s’obtenen
perfils d’expressié genica associats a cadascuna de les condicions assajades. Després
d’aplicar tota una serie de criteris d’inclusié o exclusid, s’obtenen llistes de candidats

que compleixen unes caracteristiques previament determinades per l'investigador.

Els microarrays han contribuit a la classificacié de malalties i a l'assignacié de mostres
de pacients a una classe tumoral coneguda, han revelat alteracions en vies moleculars
relacionades amb patologies, han ajudat a la prediccié de la progressié clinica i han
contribuit a la identificacié de noves dianes farmacoldogiques de drogues. Els
microarrays de DNA s'apliquen en el procés de descobriment de dianes terapeutiques,

en l'optimitzacié d’aquestes dianes i en la seva validaci6 clinica (Gerhold, 2002).

Els primers arrays es van construir unint cDNAs a paper de filtre. La utilitzacié de
microarrays per 'establiment de patrons d'expressié es va descriure 1'any 1995 (Schena,
1995), i el primer microarray que contenia un genoma eucariota complet (el de

Saccharomyces cerevisiae) data del 1997 (Deval, 1997).

Apart dels microarrays, existeixen altres técniques que permeten la determinaci6 dels
nivells d’mRNA a escala global, per comparacié dels patrons d’expressié geénica
diferencial de milers de gens en un sol experiment. La teécnica més comuna és el SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression; Velculescu, 1995), encara que també s'ha utilitzat
el differential display (Hedge, 2000). Ambdues tecniques permeten obtenir perfils
transcripcionals rics en dades que es poden utilitzar per completar el coneixement de la
funcié genica, aixi com de la seva regulacié i de les seves interaccions (Quackenbush,
2001). Malgrat el potencial del SAGE i del differential display, els microarrays

representen una de les eines de genomica funcional més utilitzades actualment.
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Existeixen bases de dades on es poden dipositar els resultats obtinguts amb diferents
tecniques d'obtencié de dades a gran escala (high-throughput), incloent microarrays que
mesurin mRNA, miRNA o DNA genomic, com també resultats obtinguts amb SAGE,
perfils peptidics obtinguts per espectrometria de masses o altres tipus de dades de
quantificacié de seqiiencies. Una d’aquestes bases de dades és el Gene Expression

Omnibus (GEO), dependent de I’'NCBI.

1.3.1.2- Estructura i tipus

En termes generals, un microarray és un suport de vidre sobre el qual s’han
inmobilitzat, en una localitzaci6 determinada i coneguda, molecules de DNA de cadena
senzilla. Un array pot contenir desenes de milers de molecules de DNA, cadascuna

representativa d’un gen concret (Brazma, 2001).

Cal distingir entre els microarrays i els xips de DNA, ambdds es basen en el mateix
principi perod divergeixen en el metode d’addicié de les sondes al suport. Per generar un
microarray cal amplificar cada seqiiencia de DNA mitjancant PCR per generar tota una
série de sondes que posteriorment se situen en llocs concrets del suport mitjancant un
robot. En canvi, als xips de DNA els oligonucleotids es sintetitzen directament sobre el
suport amb tecniques fotolitografiques, emprades basicament per la casa comercial

Affymetrix.

A més dels microarrays o xips comercials, també es poden dissenyar microarrays que
incloguin una seleccié amplia no esbiaixada de gens, que fins i tot pot comprendre
sondes per gens de funcié desconeguda. D'altra banda, també es poden dissenyar
microarrays enriquits en gens rellevants en una disciplina particular, que s’utilitzaran
per testar una hipotesi preconcebuda (Pennie, 2000). En qualsevol dels dos casos, cal

sintetitzar els oligonucleotids per PCR i unir-los al suport al seu lloc corresponent.

1.3.1.2.1- Xips d'Affymetrix

La casa comercial Affymetrix utilitza la técnica de la fotolitografia com a base per
sintetitzar els seus xips. Aquesta teécnica permet la sintesi in situ d’oligonucleotids
complementaris a cadascun dels gens que incloura el xip. S’utilitza una mascara que
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determina el lloc on s’han d’unir els primers nucleotids. L’aplicacié de llum elimina el
protector fotosensible dels punts on no hi ha mascara, i permet la uni6 del nucleotid en
aquests llocs desprotegits. El nucleotid afegit també porta un grup protector que fa
possible repetir el cicle d'uni6é de nucleotids a llocs concrets del suport. Aixi, en els
cicles segiients, s’utilitzen mascares especifiques segons la localitzacié del segiient
nucleotid que s hagi d’incorporar, i es va repetint el procés fins a obtenir sondes de 25
nucleotids de longitud corresponents la seqiiencia de cadascun dels gens del xip (veure

esquema 5).

Primer cicle Repeticions

b g ||

Esquema 5. Representacid de la seqiiencia de passos per a la sintesi dels

xips d'Affymetrix.

La tecnologia d’Affimetrix utilitza onze parelles de sondes oligonucleotidiques de
seqliencia diferent per a cada gen que ha de ser analitzat, fet que proporciona mesures
muiliples i independents de cada gen, permetent aixi I'obtencid de resultats més acurats,
reproduibles i fiables. Cada parella esta formada per un oligonucleotid de seqiiencia
complementaria a un gen particular i el mateix oligonucleotid perd amb bases
desaparellades. Aquesta caracteristica permet la estimacié d’unions inespecifiques, i
s’utilitza per corregir els resultats d’hibridaci6 en les primeres analisis, que es realitzen

utilitzant el programa d’ Affymetrix Microarray Suite (MAS) 5.0.
Els xips també inclouen un conjunt de gens de manteniment que s’expressen

constitutivament i que faciliten la normalitzacié dels experiments previa a 1’analisi de

les dades.
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Els xips d’Affymetrix presenten 1’avantatge que permeten la comparacié de resultats
entre laboratoris. Perd tenen 1’inconvenient de la manca d’informacié sobre la seqiiéncia
de les sondes utilitzades per representar un gen concret, fet que forca a 1’usuari a confiar

en les anotacions que proporciona el fabricant.

1.3.1.3- Validacio dels resultats dels xips

Degut al grau de variacié entre dades de microarrays, és essencial validar els resultats
de manera independent. Tot i que les validacions es poden realitzar utilitzant
microarrays, normalment es duen a terme assaigs de northern blotting o de RT-PCR en

temps real per tal de confirmar les troballes interessants dels microarrays.

Les hipotesis generades a partir dels microarrays requereixen d’estudis convencionals
per relacionar gens o vies a la patologia estudiada (Grehold, 2002). Es per aixd que
resulta interessant realitzar validacions funcionals dels gens d'estudi. En sistemes de
cultiu cel-lular, la sobreexpressi6 o la supressié de I’expressié de gens candidats a diana
terapeutica representen metodes adequats per tal d’identificar la seva funcié biologica.
L’RNA d’interferéncia representa una aproximacié prometedora a I’hora de silenciar
gens, ja que facilita la supressi6 rutinaria de ’expressi génica amb una alta eficiencia

en cel-lules vives (Hannon, 2002).
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1.3.2- RNA d’interferéncia

El mecanisme d’RNA d'interferéncia (RNA1), altrament anomenat silenciament genic
post-transcripcional, representa una resposta biologica conservada dirigida contra
moleécules d’RNA de doble cadena. Aquest procés esta principalment implicat en la
regulacid natural de 1'expressio de gens codificants. També s’ha descrit la seva activitat

sobre acids nucleics endogens parasitaris i exogens patogenics.

El procés d’RNAI ha estat descrit en una gran varietat d’organismes, des d'unicel-lulars
fins a metazous, incloent Drosophila, C. Elegans i mamifers. Els primers estudis,
realitzats en C. Elegans, indicaven que el silenciament induit per RNA de doble cadena
era operatiu a nivell post-transcripcional (Fire, 1998). Aquestes conclusions es basaven
en el fet que l'exposici6 a RNA de doble cadena resultava en la perdua dels
corresponents RNAs missatgers (mRNAs), i que les seqiiencies promotores i
introniques no eren dianes de silenciament efectives. El fet que la reducci6 en el nombre
d’mRNAs no suposava una reduccié en la taxa de transcripcié també recolzava 1'idea

d’un mecanisme post-transcripcional.

1.3.2.1- El mecanisme de silenciament post-transcripcional

L'interferéncia s’inicia amb Dicer, un enzim conservat evolutivament de la familia de
les ribonucleases III, que reconeix RNAs llargs de doble cadena procedents de
transposons, virus o seqiiéncies genomiques (incloent microRNAs), i els talla
especificament en RNAs petits d’interferéncia (siRNAs) d'uns 21 nucleotids de
longitud. S'ha comprovat que 1'estructura de diplex amb dos nucleotids no aparellats a
3’ i amb fosfats en 5’ dels siRNAs (Esquema 6b) és important pel seu processament.
Només els siRNAs que tinguin aquesta estructura podran ser incorporats a RISC (RNA-
induced silencing complex), un complex proteic amb activitat nucleasa que reconeix i
destrueix els mRNAs diana. De fet, és la seqiiencia de la cadena antisentit de I’siRNA Ia
que s'incorpora a RISC i serveix de guia per la selecci6 del substrat a degradar. La unid
amb la diana es d6na per interaccions Watson-Crick, que permeten un alt grau
d’especificitat. El trencament és aparentment endonucleolitic, i es dona solament a les

regions homologues a I’siRNA.
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Esquema 6. (A) Mecanisme d'RNAi; (B) Estructura d'un siRNA.

Estudis de Elbashir i col-laboradors (Elbashir, 2001) van demostrar que ambdues
cadenes de 1'siRNA poden dirigir el silenciament. Posteriorment, es va suggerir que la
cadena que era incorporada a RISC era sempre la que presentava un extrem 5' menys
unit a la seva complementaria i que, per tant, era més propensa a alliberar-se del duplex
(Schwarz, 2003); posteriorment, la cadena no incorporada és degradada.
Independentment de la cadena que dirigeixi el silenciament, la estructura de duplex és
necessaria, ja que els siRNAs de doble cadena sén molt més efectius a 1'hora de produir

l'interferéncia que qualsevol de les dues cadenes individualment (Fire, 1998).

Tot i que el mecanisme de silenciament post-transcripcional és el més aceptat, en
plantes s’ha descrit que el silenciament induit per RNA de doble cadena pot afavorir la
metilacié de seqiiencies homologues a la seqiieéncia diana, tot produint el silenciament
trancripcional si aquesta seqiiencia es localitza en una regi6é promotora (Mette, 2000).

També s’ha suggerit que la maquinaria d’RNAI pot interferir en 1'expressié genica tot
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afectant l'estructura de la cromatina en Drosophila, C. Elegans i fongs (Pal-Bhadra,

1997).

1.3.2.2- Utilitzacié d'siRNAs en terapia geénica

Paral-lelament a la seva funci6 cel-lular natural, ’'RNAi suposa un mecanisme per
manipular I'expressié genica experimentalment. La seqiienciaci6 del genoma huma va
donar un gran impuls a les estrategies que utilitzaven acids nucleéics amb seqiiéncies
complementaries a gens diana especifics. Aquestes estrateégies permeten demostrar la

funci6 d’un gen particular i presenten potencials aplicacions terapeutiques.

Les molecules de doble cadena de ’'RNA d’interferéncia (siRNAs) s6n uns silenciadors
molt més estables i potents que els oligonucleotids antisentit (cadenes senzilles
classicament utilitzades en terapia génica). A més, sén efectius a concentracions molt
més baixes que els RNAs antisentit o els ribozims. Actualment es poden dissenyar
siRNAs tot emprant programes bioinformatics especifics, que es sintetitzen
quimicament, i que imiten els productes de Dicer. Aixi, un cop transfectades dins les
cel-lules, aquestes molecules sén incorporades a RISC i activen la degradacié de les

seves dianes (Esquema 7).

L'inhibicié de gens que contribueixen a la progressié tumoral ha estat la finalitat
principal de les estratégies basades en terapia dirigida, amb 1'expectativa que aquesta
aproximaci6 causés 1'inhibici6 selectiva del creixement tumoral amb els minims efectes
adversos sobre les cel-lules normals. Nombrosos estudis han demostrat el potencial
clinic dels siRNAs, capacos d'inhibir selectivament 1'expressié de gens involucrats en
diferents patologies, entre elles infeccions virals, desordres neurodegeneratius i cancer

(Devi,20006).
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Esquema 7. Processos cel-lulars dependents de la maquinaria de I'RNA.i. Els
complexes Dicer i RISC juguen un paper central en la destruccié d RNA
viral exogen (1), en la eliminaci6 de transcrits provinents de DNA repetitiu i
d'elements mobils com els transposons (2), en el bloqueig de la sintesi
proteica mitjangada per miRNAs generats endogenament (3), i en la
supressid de la transcripcié mitjancada per RNAi (4). La mateixa
maquinaria s'utilitza quan s'introdueixen siRNAs a la cel-lula per tal de

inhibir la activitat de gens especifics experimentalment (5).
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1.3.3- Terapia combinada amb Metotrexat

L'expressi6 "terapia combinada" es refereix, en sentit ampli, a I'administracié de dos o
més medicacions per tractar una sola malaltia. La terapia combinada pot semblar més
costosa que la monoterapia, perd a la llarga augmenta 1'éxit dels tractaments i retarda el

desenvolupament de resisténcia.

El disseny de terapies combinades amb MTX podria ajudar a evitar l'aparicié de
resistencia al quimioterapic. Amb aquesta finalitat, s'han estudiat els gens descrits a
continuacid, diferencialment expressats a les cel-lules resistents al MTX, i que, per tant,

representen bones dianes potencials per a terapies combinades amb MTX.

1.3.3.1- Les Aldo-Ceto Reductases

Els aldehids i les cetones sén compostos perjudicials per les cel-lules, ja que poden
reaccionar covalentment amb els grups amino i tiol de les proteines (Stadtman, 1997). A
més, alguns aldehids s6n mutagenics, ja que poden interaccionar amb el DNA (Henle,
1997). A la cel'lula existeixen diferents families d’enzims detoxificadors que
protegeixen d’aquest tipus de compostos: les aldehid oxidases i deshidrogenases, les
alcohol deshidrogenases, la glutatié S-tranferasa i les aldo-ceto reductases (AKRs)

(O’connor, 1999).

Les AKRs s6n una superfamilia d’oxido-reductases dependents de NAD(P)H que poden
jugar molts papers fisiologics en una gran varietat d'organismes, des de procariotes fins
a I’home (Jez, 2001). Tots els membres de la superfamilia sén proteines monomeriques
amb estructura de barril (o/f)s, d’uns 320 aminoacids de longitud i localitzacié
citoplasmatica, que presenten un tetrade catalitic conservat compost per una tirosina,

una lisina, un aspartat i una histidina.

Aquests enzims presenten activitat enzimatica sobre una gran varietat de molecules, i
poden catalitzar tan 1'activacié com la inactivacié d’alguns xenobiotics (Smithgall,
1988), drogues i carcinogens, pel que poden ser considerats enzims de metabolisme de
fase I. L’especificitat de substrat vé determinada per variacions en I’extrem C-terminal
de l'estructura (Zhong, 1998).
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El mecanisme cingtic que regeix l'activitat enzimatica de les AKRs és un mecanisme
ordenat bi-bi, en el qual el cofactor és el primer d’unir-se a 1’enzim, i I'dltim en
alliberar-se (Penning, 2001). Les estructures dels complexos binaris (enzim-cofactor) i
ternaris (enzim-cofactor-substrat) van revelar que el cofactor es situa perpendicularment
al substrat, i que tenen lloc canvis conformacionals significatius durant la unié

seqiiencial del substrat, que determinen la velocitat de reaccié (Penning, 2003).

La majoria de les AKRs de mamifer comparteixen més del 40% d’identitat de
seqiiencia, pel qual estan agrupades com a membres de la familia AKR1. Dins d’aquesta

gran familia, existeixen subfamilies amb caracteristiques distitives.

Les AKRI1A, o aldehid reductases, catalitzen preferentment la reduccié
dependent de NADPH d’aldehids, tan alifatics com aromatics, i amines biogeniques.
Presenten un tret estructural molt caracteristic: una insecié de 9 residus que determina

una especificitat de substrat i d'inhibidor propies (Barski, 1996).

Les AKRI1B, també anomenades aldosa reductases, catalitzen la reduccid
dependent de NADPH d’aldopentoses i aldohexoses. S'han publicat diferents treballs
que proposen per les AKR1B una funcié lligada al control de la proliferacié cel-lular

(Ramana, 2002; Ramana, 2003).

Les AKRID, o esteroid Sb-reductases, utilitzen com a substrat intermediaris
d'acids biliars i hormones esteroidees, com el cortisol i la testosterona, perd no

progesterona ni androstenediona (Kondo, 1994).

Les AKRI1C, conegudes també com dihidrodiol deshidrogenases (DD), poden
catalitzar la oxido-reduccié dels dihidrodiols dels hidrocarbons policiclics aromatics, de
les hormones esteroidees i d’acids biliars (Penning, 1996). En humans existeixen 4
isoenzims, que comparteixen el 84% d’identitat de seqiiencia, pero diferent especificitat
de substat i distribuci6 tissular, carcteristiques que condicionen el paper metabolic de
cada isoforma. S’anomenen AKRICI (també DDI1 o 20a (3a)-hidroxiesteroid
deshidrogenasa), AKR1C2 (DD2, 3a-hidroxiesteroid deshidrogenasa de tipus III o
proteina d’unié a acids biliars), AKR1C3 (3a (17f)-hidroxiesteroid deshidrogenasa de
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tipus II) i AKR1C4 (DD4 o 3a-hidroxiesteroid deshidrogenasa de tipus I). La
nomenclatura de la superfamilia AKR es pot consultar a la pagina
www.med.upenn.edu/akr. Tots quatre membres es localitzen al cromosoma 10p14, fet
que suggereix un procés evolutiu per duplicacié geénica. De fet, 'AKRIC1 i 'AKR1C2

només difereixen en 7 aminoacids de la seva seqiiencia.

S’ha proposat que la funcid principal de I'AKR1C4, basicament expressada en fetge, és
la proteccié contra excessos d’hormones esteroidees circulants (Penning, 2000).
L'AKR1C3 és identica a la prostaglandina F sintasa (Suzuki-yamamoto, 1999), i és
capa¢ de catalitzar la reduccié de la prostaglandina (PG) D2, de la PGH2 i de la
fenantrenequinona, i la oxidacié del 9a, 113-PGF2 a PGD2. S'ha proposat que pot
controlar el creixement i/o la diferenciaci6 cel-lular. L'AKR1C2 és identica a la proteina
humana d’unié a acids biliars, i aquests compostos inhibeixen la seva activitat
enzimatica (Hara, 1996). Aquesta isoforma esta sobreexpressada en mostres de cancer

de prostata (Rizner, 2003).

1.3.3.1.1- L'Aldo-Ceto Reductasa 1C1

Aquest enzim catalitza el pas de progesterona a la seva forma inactiva 20o.-hidroxi-
progesterona. Malgrat que s'ha descrit un paper en la finalitzacié de I'embaras en rates i
conills, la funci6 de 'AKR1C1 en humans no esta massa definida (Zhang, 2000). De
totes maneres, ' AKR1C1 converteix hidrocarbons policiclics aromatics en catecol al
fetge de manera natural (Vogel, 1980). També és capa¢ de metabolitzar acid etacrinic i
4-hidroxinonenal (Ciaccio, 1993; Burczynski, 2001) i s'ha descrit 1'activacié de la
AKRICI1 per t-butylhidroquinona, acid etacrinic (Ciaccio, 1994) i etanol (O’connor,
1997) en cel-lules HT29. De fet, 'AKRIC1 pot ser induida en cel-lules HepG2
(Burczynski, 1999).

L'AKRICI esta infraexpressada en mostres de cancer de mama respecte a teixits
normals (Ji, 2004; Lewis, 2004) i també presenta una menor expressié en linies
tumorogeniques de mama, com MCF-7, que en linies no tumorogeéniques (Wiebe,
2003). El mateix cas es dona en mostres de cancer d’ovari (Ji, 2005). Tot i aixi, s’ha

descrit la seva sobreexpressi6 en linies cel-lulars de cancer de mama positives per HER-
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2/neu (Zhang, 2005), en cancer d'endometri (Rizner, 2005) i en pacients amb ESCC
(esophageal squamous cell carcinoma), on els nivells d’expressi6 d'AKRICI1 es
correlacionaven amb el numero de nodes limfatics metastasics, amb 1’estadi tumoral,

amb la recurréncia i la supervivencia dels pacients (Wang, 2004).

La correlacié directa entre els nivells d'expressié d'AKR1CI1 i la resisténcia a drogues,
concretament a acid etacrinic, va ser descrita per primer cop per Ciaccio i col-laboradors
(Ciaccio, 1994; Ciaccio 1994b). Posteriorment, s'ha demostrat la sobreexpressié de la
AKRIC1 en cel-lules HT29 resistents a acid etacrinic (Shen, 1997) i s'ha comprovat que
la sobreexpressié de la AKR1C1 en cel-lules de carcinoma d’ovari causa resisteéncia a
cisplati (Deng, 2002). Hsu i col-laboradors van identificar la sobreexpressié d'AKR1C1
en pacients de NSCLC (non-small cell lung cancer) (Hsu, 2001). En aquest estudi, els
nivells d’expressié correlacionaven amb el pronostic i els autors van suggerir una

relacié amb resisténcia a drogues quimioterapeutiques.

1.3.3.2- La Proteina Quinasa C alfa

La proteina quinasa C alfa (PKCa) és un membre de la familia de quinases de serina i
treonina, amb un domini catalitic que conté les seqiiencies tipiques de les proteines
quinases, i un domini regulador, que inclou una regié autoinhibitoria (Martelli, 1999).
La PKCa és capag de fosforilar una gran quantitat de proteines, i aquesta modificacié
post-traduccional desencadena la transduccié de senyals associats a una amplia varietat
de respostes cel-lulars, incloent proliferacid, diferenciacid, transport a través de la

membrana, expressié génica i promocié tumoral (Martelli, 1999; Wang, 1999).

L’isoenzim o de la PKC s’expressa a tots els teixits, pero s’han detectat nivells anomals
en moltes linies cel-lulars transformades i en varis tumors humans (Basu, 1993). La seva
sobreexpressio ha estat correlacionada amb fenotips neoplastics més agressius (Ways,
1995), aixi com amb invasié i metastasi (Takenaga, 1986; Gopalakrishna, 1988;
Korczak, 1989) i amb una menor dependéncia de factors de creixement externs (Eldar,

1990).
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S'ha demostrat que la transfeccid estable de la PKCa causa resisténcia a doxorubicina i
a vinblastina. Aquesta resisténcia podria estar associada a un increment en la
fosforilacié de la P-glicoproteina, fet que causaria un decrement en la acumulacié de les
drogues i afavoria la MDR (Yu, 1991). La disminuci6 dels nivells d'mRNA de la PKCa
atenua el fenotip MDR en cel-lules tumorals (Ahmad, 1993) i incrementa la sensibilitat
enfront a drogues anticanceroses tan in vitrro (Wang, 1998; Isonishi, 2000; Lahn, 2004)
com in vivo (Geiger, 1998). La utilitzacié d’inhibidors farmacologics de la PKCa han
permes disminuir el creixement i la supervivencia de tumors, reduir les seves propietats
neoplastiques, promoure 1’apoptosi i modular la resisténcia a quimioterapics, com és el

cas del MTX (Basu, 1993; Noé, 1995).

1.3.3.3- La Caveolina 1

La caveolina 1 (CAV1), proteina integral de membrana de 21 KDa, és el principal
component de les caveoles, invaginacions de la membrana plasmatica que es troben a la
majoria de cel-lules de mamifer (Rothberg, 1992). Té I’habilitat d’interacionar amb
altres molecules de caveolina, i també amb altres proteines (Okamoto, 1998). S’ha
descrit la implicacié de les caveoles en processos de transport de la membrana
plasmatica tals com endocitosi, transcitosi, i eflux de colesterol. A més, les caveoles sén
riques en moleécules senyalitzadores, en receptors i en transductors. Les proteines
efectores son reclutades a les caveoles després de la activacié dels receptors de
membrana (Fairchild, 1990). De fet, Cavallo-Medved i col-laboradors van hipotetitzar
que les caveoles podien actuar de lloc d’agrupament per proteases de la superficie
cel-lular, facilitant d’aquesta manera la iniciacié d’esdeveniments proteolitics
involucrats en la migraci6 cel-lular i la invasié tumoral (Cavallo-Medved, 2005). Els
mateixos autors van demostrar que la infraexpressié de la CAV1 mitjangcada per
tecnologia antisentit redueix tan la degradacié de la matriu extracel-lular com la

invasivitat cel-lular.

Malgrat que se li ha suggerit una funcié com a gen supressor de tumors (de fet esta
cromosOmicament localitzat en una regié considerada supressor tumoral), i que esta
infraexpressat en cel-lules tumorals (Lavie, 1998), s'ha detectat la sobreexpresio de la
CAV1 en cancers de prostata (Yang, 1998; Li, 2001; Mouraviev, 2002; Haeusler, 2005),

esofag (Kato, 2002), pancrees (suzuoki, 2002) i ronyé (campbell, 2003). Aquesta
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varietat de dades impliquen que la CAV1 presenta diferent activitat dependent de les
moleécules senyalitzadores amb les que interaccioni i del context cel-lular o tissular (Lu,
2003). Nivells elevats de CAV1 han estat associats amb la progressié de cancers de
colon i de mama (Thompson, 1998; Yang, 1998) i amb una estimulacié de la invasivitat
en cel-lules d'adenocarcinoma de pulmé (Ho, 2002). S'ha descrit que la CAV1 afavoreix
la resistencia a 'apoptosi en cel-lules MCF-7 (Fiucci, 2002). A més, s'ha descrit la re-
expressi6 de la CAV1 en els ultims estadis del desenvolupament tumoral
d'adenocarcinomes de prostata humans i de ratoli (Yang, 1998), un escenari que podria
recordar la resisténcia a quimioterapics. De fet, Bender i col-laboradors (Bender, 2000)
van quantificar uns nivells significativament més elevats de CAV1 en una linia cel-lular
resistent a MTX derivada de la linia HT29. Els mateixos autors van correlacionar la

sobreexpressio de la CAV1 amb increments en el potencial metastatic.

La sobreexpressié de la CAV1 ha estat descrita en cel-lules MDR, fet que podria indicar
que I’adquisicié del fenotip MDR de les cel-lules canceroses estaria associat a un
increment en el ndmero de caveoles. De fet, cel-lules HT29-MDR contenen 5 vegades
més estructures semblants a caveoles que les HT29 parentals. S’ha proposat que les
caveoles podrien mitjancar o facilitar 1’exportacié de drogues lipofiliques per un
mecanisme similar al descrit per I’eflux de colesterol, perd probablement amb baixa
eficiencia. Aixi, les cel-lules que expresessin uns nivells més alts de caveolina (i per tant
tinguessin més caveoles) presentarien un avantatge selectiu en les primeres fases
d’exposici6 a la droga. Aquesta propietat seria seleccionada positivament en cel-lules

tractades amb la droga (Lavie, 1998).

1.3.3.4- L'Enolasa 2

L'enolasa 2 (ENO2) és un enzim que forma part del procés de glicolisi i catalitza el pas
vasculatura sén dues caracteristiques universals dels tumors solids, i es creu que
ambdues juguen un paper important en 1’adaptacié al microclima hipoxic. De fet, s’ha

demostrat la induccié de ’ENO2 per hipoxia.

S’ha comprovat la sobreexpressio en cancer colorectal de gens involucrats en la glicolisi

(Zhang, 1997). Concretament, s'ha descrit un paper important de la ENO2 en cancers
42



Tntroduccis

colorectals (Yeh, 2008). De fet, la ENO2 esta sobreexpressada en diferents cancers
(Karnak, 2005; Fujiwara, 2002; Kitakata, 2007) i 1’alfa enolasa esta sobreexpressada
significativament en una linia cel-luar de cancer de colon metastatica, la qual cosa
suggereix una possible associacié entre els nivells d’expressié del gen i el procés

metastatic, tan in vitro com in vivo (Katayama, 2006).

1.3.3.5- L'E-Cadherina

L’E-Cadherina és una moleécula d’adhesié cel-lular dependent de calci que interacciona
directament amb la -catenina, donant lloc a les unions adherents. Aquest tipus d unions
cel'lulars uneixen I’E-Cadherina al citoesquelet d’actina i microtdbuls, i juguen un
paper clau en el manteniment de la integritat epitelial (Perez-Moreno, 2003).
Alteracions en 1'expressié de I'E-Cadherina han estat associades a canvis en la migracié
i en el fenotip de les cél-lules (Hynes, 1992). Es per aixd que I’E-Cadherina s’ha

classificat com a gen supressor de tumors (Hedrich, 1993).

S’han proposat un gran nombre de mecanismes que podrien explicar la disminucié en
E-Cadherina en cel-lules que sofreixen transformacié maligne, com sén mutacions del
gen (Taddei, 2000), desordres en la traduccié (Frixen, 1991) o increments en la
degradacié mediada per proteases (Katayama, 1994). De totes maneres, la deleccié a
nivell genomic de 1'E-Cadherina és I’esdeveniment més freqiient en tumors epitelials,
fet que s'ha associat amb la progressié tumoral (Behrens, 1989; Perl, 1998) i que és
considerat un pas crucial que afavoreix la metastasi i I’invasié (Cavallaro, 2004; Frixen,
1991). Els nivells d'E-Cadherina disminueixen seqiiencialment amb el pas de la mucosa
de colon normal a adenoma, i amb el pas d'adenoma a carcinoma (Gagliardi, 1995). De
fet, els nivells dmRNA de I'E-cadherina en cel-lules d'adenocarcinoma soén la meitat
dels que es troben en les cel-lules normals del colon (Munro, 1995). L'expressi6 de 1'E-
Cadherina en carcinoma de colon s'ha associat a 1'estadi tumoral, metastasi a nodes
limfatics i superviveéncia dels pacients (Bellovin, 2005; Dorudi, 1995; Dorudi, 1993).
Aquestes observacions evidencien una correlacié funcional entre els nivells d'E-
cadherina i la malignitat. S'ha descrit la perdua de la heterozigositat de la banda
cromosOmica 16.1q, on es localitza I'E-cadherina, en la majoria de cancers humans de

prostata (Suzuki, 1996), pérdua que esta associada amb el grau del tumor, amb estadis
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clinics avancgats i escassa supervivéncia (Cheng, 1996). També s’ha suggerit que la
perdua d'E-cadherina pot estar involucrada en la adquisicié de resisténcia a la apoptosi

(Derksen, 2006).

Tot i que la perdua de I’E-Cadherina contribueix clarament al procés tumoral, com a
esdeveniment aillat no predisposa al cancer ni indueix la formacié tumoral (Derksen,
2006). Tot i aix0, cal tenir en compte que la perdua de 1I’E-Cadherina allibera la -
catenina de les unions adherents, permetent que aquesta estigui lliure per dur a terme les

altres funcions que se li han atribuit (Veure la discussié d’aquesta memoria).

1.3.3.6- El Dikkopf homolog 1

El Dickkopf homolog 1 (DKKI1), és una proteina secretada que intervé en el
desenvolupament embrionari (Forget, 2007) i que forma part de la via de senyalitzacié
canonica per Wnt (Rothbacher, 2002). La senyalitzacié hiperactiva d'aquesta via
contribueix a la génesi de cancers en un ampli ventall de teixits humans (Howe, 2004).
El nostre grup va proposar la activacié de la via Wnt / -catenina com un pas important
en la resisténcia al MTX en cel-lules HT29 de cancer de colon (Selga, 2008b). El
promotor de DKK1 esta regulat transcripcionalment per TCF, un factor de transcripcié
que, junt amb Lef-1 i fB-catenina, és capa¢ de regular la transcripcié de molts gens,
alguns dels quals estan relacionats amb la proliferacié. Aixi, DKK1 és una diana de la

senyalitzaci6 per la via Wnt / $-catenina (Gonzalez-Sancho, 2005).

No obstant, s'ha proposat que DKK1 inhibeix la senyalitzacié via Wnt tot formant un
complex ternari amb ambdds receptors de Wnt, complex que €s rapidament incorporat
dins la cel-lula per endocitosi (Semenov, 2001; Mao, 2002), fet que atura la cascada de
senyalitzacié (Nelson, 2004). Malgrat la inhibicié mediada per DKKI1, 1’activaci6
primerenca de la via Wnt / 3-catenina €s freqiient en la majoria de cancers de colon i
d'altres tipus, a causa de mutacions als gens APC (adenomatous poyposis coli) o B-
catenina (Gonzalez-sancho, 2005; Polakis, 2000). Aquestes mutacions desconnecten la

part efectora de la cascada de senyalitzaci6 dels receptors de Wnt.

S'han corelacionat els nivells d'expressié de DKK1 amb el cancer (Forget, 2007). El gen

s'expressa a les cel-lules de cancer de mama perd no als teixits normals, i la seva
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sobreexpressié ha estat relacionada amb la metastasi (Voorzanger-Rousselot, 2007) i
amb I’agressivitat tumoral. S'ha suggerit un paper per DKK1 en la transformaci6 epiteli-
mesenquimal (Monaghan, 1999) i s'ha proposat com a diana potencial per
immunoterapia (Forget, 2007). A més, s'ha comprovat que DKKI1 és capa¢ d'induir la
proliferacié de cél-lules mare humanes del moll de I'os, tot permetent la seva re-entrada

al cicle cel-lular (Gregory, 2003).

1.3.3.7- Les UDP-glucuronosil transferases

Les UDP-glucuronosil transferases (UGTs) sén una familia de glicoproteines de
membrana que deriven d'un sol gen localitzat al cromosoma 2q37 que déna lloc a nou
proteines UGT1A funcionals generades per empalmament alternatiu de 13 primers
exons amb els exons 2-5 (Mackenzie, 1997). Les UGTs estan involucrades en el
metabolisme de fase II d'una gran varietat de metabolits, tan endogens com exogens
(Guillemette, 2003). La glucuronidacié és un procés metabolic important ja que
converteix les molecules lipofiliques en molecules més hidrofiliques, facilitant aix{ la

seva secrecié fora del cos.

Representen productes glucuronidables els analgesics, les hormones sexuals, els
flavonoides, la rifampicina, la bilirubina i també carcinogens especifics del tabac
(Strassburg, 1998 i Kiang, 2005). Algunes drogues anticanceroses, com per exemple el
topotecan, l'irinotecan, el SN-38 (el metabolit actiu de 1'irinotecan), la doxorubicina i el
4-hidroxitamoxife, han estat descrites com a substrats de 1’activitat UGT1A (Nagar,

2006; McCague, 1990; Platzer, 1998; Rosing, 1998; Andersen, 1999; Iyer, 1998).

De fet, la inactivacié de drogues a les cel-lules tumorals és un mecanisme important de
resisténcia a aquestes drogues, i s'ha proposat que la glucuronidacié mitjangada pels
enzims de la familia de les UGTs contribueix a la resisténcia a multiples drogues
quimioterapeutiques (Meijerman, 2008), com per exemple la daunorubicina (resisteéncia
descrita tan en linies cel-lulars com en noduls hiperplastics de fetge de rata) (Cowan,
1986; Gessner, 1990), 1'acid micofenolic (Franklin, 1996; Fanklin, 1997), la
mitoxantrona (Rekha, 1997), el SN-38 (Takahashi, 1997; Cummings, 2003) i la
camptotecina (Brangi, 1999), entre d’altres (Zembutsu, 2002; Thornton, 2003).
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1.3.3.8- El factor d'elongacio 1 alfa 1

El factor d'elongacié 1 alfa 1 (EEF1A1) és ’encarregat de reclutar tRNAs amino-
acetilats al lloc A del ribosoma (Thornton, 2003). La seva funcié fa necessari que
s'expressi a tots els teixits, pel que ha estat tradicionalment etiquetat com a enzim de
manteniment amb expressié constitutiva. De totes maneres, EEF1A1 es troba
sobreexpressat en melanomes i en tumors de pancrees, mama, pulmo, prostata i colon
(Alon, 1999; Hassell, 1976). S'ha demostrat que un augment en els nivells d'expressio
de EEF1A correlacionen amb una major proliferacié cel-lular (Hassell, 1976; Grassi,
2007), amb la transformacié oncogenica (Tatsuka, 1992), amb un retras en la senescecia

cel-lular (Shepherd, 1989) i amb la metastasi (Edmonds, 1996).

La sobreexpressié d'EEF1A1 ha estat relacionada amb resisténcia a drogues, entre elles
el cisplati (Johnsson, 2000), la doxorubicina (Bertram, 1998) i el MTX (Beyer-
sehlmeyer, 1999). S ha proposat que la resisteéncia podia ser deguda a la seva habilitat
d'inhibir I’apoptosi (Talapatra, 2002). També s'ha demostrat que la sobreexpressié
d'EEF1A promou el creixement cel-lular i la replicacid, tot contribuint a un increment
global de la traduccid proteica. La reducci6 dels nivells d'expressi6 del gen mitjancada
per oligonucleotids antisentit inhibeix la tumorogenesi i la replicacié cel-lular

independent d'ancoratge en cel-lules tumorals de prostata (Su, 1998).
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1.3.4- Métodes per la integraci6 dels resultats

Un dels passos més critics en l'analisi de dades és la situacié de les troballes
estadisticament significatives en un context biologic. En lloc de centrar-se en gens
individuals, és més util explorar quins processos biologics, funcions moleculars o vies
de senyalitzacié estan implicades o afectades per una condicié particular. La
determinacié de les interaccions moleculars que tenen lloc entre els gens d'interés pot
ajudar al coneixement del mecanisme d'accié del procés biologic objecte de I'estudi. Cal
tenir en compte, perd, que aquests tipus d’analisis no donen respostes absolutes, sind

que evidencien relacions que han de ser explorades i validades.

1.3.4.1- Analisis d'agrupament

L’objectiu principal de les analisis d’agrupament és col-locar junts objectes (ja siguin
gens o mostres) amb propietats similars. També es pot concebre com una reduccié de la
dimensionalitat del sistema. Existeixen diferents tipus d’agrupament, entre els quals els

més comuns son:

A) L’agrupament anomenat K-means, que utilitza les propietats euclidianes del vector
espai. Cal fixar el nimero de grups (K) en els que dividir els objectes, i establir uns
criteris que determinaran l'assignacié d’un objecte a un dels grups. D’aquesta manera,
els objectes son reassignats iterativament al grup més optim segons els criteris pre-
establerts (Tavazoie, 1999). Aquest tipus d'agrupament simplement reparteix els
objectes en els diferents grups, sense especificar les relacions existents entre els

components de cada grup (Quackenbush, 2001).

B) L’agrupament jerarquic (hierarchical clustering), que es basa en la uni6 iterativa
dels dos objectes més semblants. Un cop units, les distancies entre tots els objectes i la
nova unié sén recalculats. El procés es repeteix fins a unir tots els objectes (Eisen,
1998) i els resultats s’agrupen en forma de dendrograma. Aquesta és una de les

tecniques més utilitzades per a I'analisi de les dades d'expressié genica.

La representacié de l'agrupament jerarquic crea una matriu d’expressié en la
qual cada columna representa un experiment o una condicio, i cada fila representa un
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gen particular. La coloracié de cada element de la matriu esta basada en el seu valor
d’expressio, i ajuda a crear una representacio visual dels patrons d’expressié genica
associada a un conjunt d’experiments. Existeixen diferents metodes per acolorir les
matrius d’expressié. El metode més comu associa els gens sobreexpressats al color
vermell, els gens infraexpressats al color verd i els gens que no presenten variacions en
els nivells d’expressié amb el color negre. Els elements amb color més brillant
representen un major grau d’expressio diferencial, i amb més confianga. Aquestes

representacions s’anomenen Heatmap.

Dins dels agrupaments anteriorment descrits, es distingeix entre dos tipus
d'agrupaments: agrupament de gens i agrupament de mostres. El primer identifica gens
que es comporten de manera similar entre les condicions experimentals assajades, i que,
per tant, poden estar relacionats d’alguna manera (com per exemple pertanyer a una
mateixa via biologica)(Hess, 2001). El segon identifica mostres que presentin patrons
d’expressié genica similars, i pot generar subgrups que no s’havien identificat en
I’analisi basica de les dades. Cal tenir en compte que 1’agrupament de mostres dependra
del nombre de gens i de les mostres incloses, aixi com també de les normalitzacions

realitzades.

Les analisis d’agrupament es solen acompanyar per altres metodes de reduccid de la
dimensionalitat que faciliten la visualitzacié, com pot ser I’analisi de components
principals (principal component analysis, PCA). El PCA, també anomenat
descomposicié en valors singulars, és una técnica matematica que redueix la
dimensionalitat de grups de dades complexes tot identificant els components principals
que representen els perfils dominants en el grup de dades. Aquest metode permet una
estimaci6 visual del nimero de grups en els que es poden dividir les dades, informacié
que posteriorment pot ser utilitzada en analisis d’agrupament K-means (Quackenbush,

2001).
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1.3.4.2- Mapes biologics pre-establerts i Xarxes d'associaci6
biologica

Un gran repte de l'era post-genomica €s la obtencié d'una representacié completa de la
cel'lula. Per dur a terme aquest proposit, és més practic explorar quins processos
biologics, funcions moleculars i vies biologiques estan involucrades o afectades en una
condicié determinada en lloc d'observar les dades a nivell de gens individuals. Es amb
aquesta finalitat que es va desenvolupar un recurs bioinformatic anomenat KEGG
(Kyoto encyclopaedia of genes and genomes), que inclou tota una col-lecci6 de mapes
de vies de senyalitzacid, dibuixades manualment, que representen el que es coneix
actualment sobre les interaccions entre proteines relacionades amb diferents processos, i
que s'anomenen pathways. S’ha proposat que aquesta base de dades també representa un
recurs util d’informacié suplementaria de gens d’intereés (Pennie, 2000). A més de la
KEGG, existeixen altres tipus de pathways, com és el Gene Map Annotator and

Pathway Profiler (GenMAPP). Tots aquests patways es poden importar dins de

GeneSpring (veure la seccid corresponent dins de Métodes).

De totes maneres, és conegut que la ceél-lula no es regeix per vies aillades de
senyalitzacid, sind que certes proteines poden tenir un paper en més d'una via, de tal
manera que finalment s'estableixen mulitud d'interaccions entre diferents vies. Es per
aix0 que €s més ttil la obtencid d' imatges a gran escala de les xarxes de regulaci6
genica (Bar-joseph, 2003), que permeten con¢ixer quins gens o proteines es veuen

influenciats per una proteina concreta, i de quina manera.

La majoria de les xarxes geniques es poden descriure com a grafics en els quals cada
node representa un gen i la preséncia d’una connexié entre dos nodes indica la

existéncia d’una interaccid entre els dos nodes (Soinov, 2003).

Alguns exemples de programes informatics utils per generar xarxes d'associacid
biologica (Biological association networks, BAN) son Ingenuity, Pathway Studio i
Pathway Architect. En aquesta memoria s'ha utilitzat principalment el software Pathway
Architect per la generacié dels BANs presentats, pel que s'explica el funcionament

d'aquest programa a 1'apartat corresponent de Metodes.
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2- Objectius

Aquesta tesi s'ha basat en l'estudi dels patrons d'expressié genica diferencial associats a
la resistencia al MTX en diferents linies cel-lulars. Es per aquest motiu que s'han
establert dos objectius principals, amb diversos objectius secundaris.

1) Estudi de Genomica Funcional en cel.lules HT29 resistents al MTX.

¢ Definir els patrons d'expressié geénica diferencial en cel-lules HT29 de cancer de
colon resistents a 10°M de MTX mitjancant microarrays d’expressié representatius
de tot el genoma huma.

* Confeccionar llistes de gens diferencialment expressats i seleccionar gens que
putativament poguessin estar relaccionats amb la resisteéncia al MTX.

¢ Validar els gens seleccionats a nivell d’mRNA o proteina. Analisi transcripcional de
gens especifics, que en un primer estudi es va concretar amb I’AKR1C1.

¢ Estudiar la funcié de 'AKRI1C1, tan en la sensibilitat vers el MTX com en el cicle
cel-lular i l'apoptosi.

¢ Determinar el nimero de copies a nivell de DNA del locus dhfr i gens flanquejants.
Explorar la possible contribucié dels gens presents en aquesta localitzacié en la
resisténcia al MTX.

¢ Estudiar els efectes sobre la sensibilitat vers el MTX d’altres gens diferencialment
expressats en les cel-lules resistents que es trobin en localitzacions diferents a la del
locus dhffr.

¢ Realitzar tractaments combinats que reverteixin la sobreexpresssié i/o supleixin la
infraexpressié de gens associats a la resistencia al MTX. Analitzar els efectes
d'aquests tractaments sobre la sensibilitat vers el MTX

2) Estudi de Genomica Funcional en altres linies cel-lulars resistents al MTX.

* Establir linies cel-lulars resistents al MTX a partir de cel-lules sensibles
representatives de diferents origens tissulars i definir els patrons de la seva expressié
genica diferencial, mitjancant microarrays d’expressié representatius de tot el
genoma huma.

¢ Confeccionar llistes de gens diferencialment expressats en cadascuna de les linies
resisitents obtingudes i comparar-les amb la finalitat d'identificar gens comuns entre
elles, per generar xarxes d'associacié biologica que evidenciin gens que representin
els nodes d'aquestes xarxes.

¢ Validar funcionalment mitjancant tecnologia d’RNAi els gens node seleccionats, i
comprovar si aquest tractament antisentit sensibilitza les cel-lules al MTX.
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La descripcié dels metodes més habituals en biologia molecular és part integrant dels

articles publicats, que conformen la seccié de Resultats d'aquesta memoria.

De totes maneres, en aquesta seccié de la memoria es descriuen especificament alguns
dels meétodes més emprats durant la tesi doctoral. Aixi mateix, es presenta una

descripci6 del material biologic utilitzat.

3.1- Materials

3.1.1- Linies cel-lulars

En aquest treball s'han utilitzat linies cel-lulars representatives de diferents tipus de
cancer. A partir de totes elles s'han generat les corresponents linies resistents al
metotrexat, tot seguint el protocol descrit a 1'apartat 3.2.1. La relaci6 de totes les linies

utititzades és la que segueix:

- HT29: Linia cel-lular humana d'adenocarcinoma colorectal. ATCC HTB-38.

- HT29-R: Linia derivada de la linia HT?29, resistent a 10°M de MTX.

- Caco-2: Linia cel'lular humana d'adenocarcinoma colorectal. ATCC HTB-37.

- Caco-2-R: Linia derivada de la linia Caco-2, resistent a 10°M de MTX.

- MCF-7: Linia cel-lular humana d'adenocarcinoma mamari. ATCC HTB-22.

- MCF-7-R: Linia derivada de la linia MCF-7, resistent a 10°M de MTX.

- MDA-MB-468: Linia cel-lular humana d'adenocarcinoma mamari. ATCC HTB-132.
- MDA-MB-468-R: Linia derivada de la linia MDA-MB-468 resistent a 10°M de MTX
- MIA PaCa-2: Linia cel-lular humana de carcinoma de pancreas. ATCC CRL-1420.
- MIA PaCa-2-R: Linia derivada de la linia MIA PaCa-2, resistent a 10°M de MTX.
- Saos-2: Linia cel-lular humana d'osteosarcoma. ATCC HTB-85

- Saos-2 -R: Linia derivada de la linia Saos-2, resistent a 10°M de MTX.

- K562: Linia cel-lular humana de leucémia mieloide cronica. ATCC CCL-243.

- K562-R: Linia derivada de la linia K562, resistent a 10°M de MTX.

3.1.2- Medis de cultiu

Les linies cel-lulars parentals o sensibles al MTX es mantenien en medi de cultiu

HAM's F12 suplemementat amb 14 mM de bicarbonat sodic (1.176 g/1), penicil-lina G
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sodica (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/l) i serum bovi fetal (7%, V/V). Tots els
reactius sén de Gibco. Les cel'lules s'incubaven a 37°C en una atmosfera al 5% CO,. En
arribar a la confluéncia, s'expandien els cultius mitjancant el tractament amb tripsina al
0.05% (Sigma) en PBS 1x (136.9 mM NaCl, 7 mM Na,HPO, i 2.8 NaH,PO,, pH 7.4)

per tal de desenganxar-les de la placa.

Les linies resistents al MTX es cultivaven en medi HAM's F12 desproveit de glicina,
hipoxantina i timidina, productes finals de l'activitat DHFR (medi -GHT, Gibco).
Aquest medi es suplementava amb un 7% (V/V) de sérum bovi fetal, préviament
dialitzat per tal d'eliminar moleécules de baix pes molecular. La dialisi es realitzava en

PBS 1x a 4°C, canviant la soluci6 cada 12h durant 3dies.

S'esterilitzaven ambdés medis de cultiu i la tripsina mitjangant la filtracié a través de

membranes de 0.2 um de tamany de porus (Schleicher & Schuell).

3.1.3- Oligonucleotids d'RNA d'interferéencia (siRNAs)

La utilitzacié d'siRNAs ha estat basica en els experiments de validacié funcional dels

gens diferencialment expressats a les cél-lules resistents. La relacié de seqiiéncies sentit

dels siRNAs utilitzats es presenten a la taula segiient.

Gen Nom siRNA Seqiiencia siRNA
AKRICI siAKR 5'- ATCACCAAGCAGGAGAGAT-3'
- siAKR-4MIS 5'- ATGTGGAAGCAGGAGAGAT -3'
ZFYVE16  siZFYVEIG6 5'- GGATCACGGAGGATTCCTGTT -3'
DHFR siDHFR 5'- AATGAGCTCCTTGTGGAGG -3'
MSH3 siMSH3 5'- GCAACATCACAGTCCTTGGTT -3'
SSBP2 siSSBP2 5'- AACCACAGTGAGTCAGCCCTT -3'
XRCC4 siXRCC4 5'- CTGATCTCTCTGGGTTGGCTT -3'
HAPLNI1 siHAPLN1 5'- GTGTGAGGTGATTGAAGG -3'
EDIL3 siEDIL3 5'- GTGAAGCATACCGAGGGGATACATT -3'
ENO2 siENO2 5'- CTGCCCCTGTATCGCCACA -3'
PRKCA siPRKCA 5'- TCCGCAGTGGAATGAGTCC -3
CAVI siCAV1 5'- CCAGAAGGGACACACAGTT -3'
Luciferasa silLuc 5'- TAAGGCTATGAAGAGATAC -3'

Taula 2. Seqiiencies dels siRNAs utilitzats. Els 4 nucleotids desaparellats de

la seqiiencia de siAKR-4MIS respecte a siAKR estan subratllats.
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3.1.4- Vectors plasmidics

3.1.4.1- Vectors d'expressio eucariota

Els vectors d'expressié s'utilitzen per introduir i expressar un gen especific en una linia
cel-lular. Aquesta propietat també és d'utilitat per realitzar validacions funcionals. Els

vectors utilitzats son:

- pPCMV6-XL5-AKR1C1: Vector d'expressi6 eucariota, amb resisténcia a ampicil-lina,
que conté com a insert el cDNA del gen akrIcl. Proporcionat pel Dr. Simpkins, Temple
University, Philadelphia.

- pPBATEM2-CDH: Vector d'expressié eucariota, amb resisténcia a ampicil-lina, que
conté com a insert el cDNA del gen E-Cadherina. Proporcionat per la Dra. Duiiach,

Universitat Autonoma de Barcelona.

3.1.4.2- Vectors amb el gen luc

Els vectors que contenen el gen luciferasa permeten l'estudi de seqiliencies
potencialment reguladores de la expressid génica en eucariotes. Tots els vectors
utilitzats en 1'estudi del promotor de la AKR1C1 deriven del vector pGL3-Basic, en el
qual es van clonar unidireccionalment diferents fragments de promotor generats per

PCR.

- pGL3-Basic: Vector sense promotor eucariota ni seqiiencies potenciadores. Permet
l'estudi de promotors o fragments d'aquests siutats davant del gen de la luciferasa de la
cuca de llum (Photinus pyralis). Presenta resisténcia a la ampicil-lina.

- AKR-pr241: Vector pGL3-basic amb un insert corresponent a 241 parells de bases de
la seqiiencia proximal del promotor de la AKRIC1.

- AKR-pr84: Vector pGL3-basic amb un insert corresponent a 84 parells de bases de la
seqliencia proximal del promotor de la AKR1C1. Inclou la seqiiencia d'un lloc putatiu
d'unié dels factors de transcripcié de la familia Sp.

- AKR-prDeletionSp1: Vector pGL3-basic amb un insert corresponent a 63 parells de
bases de la seqiiencia proximal del promotor de la AKR1C1. Exclou el lloc putatiu

d'uni6 per Sp.
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3.2- Meétodes

3.2.1- Generacio de cel'lules resistents al metotrexat.

Es va partir d'una placa semi-confluent de cel-lules sensibles al quimioterapic i es va
tractar amb una concentraci6 de 10*M de MTX. Les cél-lules que van sobreviure es van
deixar créixer fins a sub-confluencia. El 70 % d'aquesta poblacié es va incubar amb
3x10% M de MTX i el 30 % restant es va mantenir a 10® M de MTX, fins obtenir
suficient estoc per congelar. El mateix procediment es va repetir tot incrementant la
concentracié de MTX en factors de tres fins arribar a 10° M o 10° M de MTX,

dependent de la tolerancia de cada linia cel-lular.

30 % @ — @ —p Congelacié

d’estoc
Sub-

@ —_—> @ confluencia

T Sub- 70 %

confluencia
10° M wa v 3 —>

MTX
= — S
T Sub- 0%
confluencia
3x10° M
MTX

e —
f

10"M
MTX

Esquema 8. Passos a seguir per 'establiment de cel-lules resistents al MTX.

3.2.2- Extraccio de I'RNA per als xips de DNA i comprovacio
de la qualitat amb el Bioanalyzer 2100

Una de les aproximacions experimentals de genomica funcional més utilitzades
actualment és la comparacio dels nivells d’mRNA en dues mostres diferents (o0 en una
mostra problema i una control). Tot i que RNA missatger no €s el producte final d’un
gen, la transcripci6 és el primer procés regulat. A més, la mesura dels nivells d’mRNA
és considerablement més econdmica que realitzar mesures directes de nivells de

proteina, i es facil realitzar experiments a gran escala.
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L'RNA total es va obtenir de les diferents linies cel-lulars tot utilitzant el kit RNeasy
MiniKit de Qiagen. Aquest kit basa la seva tecnologia en la utilitzaci6é de columnes amb
membranes de silica-gel i diferents passos de centrifugacié. Les mostres es lisen i
s'homogenitzen en un tampé que conté isotiocianat de guanidina, un agent altament
denaturant que inactiva rapidament les RNAses, tot assegurant la purificacié dRNA
intacte. Posteriorment s'afegeix etanol, que proporciona les condicions adequades per la
uni6 de I'RNA a la membrana. Aquesta mescla es col-loca dins les columnes de silica-
gel, que retenen 'RNA i deixen passar tots els possibles contaminants. S'elueix RNA

d'alta qualitat en aigua lliure d'/RNAses.

Per tal de quantificar i comprovar la qualitat dels RNAs preparats, s'utilitza el
Bioanalyzer 2100. Aquest sistema presenta una major sensibilitat, resolucid i precisid

que els sistemes convencionals d'espectofotometria (quantitat) i electroforesi (qualitat).

Les mostres es marquen amb fluorocroms, que s'intercalen entre les cadenes de 'RNA, i
es realitza una electroforesi que permet separar les molécules de la mostra segons la
seva mida. La utilitzaci6 d'un laser permet la deteccié dels complexos RNA-fluorocrom.

Les dades es tradueixen en imatges tipus gel i en electroferogrames.

Quan s'analitzen les mostres d'RNA total, es generen electroferogrames en els quals
apareixen dos pics molt marcats, que corresponen als RNA ribosomals 18S i 28S.
També es pot arribar a observar un petit pic corresponent a I'TRNA 5S. Addicionalment,
sempre apareix un primer pic en l'electroferograma, que correspon a un marcador intern.
Aquest marcador és un fragment de DNA de 50 bp de longitud que s'utilitza per aliniar
les dades d'aquest marcador amb les dades obtingudes de les mostres, fet que ajuda a
compensar els efectes inespecifics que hagin pogut succeir en el curs de la electroforesi

(Esquema 9A).

Els electroferogrames permeten estimar, a través del nombre d'integritat de 'RNA (RNA
integrity number, RIN), el grau de degradacié de la mostra. S'assigna un niimero que va
de I'l (mostra completament degradada) al 10 (mostra dRNA perfecta, sense productes
de degradaci6). L'aparicié d'altres pics addicionals als anteriorment mencionats

correspon a degradaci6 de la mostra (Esquema 9B).
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Esquema 9. Electroferogrames corresponents a una mostra en perfecte estat

(A) i a una mostra degradada (B).

3.2.3- Marcatge, hibridacio i escaneig

Un cop comprovada la bona qualitat de ’'RNA de les mostres, es sintetitza el DNA

complementari a partir d'un encebador amb una cua poli-T. Posteriorment es sintetitza

un cRNA antisentit que incorpora ribonucleotids biotinilats. Després de la purificaci6 i

fragmentacié del cRNA, aquest es posara en contacte amb el xip, i s’hibridara a les

seves seqiiencies complementaries. Les senyals d’hibridaci6 es detecten utilitzant un

escaner, i es generen imatges digitals. La quantitat de cRNA unit es mesura

indirectament a partir de la quantificacié de la intensitat de la fluorescéncia en cadascun

dels punts de la imatge. Posteriorment, s’associa cadascuna de les intensitats al gen

corresponent segons la seva localitzacié i s’obtenen matrius d’expressié génica que

s’analitzaran posteriorment amb programes informatics especifics (Brazma i Hess,

2001). Es presenta una visi6é global de tot el procés a I'esquema 10.
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Esquema 10. Representaci6 del procés dels microarrays.
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Per tal de separar els gens que verdaderament presenten expressié diferencial dels
canvis estocastics, es solen realitzar tres assaigs per a cada condicié a partir
d’extraccions independents d’RNA, i es defineix l'expressié diferencial basada en el

consens entre els triplicats (Hedge, 2000).

3.2.4- Analisi amb el programa GeneSpring GX v 7.3.1

Es necessiten metodes i eines bioinformatiques per copsar la gran quantitat de dades
obtingudes amb els microarrays. El programa GeneSpring GX permet la visualitzaci6 i
I'analisi de dades d'expressié obtingudes d'experiments de microarrays. Aquest
programa proporciona una serie d'eines que permeten identificar, d'una manera simple i
estadisticament fiable, gens diferencialment expressats, per exemple en la resisteéncia al

MTX.

3.2.4.1- Analisi basica

Un cop importat el genoma corresponent a l'organisme d'estudi, cal importar les dades
d'expressié obtingudes amb els microarrays, que han d'incloure un identificador per a
cada gen i el seu senyal d'hibridacié associat. Cal normalitzar les dades per tal de
corregir possibles diferéncies d'expressié entre les diferents mostres degudes als
processos de marcatge o d'hibridacié. S'utilitzen 3 normalitzacions, que s'apliquen en

I'ordre que segueix, cadascuna sobre els resultats de la normalitzacié anterior:

1) Tots els senyals inferiors a 0.01 s'ajusten a aquest valor, evitant aixi la obtencié de

valors infinits o indeterminats derivats dels calculs matematics que realitza el programa.

2) Cadascun dels senyals dins d'un mateix microarray es divideix per la mediana de tots

els senyals d'aquell microarray.

3) El senyal de cadascun dels gens es divideix per la seva expressié mediana en els

microarrays de la condicié control.

Un cop aplicades les tres normalitzacions, s'obté un valor d'expressié per a cada gen en
cadascun dels microarrays, que representa el tan per u d'expressio respecte la condicié

control. Aixi, els valors d’expressié seran sempre majors de zero. Aquesta relacié
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d'expressié també es pot representar en base logaritmica, de tal forma que els gens
infraexpressats, amb valors de relacié d’expressié entre zero i la unitat, adquiriran un

signe negatiu en calcular-ne el logaritme.

Posteriorment, es defineix un parametre que permetra al programa considerar com a
repliques tots aquells microarrays que correspongin a una mateixa condicié. Les dades
es filtren mitjangant una série de passos consecutius, que s'apliquen sobre la Ilista

anterior:

1) Es calcula el Cross-Gene Error Model per a les repliques, valor que permet eliminar
tots aquells gens que tenen uns nivells d'expressié massa propers al soroll de fons de la
hibridacié. Aquells gens que tinguin uns valors d'expressié per sobre d'aquest punt de

tall es consideraran dades fiables.

2) Es realitza una analisi estadistica (Student's t-test) per a la qual es descarten tots
aquells valors que tinguin un valor de p > 0.05. Addicionalment, es pot aplicar Multiple
Testing Correction (Benjamini and Hochberg false discovery rate), correccié que es
basa en re-calcular les probabilitats obtingudes amb el 7-test per assegurar que tots els
valors que passen aquest filtre sén diferents dels valors control, és a dir, que presenten

una expressio diferencial respecte al control.

3) Finalment, s'aplica un filtre que permet seleccionar els gens diferencialment
expressats un niimero determinat de vegades a la condicié problema respecte al control.
Per exemple, si es vol generar una llista dels gens diferencialment expressats 2 vegades,
es consideraran gens sobreexpressats aquells que presentin com a minim una expressié
del doble respecte al control, i seran gens infraexpressats aquells que tinguin, com a

minim, la meitat de la expressi6 present al control.

3.2.4.2- Comparacions de llistes amb Diagrames de Venn

Els diagrames de Venn so6n diagrames esquematics que s’utilitzen per tal de representar
grups d’objectes tot representant les seves relacions (Chen, 2004). Els diagrames de
Venn consisteixen en cercles solapats. Cada cercle representa un grup d'objectes. L'area

solapada entre els cercles (interserccid) representa els objectes comuns entre els dos

64



ateoniale ¢ THetoded

grups. D'aquesta manera, si disposem en cadascun dels cercles els membres d'una llista
de gens diferencialment expressats, la interseccid representaria els gens comuns entre

les diferents llistes utilitzades.

3.2.4.3- Agrupament jerarquic

En el cas de voler analitzar diferents linies cel-lulars conjuntament mitjancant
agrupament jerarquic (hierarchical clustering), cal importar totes les mostres
conjuntament i crear un experiment amb totes elles. Els dos primers passos de la
normalitzacié s6n els mateixos que per una analisi basica, i en el tercer pas es
normalitzen les mostres per la mediana de totes les mostres. Es genera una llista amb
tots els gens que tinguin un valor de significacié inferior a 0.05, incloent Multiple
Testing Correction (Benjamini and Hochberg false discovery rate), en almenys dues de
les linies cel-lulars analitzades. S'utilitza un metode d'agrupament jerarquic inclos a
GeneSpring GX que permet agrupar els gens segons les semblances que presentin en els
seus patrons d'expressi6 en cadascuna de les mostres. S'utilitza la matriu de distancia
anomenada correlacié de Pearson i l'enlla¢ mitja (average linkage) com a algoritme

d'agrupament.

3.2.4.4- Mapes biologics pre-establerts

Existeixen vies de senyalitzacid pre-establertes disponibles en diferents recursos
d'internet que es poden importar al programa GeneSpring GX v7.3.1. Cal descarregar
aquestes vies (les més comunes son de la Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes
(KEGQG) i la GenMAPP) i posteriorment incorporar-les al programa. La seleccié d'una
llista de gens diferencialment expressats préviament generada i d'un dels mapes pre-
importats permet visualitzar els nivells d'expressié de cadascun dels gens presents en la

via seleccionada.

3.2.5- Construcciéo de BANs amb Pathway Architect

Les analisis tradicionals d'expressié genica a partir de dades dels microarrays permeten
identificar gens diferencialment expressats entre les condicions experimentals. De totes
maneres, €és dificil explorar per separat cadascun dels gens inclosos a les llistes

obtingudes de les analisis estadistiques. Es per aixd que, un cop identificats els gens
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d'interés amb GeneSpring, és convenient situar aquestes troballes estadisticament
significants en un context biologic. Aquesta aproximacio es pot dur a terme utilitzant el

programa informatic Pathway Architect (Stratagene).

3.2.5.1- Construccio basica

Es necessari importar una llista que inclogui, com a minim, un identificador per a cada
gen. A partir d'aquesta llista, el programa identifica els gens i crea una entitat per
cadascun d'ells. Inicialment, es pot realitzar una analisi simple, en la qual es poden
seleccionar categories pre-establertes, per exemple la visualitzacié de les dianes o dels
reguladors dels gens de la llista. També es pot realitzar una analisi de les interaccions
rellevants a nivell de reguladors transcripcionals, modificacions post-traduccionals o
regulacié del metabolisme, entre d'altres. Ambdues aproximacions sén ttils per crear
una visié que serveixi de punt de partida de la investigacié. Complementariament, es
pot procedir a una analisi avangada de les interaccions rellevants, que permet especificar
diferents criteris per filtrar les relacions que s’estableixen entre els gens. Normalment
s’escull la opcié d’expandir les interaccions i es seleccionen les relacions d'expressio,
unid, regulacié, unié al promotor, metabolisme i modificacié, mostrant només les

proteines en la visi6 final.

3.2.5.2- Sobreposicio de la expressio genica

En el cas de voler sobreposar els valors d'expressiéo al BAN construit tal com s'ha
descrit anteriorment, cal haver importat préviament els valors d'expressié amb la llista
de gens. S'ha de tenir en compte que els valors decimals han de ser punts i no comes.
Per fer efectiva la sobreposicid, cal anar a la opcié data overlay del navegador de la
dreta de la pantalla i seleccionar, dins del tipus de visualitzacid, "colorejar per
columna". Un cop seleccionada la columna corresponent als valors d'expressid, es pot
ajustar el color dels gens sobreexpressats (normalment el vermell) i dels gens
infraexpressats (blau o verd). Normalment cal ajustar el valor de no variacié a la unitat,
1 establir com a sobreexpressats valors a partir de cinc. Aquests ajustaments es realitzen

per obtenir una coloracié dels nodes més ajustada a la realitat.
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3.2.6- Analisi integrada amb GeneSpring GX v 10.0

GeneSpring GX v10.0 permet realitzar analisis d'expressié genica més rapides, facils i
robustes que amb la versid anterior. A més, inclou eines que permeten 1'analisi integrada
de les dades, tot facilitant el descobriment de relacions entre els gens i la comparacié
entre diferents tipus de dades. Aixi, el resultat final és la identificacié de gens rellevants

tan estadisticament com biologicament.

3.2.6.1- Importacio de les Dades

GeneSpring GX v10.0 organitza les dades en projectes. Cada projecte pot incloure un o
més experiments representatius de diferent tipus de dades, plataformes o organismes.
Aquest tipus d'organitzacié permet comparar facilment resultats d'experiments
relacionats que estiguin englobats en un mateix projecte. Per a cada experiment, els
resultats de les analisis es guarden de forma jerarquica, tot mantenint l'ordre i la

dependencia dels resultats obtinguts seqiiencialment.

Primer de tot cal generar un projecte, en el qual es poden crear diferents experiments.
Per crear un nou experiment, cal definir el tipus d’experiment dins d’una llista pre-
establerta. En el cas que el tipus d’experiment que vulguem analitzar no estigui compres

en aquesta llista, es pot crear una nova tecnologia.

El pas segiient és la importacié de les dades. Cal seleccionar els arxius referents a
cadascuna de les mostres a analitzar, en format .cel o .chp en el cas d’experiments
d’expressié o en format .txt en la majoria dels altres casos. Un cop importats dins de
GeneSpring GX, aquests arxius es poden utilitzar en altres experiments a través de la

opci6 ‘seleccionar mostres’ en el procés d’importacié de les dades.

3.2.6.2- Analisi de les dades

El programa ofereix la opci6é de fer una analisi guiada dels resultats, que es podria

considerar basica, o una analisi avangada.
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3.2.6.2.1- Analisi guiada

Aquest tipus d’analisi passa per una seérie de passos seqliencials que representen les
analisis que es realitzen més freqiientment amb dades d'expressié. Aquests passos
inclouen, primer de tot, un resum de les dades en el qual es mostra la distribucié dels
valors d’intensitat per a cada mostra. Les dades es normalitzen automaticament per la
mediana de 1’expressié de totes les mostres. En el pas segiient, a l'igual que a la versié
7.3 del programa, cal afegir un parametre que permeti agrupar les mostres segons la
condici6 a la que pertanyen (sensible o resistent al MTX). El tercer pas fa referéncia al
control de qualitat de les mostres. Es presenta una representacié de PCA indicativa de
les semblances a nivell general entre les mostres de 1’experiment. A continuaci6 s’aplica
un filtre basat en la intensitat del senyal de cada gen. Es seleccionen per defecte els gens
que presenten valors entre el 20 i el 100 percentils. El segiient filtre, basat en analisis
estadistiques, selecciona els gens amb una expressi6 diferencial significativa. Els valors
de defecte son: T-test unpaired, p-value de 0.05 i Multiple testing correction de
Benjamini-Hochberg. Els gens que hagin passat el filtre de significacio, sén filtrats per
fold-change, i els que presentin una expressié diferencial igual o superior a 2 seran
classificats per Gene Onthology. Aquesta classificacidé permet categoritzar els gens en
processos biologics, funcions moleculars o components cel-lulars. L’dltim pas de
I’analisi guiada permet trobar xarxes que hagin estat generades anteriorment i que
continguin gens presents a la nostra llista. Totes les llistes generades es disposen
jerarquicament dins la carpeta d’analisis. Es poden canviar els valors que apareixen per
defecte per tal d’adaptar els resultats derivats de les analisis a les expectatives de

I’usuari. En aquest cas, pero, és més practic realitzar una analisi avangada.

3.2.6.2.2- Analisi avancada

Amb I’analisi avancada, I’usuari pot escollir els passos a seguir per a I’analisi de les
dades. Un cop importades les dades, existeix un pas de processament previ, que permet
normalitzar totes les mostres per les mostres control, préviament identificades com a
tals. En aquest tipus d’analisi és util seguir unes etapes que vénen marcades per

diferents pestanyes localitzades a la part dreta de la pantalla.
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A) Dins la pestanya estructuracié de 1'experiment, primer de tot cal agrupar les
mostres segons la condici (sensible o resistent). Aquesta classificacié permetra crear
dos tipus d’interpretacié dels resultats, una en la que es mostren totes les mostres per
separat, i que permet veure com de semblants son entre elles, i una altra interpretacio
amb la mitjana de les mostres en la mateixa condicié, que posara de manifest

diferéncies entre les dues condicions assajades.

B) Dins la pestanya de control de qualitat, es sol utilitzar el control de qualitat sobre
les mostres, que presenta una analisi de PCA, a l'igual que en 1’analisi guiada. Es un

punt informatiu sense massa rellevancia.

C) La pestanya d’analisis ens ofereix dos punts interessants, el filtre per volcano plot i
I’analisi d’agrupament.

En el filtre per volcano plot, un cop seleccionada la llista a utilitzar
(normalment la de tots els gens) i la interpretacid (sensible vs resistent), el progama
realitza un T-test i ofereix la possibilitat d’aplicar (o no) correccions a les dades
(multiple testing correction, MTC). Tot i que no és indispensable, si que és recomanable
aplicar aquest tipus de correccions. Existeixen diferents tipus de MTC, pero la correccid
més permissiva entre les disponibles al programa i que a més és la més utilitzada en
analisis de resultats de microarrays s’anomena Benjamini Hochberg False discovery
rate. Es pot canviar el punt de tall de p-value aixi com també el fold-change segons les
expectatives.

La opcié d’agrupament (clustering) permet agrupar els gens o les condicions.
Per tal de comprovar les similituds entre les diferents mostres, cal seleccionar la llista
que inclou tots els gens, la interpretacié que compren totes les mostres i 1’algoritme
jerarquic. Cal també especificar que l'agrupament de les condicions es faci amb la
mesura de distancia centrada de Pearson i l'enllag mitja (average linkage). Aquesta
analisi genera un dendrograma que haura ajuntat, Optimament, les tres mostres sensibles

per una banda i les tres resistents per 1’altra.
D) La pestanya d’interpretacié dels resultats ens permet crear networks (xarxes) amb

les llistes préviament generades. Es pot realitzar una analisi simple, que inclou

categories pre-establertes per crear d’una manera rapida una visié que serveixi de punt

69



Wateriale ¢ THetodes

de partida de la investigacié. Aquesta analisi simple permet escollir entre diferents
opcions, com la visualitzaci6 de les dianes o dels reguladors dels gens de la llista, aix{
com dels seus reguladors transcripcionals, o dels seus modificadors. L’analisi avancada
permet especificar diferents criteris per filtrar les relacions que s’estableixen entre els
gens. Normalment s’escull la opcié d’expandir les interaccions i es seleccionen les
relacions per expressid, unid, regulacid, unié al promotor, metabolisme i modificacid,

mostrant només les proteines en la visi6 final.

3.2.7- Diposit dels resultats dels microarrays al GEO.
El Gene Expression Omnibus (GEO) és una base de dades dependent de I'NCBI on es

poden dipositar els resultats obtinguts amb técniques d'obtencié de dades a gran escala,

com els microarrays.

Per dipositar les dades, cal connectar-se a GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) i
seleccionar diposit a la web. Cal carregar cada mostra per separat, ajustar el tipus
d'experiment a basat en arrays, canal senzill, i buscar la plataforma exacta que s'ha
utilitzat dins d'una llista de possibilitats. També cal especificar que es tracta de dades
processades. Es busca 1'arxiu corresponent a la primera mostra en format .txt. Cada
arxiu conté una columna anomenada Value que correspongui al senyal de la hibridacio,
una columna anomenada Abs_Call que indica si els senyals es consideren presents o
absents, i una columna anomenada Detection p-value que informa dels valors estadistics
de la detecci6 del senyal al microarray. Un cop reconegut I'arxiu, s'especifiquen les
caracteristiques de la mostra, tals com el tipus de mostra, I'organisme, els protocols de
marcatge, hibridaci6 i escaneig (Protocol d'Affymetrix pel tipus de microarray utilitzat),
o el processament realitzat a la mostra (MAS 5.0 non-scaled). Els arxius també es

carreguen sense processar en format .cel.
Un cop carregades totes les mostres, es crea una serie que agrupa totes les mostres

referents a un mateix experiment. Es seleccionen totes les mostres que conformaran la

serie i s'especifica un titol, un resum i una descripci6 del disseny global de l'experiment.
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4.1- ARTICLE I:

Transcriptional regulation of aldo-keto reductase 1C1 in HT29 human colon

cancer cells resistant to methotrexate: Role in the cell cycle and apoptosis .

Elisabet Selga, Veronique Noe & Carlos J. Ciudad
Biochemical Pharmacology 75 (2008) 414 - 426

Estudis previs del grup utilitzant la tecnologia dels macroarrays, havien permes la
identificacié de gens diferencialment expressats en cél-lules humanes HT29 de cancer
de colon resistents a 10° M de MTX. Les validacions funcionals d'aquestes dianes
emprant inhibidors quimics, tecnologia antisentit o mitjancant vectors d'expressié van

demostrar una sensibilitzacié al MTX.

El nimero de gens analitzables amb un macroarray condiciona la obtencié d'informacié
de les mostres. Es per aquest motiu que es va realitzar un estudi de la expressié génica
diferencial en la resisténcia al MTX mitjancant la utilitzacié de microarrays que
comprenien 22.300 transcrits i variants. Entre els gens diferencialment expressats més
de 5 vegades, amb un valor de significaci6 estadistica inferior a 0.05, existien diferents
membres de la familia de les Aldo-ceto reductases (AKRs). Ens vam centrar en la
AKRICl, ja que estava descrita la seva relaci6 amb el cancer i amb la resisténcia a

quimioterapics.

Un cop validada la sobreexpressié de ' AKR1C1 a les cel-lules resistents, tan a nivell
d'mRNA com a nivell de proteina (Figura 1), vam comprovar que aquesta
sobreexpressié no era deguda a un augment en el nimero de copies a nivell de DNA

(Figura 2), pel que vam iniciar l'estudi de la regulacié transcripcional del gen.

Vam comprovar, mitjancant assaigs de gen reporter, que el promotor de I'AKR1C1
estava principalment regulat a les cel-lules resistents per la unié del factor de
transcripcié Spl a una caixa GC localitzada a -73 respecte l'inici de traduccié. Sp3, un

altre facrtor de transcripcié de la mateixa familia, també era capag de regular aquest
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promotor, tot i que en menor grau (Figura 5). Complementariament, es van realitzar
assaigs de retardacié de la movilitat electroforetica que van permetre compovar que Spl
1 Sp3 eren capacgos d'unir-se in vitro a la seqiiéncia del promotor proximal de ' AKR1Cl1

(Figura 6).

Els nivells de proteina Sp1 no explicaven les diferéncies de regulacié observades en les
cel-lules resistents. El tractament dels extractes nuclears amb fosfatasa alcalina ens va
permetre comprovar que la major unié de Spl i Sp3 a les cel'lules resistents era deguda
a un increment en l'estat de fosforilacié d'ambdds factors de transcripcié en aquesta linia

cel-lular (Figura 7).

També vam realitzar validacions funcionals de la diana que ens van permetre demostrar
la implicaci6 de ' AKRIC1 en la resisténcia al MTX:

I) La utilitzacié d'un siRNA dirigit contra I'mRNA de I'AKRICI1 va disminuir
especificament els nivells dmRNA de la diana. Aquest tractament va permetre
sensibilitzar les cel-lules al MTX (Figura 8).

IT) La sobreexpressié de I'AKRIC1 mitjancant un plasmid d'expressié va conferir una

major resistencia al MTX a les cel.lules HT29 sensibles (Figura 9).

Per acabar d'esbrinar el paper que podia jugar la sobreexpressié de I'AKRIC1 a les
cel-lules HT29 resistents, vam realitzar estudis de cicle cel-lular i d'apoptosi (Figura 10).
La sobreexpressié del gen mitjangant el seu plasmid d'expressié va aconseguir revertir

el bloqueig en la fase S del cicle i I'apoptosi causada pel MTX.
En resum, es va estudiar la regulacié transcripcional de I'AKR1C1, principalment

mitjangada per Spl, i es va demostrar el paper del gen en la resisténcia al MTX, aix{

com també la seva relacié amb el cicle cel-lular i amb I'apoptosi.
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While studying differentially expressed genes between sensitive and 10> M Methotrexate
(MTX) resistant HT29 human colon cancer cells, we identified some members of the aldo-
keto reductase (AKR) superfamily. The study was followed with the member AKR1C1 (EC
1.1.1.213), validating its increase in mRNA and protein levels in MTX resistant cells. The
genomic content for AKR1C1 remained unchanged between sensitive and resistant cells,
thereby excluding a mechanism of AKR1C1 gene amplification. Thus, we cloned the AKR1C1
human promoter and performed luciferase experiments that revealed a transcriptional
regulation of the gene in the resistant cells. Computational studies showed a putative
binding site for the transcription factor Sp1. The co-transfection of Sp1 or Sp3 with different
constructs of AKR1C1 promoter deletions, including and excluding the proximal GC-box,
demonstrated a key role for these factors in regulating AKR1C1 transcriptional activity. Gel-
shift assays revealed an increase in Sp1 and Sp3 binding in resistant compared to sensitive
cells, without differences in Sp1 protein levels. Dephosphorylation of the extracts coincided
with a decrease in Sp1 binding, which is consistent with a process of regulation of Sp1 by
phosphorylation. We also investigated the possible relationship between AKR1C1 expres-
sion and MTX action. Overexpression of AKR1C1 counteracted the S-phase accumulation of
cells and apoptosis caused by MTX treatment. This suggests a role of AKR1C1 in cell
proliferation. Finally, overexpression of AKR1C1 in MTX sensitive HT29 cells conferred
resistance to the chemotherapeutic agent and silencing of AKR1C1 by means of iRNA
technology sensitized the cells to MTX.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

necessary for the biosynthesis of purines and thymidylate that
are needed for cell proliferation. Methotrexate (MTX) is a 4-

Dihydrofolate reductase (DHFR), a key enzyme of the folate amino 10-methyl analog of folic acid that inhibits DHFR
cycle and the one carbon unit metabolism [1-3], catalyzes the activity by competing with DHF for the active site. MTX was
NADPH-dependent reduction of 7,8-dihydrofolate (DHF) to one of the first antimetabolite drugs developed and nowadays
5,6,7,8-tertrahydrofolate (THF) [4]. DHFR enzymatic activity is continues to play an important role in the chemotherapy of

* Corresponding author. Tel.: +34 93 403 4455; fax: +34 93 402 4520.
E-mail address: cciudad@ub.edu (C.J. Ciudad).
Abbreviations: AKR1C1, aldo-keto reductase 1 member C1; MTX, methotrexate; DHFR, dihydrofolate reductase; Sp1, specificity protein
1; APRT, adenine phosphoribosyltransferase.
0006-2952/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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human malignancies such as acute lymphoblastic leukemia,
lymphoma, osteosarcoma, breast cancer, and head and neck
cancer [5,6]. Unfortunately, the efficacy of this chemother-
apeutic agent is often compromised by the development of
resistance in cancer cells.

The identification of suitable genes to target in combination
with MTX could be a strategy to minimize the development of
resistance. To this end, we studied the gene expression profilein
MTX resistance using the HG U133A 2.0 cDNA microarrays from
Affymetix containing 22.300 transcripts. The human colon
adenocarcinoma cell line HT29 was chosen for this study
becauseitcanbe adapted to grow in high concentrations of MTX
[7] and concomitantly develop amplification of the dhfr gene [8].
Among the genes whose expression is changed in cells with
acquired resistance to 10~> M MTX, we noted some members of
the aldo-keto reductase (AKR) superfamily.

Members of the AKR superfamily are monomeric cyto-
plasmic proteins of about 320 amino acid residues, which have
related structures and common evolutionary origins [9]. These
enzymes are present from prokaryotes to eukaryotes and they
share similar sequences and properties [10-12]. The AKRs have
been proposed to be involved in detoxification processes
[11,13-15], as they can catalyze the NAD(P)H-dependent oxido-
reduction of a wide range of substrates [16]. Substrate
specificity is dictated by the loops at the back of the structure.
Fourteen families of AKRs exist, and the AKR1 family contains
many of the human isoforms.

AKRs have previously been related to cancer. Hsu et al. [17]
showed that AKR1C1, also known as Dihydrodiol dehydro-
genase (DDH), is highly overexpressed in NSCLC patients and
its high expression correlates with a poor prognostic outcome.
Overexpression of AKR1C1 has also been found in esophageal
cancer, and has been associated with disease progression [18].
This gene is upregulated in HER-2/neu-positive breast tumors,
which could suggest an enhanced activation of the cellular
detoxification processes within the breast tumor microenvir-
onment [19]. In addition, AKRs contribute to polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH)-induced oral carcinogenesis
[20], as induced AKR1C isozymes can convert PAH trans-
dihydrodiols to deleterious O-quinones that can cause
oxidative DNA damage as well as change-in-function muta-
tions in the p53 tumor suppressor gene [21].

AKR1C1 overexpression has also been related to drug-
resistance in a variety of cancers. It has been proposed that the
high similarity between the chemical structures of anticancer
drugs and some compounds that can be metabolized by
AKR1C1 could indicate that these drugs may be subject to this
enzyme activity [17]. Several reports are on accordance with
this hypothesis. On one hand, Ax et al. detected AKR1C1
overexpression in daunorubicin-resistant human stomach
cancer cells and suggested an association of this enzyme to
drug-resistance, which they postulated to be mediated
through drug detoxification in these cancer cells [22], as it
had been also proposed for NSCLC [17]. On the other hand, a
study on human ovarian cancer cell lines indicated that
overexpression of AKR1C1 was closely associated with
resistance to cisplatin and probably to disease progression
[23]. The same investigators suggested that an increase in
AKR1C1 activity would be sufficient to detoxify ROS, induced
by cisplatin, and could lead to apoptosis-related development

of drug-resistance [24]. Chen et al. [25] also correlated AKR1C1
expression with cisplatin-based chemotherapy resistance
using epithelial ovarian cancer patient samples. In addition,
Hung et al. [26] concluded that resistance to cisplatin,
adriamycin and radiotherapy in lung adenocarcinoma cells
was closely associated with AKR activity. Furthermore,
increased expression of AKR1C1 in ethacrynic acid-induced
drug-resistant human colon cancer cells has been also
identified [27,28], and it has been proposed that this over-
expression may give rise to an enhanced capacity to
metabolize exogenous and endogenous substrates, thereby
contributing to the drug-resistant phenotype.

In this work we detected an overexpression of AKR1C1 in
HT29 MTX-resistant cells and proceeded with the study of the
mechanism of action for this effect. We found that there is a
transcriptional regulation of AKR1C1 in the resistant cells,
which is mainly dependent on the transcription factor Sp1,
and that AKR1C1 overexpression counteracts the effects of
MTX both at the level of S-phase cell arrest and apoptosis.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

Human colon adenocarcinoma cell line HT29 was routinely
grown in Ham’s F12 medium supplemented with 7% fetal
bovine serum (FBS, both from Gibco) at 37 °C in a 5% CO,
humidified atmosphere. Cells resistant to 10~> M MTX (HT29-
R) were previously obtained in the laboratory upon incubation
with stepwise concentrations of MTX (Lederle) in selective
DHFR medium (-GHT medium) lacking glycine, hypoxanthine
and thymidine, the final products of DHFR activity. This
medium was supplemented with 7% dialyzed fetal bovine
serum (above two from GIBCO). The starting conditions for
obtaining the resistant cells were 3 x 10° HT29 parental cells
treated with a concentration of 108 M MTX. The cells that
survived were allowed to grow until subconfluence, and 70% of
this population was incubated with 3 x 108 MMTX. The same
process was repeated increasing the concentration of MTX by
a factor of three until reaching 10~° M. This subline is freely
available upon request.

2.2.  Microarrays

Gene expression was analyzed by hybridization to The
GeneChip" Human Genome U133A 2.0 microarrays from
Affymetrix, containing 22,300 transcripts and variants. Total
RNA for cDNA arrays was prepared from triplicate samples
using RNAeasy Mini kit (Qiagen) following the recommenda-
tions of the manufacturer. Labeling, hybridization and
detection were carried out following the manufacturer’s
specifications.

2.3.  Microarray data analysis

Quantification was carried out with GeneSpring GX 7.3 software
(Silicon Genetics), which allows multi-filter comparisons using
data from different experiments to perform the normalization,
generation of restriction lists and the functional classification of
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the differentially expressed genes. Normalization was applied
in two steps: (i) “per Chip normalization” by which each
measurement was divided by the 50th percentile of all
measurements in its array; and (ii) “per Gene normalization”
by which all the samples were normalized against the median of
the control samples. The expression of each gene is reported as
the ratio of the value obtained after each condition relative to
control condition after normalization of the data. Then data
were filtered using the control strength, a control value
calculated using the Cross-Gene Error Model based onreplicates
[29]. Measurements with higher control strength are relatively
more precise than measurements with lower control strength.
Genes that did not reach this value were discarded. Additional
filtering was performed to determine differentially expressed
genes. On one hand, a restriction p-value of less than 0.05 was
applied. The output of this analysis was then filtered by fold
expression, selecting specifically those genes that had a
differential expression of at least 5-fold.

2.4. RT-PCR

Levels of AKR1C1 mRNA were determined by RT-PCR under
quantitative conditions. Total RNA was extracted from cells
(4 x 10°) using Ultraspec™ RNA reagent (Biotecx) following the
recommendations of the manufacturer. Complementary DNA
was synthesized in a total volume of 20 pl from RNA samples
by mixing 1pg of total RNA, 125ng of random hexamers
(Roche), in the presence of 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM
dithiothreitol, 20 units of RNasin (Promega), 0.5 mM dNTPs
(AppliChem), 200 units of M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen) and 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.3. The reaction
mixture was incubated at 37 °C for 60 min and the cDNA
product was used for subsequent PCR amplification with
specific primers. A standard 50 pl mixture contained 5 ul of the
cDNA mixture, 1.2mM MgCl,, 0.2mM dNTPs, 2.5pCi of
[«-*2P]dATP (3000 Ci/mmol, Amersham Ibérica), 1.5 units of
Taq polymerase (Ecogen), 500 ng of each primer and 20 mM
Tris-HC], pH 8.5. To avoid unspecific annealing, cDNA and Taq
DNA polymerase were separated from primers and dNTPs by
using a layer of paraffin (Fluka) (reaction components contact
only when paraffin fuses, at 60 °C). PCR was performed in an
MJ Research Thermocycler equipped with peltier system and
temperature probe. Preliminary experiments were carried out
using different number of cycles to determine the linear
conditions of PCR amplification. The sequences of the forward
and reverse specific primers used for PCR amplification and
the length of the PCR product, are given below.

AKRI1C1: 5'-GGTCACTTCATGCCTGTCCTG-3' and 5'-GTCTTCTCTC-
TTCACACTGCCATC-3' (197 bp)

APRT: 5'-GCAGCTGGTTGAGCAGCGGAT-3' and 5'-AGAGTGGGGCC-
TGGCAGCTTC-3' (253 bp)

[«-3?P]dATP was used in the PCR to produce a radioactive
product that could be detected with great sensitivity during
the exponential phase of the reaction. After an initial
denaturation for 2 min at 94 °C, PCR was performed for 20
cycles. Each cycle consisted of denaturation at 92 °C for 1 min,
primer annealing at 59 °C for 1 min, and primer extension at
72°C for 1 min. A final 7-min extension step at 72°C was
performed. Five microliters of each PCR sample was electro-

phoresed on a 1-mm-thick 5% polyacrylamide gel. The gels
were dried and placed on contact with europium screens that
were scanned using phosphorimaging. The expression of
AKR1C1 mRNA is reported upon normalization using the APRT
mRNA as internal control.

2.5.  Preparation of cytoplasmic and total extracts for
Western-blotting

Cytoplasmic extracts were obtained from HT29 or HT29-R cells.
Cells were collected in ice-cold F-12 medium and centrifuged at
800 x g for 5 min. The cell pellet was gently resuspended in 3 ml
of hypotonic buffer (HB=15mM NaCl, 60 mM KCl, 0.5 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM beta-mercaptoethanol, 15 mM Tris-
HCI, pH 8). After centrifugation in the same conditions as above,
itwas resuspendedin 100 pl of hypotonic buffer containing0.1%
Triton X-100 and centrifuged at 13,000 x g for 5min. The
resulting supernatant corresponded to the cytoplasmic extract.
The entire procedure was carried out at 4 °C. Five microliters of
the extract were used to determine protein concentration by the
Bradford assay (Bio-Rad). The extracts were frozen in liquid N,
and stored at —80°C. One hundred micrograms of both
cytoplasmic extracts wereresolved on SDS 12%-polyacrylamide
gels [30] and transferred to PVDF membranes (Immobilon P,
Millipore) using a semidry electroblotter. The membranes were
probed with an antibody against AKR1C1 (Santa Cruz Biotech-
nology). Signals were detected by secondary horseradish
peroxidase-conjugated antibody and enhanced chemilumines-
cence, as recommended by the manufacturer (Amersham). To
normalize the results, blots were reprobed with an antibody
against PPARy.

Total extracts from HT29 cells, either sensitive or MTX-
resistant, were used to assay Spl protein levels. Cells were
collected in ice-cold F-12 medium and centrifuged at 800 x g for
5 min. The cell pellet was gently resuspended in 3 ml of HB and
centrifugated in the same conditions than above. Afterwards,
cells were resuspended in 100 ul of deoxycholate buffer
(100 mM NaCl, 10 mM NaH,PO, pH 7.4, 1M PMSF, 1% triton,
0.1% SDS, 0.5% deoxicholate) and centrifugated at 13,000 x g for
10 min. The resulting supernatant corresponded to the total
extract. The entire procedure was carried out at 4 °C. Protein
concentration was determined by the Bradford assay and 40 pg
of both sensitive and resistant HT29 cells total extracts were
resolved on SDS 7%-polyacrilamide gels. Transference to PVDF
membranes was followed with incubation with an antibody
against Sp1 (PEP2, Santa Cruz Biotechnology) and detection was
accomplished by secondary horseradish peroxidase-conju-
gated antibody and enhanced chemiluminescence.

2.6. Determination of AKR1C1 and DHFR copy number

HT29 or HT29-R cells (3 x 10%) were washed twice in NaCl/P;
and scraped in 2 ml lysis buffer (400 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0.1% SDS, and 10mM Tris/HCl, pH 7.4). Four hundred
micrograms proteinase K was added to the lysate, which
was then incubated for 2 h at 37 °C. Two purification steps and
nucleic acid precipitation were followed by a 2 h-incubation at
37 °C in 40 png/ml RNAse DNAse free, and the same three steps
were repeated after this incubation to obtain the genomic
DNA. Five hundred nanograms of this DNA were used for PCR
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amplification in a 50 pl reaction containing 1.2 mM MgCl,,
0.2mM dNTPs, 2.5 uCi of [«-*P]dATP (3000 Ci/mmol, Amer-
sham Ibérica), 1.5 units of Taq polymerase (Ecogen), 500 ng of
each primer and 20 mM Tris-HCI, pH 8.5. The specific primers
used for amplification were:

AKR1C1: 5-GGTCACTTCATGCCTGTCCTG-3' and 5'-CTGTGACAA-
GATGGCATTGCAG-3' Annealing in exon 1 and intron 2, respec-
tively (PCR product of 194bp).
APRT:5'-CGGGAACCCTCGTCTTTCGCC-3’' and 5'-GCCTCGGGG-
GCTCAATCTCAC-3' Annealing in intron 1 and intron 2, respec-
tively (PCR product of 357 bp).

PCR was performed in an MJ Research Thermocycler
equipped with peltier system and temperature probe and
following the program described: after an initial denaturation
for 3 min at 94 °C, PCR was performed for 22 cycles. Each cycle
consisted of denaturation at 92 °C for 30 s, primer annealing at
59 °C for 1 min, and primer extension at 72 °C for 1 min. A final
7-min extension step at 72 °C was performed. Five microliters
of each PCR sample was electrophoresed and scanned with
Phosphorimaging.

DHFR copy number was assayed in an ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) with 100 ng
of genomic DNA and the assays-on-demand from Applied
Biosystems: HS00758822-s1 for DHFR and HS00356991-m1 for
APRT. The reaction was performed following the manufac-
turers recommendations.

2.7. Luciferase constructs

According to the NCBI mRNA reports, there could be complete
AKR1C1 mRNA species initiating at —184 nt (NM_001353) and
—17 nt (BC_00216) relative to the translational start. Taking
into account this information, we proceeded to clone the
AKR1C1 promoter from HT29 resistant cells. The PCR products
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were sequenced using the BigDye Terminator Cycle Sequen-
cingKitv 2.0 (Applied Biosystems). No difference was observed
when comparing this sequence with that reported in Genbank
(Accession number AB032150). The Match™ software with
TRANSFAC 6.0 database was used to determine the putative
transcription factor binding sites presentin AKR1C1 promoter.
There is a putative Spl binding site at —74 from the
translational start codon (ATG). Deletion constructs of the
AKR1C1 promoter region were engineered by unidirectional
cloning of PCR fragments from the AKR1C1 promoter between
the Nhel and Xhol sites of the reporter luciferase vector pGL3-
basic (Promega). These PCR fragments were generated using a
common reverse primer and three different forward primers.
The forward primers were preceded by an arbitrary sequence
(in lowercase, see below) including a Nhel restriction site
(underlined below) and the reverse primer followed a similar
structure but contained a Xhol restriction site (underlined) in
the arbitrary sequence.

Akr-pr241: 5'-tcaagtcaggctagcCTTCAGAGGAAATTAATGAGTG-3
Akr-pr84: 5'-tcaagtcaggetagcGTGTGCTCAGGGGCGTTGCCAG-3
Akr-prDeletionSp1: 5'-tcaagtcaggctagcGCTCATTGCTCTTA-
TAGCCTGTG-3'

Akr-prRev: 5'-cagtgctgectcgagGTCACTAGCCTGGCTGGCAAATG-3'

The PCR fragments generated were of 241 bp when using
Akr-pr241, of 84 bp when Akr-pr84 was used and of 63 bp for
the Akr-prDeletionSp1 primer. The 2 first constructs contained
a putative Sp1 binding site while the third construct did not.

2.8.  Transfections, co-transfections and luciferase assays

HT29 cells, either sensitive or MTX-resistant, were seeded into
6-well plates the day before transfection at a density of
2 x 10° cells/well in Ham’s F12 medium containing 7% fetal
bovine serum. Transfection was performed using FUGENE™ 6
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Fig. 1 - Validation of AKR1C1 upregulation. The overexpression of AKR1C1 was confirmed at the level of mRNA and protein
in HT29 cells resistant to 10> M MTX. (A) AKR1C1 mRNA levels: 1 g of total RNA was used as starting material for the
reverse transcriptase reaction. Quantitative RT-PCR was carried out as described in Section 2. Phosphorimaging analysis
was used to quantify the intensity of the radioactive bands. Results are shown as mean =+ S.E.M. for triplicate samples. (B)
AKR1C1 protein levels: Western blot assays of AKR1C1 were performed using 100 pg of cytoplasmatic extracts from either
sensitive or MTX-resistant HT29 cells and AKR1C1 antibody (Santa Cruz). Results are shown as mean + S.E.M. for triplicate

samples.
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(Roche). For each well, 6 pl of FUGENE™ 6 in 100 pl of serum-
free medium was incubated at room temperature for 5 min. The
mixture was added to increasing amounts of each promoter
construct and incubated at room temperature for 20 min before
addition to the cells. In co-transfections, 500 ng of each
promoter construct was mixed together with 2 pg of Spl or
Sp3 before the addition of FUGENE™ 6 in serum-free medium.
Luciferase activity was assayed 30 h after transfection.

In all cases, cell extracts were prepared by lysing the cells
with 200 pl of freshly diluted 1x Reporter Lysis Buffer (Promega).
The lysate was centrifugated at 13,000 x g for 2 min to pellet the
cell debris and the supernatants were transferred to a fresh
tube. A 10-pl aliquot of the extract was added to 25 pl of the
luciferase assay substrate (Promega) and the luminiscence of
the samples was read immediately on a Gloomax 20/20
luminometer (Promega), in which the light production (relative
light units, RLU) was measured for 10 s. Each transfection was
performed in triplicate. Protein concentration was determined
by the Bradford assay and used to normalize the results.

2.9. Gel-shift assays

Nuclear extracts were prepared from exponentially growing
sensitive or resistant HT29 cells as described [31]. The probes
were constructed by PCR amplification of different regions of
AKR1C1 promoter sequence, bearing or not the putative Spl
binding site (underlined), using different forward primers and
a common reverse primer. A shorter ds probe of 22 bp was
generated by annealing complementary single-stranded oli-
godeoxynucleotides corresponding to the putative Sp1 binding
site present in the AKR1C1 promoter, using the AKR-pr84 and
its complementary sequence.

AKR-pr84: 5'-GTGTGCTCAGGGGCGTTGCCAG-3'
AKR-prDeletionSp1l: 5'-GCTCATTGCTCTTATAGCCTGTG-3'
AKR-prRev: 5'-GTCACTAGCCTGGCTGGCAAATG-3

All the probes were gel-purified, end-labeled with T4
polynucleotide Kinase (New England Biolabs) and [y->?P]ATP
(3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech), and used in
the gel shift assays. DNA binding assays were performed as
described [32] and were visualized using a phosphorimaging.

In the supershift experiments, 1 ng of rabbit polyclonal
antibody PEP-2 or 1pg of rabbit polyclonal antibody D-20
(against Spl and Sp3, respectively) (both from Santa Cruz)
were added to the reaction mixture 15 min after the addition
of the probe and incubated for an additional period of 15 min.

For phosphatase treatments, nuclear extracts were incu-
bated with different amounts of Alkaline Phosphatase (0.2-
1U) (Sigma) for 30 min on ice. The reaction was stopped by the
addition of 100 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate and
2mM NaszVO, before proceeding to the binding reaction
thereby preventing the dephosphorylation of the probe.
Control extracts were also incubated with the phosphatase
inhibitors before proceeding to the gel retardation assays.
2.10.  Functional validations
2.10.1. Transfection of siRNAs against AKR1C1
HT29 cells (30,000) were plated in 1ml of -GHT medium.
Transfection was performed 18 h later with a specific siRNA

designed against AKR1C1 RNA (siAKR). For each well, 4 ul of
Lipofectamine (Invitrogen) in 100 pl of serum free -GHT
medium were mixed in Eppendorf tubes with 100 nM siAKR
in 100 pl of serum free -GHT medium, and this mixture was
incubated at room temperature for 20 min before addition to
the cells. MTX (5x 1078 M) was added 48h after siRNA
treatment and cells were incubated for seven days before
the MTT assays were performed [33]. When screening for
AKR1C1 mRNA levels after siRNA treatment, 10,000 cells were
incubated with increasing amounts of either siAKR (3-100 nM)
or siAKR-4MIS (3-30 nM) maintaining a 3:1 (ul of Lipofecta-
mine: pg siRNA) ratio and following the procedure previously
described. Cells were collected 48 h after siRNA treatment for
quantitative RT-PCR. The specificity of siAKR was tested at
different levels: (i) computationally since BLAST analysis of
this sequence reported AKR1C1 as the only mRNA hit; (ii)
siAKR treatment did not cause significant effects on mRNA
levels for other cellular genes such as Sp3, TBK1 (tank binding
kinase) or cyclophilin (data not shown); and iii) siAKR-4MIS
bearing 4 mismatches with respect to siAKR (underlined) did
not produce a decrease in AKR1C1 mRNA. The sequences for
both siRNAs were:

siAKR: 5'-AUCACCAAGCAGGAGAGAUTT-3
SiAKR-4MIS: 5'-AUGUGGAAGCAGGAGAGAUTT-3'

2.10.2. Transfection of an expression plasmid coding
forAKR1C1

HT29 cells were seeded into 6-well plates at a density of
2 x 10* cells/well in 2 ml of HAM F12 selective medium. 18 h
later, transfections with an expression plasmid for AKR1C1
(pCMV6-XL5-AKR1C1, kindly provided by Dr. Simpkins, Tem-
ple University, Philadelphia) in the presence or absence of
MTX were performed. The overexpression of AKR1C1 was
monitored by determining its mRNA levels after 24 and 48 h
upon transfection of this plasmid. For each well, 3 pl of
FUGENE™ 6 (Roche) in 100 pl of serum free -GHT medium was
incubated at room temperature for 5 min. Then, this mixture
was added to 10 pg of the DNA and, after 20 min at room
temperature, added to the cells. When combining pCMV6-XL5-
AKR1C1 transfection and MTX treatment, 3 x 10~ M MTX was
added 24 h after transfection. The effect of FUGENE™ 6 in MTX
effectiveness was assessed with the corresponding controls.
Seven days later, the viability was measured by the MTT assay.
2.11.  Cell cycle analysis

HT29 sensitive cells (10°) were seeded into 6-well plates in 1 ml
of -GHT selective medium. Eighteen hours later, transfections
with 10 pg of pCMV6-XL5-AKR1C1 were performed as pre-
viously described. MTX (3 x 10°®M) was added 1h after
transfection. Forty-eight hours later, nuclei were stained with
50 pg/ml propidium iodide (Sigma) and cell cycle distribution
was monitored on a Beckman Coulter Epics XL flow cytometer.
2.12.  Apoptosis

Seeding and treatment of HT29 sensitive cells with pCMV6-
XL5-AKR1C1 was performed as in cell cycle assays. AKR1C1
plasmid was allowed to express for 24 h and MTX was added
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during the last 6 h of treatment. Caspase 3/7 activation was
assayed with Caspase-Glo 3/7 Assay Kit (Promega) in a
Goomax 20/20 luminometer (Promega), expressed as percen-
tage of relative light units (RLU) referred to the control and
normalized by protein content determined by the Bradford
assay.

3. Results
3.1.  Members of an AKR subfamily are overexpressed in
HT29 MTX-resistant cells

The expression profile of the 22.300 transcripts and variants
included in the HG U133A 2.0 from Affymetrix was compared
between sensitive HT29 cells and resistant to 107> M MTX.
Among the differentially expressed genes that passed the filters
described in Section 2 using the specific software GeneSpring
GXv7.3.1, we directed special attention on some members of the
AKR1 family among the list of genes overexpressed more than
5-fold (Table 1). We continued the studies with AKR1C1 and, as
shown in Fig. 1, we validated its overexpression in MTX
resistant cells at the mRNA and protein level by quantitative RT-
PCR and Western Blot analysis, respectively.

3.2.  AKRIC1 and DHFR copy-number in HT29 sensitive
and MTX-resistant cells

To test whether AKR1C1 overexpression in HT29 MTX-
resistant cells was due to gene amplification, we used
quantitative PCR to determine the copy number for AKR1C1.
No variation was observed in the genomic content for this
gene between HT29 sensitive and resistant cells, as shown in
Fig. 2A. DHFR copy number was assayed as a control of gene
amplification in an AbI Prism 7000 Sequence Detection
System, and a 11-fold increase in DHFR copy number was
observed in HT29 resistant cells (Fig. 2B). DHFR amplification
we demonstrate is in accordance with bibliography describ-
ing this phenomenon as a mechanism for MTX-resistance
[34-37].
3.3.  Transcriptional regulation of AKR1C1 promoter

Since gene amplification was not the process responsible for
AKR1C1 overexpression in the resistant cells, we proceeded
to test whether this effect was due to gene promoter
transcriptional regulation. We cloned different deletion
constructs of the human AKR1C1 5-flank into the pGL3
luciferase reporter, and these constructs were transiently

Table 1 - List of genes overexpressed more than 5-fold in HT29 cells resistant to 10~> M MTX

Genbank Symbol Gene name Ratio  Raw expression  p-Value Gene function
NM_002414 CD99 CD99 antigen 37.3 26 to 1048 1.4E-04 Cell adhesion

M33376 AKR1C2 Aldo-keto reductase 1C2 21.4 154 to 3274 1.6E—04 Bile acid transporter
568290 AKR1C1 Aldo-keto reductase 1C1 19.3 206 to 3972 2.4E-04 Xenobiotic metabolism
NM_000767 CYP2B6 Cytochrome P450, 2B6 16.8 21 to 359 3.4E-04 Monooxygenase
AL533838 MGC8685 Tubulin 14.6 17 to 261 1.1E-03 Structural molecule
NM_020299 AKR1B10 Aldo-keto reductase 1B 10 13.5 62 to 844 1.5E—04 Aldehyde reductase
AB028021 FOXA2 Forkhead box A2 11.2 27 to 322 1.2E-03 Transcription factor
M28882 MCAM Melanoma cell adhesion 10.5 22 to 246 8.8E—05 Cell adhesion
NM_000791 DHFR Dihydrofolate reductase 10.1 18 to 199 8.4E-04 Dihydrofolate reductase
NM_000029 AGT Angiotensinogen 8 8.7 51 to 480 7.5E-04 Endopeptidase inhibitor
NM_012446 SSBP2 ssDNA binding protein 2 8.4 19 to 174 1.7E-03 ssDNA binding
NM_001216 CA9 Carbonic anhydrase IX 8.0 60 to 517 1.5E-04 Carbonate dehydratase
AF054841 TM4SF7 Transmembrane 4, 7 7.9 72 to 615 2.9E-03 -

BF726531 AQPS5 Aquaporin 5 7.7 144 to 1166 2.9E-03 Transporter

M25915 CLU Clusterin 7.5 76 to 619 2.2E-04 -

NM_000712 BLVRA Biliverdin reductase A 7.4 37 to 297 4.5E-05 Biliverdin reductase
NM_001958 EEF1A2 e. elongation factor 1A2 6.5 281 to 1951 1.2E-03 Translation elongation
BC006471 AF1Q ALL1-fused from chrlq 6.4 20 to 141 3.0E-04 -

NM_000047 ARSE Arylsulfatase E 6.4 54 to 374 2.9E-03 Arylsulfatase

U73936 JAG1 Jagged 1 6.3 79 to 527 3.8E-03 -

Al471375 PRKCA Protein kinase C, alpha 6.1 19 to 129 9.7E—04 Protein kinase C
AF018081 COL18A1 Collagen, type XVIII, Al 6.1 32 to 208 1.1E-03 Cell adhesion
AW192795 MUCSAC Mucin 5, A and C 5.9 83 to 535 2.2E-03 =

NM_015974 CRYL1 Crystallin, lambda 1 5.6 48 to 292 5.1E-04 Oxidoreductase
NM_000610 CD44 CD44 antigen 5.6 124 to 758 3.2E-04 Hyaluronic acid binding
NM_001975 ENO2 Enolase 2 gamma 5.5 38 to 227 1.8E-03 PEP hydratase
BC005902 BLVRA Biliverdin reductase A 5.3 53 to 307 3.7E-04 Biliverdin reductase
AB018580 AKR1C3 Aldo-keto reductase 1C3 5.2 411 to 2.150 1.5E-04 Prostaglandin metabolism
NM_005165 ALDOC Aldolase C 5.0 73 to 396 3.9E-03 Fructose-P2 aldolase

It is shown the GenBank accession number of genes in the AKR superfamily that were overexpressed in HT29 cells resistant to 10 > M MTX.
The ratio column corresponds to the fold change in expression of each gene relative to the control. The change in the actual numerical values
of the expression between sensitive (left) and resistant (right) cells is given in the row expression column. The last column indicates the
functional categories to which the genes belong. Results are the mean of three independent experiments performed for each condition. t-test

p-value was less than 0.001 for all the samples.
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Fig. 2 - AKR1C1 and DHFR copy-number in HT29 cells. Genomic DNA prepared from HT29 cells, either from sensitive or MTX-
resistant, was used to determine the AKR1C1 and DHFR copy number in both cell types. (A) AKR1C1 copy number was
performed by quantitative PCR as described in Section 2. The intensity of the radioactive bands was quantified by using
phosphorimaging and the APRT signal was used to normalize the results (mean = S.E.M. for triplicate samples). (B) DHFR
copy number was determined by Real-time PCR using 100 ng of each DNA for the reaction, which was carried out as
described in Section 2. Results are shown as mean + S.E.M. for triplicate samples. The two amplification curves to the left of
the graph correspond to the resistant cells, and the two to the right correspond to sensitive cells.

transfected into HT29 cells, either sensitive or MTX-
resistant. When a construct containing 241bp of the AKR
promoter was used (AKR-pr241), a 1400-fold increase with
respect to the empty vector was observed in the resistant

-248 atacttcaga ggaaattaat gagtgtatca tgaccacata
Akr-pr241 =
-208 ataatttact tatgaatttt cttaggtaag t<E
c-Myb
-168 actagatgca atttttatca cagettgtgt aagactgect
c-Myb
-128 ctgtcectee t.ctcacatgttaa ccagcagaca
NF-Y
-88 gtgtgctcdg gggcgttdec agotcattge tcttatagec
Spl Akr-prDeletionSp1 -
AKr-prs4 "
-48 tgtgagggag gaagaaagaa acatttgcocca gocaggotag
—_— —
-8 tgacagaaAT GGATTCGAAA TATCAGTGTG TGAAGCTGAR
-—
Akr-prRev +1

Fig. 3 - Human AKR1C1 promoter sequence. AKR1C1 5'-
flank was obtained from Genbank (accession number
AB032150). Putative transcription factors binding sites
present in the AKR1C1 promoter were searched using the
Match™ software and the TRANSFAC 6.0 database. There
is a putative Sp1 binding site at —74 from the translational
start codon (ATG) (+1). Primers used for the generation of
luciferase constructs and gel shift probes, including and
excluding the GC-box, are designed as arrows.

cells (Fig. 4A). A 55-fold increase resulted from the
transfection of a construct bearing only 84bp of the
promoter (AKR-pr84) in HT29 resistant cells (Fig. 4B). On
the other hand, only a 5-fold increase was produced (Fig. 4C)
when the transfected construct (AKR-prDeletionSp1) did not
include a putative Sp1 binding site, which was present in the
two previous constructs. However, when any of the 3-
abovementioned constructs was transfected in HT29 sensi-
tive cells, the promoter activity was not significantly
different from the luciferase activity obtained when an
empty vector was transfected (Fig. 4, A-C). Next, co-
transfection studies of AKR-pr84 or AKR-prDeletionSpl
together with an expression vector for Sp1l were performed.
As shown in Fig. 5A, co-transfection of AKR-pr84 with Sp1in
HT29 resistant cells led to an increase in promoter activity of
4-fold relative to the AKR-pr84 construct alone. However, co-
transfection of AKR-prDeletionSpl together with Spl
showed no variation in promoter activity. If these co-
transfection experiments were performed in HT29 sensitive
cells, no significant increases were observed in any of the
conditions. When the co-transfections were performed with
an expression vector for Sp3, an increase in AKRIC1
transcription was observed although to about half of the
activity detected upon co-transfection with Sp1 (Fig. 5B).
These results demonstrated that AKR1C1 promoter was
mainly regulated in the resistant cells by Sp1 binding to its
GC-box located at —74 from the translational start codon
(Fig. 3) and also by Sp3 but to a lesser extend.
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Fig. 4 - Transcriptional regulation of AKR1C1 promoter. (A, B and C) Transfections of deletion constructs of the AKR1C1
promoter into HT29 cells. Sensitive or resistant to MTX cells were transiently transfected using the amounts of plasmid
DNA shown in the figure. Thirty hours after transfection, luciferase (Luc) activity was assayed. The protein content was
used to normalize the luc activity (relative light units, RLU) for each sample and is expressed relative to that of pGL3 basic
vector (mean * S.E.M. for triplicate wells). A schematic representation of each deletion construct used in the luciferase

assays is shown on top of the figure.

3.4. Binding analysis of AKR1C1 promoter

By computational analysis, a putative Sp1 binding site was
found in the AKR1C1 promoter sequence (Fig. 3). A probe of
84 bp (AKR-pr84) containing nucleotides —88 to —5 relative to
ATG that included this GC box was used in gel shift assays to
test for Spl binding. As shown in Fig. 6A, 2 bands were
obtained by using nuclear extracts from either HT29 sensitive
or resistant cells, and the binding of the upper band was
almost four times stronger in resistant cells compared to
sensitive HT29 cells. This binding was not obtained when
using a probe that expanded from nucleotide —63 to -5 from
the ATG, which excluded the putative Sp1 binding site (AKR-
prDeletionSp1) (Fig. 6B). The binding pattern obtained in the
gel-shift analysis was characterized by using antibodies
against Spl (PEP-2) and Sp3 (D-20). When the probe AKR-

W g e
-3 40| mHT29 sensitive
[}
Z %
55 =
?_S.g 25
§5 20
£ & 18
5 10
® 5
x
< 0
ng Akr-pri4 0 500 500 0 0
ng Akr-prDeletionSp1 0 0 ] 500 500
aspl ¢ 0 2 0 2

co-transfected DNA

pr84 was used, the upper band was supershifted with the Sp1
antibody, thus corresponding to binding by Sp1 (Fig. 6C). The
lower band corresponded to binding by Sp3, as it disappeared
completely when the Sp3 antibody was used. A shorter probe
of 24bp containing the Spl binding site in the AKR1C1
promoter was also used. By using this probe, we confirmed
the higher Spl and Sp3 binding with the resistant cells
nuclear extract, as well as the characterization of the two
obtained bands (Fig. 6D). The consensus sequence for Spl
binding site was additionally used in the gel-shift analysis. By
using this probe and nuclear extracts from HT29 resistant
cells, three bands were observed. The upper band corre-
sponded to binding by Spl, as it was competed by Sp1l
antibody, and the two lower bands corresponded to binding
by Sp3, as they both disappeared when an Sp3 antibody was
used (Fig. 6E).
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Fig. 5 - AKR1C1 transcriptional activity upon co-transfection with Sp1 or Sp3. (A) Co-transfections of Sp1 plus Akr-pr84 or
Akr-prDeletionSp1 in the sensitive and resistant HT29 cells. Five hundred nanograms of each construct was transfected
alone or in combination with an expression plasmid for Sp1. Luc activity was also assayed 30 h after transfection and the
results were treated as in Fig. 4. (B) Co-transfections of Sp3 plus Akr-pr84 or Akr-prDeletionSp1 in the sensitive and
resistant HT29 cells. Five hundred nanograms of each construct were transfected alone or in combination with an
expression plasmid for Sp3. Luc activity was assayed 30 h after transfection and the results were treated as above.
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Fig. 6 - Characterization of Sp1 binding to AKR1C1 promoter. Binding reactions were performed with 20,000 cpm of each ds
probe, 2 ug nuclear extracts (NE) from exponentially growing HT29 sensitive (S) or MTX-resistant (R) cells and 1 pg poly [d(I-
C)] as the nonspecific competitor. Supershift mobility assays were performed in the presence of specific antibodies against
either Sp1 or Sp3 (Ab Sp1 or Ab Sp3, respectively). Shifted and supershifted bands are indicated by arrows. The
characteristics of each probe used are described in Section 2.
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Fig. 7 - Sp1 protein levels and effect of phosphatase treatment. (A) Sp1 protein levels determined by Western analysis. Forty
micrograms of total protein extracts from HT29 cells (either sensitive or resistant to MTX) were processed using the PEP2 Ab
against Sp1. The stained gel after the transfer is shown as loading control. (B) Effect of phosphatase treatment on Sp1
binding to the AKR1C1 promoter. Two micrograms of nuclear extract (NE) from either sensitive (S) or MTX-resistant (R) HT29
cells were incubated with increasing amounts of alkaline phosphatase for 30 min on ice. The reaction was stopped by the
addition of 100 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate and 2 mM Na;VO,. Immediately afterwards, the binding reaction
was carried out (lanes 4 to 9) using the AKR-Sp1 probe. Control extracts were also incubated with the phosphatase
inhibitors before proceeding to the gel retardation assays (lanes 2 and 3).



BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY 75 (2008) 414-426

423

(A) (8) [SIAKR] (©) [SIAKR-4MIS]
= = &0
1 ae
9 F 4 § a0
[-] [:]
20 20
Z 80 H ol M 1pnM 3pnMiponM D nw‘ﬁ‘it&mu
2 . % -20 g -20
= 40 £ 40
. - 6ol = 50
= g ol 2w
[ @
20 X -100 %100
o i WS ] acier [ ]
SIAKR -+ -+ +
o S == N ===

Fig. 8 - Effect of siRNA against AKR1C1 RNA on MTX sensitivity in HT29 cells. (A) Effect of siRNA against AKR1C1 (siAKR) on
MTX sensitivity. Incubation with 100 nM siAKR was performed alone or in combination with 5 X 10~ M MTX. The drug was

added 48 h after siRNA treatment, and cell viability was determined 7 days after by the MTT assay. Results are expressed as

percentage viability referred to the untreated cells. (B and C) Effects of siAKR or siAKR-4 MIS (a siRNA with 4 mismatches

with respect to siAKR) on AKR1GC1 mRNA. After 48 h of siRNA treatment, RNA levels were determined by quantitative RT-

PCR. The intensity of the radioactive bands was quantified by phosphorimaging and the results (mean + S.E.M. for triplicate

samples) were normalized using the signal corresponding to the APRT mRNA. The values are expressed as percentage of
AKR1C1 mRNA levels referred to the control (untreated cells) (lipo is the abbreviation of Lipofectamine).

As the levels of Spl protein were unchanged between
resistant and sensitive cells (Fig. 7A), we explored whether or
not the higher Sp1 binding in HT29 MTX-resistant cells was
due to enhanced Sp1 phosphorylation. Incubation of nuclear
extracts with alkaline phosphatase was performed for 30 min
and stopped before proceeding to the binding reaction to avoid
dephosphorylation of the probe. As can be observed in Fig. 7B,
dephosphorylation of the extracts led to a decrease in the
binding of Sp1 and Sp3. Thus, the stronger binding present in
the resistant cells might be due to an increase in the
phosphorylation state of these transcription factors.

3.5. Effect of siRNAs against AKR1C1 on methotrexate
sensitivity

Given that AKR1C1 was overexpressed in cells resistant to
MTX, we investigated the role of decreasing its mRNA on the
sensitivity to this chemotherapeutic agent. Treatment with
100 nM siAKR increased the sensitivity of HT29 cells towards
MTX by about 50% (Fig. 8A). This treatment reduced 80% the
levels of AKR1C1 RNA after 48h in the resistant cells,
containing increased levels of AKR1C1 mRNA, while a 4-
mismatch siRNA against AKR1C1 did not produce any
significant reduction in its mRNA levels (Fig. 8B and C,
respectively).

3.6. Effect of overexpression of AKR1C1 on Methotrexate
sensitivity

Transient transfection with an expression vector for AKR1C1
(pCMV5-XL6-AKR1C1) in sensitive HT29 cells was performed
in the presence or in the absence of 3 x 10 M MTX. The
transfection of the expression vector for AKR1C1 reverted by
50% the effect of methotrexate (Fig. 9), thus providing evidence
that AKR1C1 can confer increased resistance of HT29 cells
toward MTX.

100
80
g 60
£
s
-3
=
40
20
pCMVE- o
XL5-AKR1C1 - + - * -t
Fugene - = + + - +
MTX - - - -+ %

Fig. 9 - Effect of AKR1C1 overexpression on MTX sensitvity
in HT29 cells. AKR1C1 was overexpressed by means of an
expression plasmid (pCMV6-XL5-AKR1C1). Ten
micrograms of this plasmid were transfected using
FUGENE™ 6 into HT29 sensitive cells, either alone or in
combination with 3 X 10~ M MTX, added 24 h after
plasmid treatment. MTT assay was performed after 7 days
of AKR1C1 expression and percentage viability was
referred to the untreated cells (mean =+ S.E.M. for triplicate
samples).
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Fig. 10 - Changes in the cell cycle and in the apoptosis caused by overexpression of AKR1C1. (A) Changes in cell cycle
distribution. Ten micrograms of pCMV6-XL5-AKR1C1 were transfected into HT29 sensitive cells. MTX (3 X 10~% M) was
added 1 h after plasmid treatment. After 48 h of drug incubation, cells were collected, stained with propidium iodide and
analyzed for DNA content using flow cytometry. Results are shown as mean * S.E.M. from at least three independent
experiments. (B) Changes in apoptosis. Overexpression of AKR1C1 was performed by transfecting 10 pg of expression
plasmid, either alone or in combination with 3 X 1078 M MTX, for 24 h in HT29 sensitive cells. MTX was added during the
last 6 h of treatment. Caspase 3/7 activation was finally measured and expressed as percentage of relative light units (RLU)
referred to the control and normalized by protein content (mean * S.E.M. from at least three independent experiments).

3.7.  AKR1C1 counteracts MTX-induced S-phase arrest and
apoptosis

Cell cycle distribution after treatment with MTX and/or
pCMV6-XL5-AKR1C1 was monitored after a 48-h treatment.
Incubation with MTX alone induced the S-phase arrest, as
previously described by others [38], while cells in G1 phase
were significantly decreased. However, if AKR1C1 expression
plasmid was transfected in combination with MTX, the
percentage of cells in S-phase was significantly lower and
those in G1 increased with respect to MTX alone (Fig. 10A).
These results suggest that AKR1C1 may serve to facilitate the
progression throughout the cell cycle and thus stimulate cell
proliferation, counteracting the effects caused by MTX. This
facilitation for cell progression was also explored by testing
the percentage of apoptotic cells. In this way, MTX caused an
increase in apoptosis, as measured by caspases 3/7 activation,
while overexpression of AKR1C1 reversed the apoptosis
caused by the chemoterapeutic agent (Fig. 10B).

4, Discussion

The aim of this work was to study the regulation of AKR
overexpression that we found in HT29 cells resistant to
methotrexate using functional genomics. We focused on the

analysis of AKR1C1 since it was one of the two most
differentially expressed genes within the AKR family and
had higher raw values of expression than AKR1C2. More-
over, the gene function attributed to AKR1C1 (xenobiotics
metabolism) was more in accordance with the resistance
process than the functional category in which AKR1C2 was
included (bile acid transport). It is of note that the increase
in RNA and AKR1C1 protein were at the same level, about 7-
fold, which suggests that the overexpression is caused
mainly by an increase in mRNA abundance rather than by a
translational control. The increase in mRNA was not due
to an amplification of the akricl locus. This is at variance
with respect to the dhfr gene, which had undergone an
amplification process of about 10-fold compared to the
sensitive cells.

Given this result it became apparent that a transcriptional
regulation has taken place. In this regard, from the luciferase
experiments two facts can be concluded: (i) there is a vast
increase in transcriptional activity originating from the
AKR1C1 promoter in the resistant cells compared with
sensitive cells; and (ii) AKR1C1 transcriptional activation in
the resistant but not in the sensitive cells depends at least in
part on Spl and also on Sp3. The gel-shift experiments also
corroborate the role of Spland Sp3 in regulating AKR1C1 in
the resistant cells. As there was no difference in the levels of
Spl protein between resistant and sensitive cells, we
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explored the phosphorylation status of this transcription
factor in the two types of cells, considering that it has been
reported that phosphorylated Spl shows a higher binding
than the non-phosphorylated form [32]. Indeed, the increase
in Sp1 binding in the resistant condition could be due to a
higher phosphorylation state of Sp1 as dephosphorylation of
the extracts coursed with a decrease in its binding. In this
direction, we searched for the differential expression, in the
microarray data, of those kinases and phosphatases known
to control the phosphorylation state of Sp1 [39]. Within the
kinases, PKC alpha was overexpressed. It is interesting to
note that kinase has already been related to methotrexate
resistance [40] through a mechanism involving transcription
factor Sp1 [32].

Trying to mimic the overexpression of AKR1C1 present in
the resistant cells, we transiently transfected an expression
vector for this gene into sensitive cells, which resulted into a
decrease in sensitivity toward methotrexate. This result
supported the idea that the overexpression of AKR1C1 may
contribute, at least partially, to the resistant phenotype. On
the other hand, decreasing AKR1C1 mRNA levels by means of
iRNA technology sensitizes the cells toward MTX.

Given that a relationship between AKR and proliferation
had been reported [41,42], we studied and demonstrated that
AKR1C1 transfection counteracts the cell cycle S-phase arrest
caused by MTX, suggesting that AKRC1C activity may be
needed for the cells to progress throughout the cell cycle. This
could be a strategy, concomitant with the amplification of the
dhfr locus, for the resistant cells to bypass the metabolic
pressure exerted by MTX on nucleotide synthesis. Since
AKR1C1 is functionally involved in the metabolism of
xenobiotics, its activity might be acting either on MTX directly
or on one of its metabolites to decrease the concentration of
DHEFR inhibitor.

In addition, AKR activity correlates with apoptosis; Chow
et al. [43] showed that inhibition of AKR1C1 expression by
iRNA increased the apoptosis and drug (bleomycin)-sensitivity
of A431 skin carcinoma cells, indicating an important role for
AKR1C1 in tumor cells self-protective mechanisms and tumor
progression. Our results are in keeping with this possibility
since overexpression of AKR1C1 counteracts the apoptosis
induced by MTX. In this respect, the expression levels for BID
and BAX found in the microarrays for the resistant cells were
decreased to ratios of 0.6 and 0.7, respectively, compared to
the expression in the sensitive cells. Overexpression of
AKR1C1 also confers resistance to cisplatin and adriamycin
in NSCLC cells, probably through activation of protein kinase C
and altered control of DNA repair and apoptosis [40].
Furthermore, a related aldo-keto reductase AKR7AS from
mouse protects V79 cells against apoptosis induced by 4-
hydroxynonenal [44].

In summary, AKRIC1 upregulation may represent a
mechanism, parallel to DHFR amplification, which can
contribute to the establishment of MTX resistance. Its over-
expression partially reverses both the MTX-induced S-phase
arrest of the cell cycle and the apoptosis caused by this
chemoterapeutic agent. The increase in AKR1C1 mRNA is
transcriptionally regulated, at least in part by Sp1 transcrip-
tion factor. Silencing of AKR1C1 by iRNA technology improves
the sensitivity toward MTX.
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4.1.1- ANNEX A L'ARTICLE I

Després de 'acceptacié de 1'Article I, es van realitzar una seérie d’experiments per tal de
completar el treball publicat.

Es van realitzar experiments de gen reporter per corroborar la regulacié transcripcional
del promotor de la AKR1C1, mitjangada per Sp1 i Sp3, descrita a I'Article I. En aquest
treball s'havia comprovat la regulacié transcripcional de la AKR1C1 a través d'Spl i
Sp3 mitjancant la sobreexpressié d'aquests factors de transcripcié amb plasmids
d'expressié. En els experiments complementaris que es presenten a continuacid, vam
voler estudiar l'efecte del tractament amb siRNAs dirigits contra Spl i Sp3 sobre la
regulaci6 del promotor de la AKRICI.

Es va fixar el protocol més adequat a seguir:

Sembrar 30.000 cel-lules per pou, tractar amb els siRNAs I'endema, esperar 24 hores per
tractar amb les construccions del promotor i quantificar 1'activitat luciferasa 30 hores
més tard.

Per arribar a establir aquest protocol, primer es van comprovar els nivells d mRNA
d'Sp1 i Sp3 després del tractament de diferent nimero de cel-lules HT29 resistents amb
100nM d'siRNA (Figura 1, A i B). Es va determinar que la reduccié més eficient en els
nivells dmRNA d'ambdés gens resultava al sembrar 30.000 cel-lules.
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Figura 1. Estudi del niimero de cel-lules optim per la transfeccié amb els
siRNAs contra Spl o Sp3. Divuit hores després de sembrar-les, es van
tractar les cel-lules amb 100nM d'siRNA. Es van recollir a les 54 hores de la
transfeccid, i els nivells dmRNA d'Spl o Sp3 es van quantificar per RT-
Real-Time PCR utilitzant sondes TagMan®. Els resultats es van expressar
com a percentatge referit a les cel-lules sense tractar. Els valors representen
la mitjana de tres experiments * SE.
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Els assaigs de gen reporter van mostrar que tan el tractament amb 1'siRNA d'Spl com
amb 1'siRNA d'Sp3 abolien en gran part l'activacié del promotor de la AKR1C1
observada en cel-lules HT29 resistents al MTX transfectades amb les construccions
AKR-pr241 i AKR-pr84 (Figura 2B). Aquestes construccions contenen 241 i 84
nucleotids del promotor proximal de la AKR1C1, respectivament, i ambdues inclouen
una caixa GC que haviem demostrat préviament que permetia la uni6 in vitro d'Spl i
Sp3 (Figura 6, Article I). Els tractaments amb els siRNAs d'Sp1 o d'Sp3 no provocaven
variacions en l'activacié transcripcional de la construcci6 AKR-prDeletionSpl,
portadora d'un fragment del promotor que no conté el lloc putatiu d'unié per proteines
de la familia Sp. La transfeccié amb un siRNA no relacionat no va provocar variacions
en la activacio transcipcional de la construccié AKR-pr241.

Es va dur a terme la mateixa aproximacié en cel-lules HT29 sensibles, i no es van
observar diferéncies en la activaci6 basal observada en aquesta linia cel-lular (Figura
2A).
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Figura 2. Activitat transcripcional de la AKR1C1 després del tractament
amb els siRNAs contra Spl o Sp3. Les cel-lules (sensibles, A; resistents, B)
es van incubar amb siSp1 o siSp3 durant 24 hores; llavors es van transfectar
amb les diferents construccions del promotor de la AKRI1C1 i la activitat
luciferasa es va assajar 30 hores més tard. La concentracié de proteina es va
utilitzar per normalitzar la activitat luciferasa (relative light units, RLU) de
cada mostra, referida a la activitat del vector pGL3 basic (mitjana = SE de
triplicats).

Amb aquest estudi complementari es va poder corroborar la regulacié per part d'Spl i

Sp3 del promotor de la AKR1C1 a través de la caixa putativa d'unié per Sp situada a -74
de l'inici de traduccié (ATG).
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4.2- ARTICLE II:

Role of Caveolin 1, E-Cadherin, Enolase 2 and PKC alpha on resistance to

methotrexate in human HT29 colon cancer cells .

Elisabet Selga, Cristina Morales, Véronique Noé, Miguel A. Peinado & Carlos J.
Ciudad
BMC Medical Genomics 2008, 1:35

En aquest treball vam realitzar una analisi funcional de gens deregulats a les cel-lules
HT29 resistents al MTX, escollits segons la seva localitzacié cromosomica o per dades
bibliografiques que els relacionessin tan amb resisténcia a quimioterapics com amb

cancer.

Es va determinar que tots els gens sobreexpressats més de 3 vegades localitzats al brag
llarg del cromosoma 5, propers al gen dhfr, estaven amplificats a les cel-lules resistents
(Taula 1). Estudis funcionals tot utilitzant siRNAs dirigits contra cadascun d'aquests
gens van demostrar que la reduccié de la seva expressié contribuia d’una manera molt
lleugera a sensibilitzar les cel-lules al MTX i que, per tant, aportaven poc al mecanisme

resisténcia.

Vam estudiar tres altres gens sobreexpressats a les cel-lules resistents localitzats en
diferents cromosomes, la Caveolinal, la Enolasa2 i la PKCa. El tractament de cél-lules
HT?29 amb els siRNAs dirigits contra cadascun d'aquests gens va reduir notablement la
viabilitat cel-lular i va incrementar la sensibilitat al MTX (Figura 3). Els mateixos
tractaments es van dur a terme en cel-lules HT29 resistents, perd en aquest cas la
viabilitat cel-lular es va reduir lleugerament, i cap dels efectes observats va millorar amb
I'addicié del MTX. També es va assajar un siRNA dirigit contra la DHFR, que es va

comportar d'igual manera que els altres tres siRNAs en ambdues linies cel-lulars.

Ja que haviem observat una quimiosensibilitzacié vers el MTX a les cel-lules sensibles

utilitzant siRNAs individualment, vam realitzar tractaments que incloien els siRNAs
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contra la CAV1, la ENO2 i la PKCa (combinacié triple) o conjuntament amb siDHFR
(combinacié quadruple) per comprovar si aquestes combinacions també incrementaven
la sensibilitat vers el MTX. Efectivament, tan la triple com la quadruple combinaci6 van

sensibilitzar les cel-lules HT29 sensibles, perod no les resistents (Figura 5).

També vam estudiar un gen que estava infraexpressat a les cel-lules HT29 resistents i
que vam comprovar que estava delecionat a nivell genomic, 1'E-cadherina. La
transfeccid transitoria d'un plasmid d'expressié de 1'E-cadherina va provocar un augment

en la sensibilitat al MTX (Figura 6).

S'ha demostrat que I'E-cadherina és un element permissiu important que condiciona les
funcions de la CAV1. Aix{, vam realitzar experiments de co-transfeccié per tal de reduir
els nivells dmRNA de la CAV1 i sobreexpressar I'E-cadherina simultaniament. Aquests
experiments ens van permetre obtenir una gran sensibilitzacié de les cel-lules sensibles
vers el MTX, aixi com una disminucio drastica en la viabilitat de les cel-lules resistents

(Figura 7).
En conclusid, aquest treball de genomica funcional demostra un paper rellevant dels

gens Caveolinal, E-cadherina, Enolasa2 i PKCa en la resistencia al MTX, essent els

dos primers dianes potencials per desenvolupar un protocol de terapia coadjuvant.
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Abstract

Background: Methotrexate is one of the earliest cytotoxic drugs used in cancer therapy, and despite the
isolation of multiple other folate antagonists, methotrexate maintains its significant role as a treatment for
different types of cancer and other disorders. The usefulness of treatment with methotrexate is limited by
the development of drug resistance, which may be acquired through different ways. To get insights into
the mechanisms associated with drug resistance and sensitization we performed a functional analysis of
genes deregulated in methotrexate resistant cells, either due to its co-amplification with the dhfr gene or
as a result of a transcriptome screening using microarrays.

Methods: Gene expression levels were compared between triplicate samples from either HT29 sensitive
cells and resistant to 10->M MTX by hybridization to the GeneChip® HG U133 PLUS 2.0 from Affymetrix.
After normalization, a list of 3-fold differentially expressed genes with a p-value < 0.05 including multiple
testing correction (Benjamini and Hochberg false discovery rate) was generated. RT-Real-time PCR was
used to validate the expression levels of selected genes and copy-number was determined by qPCR.
Functional validations were performed either by siRNAs or by transfection of an expression plasmid.

Results: Genes adjacent to the dhfr locus and included in the 5q14 amplicon were overexpressed in HT29
MTX-resistant cells. Treatment with siRNAs against those genes caused a slight reduction in cell viability
in both HT29 sensitive and resistant cells. On the other hand, microarray analysis of HT29 and HT29 MTX
resistant cells unveiled overexpression of caveolin |, enolase 2 and PKCa genes in resistant cells without
concomitant copy number gain. siRNAs against these three genes effectively reduced cell viability and
caused a decreased MTX resistance capacity. Moreover, overexpression of E-cadherin, which was found
underexpressed in MTX-resistant cells, also sensitized the cells toward the chemotherapeutic agent.
Combined treatments targeting siRNA inhibition of caveolin | and overexpression of E-cadherin markedly
reduced cell viability in both sensitive and MTX-resistant HT29 cells.

Conclusion: We provide functional evidences indicating that caveolin | and E-cadherin, deregulated in
MTX resistant cells, may play a critical role in cell survival and may constitute potential targets for
coadjuvant therapy.

Page 1 of 17

(page number not for citation purposes)



BMC Medical Genomics 2008, 1:35

Background

Colorectal cancer is the third most common form of can-
cer and the second leading cause of cancer-related death in
the Western world. Colon cancer causes 655,000 deaths
worldwide per year [1]. Therapy is usually through sur-
gery, followed in many cases by chemotherapy, which is
used to slow tumor growth, to shrink tumor size and to
reduce the likelihood of metastasis development.

Chemotherapy effectiveness in cancer cells is compro-
mised by the achievement of drug resistance. Therefore,
gaining insight into the mechanisms underlying drug
resistance is basic to develop more effective therapeutic
approaches. Morales et al. [2] hypothesized that the
genetic features related with the progression pathway in
colorectal cancer may condition its chemoresistance capa-
bility. In fact, it has been described that the tumor's ability
to survive, grow and metastasize is conditioned by its
genetic and phenotypic heterogeneity [3].

Methotrexate (MTX) is an antimetabolite and antifolate
drug used in treatment of cancer and autoimmune dis-
eases. MTX competitively and reversibly inhibits dihydro-
folate reductase (DHFR), an enzyme that participates in
folate metabolism, and essential for DNA synthesis and
cell growth [4]. MTX is used for the treatment of lymphob-
lastic leukemia, lymphoma, osteosarcoma, breast cancer,
and head and neck cancer [5]. Treatments combining
MTX and other drugs are used in colorectal cancer [6-8].
However, MTX resistance can be easily acquired through
different ways, although amplification of the target gene
(dhfr) has been shown to be the most important mecha-
nism of resistance in cultured cells [9-11]. Indeed, ampli-
fication of 5q12-14 regions, where dhfr is located, has
been described in MTX-resistant HT29 cells [2].

In the present study, we wanted to identify genes impli-
cated in MTX resistance in HT29 colon cancer cells and to
explore their relative contribution to this phenotype. We
analyzed the differential gene expression between MTX-
resistant and MTX-sensitive HT29 cells using oligonucle-
otide microarrays containing the full human genome.
Changes in the DNA content between both cell lines were
also determined. We showed a role for specific differen-
tially expressed genes in MTX resistance. Using siRNAs
against caveolin 1, enolase 2 and PKCa or plasmid over-
expression for E-cadherin, a clear chemosensitization
toward MTX was observed.

Methods

Cell Culture

Human colon adenocarcinoma cell line HT29 was rou-
tinely grown in Ham's F12 medium supplemented with
7% fetal bovine serum (FBS, both from Gibco) at 37°Cin
a 5% CO, humidified atmosphere. Cells resistant to 10-
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M MTX, which corresponds to a 1000-fold increase in
resistance with respect to the sensitive cells, were previ-
ously obtained in the laboratory [12] upon incubation
with stepwise concentrations of MTX (Lederle) and were
rutinely grown in selective DHFR medium (-GHT
medium, GIBCO) lacking glycine, hypoxanthine and thy-
midine, the final products of DHFR activity. This medium
was supplemented with 7% dialyzed fetal bovine serum
(GIBCO).

Microarrays

Gene expression was analyzed by hybridization to the
GeneChip® Human Genome U133 PLUS 2.0 from
Affymetrix, containing over 47,000 transcripts and vari-
ants. Total RNA for oligo arrays was prepared from tripli-
cate samples of both HT29 sensitive and resistant cells
using the RNAeasy Mini kit (Qiagen) following the rec-
ommendations of the manufacturer. Labeling, hybridiza-
tion and detection were carried out following the
manufacturer's specifications. The data discussed in this
publication have been deposited in NCBIs Gene Expres-
sion Omnibus [13] and are accessible through GEO Series
accession number GSE11440.

Microarray data analysis

Quantification was carried out with GeneSpring GX soft-
ware v 7.3.1 (Silicon Genetics), which allows multi-filter
comparisons using data from different experiments to per-
form the normalization, generation of restriction lists and
functional classifications of the differentially expressed
genes. Normalization was applied in two steps: i) "per
Chip normalization" by which each measurement was
divided by the 50th percentile of all measurements in its
array; and ii) "per Gene normalization" by which all the
samples were normalized against the median of the con-
trol samples (HT29 sensitive cells). The expression of each
gene was reported as the ratio of the value obtained after
each condition relative to the control condition after nor-
malization of the data. Then, data were filtered using the
control strength, a control value calculated using the
Cross-Gene Error Model on replicates [14] and based on
average base/proportional value. Measurements with
higher control strength are relatively more precise than
measurements with lower control strength. Genes that did
not reach this value were discarded. Additional filtering
was performed to determine differentially expressed
genes. A restriction t-test p-value of less than 0.05 includ-
ing multiple testing correction (Benjamini and Hochberg
false discovery rate) was applied. The output of this anal-
ysis was then filtered by fold expression, to specifically
select those genes that had a differential expression of at
least 3-fold. The 375 transcripts included in this list can be
viewed in Additional file 1.
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RT-Real-Time PCR

mRNA levels of the different selected genes were deter-
mined by RT-Real-time PCR. Total RNA was extracted
from cells (4 x 10°) using Ultraspec™ RNA reagent (Bio-
tecx) following the recommendations of the manufac-
turer. Complementary DNA was synthesized in a total
volume of 20 pl from RNA samples by mixing 500 ng of
total RNA, 125 ng of random hexamers (Roche), in the
presence of 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM dithiothre-
itol, 20 units of RNasin (Promega), 0.5 mM dNTPs
(AppliChem), 200 units of M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen) and 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.3. The reac-
tion mixture was incubated at 37°C for 60 min and the
c¢DNA product was used for subsequent Real-time PCR
amplification using SYBR Green. A standard 20 pl reaction
contained 25 ng of the cDNA mixture, 0.5 uM of the for-
ward and reverse primers and the SYBR Green Master Mix.
Primers used are listed in the Additional file 2.

Determination of gene copy number

Genomic DNA from either HT29 sensitive or resistant
cells was obtained with the Wizard™ Genomic DNA Puri-
fication Kit (Promega) following the manufacturer's rec-
ommendations. Five nanograms of DNA were used for
Real-Time PCR amplification in a 20 pl reaction contain-
ing 0.5 uM of the forward and reverse primers and the
SYBR Green Master Mix in an ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). A list of the prim-
ers used is provided as Additional file 3.

Functional validations

A) transfection of siRNAs against selected genes

HT?29 cells (30,000) were plated in 1 ml of -GHT medium
and transfection was performed eighteen hours later. For
each well, 4 pl of Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) in
100 pl of serum free -GHT medium were mixed in Eppen-
dorf tubes with 100 nM of siRNA in 100 pl of serum free
-GHT medium. The mixture was incubated at room tem-
perature for 20 min before addition to the cells. MTX (5 x
108 M) was added 48 hours after siRNA treatment and
MTT assays were performed [15] after 5 days from the
beginning of the treatment. Treatment of HT29 resistant
cells was performed following the same protocol using 2
ul of Lipofectamine™ 2000 and 10->M MTX. When screen-
ing for mRNA levels of the different genes after siRNA
treatment, 30,000 cells, either sensitive or resistant, were
incubated with increasing amounts of siRNA (1-100 nM)
maintaining a 3:1 ratio (ul of Lipofectamine : ug siRNA)
and following the procedure previously described. Cells
were harvested 48 hours after siRNA treatment for RNA
extraction and RT-Real-time PCR. In the combination
experiments with siRNAs, 100 nM of each siRNA were
diluted in the same eppendorf containing 100 pl of serum
free -GHT medium and combined with Lipofectamine™
2000 as described above. MTX was added as in the single
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siRNA experiments, mRNA levels were determined and
MTT was performed as previously described. In all cases, a
non-related siRNA was used as negative control. The treat-
ment was performed as described above and cell viability
and mRNA levels for each gene were quantified in paral-
lel. The siRNAs were designed using the software iRNAi.
Then, BLAST resources in NCBI were used to assess the
degree of specificity of the sequence recognition for these
siRNAs. We only selected the siRNAs that reported the tar-
get gene as the only mRNA hit. The sequences for the
sense strand of all siRNAs used are available in the supple-
mentary material provided (see Additional file 4).

B) transfection of an expression plasmid encoding for E-cadherin
HT29 cells were seeded into 6-well plates at a density of 3
x 10% cells/well in 1 ml of HAM F12 selective medium.
Eighteen hours later, transfections with the expression
plasmid for E-cadherin (pBATEM2-CDH) were performed
in the presence or in the absence of MTX. The overexpres-
sion of E-cadherin was monitored by determining its
mRNA levels after 48 h upon transfection. For each well,
Lipofectamine™ 2000 was diluted in 100 pl of serum free
-GHT medium and was combined with different amounts
of the plasmid (500 ng-5 pg) in 100 pl of serum free -GHT
medium, always maintaining a 2:1 ratio (ul of Lipo-
fectamine : pg of plasmid). After 20 min at room temper-
ature, the mixture was added to the cells. When
combining pBATEM2-CDH transfection and MTX treat-
ment, 5 x 108 M MTX was added 48 h after transfection.
Cell viability was measured by the MTT assay after 5 days
from the beginning of the treatment. Treatment of HT29
resistant cells was performed following the same steps but
using 10> M MTX.

C) co-transfection of siCAV| and pBATEM2-CDH

When transfection of siCAV1 and pBATEM2-CDH was
performed simultaneously, 100 nM of siRNA and 1 pg of
plasmid were diluted together in Eppendorf tubes with
100 pl of serum free -GHT medium and mixed with lipo-
fectamine™ 2000 in 100 pl of serum free -GHT medium (6
ul for the sensitive cells and 3 pl for the MTX-resistant
cells). The mixture was incubated at room temperature for
20 min before addition to the cells (3 x 10 cells/well in 1
ml of HAM F12 selective medium, pre-seeded eighteen
hours earlier). The mRNA levels after transfection were
determined for both genes as previously described and
MTT assay was used to determine cell viability.

Results

Identification of genes deregulated in association with
MTX resistance

The expression profile of the 47,000 transcripts and vari-
ants included in the HG U133 PLUS 2.0 microarray from
Affymetrix was compared between HT29 sensitive cells
and resistant to 10> M MTX. GeneSpring GX software
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v7.3.1 was used to analyze the results. A list of 3-fold dif-
ferentially expressed genes was generated as described in
Methods (Additional file 1). The expression values for
genes in this list can be viewed in their corresponding
chromosomal position (Figure 1). This overlapping view
evidenced a highly overexpressed region in chromosome
5 that covers dhfr and the surrounding loci. The set of
upregulated genes in this location included dhfr, zfyvel6,
msh3, rasgrf2, ssbp2, xrcc4, haplnl and edil3 (Figure 2),
which were selected for further studies. Additional genes
that were clearly overexpressed or underexpressed and
located in other human chromosomes were also selected
according to their function and after literature mining of
genes related to drug resistance. The expression levels of
most of the selected genes were validated by RT-Real-time
PCR (Table 1). The correlation between microarray and
qPCR was calculated using the log-transformed values of
the fold change obtained for the selected genes, obtaining
an r-value of 0.95. To test if changes in the DNA content
were responsible for the expression levels of the selected
genes in the resistant cells, we determined the copy
number for all of them using Real-Time PCR. The results,
presented in table 1, showed amplification of all the genes
in chromosome 5 flanking dhfr, as well as of mtusl,
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located in chromosome 8. E-cadherin was the only gene
clearly lost among the selected genes.

Effect on MTX sensitivity of siRNAs against genes flanking
dhfr

To investigate if the genes that were both overexpressed
and co-amplified with dhfr contributed to MTX resistance,
their mRNA levels were brought down by means of siR-
NAs. Effective reduction (= 70%) of the respective mRNAs
was obtained upon transfection of 100 nM of each single
siRNA, both in sensitive and resistant cells. These treat-
ments, though, caused a small reduction in the viability of
both cell lines, and addition of MTX to the siRNAs did not
sensitize the cells toward the chemotherapeutic agent
(data not shown). On the contrary, a siRNA against dhfr
mRNA (siDHFR) caused a reduction in cell viability of
30% in HT29 sensitive cells, which was increased up to
90% with the addition of MTX (Figure 3B). mRNA levels
after siDHFR treatment were reduced by 70% in this cell
line (Figure 3A).

Table I: mRNA levels and copy number determination of differentially expressed genes in HT29 MTX-resistant cells.

GenBank  Gene Name Chromosome Copy Number Expression Gene Function

(Q-PCR)

Microarrays Validation (RT-PCR)

NM 002961 S100A4 | 0.85+0.1 3.7 (p = 55e®) 5.68 + 0.4 Angiogenesis
BU078629  ZFYVEIé6 5 16.81 +2.1 6.1 (p=77e%) 6.7 +<0.1 Zinc ion binding
All44299 DHFR 5 16.09 + 1.4 7.1 (p=12e7) 11.05+0.5 Nucleotide metabolism
NM_002439 MSH3 5 497 £0.5 3.9 (p=5.5e%) 423+04 Missmatch repair
Al912976 RASGRF2 5 17.76 + 0.4 4.6(p = 8.9¢%) 6.10+0.5 MAPK signaling
AF912976 SSBP2 5 10.27 £ 0.7 2.4 (p = 34e3) 296 £0.2 ss DNA binding
NM_022406 XRCC4 5 17.31 £ 1.1 7.1 (p=47e%) 890+ 23 ds break repair
U43328 HAPLNI 5 11.55+<0.1 147 (p = 2.9¢°19) I111.9 +80.7 Cell adhesion
AA053711 EDIL3 5 143 +07 157 (p=9.1e?) N/D Cell adhesion
Ul17496 PSMB8 6 091 £<0.1 0.1 (p=0.01) N/D Proteasome subunit
NM_004666 VNNI 6 0.84 + <0.1 0.04 (p =0.01) N/D Nitrogen metabolism
AU147399  CAVI 7 1.14+£<0.1 10.9 (p = 1.5¢%) 15.00 £ 0.8 Integ. plasma membr.
BES52421 MTUSI 8 3.52+0.1 34 (p=18e¥) N/D Mitoc. tumor suppressor
U05598 AKRICI 10 0.94 + <0.1 4,6 (p = 3.9¢%) 672+ 0.7 Xenobiotics metabolism
NM_ 001975 ENO2 12 092 +<0.1 6.0 (p = 4.6e%) 390 £0.1 Glycolisis
AK000345  DHRS2 14 097 £ <0.1 0.12 (p =0.01) N/D Oxidoreductase
L08599 CDHI 16 0.33+<0.1 0.19 (p =0.01) 0.15+<0.1 Cell adhesion
Al471375 PRKCA 17 1.05 + < 0.1 42 (p= 1.7 255+02 Regulation cell cycle
BQO0038I1  SLCI9AI 21 0.84+<0.1 0.1 (p=0.01) N/D Cell adhesion
NM_001569 IRAKI X 125 +<0.1 0.26 (p =7.3e3) N/D ILI receptor Kinase
NM 004135 IDH3G X 0.85+<0.1 0.28 (p = 7.3e®) N/D TCA cycle
NM_ 001183 ATP6API X 0.68 +<0.1 0.3 (p=0.0lI) N/D ATP biosynthesis

Twenty-two genes belonging to the 3-fold differentially expressed list were selected according to their possible relation with drug resistance and/or
chromosomal localization. It is shown the GenBank accession number of all genes next to their common name, and their chromosome number.
Real-Time PCR was used to determine their copy number, and the expression levels for all them are presented both as the values found in the
microarrays (in fold changes relative to the control; t-test p-values included) and as validated mRNA levels (using RT-Real-Time PCR). All
experimental results are expressed as fold changes referred to the sensitive cells and values are the mean of triplicate experiments * SE. The last
column indicates the functional categories of the genes. N/D, nondetermined value.
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S100A4

ATP6AP1
IDH3G
IR?K1

|

Figure |

Chromosomal view of the differentially expressed genes in HT29 MTX-resistant cells. The expression values of
genes included in the 3-fold differentially expressed list were viewed in their respective chromosomal location. The names for
all the genes studied are depicted on top of their chromosome position. Red is used to color the overexpressed genes and
blue is used to highlight the underexpressed genes.
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Figure 2

Localization of dhfr and other genes in chromosome 5 that are overexpressed in HT29 MTX-resistant cells. It is
presented a magnification of the region in chromosome 5 where dhfr is located (5q14). The left part is an ideogram of chromo-
some 5; the right part shows the relative position of all genes studied that are located in this chromosome and that were ampli-
fied. The arrows indicate their transcription orientation and the values in parentheses under the names correspond to their
respective copy-number validated by Real-time PCR.
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Figure 3
Determination of mRNA levels and cytotoxicity upon siRNA treatment of HT29 sensitive cells. (A) The mRNA

levels of CAVI, ENO2, PKCo and DHFR were determined by RT-Real-time PCR 48 h after treatment of HT29 cells with the
indicated concentrations of siCAVI, siENO2, siPKCa, siDHFR and a non-related siRNA. Symbols used for each mRNA are
presented as an insert within the figure. (B) Cells were treated with 100 nM of each siRNA as previously described and 5 x 10-
8 M MTX was added after 48 h. Cell viability was determined after 5 days from the beginning of the treatment. All results are
expressed as percentages referred to untreated cells. Values are the mean of three independent experiments * SE. A non-
related (NR) siRNA was used as negative control.
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Effect on MTX sensitivity of siRNAs against CAVI, ENO2,
PKCo and DHFR

As the knocking down of genes co-amplified with dhfr
showed only a slight contribution to MTX sensitivity, we
focused in three genes that were clearly overexpressed in
the resistant cells and located in different chromosomes,
namely caveolin 1(CAV1), enolase 2 (ENO2) and PKCa.
We quantified the mRNA levels of these three genes after
treatment with different concentrations of the corre-
sponding siRNA using RT-Real-time PCR. The three siR-
NAs were effective in reducing the mRNA levels of their
targets, both in sensitive (Figure 3A) and in MTX-resistant
(Figure 4) HT29 cells. One hundred nanomolar was the
most effective concentration for all of them, and was used
in subsequent experiments. The mRNA levels upon treat-
ment with the siRNA against DHFR are also presented in
these series (Figure 3A &4). The mRNA levels of the four
genes after treatment with their respective siRNAs in the
resistant cells were reduced down almost to the expression
levels found for these genes in HT29 sensitive cells (com-
pare Y-axes between Figure 3A &4). A non-related siRNA
was used as negative control, and did not produce any sig-
nificant reduction on the mRNA levels of any of the four
genes, either in sensitive or in resistant HT29 cells.

Viability of HT29 sensitive cells (Figure 3B) was moder-
ately reduced upon treatment with 100 nM siENO2 or
siDHFR and treatment with siCAV1 caused a marked
reduction of cell viability on its own. No effect on cell via-
bility was observed upon treatment with siPKCa. In all
cases, treatment with 100 nM of each single siRNA
increased the sensitivity of HT29 cells toward MTX with
respect to the control: 80% when using siCAV1; 70% with
siENO2; 40% with siPKCa and 90% when siDHFR was
used. However, when the same treatments were per-
formed in MTX-resistant cells (data not shown), cell via-
bility was reduced only by 15% when using either siCAV1,
siENO2 or siPKCa, and by 25% when siDHFR was used.
None of these effects were improved by the combination
of siRNAs with MTX. Transfection with 100 nM of a non-
related siRNA did not cause any significant reduction on
cell viability, either in sensitive or in resistant HT29 cells.

Effect of the combination of siRNAs against CAVI, ENO2,
PKCa and DHFR on MTX sensitivity

As we had observed a chemosensitization toward MTX in
sensitive cells when using individual siRNAs, we per-
formed experiments including the siRNAs against CAV1,
ENO2 and PKCa (triple combination) or in combination
with siDHFR (quadruple combination) to test if these
combinations also increased the sensitivity toward MTX.
Treatments combining the three siRNAs (siCAV1, siENO2
and siPKCa) at 100 nM each reduced cell viability by 30%
and effectively increased MTX sensitivity by 60% with
respect to the control in HT29 sensitive cells (Figure 5A).
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Addition of 100 nM siDHEFR to the previous combination
caused a reduction on cell viability of the same degree as
the triple combination but increased MTX sensitivity to
about 75%. In the case of MTX-resistant HT29 cells, treat-
ments were performed with the same combinations (Fig-
ure 5B). The triple combination reduced cell viability by
15% on its own. However, MTX sensitivity was not
improved. The quadruple combination did not affect cell
viability on its own but caused a reduction of 20% on cell
viability when combined with MTX. It was confirmed that
the mRNA levels of the four genes were decreased after the
siRNA combination treatments in both cell lines (Table
2). Treatments with a non-related siRNA at 400 nM were
performed in order to assess the citotoxicity of triple and
quadruple combinations and to verify the mRNA levels of
all four genes. No effect was observed in any case in either
sensitive or resistant cells.

Effect of overexpressing E-cadherin on its mRNA levels,
cell viability and MTX sensitivity

Since E-cadherin was lost and underexpressed in the
resistant cells, it was transiently expressed in HT29 sensi-
tive and resistant cells by means of an expression vector
(pBATEM2-CDH). Cells were harvested after 48 hours of
treatment. RT-Real-Time PCR was used to quantify E-cad-
herin mRNA levels in both cell lines (Figure 6A &6B).
Transfection of more than 1 pg of the expression vector
caused a marked reduction on cell viability in both cell
lines. Therefore, 1 pg of plasmid was used in all subse-
quent experiments. Overexpression of E-cadherin was per-
formed in HT29 sensitive cells in the absence or in the
presence of 5 x 108 M MTX. This treatment increased by
50% the effect of methotrexate (Figure 6C), thus provid-
ing evidence that loss of E-cadherin can confer increased
resistance of HT29 cells toward MTX. The same approach
was used with HT29 resistant cells, in combination or not
with 10-> M MTX. Overexpression of E-cadherin reduced
by 10% cell viability of the resistant cells and only a small
improvement was observed when combining E-cadherin
overexpression with MTX treatment (Figure 6D).

Effect of co-transfection of siCAVI and pBATEM2-CDH on
MTX sensitivity

E-cadherin has been shown to be an important permissive
element in defining the functions of CAV1 [16]. Thus, we
performed co-transfection experiments to reduce the
mRNA levels of CAV1 and to overexpress E-cadherin
simultaneously. mRNA levels after co-transfection were
determined in both cell lines (Table 3). As observed in fig-
ure 7A, altering the mRNA levels for the two genes
reduced the viability of HT29 sensitive cells by almost
40%. Moreover, addition of MTX to the previous combi-
nation further reduced cell viability by 90%. Importantly,
when performing these co-transfection experiments in
HT29 resistant cells, cell viability was reduced by 80%,
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Figure 4

mRNA levels of CAVI, ENO2, PKCo and DHFR upon siRNA treatment of MTX-resistant cells. Treatments with
increasing amounts of each siRNA were performed in MTX-resistant HT29 cells. Forty-eight hours later, mRNA levels for
each gene were determined and expressed as percentages of the untreated control (A, CAV|; B, ENO2; C, PKCa and D,
DHFR). A non-related (NR) siRNA was used as negative control. Results are depicted taking into account the relative gene
expression in the resistant cells (% of the sensitive cells). Values are the mean of three independent experiments + SE.
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Effects of combining siRNAs against CAVI, ENO2, PKCo and DHFR on MTX sensitivity. Treatments with combi-
nations of siRNAs at100 nM each were performed both in sensitive (A) and in resistant cells (B). MTX was added after 48 h
and cell viability was determined by the MTT assay after 5 days from the beginning of the treatment. The triple combination
includes the siRNAs against CAV 1, ENO2 and PKCo,; the quadruple combination includes the three previous siRNAs plus siD-
HFR. Results are presented as percentages referred to the untreated cells. Values are the mean of three independent experi-

ments + SE.

although in this instance MTX did not improve the effect
(Figure 7B).

Discussion

In the present study, genes differentially expressed in
HT29 colon cancer cells resistant to MTX were identified
and their relative contribution to this phenotype evalu-
ated. We observed a cluster of genes flanking the dhfr locus
in chromosome 5 that were overexpressed in MTX-resist-
ant HT29 cells. Two of the genes included in this cluster,
MSH3 and XRCC4, are known to be involved in DNA
repair [17-19]; other two, RASGRF2 and SSBP2, have been
related to signaling pathways [20-22]; and EDIL3 has
been suggested to prevent apoptosis and to promote cell
proliferation [23,24]. Despite the confirmation of the co-
amplification of all these genes with dhfr in the resistant
cells, we did not observe a clear sensitization toward MTX
when reducing their respective mRNA levels by means of

iRNA technology. Our observations indicate that the
increase in copy-number and the resulting upregulation
of the studied genes in 5q14 may be a consequence of dhfr
amplification more than an adaptation of the cells to MTX
resistance. Indeed, many mammalian species (mouse, rat,
bull, cock, dog and chimpanzee) show this set of genes in
the same order around dhfr as in human chromosome 5
(using the MapViewer at NCBI), indicating a conserved
pattern of gene organization. In keeping with this, its
overexpression in the resistant cells could have been use-
ful to improve some cellular processes that might facilitate
survival. However, as shown in this work, the increase in
copy number of this set of genes does not favor MTX
resistance. Thus, we decided to search for other differen-
tially expressed genes (CAV1, E-cadherin, ENO2 and
PKCa) that had been previously related with resistance or
with colon cancer and to evaluate their relative contribu-
tion in our cell system.
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Table 2: mRNA levels upon treatment with combination of siRNAs against CAVI, ENO2, PKCo and DHFR.

A
Treatment CAVI ENO2 PKCa DHFR
siCAVI + siENO2 + siPKCa 50.1 +4.3 50.5+44 66.2 2.6 829 +123
siCAV| + siENO2 + siPKCa + siDHFR 377 +£37 59.1 £0.8 47.6 £ 4.7 473+ 1.2
400 nM NR-siRNA 96.8 + 10.4 984+ 0.5 96.3+0.3 100.6 + 13.4
B
Treatment CAVI ENO2 PKCa DHFR
siCAVI + siENO2 + siPKCa 62.7 £0.2 4420 £ 0.9 732 +49 97.7 + 88
siCAV| + siENO2 + siPKCa + siDHFR 454+08 36.34+4.2 40.6 £2.5 33438
400 nM NR-siRNA 99.1 £9.2 100.57 £ 15.9 1032 £ I.1 955+ 10.2

Treatments combining the siRNAs against CAV |, ENO2 and PKCa at 100 nM each were performed both in sensitive (A) and in resistant (B) HT29
cells. The mRNA levels for all three genes were determined at 48 hours of treatment. DHFR mRNA levels were also determined. Treatments
combining 100 nM of the previous three siRNAs plus a siRNA against DHFR were also performed in both cell lines and mRNA levels for the four
genes quantified by RT-Real-Time PCR. A non-related (NR) siRNA was used as negative control. Results are expressed as percentages of mMRNA

referred to untreated cells (mean + SE) of triplicate experiments.

Enolase 2 (ENO2) is induced by hypoxia, an intrinsic con-
dition of tumors. Moreover, ENO2 is a glycolysis-related
gene that has been described to play an important role in
tumorogenesis of colorectal cancers [25]. Indeed, ENO2 is
upregulated in a variety of cancers [26-28] and alpha-eno-
lase is significantly upregulated in a metastasic colon can-
cer cell line, suggesting a possible association with the
metastasic process in vitro and in vivo [29]. Indeed, we
observed a notable contribution of ENO2 to MTX resist-
ance when treating the sensitive cells with siENO2.

Both the o-isozyme of PKC and caveolin 1 has been
described to be associated with multidrug resistance
[30,31], and thus represent good targets to be analyzed.
PKCo phosphorylates different proteins, which triggers a
wide variety of cellular responses including proliferation,
differentiation, membrane transport, gene expression and
tumor promotion [32,33]. Chemical inhibitors of PKC
activity have been proposed as resistance modulators in
MTX chemotherapy [34]. Furthermore, decreasing PKCa
mRNA levels attenuates the MDR phenotype in tumor
cells [35] and increases the sensitivity to anticancer drugs,
both in vitro [36-38] and in vivo [39]. These observations
are in accordance with our result showing that the
decrease of PKCo. mRNA levels by means of iRNA technol-
ogy causes a sensitization of the cells toward MTX. Caveo-
lin 1 (CAV1), the principal component of caveolae, has
been associated with progression of colon and breast car-
cinomas [40,41] and with enhanced invasiveness in lung
adenocarcinoma cells [42]. Although suggested as tumor
suppressor gene, and downregulated in some oncogene-
transformed and tumor-derived cells [31], overexpression
of CAV1 has been found in prostate and esophageal can-
cer [43-45]. Moreover, re-expression of CAV1 at latter

stages of tumor development has been described in
human and mouse prostate adenocarcinomas [41], a sce-
nario that could resemble chemotherapy resistance.
Indeed, Bender et al. [46] found significantly higher levels
of CAV1 in MTX resistant HT29 clones. We have con-
firmed the implication of CAV1 in MTX resistance in our
HT29 cell line.

Nevertheless, as Benimetskaya and collaborators observed
with PKCo. [47], downregulation of a gene alone may be
insufficient to completely chemosensitize the cells. There-
fore, we considered a combination therapy in order to
improve MTX sensitivity. As shown in figure 5, the combi-
nation of siRNAs against CAV1, ENO2 and PKCa sensi-
tizes the cells toward MTX, and the effect is improved by
the additional downregulation of DHFR. The effects of the
triple or the quadruple combinations, however, are not
the sum of the effects caused by each single siRNA. This
probably reflects the difficulty of transfecting more than
one siRNA at 100 nM each. Indeed, the mRNA levels for
the four genes after the combination treatment were not
as reduced as with the single treatments. In the case of all
treatments performed in the resistant cells, probably the
overexpression by amplification of the dhfr locus was pow-
erful enough to mask the effects of the siRNAs used.

Not only the overexpression of some genes may cause the
resistance phenotype. One of the most underexpressed
genes that we confirmed to be clearly lost in our HT29
MTX-resistant cells is E-cadherin. In fact, loss of E-cadherin,
frequently observed in epithelial tumors, has been associ-
ated with tumor progression [48,49] and is considered a
crucial event that favors metastasis and invasiveness
[50,51]. In addition, the mRNA levels of E-cadherin in
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Figure 6

Determination of mRNA levels and cytotoxicity upon overexpression of E-cadherin. Cells were treated with
increasing amounts of an expression plasmid encoding for E-cadherin (pBATEM2-CDH). Forty-eight hours after the treatment,
mRNA levels were determined in HT29 sensitive (A) and MTX-resistant cells (B). Three independent experiments were per-
formed and results are expressed as percentages referred to untreated cells. Values are the mean * SE. Simultaneous experi-
ments of cells transfected with pBATEM2-CDH were treated with MTX 48 h after transfection, and viability of both sensitive
(C) and MTX-resistant cells (D) was assessed after 5 days from the beginning of the treatment by the MTT assay. The mean
value * SE of three independent experiments is depicted. An empty plasmid was used as negative control both for mRNA lev-
els and cytotoxicity determination.
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Table 3: mRNA levels upon treatment with siCAV| and pBATEM2-CDH.

Treatment

siCAVI + pBATEM2-CDH
siCAVI + pBATEM2-CDH

Cell line

HT29 sensitive
HT29 resistant

CAVI E-cadherin
218+ 1.9 2523 +35
25.6 £ 0.2 199.7 £ 16.9

Transfection experiments combining the siRNA against caveolin | (siCAV1) and the expression plasmid for E-cadherin (pPBATEM2-CDH) were
performed both in HT29 sensitive and MTX-resistant cells. Forty-eight hours later, mRNA levels for the two genes were determined in both cell
lines by RT-Real-Time RCR. Results are expressed as percentages of mRNA referred to untreated cells (mean * SE) of at least 3 independent

experiments.

adenocarcinoma are 2-fold lower than in normal colon
cells [52]. Thus, there is a functional correlation between
E-cadherin levels and malignancy. It has been described
an event of loss of heterozygosity at the 16.1q chromo-
some band in most human prostate cancers, where E-cad-
herin is located [53], which is associated with tumor grade,
advanced clinical stage and poor survival [54]. Our exper-
iments show a decrease of 3-fold in E-cadherin levels in
resistant cells and also that a mild overexpression of E-
cadherin causes a higher sensitivity toward MTX. One has
to be cautious, however, about the expression levels of E-
cadherin since an increase of more than 3-fold in any of
both cell lines caused a reduction in cell viability. This is
in accordance with the experiments of Derksen et al. [55]
that suggested that loss of E-cadherin could play a causal
role in the acquisition of anoikis resistance, as parental
mammary cells lacking E-cadherin survived while re-
expression of the gene caused apoptosis [55]. Previous
works show that loss of E-cadherin in either skin or mam-
mary epithelium does not induce tumor formation [55].
Thus, an overall view of the events occurring in our HT29
cells resistant to methotrexate is needed.

It has been shown that activated PKCa translocates from
the nucleus to the membrane [56], where it associates
with caveolae [57,58], and regulates the function and for-
mation of such biological structures. PKCa has been
described to directly interact with CAV1. The union is per-
formed between the caveolin 1 scaffolding domain pep-
tide and PKCa caveolin 1 binding motif [59]. Further,
activation of PKCa by phorbol esters dislocates the
enzyme from caveolae. All these observations indicate
that PKCa interacts functionally with this membrane
structures. Moreover, PKCo has been proposed to be
involved in the rearrangement of the cytoskeleton. Masur
et al. showed that a high level of PKCa expression plus a
low E-cadherin level predicts an elevated migratory activ-
ity of colon carcinoma cells, which could be derived more
easily to metastasis [56]. Lahn et al. speculate that PKCa.
overexpression may represent an important cellular event
leading to enhanced tumor progression, as they con-
cluded that MCF-7 breast cancer cells transfected with
PKCa had reduced expression of E-cadherin and B-cat-
enin, resulting in a loss of cell-cell adhesion and thus in a
more aggressive tumor phenotype [38].

Specific protein-protein interactions between CAV1 and
other proteins have been proposed to regulate cell signal-
ing [57,60]. Indeed, CAV1 is known to control cell prolif-
eration and viability by inhibiting expression of survivin,
a member of the IAP (inhibitor of apoptosis) family via a
transcriptional mechanism involving the B-catenin-Tcf/
Lef-1 pathway [16]. One of the possible locations of B-cat-
enin is within a complex with E-cadherin in the adherence
junctions, specialized cell-cell adhesion sites that link the
cadherin molecules to the actin microfilaments [61]. E-
cadherin promotes co-localization and co-imunoprecipi-
tation of CAV1 with B-catenin, as well as inhibition of f-
catenin-Tcf/Lef-1 dependent transcription of a wide vari-
ety of genes regulated by this pathway, among which sur-
vivin is found. However, the ability of CAV1 to regulate
survivin expression and cell proliferation is severely
impaired in metastasic cancer cells lacking E-cadherin
[16]. If E-cadherin is lost, B-catenin is not retained in the
plasma membrane and can be then translocated into the
nucleus [62], thus activating Tcf/Lef-1 transcription fac-
tors-mediated expression of genes implicated in cell pro-
liferation and tumor progression [50]. E-cadherin has
been shown to be an important permissive element in
defining the functions of CAV1, since several characteris-
tics potentially relevant to CAV1 function as a tumor sup-
pressor are compromised in E-cadherin-deficient HT29
cells [16]. A diagram showing all these relations is pre-
sented in Figure 8.

Our results show that HT29 cells can be well sensitized
toward MTX by simultaneous treatment with siCAV1 and
PBATEM2-CDH. Importantly, we can revert the resistant
scenario by reducing the levels of caveolin 1 and by over-
expressing E-cadherin simultaneously in the resistant
cells, demonstrating the roles that play both genes in MTX
resistance.

Conclusion

We demonstrate that, aside from dhfr, the contribution of
the 5q14 co-amplified genes to MTX resistance is small in
HT29 colon cancer cells. On the other hand, we have
identified genes deregulated in MTX resistant cells and
have demonstrated a role for caveolin 1, E-cadherin, eno-
lase 2 and PKCa in MTX resistance. Very importantly, the
concomitant knocking down of CAV1 with overexpres-

Page 13 of 17

(page number not for citation purposes)



BMC Medical Genomics 2008, 1:35 http://www.biomedcentral.com/1755-8794/1/35

100

% viability
D (2] [0
o o o

n
o

0

siCAV1 - - + + - - + +
pBATEM2-CDH - - - - + + o+ +
MTX - + - + - + - +

B

100

80

o2}
o

% viability

N
o

20

0

siCAV1 - - + + - - + +
pBATEM2-CDH - - - - + + 4+ +
MTX - + - + - + - +

Figure 7

Effect of combining the siRNA against CAV | and the expression plasmid for E-cadherin. One hundred nanomolar
siRNA against CAVI and | g of the expression plasmid for E-cadherin were transfected in both sensitive (A) and resistant (B)
HT29 cells. MTX was added 48 hours after transfection and the MTT assay was used to determine cell viability. Results are
expressed as percentages referred to untreated cells. Values are the mean of three independent experiments + SE.
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Scheme for HT29 sensitive and MTX-resistant cells. A diagram is presented showing the compartment localization of
CAVI, E-cadherin (E-CDH) and B-catenin (-CAT) in HT29 sensitive cells (with E-cadherin) and MTX-resistant cells (without
E-cadherin, gene loss) and the effects caused by this differential situation. In the sensitive cells, 3-catenin is located in the adher-
ence junctions within a complex with E-cadherin. CAV| co-localizes with B-catenin in these complexes, interfering in 3-CAT
signaling. If E-cadherin is lost, as in the resistant cells, $-catenin is not retained in the plasma membrane and then can be translo-
cated into the nucleus, thus activating Tcf/Lef-1 transcription factors-mediated expression of genes implicated in cell prolifera-

tion and tumor progression.

sion of E-cadherin in HT29 resistant cells markedly
reduced cell viability.
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4.3- ARTICLE III:

Networking of differentially expressed genes in human cancer cells resistant to

methotrexate

Elisabet Selga, Carlota Oleaga, Cristina de Almagro, Véronique Noé & Carlos J.
Ciudad

Manuscrit en revisio.

Paral-lelament als estudis d'expressi6 genica diferencial realitzats a les cel-lules HT29
resistents al MTX, ens vam proposar realitzar el mateix tipus d'aproximacié en altres
linies cel-lulars tumorals humanes. Es van escollir: una segona linia cel-lular de cancer
de colon (Caco-2), dues linies de cancer de mama (MCF-7 i MDA-MB-468), una linia
de cancer de pancrees (MIA PaCa-2), una linia de leucémia mieloide cronica (K562) i

una linia d'osteosarcoma (Saos-2).

Un cop generades les corresponents linies resistents al MTX a partir de les respectives
cel-lules parentals, i realitzat el procés d'hibridacié als microarrays d'Affymetrix que
comprenen el genoma huma complet, es va procedir a I'analisi dels resultats amb el

programa informatic GeneSpring GX v 7.3.1.

Es va realitzar una analisi d'agrupament jerarquic (hierarchical clustering) amb totes les
mostres de cadascuna de les linies cel-lulars, tan sensibles com resistents. La
representacié derivada d'aquest tipus d'analisi (Figura 1) ens va permetre comprovar que
les linies representatives d'un mateix tipus cel-lular (cancer de colon i cancer de mama)
mostraven uns patrons d'expressié més semblants entre elles que amb les linies d'altres
origens cel-lulars. Aixi mateix, també vam poder observar que era més semblant
I’expressi6 geénica entre les cel-lules sensibles i resistents d’una mateixa linia cel-lular

que entre linies diferents.

L'inic gen diferencialment expressat comu a totes les linies cel-lulars estudiades va

resultar ser la diana d'accié del MTX, la DHFR. Per tant, es va realitzar en primer lloc
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un estudi de 1’estat d'aquest gen a les cel-lules resistents, tan a nivell d'mRNA, de
proteina, com de nimero de copies de DNA genomic. Es va confirmar la sobreexpressié
de la DHFR a les cel'lules resistents i es va determinar que aquest gen estava amplificat
només a les dues linies cel-lulars de cancer de colon aixi com en la linia de mama MCF-

7 ien lalina de pancrees MIA PaCa-2.

El fet que les linies cel-lulars d'igual origen tissular compartissin patrons d'expressié
semblants, ens va motivar a buscar els gens comuns diferencialment expressats en linies
de cancer de colon, linies de cancer de mama i a les altres tres linies cel-lulars
estudiades. Les llistes de gens comuns obtingudes (Taula 1) es van utilitzar per generar
xarxes d'associacié biologica (biological association networks, BANs; Figura 2).
Aquests BANs van evidenciar gens que representaven els nodes de resposta de
I’expressié geénica associada a la resistencia al MTX. Concretament, es va observar el
gen DKK1 com a node en linies de colon, les UGT1A en linies de mama i I'EEF1A1
com a gen comu entre les altres tres linies cel-lulars d'estudi. Es va generar un BAN que
incloia tots els gens presents en qualsevol de les llistes de gens diferencialment
expressats (Figura 3). Els tres gens préviament obsevats van resultar també nodes

d'aquest nou BAN, pel que es van seleccionar per a la seva validacié funcional.

La transfecci6 d'siRNAs dirigits contra cadascuna de les dianes escollides conjuntament
amb MTX va causar una sensiblitzaci6 de les cel-lules vers el MTX (Figura 4), fent

palesa la contribucié del DKK1, de les UGT1A i del EEF1A1 en la resisténcia al MTX.

En resum, en aquest treball vam demostrar la utilitat dels metodes d'integracié de
resultats, com les analisis d'agrupament jerarquic i sobretot la construccié de xarxes
d'associaci6 biologica, per a la identificaci6 de dianes potencials per al tractament

quimioterapeutic.
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Abstract

Background
The need for an integrated view of all data obtained from high-throughput

technologies gave rise to network analyses. These are especially useful to rationalize
phenomena in terms of how external perturbations propagate through the expression
of genes. To address this issue in the case of drug resistance, we constructed
Biological Association Networks of genes differentially expressed in cell lines
resistant to methotrexate (MTX).

Results

Seven cell lines representative of colon cancer, breast cancer, pancreatic cancer,
leukemia and osteosarcoma were used. The differential expression pattern between
sensitive and MTX-resistant cells was determined by microarrays covering the whole
human genome and analyzed with the GeneSpring GX v7.3.1. Genes commonly
deregulated in colon cancer were subject of Biological Association Networks
construction. Dikkopf homolog-1 (DKK1) was a clear node of this network, and
functional validations of this target using a siRNA showed a chemosensitization
toward methotrexate. Members of the UDP-glucuronosyltransferase 1A (UGT1A)
family formed a network of differentially expressed genes in both breast cancer cell
lines studied. siRNA treatment against UGT1A showed also an increase in
methotrexate sensitivity. Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 (EEF1A1)
was a gene commonly overexpressed in pancreatic cancer, leukemia and
osteosarcoma cell lines, and siRNA treatment against EEF1A1 produced a

chemosensitization toward methotrexate.



Conclusions
Biological Association Networks identified DKK1, UGT1As and EEF1A1 as

important gene nodes in MTX-resistance. Treatments using iRNA technology against

these three genes show chemosensitization toward methotrexate.



Background
The high amount of information obtained with high-throughput technologies like

expression microarrays needs to be processed in order to be comprehensible for
molecular biologists. In this regard, many computational methods have been
developed to facilitate expression data analysis. Gene clustering, gene ontology
analysis and pathway analysis are commonly used [1, 2]. Pathways are diagrams
manually generated representing the knowledge on molecular interactions and
reactions [3] and can be used to visualize the involvement of the differentially
expressed genes in specific molecular, cellular or biological processes. However, the
complexity of higher organisms cannot be explained solely by a separate number of
parts [4]; in the organisms, pathways never exist in isolation, they are part of larger
networks, which are more informative and real [5]. Gene networks are capable of
describing a large number of interactions in a concise way, and provide a view of the
physiological state of an organism at the mRNA level. Biochemical networks can be
constructed at several levels and can represent different types of interactions.
Literature mining allows the extraction of meaningful biological information from
publications to generate networks [6]. Taking into account the progress in gene
expression profiling, elucidating gene networks is an appropriate and timely step on
the way to uncovering the complete biochemical network of a cell line.

In this work, we used Biological Association Networks as a tool to define possible
targets for gene therapy in combination with methotrexate. A role in MTX resistance
has been established for the three node-genes selected, namely DKK 1, UGT1As and

EEF1AL.



Results

Genes deregulated in Methotrexate resistant cancer cell lines.

In a previous report, we analyzed the differential gene expression between sensitive
and MTX-resistant cells from the human colon cancer cell line HT29 [7]. In the
present work we extended the study of the gene expression profiles associated to
MTX resistance by including 6 more MTX-resistant cell lines. These represented, in
addition to colon cancer (CaCo2), breast cancer (MCF-7 and MDA-MB-468),
pancreatic cancer (MIA PaCa-2), erythroblastic leukemia (K562) and osteosarcoma
(Sa0s-2). Total RNA was extracted for the seven pairs of sensitive and MTX-resistant
cell lines, and the expression profile of the 47,000 transcripts and variants included in
the HG U133 PLUS 2.0 microarray from Affymetrix was compared between each
parir by using GeneSpring GX software v7.3.1. Upon normalization and statistical
filtering, lists of 2 fold differentially expressed genes were built as described in
M&M. These lists are presented as additional files 1-7. The data discussed in this
report have been deposited in GEO.

Hierarchical clustering of genes and cell lines.

We compared the gene expession patterns of all the studied cell lines at a time. Lists
of genes bearing a p-value of 0.05 including Benjamini and Hochberg false discovery
rate were generated for each cell line, and hierarchical clustering in GeneSpring GX
was used to construct both a gene tree and a sample tree (Figure 1), as described in
Methods. Two facts can be extracted from this representation: I) there is a high
correlation between cell lines sharing the same tissue origin. The two colon cancer
cell lines studied (HT29 and Caco-2) are more highly correlated in gene expression

with each other than with the other cell lines. The breast cancer cell lines studied



(MCF-7 and MDA-MB-468) behave similarly, although the degree of correlation is
slightly lower than with colon cancer cell lines. The other three cell lines studied
(MIA PaCa-2, K562 and Saos-2) behave differently from the colon or the breast
cancer cell lines, and thus cluster apart from them; and II) the sensitive and resistant
cells of each cell line are more correlated in gene expression with each other than with
any other sample or cell line.

DHFR status in all cell lines studied.

As DHEFR is the target for MTX action, and as it was upregulated in MTX-resistant
cells, we validated its overexpression in all cell lines studied. RT- Real-Time PCR
was used to quantify its mRNA levels, and DHFR protein levels were determined by
Western Blot in both sensitive and MTX-resistant cell lines (Table 2). Copy number
determination revealed dhfi amplification only in HT29, Caco-2, MCF-7 and MIA
PACA-2 resistant cells (Table 2).

Identification of genes in common between cell lines of the same tissue origin.
Venn diagrams were used to compare the lists of 2 fold differentially expressed genes.
Lists of overexpressed and underexpressed genes were compared separately in order
to find the same expression patterns between the cell lines compared (e.g. genes
overexpressed in both cell lines). Comparisons were performed to find common genes
between both colon cancer cell lines, and between both breast cancer cell lines studied
(Table 1, A & B, respectively). Extra comparisons were made in order to find
common genes among MIA PaCa-2, K562 and Saos-2 (Table 1, C).

Detection of nodes upon BANs generation.

Biological Association Networks (BANs) were generated as described in Methods
with the lists of differentially expressed genes in common between both colon cancer

cell lines, both breast cancer cell lines and among the pancreas cancer, leukemia and



osteosarcoma cell lines (Figure 2, A, B & C, respectively). BAN generation with
differentially expressed genes in colon cancer evidenced DKKI1 as a clear node of this
network, UGT1A family members formed a network of differentially expressed genes
in breast cancer, and EEF1 A1 was commonly overexpressed in pancreatic cancer,
leukemia and osteosarcoma. A BAN was constructed including all the genes of the
three lists of differentially expressed genes (Figure 3). DKK1, UGT1A and
EEF1Alseemed to be important nodes of this newly constructed network, and thus
were selected for further studies.

Effect on methotrexate sensitivity of siRNAs designed against node genes.
Given that DKK 1, UGT1As and EEF1A1 were overexpressed in cells resistant to
MTX, we investigated the role of decreasing its mRNA on the sensitivity to this
chemotherapeutic agent. HT29 and MDA-MB-468 cell lines were used as model of
colon and breast cancer, respectively. MIA PaCa-2 cells were selected among the
other three cell lines as model to test for the siRNA effects. Treatment with 100 nM
siDKK1 (the siRNA against DKK1 mRNA) increased the sensitivity of HT29 cells
towards MTX by about 35% (Figure 4A). Treatment with 100nM siUGT1A (the
siRNA against UGT1As) produced an increase in MDA-MB-468 cells sensitivity
toward MTX of about 25% (Figure 4B). siEEF1A1 was also effective; treatment with
30nM of this siRNA against EEF1A1 increased the sensitivity of MIA PaCa-2 cells
toward MTX by about 30% (Figure 4C).

A non-related siRNA was used as negative control in all the experiments.
Transfection of this siRNA was performed in parallel with the other siRNAs, and was

used to normalize the results.



Discussion
In this study, we determined the patterns of differential gene expression associated to

methotrexate resistance in seven human cancer cell lines, representative of five tissue
origins. Hierarchical clustering of all samples evidenced that cell lines representative
of the same tissue type displayed more similar patterns of gene expression between
them than with those of the other cell lines. Additionally, we could also observe that
the sensitive and MTX resistant partners of each cell line were more highly correlated
in gene expression with each other than with any other sample or cell line. This latter
behaviour is in accordance with other reports showing that two breast tumour samples
of the same patient before and after treatment with doxorubicin pair together in a
hierarchical clustering [8]. Moreover, the same authors showed that a metastasis and a
primary tumour were as similar in their overall pattern of gene expression as were
repeated samplings of the same primary tumour, and thus proposed that the molecular
program of a primary tumour may generally be retained in its metastases. Similar
results were obtained with leukaemic cells from patients [9].

Overall, the only differentially expressed gene in common among the cell lines
studied was DHFR. Its overexpression, both at the mRNA and at the protein level,
was confirmed in the MTX-resistant cells studied. The mRNA upregulation can be
explained either by gene amplification of the dhfr locus, a well recognized mechanism
for MTX resistance [10-12] or by an increase of the dhfi transcription rate. In
accordance with this, HT29, CaCo-2, MCF-7 and MIA PACA-2 resistant cells display
an increased dhfir copy-number. Indeed, amplification of the 5q14 /ocus, including
dhfr and flanking genes, has been described in HT29 MTX-resistant cells [7]. On the
other hand, the other cell lines studied bear no changes in DHFR copy-number. Thus,

drug resistance in MDA-MB-468, K562 and Saos-2 cells may obey to any of the other



known mechanisms for MTX resistance [13-17]. Additionally, one has to take into
account that MTX causes the differential expression of many genes that may be direct
or indirect regulators of cell proliferation, survival or apoptosis, and that this
expression pattern can contribute to modulate the resistance phenotype. As described
in this work, the overexpression of DKK1, UGT1As or EEF1Alcould represent a
mechanism, parallel to DHFR overexpression, that plays a role in MTX resistance,
and the possible contribution of the overexpression of each one of those genes is
addressed below.

Interestingly, the gene expression pattern for both colon cancer cell lines was very
similar, fact that was also applicable to the expression patterns found in the breast
cancer cell lines studied. Sets of coordinately expressed genes are gene expression
signatures where to find targets suitable for gene therapy. Thus, we searched for genes
sharing the same expression patterns in the two colon cancer cell lines. Thirty-two
genes were commonly overexpressed and twenty-six genes were underexpressed in
both cell lines. The list of overexpressed genes included, among others, DHFR, the
target for MTX action, two members of the AKR family, that we had previously
studied as modulators of MTX resistance [18] and DKK1. BAN construction using
genes differentially expressed in colon cancer, both over and underexpressed,
identified DKK1 as a clear node of the network, and thus could be a druggable gene.
DKKI1 (Dikkopf homolog 1) is a secreted protein that is involved in embryonic
development [19] and is classically considered to function as an inhibitor of the
canonical Wnt signaling pathway [20] (see [21] for a review). However, DKK1 does
not take an active part in Wnt / 3-catenin pathway in colon cancer cells as mutation of
APC (adenomatous polyposis coli, one of the components of Wnt pathway) occurs in

most human colon cancers [22, 23], thus disconnecting the effector part of the



signaling cascade from the Wnt receptors, where DKK1 plays its inhibitory effect [24,
25]. This situation led us to the idea that DKK1 could have other cellular functions
aside from its role in Wnt pathway. Indeed, a role for DKK 1 overexpression in cancer
[19], including hepatobastomas [26] and breast cancer bone metastasis [27],
aggressive tumors, epithelial-mesenchymal transition [28] and proliferation [29] has
been previously stated, although its precise mechanism of action has not been
elucidated yet. In the case of HT29 MTX-resistant cells, the role of DKKI is not clear
either, although it seems to be related to the resistant phenotype, since treatment with
the siRNA against DKK1 mRNA showed a chemosensitization toward MTX. In
keeping with this, Katula and collaborators showed that folate defficiency led to the
downregulation of DKK1, and that MTX inhibited DKK1 transcription [30]. Thus,
DKK1 overexpression in HT29 MTX-resistant cells could constitute a mechanism to
overcome the transcriptional repression exerted by MTX. It is worth noting that we
had previously proposed the activation of Wnt / 3-catenin pathway to be an important
step in MTX resistance in HT29 colon cancer cells [7], where E-Cadherin is lost and
underexpressed, thus allowing B-catenin to play its function in gene transcription.
Interestingly, DKK1 is transcriptionally regulated by Wnt / $-catenin signaling. Thus,
constitutive activation of this signaling pathway through B-catenin, downstream of
APC, could represent a mechanism for DKK1 overexpression in HT29 MTX-resistant
cells.

UGT1As were the only common genes differentially expressed in both breast cancer
cell lines. UDP-glucuronosyltransferases are a family of membrane glycoproteins that
come from one single gene located on chromosome 2q37, rendering nine functional
UGTI1A proteins by alternative splicing of 13 different first exons with the common

exons 2-5 [31]. UGTs are involved in phase II metabolism of a wide range of



metabolites, both endogenous and exogenous [32]. Glucuronidation is an important
metabolic process, as it carries out the biotransformation of lipophilic substrates into
hydrophilic glucuronides, which can be more easily removed from the body. Among
the different products that can undergo glucuronidation we can find analgesics, sex
hormones, flavonoids, rifampicin, bilirubin and tobacco-specific carcinogens [33, 34].
Some anticancer drugs, such as topotecan, irinotecan, SN-38 (the active metabolite of
irinotecan), doxorubicin and 4-hydroxytamoxifen, have also been described to be
substrates of UGT1A activity [35-40]. Metabolism by UGT1A members has been
described to induce resistance toward daunorubicin (both in cell lines and in rat
hyperplastic liver nodules) [41, 42], mycophenolic acid [43, 44], mitoxantrone [45],
SN-38 [46, 47], camptothecin [48] and toward other drugs [49, 50]. Indeed, drug
inactivation by metabolism within tumour cells is recognized as an important
mechanism of drug resistance, and specifically, glucuronidation by UGT enzymes has
been proposed to contribute to multidrug resistance of several chemotherapeutic drugs
[49]. It is tempting to hypothesize that MDA-MB-468 MTX-resistant cells could use
MTX as substrate, but from our results we can only point out a role for UGT1As in
MTX resistance in this breast cancer cell line.

EEF1A1 was a gene overexpressed in common among MIA PaCa-2, K562 and Saos-
2 resistant cell lines. EEF1A1 is a ubiquitously expressed protein elongation factor
that recruits amino-acetylated tRNAs to the A site of the ribosome (see [51] for a
review). Although it has traditionally been described as cellular housekeeper enzyme,
overexpression of EEF1A1 is found in melanomas and tumours of the pancreas,
breast, lung, prostate and colon [51, 52]. It has been demonstrated that EEF1A
expression is related to increased cell proliferation [53, 54], oncogenic transformation

[55], delayed cell senescense [56] and metastasis [57]. Moreover, increased EEF1A1



expression has been related to cisplatin [58], doxorubicin [59] or MTX resistance
[60], maybe as a cause of its ability to inhibit apoptosis [61]. It has been proposed that
EEF1A overexpression promotes cell growth and replication by contributing to an
overall increase in protein translation. Antisense-mediated abrogation of EEF1A1
expression inhibits tumorigenesis and anchorage-independent cell replication in
prostate tumour cells [62]. Our functional analyses using siRNA technology against
EEF1A1 are in keeping with the latter results, and show a chemosensitization of MIA
PaCa-2 cells, thus stating a role for EEF1A1 in MTX resistance in this cell line.

In summary, our results show that node-genes can be identified by constructing BANs
with lists of genes differentially expressed in common between cell lines resistant to
MTX. RNAI technology allowed us to demonstrate a role for DKK1, UGT1As and

EEF1A1 in MTX resistance.



Conclusions
Different biological association networks (BANs) have been constructed using genes

in common between differentially expressed RNAs identified in cells resistant to
MTX from seven human cancer cell lines from five tissue origins. We have been able
to detect important nodes in the BANs, namely DKK1 in colon cancer cells, UGT1As
in breast cancer cells and EEF1A1 in pancreatic cancer, leukemia and osteosarcoma.
Functional validations of these genes by using siRNAs against their respective

mRNAs showed an increased sensitivity toward MTX.



Methods

Cell Lines
Cell lines representative of 5 types of human cancer were used: HT29 and Caco-2 of

colon cancer, MCF-7 and MDA-MB-468 of breast cancer, MIA PaCa-2 of pancreatic
cancer, K562 of chronic mielocytic leukemia, and Saos-2 of osteosarcoma. Resistant
cells were obtained in the laboratory upon incubation with stepwise concentrations of
MTX (Lederle) as previously described [18]. HT29, Caco-2 and K562 resistant cells
were able to grow in 10°M MTX; MIA PaCa-2, Saos-2, MCF-7 and MDA-MB-246
were resistant to 10°M MTX.

Cell Culture

Human cell lines were routinely grown in Ham's F12 medium supplemented with 7%
foetal bovine serum (FBS, both from Gibco) at 37°C in a 5% CO, humidified
atmosphere. Resistant cells were routinely grown in selective DHFR medium (-GHT
medium, GIBCO) lacking glycine, hypoxanthine and thymidine, the final products of
DHEFR activity. This medium was supplemented with 7% dialyzed foetal bovine
serum (GIBCO).

Microarrays

Gene expression was analyzed by hybridization to the GeneChip® Human Genome
U133 PLUS 2.0 from Affymetrix, containing over 47,000 transcripts and variants.
Total RNA for oligo arrays was prepared from triplicate samples of every sensitive
and resistant cell line using the RNAeasy Mini kit (Qiagen) following the
recommendations of the manufacturer. Labeling, hybridization and detection were

carried out following the manufacturer’s specifications.



Microarray data analyses
Independent analyses were performed for each pair of sensitive and resistant cells.

Quantification was carried out with GeneSpring GX software v 7.3.1 (Agilent
Technologies), which allows multi-filter comparisons using data from different
experiments to perform the normalization, generation of restriction lists and
functional classifications of the differentially expressed genes. Normalization was
applied in two steps: 1) “per Chip normalization” by which each measurement was
divided by the 50th percentile of all measurements in its array; and ii) “per Gene
normalization” by which all the samples were normalized against the median of the
control samples (sensitive cells). The expression of each gene was reported as the
ratio of the value obtained for each condition relative to the control condition after
normalization of the data. Then, data were filtered using the control strength, a control
value calculated using the Cross-Gene Error Model on replicates [63] and based on
average base / proportional value. Measurements with higher control strength are
relatively more precise than measurements with lower control strength. Genes that did
not reach this value were discarded. Additional filtering was performed to determine
differentially expressed genes. A restriction t-test p-value of less than 0.05 including
multiple testing correction (Benjamini and Hochberg false discovery rate) was
applied. The output of this analysis was then filtered by fold expression, to
specifically select those genes that had a differential expression of at least 2-fold. The
same protocol was followed for data analyses of each pair of sensitive and resistant
cell lines, and a list of 2-fold differentially expressed genes was generated for each of

the comparisons.



Common genes between cell lines
The lists of genes differentially expressed by 2-fold with a p-value < 0.05 including

multiple testing correction for each cell line were split in overexpressed and
underexpressed genes. Comparisons of lists of overexpressed genes were performed
among them by using Venn Diagrams in GeneSpring. Lists of underexpressed genes
were also compared among them using the same approach. All lists were compared in
pairs and lists of genes in common between each pair were generated. This procedure
allowed us to find differentially expressed genes that followed the same pattern (e.g.
overexpressed in the cell lines compared) in colon cancer, in breast cancer or in the
other three cell lines studied (pancreas cancer, leukemia and osteosarcoma).

BANSs generation

The lists of common genes between both colon cancer cell lines, between both breast
cancer cell lines, and among the other three cell lines studied were used to construct
Biological Association Networks (BANs) with the aid of Pathway Architect software
(Stratagene-Agilent). This software package uses a natural processing algorithm to
extract knowledge from known molecular interactions. Expanded networks were
constructed for each list by setting an advanced filter that included the categories of
binding, expression, metabolism, promoter binding, protein modification and
regulation. Only proteins were represented. Overlapping of the expression levels was
also performed. An additional BAN was constructed with all genes of the three lists of
common genes, by setting the same parameters as listed above.

Transfection of siRNAs against selected genes.

HT29 cells (30,000) were plated in Iml of -GHT medium and transfection was
performed eighteen hours later. For each well, Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) in
100 pl of serum free -GHT medium was mixed in Eppendorf tubes with 100nM of

siRNA in 100 pl of serum free -GHT medium. The mixture was incubated at room



temperature for 20 min before addition to the cells. MTX (2x10°® M) was added 48
hours after siRNA treatment and MTT assays [64] were performed after 3 days from
MTX addition. Treatment of MDA-MB-468 and MIA PaCa-2 cells was performed
following the same protocol but using Metafectene™ (Biontex). A non-related
siRNA was used as negative control. It was transfected in parallel with the other
siRNAs, and used to normalize the results.

The siRNAs were designed using the software iRNAi. Among the possible
alternatives, sequences rich in A/T on the 3’ of the target were chosen. Then, BLAST
resources in NCBI were used to assess the degree of specificity of the sequence
recognition for these siRNAs. We only selected the siRNAs that reported the target
gene as the only mRNA hit, or some family members, in the case of siUGT1A. The

sequences for the sense strand of all siRNAs used are available in Table 3.

Heat map generation

A global comparison of all cell lines was also performed using GeneSpring GX v
7.3.1. The triplicate samples for each condition in each of the seven cell lines were
imported into one single experiment. Normalization was performed in two steps: “per
Chip normalization” (as described above) and “per Gene normalization” by which the
samples were normalized against the median of all samples. A list was generated
including those genes with a t-test p-value of less than 0.05 including multiple testing
correction (Benjamini and Hochberg false discovery rate). These values must appear
in at least 2 out of the 7 cell lines. A hierarchical clustering method in GeneSpring
was used to group genes on the basis of similarity in the pattern with which their
expression varied over all samples. The distance matrix used was Pearson correlation,

and average linkage was used as clustering algorithm. The same clustering method



was used to group the cell lines on the basis of similarity in their patterns of gene
expression.

RT-Real-Time PCR

Gene mRNA levels were determined by RT-Real-time PCR. Total RNA was
extracted from cells using Ultraspec™ RNA reagent (Biotecx) following the
recommendations of the manufacturer. Complementary DNA was synthesized in a
total volume of 20 pl from RNA samples by mixing 500ng of total RNA, 125 ng of
random hexamers (Roche), in the presence of 75 mM KCI, 3mM MgCl12, 10 mM
dithiothreitol, 20 units of RNasin (Promega), 0.5 mM dNTPs (AppliChem), 200 units
of M-MLYV reverse transcriptase (Invitrogen) and 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.3.
The reaction mixture was incubated at 37°C for 60 min and the cDNA product was
used for subsequent Real-time PCR amplification using an ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) with 25ng of the cDNA mixture and the
assays-on-demand from Applied Biosystems: Hs00758822-s1 for DHFR and
Hs00356991-m1 for APRT.

Gene copy number determination

Genomic DNA from either sensitive or resistant cells was obtained with the Wizard™
Genomic DNA Purification Kit (Promega) following the manufacturer's
recommendations. One hundred nanograms of DNA and the assays-on-demand
Hs00758822-s1 for DHFR and Hs99999901-s1 for 18S were used for Real-Time PCR
amplification.

Preparation of total extracts for Western-blotting

Total extracts from cells, either sensitive or MTX-resistant, were used to assay DHFR
protein levels. Cells were washed twice with ice-cold PBS and scrapped in 200ml

lysis buffer (50mM Hepes, 500mM NacCl, 1.5M MgCl,, ImM EGTA, 10% Glycerol



(v/v), 1% Triton X-100 and Protease inhibitor cocktail). Cells were incubated in ice
for 1 hour with intermittent vortexing and then, centrifuged at 14,000 rpm at 4°C for
10 min. Five pl of the extract were used to determine protein concentration by the
Bradford assay (Bio-Rad). The extracts were frozen in liquid N; and stored at -80°C.
Fifty micrograms of both sensitive and resistant cells total extracts were resolved on
SDS 15%-polyacrilamide gels. Transference to PVDF membranes (Immobilon P,
Millipore) using a semidry electroblotter was followed with incubation with an
antibody against DHFR, and detection was accomplished by secondary horseradish
peroxidase-conjugated antibody and enhanced chemiluminescence, as recommended
by the manufacturer (Amersham). To normalize the results, blots were reprobed with

an antibody against Actin (Sigma).
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Figures

Figure 1 - Heat Map of differentially expressed genes.
Hierarchical clustering algorithm organizes the experimental samples only on the

basis of overall similarity in their gene expression patterns. To build the heat maps,
lists of differentially expressed genes with a t-test p-value of less than 0.05 including
multiple testing correction were generated for each cell line. A hierarchical clustering
method in GeneSpring GX v 7.3.1 was used to construct both the gene tree and the
sample tree, as described in methods. Data is shown in a matrix format: each row
represents a single gene, and each column represents a cell line. Red is used to colour
the overexpressed genes (expression levels over the median) and green is used to
highlight the underexpressed genes (expression levels under the median; see legend).
The pattern and length of the branches in the dendrograms reflect the relatedness of

the samples or the genes.

Figure 2 - BANs of differentially expressed genes in common between cell

lines.

The lists of common genes between both colon cancer cell lines, between both breast
cancer cell lines, and among the other three cell lines studied (representative of
pancreatic cancer, leukemia and osteosarcoma) were used to construct BANs with the
Pathway Architect software. Expanded networks were constructed for each list (A,
colon cancer; B, breast cancer; and C, other three cell lines) by setting an advanced
filter that included the categories of binding, expression, metabolism, promoter
binding, protein modification and regulation (see legend). Only proteins were
represented. Overlapping of the expression levels was also performed (red for

overexpressed genes and green for underexpressed genes; translucent genes were not

in the list and were added by the program from the interactions database). The BANs



presented show some node genes that were object of further studies (pointed with
arrows). DHFR is encircled in blue and surrounded with yellow dots.

Figure 3 - BAN of all common genes.

A BAN was constructed as previously described with all the genes included in any of
the three lists of common genes (encircled in blue). Genes added by the program from

the interaction database are not encircled. Node genes are pointed with arrows.

Figure 4 - Effects of treatments with siRNAs against DKK1, UGT1As or EEF1A1
on MTX sensitivity.

Treatment with siDKK1 was performed in HT29 cells (Figure 4A), siUGT1A was
transfected in MDA-MB-468 cells (Figure 4B) and the effects of sSiEEF1A1 were
screened in MIA PaCa-2 cells (Figure 4C). Treatments were performed as described
in Methods, and MTX was added after 48 h. Cell viability was determined after 3
days from MTX treatment. All results are expressed as percentages referred to the

negative control siRNA. Values are the mean of three independent experiments + SE.



Tables

Table 1 - Common genes between cell lines.

A
GenBank Gene Name Description Ratio HT29 Ratio Caco-2
Al144299 DHFR Dihydrofolate reductase 7.253 46.35
BC005238 FXYD3 FXYD domain containing ion transport regulator 3 7.238 2.2
BC003584 DHFR Dihydrofolate reductase 6.957 50.23
BC000192 DHFR Dihydrofolate reductase 6.886 38.31
NM 002380 MATN2 Matrilin 2 6.618 4.704
BUO078629  ZFYVEI6 Zinc finger, FYVE domain containing 16 6.064 22.73
NM 001975 ENO2 Enolase 2 (gamma, neuronal) 5.979 2.039
NM 017954  CADPS2 Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 5.601 2.271
AI991103 AXIIR Similar to annexin II receptor 5.145 2.03
NM 000791 DHFR Dihydrofolate reductase 4.71 21.17
U05598 AKRI1C2 Aldo-keto reductase family 1, member C2 4.627 10.15
M33376 AKRI1C2 Aldo-keto reductase family 1, member C2 4412 8.889
NM 012242 DKK1 Dickkopf homolog 1 4.252 2.561
NM 014867 KBTBDI11 Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11 4.217 2.14
AB037848 KIAA1427 Synaptotagmin XIII 4.126 9.561
NM 014733 ZFYVEI16 Zinc finger, FYVE domain containing 16 4.107 15.6
NM 001353  AKRICl1 Aldo-keto reductase family 1, member C1 3.937 8.867
NM 002439 MSH3 MutS homolog 3 3.868 4.004
S68290 AKRICI1 Aldo-keto reductase family 1, member C1 3.656 9.448
J04810 MSH3 MutS homolog 3 3.267 8.233
NM 000691 ALDH3A1 Aldehyde dehydrogenase 3 family, member Al 2.865 3.81
AlI718385 SLC26A2 Solute carrier family 26 member 2 2.758 2.017
NM 003069 SMARCAI SWI/SNF related, regulator of chromatin al 2.598 2.494
AB029026 TACCI Transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 2.346 3.898
NM 006283 TACCI1 Transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 2.307 3.256
AF188298 DAB2 Disabled homolog 2 2.292 2.111
NM 020299 AKRI1BI10 Aldo-keto reductase family 1, member B10 2.261 22.95
BC006471 MLLT11 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2.176 2.604
WO93554  SH3PXD2A SH3 and PX domains 2A 2.144 3.451
NM 014778 NUPLI Nucleoporin like 1 0.462 0.433
NM 006033 LIPG Lipase, endothelial 0.402 0.415
NM 012338 TMA4SF12 Transmembrane 4 superfamily member 12 0.39 0.383
NM 007150 ZNF185 Zinc finger protein 185 (LIM domain) 0.379 0.422
AB014605 MAGI2 Membrane associated guanylate kinase 0.377 0.304
AB033831 SCDGF Platelet derived growth factor C 0.35 0.347
NM 021021 SNTBI Syntrophin, beta 1 0.347 0.233
NM 021822 APOBEC3G  Apolipoprotein B, catalytic polypeptide-like 3G 0.303 0.0845
AB039791 ARPI11 Actin-related protein Arpl1 0.297 0.458




NM 013352 SART2 Squamous cell carcinoma antigen 0.217 0.312
NM 004362 CLGN Calmegin 0.214 0.197
AI912583 GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 (glioma) 0.213 0.452
719574 KRT17 Keratin 17 0.19 0.46
NM 003186 TAGLNI1 Transgelin 0.19 0.142
NM 014059 RGC32 Response gene to complement 32 0.167 0.441
BE872674 CLEC3A C-type lectin domain family 3, member A 0.153 0.238
NM 003212 TDGF1 Teratocarcinoma-derived growth factor 1 0.134 0.466
BC000069 RARRES2 Retinoic acid receptor responder 2 0.0704 0.331
AF110400 FGF19 Fibroblast growth factor 19 0.0661 0.263
NM 006851 GLIPRI GLI pathogenesis-related 1 0.0511 0.284
NM 006169 NNMT Nicotinamide N-methyltransferase 0.0382 0.239
AF208043 IFI16 Interferon, gamma-inducible protein 16 0.0286 0.384
BG256677 IFI16 Interferon, gamma-inducible protein 16 0.0238 0.403
NM 006169 NNMT Nicotinamide N-methyltransferase 0.0237 0.239
B
GenBank 1\(1;3 el:z Description Ratio MCF7 R;f[ll(;_z/;gA-
NM 019093  UGTI1A3  UDP glucuronosyltransferase 1, polypeptide A3 24.36 27.93
NM 000463  UGTI1A1  UDP glucuronosyltransferase 1, polypeptide Al 15.31 17.66
NM 021027  UGTI1A9  UDP glucuronosyltransferase 1, polypeptide A9 13.55 17.05
NM 001072  UGTI1A6  UDP glucuronosyltransferase 1, polypeptide A6 13.21 16.88
AV691323 UGT1Al  UDP glucuronosyltransferase 1, polypeptide Al 13.05 16.82
C
o Ratio MIA  Ratio  Ratio
GenBank Gene Name Description PaCa-2 K562 Saos-2
BC003584 DHFR Dihydrofolate reductase 16.97 17.78 4.063
BC000192 DHFR Dihydrofolate reductase 12.56 13.57 5.281
Al144299 DHFR Dihydrofolate reductase 12.1 9.452 8.943
NM 000791 DHFR Dihydrofolate reductase 9.661 6.761 5.565
BE622627 PIK3R3 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 5.227 2.087 4.435
AW469790  EEF1A1  Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 2.294 2.754 2.045
NM 012446 SSBP2 Single-stranded DNA binding protein 2 2.2 5.035 2.029
AF318326 APGI10L ATG10 autophagy related 10 homolog 2.084 7.392 2.191

The lists of genes differentially expressed by 2-fold with a p-value < 0.05 including

multiple testing correction were compared using Venn Diagrams in GeneSpring GX

software v 7.3.1. The lists of differentially expressed genes were compared between



HT?29 and Caco-2 cells (A), between MCF-7 and MDA-MB-468 cells (B) and among
MIA PaCa-2, K562 and Saos-2 cells (C). The tables include the GenBank numbers
for all genes, their respective common names and the associated description. The ratio
column corresponds to the fold change in expression of each gene relative to the

control.



Table 2 - Validation of DHFR overexpression and copy number in the different
cell lines.

Cell Line Micmifg’res\i‘;ﬁa tion Copy-number  Protein
HT29 7.1 10.8 £ 0.7 16.1 1.4 ++
Caco-2 46.7 49.7x1.1 83.4 x8.1 N/D
MCEF-7 31.1 332+0.7 58.1 0.8 -
MDA-MB-468 1.8 3.4 x0.1 0.9=x0.1 N/D
MIA PaCa-2 9.5 82=1.1 32222 4+
K562 9.4 9.8+0.2 1.9+0.1 -+
Saos-2 4.1 41=1.1 0.6 0.1 +

The overexpression of DHFR was confirmed at the levels of mRNA and protein by
RT-Real-Time PCR and western blot using specific antibodies, respectively. DHFR
expression levels are presented both as the values found in the microarrays and as
validated mRNA levels. DHFR copy-number was determined by Real-Time PCR.
Values are the mean (in fold change relative to the sensitive cells) of three

independent experiments + SE. N/D non-determined.



Table 3 - Sequences for the sense strand of all siRNAs used.

Gene siRNA name siRNA Sequence
DKK1 siDKK1 AGGTGCTGCACTGCCTATT
EEFIALI siEEF1A1 CGGTCTCAGAACTGTTTGT

UGTI1A family siUGT1A GTGCTGGGCAAGTTTACTT
- NR-siRNA TAAGGCTATGAAGAGATAC

The sequences for the sense strand of all the siRNAs used are provided next to the

names used to designate all them and the genes they are directed against.



Additional files

Additional file 1 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in HT29 cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in HT29 MTX-

resistant cells generated using GeneSpring software v 7.3.1. It includes the GenBank
numbers of all genes, their respective common names and the associated description.
The fold change values relative to the control (sensitive cells) are provided. The

differentially expressed transcripts corresponding to open reading frames, transcribed

sequences, cDNA clones or hypothetical genes were deleted.

Additional file 2 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in Caco-2
cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in Caco-2 MTX-

resistant cells generated as described in Additional file 1.

Additional file 3 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in MCF-7
cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in MCF-7 MTX-

resistant cells generated as described in Additional file 1.

Additional file 4 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in MDA-MB-
468 cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in MDA-MD-

468 MTX-resistant cells generated as described in Additional file 1.

Additional file 5 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in MIA PaCa-
2 cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in MIA PaCa-2

MTX-resistant cells generated as described in Additional file 1.



Additional file 6 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in K562 cells.
Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in K562 MTX-

resistant cells generated as described in Additional file 1.

Additional file 7 — Table of genes differentially expressed by 2 fold in Saos-2
cells.

Excel file containing the list of 2-fold differentially expressed genes in Saos-2 MTX-

resistant cells generated as described in Additional file 1.
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En aquesta memoria es presenta 1’estudi farmacogenomic de la resisténcia al MTX, dut
a terme mitjangant microarrays d’oligonucleotids que ens han permes la comparacié

dels nivells d’expressié genica de cel-lules sensibles i resistents al MTX.

El primer estudi, tot utilitzant la linia de cancer de colon HT29 com a model, va
evidenciar la sobreexpressié d’algunes aldo-ceto reductases (AKRs). Vam estudiar en
detall ’AKRI1CI, ja que corresponia a un dels gens que presentava uns valors
d’expressié diferencial més elevats de la familia, i uns valors d’expressié6 no
normalitzats més elevats que I’AKRI1C2. A més, la funcié atribuida a I’AKRICI,
metabolisme de xenobiodtics, esta més relacionada amb el procés de resisténcia que no

pas la categoria funcional de transport d’acids biliars en la qual s’inclou I’AKR1C2.

L’increment en els nivells d’mRNA i de proteina AKR1C1 a les cel-lules resistents van
resultar del mateix nivell, al voltant de set vegades respecte a les cel-lules sensibles, fet
que suggereix que la sobreexpressié del gen es déna com a conseqiiencia d’un

increment a nivell d’mRNA més que no pas per control traduccional. En aquest sentit,
s’ha descrit que les modificacions post-transcripcionals de I’AKR1C1 no afecten gaire
la seva activitat enzimatica (Mao, 1997). De totes aquestes observacions es pot
concloure que ’activitat de I’AKR1C1 en humans, tal com passa en rata (Zhong, 1998),
esta principalment lligada als nivells d’expressi6 del gen (Nakajima, 2003). L’increment
en ’'mRNA de I'AKRIC1 a les cel'lules resistents no és degut a un fenomen
d’amplificaci6 genica, a diferencia del que té lloc amb el gen dhfr. Aixi, ’augment en el
nimero de copies del gen dhfr (al voltant de 10 vegades més que en les cel-lules

sensibles) explica la sobreexpressié de la DHFR a les cel-lules resistents.

La manca de canvis a nivell de DNA per I’AKRIC1 podia suggerir una regulaci6
transcripcional. Experiments de gen reporter van evidenciar que existia una major

regulacié del promotor de I’AKRICI1 a les cel-lules resistents que a les sensibles al
MTX. La taxa de transcripcié d’un gen ve determinada per la interaccio de diverses
proteines reguladores (activadors i repressors transcripcionals) en seqiiéncies
especifiques de DNA compreses al promotor del gen (Wyrick, 2002). Per tal de
comprendre com aquestes proteines reguladores controlen la transcripcid geénica, és
necessari identificar els llocs putatius d’uni6 per aquests factors de transcripci6. Aixi,
vam identificar una caixa GC al promotor proximal de ’AKR1C1 que representava un
lloc potencial de regulaci6 transcripcional. La transfeccid transitoria de construccions
del promotor que incloien o no aquesta caixa ens va permetre comprovar que I’activacié

transcripcional de I’AKR1C1 en les cel-lules resistents era dependent, almenys en part,
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dels factors de transcripcié Spl i Sp3. Esta descrit que Spl i Sp3 presenten a la seva
estructura regions de dits de zinc semblants, que els permeten la uni6 al mateix tipus de
caixes GT i GC amb la mateixa afinitat (Hagen i suske, 1992). A més, el control
mitjangat per multiples factors de transcripcid és una de les caracteristiques importants
de la regulacio de la transcripcio en sistemes eucariotes (Chen, 2004). També vam

corroborar el paper d’Spl i Sp3 en la regulacié transcripcional de I’AKR1C1 a les

cel-lules resistents mitjancant experiments de retardacié de la mobilitat electroforetica.

Ja que no existien diferéncies de nivell de proteina Sp1 entre les cel-lules sensibles i les
resistents, i considerant que s’ha descrit que la forma fosforilada d’Spl mostra una
major unié al DNA que la forma no fosforilada (Noé, 2001), vam explorar 1’estat de
fosforilacié d’aquest factor de transcripcid en els dos tipus cel-lulars. Efectivament, la
major unié d’Sp1 a les cel-lules resistents podia ser deguda a un increment en 1’estat de
fosforilacié del factor de transcripcid, ja que la defosforilacié d’extractes nuclears
cursava amb un decrement de la seva unié. En aquesta direcci, vam comprovar si a les
dades del microarray constava expressié diferencial d’alguna de les quinases o de les
fosfatases conegudes que controlen ’estat de fosforilacié d’Spl (Chu, 2005). Entre les
quinases, la PKCo. estava sobreexpressada. Es interessant fer notar que aquesta quinasa
ja havia estat relacionada amb la resistéencia al MTX (Wang, 2007) a través d’un

mecanisme que involucra Spl (Noé, 2001).

Les nostres observacions estan d’acord amb estudis del promotor de I’AKRIC1 en
altres organismes. Hirabayashi i col-laboradors van demostrar que el promotor de
I'AKR1CI1 de ratoli esta principalment regulat per Spl i Sp3 a través d'una caixa GC
situada a -75 respecte I’inici de traduccié (Hirabayashi, 2004), que seria homologa a la
caixa GC analitzada en el promotor del gen huma. Aquests autors proposen la regulacié
dependent de les modificacions post-traduccionals conegudes que poden afectar aquests
dos factors de transcripci6, i conclouen que Sp3 és activador del promotor de ' AKRIC1
de ratoli, conclusié que també es deriva del nostre treball. Per altra banda, el promotor
de 'AKRI1CI1 de rata no presenta la seqiiencia d’unié per Sp, pel que la regulacié és

mitjangada per altres factors de transcripci6 (Zhong, 1998).

Amb la finalitat de simular la sobreexpressié de I’AKRI1C1 a les cel-lules resistents,
vam transfectar transitoriament un vector d’expressié per a aquest gen a les cel-lules
sensibles, fet que va resultar en un decrement en la sensibilitat vers el MTX. Aquest
resultat donava suport a la idea que 'AKR1C1 podria contribuir, almenys en part, al

fenotip resistent. De fet, s’ha descrit que la transfeccié d’un vector d’expressié per
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I’AKRI1C1 en cel-lules de cancer d’ovari dona lloc a resisténcia a drogues derivades de
plati (Deng, 2004).

Per I’altra banda, també vam voler estudiar els efectes de la disminucié de 'AKR1C1
sobre la sensibilitat al MTX. Tot i que s’han dissenyat i assajat un gran nombre
d’inhibidors quimics de les AKRs (Usami, 2002; Ma, 1999), alguns d’ells sén efectius
contra més d’un membre de la familia, fet que complica la seva utilitzacié en
validacions funcionals. Es per aixd que vam dissenyar i utilitzar siRNAs especifics com
a eina per infraexpressar I’AKR1C1 exclusivament. Aixi, vam poder observar que el
decrement en els nivells d’mRNA de I'AKR1C1 mitjangat per RNA d’interferéncia
sensibilitzava les cel-lules vers el MTX. Aquesta observacio esta d’acord amb resultats
de Chow i col-laboradors, que demostraven que la inhibicié de la expressié de
I’AKRI1CI1 mitjancant RNA d’interferéncia redueix la resisténcia a la bleomicina en
cel-lules A431 (Chow, 2006).

Ja que s’havia descrit la relacié entre les AKRs i la proliferacié cel-lular (Desmond,
2003; Tanaka, 2006), vam estudiar i demostrar que la sobreexpressié de ’AKRICI
mitjancada per un vector d’expressié contrarresta I’aturada en la fase S del cicle
cel-lular causada pel MTX, observacié que suggeria que ’activitat AKR1C1 pot ser
necessaria perque les cel-lules progressin a través del cicle. Aquesta podria ser una
estrategia, paral-lela a 1’amplificaci6 del locus dhfr, per la qual les cel-lules resistents
podrien sobrepassar la pressié metabolica que exerceix el MTX sobre la sintesi de
nucleotids. Donat que I’AKR1C1 esta funcionalment implicada en el metabolisme de
xenobiotics, la seva activitat podria ser efectiva directament sobre el MTX o sobre algun
dels seus metabolits, causant un decrement la concentracié d’aquest inhibidor de la
DHFR.

En aquesta direccid, s’ha descrit en Leishmania I’amplificacié d’un gen que confereix
resisténcia al MTX i que presenta una certa similitud de seqiiencia amb membres de la
familia AKR (Callahan, 1992). Els autors proposen que la funci6é d’aquest gen podria
ser la detoxificacié del MTX, d’algun derivat o d’algun metabolit, la acumulacié del
qual resulta toxic durant el tractament amb MTX. Callahan i col.laboradors
contemplaven també la possibilitat que el MTX inhibis la funci6é normal d’aquest gen,

pero no van comprovar cap de les seves dues teories.

També s’ha descrit que D’activitat AKR es correlaciona amb I’apoptosi: Chow i
col-laboradors van mostrar que la inhibicié de I’expressié de ’AKR1C1 amb RNAi
incrementava tan 1’apoptosi com la sensibilitat vers la bleomicina en cel-lules de

carcinoma de pell, fet que indicava un paper important per I’AKRIC1 en els
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mecanismes de proteccié de les cel-lules tumorals i en la progressié tumoral (Chow,
2006). Els nostres resultats estan d’acord amb aquesta possibilitat, ja que la
sobreexpressiéo de I’AKRI1C1 contrarresta 1’apoptosi induida pel MTX. En aquest
context, els nivells d’expressié segons el microarray de BID i BAX, dos gens pro-
apoptotics, estaven decrementats en les cel-lules resistents fins a relacions de 0.6 1 0.7,
respectivament, respecte a les cel-lules sensibles. En aquesta direcci6, s’ha proposat que
un augment en [’activitat AKRICI1 podria ser suficient per reparar les lesions
bioquimiques induides pel cisplati, fet que podria donar lloc al desenvolupament de

resisténcia a la droga (Shen, 1997).

L’AKRI1CI ha estat relacionada amb la resisténcia a quimioterapia. La sobreexpressié
de ’AKRI1C1 confereix resisténcia a cisplati i adriamicina en cel-lules NSCLC,
probablement a través de I’activacié de la PKC, i a causa d’un control alterat de la
reparacié del DNA i de 1’apoptosi (Wang, 2007). A més, una aldo-ceto reductasa de
ratoli protegeix les cel-lules enfront de I’apoptosi induida per 4-hidroxinonenal (Li,
20006) i confereix resisténcia a la acroleina (Gardner, 2004). De fet, s’ha proposat que
els nivells elevats d’una proteina amb homologia a membres de la familia de les AKRs
podrien constituir un mecanisme de resisténcia contra agents tOXics que requereixin un
grup aldheid o cetona a la seva forma activa (Inoue, 1993). L’activitat AKR produeix
alcohols primaris o secundaris, que poden ser tan conjugats amb sulfats com
glucuronidats, modificacions que faciliten la seva secrecié (Penning, 2005). També s’ha
suggerit que la funcié principal de ’AKRI1C1 en cel-lules HT29 resistents a acid
etacrinic seria el metabolisme de compostos exogens, més que no pas de molecules
endogenes (Ciaccio, 1993). En aquest sentit, ' AKR1C1 és capa¢ de convertir
daunorobucina a daunorubicinol, un derivat menys toxic (Ax, 2000). D’acord amb
aquesta observaci6, Ohara i col-laboradors van demostrar, mitjangant assaigs enzimatics
amb proteina purificada de diferents membres de la familia AKR1C, que una gran
varietat de drogues amb un grup cetonic podien actuar com a substrat de 1’activitat AKR
(Ohara, 1995). S’ha proposat un paper fisiologic per a 'AKRIB10 al metabolisme
d’esteroides o la detoxificacié d’aldehids reactius que provinguin de la dieta
(Hyndman, 1998). Tot i aixi, en altres linies cel-lulars s’ha demostrat que el cisplati no
és substrat ni inhibidor de I’activitat AKR1C1 in vitro (Deng 2004).

Existeix una gran controversia respecte a les funcions de ’AKRI1CI en cancer i en
resistencia. Els nostres resultats indiquen que la sobreexpressié de I’AKRI1CI1 en les
cel-lules HT29 resistents al MTX representaria un mecanisme, paral-lel a I’amplificacio
del locus dhfr, que podria contribuir a I’establiment de la resistencia al MTX. A més, la
disminucié dels nivells d’'mRNA de ’AKR1C1 podria ser util en terapies combinades
amb MTX.
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El segon estudi, en el qual vam analitzar I’expressio geénica diferencial a nivell de
genoma huma complet en cél-lules HT29 resistents al MTX, ens va permetre ampliar el

coneixement de la resposta al MTX en aquesta linia cel-lular de cancer de colon.

Vam observar un conjunt de gens, anomenats ZFYVE16, MSH3, RASGRF2, SSBP2,
XRCC4, HAPLNI i EDIL3, que, d'acord amb els resultats dels microarrays, estaven
sobrexpressats a les cel-lules HT29 resistents al MTX i que es localitzen propers al
locus del gen dhfr, al cromosoma 5. Dos dels gens compresos en aquesta localitzacid,
MSH3 i XRCC4, tenen una funcié en la reparacié del DNA (Drummond, 1997; Pandit,
2001; Jones, 2005); dos més, RASGRF2 i SSBP2, han estat relacionats amb vies de
senyalitzacid (Arozarena, 2004; Malumbres, 1998; Liang, 2005); i s'ha suggerit que
EDIL3 pot prevenir la apoptosi i promoure la proliferacié cel-lular (Rezaee, 2002;
Petitclerc, 1999). En varies linies cel-lulars de mamifer en cultiu, I'amplificacié génica
s'acompanya de la co-amplificacié de gens no relacionats situats prop del gen diana
(Assaraf, 1989). Aquests increments en el nimero de copies de dos gens no relacionats
involucra un sol procés d'amplificacié comu que resulta en un nimero de copies
semblant pels dos gens situats a la regio amplificada. De manera semblant, la duplicacio
selectiva d’un gen bacteria pot involucrar fins al 20% del cromosoma bacteria
(Anderson, 1976). De fet, des del descobriment de la amplificacié del gen dhfr, s'ha
descrit I'amplificacié de varis gens en diferents cancers, tan prévia com posterior a la
quimioterapia, i aquest procés és considerat un tret distintiu de la inestabilitat genomica

dels neoplasmes (Knuutila, 1998).

Malgrat que vam confirmar la co-amplificacio del gen dhfi- i dels gens flanquejants, els
experiments amb siRNAs no van evidenciar una sensibilitzacié clara vers el MTX. Les
nostres observacions indiquen que l'increment en el nimero de copies a nivell de DNA i
la resultant sobreexpressié dels gens estudiats del locus 5q14 podria representar una
conseqiiéncia de 1'amplificacié del gen dhfir més que una adaptacio de les cel-lules a la
resisténcia al MTX. De fet, algunes espécies de mamifers (ratoli, rata, bou, gos i
ximpanzé) presenten aquest conjunt de gens en el mateix ordre que al cromosoma 5
huma (segons consta al MapViewer de NCBI), fet que indica un patrd d'organitzacid
geénica conservat. D'acord amb aquesta observacio, la sobreexpressid de tots aquests

gens a les cél-lules resistents hauria pogut resultar util per millorar alguns processos
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cel-lulars que podrien facilitar la supervivéncia. Malgrat tot, l'increment en numero de

copies d'aquest conjunt de gens no afavoreix directament la resisténcia al MTX.

Aixi, vam decidir estudiar altres gens sobreexpressats perd no amplificats a les cél-lules
resistents pels que s'havia descrit la relacié amb resisténcia a drogues o amb cancer de
colon (veure introduccid), i avaluar la seva contribucid relativa al nostre sistema
cel-lular. Els gens seleccionats amb aquests criteris van ser la Caveolina 1, I'Enolasa 2 i
la Proteina quinasa C alfa. La utilitzaci6 d'RNAs d'interferencia va permetre
sensibilitzar les cél-lules vers el MTX, i ens va permetre establir la implicacid d'aquests

tres gens en la resisténcia al MTX en cel-lules HT29.

Tal com s'ha observat amb la PKCa (Benimetskaya, 2001), la infraexpressié d'un sol
gen, tot i que pot contribuir, sol resultar insuficient per quimiosensibilitzar totalment a
les cél-lules. De fet, s'ha hipotetitzat que la terapia futura contra el cancer es basara en
més d’una diana, ja que la monoterapia ha demostrat moltes limitacions (Orian-
Rousseau, 2005). Per aquest motiu vam considerar 'opcid de realitzar tractaments
combinats per tal de millorar la sensibilitat al MTX. Amb aquest tipus d'aproximacid
també vam aconseguir sensibilitzar les cel-lules. De totes maneres, els efectes dels
tractaments combinats no van resultar la suma dels efectes causats per cada siRNA per
separat. Aquest comportament ha estat descrit anteriorment a la bibliografia (Cheok,
2003; Golub, 2003), i podria reflectir la dificultat que suposa transfectar més d'un
siRNA a una concentraciéo de 100nM cadascun. De fet, els nivells d'mRNA dels gens
després dels tractaments combinats no eren tan baixos com en els tractaments senzills.
En el cas de les cel'lules resistents, no vam aconseguir una resposta clara en cap dels
tractaments realitzats, possiblement perque la sobreexpressio per amplificacio del Jocus

dhfr és suficient per emmascarar els efectes dels siRNAs.

No només la sobreexpressio genica pot originar el fenotip resistent. Un dels gens
infraexpressats en major grau a les HT29 resistents al MTX que vam confirmar que
estava perdut a nivell genomic, és I'E-Cadherina. Aquesta pérdua geénica podria ser
deguda a deleccions o fragmentacions cromosomiques especifiques, tal com s'ha
proposat per a altres gens (Alt, 1978). La relacié entre 1'E-Cadherina, el cancer de colon
i la malignitat ha estat préviament descrita (veure introduccid). Els nostres experiments

mostren que la sobreexpressié moderada de 1'E-Cadherina causa un augment en la
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sensibilitat vers el MTX. Cal tenir en compte, pero, que increments en els nivells
d'mRNA d'E-Cadherina de més de tres vegades causaven una reduccid en la viablilitat
cel-lular. Aquest comportament esta d'acord amb experiments de Derksen i
col-laboradors, que suggerien que la perdua d'E-Cadherina podria representar la causa
de l'adquisici6 de resisténcia a l'apoptosi, ja que cél-lules parentals de mama deficients
en E-Cadherina sobrevivien mentre que la re-expressio del gen causava apoptosi

(Derksen, 2006).

Els tractaments que permetien reduir els nivells de CAV1 i sobreexpressar I’E-
Cadherina alhora van resultar la millor combinacid. Aquest tractament sensibilitzava
marcadament les cél-lules sensibles i aconseguia reduir drasticament la viabilitat de les
cel-lules resistents. Aquestes observacions indiquen que és possible revertir la
resisténcia i van fer palés el paper que juguen ambdos gens en la resisténcia al MTX.
Aquests resultats també evidencien les limitacions de les monoterapies i donen suport a

les terapies combinades.

Rhodes i col-laboradors van intentar establir un perfil transcripcional comt que
s’activaria a la majoria de cancers, i que, per tant, reflectis els trets transcripcionals
essencials de la transformacio neoplasica, independentment del tipus de cancer (Rhodes,
2004). Aquests autors van comparar els perfils d’expressid genica de 12 tipus de cancer
i van establir que els gens que formaven aquesta meta-signatura estaven relacionats amb
el cicle cel-lular, amb la regulacié de la transcripcid, el plegament de proteines i amb el
proteasoma. Els mateixos autors també van definir una meta-signatura pel cancer no
diferenciat, que incloia gens associats amb la proliferacio, aixi com gens anti-apoptotics
i relacionats amb la remodelacié de la cromatina. La seva activacid en tots els tipus de
cancer estudiats indicaria que aquests gens serien essencials per la carcinogeénesi, i que

podrien representar dianes terapeutiques.

Nestl i col.laboradors intentaren establir els perfils d’expressid génica associats a la
metastasi (Nestl, 2001). Tot i que van utilitzar principalment linies cel-lulars de 3 tipus
de cancer de rata, aquests autors van determinar que les cel-lules tumorals metastasiques

sobreexpressen molts gens amb funcions redundants.
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De totes maneres, la base génica de cada tipus cel-lular, i fins i tot de cada linia cel-lular,
pot arribar a ser marcadament diferent. Tenint en compte aquesta premissa, alguns
autors han proposat que seria més apropiat determinar els canvis en expressio geénica i
analitzar les dades d'una manera dependent de la linia cel-lular o del teixit de
procedencia que no establir conclusions generalitzades que incloguin totes les linies
cel-lulars. S’ha comprovat que canvis en l'expressio genica observats en una sola linia

cel-lular no es poden extrapolar a d'altres linies cel-lulars (Novakovic, 2005).

En el nostre tercer treball, vam voler comparar els patrons d’expressié génica
diferencial en set linies cel-lulars representatives de cinc origens tissulars diferents. Les
analisis d’agrupament jerarquic (hierarchical clustering) van evidenciar que les dues
linies cel-lulars de cancer de colon estudiades (HT29 i CaCo-2) eren les que presentaven
uns perfils d’expressid més semblants entre elles, i que les dues linies cel-lulars de
cancer de mama (MCF7 i MDA-MB-468) també s’assemblaven més entre elles, en
termes d’expressid génica, que amb cap altra linia cel-lular. Aquests resultats son logics,
ja que linies cel-lulars derivades d'un mateix teixit presentaran expressidé geénica
semblant. Les linies cel-lulars representatives de cancer de pancrees (MIA PaCa-2), de
leucemia (K562) i d’osteosarcoma (Saos-2) es van agrupar apart de les altres linies

cel-lulars.

Complementariament, també vam observar que totes les linies resistents al MTX
s’assemblaven més a les linies sensibles de les quals deriven que a les altres linies,
fossin sensibles o resistents. Aquests resultats estan d’acord amb els de Perou i
col-laboradors, que van observar que dues linies tumorals de mama de la mateixa
pacient abans i després del tractament amb doxorubicina s'ajuntaven en un agrupament
jerarquic (Perou, 2000). A més, els mateixos autors van demostrar que una metastasi i el
tumor primari del qual derivava eren tan similars en els seus patrons globals d'expressio
geénica com ho eren mostres repetides del mateix tumor primari. Per aixo van proposar
que el programa molecular d'un tumor primari és generalment retingut a les seves
metastasis. Resultats semblants han estat descrits en cél-lules de pacients de leucémia

(Alizadeh, 2000).

L'inic gen diferencialment expressat comu entre totes les linies cel-lulars estudiades va

resultar ser la DHFR. La seva sobreexpressio, tan a nivell d'mRNA com a nivell de
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proteina, es va confirmar a les cél-lules resistents. Un dels mecanismes aceptats de
resisténcia al MTX és 'amplificacid génica del locus dhfr (veure apartat 1.2.3.1 de la
Introducci6). Vam comprovar l'amplificacié del gen dhfi a les cel-lules HT29, CaCo-2,
MCF-7 i MIA PaCa-2. De fet, 'amplificacio del locus 5q14, incloent la dhfr i els gens
flanquejants, ja havia estat descrita préviament (Selga, 2008a). Per l'altra banda, les
altres linies cel-lulars estudiades no presenten canvis en el numero de copies de la
DHFR. Aixi, la resisténcia a la droga en aquestes linies pot haver estat deguda a
qualsevol dels altres mecanismes coneguts de resisténcia al MTX. A més, cal tenir en
compte que el MTX causa l'expressid génica diferencial de molts gens, que poden
resultar reguladors directes o indirectes de la proliferacié, de la supervivencia o de
l'apoptosi, 1 aquest patr6 d'expressio contribueix a modular el fenotip resistent. Tal com
es discuteix a continuacid, la sobreexpressié de DKK1, de les UGT1A i d'EEF1A1 pot
representar un mecanisme, paral-lel a la sobreexpressié de la DHFR, que contribueix a

la resisténcia al MTX.

El fet que els patrons d'expressio genica de les dues linies cel-lulars de cancer de colon
estudiades va resultar semblant,fet que també és aplicable a les linies de cancer de
mama. Aixi, ens vam proposar esbrinar els gens comuns diferencialment expressats en
cancer de colon i en cancer de mama. Complementariament, vam estudiar els gens

comuns entre les linies de cancer de pancrees, leucémia i osteosarcoma.

La llista de gens comuns sobreexpressats a les linies resistents de cancer de colon
incloia, entre d'altres, DHFR, diana d’accio del MTX, AKRs, que ja havien estat objecte
d’estudi del grup préviament, i DKK1. La construccié de xarxes d’associacid biologica
(BANSs) va donar suport a la idea que DKK1 podria representar un bon gen diana, ja que
apareixia com un node clar de la xarxa. A més, la relacié entre DKKI i el cancer havia
estat préviament descrita (referir-se a la introduccio). El tractament combinat amb un
siRNA dirigit contra I'mRNA de DKK1 i MTX va demostrar una sensibilitzacié de les
cel-lules vers el quimioterapic, fet que ens va fer pensar que el DKK1 podria tenir altres
funcions a les cél-lules HT29 resistents al MTX a part del seu paper a la via de
senyalitzacié de Wnt. De fet, s'ha descrit un paper per la sobreexpressié de DKK1 en
cancer, metastasi, tumors agressius i proliferacié. Malgrat tot, el seu mecanisme d'accid
precis no ha estat descrit. En el cas de les ceél-lules HT29 resistents, el paper de DKK1

tampoc no esta clar, encara que sembla estar relacionat amb el fenotip resistent. De fet
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s'ha demostrat que el MTX inhibeix la transcripcié de DKKI1, pel que la sobreexpressio
del gen a les cel-lules resistents podria constituir un mecanisme per superar la repressio
transcripcional exercida pel MTX. Cal recordar que en el segon article haviem poposat
l'activacio de la via de Wnt com un mecanisme important en la resisténcia al MTX en
cellules HT29. Resulta interessant el fet que DKK1 esta regulat transcripcionalment per
la via de Wnt. Aixi, la activacid constitutiva d'aquesta via de senyalitzacié podria
representar un mecanisme que explicaria la sobreexpressié6 de DKK1 a les HT29
resistents al MTX.

Les linies cel-lulars resistents de cancer de mama només compartien la sobreexpressid
de les UGTI1A, pel que es va dissenyar un siRNA dirigit contra I'mRNA d'alguns
membres d'aquesta familia. Tractaments tot combinant 1'siRNA amb MTX van
demostrar un paper per aquesta familia génica en la resisténcia al MTX en linies
cel'lulars de cancer de mama. Degut a I'ampli ventall de substrats de l'accio de les
UGTI1A, entre els quals trobem drogues quimioterapeutiques (veure apartat 1.3.3.7 de la
introduccid), resulta temptador hipotetitzar que les cel-lules MDA-MB-468 resistents
podrien utilitzar el MTX com a substrat, tot i que no es pot assegurar amb els resultats
obtinguts.

EEF1A1 estava sobreexpressat en les linies cel-lulars MIA PaCa-2, K562 i Saos-2
resistents, conjuntament amb la DHFR i un gen localitzat cromosomicament proper al
locus dhfr, entre alguns altres. Es va seleccionar EEF1A1 ja que s'havia descrit la seva
relacié amb el cancer i amb la resisténcia a drogues (veure introduccid). La utilitzacio
d'un siRNA dirigit contra el seu mRNA va establir la relacid existent entre EEF1Al ila
resistencia al MTX en cel-lules MIA PaCa-2.

Els resultats obtinguts amb els siRNAs demostren que els gens DKK1, UGTIA i
EEF1A1, gens-node seleccionats a partir dels BANSs, representarien dianes potencials

per al disseny de terapies combinades amb MTX.

Ates el nombre de gens estudiats diferencialment expressats a les cel-lules HT29
resistents al MTX, és plausible integrar les seves funcions en conjunt, tal com es

representa a l'esquema 11.

160



Desewsdid

S'ha demostrat que PKCa es transloca des del nucli fins a la membrana plasmatica
(Masur, 2001), on s'associa amb les caveoles (Lisanti, 1994; Liu, 2002), i regula la
funcié i la formacié d'aquestes estructures biologiques, que estan basicament
constituides per molécules de CAV1. L'activacié de PKCa fa que aquesta s'alliberi de la
membrana (Oka, 1997). Aquestes observacions indiquen que PKCa interacciona
funcionalment amb les caveoles. De fet, s'ha descrit la unié directa de PKCa amb
CAV1. CAVI1 presenta tan un lloc d'unié per PKCa com un lloc de fosforilacié per
aquesta quinasa. Aixi mateix, PKCa presenta un lloc d'uni6 a CAV1 al domini
regulador, pel que la unié a CAV1 pot inhibir la seva autofosforilacio (Oka, 1997). De
totes maneres, aquestes observacions no s'han comprovat en cel-lules intactes. També

s'ha proposat que la senyalitzacio per PKC requereix CAV1 (Waschke, 2006).

A més, s'ha suggerit que PKCa podria estar involucrada en la reorganitzacio del
citoesquelet, 1 s'ha descrit la seva associacié amb les adhesions focals en fibroblasts
embrionaris de rata (Jaken, 1989). Masur i col-laboradors van demostrar que uns majors
nivells d'expressié de PKCa i una menor expressié d'E-Cadherina correlacionaven amb
una major activitat migradora de les cél-lules de cancer de colon i de bufeta i, per tant,
també resultava major la probabilitat d'establir metastasis en estadis primerencs del
creixement tumoral (Masur, 2001). La sobreexpressio de PKCa pot representar un
esdeveniment cel-lular important que podria afavorir la progressié tumoral tot
bloquejant altres vies de senyalitzacid. Aquesta hipotesi esta basada en la observacid
d’expressid decrementada dels gens E-Cadherina i -catenina en cél-lules MCF-7
transfectades amb PKCa, que semblava conduir a una pérdua d'adhesié cél-lula-cél-lula

dependent de B-catenina i a un fenotip tumoral més agressiu (Lahn, 2003).

Les interaccions proteina-proteina entre CAV1 i altres proteines podrien regular la
senyalitzacié cel-lular (Lisanti, 1994; Okamoto, 1998). De fet, es coneix que CAV1
controla la proliferacié cel-lular i la viabilitat tot inhibint 'expressié de survivina, un
membre de la familia de les IAP (inhibidors de l'apoptosi) via un mecanisme

transcripcional que involucra la via de f-catenin-Tcf/Lef-1 (Torres, 2007).

L'E-cadherina promou la co-localitzacid i la co-immunoprecipitacié de CAV1 amb la f3-

catenina, aixi com també la inhibicio de la transcripcié d'una gran varietat de gens
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regulats per la via de -catenina-Tcf/Lef-1, entre els que es troben survivina, DHFR i
DKKI1, entre molts d'altres. La B-catenina pot trobar-se en 3 localitzacions: i) a la
membrana plasmatica, tot formant complexes amb 1'E-Cadherina a les unions adherents,
que son llocs especialitzats de les unions cel-lula-cél-lula que 1liguen les molécules de
cadherina als microfilaments d'actina (Okegawa, 2004); ii) al citoplasma, associada en
un complex multiproteic amb GSK3, axina i APC, que regula ’estabilitat de la -
catenina; la fosforilacié per GSK3[ constituiex un senyal per la seva subseqiient
degradacio via proteasoma; iii) al nucli, on promou la transcripcié de gens diana en
conjuncié amb els factors Tcf/Lef-1. La localitzacio de la $-catenina esta controlada per

I'E-Cadherina.

Cal comentar que 1'habilitat de CAV1 per regular I'expressio dels gens regulats per la
via de B-catenina-Tcf/Lef-1 esta afectada en cel-lules metastasiques deficients en E-
Cadherina (Torres, 2007). Si la cél-lula no presenta E-Cadherina, (3-catenina no és
retinguda a la membrana plasmatica i pot translocar-se al nucli (Brabletz, 2001), on pot
activar I’expressio de gens implicats en la proliferacié cel-lular i la progressié tumoral
dependents dels factors de transcripcio Tef i Lef-1 (Cavallaro, 2004).

Aixi, I'E-Cadherina representaria un element permissiu important que defineix les
funcions de CAV1 com a supressor de tumors (Torres, 2007). Aixi, caracteristiques
potencialment rellevants perqué CAV1 funcioni com a supressor de tumors estan
compromeses en c¢l-lules deficients en E-Cadherina. Complementariament, Cavallo-
Medved i col-laboradors van hipotetitzar que CAV1 podria jugar un paper dual en el
desenvolupament tumoral, actuant com a supressor de tumors en estadis primerencs del
cancer i com a promotor de la metastasi en estadis avangats de la malaltia (Cavallo-

Medved, 2005).

Cal tenir en compte el paper de DKK1 a la via de senyalitzaciéo de Wnt. S'ha proposat
que DKKI inhibeix la senyalitzacié mitjangada per aquesta via. DKKI1 indueix
I’endocitosi d’ambdos receptors de Wnt (Semenov, 2001; Mao, 2002), fet que impedeix
la iniciacid de la cascada de senyalitzaci6 (Nelson, 2004). Malgrat la inhibicid
mitjangada per DKK1, ’activacié primerenca de la via Wnt / B-catenina és freqlient en
la majoria de cancers de colon i d'altres tipus, a causa de mutacions als gen APC o 3-

catenina (Gonzalez-sancho, 2005; Polakis, 2000). Aquestes mutacions desconnecten la
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part efectora de la cascada de senyalitzacid de la part dels receptors de Wnt. Aixi, de fet,
la sobreexpressio de DKK1 a les cél-lules HT29 resistents, conseqiiéncia de la seva
regulacio per B-catenina-Tcf/Lef-1, no tindria cap efecte sobre aquesta via a les cel-lules

de cancer de colon.

La relacié de ’AKRIC1 amb 1’escenari descrit fins ara estaria mitjangada per PKCa.
Aquesta quinasa, probablement responsable de la fosforilacié d’Spl a les cél-lules
resistents, seria important per la regulacio transcripcional de I’AKRI1C1 en aquesta linia
cel-lular. No ha estat descrita la regulacié del promotor de I’AKRI1CI1 a través de la via
de P-catenina-Tcf/Lef-1, i I’estudi bioinformatic de la seqiiéncia promotora no ha
evidenciat cap caixa d’uni6 per Tcf/Lef-1 al promotor proximal del gen. Tampoc consta
a la bibliografia la interaccié amb cap de les altres proteines estudiades. Aixi, la
sobreexpressio de I’AKRICI1 a les cél-lules resistents deu representar un mecanisme
paral-lel que prodria contribuir positivament als efectes de I’escenari préviament descrit.
La via de P-catenina-Tcf/Lef-1 propicia la transcripcié de gens que afavoreixen la
proliferacio i eviten 1’apoptosi, i els nostres resultats mostren la relacié existent ente la
sobreexpressio de I’AKRICI1 i aquests dos processos. Es podria hipotetitzar que
I’AKRI1CI podria afavorir o ajudar d’alguna manera que els productes proteics dels
gens regulats per la via de B-catenina-Tcf/Lef-1 poguessin exercir el seu efecte, potser
metabolitzant algun compost que interferis en la seva funcié pro-proliferativa o anti-

apoptotica.

En resum, la gran quantitat de canvis a nivell d’mRNA que succeeixen a les cél-lules
resistents al MTX donen lloc a una gran multitud de canvis en proteines involucrades en
una gran varietat d’esdeveniments, que acaben estant interconnectats d’alguna manera.

La xarxa d’interaccions que se’n deriva €s d’una complexitat notoria.
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Esquema 11. Integracio6 de les possibles funcions dels gens diferencialment

expressats a les cel-lules HT29 resistents al MTX.
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6- Conclusions

* Analisis de genomica funcional amb cel-lules HT29 resistents al MTX van revelar la
sobreexpressié d’una série de membres de la familia AKR, entre els quals vam

escollir ’AKR1C1 pel seu potencial paper detoxificador.

¢ L'AKRICI esta regulada transcripcionalment a les cel-lules HT29 resistents.
L’activacié del seu promotor esta principalment mitjancada pel factor de
transcripcié Spl. Sp3 també és capac d'activar el promotor de 'AKR1CI, tot i que

en menor grau.

* La regulacié per Spl a les cel-lules resistents no és deguda a un augment en la
quantitat de proteina, sind a un increment en l'estat de fosforilacié del factor de

transcripcio6 a les cel-lules HT29 resistents.

¢ La sobreexpressié de I'AKRIC1 a les cel-lules HT29 resistents no és deguda a un

augment en el nimero de copies del gen.

¢ La disminuci6 dels nivells d'mRNA de I'AKR1C1 mitjangada per RNAI sensibilitza
les cel-lules vers el MTX, i la sobreexpressié de ' AKR1C1 a través d'un vector

d'expressio confereix resisténcia al quimioterapic.

¢ La sobreexpressié de ' AKR1C1 reverteix el bloqueig en la fase S del cicle cel-lular i

I'apoptosi causada pel MTX.

* La sobreexpressio dels gens propers al gen dhfr a les cel-lules HT29 resistents és
deguda a un procés d'amplificacié genica i podria resultar util per estimular
processos cel-lulars, com ara la reparaci6 del DNA (MSH3 i XRCC4), la
senyalitzacié cel-lular (RASGRF2 i SSBP2) o la proliferaci6 (EDIL3), que

facilitessin la supervivencia.
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* La utilitzaci6é d'siRNAs dirigits contra CAV1, ENO2, PKCa i DHFR, sols o en

combinacid, redueix notablement la viabilitat cel-lular i incrementa la sensibilitat

vers el MTX en cel-lules HT29.

¢ L'E-Cadherina esta infraexpressada i deleccionada a nivell genomic a les cel-lules
resistents. La seva sobreexpressié mitjancant un vector d'expressié sensibilitza les

HT29 vers el MTX.

¢ Experiments de co-transfeccié que permeten reduir els nivells dmRNA de CAV1 i
sobreexpressar I'E-cadherina simultaniament causen una gran sensibilitzacié de les
cel-lules sensibles i una disminucié drastica de la viabilitat de les resistents. Per tant,
CAV1 i I'E-Cadherina representen bones dianes potencials per desenvolupar un

protocol de terapia coadjuvant.

¢ Les linies cel-lulars d'un mateix origen tissular presenten patrons semblants
d'expressié genica, e.g. HT29 i Caco-2 de cancer de colon, i MCF-7 i MDA-MB-
468 de cancer de mama. A més, les linies resistents al MTX mantenen patrons
d'expressié genica més semblants a les linies sensibles de les quals deriven que als

d’altres linies, siguin sensibles o resistents.

* La generacié de xarxes d'associaci6 biologica (BANs) a partir de gens comuns
diferencialment expressats tant en cancer de colon, de mama, aixi com de cancer de
pancrees, leucémia i osteosarcoma, va permetre la identificaci6 de gens que
representaven nodes de la resposta biologica al MTX. DKK1, UGT1A i EEF1A1
representen gens-node que juguen un paper en la resistencia al MTX en cel-lules de
cancer de colon, de mama i de pancrees, respectivament, segons es va demostrar

mitjancant tecnologia d’RNAI.
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