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“The fact that polyamines have been selected at an
early stage of evolution and have persisted in all cell
types of the organisms which developed in the course of
millions of years, is a strong argument in favor of a
general physiological significance of the polyamines.”

Nikolaus Seiler, 1990



1 Introduccidé

1.1 Poliamines
1.1.1 Descobriment

Les cellules de tots els organismes contenen petites molécules carregades positivament
anomenades poliamines (PA). Encara que les seves funcions no estan completament
caracteritzades, les PA es consideren, de forma genérica, moduladors del creixement i el
metabolisme cel.lular.

En una de les cartes que Antoni van Leeuwenhoek va escriure durant 50 anys a la Royal
Society de Londres reportant sobre les seves troballes amb el microscopi, 'autor descrivia
els espermatozoides humans i feia constar la formacié de cristalls en el semen quan es deixa
reposar una estona (Leeuwenhoeck 1678). Avui dia, sabem que aquells cristalls eren fosfat
d’espermina 1 es considera que aquesta va ser la primera identificacié formal de les PA. El
fenomen va ser redescobert varies vegades durant els 200 anys segiients i, en cada cas, el
descobridor desconeixia aparentment el que altres havien descrit. Vaquelin (1791) va
informar d’observacions similars a les de 'estudi original de van Leeuwenhoek. També
existeix una referencia de Berzelius en el seu Lehrbuch der Chemie publicat en 1840. Charcot
(1853) va informar de la formacié de fosfat d’espermina cristal.li en mostres de sang riques
en leucocits, 1 Boettcher (1865) va descriure la formacié de cristalls similars en semen,
esput, fetge i melsa. A finals del segle XIX havia deu noms diferents per aquests cristalls,
pero els més comuns eren cristalls de Charcot-Leyden (Leyden 1872) o cristalls de
Boettcher. Aquest dltim va nombrar el compost “spermatin” i el considerava una proteina.
En 1878, Schreiner va identificar els cristalls com el fosfat d'una nova base organica a la
qual va assignar una férmula erronia, C,H.N (Schreiner 1878). Aixo va portar a confondre
aquest compost amb altres bases organiques de férmula empirica similar, com la
etilenamina i la piperazina. Ladenburg i Abel (1888) van ser els primers en utilitzar el nom
“spermin”. L’estructura de 'espermina va ser finalment establerta en 1926 quan Dudley,
Rosenheim i Starling van aconseguir sintetitzar-la al laboratori (Dudley e a/. 1926). Durant
el curs de la sintesi van obtenir una altra base. Després de determinar I'estructura d’aquest
nou compost, que van anomenar “spermidine”, van comprovar que també existia en els
teixits animals (Dudley 1927). La putrescina i la cadaverina, com suggereixen els seus noms,
van ser isolades d’entre els productes de la descomposicié bacteriana de proteines per
Brieger (1879) i van ser sintetitzades per Ladenburg (18806). La putrescina és en realitat una
diamina de quatre carbonis que en ser el precursor obligat de 'espermidina i 'espermina
també es considera una poliamina. I’espermina, la poliamina més complexa, és gairebé

especifica dels eucariotes superiors mentre que les altres dues son ubiques.



1.1.2 Estructura i propietats

Les poliamines s6n molecules lineals amb grups amino distribuits de forma regular al
llarg de cadenes de carboni (Figura 1.1). El seu pes molecular és de 88 per a la putrescina,
145 per a I'espermidina i 202 UMA per a 'espermina.

W
putrescina

espermidina
espermina

Figura 1.1 Representaci6é 3D de les poliamines. Les esferes negres soén atoms de
nitrogen, les grises de carboni i les blanques d”hidrogen.

A pH fisiologic les formes totalment protonades, di-, tri- i tetraamoni, respectivament, s6n
predominants (Taula 1.1). En situacions de baixa forca ionica pero, la proporcié de formes

desprotonades pot esdevenir significativa.

Taula 1.1 Constants d’equilibri acides de
les poliamines

PK; PEK; PEK;3 PK,
Putrescina 9,35 10,8 - -
Espermidina 9,52 10,8 11,56 -
Espermina 8,90 9,79 10,95 11,50

Les primeres desprotonacions tenen lloc als grups amino interiors, mentre que els grups
amino primaris terminals, essencials per Dactivitat biologica de la molécula, romanen

protonats a qualsevol valor de pH biologicament rellevant.



Les PA es diferencien dels cations inorganics, com el Mg2+ oel Ca*", en que presenten un
sistema de carregues (+) a distancies definides i grups alquilics entre elles capagos d’establir
interaccions hidrofobiques. Aixo els permet formar interaccions més fortes 1 més
especifiques que els cations inorganics (per revisions sobre el tema veure Davis ¢f al. 1992,
Marton i Pegg 1995, Thomas i Thomas 2001). Les cadenes de carboni que uneixen els
grups amoni sén conformacionalment flexibles i permeten als N terminals abastar
distancies critiques. La preseéncia de dos atoms N al mig de la molecula, fa de 'espermina la
PA més flexible amb una distancia relativa N,-N, que oscilla entre 6 i 13,8 A. En
Pespermidina la distancia N,-N; pot anar de 9 a 9,8 A i la molécula és molt més rigida,
mentre que la putrescina amb una distancia fixa entre N; i N, de 6,4 A és completament
rigida (Dalla Via 1999). El grau d’hidrofilia de les PA ve determinat per la forma de la capa
d’aigua que envolta I'estructura de la molécula i decreix en 'ordre espermina > espermidina
> putrescina (Weiger e al. 1998). La flexibilitat i el grau d’hidratacié6 de la molecula
determinen I’habilitat de les poliamines petr unit-se a punts d’unié rigids i/o flexibles en

macromolécules o estructures cel.lulars.

1.1.3 Funcions fisiologiques

1.1.3.1 Interaccio amb 'ADN

La caracteristica individual més important de les poliamines és, segurament, la seva
capacitat d’uni6 als acids nucleics, en particular a PADN. Hi ha una interaccié coulombica
molt forta en fase aquosa entre les PA 1 PADN, de forma que aquests cations sén atrets per
IADN des de distancies molt llunyanes i, una vegada a prop d’ell romanen alla per llargs
periodes de temps (Symons 1995). Les PA neutralitzen les carregues dels grups fosfat de
I’ADN, interaccionen amb les bases de I’acid nucleic i s’acoblen dintre dels solcs major 1
menor de la doble helix (Feuerstein e al. 1990, Feuerstein ef al 1991, Tippin i
Sundaralingam 1997, Deng e7 a/. 2000). Aquestes interaccions incrementen la temperatura
de fussi6 de PADN de forma dosi-depenent (Thomas i Bloomfield 1984). Els increments
s6n de Pordre de 10-20°C a concentracions fisiologiques d’espermina la qual cosa suggereix
un paper significatiu de les PA en I'estabilitzacié de Pestructura de TADN 7z vivo. Una altra
efecte de la interaccié PA-ADN és la condensacié de PADN, que es pot observar tant en
I’ADN nu (Gosule i Schellman 1976, Pelta e7 al. 1995), com en la cromatina (Marquet e/ a.
1986, Sen i Crothers 1986). Estudis immunocitoquimics han demostrat que I'espermidina i
I'espermina s’associen amb cromosomes mitotics altament compactats (Hougaard ez al
1987, Sauve ez al. 1999), encara que el seu efecte en lestructura de la cromatina podria ser
més estabilitzador que regulador (Laitinen ef al. 1998). Les poliamines també tenen
I'habilitat d’induir canvis conformacionals en PADN. La seva unié pot promoure la
conversi6 de la forma destra (ADN-B) a la sinistra (ADN-Z) (Thomas ¢# al. 1991, Bancroft
et al. 1994, Hasan e al. 1995), o a una forma alternativa d’h¢lix destra, PADN-A (Jain ef al.
1989). No obstant, les PA també s’uneixen a PADN-B sense que es detecti cap canvi en

Pestructura secundaria de I'acid nucleic per espectroscopia Raman (Deng ef 2/ 2000). La



forma ADN-Z ha esta involucrada en el control de la transcripci6 i és induida per les PA
principalment en blocs de seqiiencies alternants de purines-pirimidines (Herbert i Rich
1999). Un altre potencial mecanisme de regulacié de la transcripcié per PA és la torsié que
indueixen en la molecula ’ADN quan s’uneixen al seu solc major (Feuerstein ef a/. 19806,
Feuerstein ef al. 1989, Rouzina i Bloomfield 1998). Les poliamines promouen aquesta torsio
neutralitzant les cargues negatives dels fosfats de PADN i reduint els requeriments
d’energia per doblegar la macromolécula. D’aquesta manera, es poden afavorir interaccions
ADN-proteina. La torsi6 de PADN en si mateixa és un mecanisme important per a la
regulaci6é transcripcional de Iexpressiéo genica (Kerppola 1998, Coulombe 1999). Es
considera que permet la interaccié de factors de transcripcié allunyants en la seqiiencia
d’ADN amb el nucli de la maquinaria de transcripcié (Ha ez a/. 1997). De fet, moltes
proteines d’unié a TADN exerceixen la seva acci6 a través de la seva capacitat per doblegar
I’ADN i, en organismes superiors, la torsié cooperativa produida per multiples factors de
transcripcié resulta en la resposta requerida en la transcripcié. Diversos autors hsn
demostrat que la concentracié de PA pot afectar la uni6 de diversos factors de transcripcid
a PADN (Thomas i Thomas 1993, Panagiotidis e# a/. 1995, Desiderio ez al. 1999). En el cas
del receptor d’estrogen, les PA modifiquen directament la conformacié de I'element de
resposta a estrogen en ADN (Thomas ez al. 1997a, Lewis ef al. 2000). Finalment, les PA
semblen estar també involucrades en vies de senyalitzacié que regulen la sintesi de factors
de transcripcié o que modulen la seva activitat d’unié mitjangant fosforilacié (Wang e al.
1993, Wang ez al. 1999, Ptefter ez al. 2000, Wang ez al. 2001b).

1.1.3.2 Sintesi d’ADN i proteines

Quan les cellules es priven de PA els primers efectes detectables s’observen en la sintesi
d’ADN i proteines. La replicacié de PADN pot quedar aturada un cicle cel.lular després de
sembrar les cellules en preséncia d’inhibidors de la biosintesi de PA (Fredlund i Oredsson
19964, Fredlund i Oredsson 1996b) o cultivant les cel.lules deficients en enzims biosintetics
en absencia de PA exogenes (Laitinen ef /. 1998). Ha estat observat que els nuclis isolats de
ccllules deplecionades de PA sintetitzen un 70-80% menys I’ADN que els nuclis de
ccllules control (Koza i Herbst 1992). Aquestes c¢l.lules acumulen petits fragments d’ADN
d’un tamany corresponent als fragments d’Okazaki (Pohjanpelto 1 Holttd 1996). La
cromatina de ccllules que han estat sotmeses a una deplecié perllongada de PA és més
sensible a la digestié per nucleases (Snyder 1989, Basu e7 2/ 1992, Laitinen ez al. 1998).

En la sintesi de proteines lefecte duna deficiencia de PA és detectable per un
impediment de la formaci6 dels polisomes (Héltta i Hovi 1985), que resulta en un descens
de la iniciaci6 i/o Pelongacié de la sintesi de proteines (Takemoto ef al. 1983). Aquests
efectes es poden explicar per I'habilitat de les PA per unir-se i modular les estructures de
PARNm, PARNt i PARNr (Kusama-Eguchi ez 2/ 1991, Yoshida ez a/ 1999, Igarashi i
Kashiwagi 2000). Les molecules d’ARN poden adoptar formes 3D complexes. Sén
macromolecules molt carregades i els ions metal.lics i les PA participen en el seu plegament
3D i proporcionen centres actius en molécules d’ARN catalitic. Les interaccions entre les

PA i PARN estan dominades pel nombre i la basicitat dels grups amino de la poliamina.



Aquests grups amino interaccionen amb butxaques electronegatives formades pel camp
electrostatic que s’origina en el plegament de ARN. L’efecte de les PA sobre PARN no és
unicamant estructural (promocié 1 manteniment del plegament 3D o rescat de mutacions
desestabilitzadores) sin6 també catalitic. IARN d’alguns virus requereix dun auto-tall
d’ARN després de la replicacié per generar molecules funcionals. Tres motius I’ARN
catalitic han estat descrits: el ribozim HDV, el ribozim “cap de martell” ([angl.] bammerhead)
1 el ribozim “forquilla” ([angl.] hairpin). Les PA indueixen el plegament del ribozim
“forquilla” en la seva estructura 3D correcta i a més sén cataliticament actives (en ordre
decreixent amb el nombre de grups amino: espermina > espermidina > NH,"). (Earnshaw
et al. 1998) Aixi mateix, les PA augmenten considerablement leficiéncia de Iauto-tall
depenent de Mg®" del ribozim VS de la neurospora (Olive e# a/. 1998), i promouen lauto-
tall del viroid Coconut cadang cadang (Liu et al. 1998). Per altra banda, les diamines i les
oligoamines poden catalitzar la hidrolisi de PARN (Kuzuya ez a/. 1997).

1.1.3.3 Creixement cel.lular

La deplecié de poliamines comporta canvis en 'expressiéo de nombrosos gens relacionats
amb el creixement. No obstant, els mecanismes moleculars que regulen I'expressio
d’aquests gens son desconeguts i les vies regulatories involucrades es comencen a
caracteritzar ara. L’arrest del cicle cellular després de la deplecié de PA sembla ocorrer a
través de la inducci6 dels inhibidors de cinases depenents de ciclines p21™*"™/<"*" i p27~P!
mitjangant un mecanisme dependent de p53 (Kramer ez o/ 1999, Ray ez al. 1999, Ray e al.
2001), encara que existeix una via independent de p53 (Nemoto ez a/. 2001, Ray e al. 2001).
La deplecié de poliamines estabilitza PARNm i la proteina de p53 (Li et al. 2001b). En
ccllules transformades per la sobreexpressié d’enzims biosintétics de PA, 'expressié de
p27"P! decreix molt, confirmant el paper d’aquesta proteina en la interaccié entre els nivells
de PA i el cicle cellular (Ravanko e a/. 2000). A més dels inhibidors de cinases, 'expressio
de varies ciclines es pot veure afectada per la deplecié de PA. S’han descrit canvis en
Iexpressié de les ciclines A, B1 1 D1 (Thomas i Thomas 1994, Thomas e a/. 1997b, Marty
et al. 2000); essent els canvis en D1 els més aparents. Les alteracions en I'expressié genica
mencionades podrien estar mediades pel factor de transcripci6 NF-kB que s’activa

rapidament en c¢llules deplecionades (Pfeffer ez a/. 2001).
1.1.3.4 Apoptosi

La mort cellular programada o apoptosi i el creixement cellular sén dues cares de la
mateixa moneda; vies implicades en la seva regulacié es solapen parcialment, i un senyal
inductor de la proliferacié cellular en un tipus cel.lular o estat fisiologic pot induir la mort
per apoptosi en d’altres cellules o circumstancies. Aixi doncs, no resulta sorprenent que les
poliamines estiguin involucrades alhora en el creixement de la cellula i en la regulacié de
I'apoptosi. Paradoxalment, sembla que poden actuar com a agents promotors, moduladors
o protectors en I'apoptosi (per una revisié del tema veure Schipper e a/. 2000). En certes
condicions, les PA tenen un efecte citotoxic (Allen ef al. 1979, Gahl i Pitot 1979).



Concentracions anormalment altes de PA sén perjudicials pel creixement de la céllula i
poden conduir a la seva mort (He ¢z a/ 1993, Poulin et al. 1993) per apoptosi, segons
diferents evidencies (Tome ¢ a/. 1994, Tobias 1 Kahana 1995, Poulin e a/. 1995b, Xie ef al.
1997). L’oxidacié de I'espermidina i 'espermina per 'amino oxidasa del serum o per la
poliamina oxidasa intracel.lular depenent de FAD produeix H,0O, i aminoaldehids que sén
forts inductors de I'apoptosi (Parchment i Pierce 1989, Ha e al. 1997). Per altra banda, les
PA semblen capaces d’induir 'apoptosi sense oxidacié (Brunton ez a/. 1991, Mitchell e al.
1992, Alhonen ez al. 2000), i no esta clar quin dels dos mecanismes és més important en les
ccllules. Varis estudis en diferents sistemes cellulars han reportat que Dactivitat de
l'ornitina descarboxilasa (ODC), 'enzim clau en la biosintesi de PA, augmenta de forma
sensible 1 rapida després de la induccié de Papoptosi (Donato ef al. 1991, Grassilli et al.
1991, Manchester ef al. 1993, Desidetio et al. 1995, Penning et al. 1998, Lindsay i Wallace
1999).

Malgrat que I'acumulacié de PA pot disparar I'apoptosi, una reduccié en els nivells de
PA, especialment d’espermidina i espermina, és un fet més habitual en lapoptosi
(Manchester ez al. 1993, Tome et al. 1997, Penning e al. 1998, Moffatt e a/. 2000, Nitta et a.
2001). La possibilitat de que nivells molt baixos de PA promoguin 'apoptosi sembla una
idea més intuitiva. En primer lloc, la deplecié de PA pot conduir a Iarrest del cicle cel.lular
o l'apoptosi, a través del seu efecte sobre la via reguladora del cicle cellular p53/p21/p27
(Kramer et al. 1999, Ray et al. 1999, Li et al. 1999b). En segon lloc, les PA participen en la
regulaci6 del transport d’ions i en Iestabilitzacié de components cel.lulars importants com
les membranes o la cromatina. Ia deplecié de PA indueix la desestabilitzacié d’aquestes
estructures, conduint a una perdua d’integritat de la cellula i, finalment, provocant la seva
mort (Schipper e# al. 2000). No obstant, la deplecié de PA de forma aillada, encara que es
produeixi després de I'arrest del cicle cel.lular, pot ser insuficient per induir 'apoptosi (Li ez
al. 1999b, Li et al. 2001a), pero pot sensibilitzar les cél.lules a 'apoptosi induida per altres
factors. Aquesta susceptibilitat alterada després de la deplecié de PA sembla ser especifica
de Iinductor, indicant que les PA estan involucrades en la regulacié d’algunes, pero no
totes, les vies apoptotiques (Stefanelli ez a/. 2001, Li ¢ al. 2001a). No és sorprenent que
Pespermidina i/o Pespermina tinguin un efecte protector contra 'apoptosi en molts tipus
de cellules diferents; des de neurones (Harada i Sugimoto 1997), tumors ascitics d’Ehrlich
(Moftatt ez al. 2000) 1 cél.lules B de limfoma (Nitta ef al. 2001), a parasits com el Trypanosoma
cruzi (Placenza et al. 2001). L’efecte protector sembla ser especific de la via que indueix
I'apoptosi (Hegardt ez o/ 2000) i podria implicar Pactivacié de la transcripcié de gens
requerits per la proliferaci6 1 la supervivencia (Shah ez a/. 2001).

Encara que no coneixem els mecanismes que poden disparar apoptosi per excés o
deficiencia de PA, podem asumir que els nivells anormals interfereixen amb les seves
funcions en la fisiologia de la c¢l.lula. S’ha suggerit que la importancia fisiologica real de la
sintesi de PA resideix en el control del cicle cellular i en la supervivencia de la c¢llula
(Schipper et al. 2000). Des d’aquest punt de vista, la induccié sobtada de 'ODC que
s’observa sovint durant apoptosi podria estar relacionada amb la progressié de la cellula a
través del cicle cellular fins a arribar a un dels punts de control, des d’on I'apoptosi es

dispararia en resposta a senyals inductors de mort cel.lular. Alternativament, en condicions



en les que I'apoptosi esta inhibida i/o les céllules tenen lesions genétiques, I'expressio
constitutiva de ’ODC podria portar a la transformacié de la c¢llula i al creixement cel.lular
desregulat (Auvinen ez a/. 1992, Moshier et al. 1993, Auvinen et al. 1997). Un cop superat
aquest punt de control, els nivells de PA més aviat disminuirien durant el procés

d’apoptosi.

1.1.4 Metabolisme de les poliamines en mamifers
1.1.4.1 Biosintesi

La majoria de les cellules de mamifer té la capacitat de produir les PA que necessiten.
L’ornitina és el precursor exclusiu per a la sintesi de novo de PA. Tal vegada, 'ornitina
només pot ser sintetitzada per I'accié de I'arginasa [EC 3.5.3.1] (Tabor i Tabor 1966). La
dieta constitueix I'aportacié principal d’arginina a organisme. A lintesti existeix una via
alternativa on la pirrolin-5-carboxisintetasa produeix arginina fent servir la glutamina com a
substrat (Wakabayashi ez 2/ 1995). També s’ha descobert la preséncia d’activitat arginina
descarboxilasa [EC 4.1.1.19] en teixits animals (Li ez a/. 1994a). Aquest enzim catalitza la
sintesi d’agmatina, un metabolit que utilitzen els bacteris 1 les plantes per produir
putrescina. La seva funcié en animals és encara desconeguda, pero podria oferir una ruta
secundaria per sintetitzar putrescina en teixits especifics. Tot i aixo, I'arginasa, que catalitza
la conversi6 d’arginina en ornitina (Figura 1.2) continua considerant-se imprescindible per

subministrar precursors de PA en el mamifer.
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Figura 1.2 Ruta de sintesi de poliamines en mamifers.



L’eliminaci6é del grup carboxil de Pornitina per obtenir una molecula de putrescina és
I'etapa clau de la ruta de sintesi 1 esta catalitzada per I'ornitina descarboxilasa (ODC; [EC
4.1.1.17]). La sintesi de l'espermidina i espermina esta lligada al metabolisme de la
metionina, en particular a la sintesi de S-adenosilmetionina, un donador universal de grups
aminopropil en la céllula (Figura 1.3). L’enzim S-adenosilmetionina descarboxilasa
(SAMDC; [EC 4.1.1.50]) proporciona els aminopropils que un enzim transferasa
(espermidina sintetasa [EC 2.5.1.16] o espermina sintetasa [EC 2.5.1.22]) incorpora en les
amines primaries del residu original de putrescina.

0
//ﬂ\\\///\\\v//s metionina
HO ™~
NH,
ATP
Mg+ metionina adenosiltransferasa
N— PP + P,
H,N / \N
P— S—-adenosilmetionina
N N OH
\/
NH
3
®
H,N
S—-adenosilmetionina
descarboxilada
GNH3
oM |espermidina/ espermina sintetases
H,N

5'-metiltioadenosina

Figura 1.3 Sintesi del grup aminopropil.



1.1.4.2 El cicle d’interconversio de la putrescina

Nombroses proves experimentals indirectes conduiren a la proposta d’un cicle
d’interconversié de la putrescina en cellules animals (Pegg 1 McCann 1982). La primera
part d’aquest cicle és la formacié d’espermidina i espermina catalitzada pels enzims abans
esmentats. La segona part compren la retroconversié d’espermina a espermidina i
d’espermidina a putrescina (Figura 1.4). Dues reaccions aparellades permeten degradar els
grups aminopropil i obtenir novament el residu lliure de la putrescina: (1) acetilacio
especifica d’'una de les amines primaries i (2) el trencament de les N'-acetilpoliamines
resultants en un aldehid i la poliamina anterior en la ruta de sintesi.

Les PA poden ser acetilades en diferents situacions i per diferents enzims. L’enzim que
participa en el cicle d’'interconversi6 és citosolic i s’anomena diamina N-acetiltransferasa
(originalment spermidine/spermine N-acetiltransferasa) [EC 2.3.1.57]. En el nucli les PA
son acetilades per histona acetiltransferasa 1 [EC 2.3.1.48] (Libby 1983). Ambdds es
distingeixen per la seva especificitat de substrat i la seva resposta a inhibidors (Dalla
Ragione 1 Pegg 1984).
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Figura 1.4 Ruta d’acetilacid/oxidacié en el cicle d’interconversi6é de les
PA.

L’enzim citosolic és 3.000 vegades més actiu que el nuclear, t¢ com a donador de grups
acetil la molecula d’acetil CoA i només acetila substrats que tenen una estructura de tipus
R-NH-(CH,);-NH,. Quan aquest substrat és 'espermidina el producte és exclusivament



Ni—acetilespermidina. El segon enzim actua sobre histones, putrescina, espermidina i
espermina. En particular, acetila lespermidina per produir majoritariament N°-
acetilespermidina, un compost de funcié desconeguda que pot ser reconvertit en
espermidina. Una altra reaccié d’acetilacié no inclosa en el cicle produeix acetilputrescina,
un compost que es troba en molt baixes concentracions en la majoria de teixits animals
excepte en el cervell, on la sintesi d’acid y-aminobutiric (GABA) a partir de la putrescina té
una importancia singular (Seiler i Al-Therib 1974).

Les N'-acetilpoliamines sén rapidament degradades per un enzim oxidant, poliamina
oxidasa depenent de FAD (PAO; [EC 1.5.3.3]). L’afinitat de substrat en aquest cas és molt
gran, i com Dactivitat d’aquest enzim és molt superior a la del diamina N-acetiltransferasa,
el contingut cellular de les formes acetilades és, amb frequéncia, molt baix. Per contra, la
concentracié6 de PA acetilades és significativament alta en lorina. D’aquesta forma
'acetilaci6é de les poliamines a través del diamina N-acetiltransferasa sembla ser el factor
limitant en la degradacio i interconversié d’aquestes molecules. Considerat tot com un cicle
d’interconversié, l'accié seqiiencial d’aquests dos enzims sobre I'espermidina produeix
espermidina, i sobre aquesta dltima tanca el cicle produint putrescina. I’espermidina i la
putrescina formades en aquest procés degradatiu poden ser utilitzades per a la sintesi de novo
de PA, pero, a la vegada, poden satisfer altres requeriments fisiologics com la produccié de
GABA o Peliminacié d’un excés toxic de PA. En la reaccié catalitzada pel PAO, les
poliamines acetilades son seccionades en dues molecules: la poliamina corresponent i el 3-
acetamidopropanal. Aquest aldehid conté el residu de metionina que ha entrat al cicle
mitjangant SAMDC, i el grup acetil que prové de I'acetilCoA. El seu desti sembla ser la
sintesi de P-alanina (Seiler 1990). Els substrats del PAO sén les N'-acetilpoliamines i
N',N"-acetilespermidina. I.’espermidina i ’'espermina sén substrats molt més pobres (Pegg
19806).

1.1.4.3 Catabolisme de poliamines

El catabolisme és I'aspecte menys conegut del metabolisme de les poliamines. Existeixen
un gran nombre d’enzims que oxiden les PA en els mamifers. Alguns d’ells sén
extracellulars, 1 no es coneix quin paper poden tenir en la degradacié de poliamines
intracel.lulars. L’orina conté molts productes derivats de les PA excretats per les cellules:
les poliamines mateixes, formes acetilades, formes oxidades, metabolits ciclics, etc.

[EC 1.4.3.6] és una extensa familia d’enzims amina oxidases depenents de coure amb
diferents afinitats de substrat. Aquests enzims actuen sobre una gran varietat d’amines
produint amoniac, peroxid d’hidrogen i aldehids. En el cas de les PA, els aldehids formats
no poden ser reconvertits en poliamines i es considera doncs, que els enzims implicats
constitueixen la via del catabolisme terminal, per diferenciar-los dels poliamina oxidasa del
cicle d’interconversi6 (Seiler e a/. 1985). El subgrup dels amina oxidases amb coure és molt
heterogeni. Hi ha enzims d’aquest tipus en multitud de teixits animals, en el plasma, en
plantes, en bacteris, en fongs i en llevats. Els enzims d’origen animal sén molt diferents
entre ells, existint formes solubles i formes unides a membrana. La seva especificitat de

substrat és molt amplia, a diferéncia dels enzims bacterians on és molt rigorosa. Els enzims
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d’origen animal metabolitzen poliamines, diamines i monoamines incloent-hi amines sense
paper fisiologic conegut. Aixo pot representar un mecanisme de destoxicacié d’amines
biogenes en teixit i en sang. Els dos casos més estudiats son els diamina oxidases (Fogel e7
al. 1981, Rokkas ez al. 1990a, Rokkas ¢z a/. 1990b, Exdman ez a/. 1990) i Pamina oxidasa del
serum (Gahl ef /. 1980, Gahl i Pitot 1982).

Tant les poliamines lliures com les acetilades sén substrats, amb més o menys afinitat,
d’alguna amina oxidasa depenent de coure. Els aldehids que es generen en una primera
etapa son oxidats per produir 'aminoacid corresponent (Seiler 1990). Entre els diamina
oxidases hi ha un enzim anomenat diamina oxidasa (DAO) (també putrescina oxidasa i
histaminasa) amb un paper central en el catabolisme terminal de les PA: per una part,
modula la preséncia de putrescina, i per una altra coordinat amb la ruta d’acetilacié i
oxidacié PAO/SSAT catabolitza qualsevol de les altres dues PA (Pegg i Erwin 1985). De la
desigual distribucié d’aquesta familia d’enzims en 'organisme es dedueix que les reaccions
cataboliques terminals no participen en la regulaci6 dels nivells cel.lulars de poliamines d’'un
mode general. Més aviat, aquestes reaccions semblen tenir funcions reguladores en teixits
especialitzats com la mucosa intestinal (Bieganski ez @/ 1983, Kusche ez al 1985) o en
determinats estats fisiologics com 'embaras (Piacentini e/ o/ 1986). En aquest sentit, un
increment en lactivitat DAO placentaria contraresta les disminucions de la pO, en la
circulacio6 fetoplacentaria (Bardsley ez a/. 1974, Maguire ez al. 1992).
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1.1.5 Les poliamines en la sang

Les PA estan presents en tots els compartiments de la sang, pero circulen
majoritariament dintre de compartiments cellulars. Malgrat que els leucocits presenten els
nivells més alts, el fet de que la sang contingui 600 eritrocits per cada leucocit implica que
les concentracions intraeritrocitaries determinen el contingut de PA de la sang (Cohen ez al.
1976).

Al serum, les PA es poden trobar interaccionant amb diferents components, molts dels
quals encara no estan caracteritzats. Catros-Quemener ¢f a/. (1997) van demostrar que les
lipoproteines d’alta densitat transporten una part important de les PA plasmatiques, les
lipoproteines de baixa densitat una part minoritaria, 1 un 40-60 % restant esta associat a
proteines. La wunié a lipoproteines esta basada, majoritariament, en interaccions
electrostatiques entre carregues (+) de les PA 1 carregues (-) dels fosfolipids (aquests ultims
constitueixen fins un 40% del pes de les lipoproteines d’alta densitat). Les interaccions PA-
fosfolipids 1 els seus efectes sobre les propietats fisiques i biologiques dels segons han estat
caracteritzades ampliament (per una revisié veure Schuber 1989). Quash 1 Wilson (1967)
van reportar existencia de complexos lipoespermina en el serum de pacients oncologics.
Les PA també es poden unir de forma covalent a diferents proteines plasmatiques (Delcros
et al. 1987). Es poden incorporar en I'apolipoproteina B, la fibrinectina i d’altres proteines a
través dels transglutaminases [EC 2.3.2.13] plasmatics 1 cel.lulars (Cocuzzi et al. 1990, Roch
et al. 1980, Galli ef al. 2001). Poden modificar I'activitat d’enzims plasmatics (Sugahara ez a/.
1989). Finalment, el serum huma i el d’altres mamifers conté anticossos IgG 1 IgM que
reaccionen de forma especifica contra les poliamines (Roch ez a/. 1979, Ripoll et al. 1980,
Roch ¢z al. 1990).

En els eritrocits, les PA es troben en forma lliure al citoplasma, unides a l'estroma
mitjancant enllagos electrostatics i covalents amb proteines (Natta i Kremzner 1982), 1
interaccionant amb lipids 1 proteines de membrana (Bratton 1994, Sulpice ez al. 19906,
Kohno et al. 1997). Durant la diferenciacié terminal dels precursors eritroides, 'espermidina
1 Pespermina sén indispensables per a la sintesi massiva d’hemoglobina (Watanabe ez /.
1985, Delcros et al. 1995). Altres etapes de la eritropoiesi, com la condensacié de la
cromatina (Hougaard ef 2/ 1988) o 'increment en la incorporacié de ferro (Loh e al. 1985)
també poden deprendre de les seves concentracions intracel.lulars de PA. Per altra banda,
existeixen evidencies de que altes concentracions de PA en el serum de pacients urémics
amb anémia inhibeixen leritropoiesi (Radtke ez a/. 1984, Kushner e a/. 1991). Un cop
Peritrocit madur s’allibera del nucli, aparell de Golgi, centriols, reticul endoplasmatic 1
mitocondries queda amb una dotacié de PA que, en endavant, es modulara mitjancant la
incorporacio, la degradaci6 i 'exportacié. Els sistemes d’incorporacié i exportacié de PA a
Peritrocit estan parcialment caracteritzats (Moulinoux e a/. 1984, Fukumoto 1 Byus 1990) i
la presencia de PA radiomarcades ingerides en els eritrocits ha estat demostrada (Dorhout
et al. 1997). Puix que els eritrocits no tenen activitat biosintetica, es considera que les

funcions de les PA en aquestes c¢llules estan relacionades amb el manteniment de la
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integritat cellular i del seu reduit metabolisme. Els aspectes més estudiats séon aquells
relacionats amb el manteniment de la membrana i el citoesquelet.

Les PA s’acumulen en els eritrocits per sobre dels nivells “normals” en moltes situacions
fisiologiques 1 patologiques, encara que en mancar un model general per ’homeostasi de les
PA en Porganisme aquests resultats son dificils d’interpretar. Especial atencié han rebut els
augments observats en processos cancerosos, ja que es considera que existeix una relaci6
directa entre 'alt grau de proliferacié cel.lular en els tumors i els nivells de PA en els
eritrocits (Cipolla e al. 1996, Leveque ef al. 1999, Linsalata ef a/. 2000). També s’estudia el
valor pronostic dels nivells de PA després de la intervencié en diferents patologies (p. ex.,
Bergeron ez al. 1989, Tsukamoto 1997, Porciani ez a/ 2001).

1.1.6 Les poliamines en I'intesti

El paper essencial de les poliamines en el desenvolupament i la maduracié del budell esta
ben documentat. Experiments en diferents especies de mamifers demostren que les PA
alimentaries indueixen moltes de les modificacions bioquimiques 1 morfologiques
involucrades en la maduracié intestinal postnatal dels lactants (Kelly ez a/ 1991, ter Steege
et al. 1997, Peulen ez al. 1998). Durant el funcionament normal de lintesti, els components
de la dieta i els factors de creixement i hormones segregats pel tracte gastrointestinal
modulen les activitats del metabolisme de les PA en la mucosa intestinal (White i Bardocz
1999, Koyama ez al. 1995, Wollin ez a/ 1998). Al seu torn, les PA estan involucrades en
processos fisiologics com la migracié cellular (Rao ez a4/ 1999), el manteniment i la
reparacié de la mucosa (Li ez a/ 2001), la contractilitat muscular (Sward ez 2/ 1997) o la
resposta immune/imflamatoria (ter Steege ¢f al. 1999).

El metabolisme de les PA en el tracte gastrointestinal sembla estar intimament lligat a la
proliferacié cellular de la mucosa (McCormack 1 Johnson 1991). Les ccllules en divisio a
les criptes estan exposades a quatre fonts de PA: (a) les cellules progenitores contenen
ODC i sintetitzen PA sota el control d’hormones trofiques com la gastrina i factors de
creixement com el FCE; (b) la llum intestinal conté PA provinents dels aliments i
secrecions, 1 sintetitzades per bacteris sén absorbides per mecanismes de transport
especifics presents als enterocits; (c) 'aport luminal s’incrementa amb les PA presents a
ccllules madures exfoliades; (d) un efecte paracri on la circulacié local transporta les PA
absorbides i sintetitzades per les ccllules dels villi a les cellules sfem. Per altra part,
Iexfoliaci6 de cellules, promoguda per estimuls fisics, i 'augment de I'ODC en els
enterocits dels villi, induit pels nutrients, formen un mecanisme de retroaccié que iguala la
velocitat de proliferacié cel.lular amb la velocitat de perdua de cellules en la mucosa. La
integritat de la mucosa depen directament d’aquest balang¢ entre renovacié i mort cel.lular.
Un dels aspectes especifics del metabolisme de les PA en lintesti és I'alta activitat DAO del
teixit. L activitat creix progressivament des de 'estomac a I'ili per disminuir de nou al colon.
L’enzim es sintetitza de forma massiva als enterocits i un 66% es transloca a la lamina

propria, on queda unit a les cél.lules endotelials dels capil.lars (Dowling 1990). Puix que el
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DAO té una afinitat molt alta per la putrescina, una activitat DAO baixa a la mucosa
intestinal condueix a 'acumulacié de putrescina i 'estimulacié del creixement en el teixit.
La disminucié de lactivitat DAO es pot observar en models experimentals d’hiperplasia
activitat pero no es sap si és un fenomen primari o secundari, ni quin és el mecanisme de
reducci6 de Pactivitat (Rokkas e a/. 1990b , Exrdman e a/. 1989).

S’ha fet un gran esforg en la investigacié del paper de les PA en els processos patologics
intestinals. Especialment interessant resulta la caracteritzacié dels canvis que ocorren en el
metabolisme de les PA durant I'adaptaci6 intestinal (Luk i Yang 1988, Exrdman e a/ 1989,
Chung et al. 1993, Czernichow et al. 1997, Welters et al. 1999). Puix que ja es disposa
d’evidéncies solides 1 coneixement detallat sobre el seu paper en la fisiologia de '0rgan
(especialment en el manteniment de la integritat de la mucosa), la possibilitat de poder
modular el procés d’adaptacié intestinal a través del metabolisme de les PA esdevé molt
atractiva.

Finalment, continua molt actiu Pestudi de les PA en els cancers gastrointestinals,
particularment en els tumors colorectals. Degut a la seva intima associacié amb la
proliferaci6 cellular en els teixits, s’investiga la utilitat de diferents variables relacionades
amb les PA com a marcadors biologics de risc, recidiva o resposta a tractament paliatiu
(Wang et al. 1996, Giardiello ez a/ 1997, Shigesawa ez al. 1998). Continuen apareixent
estudis 7z vitro 1 en models experimentals de cancer de colon on s’aporten noves dades
sobre la relacié entre PA i el creixement tumoral (Turchanowa ef al. 2001, Ray et al. 2001,
Erdman et al. 1999). En el camp de la quimioterapia, els estudis clinics amb
difluorometilornitina (DFMO) es centren en el seu valor com agent quimiopreventiu
(Meyskens ez al. 1998, Carbone ef al. 1998) mentre que I'dltim estudi clinic amb N;,N;;-
dietilnorespermina es va susprendre per una elevada toxicitat en el sistema nervios central
(Creaven ez al. 1997).

1.1.7 Les poliamines i el cancer

Les concentracions i la biosintesi de poliamines mostren increments importants en
cellules i teixits cancerosos (Pegg 1988, Marton i Pegg 1995). Els increments no séon
sempre consistents o significatius (Braverman ef 2/ 1990, Sandler ef a/. 1992), pero un gran
nombre d’estudis reporten valors superiors d’ambdoés parametres respecte els teixits
normals. En absencia d’un sistema cel.lular de transport de PA caracteritzat no és possible
concixer quin percentatge de les PA acumulades en els tumors prové de la incorporacio i
quin del metabolisme cellular. Els augments de PA en els tumors no sempre es
correlacionen amb increments d’activitat ODC. Per altra banda, els inhibidors de la sintesi
de PA, inclosa la DFMO (un inhibidor molt potent de 'ODC, altament especific i sense
efectes secundaris importants), han donat resultats molt limitats en la quimioterapia de
diferents tumors (Abeloff et al. 1986, Talpaz ¢t al. 1986, Harari et al. 1990, Prados ez al.
2001, Herr e al. 1986, Paridaens e al. 2000). No obstant, existeixen diferents linies
d’evidéncies sobre la participacié de TODC en el desenvolupament del cancer. L’ODC

s’activa després del tractament amb carcinogens quimics i promotors tumorals, aixi com en
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ccllules transformades per oncogens com v-sr, neu 1 ras (HOlttd et al. 1988, Pegg 1988,
Sistonen ef al. 1989a, Sistonen ef al. 1989b, Auvinen ef al. 1992). A més, la sobreexpressio
d’ODC humana en fibroblasts indueix la transformacié maligna de forma autonoma
(Auvinen ef al. 1992, Moshier et al. 1993, Auvinen e al. 1997) o condicionada a la
coexpressié  c-Ha-ras  (Hibshoosh e al  1991) segons evidencies contradictories.
Aparentment, els fibroblasts que sobreexpressen ODC sén més susceptibles a la
transformacié per c-Ha-ras que la linia parental.

La primera vegada que es va suggerir una participacié de 'ODC en la carcinogenesi va
ser en uns estudis realitzats en un model de cancer de pell (O’Brien ez a/. 1975a, O’Brien ef
al. 1975b). Els papilomes iniciats per un promotor carcinogenic i promoguts per un ester
de forbol presentaven fortes induccions de Tlactivitat ODC. Les cellules que
sobreexpressen ODC poden originar tumors en ratolins atimics (Auvinen ez a/. 1992), pero
els ratolins transgenics que sobreexpressen ODC no mostren major susceptibilitat a la
formaci6 espontania de tumors (Alhonen ef a/. 1995) i, fins 1 tot, sén capacos de mantenir
nivells normals de PA en els seus teixits (Halmekyt6 ez a/ 1991a, Halmekyt6 ez al. 1993). Si
que mostren, en canvi, un augment en la formacié de papilomes en resposta a la promocio6
quimica de tumors de pell (Halmekyto e a/ 1992). El ratoli transgénic K6/ODC,
sobreexpressant ODC en queratinocits del folicle pilos, va mostrar uns resultats similars, en
aquests cas amb una major susceptibilitat a la tumorigenesi espontania (Megosh ez a/. 1995,
O’Brien e al. 1997). Es va observar que els tumors eren portadors d’una mutacié en Ha-ras
després d’una dosi d’iniciacié de catcinogen, i que quan K6/ODC es creuaven amb
transgenics TG.AC v-Ha-ras, el doble transgenic produia carcinomes de pell espontanis
(Smith ef al. 1998). De la mateixa manera, només les ce¢llules cotransfectades amb ODC i
Ha-ras formen tumors en ratolins atimics (Clifford ez a/ 1995). Per altra banda, K6/ODC
(ara anomenats K5/ODC) han demostrat ser molt més sensibles a la radiacié UVB que el
model animal de sensibilitat a la fotocarcinogenesi que es venia utilitzant fins ara (Bickers 1
Athar 2001). El descens en la susceptibilitat a la carcinogénesi que provoca la
sobreexpressié d’un inhibidor natural de ’ODC, I'antienzim, aporta una evidencia indirecta
del paper central de ’ODC en la carcinogenesi epidéermica (Feith ez al. 2001).

No esta clar per que Pexpressié for¢ada de ’ODC condueix a la transformacié maligna.
S’ha reportat com algunes vies de transduccié de senyals s’activen en resposta a la
sobreexpressio d’ODC (fosforilacié de Sos-1, Raf-1 i c-Jun), mentre que d’altres (Erk-1 i
Erk-2) semblen no participar-hi (Paasinen-Sohns i Holttd 1997). A nivell del cicle cel.lular,
les activitats de la ciclina D1, la cinasa depenent de ciclina D1 (CDCD1) i la CDC4 s’eleven
en els transformants mentre que expressié de p27"*' cau de forma constitutiva i la seva
proteina desapareix dels complexos ciclina E/CDC2 (Ravanko ef a/. 2000).

Cal recollir, per ultim, la possibilitat de que existeixin formes d’ODC especifiques o amb
una regulaci6 alterada en cellules tumorals ja que I'activitat ODC en alguns tumors esdevé
sensible a la GTP (O'Brien ¢7 al. 1986, O'Btien ¢# al. 1987, Hietala ez al. 1988).

15



1.2 L’ornitina descarboxilasa

La formacié de novo de putrescina en els mamifers depén de la preséncia d’ornitina
descarboxilasa en les céllules. I’enzim actiu és un homodimer amb simetria doble.
Cadascun dels monomers conté 461 AA, pesa 51 kDa i presenta dos dominis estructurals:
els residus 46 al 283 formen un barril o/B, mentre 'extrem carboxi terminal forma un full
(Tobias 1 Kahana 1993, Osterman e al. 1995a, Osterman e al. 1995b, Kern et al. 1999,
Almrud ez al. 2000). El cofactor universal de TODC és el fosfat de piridoxal i les K, pel
substrat 1 el cofactor sén ~ 90 uM (Coleman e 2/ . 1993, Osterman ez a/. 1994) i 200-300
uM (Obenrader i Prouty 1977, Seely e7 al. 1982b), respectivament.

Tots els gens dels ODC de mamifer tenen 12 exons i 11 introns, amb els mateixos limits
ex6/intrdé i una sequencia codificant relativament curta (6-8 kb). El primer intré es
considerablement més llarg que la resta i conté elements de regulacié demostrats i
potencials. La longitut dels exons varia entre 85 pb 1 900 pb. Els mamifers tenen varies
seqiencies ODC al genoma pero aparentment només una d’elles és un gen funcional
mentre que la resta sén pseudogens. El gen de 'ODC huma actiu es troba en el
cromosoma 2 (Winqvist ez al. 1986, Hsieh ef al. 1990, Radford ez a/. 1990) i el de ratoli en el
cromosoma 12 (Cox et al. 1988).

I’ARN missatger de ’'ODC s’expressa de forma caracteristica en diferents especies de
mamifers. Els rosegadors presenten dos transcrits, un més llarg de 2,6-2,7 kb i un altre de
2,1-2,2 kb, que resulten de la utilitzacié de dos senyals de poliadenilacié diferents presents a
la regi6é 3’ no traduida (Berger ez a/ 1984, Kontula ez al. 1984, Gilmour ef al. 1985, van
Kranen e al 1987). Els humans, en canvi, malgrat tenir els mateixos senyals de
poliadenilaci6 només expressen el transcrit més curt (Hickok ez a/. 1987, Radford et al.
1990). La pauta oberta de lectura que codifica els ODC de mamifer conté 1383 nt molt
conservats. La regié 5’ no traduida és excepcionalment llarga (>300 nt), amb una seqiiencia
lider molt rica en GC que pot formar estructures 2D (Brabant ez 2/ 1988, Katz i Kahana
1988, Wen ef al. 1989). La regié conté una petita pauta oberta de lectura que pot participar
en la regulaci6 de la traduccid, encara que els nucleotids que flanquejen el lloc d’inici de la
traduccié no es corresponen exactament a la seqiiéncia consens d’inici de la traduccio
(Kozak 1989).

I2ODC és un enzim sotmés a un regulacié molt forta. I activitat de I'enzim pot ser
induida rapidament, fins a centenars de vegades, per una gran varietat de factors
estimuladors dels creixement i la proliferacié cellular. Aquests inclouen des d’hormones i
factors de creixement a aminoacids naturals com l'asparagina i analegs no metabolitzables
dels aminoacids com I'acid a-aminobutiric. En quasi tots els casos, 'increment de Iactivitat
ve acompanyat per una acumulaci6 equivalent de proteina ODC, la qual cosa suggereix que
ODC no esta regulada per modificacions posttraduccionals o factors allostérics.
I’acumulacié de proteina es controla a través de la transcripcié del gen, la traduccié de
I’ARNm i la degradacié de enzim. I a més, Iactivitat ODC s’inhibeix especificament per la

proteina antienzim (AZ) i es regula per retroaccié per les PA (revisat a Davis ef al. 1992,
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Shantz i Pegg 1999). Un increment en la quantitat ’ARNm-ODC es detecta quasi sempre
que s’estimula activitat ODC. Aixo sembla respondre basicament a un augment en la
transcripcio, pero lestabilitzacié del transcrit també ha estat reportada per varis autors
(Laitinen ez al. 1984, Berger i Porter 1986, Holttd ez a/ 1988, Chen i Chen 1992). La
inducci6 de Pactivitat ODC per factors de creixement és un cas paradigmatic d’induccid per
increment dels nivells ’ARNm (Feinstein et al. 1985, Greenberg et al. 1985). Aix{ mateix,
alguns esters de forbol actuen a través de forts increments en els nivells d’ARNm
acompanyats, o seguits immediatament, per I'increment de lactivitat enzimatica (Verma et
al. 1986a, Verma ¢# al. 1986b).

Les vies de senyalitzacié que intervenen en la induccié de ’'ODC es coneixen de forma
molt parcial. Es sap que la proteina cinasa C i la fosfolipasa C participen en la estimulacié
per ester de forbol (Verma ef al. 1986b). L activitat proteina cinasa C també es requereix per
la induccié produida per estrés oxidatiu (Otieno 1 Kensler 2000). Abrahamsen e 2/ (1992)
van reportar que lactivitacié de la proteina cinasa A provocava un rapid augment de la
transcripcié de PODC en céllules de carcinoma adrenal. Finalment, la via MAPK p44/42
sembla ser essencial per que el serum, la histamina 1 PATP indueixin PODC en cellules
endotelials (Flamigni e a/. 2001).

Els senyals inductors de la transcripcié incideixen, en dltim terme, sobre el promotor i
d’altres elements sensibles de 'ODC. La regié6 promotora és tipica de gens d’expressio
ubiqua, amb caixes TATA 1 CAAT, i arees riques en GC que sén llocs d’'unid potencial a
factors de transcripcié de la familia Sp/Krippel (Black e a/ 2001). Quatre d’aquests
factors: Spl (Li et al. 1994b, al-Asadi ef al. 1995, Kumar ez a/. 1995), Sp3 (Kumar i Butler
1997), ZBP-89 (Law et al. 1998) 1 ZBP-99 (Law ez al. 1999) s’uneixen al promotor i regulen
de facto Pexpressio de gens reportadors o del gen ODC endogen. D’altres factors de
transcripcié com els dimers c-Myc/Max (Bello-Fernandez e a/. 1993) i el supressor tumoral
WT1 (Moshier e al. 1996) també poden regular 'expressio del gen. Un element de resposta
a AMPc intervé en la regulacié del promotor 1 pot unir-se a proteines nuclears (Palvimo ez
al. 1991, Abrahamsen ef al. 1992, Palvimo ef al. 1996). Un element de regulacié negativa
(loc putatiu d’'uni6 a proteines Ets) ha estat localitzat recentment a la regié del promotor
(Zhao et al. 2000). Els membres de la familia Ets han estat caracteritzat com a mediadors de
senyals extracel.lulars, incloent mitogens 1 esters de forbol (Wasylyk ez /. 1998). Finalment,
malgrat que el promotor ODC no conté un element consens de resposta a androgens, el
receptor d’androgens ha estat observat unit a aquesta regié (Bai ez al. 1998).

Hi ha molts casos on els increments d’activitat i proteina ODC cellular no es poden
explicar per increments en la transcripcio, per estabilitzacio del transcrit o estabilitzacié de
la proteina, indicant que la regulacié té lloc a nivell de traduccié. Els aminoacids
(Kanamoto ez a/. 1987, Chen i Chen 1991, Chabanon ez /. 2000), la insulina (Blackshear ez
al. 1987, Manzella ez al. 1991) i el xoc hipotonic (Poulin i Pegg 1990, Lovkvist-Wallstrom ez
al. 1995, Lovkvist-Wallstrom e al. 2001) semblen induir Iactivitat ODC d’aquesta manera.
En sentit contrari, les PA poden inhibir-la actuant igualment sobre la traduccié (Kameji i
Pegg 1987b, Persson ef al. 1988, Kanamoto ez al. 1991, Lovkvist e al. 1993). I”ARNm
ODC té una regi6 5’ no traduida composada per: (a) un segment proximal de 180 nt, ric en

GC amb una estructura 2D de forquilla i una petita pauta de lectura, i (b) un segment distal
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no estructurat. El primer segment i la longitut de tota la regié 5 no traduida soén trets
caracteristics dels gens involucrats en la proliferacié cellular i1 dels oncogens (Kozak 1989,
Gray i Henze 1994). Experiments en lisat de reticulocit de conill i en c¢llules en cultiu
demostren que la presencia del segment ric en GC en PODC nativa o en un gen reportador
¢és basica per suprimir la sintesi de proteina (Manzella i Blackshear 1990). La petita pauta de
lectura, conté 10 AA invariables en quasi tots els ODC de mamifer. Encara que no esta
demostrada la seva traduccio, la mutacié del codé d’iniciacié incrementa la traduccié de la
pauta de lectura principal de gens reportadors (Grens i Scheffler 1990, Manzella i
Blackshear 1990, Shantz ez al. 1996). La regi6 3’ no traduida de PARNmM-ODC també és
molt llarga (300 nt) amb menys capacitat per formar estructures 2D. No obstant pot
interaccionar amb lextrem 5 per alliberar Iefecte repressor de la traduccié (Grens i
Scheffler 1990, Lorenzini i Scheffler 1997). Alguns estimuladors de’ODC com el xoc
hipotonic depenen d’aquesta regié no traduida, i no de la 5, per augmentar la traduccio
(Lovkvist-Wallstrom ez al. 2001). El factor d’iniciacié eucariotic 4F (eIF4F) és un complex
que intervé en la traduccié depenent de cap desfent les estructura 2D de Pextrem 5’ no
traduit dels ARNm i facilitant la interaccié amb els ribosomes (Gingras ez a/. 1999, Pestova
et al. 2001). La sobreexpressi6 d’una de les seves subunitat, elF4E, provoca la
transformacié cellular 1 un augment d’un 30% en Tactivitat basal ODC, reversible amb
DFMO (Shantz 1 Pegg 1994, Shantz ez al. 1996b). Pyronnet e# a/. (2000) van descobrir que
PARNmM-ODC també es pot traduir mitjangant un mecanisme independent de cap on el
ribosoma s’uneix a un lloc d’entrada intern de PARNm situat a la regié 5’ no traduida.
Aquests mecanisme sembla funcionar durant la transici6 G2/M del cicle cellulat, potser
aportant les PA requerides abans de la mitosi (Kilpelainen 2001).

La sintesi de proteines necessita unes concentracions minimes de PA, pero un excés
inhibeix la traducci6 de molts ARNm. La traducci6 I’ARNm-ODC, en particular,
s’estimula 1 inhibeix en un rang més baix de concentracions de PA que la traducci6 general
(Ito et al. 1990). La inhibicié de la traduccié per PA ha estat clarament observada en lisat de
reticulocit de conill 1 en cellules en cultiu (Kameji i Pegg 1987b, Persson e al. 1988,
Kanamoto et al. 1991) i l'efecte depén de la presencia de la regié 5° no traduida (Ito et al.
1990), pero en un estudi 2 vitro (van Steeg ef al. 1991) 1 en un zn vivo amb un gen reportador
davant de la mencionada regi6 (Grens i Scheffler 1990) no es va trobar cap efecte de les PA
sobre la traducci6 d’ODC. Puix que també s’ha trobat una regulacié independent de la
regi6 5 no traduida (van Daalen ez a4/ 1989b) sembla probable que la interaccid
PA/ARNm-ODC sigui especifica de les cellules estudiades i que d’altres factors
intracel.lulars interaccionin amb els nivells de PA en la traduccio.

Encara que es descarta un paper significatiu de les modificacions posttranscripcionals en
la regulacié de PODC, aquestes poden ser importants en teixits especifics o en condicions
fisiologiques determinades. La fosforilacié de ODC és I"inica demostrada fins el moment
(Rosenberg-Hasson ez al. 1991, Worth e al. 1994). En la linia de macrofags transformats
RAW?264, PODC va mostrar fosforilaci6 al menys en dues serines 1 dues treonines (Worth
et al. 1994, Reddy ez al. 1996). L’ODC fosforilat sembla ser més estables que la forma no

fosforilada i la seva V.. és un 50% superior (Reddy ez a/. 1996). Altres modificacions

X

menys estudiades comprenen: Iassociaci6 amb proteines cellulars insolubles en
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queratinocits (Pomidor ef a/. 1999) o la translocacié a la superficie de la membrana cel.lular
durant Pactivacio i la transformaci6 cel.lular (Heiskala ez a/. 1999).

L’ODC és una proteina molt labil. La vida mitjana de la seva activitat és de les més curtes
entre els enzims de mamifers, variant entre 10 min i 2 h (Seely ez a/. 1982a, Isomaa ef al.
1983, Hayashi ez a/. 1990), i és consequiencia d’una rapida degradacié de la proteina ja que la
vida mitjana de 'ODC immunoreactiva és una mica superior a lactivitat enzimatica
(Isomaa et al. 1983, Laitinen e al. 1984). Un temps de renovacid curt és essencial per una
regulacié sensible i una induccié rapida de lactivitat. Quan la sintesi de proteines
s’incrementa, la quantitat de proteines labils augmenta molt més rapidament que la de les
proteines estables (Tabor i Tabor 1984). La ruta de degradacié de ’ODC és absolutament
excepcional. Una proteina inhibidora, Pantienzim (AZ), s’uneix al monomer ODC, inhibeix
la seva activitat i 'assenyala per degradacio pel proteosoma 26S (Murakami ef a/. 1992a). La
inhibici6 o la immunoprecipitaci6 del proteosoma inhibeix quasi completament la
degradacié de ’'ODC, la qual cosa indica que aquesta ¢s la via principal de degradacié de
Ienzim (Murakami ef a/. 1999). La degradacié de ’ODC esta regulada de forma tan estricta
com la sintesi, i proporciona un altre mitja per controlar els nivells de PA a les cellules.
Existeixen diverses observacions d’un increment en lestabilitat de 'ODC durant la
inducci6 de Pactivitat enzimatica. Els androgens provoquen una forta elevacié de activitat
ODC en el ronyons, conseqiiéncia, en part, d'un increment de 4-10 vegades en la vida
mitjana de FODC (Seely 7 al. 1982a, Isomaa e al. 1983). El xoc hipotonic, per altra banda,
resulta en un increment de 3-6 vegades en la vida mitjana (Poulin i Pegg 1990, Tohyama ez
al. 1991). Es considera que el factor més important en la estimulacié de la degradaci6é de
I'ODC sén les PA (Glass 1 Gerner 1986, Holttd i Pohjanpelto 1986, Kanamoto ef al. 1986) a
través de la seva induccié de la transcripcié de 'antienzim (Heller ez a/. 1976, Fong et al.
1976).

1.3 L’antienzim

L’antienzim va ser descrit inicialment com una proteina que era capa¢ d’inhibir I'activitat
ODC i que s’indufa afegint poliamines a c¢llules en cultiu (Fong ez a/. 1976, Heller ez al.
1976). Posteriorment s’ha comprovat que I’AZ assenyala PODC per degradacié (Murakami
et al. 1992a), regula el transport de PA a 'interior de la cel.lula (He e a/. 1994, Mitchell ez al.
1994) 1, potencialment, la seva excreci6 al medi (Sakata ef /. 2000). L’antienzim pertany a
una familia molt antiga de gens. Quatre dels seus membres han estat identificats en els
humans, codificats per diferents gens. Presenten trets comuns i una forta homologia
estructural, especialment en la meitat carboxi terminal, necessaria per a la unié amb 'ODC
(Coftfino 2001a). Tots els antienzims sén capagos d’associar-se a 'ODC 1 reduir la seva
activitat. Algunes isoformes també potencien la seva degradacié. La més estudiada,
abundant 1 ubiqua és 'antienzim 1 (abreviat aqui com AZ). I”AZ té un pes molecular de 26
kDa 1 esta composat per una cadena polipeptidica de 227 AA en el ratoli (Kankare e a/.
1997) 1 228 AA en humans (Tewarti ez al 1994). L’alta afinitat pel monomer ’'ODC ve
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demostrada pel valor de la seva constant de dissociacié: Ky ~ 10 ' M (Kitani i Fujisawa
1984).

I’AZ juga un paper important en la regulacié dels nivells cel.lulars de PA i els canvis en la
seva expressi6 poden afectar funcions cellulars i1 ser fisiologicament rellevants. La
sobreexpressié de ’AZ i Iincrement de P'activitat SSAT sén els dos mecanismes cel.lulars
més importants per evitar 'acumulacié de nivells toxics de PA. L’expressié for¢ada de ’AZ
en queratinocits malignes va provocar la reversié6 del fenotip, induint, alhora, la
diferenciacio epitelial i la desmetilacié6 de PADN (Tsuji e a/. 2001), mentre que en la pell de
ratolins transgenics va reduir la induccié de PODC causada per un promotor tumoral i la
susceptibilitat a la carcinogeénesi quimica (Feith ez 2/ 2001). Quan ’AZ es va sobreexpressar
en cellules prostatiques epitelials immortalitzades els nivells d’espermidina i espermina van
decreixer lleugerament, pero els de putrescina van disminuir 3 vegades (Scorcioni et al.
2001). Aixo va conduir a una acumulacié de ccllules en fase S, tal i com succeeix en
ccllules amb deficiencia de PA (Fredlund i Oredsson 1996a, Fredlund i Oredsson 1996b).
De totes formes, 'expressié de ’AZ no és necessaria per a la viabilitat cel.lular. Els ratolins
knock-out AZ sén viables, morfologicament normals 1 fertils malgrat que presenten una
mortalitat perinatal elevada (Coffino 2001a, Coffino 2001b).

La concentracié de PA esta considerada, generalment, com el factor més important en la
regulaci6 de la sintesi d’AZ . El mecanisme d’induccié que empren es diu canvi de pauta
ribosomal programat ([angl.] programmed ribosomal frameshifting (Matsufuji et al. 1995).
I’ARNmM-AZ conté dues pautes de lectura oberta. La segona codifica la major part de la
proteina pero li manca un cod6 d’iniciacié. La traduccié comenca en la pauta 1 1 ha de
canviar necessariament a la pauta 2 per produir un AZ funcional. Les PA incrementen
leficiencia d’aquest canvi abans de que es completi la traduccié de la primera pauta. La
sequencia de canvi de pauta en els AZ 112 de mamifer és UCCUGA: just abans d’arribar al
codé stop UGA es produeix una translocacio del quadruplet UCCU per canviar la lectura a
la pauta +1 (Matsufuji ez a/. 1995, Ivanov e al. 1998b). El canvi de pauta eficient requereix
que la base 3’ del quadruplet sigui la primera base del codo stop. Altres trets importants son
un pseudonus just a 3’ de la sequiencia de canvi i una seqiiencia especifica a 5> (Matsufuji ez
al. 1995, Ivanov et al. 1998b, Ivanov ez al. 2000a). Cap dels elements cis sembla intervenir en
la inducci6 del canvi de pauta per les PA. Més aviat és la propia maquinaria de traducci6 (el
ribosoma o algun dels seus components) qui interaciona amb les PA i PARNm-AZ
(Matsufuji ez al. 1995, Ivanov e al. 2000a).

La putrescina, I'espermidina i 'espermina exogenes indueixen el canvi de pauta quan
PARNmM-AZ de rata es tradueix 7 vitro en lisat de reticulocit de conill (Matsufuji ez a/. 1995).
Les concentracions optimes soén: 0,12 mM (espermina), 0,8 mM (espermidina) i 4 mM
(putrescina). Les PA poden incrementar un 30% I’eficiéncia del canvi de pauta i estimular-
ho 10 vegades per sobre dels nivells obtinguts sense addici6 de PA. L’agmatina, un
metabolit bioactiu de I'arginina, també indueix el canvi de pauta de forma eficient (Satriano
et al. 1998).

Poques coses més es coneixen sobre la regulacié de ’AZ. Un element de regulacié
especific de P’AZ, anomenat inhibidor de I'antienzim, es descriu a I'apartat segient. En

cellules Caco-2, I’'addicié de glicina inhibeix I'activitat de ’AZ i simultaniament augmenta 4
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vegades la vida mitjana de PODC (Chabanon e# @/ 2000), mentre que la privaci6 d’AA
dismuneix un 16-29% els complexos ODC/AZ (Aubel e al. 1999). En cellules de
melanoma huma, I'interleucina-1 provoca un augment en la transcripcié de PAZ (Yang ef al.
1997). La depleci6 de PA provoca una forta disminucié en la transcripcid del gen AZ
mentre que els nivells alts no modifiquen PARNm-AZ (Nilsson ez al. 1997). L’estres
osmotic modifica els nivells cellulars d’AZ: disminueixen en medi de creixement hipotonic
1 s’incrementen en medi hipertonic (Mitchell ef o/ 1998a). Aquesta regulacié sembla ocorrer
via alteracions en lestabilitat de 'antienzim. Recentment, Bettuzzi ez al. (1999) han reportat
que la transcripci6é de ’AZ sembla estar coordinada amb el cicle cel.lular.

Tal i com succeeix amb 'ODC i la SAMDC, P'expressié de ’AZ pot presentar alteracions
en el cancer. Tsuji ef al. (1998) van reportar una disminucié en els nivells ’ARNmM-AZ i un
allargament simultani de la vida mitjana de la proteina ODC en queratinocits malignes vs.
normals. Els autors van suggerir que el silenciament del gen podria implicar la desregulacié
de la proliferacié cellular en els tumors orals. Per altra banda, investigacions en el cancer de
prostata han assignat un paper decisiu a 'espermina en el creixement d’aquests tumors.
I’alta preseéncia d’aquesta PA en el fluid seminal podria explicar el creixement ultralent dels
tumors confinats a 'organ primari. Estudis 7z vitro demostren que 'addicié de PA a cultius
primaris de céllules de carcinoma de prostata suprimeix el creixement cel.lular de cel.lules
amb poca capacitat de metastasi i amb un AZ funcional, mentre que ccl.lules metastatiques
que per alguna ra6é no poden induir ’AZ son resistents a aquesta inhibicié del creixement
(Koike ez al. 1999). Resultats no publicats suggereixen que algunes ciclines i cinases
depenents de ciclines podrien ser dianes de ’AZ (Coffino 2001b). Aixo implicaria que els
AZ no només regulen el metabolisme de les poliamines siné processos més amplis,
relacionats amb el creixement i el cicle cel.lular. Mosbacher e a/. (2000) utilitzant un sistema
in vitro amb ’AZ, el proteosoma 206S i la ciclina D1 o la CDC4 van obtenir evidéncies de
que aquestes ultimes sén substrat per la degradaci6 mediada per AZ. Recentment,
Gruendler e# a/. 2001 van observar que Smad1, un mediador en la via de senyalitzaci6 dels
TGF-B sobre la proliferacio, la diferenciacié i 'apoptosi cellular, també s’uneix a PAZ 1

queda assenyalat per proteolisi.

1.4 L’inhibidor de I'antienzim

El descobriment d’un factor capa¢ de recupera Iactivitat ODC inhibida per 'AZ en
extractes de fetge de rata (Fujita ef a/. 1982) va aportar un grau més de complexitat en la
regulaci6é d’aquest enzim, diferenciant-lo encara més de la resta de sistemes descrits fins ara.
Els coneixements que tenim d’aquest regulador secundari anomenat linhibidor de
Pantienzim (AZI), sén, perod, molt limitats. Es una proteina de pes molecular similar a
IODC, pero sense activitat enzimatica, amb una propietat distintiva: una afinitat per
I'antienzim superior a la del monomer de 'ODC, que li permet substituir-lo en els
complexos ODC/AZ i alliberar subunitats funcionals d’enzim. La seva expressié sembla
estar relacionada amb el creixement ja que s’indueix rapidament en fibroblasts estimulats i

el seu transcrit és molt més abundant en els tumors gastrics que en el teixit normal (Jung e#
al. 2000).
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Un fet interessant dels AZI és que les proteines de diferents especies presenten un 50%
d’identitat en la seqiiéncia d’aminoacids amb els seus ODC corresponents (Murakami e7 a/.
1996, Nilsson ez a/. 2000). El domini d’unié a ’AZ encara presenta major identitat, un 71%.
Aquest alt grau d’homologia suggereix la possibilitat de que PAZI s’originés, en algun punt
de levolucié, a partir de la duplicacié del gen de 'ODC i de posteriors mutacions
destinades a suprimir la capacitat de descarboxilar ornitina i a augmentar Pafinitat de la
molecula per PAZ. A mida que progressen els estudis estructurals per caracteritzar el
mecanisme catalitic de ’'ODC es van coneixent quins sén els aminoacids implicats en la
descarboxilacié de 'ornitina. Quinze residus han estat identificats fins el moment. Lu e a/.
(1991) wvan reportar Iabolici6 de Dactivitat ODC en mutants KI169A 1 HI197A.
Posteriorment, Kern ¢ a/. (1999) van demostrar que la lisina K169 forma un pont salf
implicat en Pestabilitzacié del dimer ODC, mentre que H197 podria ser un donador de
protons. K69 és el residu que forma una base de Schiff amb el cofactor fosfat de piridoxal
(Poulin er al. 1992) i intervé en el posicionament del substrat per garantir una
descarboxilaci6 eficient (Osterman ef al. 1999). K69 1 C360 formen adductes amb DFMO
indicant la seva pertinenca o proximitat al centre actiu de 'enzim (Tsirka i Coffino 1992).
Les subunitats ODC no sén funcionals individualment, només el dimer d’ODC té Ila
capacitat de descarboxilar 'ornitina. Tobias i Kahana (1993) van demostrar que 'enzim té
dos centres actius a la interfase entre les subunitats: cadascun es forma amb la regié que
conté K69 d’una subunitat 1 la regié que conté C360 de I'altra. La mutacié K115R condueix
a una perdua substancial d’activitat (Coleman ef a/ 1994). Els residus D88, E94, D233 i
E274 formen part del centre actiu i sén aportats pel domini que conté K69 (Osterman ef al.
1995). E274, en particular, es va identificar com el residu que estabilitza la carrega de N, de
la pirimidina del cofactor. En el domini que conté C360, els residus acids D361 i D364
també son imprescindibles en I'arquitectura del centre actiu. D361, en concret, és un
determinant de la uni6 a substrat (Osterman e# a/. 1995). Els residus 235-237 formen un
bucle ric en glicina, involucrat en DPestabilitat del grup fosfat del cofactor (Grishin ez al.
1995). Finalment, mitjangant estudis de mutagenesi dirigida 1 espectroscopia, Osterman e/
al. (1997) van demostrar que R277 contribueix a la unié d’alta afinitat del cofactor
mitjangant una interacci6 directa amb el fosfat 5’ del fosfat de piridoxal. Molt notablement,

només dos d’aquests quinze residus descrits, D88 1 R277, son diferents en I’AZI.

1.5 Lasindrome de I'intesti curt

La sindrome de lintest{ curt (SIC) és un desordre caracteritzat per la malabsorcié de
nutrients que resulta d’una reseccié massiva del budell prim. L.a malatia de Crohn és la
causa més comuna per la reseccié del budell prim en adults. Depenent de la longitut i 'estat
de Il'intesti remanent, aixi com de la preséncia o absencia de valvula ileocecal o colon,
aquests pacients poden requerir des de canvis en la dieta, suplements orals 1 fluids
intravenosos fins a la nutricié6 parenteral total 1 medicacié per aliviar els simptomes
(Westergaard 1998). La longitut del budell pot ser dificil de determinar perque els metodes
utilitzats habitualment com I’estudi de contrast amb sulfat de bari i la mesura intraoperativa

son imprecisos. A més, hi ha variacions intraindividuals significatives en la resposta
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adaptativa a diferents longituts de I'intesti residual. Els individus joves, especialment els
neonats, tenen una capacitat d’adaptacié molt superior a la dels adults. La SIC és
potencialment fatal, essent la diarrea el simptoma principal. D’altres simptomes inclouen
torcons, inflor i coragre. Molts pacients SIC pateixen malnutricié per que el seu budell prim
remanent és incapa¢ d’absorbir suficient aigua, vitamines i d’altres nutrients dels aliments.
Les complicacions de la SIC inclouen la deshidratacié (que pot resultar en nefrolitiasi d’acid
uric), I'alteracié del balang d’electrolits, deficiéncies nutricionals especifiques, nefrolitiasi
d’oxalat de calci 1 colelitiasi. Aquells pacients amb una malabsorcié important, que
requereixi nutricié parenteral a llarg termini, estan en risc adicional d’esteatosi hepatica
(fetge gras) i colestasi amb progressié potencial a cirrosi, colecistitis, malaltia Ossia
metabolica, nefropatia, i problemes relacionats amb el cateter venods central, incloent
infeccié 1 oclusi6 (Buchman 1 Sellin 2001). En els pacients jejunostomitzats, a més,
apareixen tota una scrie de problemes en la qualitat de vida associats amb 'ostomia.

Inicialment molts pacients resecats requereixen nutricié parenteral al comencament de la
SIC pero, com a resultat d’'un fenomen d’adaptacié intestinal, alguns poden fer una
transicié a una dieta modificada amb suplement de vitamines, minerals 1 medicaments per
optimitzar I’absorcié intestinals i eventualment assolir una adaptacié total. L’adaptacio
intestinal en el budell remanent ha estat estudiada a fons en models animals i de forma
limitada en humans (per una revisié recent veure Jeppesen i Mortensen 2002). Es un fet
conegut que quan es reseca el jeju, l'ili (aproximadament 3/5 del budell prim final)
experimenta una adaptaci6 estructural 1 funcional. I’adaptacié estructural es fa aparent a
mida que el budell s’incrementa en amplada, els seus villi es fan més llargs i les criptes
intestinals més profundes. L’adaptacié funcional s’evidencia mesurant increments (amb el
temps o compatats amb subjectes normals) en I’absorcié de macro- i/o micronuttients al
llarg d’un segment de budell de longitut definida. I.’adaptaci6 funcional pot ser el resultat
de canvis estructurals, un alentiment del transit intestinal o d’events moleculars a nivell
intracellular (p.ex., increments en el transport i les activitats enzimatiques). Molts factors
ajuden a P'adaptaci6 ilial, incloent nutrients luminals, secrecions pancreatobiliars i hormones
gastrointestinals.

Malauradament, els pacients amb un intesti curt que es troben en la practica clinica
comuna no poden retenir I'ili, i presenten o bé una anastomosi jejunocolica o bé una
jejunostomia. I’adaptacié jejunal en rates ocorre si el colon es perfundeix amb nutrients,
mentre que en humans les evidéncies son escases. Pot haver-hi una petita reduccié en el
pes de la femta durant els tres mesos posteriors a la reseccié tant en pacients amb colon
com en pacients amb una jejunostomia. En els primers hi ha molt poques evidencies
d’adaptaci6é estructural 1 funcional (Nightingale 1999a). En els segons no existeix cap
evidéncia convincent d’adaptacié (Nightingale 1999b). L’estudi dels factors trofics
intestinals involucrats en I’adaptaci6 del budell pot ajudar a entendre com accelerar aquest
proces, disminuint la necessitat de nutricié parenteral en alguns pacients SIC.

*
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Obijectius del present estudi

Establir uns valors de referencia d’espermidina i espermina en eritrocits en
subjectes sans. Investigar els perfils de PA eritrocitaries en pacients amb la
sindrome de I'intesti curt.

Avaluar la capacitat antioxidant de les PA en els eritrocits.

Examinar Pestat del metabolisme de les PA en la mucosa intestinal de pacients

jejunostomitzats amb la sindrome de l'intesti curt.

Estudiar Pexpressié de la proteina de 'AZ 1 de FARNm de 'ODC en tumors

colorectals humans.

Determinar si les mutacions A88D 1 S274R poden conferir activitat ornitina
descarboxilasa a ’AZI.
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2  Materials i metodes

2.1 Materials

2.1.1 Reactius i instrumental

Taula 2.1. Reactius de laboratori
Rea ae omatogra a P

Reactius de grau fluorimetric

Acetonitril Fisher
6-quinolinilcarbamat de N-hidroxisuccinimidil Waters
Reactius de grau HPLC

Acetat sodic Fisher
Trietilamina Romil
Metanol Merck
Reactius de grau Analitic

Diclorur d’ornitina Sigma
Diclorur de putrescina Sigma
Triclorur d’espermidina Sigma
Tetraclorur d’espermina Sigma
Diclorur de 1,7-diaminohepta Sigma
Acid fosforic Merck
Acid clorhidric Merck
Tetrahidrofura Merck
Hidroxic sodic Merck
Etanol Merck
N,N-Dimetilformamida Merck
Gel de silice Riedel-de Haénle
Acid sulfuric Merck
Acid tricloroacétic Merck
Acid percloric Merck

Heli Air Liquide
Nitrogen Air Liquide
Rea pne e d

Medis de cultiu

DMEM amb piruvat, glucosa i piridoxina Gibco
RPMI 1640 Gibco
Serum fetal bovi Gibco
Reactius de grau Cultiu Cel.lular

Tripsina Gibco
Penicil.lina Gibco
Estreptomicina Gibco

Reactius per determinar peroxidacié lipi
Reactius de grau Analitic

Peroxid d’hidrogen Sigma
Dextra (pes molecular ~580.000) Sigma
Acid tiobarbituric Sigma

Reactius per determinar proliferacioé cel.lular

Kit de proliferacid cel.lular per ELISA Biotrak2 Amersham
Reactius de grau Analitic

Aminoguanidina Fluka
Acid sulfuric Merck
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Reactius per determinar activitat ornitina decarboxilasa

Reactius de grau Radioisotopic

D,L—[I—HC]ornitina New England Nuclear

Reactius de grau Analitic

Ornitina-2HC1 Sigma
Proteina ODC d’'E. coli purificada Sigma
Reina Dowex 50 Wx4, 100-200 mesh Serva
Fosfat de piridoxal; PLP Sigma
Triton X-100 Sigma
Fluorur de fenilmetilsulfonil Boehringer
Tris-HC1 Merck
Acid etilenodiamina tetraacétic; EDTA Sigma
Ditiotreitol; DTT Amersham
Solucid NCS Amersham
Liquid de centelleig Optiphase IMC

Reactius per determinar activitat diamina oxidasa

Reactius de grau Radioisotopic

[1,4—”C]putrescina New England Nuclear

Reactius de grau Analitic

Putrescina-2HC1 Sigma
Tolue Merck
Fosfat sdédic dibasic Sigma
Fosfat potassic monobasic Sigma
Liquid de centelleig Ecolume Amersham

Reactius per determinar ARNm-ODC i ARNm-AZ per Northern blot

Kits de Biologia Molecular

RNeasy (extraccidé d’ARN total) Qiagen
Megaprime Random Labeling (marcatge de sondes) Boehringer

Reactius per determinar ARNm ODC per analisi Northern-ELISA

Kits de Biologia Molecular

Northern Enzyme-linked Immunosorbent Assay Boehringer
PCR DIG Probe Synthesis Boehringer
mRNA Isolation Boehringer

Reactius de grau Biologia Molecular

Ultraspec Pharmacia
Ready-to-Go RT-PCR beads Sigma

Reactius per determinar ARNm-ODC per PCR a temps real

Kits de Biologia Molecular
High Pure RNA Tissue (extraccidé d’ARN) Roche
Purificacié de productes de PCR Qiagen

Reactius per PCR a temps real

Barreja de reaccidé 1 x Light Cycler RT-PCR Roche
Sondes 2,7 x LC-RNA Master Hybridization Probes Roche
Barreja de reaccid 2,7 x Light-Cycler RT-PCR Roche
Sondes I primers comercials per ARNm-GADPH Roche
Sondes I primers comercials per ARNm-PBGD Roche

Reactius de grau Biologia Molecular

Enzim de restriccidé Hpa I Roche
T7 ARN polimerasa Roche
ADNasa I Roche
Clorur de magnesi Sigma
Fenol Sigma
Cloroform Sigma
Etanol Sigma
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Reactius per determinar protertna AZ per analisi Western blot

Reactius de grau Biologia Molecular

Cocktail inhibidor de proteases Mini Roche
Anti-IgG de conill conjugat amb peroxidasa Amersham
Substrat guimioluminiscent ECL Plus Amersham
Substrat quimioluminiscent SuperSignal WestFemto Pierce
Tween-20 Amersham
Nonindet-40 Amersham

Reactius per determinar proterna ciclina D1 per analisi Western blot

Reactius de grau Biologia Molecular

Anticos monoclonal anticiclina D1 humana Calbiochem
Anticods anti-ratoli conjugat amb peroxidasa Amersham

Reactius per expressar i purificar proterTnes AZl recombinants

Kits de Biologia Molecular

Gene-Editor Site-directed mutagenesi Promega

Kits de Seqgiienciacio

Big Dye Terminator Perkin Elmer
Reactius de grau Biologia Molecular

Enzim de restriccid Ndel Promega
Vector pET-19b Novagen
Vector pGEM-T Promega
Cel.lules competents d’Escherichia coli JM109 Promega
Medi Luria Bertoni Sigma
Carbencilina Sigma
Isopropiltio-B-D-galactosid Sigma
Lisozim Sigma
Imidazol Merck
Glicerol Amersham
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma

Taula 2.2 Oligonucleotids per PCR

ARNm-ODC per analisi Northern-ELISA

Primers

NE ODC sentit 5’ -AAgCATCTgAggTggCTAAA-3’

NE ODC invers 5’ -CTCCgTTACTggCAgCATAC-3’

Primers

Pl HpalI-ODC sentit 5’ -TgACgTTAACTgATTggATgCTCTTTgAAAACAT-3"
P2 T7-0ODC invers 5’ -CgAAATTAATACGACTCACTATAGggAGAACACATTAATACTAGCCGAAGCAC-3/
P3  ODC sentit 5’ -TgATTggATgCTCTTTgAAAACAT -3’

P4 ODC invers 5’ -ACACATTAATACTAgCCgAAgCAC-3’

GADPH sentit 5/ -CCCATCACCATCTTCCAggA-3’

GADPH invers 5’ -ATgACCTTgCCCACAgCCT-3'

Sondes

ODC fluoresceina 5’ -TggAATTgCTgCATgAgTTgCCAC-3’

ODC LC Red640 5’ -TgCCCTgACATCACATAgTAgATCgTCggC-3’
GADPH fluoresceina 5’ -CATgACCACAgTCCATgCCATCACTgC-3"

GADPH LC Red640 5’ -CCAgAAgACTgTCgATggCCCCT-3"

Mutagénesi dirigida de 17AZI

Primers

A88D 5’ -ggAACTgggTTTgATTgTTCCAgCAAA-3'

S274R 5/ -TCAgAACCTggAAGATACTATGTATCT -3’
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Instrumental
Instrumental de laboratori

Les mesures de colorimetria es van fer en un fotometre per plaques de microtitulacié
EIA-R400 (Invesgen) i en un espectrofotometre SP-830 (Dinko). Tot I'instrumental emprat
per la tecnica del Western blot va ser de BioRad. Les centrifugues utilitzades van ser els
models Digicen (Alresa), Micromax (IEC), Biofuge-13 (Heraeus) i 5417R (Eppendorf). Les
mesures de pH es van fer en un pH-metre micropH 2002 (Crison). Per homogeneitzar les
mostres es va utilitzar un agitador Reax 2000 (Heidolph). Els banys d’aigua emprats van ser
els models Precisterm i Unitronic 320 OR amb agitacié (ambdds de JP Selecta).

Sistema cromatografic

El sistema de cromatografia on es va desenvolupar el metode de quantificacié de
poliamines tenia quatre components basics: (1) un sistema de bombeig de liquids ’'HPLC
model 525 (Kontron), (2) un espectrofluorimetre model SFM25 (Kontron), (3) un sistema
de desgasificaci6 de liquids amb Heli N55 i (4) un programa informatic de recollida i
tractament de dades cromatografiques 712 HPLC Controller, versié 1.2 (Gilson). Les
mostres es van introduir en el sistema amb una valvula d’injeccié manual model 7125
(Rheodyne). La separacié cromatografica es va realitzar en columnes C; de fase inversa,
amb particules de silice de 5 um i 100 A de grandaria de porus (Teknokroma). Es va
utilitzar una c¢llula de flux per fluorescencia amb una passa de llum de 1 mm (Hellma) per
captar el senyal dels analits que sortien de la columna. El senyal analogic del detector
fluorimetric es va digitalitzar utilitzant una interfase 506C (Gilson). Els solvents

cromatografics es van filtrar amb un equip de filtracié al buit (Supelco).
Cultin de cél.lules

Pel cultiu de cellules es va fer servir un incubador de CO, Ultima (Revco), una campana
de flux laminar AV-100 (Telstar) i un microscopi invertit IMT-2 (Olympus).

Cultin de bacteris

Pel cultiu de bacteris es va fer servir un agitador orbital amb calefaccié Rotaterm (JP-

Selecta) 1 una centrifuga J-30I Avanti (Beckman).
Recompte de radioactivitat

El recompte de la radioactivitat en les mostres es va fer en contadors de centelleig Tri-
Carb 1500 (Packard) i LS-5801 (Beckman).
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PCR estandar

Les reaccions d’amplificaci6 PCR es van realitzar en termocicladors Gene Amp 2400

(Applied Biosystems).
PCR a temps real
Les dades de PCR quantitativa es van generar amb un LightCycler (Roche).
Segiienciacid d’ADN

Les seqii¢ncies de fragments d’ADN es van obtenir amb un analitzador genctic ABI
Prism 310 (Perkin Elmer).

Purificacid de proteines

Les proteines recombinats mutants de ’AZI es van purificar en un sistema cromatografic
Econo de Biorad.
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2.1.2 Cel.lules
CT-26

La CT-26 és una linia de ccllules de carcinoma de colon establerta a partir d’'un tumor
transplantable induit quimicament amb metilnitrosoureta intrarectal en ratolins (Brattain ef
al. 1980). La formacié de tumors al colon en humans, a diferencia d’altres malalties
neoplasiques, pot ser reproduida de forma efectiva en models experimentals animals puix
que es considera que la induccié quimica és el mecanisme de carcinogenesi implicat, enlloc
de tenir un origen espontani (Weisburger 1971). El metilnitrosoureta pertany a la familia de
la cicasina, un grup de compostos amb els motius N-N-CH; o N=N-CH; a la seva
estructura que presenten una gran activitat carcinogenica en teixit colonic 1 rectal. Les linies
cellulars derivades de tumors induits amb aquestes substancies s’utilitzen com a model
vitro de cancer de colon metastatic. Les seves propietats biologiques i farmacologiques es
consideren representatives de 'ampli espectre de propietats que mostren els carcinomes
colorectals humans (Narvaiza ef a/. 2000). Alguns aspectes del paper de les poliamines en la
formacié d’aquests tumors experimentals han estat estudiats. Per exemple, I'administracid
de DFMO redueix la incidencia de tumors induits per dimetilhidrazina en ratolins
(Kingsnorth ez a/ 1983), mentre que incrementar el contingut de PA en la dieta de rates
tractades amb azoximeta (iniciador) promou el creixement de forz aberrants en les criptes
intestinals (Paulsen ez a/ 1997).

Nosaltres vam utilitzar aquesta linia de c¢l.lular, subministrada pel Dr. Habib Fakhrai del
Sidney Kimmel Cancer Center de San Diego (EEUU), per posar al punt un metode
d’HPLC per quantificar poliamines. En comprovar la robustesa del sistema experimental,
vam treballar amb ell per determinar si la induccié de la proliferacié cellular de la
putrescina en cellules de cancer de colon estava mediada per I'accié del diamina oxidasa
(DAO). També vam caracteritzar com afecta laport de putrescina en quantitats

fisiologiques a P'activitat ODC i les concentracions de PA intracel.lulars.
K-562

Els blasts K-562 son c¢llules hematopoictiques multipotencials malignes que es poden
diferenciar en progenitors de les series eritrocitica, granulocitica i monocitica. Una linia
continua fou establerta a partir de I'efusié pleural d’una pacient de 53 anys amb leucemia
mielogenica cronica en fase aguda terminal (Lozzio i Lozzio 1975). S6n cellules que poden
desenvolupar resistencia a DFMO mitjangant amplificacié genica: en presencia de 20 mM
d’aquest inhibidor es genera una sublinia de céllules resistents, K-562/D20, que amplifica 8
vegades el nombre de copies del gen de 'ODC, sobreexpressa la proteina ODC i
aconsegueix mantenir una activitat enzimatica normal (Ask ez a/ 1993).

Dos dels problemes que apareixen en 'estudi de PODC i ’AZ en sistemes biologics son
la transitorietat i la baixa magnitud de la seva expressié. Amb la intencié d’estudiar la
interaccié6 d’un anticos anti-AZ de ratoli (AZr) amb la proteina AZ intestinal humana

(AZh) vam seleccionar aquestes ccllules ja que presentaven un rang d’expressio d’ODC
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ampli i facilment manipulable, el qual, @ priori porta associats grans canvis en I'expressié de
I’AZ. La sublinia K-562/D20 va ser utilitzada per comprovar la sensibilitat de I’assaig. Les

ccllules es van obtenir de ’American Type Culture Collection.
Caco-2

La linia cellular Caco-2 fou establerta a partir d’un adenocarcinoma de colon
moderadament diferenciat obtingut d’un pacient de 72 anys (Fogh ez a/. 1977). Caco-2 és
I"anica linia de ccllules d’epiteli intestinal que es diferencia espontaniament en cultiu
mostrant caracterfstiques propies dels enterocits del budell prim. Es un model d’epiteli
intestinal zz wvitro fisiologicament rellevant, especialment en lestudi del transport de
nutrients (des de la incorporacié d’ions fins a la producci6 i secrecié de lipoproteines). En
els cultius de Caco-2 la diferenciaci6 és un proces relacionat amb el creixement que depen
de la densitat cel.lular i comenca tan bon punt s’assoleix la confluencia. La diferenciacié és,
a la vegada, estructural i funcional. Es produeix una polaritzacié de la monocapa epitelial
(quan les cellules es fan créixer sobre filtres de policarbonat una de les cares de la
membrana cellular es recobreix de microvilli orientats perpendicularment que es
diferencien funcionalment). Es formen unions ajustades ([angl.] #ght junctions) entre cél.lules
1 els cultius formen de voltes ([angl.] domes) per augmentar la superficie total de la
monocapa (Pinto ef al. 1983). L’avencg de la diferenciacié funcional es pot seguir per les
activitats de diferents enzims propis de I'epiteli intestinal, com p.ex., la fosfatasa alcalina, la
sucrasa-isomaltosa o 'aminopeptidasa N.

En aquesta tesi, les Caco-2 (donades per la Dra. Gritli-Linde de la universitat de
Goteborg (Suécia)) es van utilitzar per posar al punt un metode d’HPLC per quantificar
poliamines, i per optimitzar un assaig Western blot per mesurar expressi6 d’AZ en

mostres intestinals humanes.
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2.1.3 Subjectes

La natura, el proposit 1 els riscos potencials dels estudis humans van ser explicats a tots els
pacients abans de que consentissin en participar. Els protocols d’estudis en humans van ser
aprovats pels comiteés d’¢tica de 'Hospital Vall d’Hebron (HVH) (Grups I i III) i de la
Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge (CSUB) (Grup II).

GRUP |
Persones sanes

Es van realitzar dos estudis en persones sanes. En el primer, es van establir uns valors de
referéncia de poliamines en sang a partir d’'una mostra de poblacié que acudia a THVH per
fer-se una analitica preoperatoria per una intervencié d’Otorinolaringologia. En el segon, es
va estudiar I'efecte de les poliamines en la peroxidacié lipidica de la membrana eritrocitaria

en un grup de voluntaris sans.

GRUP 1.A: Valors d’espermidina i espermina en sang en persones sanes

LLa mostra de poblacié normal es va obtenir reclutant pacients amb dismorfisme septal,
apnea o hipoactsia que acudien al servei de Bioquimica de 'HVH per una analitica
preoperatoria abans de ser intervinguts mitjancant septoplastia, reseccié palatal o
estapedectomia respectivament durant 1999. Es van seleccionar individus majors de 18
anys i menors de 75 amb una distribucié per grups d’edat i sexe semblant a la de la poblacié
de Catalunya: 30% entre 18-34 anys, 28% entre 35-49 anys, 26% entre 50-64 anys, 16%
entre 65-75 anys; 51% dones vs 49% homes (Serra ez al. 1996). Els criteris d’exclusi6é de
Pestudi es van escollir fent una revisié dels coneixements disponibles sobre els processos
fisiopatologics que alteren les concentracions de PA en la sang. Aixi doncs, es van excloure
individus amb: una intervencié quirurgica recent (T'sukamoto e 2/ 1997, Tsukamoto et al.
1999), malaltia cancerigena (von Essen ez al 1989, Ota et al 1986, Cipolla et al. 1996,
Bergeron et al. 1997), diabetis (Seghieri e al. 1992, Seghieri e al. 1997), malaltia hepatica
(Moulinoux ez al. 1985), malaltia gastrointestinal (Villanueva i Mardon 1988), infecci6 activa
(Pavlova e al. 1995, Mishra et al. 1997), fibrosi quistica (Cohen ef al. 19706) 1 tractament
d’hemodialisi (Stabellini ez a/. 1998).

Del total de 82 individus inclosos inicialment a la mostra, 11 van ser descartats en una
revisié retrospectiva del seu historial per complir algun del criteris d’exclusio, i 5 van ser
descartats per errades en la presa de mostra o en el processament de dades. Finalment, 66
persones (31 dones i 35 homes) amb una edat mitjana de 37,3 anys van conformar la

mostra d’estudi.

36



GRUP 1.B: Efecte antiperoxidatiu de les poliamines en eritrocits de persones sanes

Vint-i-dos voluntaris sans (13 dones i 9 homes) amb una edat mitjana de 42 £ 16 anys van
ser reclutats per realitzar aquest estudi. Es van recollir els valors dels parametres eritrocitaris
per asegurar un status normal de les cellules vermelles de la sang. Tots els individus van
mostrar un recompte d’eritrocits 1 una concentracié d’hemoglobina dintre dels rangs de
normalitat. Cap d’ells havia estat malalt en els sis mesos previs a la presa de mostra.
Addicionalment, vam estudiar un grup de 4 pacients amb patologies reconegudes com a
causants d’un estat d’estres oxidatiu, 24 h després de la seva admissié hospitalaria. A la

Taula 2.3 es mostren les caracteristiques d’aquests pacients.

Taula 2.3 Caracteristiques dels pacients amb estres oxidatiu

Cas Edat/Sexe Patologia Eritrocits’ Hemoglobina?
1 53/F Cremadures 4,5 13,5
2 31/M Pneumdnia 3,3 10,9
3 72/M Pneumdnia 2,7 8,7
4 70/F Leucémia 3,7 9,7

' [x10' cél.lules / dL]. * [g / dL]

GRUP 11
Pacients amb la sindrome de I'intesti curt

Es van realitzar dos estudis en dos grups de pacients amb resecci6 intestinal tractats al
servei d’Endocrinologia de la CSUB entre el setembre de 1998 i el setembre de 2000.

Criteris d’inclusid 1 exclusio

Els pacients seleccionats pels dos estudis presentaven un status nutricional normal o
quasinormal, no patien cap malaltia digestiva activa i duien una vida normal. Van ser
exclosos els pacients amb malaltia neoplasica activa, fallida renal cronica, infeccié activa o

malaltia hepatica severa.
Reégim nutricional

Els pacients es mantenien amb nutricié parenteral, nutricié oral 1 un suplement de dietes
polimeriques. La nutricié parenteral es suministrava en forma de barrejes all-zn-one amb tots
els nutrients essencials en una unica formulacié, amb una pauta ciclica. El temps d’infusio
eren 12-18 h amb un aport mig d’energia de 620 £ 105 kcal/dia i un consum mig de N de
0,2 £ 1,4 gr/dia. La nutricié oral consistia d’'una dieta especifica per a la sindrome de
Iintesti curt (SIC) elaborada pel servei de Nutrici6 i Dietetica de la CSUB rica en proteina,
greix restringit i baix contingut en residu, lactosa 1 oxalat, amb la seglient distribucid
respecte a 'energia total consumida: 20% de proteina, 50-55% carbohidrats 1 25-30% greix.
Els pacients eren lliures per menjar tant com vulguessin.
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GRUP I1.A: Nivells de poliamines en sang de pacients SIC

Nou individus (3 dones i 6 homes) amb una edat mitjana de 48 anys van prendre part en
I'investigacié. Cinc dels pacients havien superat la fase adaptativa postreseccié (3 anys)
mentre que els quatre restants eren considerats pacients en proces d’adaptacié intestinal. A
la Taula 2.4 es mostra la malaltia primaria, el temps transcorregut des de la resecci6 i el

budell remanent dels subjectes.

Taula 2.4 Dades cliniques del Grup Il1.A

Cas Edat Temps reseccié Malaltia primaria Jeju Ili Valvula Colon
(mesos) (cm) (cm) ileocecal

1 54 4 Trombosi mesentérica 10 - No Esquerre
2 54 10 Embolia mesenterica 40 - No Esquerre
3 28 24 Trauma abdominal 40 - No Esquerre
4 64 29 Tumor colorectal 90 - No No

5 70 41 Tumor ginecologic 30 - No No

6 24 47 Trauma abdominal 15 - No Esquerre
7 41 73 Trauma abdominal 40 - No Esquerre
8 59 152 Volvulus mesenteric 15 10 Si Tot

9 38 166 Tatrogenesi ginecologica 20 10 Si Tot

GRUP 11.B: Cicle de les poliamines en la mucosa intestinal de pacients SIC amb
jejunostomia

El grup d’estudi comprenia sis pacients (4 homes 1 2 dones) amb una edat mitjana de 56
anys que havien superat la resecci6 del colon, I'ili 1 part del jeja amb la subseqiient formaci6
d’una jejunostomia. A la Taula 2.5 es poden veure algunes caracteristiques cliniques
d’aquest pacients.

En aquest estudi es van incloure dos grups controls per determinar les variables d’estudi
en el jeja (CJ; » = 6) i en I'ili (CI; » = 13) considerant que després de la reseccid quirtrgica
Iintesti remanent dels pacients SIC experimenta una scrie de canvis funcionals i
morfologics per intentar remplagar el segment perdut (Nightingale 1999). Els subjectes
inclosos en els grups control van ser persones afectades d’un tumor gastric (CJ) o colonic
(CI) que van precisar d’'una amplia resecci6 intestinal. Tots ells van ser intervinguts al servei
de Cirurgia Digestiva de la CSUB 1 van ser seleccionats per participar en Iestudi en funcid
dels segients criteris d’inclusié: tumor de tamany discret, detectat de forma precog,
capacitat de mantenir una alimentacié i un transit intestinal normals o quasinormals abans
de la intervencio.
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Taula 2.5 Dades cliniques del Grup 11.B

Cas Edat/Sexe Temps reseccid Malaltia primaria Jeja IMC
(mesos) (cm) (kg/mz)
1 54/M 4 Embolia mesenteéerica 50 26,1
2 50/M 6 Sindrome de Gardner 120 20,0
3 54/M 12 Trombosi mesentérica 10 26,4
4 63/M 17 Tumor colorectal 50 24,2
5 43/F 18 Endometriosi 175 23,2
6 71/F 62 Tumor ginecolodgic 40 27,5

1

IMC: index de massa corporal.

GRUP 111
Pacients amb carcinoma colorectal

Es van realitzar dos estudis en dos grups de pacients amb carcinoma colorectal tractats al
servei de Cirurgia General de THVH entre ’abril i el desembre de 2000.

GRUP I11.A: Expressio de I'antienzim en tumors de colon

En Iestudi de Pexpressié de ’AZ en budell huma van participar cinc individus que havien

estat diagnosticats d’'una neoplasia de colon vegetant mitjangant colonoscopia, dies abans

de ser intervinguts quirtrgicament. A la Taula 2.6 es mostren I'edat i el sexe dels pacients, i

I'estadi TNM dels tumors malignes resecats.

Taula 2.6 Caracteristiques del grup II11_A

Cas Edat/Sexe Classificacié TNM Localitzacid
del tumor del tumor
1 79/M T3 NO MO Colon ascendent
2 69/F T2 NO MO Colon ascendent
3 68/M T4 NO MO Colon ascendent
4 60/M T3 N2 M1 Colon ascendent
5 66/M T3 N1 M1 Colon ascendent

GRUP 111.B: Expressio de I’ARN missatger de I’'ODC en tumors colorectals

Van participar nou subjectes amb un cancer colorectal (7 homes i 2 dones), amb una edat

promig de 65,1 anys (rang 52-79) intervinguts mitjancant colectomia parcial. Les

caracteristiques cliniques d’aquests pacients es mostren a la Taula 2.7.
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Taula 2.7 Caracteristiques del grup I11.B

Cas Edat/Sexe Classificacié TNM Localitzacid
del tumor del tumor

1 67/F Tl NO MO Colon ascendent
2 64/M T3 N2 MO Colon ascendent
3 52/M T3 NO MO Colon descendent
4 63/M T3 NO MO Sigma

5 68/F T3 N1 M1 Sigma

6 56/M T3 N2 M1 Colon ascendent
7 69/F T2 NO MO Colon ascendent
8 79/M T3 NO MO Colon ascendent
9 68/M T4 NO MO Colon ascendent
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2.2 Metodes

2.2.1 Posada al punt d’'un métode d’HPLC per poliamines

El metode d’HPLC per quantificar poliamines en cellules, teixits 1 fluids biologics
comprenia vuit etapes o processos (Figura 2.1). D’aquestes etapes només la primera no era
susceptible d’automatitzacié. De la resta, la segona i tercera eren treball del personal de
laboratori, i les quatre ultimes estaven automatitzades. El gruix del metode (etapes de la
segona a la quarta) es basava en el metode de quantificacié d’aminoacids en hidrolitzats de
proteines descrit per Cohen i Michaud (1993) considerant algunes modificacions
introduides per Merali i Clarkson (1990) i per Weiss ez /. (1997).

Recollida i preservacid de la
mostra biologica
\
Extraccié de poliamines de la
mostra
\
Derivatitzacidé de les poliamines
de la mostra
\
Separacidé cromatografica dels
derivats
\
Deteccid selectiva dels derivats
\
Recollida de dades de
fluorimetria
\
Analisi informatica de les dades
\
Control de qualitat de tot el
procés

Figura 2.1 Etapes del métode
d”HPLC.

Els metodes de tractament de mostra emprats procedien de diferents fonts bibliografiques
(Moulinoux e al. 1984, Ota et al. 19806, Catros-Quemener et al. 1997, Mach et al. 1981,
Einarsson e al. 1983). Molts d’ells apareixen descrits al volum 94 del Methods in Enzgymology
dedicat a les poliamines (Tabor i Tabor 1983).
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2211 Tractament de la mostra

Per poder analitzar les PA en mostres biologiques mitjangant derivatitzacié amb un
marcador fluorescent etapa clau consisteix en obtenir una solucié aquosa homogenia, a un
pH suaument alcalf i amb la minima quantitat de molecules interferents en la reaccio. Les
mostres biologiques sén matrius extraordinariament complexes i heterogenies. Aixo implica
que els metodes d’extraccié de PA de les mostres siguin diversos 1 especifics per a cada
tipus de mostra. En la determinacié de PA lliures es necessari eliminar qualsevol tipus de
macromolécula biologica i estructura cellular, aixi com peéptids i altres compostos de
grandaria petita. Per altra banda, les molécules petites amb caracteristiques semblants a les
PA o de dificil extraccié6 (aminoacids, amides, sucres, alcohols, etc..) son resoltes
mitjangant tecniques d’elucié en gradient al cromatograf.

2.2.1.1.1 Tractament de mostres de sang

E1 90% de les poliamines totals en sang circulen unides als eritrocits mentre que al serum
els seus nivells sén inferiors a 0,1 nmol/ml. (Sacki 1978). Les concentracions habituals als
eritrocits estan dintre d’un rang 5-50 nmol/mlL per 'espermidina i 'espermina, mentre que
els nivells de putrescina sén quasi sempre indetectables. Aquestes concentracions son
resultat tant de la sintesi endogena (en I'etapa de reticulocit), com de la incorporacid
mitjangant receptors especifics localitzats a la superficie de la membrana plasmatica. El
contingut de PA del plasma, per altra banda, és molt més complex d’interpretar perque les
PA circulen unides a lipoproteines i proteines plasmatiques mitjangant diferents tipus
d’enlla¢ (Roch ef al. 1984).

PROTOCOL

Es recollien 4,5 mL de sang total anticoagulada amb citrat sodic (16 mg en 0,5 mL)
(Becton Dickinson) 1 es deixaven assolir la temperatura ambient del laboratori per evitar
una hemolisi prematura de la mostra. Es centrifugaven a 1.500 x g, 10 min. El plasma
sobrenedant i la capa intermitga contenint els leucocits i les plaquetes es retiraven amb una
pipeta Pasteur, i els eritrocits es rentaven d’elements plasmatics per resuspensié en 5 mL de
NaCl 154 mM esteril, agitacié per inversio i centrifugacié a 1500 x g, 10 min tres vegades.
De la suspensié homogenia resultant es prenia una aliquota de 200 pLL per fer el recompte
d’eritrocits 1 una fraccié de 1 mL per cromatografiar. Aquesta fraccié s’etiquetava i es
congelava a -80°C. L’aliquota de recompte es dilufa 1:3 amb una soluci6 salina per obtenir
una concentraci6é de céllules de Pordre de 10" per mL.. El recompte en el volum resultant
es realitzava en un autoanalitzador Coulter. Per trencar els eritrocits, les mostres
s’escalfaven 1 refredaven en un bany d’aigua a 37°C i en N,(l), respectivament. La solucié
heterogenia resultant es centrifugava a 21.000 x g durant 20 min. El sobrenedant
s’ultrafiltrava a través de membranes de cel.lulosa amb un limit maxim de pes molecular de

10.000, 1 la fraccié ultrafiltrada s’emprava per I'analisi cromatografica.
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OPTIMITZACIO

Per comprovar eficacia del meétode de lisi cel.lular mitjancant congelacié/descongelacié
es van dur a terme observacions microscopiques en mostres d’hematocrit lisades 1 es va
determinar la conveniéncia de fer un minim de tres cicles per aconseguir un trencament
total. I’etapa de desproteinitzacié va ser més dificil d’optimitzar. El rang de pH pel qual la
reacci6 del derivatitzador fluorescent 6-quinolinilcarbamat de IN-hidroxisuccinimidil
(QCHS) amb les tres PA té un rendiment superior al 90% ¢és molt estret: 8,2-9,0 (Weiss ez
al. 1997). Es van tenir en compte dues consideracions a ’hora d’escollir un tractament acid
o basic per precipitar les proteines: (a) obtenir un pH final neutre o lleugerament acid i (b)
obtenir una soluci6 sense grans concentracions de sals. Per una banda, el tampd borat de
pH = 8,8 que es va fer servir per derivatitzar havia de ser capa¢ de portar el pH de la
mostra tractada a dins del rang esmentat. Per altre banda, la presencia de sals havia de ser
minima; no només per evitar interferéncies en la derivatitzacid, siné també per no
introduir-les posteriorment en el cromatograf, on podrien provocar un augment del soroll
de la linia de base 1 una disminuci6 en la sensibilitat de la deteccid. Tenint aixo present, es
van escollir els segiients metodes de desproteinitzacio, trobats a la literatura, per a provar la

seva eficacia.

(1) Desproteinitzacio per calor. Consistia en escalfar la mostra en un bany d’aigua a 100 °C
durant 3 min. Un volum conegut de mostra es dipositava en un tub de 2 mL. de polipropile,
1 es tancava hermeticament per evitar 'evaporacié del contingut aquds. A continuacio, es
centrifugava a 21.000 x g durant 20 min. Aquest métode presentava dos avantatges: 'estalvi
en la manipulacié de la mostra i P'estalvi de temps. La manipulacié esdevenia important
quan s’introduien canvis extrems en el pH de la mostra. L’aplicaci6 de calor simplificava, «

priori, el tractament de la mostra, i per tant, la seva optimitzacio.

(2) Desproteinitzacid per precipitacid amb una fase organica. La barreja de volums iguals d’una
mostra d’eritrocits 1 acetonitril pur provoca la precipitacié immediata de proteines i altres
components de les cellules. La mostra es dipositava en un tub hermetic per evitar
I'evaporacié d’acetonitril. Per homogeneitzar-la, es feia servir un vortex durant 1 min.
Finalment, es centrifugava a 8.000 X g durant 30 min. Aquest métode presentava uns

avantatges semblants a anterior.

(3) Desproteinitzacid per precipitacid en medi acid. Per provocar la precipitacié de proteines es van
provar diferents acids forts no oxidants: l'acid tricloroacetic, I'acid sulfosalicilic 1 Iacid
percloric. Per les raons abans esmentades sobre el pH 1 la presencia de sals a la mostra, es
va escollir I'acid percloric ja que el sobrenedant acid resultant de l'extraccié es podia
neutralitzar 1 dessalar alhora amb una soluci6 d’hidroxid potassic. El precipitat blanc
cristal.li format es detectava
1 s’eliminava facilment.

La relacié [mols d’acid/volum d’empaquetat d’eritrocits| que es va considerar adient per a

dur a terme la precipitacié total de proteines va ser la descrita per Tsukamoto ez al. (1997).

43



Aquesta relaci6 va ser la més alta de les trobades a la bibliografia: 1,62 x 10” mols/mL. En
el nostre cas, els volums apropiats son 270 pL. d’'una solucié d’acid percloric 3 M per cada
aliquota de 500 pLL d’hematocrit. Per tal de determinar el volum de solucié de KOH 1,5 M

necessari per neutralitzar la mostra es van dur a terme una serie de proves de valoracié del

pH.
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Figura 2.2. Mostra de sang tractada amh calor. 1: putrescina, 2: espermidina, 3:espermina i 4:
1,7-diaminohepti {estindard intern)

Proves de valoracid del pH. Es va realitzar una prospeccié inicial per veure quin era I'efecte
d’afegir una quantitat equimolar de KOH al sobrenedant d’acid percloric un cop realitzada
la desproteinitzacié. Amb aquest proposit, es van recollir els hematocrits de 5 persones i es
van homogeneitzar formant una unica mostra matriu, evitant aixi variacions
interindividuals. D’aquesta mostra es van recollir aliquotes de 1 mL, i es van tractar amb 0,5
mL de percloric 3 M durant 1 h a 0°C. Seguidament, els sobrenedants es van centrifugar i
neutralitzar amb 1 mL de KOH. Després de 1 h a 0°C, els cristalls de KCIO, es van retirar
per centrifugacié. El sobrenedant es va tamponar amb 3 volums de tetraborat sodic al 5%,
pH = 8,72. Els valors de pH obtinguts en 5 replicats van ser entre 9,02 1 9,80. Si feiem
servir la quantitat equimolar de KOH obteniem doncs un excés de OH lliures que el
tamp6 de borat dificilment podia compensar, la qual cosa indica que el consum de H' en

la desproteinitzacié no és negligible.
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En una

altra serie d’experiments es va determinar el punt final de la valoracié del

percloric present als sobrenedants d’eritrocits amb una solucié de KOH 1,5M (Figura 2.4).
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Figura 2.3. Mostra de sang tractada amb acetonitril. 1: putrescina, 2: espermidina, 3:espermina i 4:
1,7-diaminohepta (estindard intern)

Per aquestes proves també es va partir d’'una matriu formada per 'hematocrit de cinc
donants. Els resultats obtinguts indiquen que amb un 58%-60% de la quantitat equimolar
de KOH s’aconsegueix neutralitzar les mostres.

% Volum equimolar KOH 1,5M

Figura 2.4 Corba de valoracié d’una
mostra de sang tractada amb PCA 3M 1
neutralitzada amb KOH 1,5M.
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D’aquesta forma vam arribar a la segiient relacio:

500 pL hematocrit / 270 pl. HC1IO, 3 M / 320 ul. KOH 1,5M

Els tres metodes esmentats es van estudiar en diferents mostres d’hematocrit. A les
Figures 2.2, 2.3 1 2.5 es poden veure els cromatogrames que resulten d’aplicar cadascun
d’ells. La precipitacié amb acetonitril va resultar ineficient per alliberar les PA (Figura 2.4)
1 es va descartar. La desproteinitzacié per calor i la desproteinitzacié per precipitacié en

medi acid van donar resultats molt semblants. La diferéncia en la grandaria dels pics que es
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Figure 2.5. Mostra de sang tractada amb percloric. l:puirescina, 2:espermidina, 3:espermina i 4:
1,7-diaminohepta (estindard intern)

pot apreciar a les Figures 2.3 i 2.5 ve determinada pel factor de dilucié introduit al
tractament en medi acid, en afegir primer el HCIO, i després el KOH. Els resultats sén de
I'ordre dels valors trobats a la literatura. Es va escollir el tractament amb calor per les raons
esmentades d’estalvi de temps 1 de manipulacié de mostra, i perqué amb el tractament acid
disminuia la sensibilitat del metode (pics més petits per una mateixa concentracié de PA a
la mostra).

46



2.2.1.1.2 Tractament de cultius cel.lulars
PROTOCOL

La primera etapa en el protocol de tractament de cellules era el rentat en condicions
suaus per evitar el seu trencament. Les c¢l.lules, que proliferaven adherides al substrat solid,
es resuspenien en una solucié de tripsina al 0,25% per incubacié a 37°C, 5-15 min. La
suspensi6 resultant es dilufa amb un volum igual de medi de cultiu contenint un 10% de
serum fetal bovi per inactivar la tripsina, i es centrifugava suaument (800 x g, 5 min). El
sobrenedant es descartava i les cellules es rentaven amb solucié de tampé de fosfats sali
per resuspensio i centrifugacié. Després de rentar-les, es resuspenien en 200 pL. d’aigua. El
contingut intracel.lular s’alliberava congelant i descongelant la mostra amb nitrogen liquid 1
un bany d’aigua a 37°C. Aquest metode es va escollir perque a diferencia del trencament en
medi hipotonic no introduia cap factor de diluci6 a la mostra. Per precipitar el contingut en
proteines de les ccl.lules s’afegia acid percloric a les mostres, 1 es refredaven durant 1 hora a
0°C. Els sobrenedants es neutralitzaven amb hidroxid potassic i es prenia una aliquota per

derivatitzar.
OPTIMITZACIO

Els cultius de cel.lules CT-26 1 Caco-2 es van resusprendre amb una solucié de tripsina
0,25% en PBS. A continuaci6 les ce¢llules es van rentar amb PBS Aquest rentat és de vital
importancia en qualsevol experiment a causa de la preséncia en el serum del medi de cultiu
de PA i d’enzims que les degraden, principalment oxidases, que poden introduir errors en
les mesures. Per adequar la grandaria de la mostra al procediment de derivatitzaci6 i a la
corba de calibratge del cromatograf, el concentrat de céllules resultant de I'altim rentat es
va redissoldre en un volum final de 200 pL d'aigua desionitzada. El trencament de les
ccllules es va fer congelant i descongelant, tal i com es feia amb els eritrocits. El meétode
resultava igualment efectiu quan es feia tres vegades. Per trobar un mectode adient
d’extracci6é de proteines per cultius de cellules es van estudiar els tractaments per calor i
per precipitacié6 amb HCIO,. Com en el cas de mostres de sang, es van fer una serie de

proves quantitatives.

(1) Desproteinitzacid per calor. Consistia en escalfar la mostra en un bany d’aigua a 100°C
durant 3 min en tubs de polipropile tancats hermeticament.

(2) Desproteinitzacid per precipitacid dcida. Les cellules dissoltes en 200 pL d'aigua es van
barrejar amb un volum identic de PCA 3M, es van homogenitzar i es van deixar a 0°C
durant 1 h amb agitacié constant. Els sobrenedants resultants de centrifugar a 5.000 x g
durant 5 min es van neutralitzar per addicié de 300 pL. d’una solucié 1,5 M en KOH i
incubaci6 a 0°C, 1 h. El precipitat de KCIO, es va retirar centrifugant de nou a 5.000 x g
durant 5 min. Aquest procediment representava diluir la mostra més de 1:3 respecte al

procediment de desproteinitzacié per calor.

47



El tractament per calor aplicat als cultius de cellules aconseguia alliberar un percentatge
molt petit del contingut en PA observat en l'extraccié amb percloric. Aquesta diferéncia en
els resultats obtinguts en eritrocits i en cultius de céllules podria explicar-se per una
distribuci6 de les PA en compartiments intracel.lulars diferents. Un tret caracteristic dels
eritrocits, a tenir en compte, ¢és 'absencia de nucli, ribosomes i reticle endoplasmatic, tots
tres reservoris importants d’espermidina i espermina en les cellules nucleades. En qualsevol
cas, les concentracions de PA obtingudes amb el tractament acid van ser de I'ordre de les
trobades a la literatura i es va decidir aplicar aquest tractament per a I’extraccié de proteines
en cultius de céllules (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Mostra de cél'lules Caco-2 tractada amb percloric. l:putrescina, 2:espermidina,
J:esperminai 4: 1,7-diaminohepti (estindard intern)

2.2.1.1.3 Tractament de la mucosa intestinal humana

Per determinar les concentracions de PA en la mucosa intestinal humana el polvoritzat de
mucosa en fred es resuspenia en 250 pl. de tampd, es sonicava i centrifugava a 20.000 x g.
Per a lextracci6 de proteines s’utilitzava el metode seleccionat en el cas dels cultius
cellulars: 200 pL de sobrenedant es barrejaven amb un volum identic de PCA 3 M,
s’homogeneitzaven i es refredaven a 0 °C. Posteriorment, els sobrenedants resultants de
centrifugar a 5.000 x g durant 5 min es neutralitzaven per addicié d’una soluci6 de KOH
1,5 M. El precipitat de KCIO, es retirava, centrifugant de nou a 5.000 x g, 5 min. Una
aliquota del sobrenedant es detivatitzava i la resta es conservava a —20°C. A les Figures 2.8
i 2.9 podeu observar els cromatogrames obtinguts en analitzar mostres apatellades de

mucosa sana i tumoral en un mateix pacient de cancer colorectal amb aquest tractament.
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Figura 2.8. Mostra de mucosa de colon huma. 1: putrescina, 2: espermidina, 3:
espermina i 4: 1,7-diaminohepta (estandard intern)
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Figura 2.9. Mostra d’adenocarcinoma de colon huma. 1: putrescina, 2:
espermidina, 3: espermina i 4: 1,7-diaminohepta (estandard intern)
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2.2.1.2 Derivatitzacio

2.2.1.2.1 Fonament

La reacci6 entre les PA 1 el QCHS té lloc de forma instantania a temperatura ambient. A
cadascun dels grups amino primaris i secundaris de la PA s’incorpora una molecula de
quinolinilaminocarbonil (QAC) que queda unida per un enllag de tipus urea. Els compostos

resultants tenen les seglients estructures:
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Figura 2.10 N',N*-Bis(6-quinolilaminocarbonil)putrescina.
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Figura 2.11 N',N*,N®-Tris(6-quinolilaminocarbonil)espermidina.
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Figura 2.12 N',N*,N°,N**-Tetrakis(6-quinolilaminocarbonil)

espermina.
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El reactiu QCHS es comercialitza com un solid liofilitzat altament higroscopic. Per
dilucié en 1 ml d’acetonitril de grau fluorimétric obteniem una solucié de treball 10 mM.
Un cop dissolt el producte es mantenia en atmosfera d’argd, ja que en poques hores
s’hidrolitzava 1 esdevenia inservible. L’atmosfera inert no evitava completament la
degradaci6 del producte, i com es volia optimitzar un metode de caracter quantitatiu, es va
decidir treballar amb reactiu de nova preparacié en tots els casos. D’aquesta forma, en
menys de 30 min es consumia una unitat ’AQC (nom comercial del QCHS) per
derivatitzar 50 mostres. La cinética de la reaccid, i lestabilitat dels derivats formats
permetien procedir al seu analisi cromatografic de forma immediata.

22122 Optimitzacid de les condicions de derivatitzacio

Els estudis realitzats per Cohen i Michaud (1993), i Merali i Clarkson (1996) sobre la
reaccio del QCHS amb aminoacids indicaven la necessitat de disposar d’una relaci6 QCHS:
grups amino reactius de 4:1 per a obtenir un rendiment maxim. Aquesta relacié es valida
només en condicions optimes ja que la presencia de molecules susceptibles de reaccionar
amb el QCHS a les mostres biologiques fa necessari augmentar-la de forma dramatica. En
aquest sentit, no hi ha problema, i sempre segons Cohen, les propietats fluorescents dels
productes de la hidrolisi del reactiu permeten arribar a una relacié 10.000:1 sense cap
interferéncia en la quantificacio. Per altra banda, Weiss ef 2/ (1997) feien servir una relacié
400:1 en el seus estudis d’aplicaci6é del metode a la deteccié de PA.

Els tractaments de mostra aplicats a mostres de eritrocit i c¢l.lules només deixaven com a
potencials interferents de la reaccié entre el QCHS 1 les PA els aminoacids lliures, les
amines 1 els peptids. Les concentracions dels primers podien arribar a desenes de
micromols per litre a la mostra tractada. Per aixo, es va determinar com afectava I’addicié
d’una soluci6 estandar de 16 aminoacids 80 pM en la determinacié quantitativa de les tres
PA. Les concentracions de PA estudiades van ser 5 uM. Dues series de cinc
derivatitzacions es van cromatografiar en dos experiments diferents amb un grup control
de derivatitzacions en abséncia d’aminoacids.

Taula 2.8 Parametre de quantificacié cromatografic de
les poliamines en abséncia i en preséncia d’una barreja

d”aminoacids 80uM

Bgio/Be. 5. x 107 (n=10)

Controls Aminoacids
Putrescina 42,71 * 3,46 39,46 £ 4,01
Espermidina 15,27 £ 0,29 14,88 + 1,42
Espermina 15,36 £ 0,72 16,56 = 1,24

No es van trobar difereéncies estadisticament significatives en la quantificacié dels pics en
presencia d’aminoacids respecte als valors trobats en el grup control. En aquest ultim,
només eren presents les PA i I'estandard intern, i la relaci6 QCHS:grups amino va ser
aproximadament 360:1. En canvi, en preséncia dels aminoacids aquesta relacié va disminuir
fins a 20:1. Aleshores, es va decidir utilitzar la primera relacié per fer les proves de validacié
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del metode 1 per la derivatitzacié de mostres: per un volum de mostra de 10 pL, es van fer
servir 20 uL. de QCHS 10 mM. Per equilibrar el pH de la barreja de reaccié es va utilitzar
un tamp6 de tetraborat sodic 0,2 M de pH 8,8.

La proporcié de volums reactiv:tampd borat recomanada en el cas de treballar amb
aminoacids ¢s igual o inferior a 4:1 (Cohen 1 Michaud 1993). Com era previsible utilitzar
quantitats de tampd més altes per neutralitzar tractaments de mostra acids, es va investigar
Iefecte d’afegir una relacié tampéd:reactiu de 5,5:1 1 8:1 front a una relacié inferior a 4:1 a
una mateixa mostra de cel.lules Caco-2.

Taula 2.9 Parametre de quantificaci6 cromatografic de les
poliamines en funcidé de la relacidé volumétrica tampé borat
VS. reactiu.

Apic/Ae. i, X 102 (n = 3)

Viamps  *Vreactiu 3,25 1 55 :1 8 : 1

Putrescina 6,27 £ 1,13 5,96 = 0,01 6,04 £ 0,62
Espermidina 15,70 £ 1,29 15,27 £ 0,77 16,30 £ 0,76
Espermina 17,91 £ 0,81 13,08 £ 0,20 13,58 £ 0,45*

* Diferencies significatives amb p < 0,05

Mentre que les mesures de putrescina 1 espermidina no es veien alterades per la preséncia
creixent de borat, en el cas de 'espermidina es va observar un descens estadisticament
significatiu en la formacié de derivat. La relacié 3,25:1 es va fer servir en tots els
experiments segiients. I’esquema de derivatitzacié va quedar establert tal i com es veu a la
Figura 2.13. Aquest esquema permetia fer triplicats per a cada mostra derivatitzada,
considerant una grandaria de bucle d’injeccié6 de 30 pL de capacitat. En optimitzar el
metode d’injeccié de mostres cada punxada va requerir una aliquota de 80 pL. Per aixo, el
volum final de la barreja es va augmentar mantenint les proporcions esmentades.

10 pL de mostra tractada o solucid
d’ estandards
+
5 pL d’estandard intern 5 uM

+

65 puL de tampd de tetraborat sodic

0,2 M de pH 8,8

A

20 pL de QCHS 10 mM

Figura 2.13 Esquema de derivatitzacio.
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2.2.1.23 Proves d'estabilitat dels derivats QAC

L’estabilitat dels derivats formats pel QCHS va ser un motiu clau per escollir aquest
reactiu. L’abséncia d’un sistema automatic d’injeccié de mostra en el cromatograf implicava
treballar de forma discontinua i, per aixo, era necessaria una reproduibilitat molt acurada.
Deixant de banda els errors introduits per operacions técniques (tractament de mostra,
derivatitzacio, injeccié de mostra) o les limitacions del sistema, la reproduibilitat es veia
afectada basicament per la pérdua de senyal fluorescent de les mostres.

Es van trobar dos estudis d’estabilitat dels derivats QAC-PA en la bibliografia. Merali i
Clarkson (1996), per comprovar lestabilitat d’aquests productes, van cromatografiar
mostres conservades a temperatura ambient durant els tres dies posteriors a la
derivatitzacid, i obtenien arees de pic iguals o superiors al 95 + 2 % de 'area obtinguda de
forma immediata a la reaccid. Al segon estudi (Weiss ef al. 1997), es cromatografiava una
solucié d’estandars derivatitzats 1 conservats a temperatura ambient fent deu punxades
durant 1 mes. El coeficient de variacié en les mesures quantitatives arribava, en el pitjor
dels casos, a 7,5%. Cap dels dos estudis donava explicacions més detallades sobre les
proves realitzades.

Les condicions cromatografiques establertes a Iinici del procés d’estandaritzacié ens
permetien fer un cromatograma cada 50 min. Un treball de 8 hores diaries permetia
analitzar 60 aliquotes de mostra injectades setmanalment, si no es tenia en compte una
primera punxada diaria d’acondicionament del sistema. Es va estudiar llavors quina
reproduibilitat presentaven les mesures de diferents solucions d’estandards de les tres PA, i
Pestandard intern durant un perfode d’'un mes. Les mostres es van conservar a 4°C.
Aliquotes de cada mostra (# = 10) es van cromatografiar per quadruplicat un cop per
setmana.

Taula 2.10 Reprodurtbilitat en la
quantificacié6 de 10 solucions
d’estandards analitzades durant

un mes

CV%
Putrescina 9,97
Espermidina 8,16
Espermina 9,82
Estandard intern 6,10

A la Taula 2.10 podeu veure els coeficients de variacié totals en la quantificacié de cada
poliamina durant un mes. Els resultats obtinguts, malgrat ser molt bons, no eren valids per
estandarditzar el meétode. Es va repetir 'experiment reduint el periode d’estudi a dues
setmanes, temps més que suficient pels nostres proposits (Taula 2.11).

Taula 2.11 Reprodurbilitat en la
quantificacié de 5 solucions
d’estandards analitzades durant
2 setmanes

CV%
Putrescina 5,20
Espermidina 4,17
Espermina 6,07
Estandard intern 3,54
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2.2.1.3 Separacio cromatografica

2.2.1.3.1 Fonament

Per separar les PA, les mostres s’injectaven en una columna cromatografica C,4 de fase
inversa. En aquest tipus de columnes la fase estacionaria esta formada per cadenes #-
octadecil paral.leles, unides a un suport de silice amb una estructura de tipus raspall. Aquest
recobriment enllacat es concep com un liquid convencional retingut fisicament. Per altra
banda, el concepte de fase inversa distingeix la polaritat relativa de les fases que s’empren:
la fase estacionaria és apolar (sovint un hidrocarbur) i la fase mobil és relativament polar
(aigua, metanol o acetonitril). Els derivats de les PA i altres constituents de la mostra
interaccionen amb els grups octadecil per les parts hidrofobes de la seva estructura, com els
carbonis aromatics dels grups QAC o els grups propil 1 butil de les PA. Les molecules de la
fase mobil, aigua 1 acetonitril, sén molt polars i no queden retingudes.

100 I—I
1, 7-daninoheptd
g0
604
Pputrescina
espermmiding
a0 espervning
204
D_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
| | | | |
0.00 Z2.00 4.00 6.00 g.00 10.00 1z2.00

Figura 2.14. Barreja d'estindards de poliamines 15 microM

S’estableix llavors un equilibri de repartiment de les PA entre les dues fases. L’equilibri és
un procés dinamic que permet que els soluts migrin fisicament per la columna de forma
diferencial en funcié del valor de la seva constant d’equilibri. Per a aconseguir una elucié de
la columna més rapida es fa servir un procediment d’elucié en gradient. Inicialment, la
mostra arriba a la columna arrossegada per una fase mobil que és 80% fase aquosa i 20%
acetonitril. El percentatge d’acetonitril a la fase mobil augmenta gradualment, disminuint la
seva polaritat i augmentant la seva afinitat per les PA. L’equilibri de repartiment es
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desplaga continuament a la dreta i les molecules migren cada cop més rapidament. Quan la
fase mobil conté un 40-55% d’acetonitril, les PA surten de la columna cap al detector en
lordre que es pot veure a la Figura 2.14. Aquest ordre no només depén de la quantitat de
superficie apolar de la molécula sin6é també de factors esterics. Les molécules d’espermina i
d’espermidina tenen més parts apolars que la de diaminohepta, pero en canvi, tenen grups
amino entre les cadenes hidrocarbonades que afavoreixen conformacions poc favorables
per a la interaccié amb la fase solida. Aixo explica el fet que elueixin abans que 'estandard
intern.

2.2.1.3.2 Equip instrumental

Per separar les PA es va fer servir un equip de cromatografia que a part del detector i
l'ordinador constava de quatre components essencials: un sistema de desgasificacié de
liquids, una bomba de liquids d’alta pressio, un sistema d’injeccié manual de mostres 1 una
columna cromatografica. A continuacié es comenten breument els solvents cromatografics
emprats i es descriu els altres components de I'equip.

SOLVENTS CROMATOGRAFICS

Els solvents emprats van ser tres: un tampé d’acetat-trietilamina a pH 5,05, acetonitril
pur 1 aigua desionitzada. El tampo es preparava al laboratori aproximadament un cop al
mes. Per preparar 5 L. de tamp6 el protocol era el seglient: es pesaven 95,26 grams d’acetat
sodic 1 es dissolien en aigua desionitzada amb agitacié constant. S’afegia 11,26 mL de
trietilamina mitjancant una pipeta graduada de vidre en una campana extractora de fums.
Una vegada homogeneitzat el tamp6 el seu pH es desplacava des de 11,4 fins al pH de
treball (5,05) per valoracié amb una solucié d’acid fosforic al 50%. Finalment el tampé es
filtrava a través d’'una membrana de 0,45 pm i es conservava a 4°C. L’estabilitat del tampé a
4°C era relativament bona: passat un mes, el pH s’alcalinitzava lleugerament fins 5,15-5,19.
De totes formes aquesta variacié no era acceptable, perque afectava a la ionicitat de la fase
mobil, i en consequiencia a la capacitat de retenci6 de la fase estacionaria (temps de retencid
variables). La raé d’aquest canvi és el creixement espontani de microorganismes (algues 1
bacteris) en els tampons aquosos. Per evitar-ho s’afegien unes gotes d’azida sodica al 10% a
la soluci6é acabada de valorar. D’aquesta forma, el pH del tampé no canvia en més de £
0,01 en un periode de dos mesos. Mentre que I'acid fosforic i I'acetat sén modificadors del
pH del tampd, la trietilamina és un additiu afegit a la fase mobil per modificar la selectivitat
de la columna i prevenir ’asimetria dels pics. Es un agent emmascarador dels grups silanol
del suport de silice que no han estat substituits per cadenes octadecil en la fabricacié de les
columnes Cg S’uneix a ells per ponts d’hidrogen, 1 d’aquesta forma redueix fenomens
inespecifics d’adsorcié i/o d’intercanvi ionic amb les PA. L’acetonitril que es fa servir és de
grau Fluorescéncia, 1 es filtrava a través d’'una membrana de 0,45 um per eliminar pols 1
possibles particules solides abans dipositar-ho en el seu reservori corresponent al sistema
d’HPLC. Laigua, utilitzada per rentar el sistema de sals i substancies polars després de cada
mostra cromatografiada, es filtrava i desionitzava diariament amb un sistema MilliQQ de
Waters.
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SISTEMA D’HELI PER LA DESGASIFICACIO DE SOLVENTS

Un aspecte critic en el treball amb cromatografia liquida d’alta pressié és la puresa i
netedat dels liquids que entren en el sistema. I’abséncia de gasos en tampons aquosos,
fases organiques i aigua és particularment desitjable. L’acumulacié de bombolles d’aire
dintre de la bomba pot provocar cavitacions en els pistons amb consequiencies fatals. De la
mateixa manera, el rebliment de la columna pot oxidar-se parcialment per la presencia
constant de petites quantitats d’oxigen a la fase mobil. Aixo comporta una perdua de
resoluci6 en la separacié dels pics cromatografics. Treballar amb liquids no desgasificats
correctament també porta associats altres problemes menys importants pero que
impedeixen treballar amb un rendiment optim: el descebament de la bomba amb Ila
consequent necessitat de purgar bé el sistema és el més frequent. Per altra banda, la
presencia de bombolles d’aire en I'eluent que surt de la columna modifica de forma notable
el senyal fluorescent. Quan la seva concentraci6 és gran, produeix un caracteristic patrd de
micropics ficticis a intervals regulars en els cromatogrames. A concentracions
imperceptibles, I'oxigen dissolt pot reduir la intensitat de fluorescencia de la mostra per
dues causes: per atenuacié ([angl.| gwenching) degut a les propietats paramagnetiques de
Poxigen molecular, i per oxidacié fotoquimica de les especies fluorescents. En ambdoés
casos la presencia d’aire pot implicar la perdua de mostres. Tres raons van fer aconsellable
acoblar un sistema d’heli a 'equip cromatografic. La bomba de liquids Kontron 525 es
descebava amb relativa facilitat si aparell havia estat parat unes 12 hores. El mode de
treball discontinu comportava fer servir els mateixos solvents varis dies. I per ultim,
Paugment de la temperatura durant Pestiu afavoria considerablement la formacié de gasos
als liquid. El sistema de desgasificaci6 utilitzat consistia en un bombona d’heli comprimit
N55, un manoreductor per controlar el cabdal de gas, una instal.lacié de tub de coure, tub
de tefl6 per introduir el gas en els reservoris dels solvents, i uns difusors porosos per
dispersar l’heli de forma homogenia. Posteriorment es van introduir unes valvules
antiretorn per evitar Pefecte sifé observat en tancar el corrent de gas. Com a procediment
alternatiu al sistema d’heli es feia servir inicialment la filtracié dels liquids per membranes
amb porus de 0,45 pum. Pero aquesta operacié era necessari fer-la diariament i consumia
temps, per aixo es va substituir per lheli, i es va emprar només per eliminar particules
solides en els solvents de nova preparacio.

BOMBA DE LIQUIDS D’ALTA PRESSIO

La bomba cromatografica és el dispositiu que proporciona a la fase mobil la pressio
necessaria per tal que, operant al flux i velocitat precises, travessi la columna. Aquesta
definicié posa de manifest la caracteristica més important d’aquest aparell: moure la fase
mobil a un flux constant (modificant la pressié) o a una pressié constant (modifiquen el
flux per a assolir-la). L.a bomba que vam utilitzar en els nostres experiments era una bomba
de pist6 de flux constant. En aquest tipus de bomba, un dispositiu electric actua sobre un
pisté que en entrar en una cambra on es troba leluent, el comprimeix i 'empeny cap a
dintre del sistema. Dues valvules amb tancament de bola, que s’obren i1 tanquen
alternativament, controlen el flux del solvent cap a dintre 1 fora de la cambra. Aquest
sistema permet moltes embolades per unitat de temps (fins a 100 per minut), i allibera
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doncs un flux quasi constant, que depen de la relacié entre el volum de la cavitat on
s’allotja el pist6 i la longitud d’aquest. L’accié d’un pistd unic té inconvenient de provocar
variacions a la linia de base per cada embolada, produint un flux que oscilla de forma
ciclica amb el temps. Per aixo, la fase mobil es mou amb un sistema de pistd reciproc; dos
pistons que treballen desfasats mig periode produeixen un flux que és la combinacié del
flux generat per cada pisto i per tant és més estable. Tot i el fet de treballar amb detectors
molt sensibles, el soroll de fons de la linia de base als cromatogrames, produit per petites
variacions en el flux encara és un problema, i és necessaria la preséncia d’un atenuador
d’impulsos darrera del sistema de pistons. Aquest treballa absorbint les fluctuacions de la
pressié6 mitjancant un diafragma especial inclos dintre d’'un modul pressuritzat. Altre
component indispensable de la bomba és un dispositiu electronic de control de la pressié
del sistema que permet seleccionar un maxim i un minim de pressi6 de treball. Fora
d’aquests limits la bomba s’atura de forma automatica. Les raons que el fan necessari soén
dues: (a) evitar que una obstruccié a qualsevol component de l’equip ocasioni una
sobrepressio 1 exploti alguna part delicada del cromatograf (limit superior), 1 (b) impedir
Ientrada d’aire al sistema (limit inferior). Aquesta darrera es caracteritza per una caiguda
rapida de la pressié6 motivada pel tancament incorrecte d’una de les valvules. Per treballar
amb elucié en gradient el sistema disposa d’una cambra de barreja de solvents a baixa
pressio situada davant de la bomba propiament dita. L.a cambra treballa mitjancant un
sistema de valvules que s’obren i es tanquen controlades per un solenoide (part electronica).
Es barreja la fase aquosa i I'acetonitril en funcié d’un gradient préviament programat. LA
barreja es fa a pressié atmosférica, 1 després la fase mobil es comprimeix fins a 100-200 bar,
pressi6 de treball necessaria per a mantenir un flux constant de 1 mL/min.

SISTEMA D’INJECCIO DE MOSTRES

El sistema cromatografic es sotmet a una pressié per vencer la resisténcia de la columna a
la passa de fase mobil obtenir un flux desitjat. Per aixo, totes les parts entre la bomba i la
columna es troben tancades a 'atmosfera exterior. La posicié de I'injector anteposat a la
columna implica que la introduccié de mostra es faci mitjangant un sistema, generalment de
valvules, que pot incorporar la mostra a la fase mobil sense perdues de pressio que alterin el
flux.

En la nostra feina, el sistema emprat era un sistema de valvules amb una disposicié en
forma de bucle (Jangl.] /op) (Figura 2.16) dissenyat per conservar la pressié de la bomba

mymxion e
| Carge de menzita L L

Figura 2.15 Bucle de mostra per liquids (a

Skoog DA i Leary JJ. Analisis instrumental. 42
ed. MacGraw-Hill, Madrid, 1993).
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durant la introduccié de les mostres en el sistema. El seu fonament és senzill, consta de sis
fases de flux o valvules, que en posicié de carrega de mostra queden tal com es veu a
lesquerra de la Figura 2.17:

Enirada gs Elisgeinte hdini Erirads dn ﬂm: ¥
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Figura 2.16 Diagrama de flux de l"injector en les posicions
de carrega (a) 1 d"injecci6 (b) de mostra. (a Skoog DA i
Leary JJ. Analisis instrumental. 42 ed. MacGraw-Hill,
Madrid, 1993).

La introduccié de la mostra es fa amb una microxeringa de baixa pressié a través d’una
porta al rotor de Iinjector. Aquesta és paral.lela a I'eix de I'aparell i desemboca en un bucle
on queda dipositada la mostra gracies a un segell de teflé. En la posicié de carrega (a) la
mostra entra 1 omple el bucle per la valvula A. La introduccié d’un excés de mostra és
tolerada perque la sortida del bucle queda connectada amb un tub de rebrec que condueix
I'excés a Pexterior (sistema CB). Dintre del sistema queda un volum de mostra problema
equivalent al volum intern del bucle. La fase mobil bombejada troba un cami de retorn a la
valvula immediata, dirigint-se a la columna sense travessar el bucle. En girar el rotor a la
posicié d'injeccié (b), la fase mobil inicia el bucle que ha estat omplert de mostra. Travessa
el bucle i arriba a la valvula B comunicada ara amb C, per on entra a la columna. Per
carregar la mostra a l'injector es poden utilitzar dos metodes. Omplir completament el
bucle o fer-ho parcialment. El primer és el métode convencional i implica treballar amb un
excés de mostra. El segon, indicat quan la grandaria de la mostra és limitada, consisteix en
desplagar el solvent que hi queda al bucle amb un 50% en volum de mostra. En el primer
cas, Pexcés és necessari perque la velocitat del fluid al tub del bucle varia d’un maxim a leix
del tub a zero a les parets. A mida que la mostra empeny fora el solvent durant la carrega, la
interfase mostra solvent es va fent difusa. El solvent resta a les parets. La quantitat de
mostra al bucle s’aproxima al seu maxim de forma asimptomatica. Dos o tres vegades el
volum del bucle es requereixen per a assolir un 95% del maxim. Es el minim recomanat per
una bona precisio, pero de cinc a deu vegades aquest volum encara la milloren.

Per comprovar si el guany en precisié6 compensava el reactiu consumit es va determinar
experimentalment com afectava un increment en el volum de mostra injectat al coeficient
de variaci6 de les dades analitiques. Es van provar volums 2,3, 41 5 x la grandaria nominal
d’un bucle de 20 pLL amb diferents solucions estandards 5 uM de les PA per injeccio
repetida d’aliquotes d’una mateixa solucio.
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Taula 2.12 Efecte del tamany de mostra injectada sobre la precisi6 de les
mesures

CV %

Vimostra + Vbucle 1 x (n =5 2 x (n=6) 3x (n=6) 4 x (n =6) 5 x (n =6)

Putrescina 6,00 3,05 2,76 2,63 1,07
Espermidina 5,20 2,77 1,43 1.94 1,93
Espermina 11, 60 8,81 7,56 4,70 5,01

Es va decidir utilitzar la relacié 4 x perque la precisié en les mesures d’espermina, la més
gran de les tres de forma destacada, no millorava més. I’esquema de derivatitzacié per a
obtenir triplicats d’una aliquota de mostra derivatitzada mitjancant un excés 4 x i un bucle
de 20 pl. es mostra a la Figura 2.18.

26 pL de mostra tractada o solucid
d'estandards
+
13 pL d’estandard intern
+
169 pL de tampd de tetraborat sodic
0,2 M de pH = 8,8
\:
52 puL de QCHS 10 mM

Figura 2.17 Esquema de derivatitzacio.

2.2.1.33 Identificacid dels pics cromatografics

La identificaci6 dels pics cromatografics corresponents a cadascuna de les PA 1 a
I'estandard intern es va realitzar mitjangant els seus temps de retenci6. Per aixo, es van
cromatografiar solucions estandard de cada PA, i després barreges estandard de totes elles.
Els temps caracteristics es poden observar a la Taula 2.13.

Taula 2.13 Mesures de dispersio en el temps de retencio
en 20 determinacions d’una barreja d’estandards de PA i

I’estandard intern 5 pM

Mitjana Desviacié Ccv

(min) tipica (%)

Putrescina 5,19 0,19 3,57
Espermidina 7,54 0,12 1,60
Espermina 9,23 0,14 1,53
Estandard intern 10,53 0,12 1,17
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A la Figura 2.19 s’observa que les PA i I'estandard intern eluien totes en un periode de 5
minuts, conjuntament amb una molécula, producte secundari de la reaccié de derivatitzacio
(pic interferent). La putrescina va mostrar un CV amb un valor doble que la resta,
atribuible a la seva proximitat al front del solvent.
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Figura 2.19. Barreja d"estindards de poliamines 15 microM

La confirmaci6 de la identitat dels pics en les mostres es va realitzar de forma qualitativa
addicionant volums coneguts d'estandards de PA i comparant els temps de retencié dels
pics en les mostres sense (Figura 2.20) i amb (Figura 2.21) addicio.
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Figura 2.20. Mostra de cél-lules Caco-2 sense addicio d'estindards. 1: putrescina, 2: espermidina, 3:
espermina i 4: 1,7-diaminohepta {(estindard intern).
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Figura 2.21. Mostra de cél'lules Caco-2 amb addicidé d'estandards. 1: putrescina, 2: espermidina, 3:
espermina i 4: 1,7-diaminoheptai (estindard interm).
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22134 Optimitzacid de la separacid

Una separacié cromatografica s’optimitza variant les condicions experimentals per tal que
els components d’una barreja es separin totalment en el minim de temps. Puix que
optimitzar resolucié i temps no és possible per unes mateixes condicions, 'objectiu és
sempre una solucié de compromis. Per explicar com es va abordar la millora del metode cal
desenvolupar un parell de férmules matematiques. El factor de capacitat, £, és un
parametre important en cromatografia que es fa servir per descriure la velocitat de migracié
dels analits a la columna:

on tg ¢és el temps de retencié de l'analit A, ity el d'un component que no es reté a la
columna 1i arriba al detector immediatament després del comengament de 'eluci6. Quan £’
<<1 I'eluci6 és massa rapida per poder quantificar bé t,. Quan el seu valor és de 'ordre de
20 o 30 els temps de retencié sén massa llargs. Es consideren condicions optimes de
separacio quan els analits a resoldre tenen 1<4&"<5.

Per escollir quines sén aquestes condicions es fa servir una expressié matematica de la
resoluci6 de la columna Ry. Per dos analits A 1 B (tz(A) < tz(B)) que es volen resoldre:

R= e (5]

4 1+k'

on IN és el nombre de plats teorics de la columna, o es el factor de selectivitat i £” es el
promig dels factors de capacitat dels dos analits: £'(A) + £(B) / 2.

El recurs d’augmentar el parametre N per millorar la separacié equival a canviar la
columna per una més llarga o amb unes particules de grandaria menor. Es una solucié
costosa que allarga el temps d’analisi. Per altra banda, el factor de selectivitat és el quocient
£ (A) / £ (B). Es possible augmentar el seu valor mantenint £ dintre d’un rang acceptable
de 1 a 10. Generalment pero, la forma més senzilla de millorar la resolucié és optimitzant
#’. Amb fases mobils liquides canviar la composicié del solvent és el procediment escollit,
encara que existeixen altres com canviar la temperatura de la columna o el pH del solvent
aquos.

La separacié de les PA pot aconseguir-se fent servir un dnic solvent de composicié
constant aigua:metanol o aigua:acetonitril (eluci6 isocratica) (Figura 2.22).
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Figura 2.22. Barreja d'estandards de PA 5 microM resolta en un gradient
isocratic 10%. 1: putrescina, 2: espermidina i 3: espermina.

L’eficiencia de la separacié augmenta notablement amb una elucié en gradient, que permet
millorar alhora la resolucio 1 els temps de retencié dels pics cromatografics. En la primera
publicacié on va aparéixer un metode de separacio de derivats QAC-PA, es treballava amb
el segient gradient d’elucié (Taula 2.14).

Taula 2.14 Gradient per la separacié de PA
en fase inversa (Merali i Clarkson 1996)

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) (%) (%) (%)
0 100 0 0
1 99 1 0
18 95 5 0
19 91 9 0
29,5 83 17 0
33 60 40 0
42 0 60 40
50 100 0 0

El temps d’analisi total tenint en compte una duracié de la fase final d’equilibrament de
columna d’uns 10 min era de 60 min. El significat d’aquest gradient es fa més aparent
representant el % d’acetonitril a la fase mobil en funcié del temps (Figura 2.23)
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Figura 2.23 Representacio del gradient per a
la separacié de PA en Tfase inversa com
variaci6 del % d"acetonitril a la fase mobil
amb el temps (Merali i Clarkson 1996).

Es tracta d’un gradient de tipus concau on els canvis entre composicions son lineals i no
exponencials com seria el cas optim. Es un gradient molt semblant al que van aplicar
Cohen i Michaud (1993) per a la separaci6 de derivats QAC-AA. En aplicar aquest primer
gradient esmentat al nostre sistema cromatografic es van obtenir resultats semblants als
publicats. Als cromatogrames de mostres biologiques presentats per Merali i Clarckson
(1996) s’observa que la primera substancia que elueix de columna ho fa a t = 12,5 min. Els
pics de les PA 1 'estandard intern apareixen agrupats entre 35 1 38 min. Els coeficients de
capacitat per a les PA es troben llavors en un rang optim (1,80-2,04) per aconseguir
separar-les. Malgrat aixo, es van observar dos inconvenients en aquest métode:

(a) El temps d’analisi era innecessariament llarg degut a un gradient d’elucié inapropiat.

(b) La preséncia d’altres molécules a les mostres interferia de forma notable amb la
quantificacié de les PA il'estandard intern.

Un temps d’analisi tan extens només podria justificar-se per la necessitat de resoldre les
PA d’altres analits de la mostra que no es separen amb gradients més curts. Pero aquest no
¢és el cas. Per altra banda, si la intencié era separar només les PA perqué comengar un
gradient tan suau on el primer pic apareix als 12 minuts?. El gradient emprat per Merali és
un gradient apropiat per resoldre aminoacids, és a dir, uns setze pics cromatografics de
substancies molt semblants, pero no per a aillar les PA. Aixi doncs, vam optimitzar les
condicions de separacié canviant la composicié de la fase mobil o, el que és el mateix,
modificant el gradient d’elucié. La recerca d’un gradient apropiat es fa de forma purament
empirica, ja que és impossible predir el comportament cromatografic de totes les
substancies de la mostra. Es va partir de les premisses segiients: (a) qualsevol substancia
que aparegués al cromatograma abans de les PA (aminoacids, amines, amoniac, AMQ,...)
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constituia un interferent potencial en un canvi de gradient mentre que (b) si s’augmentava
la composici6 inicial d’acetonitril a la fase mobil, o bé s’augmentava el pendent del gradient
fins una mica abans de la sortida de la primera poliamina era possible fer sortir aquestes
substancies en forma d’un o varis pics massius no resolts al principi del cromatograma.

Per resoldre interferents que apareixien a la zona d’elucié de les PA la tnica possibilitat
era eixamplar al maxim aquesta zona per resoldre tots els pics. El métode escollit per
comencar a estudiar gradients va ser el d’avancar el front, és a dir, enlloc de comencar
Ieluci6 amb una fase mobil 100% aquosa, comengar amb un percentatge d’acetonitril
convenient per determinar exprimental. Per altra banda, es va considerar oportt simplificar
radicalment el perfil del gradient, i fer servir un gradient de tipus lineal, o com a molt un
gradient composat d’un tram isocratic i un tram lineal. Les proves es van fer doncs cercant
primer un percentatge d’acetonitril per comengar I’elucié amb un gradient de pendent molt
suau o Isocratic, 1 optimitzant després aquest pendent. Es va estudiar com afectava a la
separaci6 de les PA comencgar amb un 10%, 13%, 15% i 20% d’acetonitril. Un front de
10% en acetonitril seguit d’un gradient:

Taula 2.15 Gradient amb un Ffront 10% en
acetonitril

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) (%) (%) (%)
0 90 10 0
5 90 10 0
25 60 40 0
26 90 10 0
36 90 10 0

produia I'efecte que es veu a la Figura 2.24.
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Figura 2. 24, Barreja d'estandards de poliamines resolta en un gradient amb
un front 10%: en acetonitril. 1: putrescina, 2: espermidina i 5: espermina.
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Els tres pics es resolien de forma completa, i aparentment no s’apreciava cap
interferéncia amb productes secundaris de la derivatitzacié amb el QCHS. Respecte al
gradient que es volia millorar, aixo representava un estalvi en temps d’analisi d’uns 13 min.
No es va comprovar la validesa d’aquest gradient en l'analisi de mostres perque ja es
disposava de dades sobre la separaci6 de PA 1 AA: la distancia entre I"altim AA eluit
(fenilalanina) i la putrescina restava per sobre d’un minut de forma invariable en tots els
gradients provats.

Per un front 13% en acetonitril seguit d’un gradient:

Taula 2.16 Gradient amb un Tfront 13% en
acetonitril

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) (%) (%) (%)
0 87 13 0
5 87 13 0
25 60 40 0
26 87 13 0
36 87 13 0

Es va obtenir el perfil de la Figura 2.25.
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Fig2.25 Earrgpa destdndards de poliansines resolta en wn gradient
asmed wn frost 13% en qeetositril 1. pogreseina, 2. axpermidma, 3. espermring
P4 1, F-diaminohen id festandard mmiern).

Novament, hi va haver un guany quantitatiu de temps respecte al gradient anterior i la
resoluci6 dels pics resultava optima. Es pot observar, malgrat aixo, un pic interferent entre
els pics d’espermidina i espermina, matrcat amb un asterisc a la Figura 2.25. Aquesta
substancia és un producte secundari de la reaccié de derivatitzacio, descrit i caracteritzat per
Weiss com bisquinolinilurea:
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La seva presencia comprometia la quantificacié de I'espermidina i la seva resolucié dels pics
veins va ser una tasca dificil perque presentava un comportament cromatografic erratic. Per
aconseguir-ho, es van provar diferents pendents del gradient a la zona d’elucié de les PA.
Aquestes proves estaven condicionades pero, pel percentatge d’acetonitril inicial emprat.

Per treballar amb un front 15% en acetonitril es va dissenyar un gradient on ja no
apareixia cap etapa isocratica inicial (Taula 2.17) , de forma que només hi havia un dnic
tram lineal amb un pendent més fort que lanterior (2,25% acetonitril/min »s. 1,35%
acetonitril/min) per a tota la separacié. Els efectes que s’esperaven amb aquest canvi eren
dos: (a) una elucié6 més rapida dels pics que poguessin aparcixer abans de les PA i (b) la
resoluci6 dels pics de bisquinolinilurea i espermidina.

Taula 2.17 Gradient amb un Tfront 15% en
acetonitril (1) (Cohen i Michaud 1993)

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) (%) (%) (%)
0 85 15 0
20 40 60 0
21 0 30 70
25 85 15 0
35 85 15 0

Es van obtenir cromatogrames com el de la Figura 2.26. El pic del producte secundati ja
no es solapava amb el d’espermidina, i s’apropava molt al pic d’espermina. En canviar la
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forma del gradient la resolucié de les PA es va mantenir, pero la distancia entre els pics
d’espermidina i espermina va disminuir a la meitat amb un pic interferent al mig. Malgrat
aixo, la presencia d’aminoacids no va plantejar problemes i el solapament dels pics a
concentracions altes de PA (50 pM) no va impedir la quantificacié com es pot veure a la

Figura 2.27.
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Es va decidir baixar el pendent fins a 1,8% acetonitril/min, petllongant aixi, el temps
d’analisi per un mateix 15% inicial:

Taula 2.18 Gradient amb un front 15% en
acetonitril (i I11)

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) % S S
0 85 15 0
25 40 60 0
26 0 30 70
30 85 15 0
40 85 15 0

La separaci6 corresponent va ser la de la Figura 2.28. Aquest nou pendent és una solucié
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de compromis perque permet quantificar espermidina malgrat tenir el producte secundari
molt a prop, i per contra, fa sortir I'dltim pic d’interes 2,5 minuts més tard. El pic
d’espermina és el menys repetitiu amb els coeficients de variacié més alts de tot el grup. Per
aixo, es va preferir associar un error en les mesures al pic d’espermina. Aquest gradient es
va fer servir en proves de tractament de mostra, i per determinacions de parametres de
qualitat de 'instrument.

Les proves fetes amb un front 20% en acetonitril van ser conclusives. Amb aquest
petcentatge inicial i un pendent de 1,6% acetonitril/min, els aminoacids i altres molecules
interferents dels eritrocits eluien de la columna en un pic tnic a t < 5 min. La cua del pic es
solapava lleugerament amb el pic de putrescina pero no impedia la seva quantificacié. Per
determinar PA en mostres de eritrocit 1 cultius de ccllules el gradient optimitzat va ser el
segiient:

Taula 2.19. Gradient amb un front 20% en
acetonitril

Temps Fase aquosa Acetonitril Aigua
(min) % % %

0 80 20 0
12,5 60 40 0
13 0 0 100
16 0 0 100
17 80 20 0
27 80 20 0
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La zona d’elucié de PA presentava una resolucié optima sense interferents i amb el patrd
de cinc pics caracteristics com es pot apreciar a les seglients mostres cromatografiades

(Figures 2.29 i 2.30).
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Wig2.29 Mostra de eoi fules Caco-2 resolta en un gradient amb un fromt 20% en acetonitrsl
1 putrescing, 2: esperviding, 3: esperveing § 4: 1, 7-deaminobepti (estandard intern)
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El gradient aconseguit va representar un guany de 33 min en el temps d’analisi total
respecte al gradient inicial (Merali i Clarkson 1996) i va permetre cromatografiar el doble de
mostres en el mateix temps. Treballant amb un métode d’injeccié manual, aquest guany era
especialment important. Per altra part, la resoluci6é obtinguda entre els pics de PA també va
ser considerablement major que la publicada (R = 1,2). A les dues darreres mostres es van
obtenir valors de R, = 3,6; aix0 permetia afrontar millor la preséncia d’interferents
inesperats com la bisquinolinilurea.

2.2.1.4 Deteccio per fluorescéncia

2.2.14.1 Propuetats fluorescents dels derivats quinolinilaminocarbonil de les poliamines

La reaccié de les PA amb el QCHS produeix derivats fluorescents que tenen tots els
grups amino acoblats a residus QAC. Aixi doncs, cada poliamina genera una unica especie
molecular. Quan s’irradien amb llum UV de A, = 248 nm els derivats presenten les
seglients propietats:

Taula 2.20 Propietats fluorescents de les

QAC-PA

€205 Q (hex= 248 nm)
Putrescina 100,57 0,203
Espermidina 131,56 0,096
Espermina 130,68 0,092
1, 7-diaminohepta 117,01 0,346

Els derivats de 'espermidina i 'espermina absorbeixen més radiacié a 248 nm que la resta
com indiquen els valors d’absortivitat molar (€). La major presencia de grups QAC a la seva
estructura ho justifica. En canvi, els rendiments quantics de 'emissié fluorescent (QQ) sén
més grans per 'estandard intern i la putrescina i, en consequéncia, mostren uns pics més
grans per a una mateixa concentracié d’analit. La causa d’aquest fenomen és la rigidesa de
la molécula. I’espermidina i I'espermina presenten una estructura més flexible per la
presencia de grups amino entre les cadenes hidrocarbonades i aquestes parts no rigides
afavoreixen la desactivacié d’electrons excitats sense radiacio.

La reaccié de derivatitzacié en soluci6é aquosa porta associada 'aparicié de tres productes
secundaris amb propietats fluorescents. Per una part, la hidrolisi del reactiu genera
aminoquinolina. I per altra, el reactiu reacciona amb si mateix produint dos derivats de la
urea: quinolinilurea i bisquinolinilurea. Només aquest altim planteja problemes per resoldre
les PA com s’ha explicat a I’apartat anterior.
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2.2.14.2 Espectrofluorimetre

Per detectar les PA es va fer servir un espectrofluorimetre Kontron SFM25. Aquest
instrument optic consta d’una font, dos monocromadors per seleccionar longituds d’ona i
un detector fotoelectric. A la Figura 2.31 es pot veure un diagrama dels components de
I'instrument facilitat per la casa comercial. La font és una lampada d’arc de xend de 150 W
que produeix un espectre continu des d’aproximadament 300 a 1300 nm. El feix que
produeix la font passa a través d’'un monocromador d’excitacié i aquest transmet només la
radiaci6 UV o visible que provocara la fluorescéncia de la mostra. La fluorescéncia es
propaga en totes direccions 1 es detecta en angle recte respecte al feix d’excitaci. Després
de travessar un segon monocromador que isola un pic fluorescent per mesurar-lo, la
radiaci6 emesa arriba a un detector fotoelectric. El senyal recollit en el fotomultiplicador
s’envia a un amplificador 1 finalment la intensitat del senyal amplificat serveix de parametre
analitic.

L’alt voltatge del fotomultiplicador va ser I'anic parametre del detector que es va
opitmitzar per a I'analisi de PA. Es va fer en funcié del rang de concentracions de PA amb
el qual es volia treballar ( 0,25-40 uM). L’instrument permet seleccionar el voltatge dintre
del rang 100-999 V. A mesura que es pujava el voltatge la sensibilitat del métode
augmentava, 1 es detectaven concentracions més baixes de PA. Pero amb voltatges
superiors a 600 V el senyal que proporcionen concentracions altes de PA saturava la unitat
de recollida de dades, i el limit superior de linealitat s’escurcava fins a 10 uM. Es va
seleccionar 600 V com a alt voltatge de treball.

Figura 2.31 Esquema dels components de
1"espectrofluorimetre (manual d’instruccions Kontron
SFM25, Kontron Instr., Milano, Italia):

1- Lampada de xené 9- Mirall pla

2- Lent de colimacid 10- Lent de colimacid

3- Seleccionable a l"entrada del 11- Cel.la per mostres
monocromador d"excitacid 12- Lent de colimacid

4- Separador del feix 13- Seleccionable a I"entrada
5- Detector de referéncia del monocromador d-emissio
(fotodiode) 14- Xarxa d"excitacio

6- Xarxa d"excitacio 15- Seleccionable a la sortida
7- Seleccionable a la sortida del monocromador d"emissio

del monocromador d"excitacié 16- Fotomultiplicador

8- Interruptor de tall (chopper)
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2.2.1.5 Analisi i tractament de dades

Per recollir el senyal de I'espectrofluorimetre es va fer servir el programa informatic 712 HPLC
System Controller de Gilson. El senyal analogic que sortia de 'espectrofluorimetre tenia una
magnitud d’entre 2,5mV (linia de base inicial) i 1V, i es transformava en un senyal digital
mitjangant una interfase RS-232. La variaci6 del senyal amb el temps de cada cromatograma es
recollia 1 s’enmagatzemava sense cap tractament en arxius independents. Després, s’analitzava
amb el mateix software per a obtenir els temps de retencid i les dades d’integracié dels pics
cromatografics. Aquestes dades s’exportaven finalment a un full de calcul de Microsoft Excel 7
on es construien les corbes de calibratge, es realitzaven els calculs estadistics i s’obtenien les
concentracions de PA a les mostres.

Per evitar la incertesa que s’introduia en la injeccié6 de mostres es va adoptar el metode de
Pestandar intern. A cada mostra i estandar s’afegia 1,7-diaminohepta en quantitat suficient per
aconseguir una concentracié final de 5 pM. El parametre analitic emprat per representar front a
les concentracions va ser l'area del pic de l'analit corregida per I'area de l'estandar intern
(A

Com a teécnica de quantificacié es va escollir la determinacié de l'area del pic, donat que la

/A.;). El valor d’aquest quocient en les condicions de treball emprades oscilava entre 0 1 2.

resoluci6 en la separacié ho permetia. L’area calculada és la que es troba limitada pels marges del
pic i la linia de base per defecte (Figura 2.32) i es pot modificar mitjancant técniques de
construccié de linia de base. Cada pic del cromatograma es va integrar per separat segons les
seves propietats: solapament amb pics veins, deriva gradual de la linea de base 1 asimetria
caracteristica.
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Fig2.32 Intepraced de pier cromatoprdfic.
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El calcul del contingut de les PA de les mostres es va fer per interpolacié a partir de les
respectives corbes de calibratge construides amb solucions estandard. L’interval de concentracio
de les corbes comprenia inicialment entre 0,25 i 40 puM. Aquest interval era susceptible de
perllongar-se a valors superiors pero les concentracions habituals trobades a les mostres no ho

van fer necessari.

74



2.2.2 Altres metodes

2221 Cultiu de cél.lules

CT-26

En el nostre laboratori, les CT-26 es cultivaven en medi Dulbecco’s Modification of Eagle Medium
(DMEM) amb piruvat, glucosa i piridoxina, 10% de serum fetal bovi i antibiotics (100 IU/L de
penicilina i 100 pg/ml. d’estreptomicina) en flascé de 75 cm® a 37°C i 5% de CO,. El canvi de
medi es feia cada 2-3 dies 1 les cellules es subcultivaven per tripsinacié resembrant 50.000
cellules/mL. El contingut en poliamines del serum fetal bovi es va eliminar a través de una
membrana de dialisi per molécules d’un pes molecular inferior a 3.500 UMA durant 24 h. Per
mesurar la sintesi ’ADN durant la fase logaritmica de creixement, les cél.lules es van sembrar en
plaques de 96 pous a raé de 1.000 cellules per pou (20 pous per dosi experimental), es van
cultivar durant 24 h i llavors es van afegir als cultius les substancies experimentals (putrescina o
putrescina i aminoguanidina (AMG)) i el marcador de sintesi d’ADN (bromodesoxiuridina). Per
determinar Pactivitat i PARNm de 'ODC i les concentracions de PA es van utilitzar cultius

(triplicats) en flascons de 75 cm”.
K-562

El cultiu de K-562 es va fer en suspensié en medi RPMI 1640 amb 10% de sérum fetal bovi,
penicilina 50 U/mlL i estreptomicina 50 pg/ml. en flascons de 75 cm” El cultiu s’iniciava
rutinariament amb 100.000 cél.lules/mlL, i les céllules es subcultivaven quan s’assolien 1.000.000
cellules/mL retirant el volum necessari de cultiu i afegint medi fresc. En 2-3 dies el cultiu assolia
una densitat limitant. La sublinia K-562/D20 es cultivava en les mateixes condicions amb 20mM
DFMO 1 assolia la saturacié en 5-6 dies. Es va determinar experimentalment que una
concentracié de putrescina 10 uM durant 18 h indueix la produccié d’AZ de forma reproduible
en cellules K-562. En canvi, DFMO 20mM en el medi de cultiu durant 24 h inhibeix 'expressio
d’AZ a nivells indetectables.

Caco-2
El cultiu de Caco-2 es va fer en medi DMEM amb 10% de serum fetal bovi, penicilina 50
U/ml i estreptomicina 50 ug/ml. en flascons de 75 cm” El cultiu s’iniciava rutinariament amb

50.000 cellules viables/ml i es subcultivava als 5-6 dies quan s’arribava a subconfluéncia

(250.000 cellules/mL) amb tripsina-EDTA. El creixement de cultius en monocapa d’aquestes
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céllules es podia perllongar fins a 25-30 dies. Al dia 6-7 el cultiu es feien confluent, mentre la
diferenciacié de les cellules continuava. Per induir o inhibir 'expressié d’AZ en Caco-2 es van

utilitzar les mateixes condicions emprades per K-562.

2.2.2.2 Extraccio de mostres intestinals humanes

En Pestudi de les poliamines en la mucosa intestinal de pacients SIC amb jejunostomia (Grup
I1.B) es van practicar biopsies de mucosa jejunal a través del forat de jejunostomia dels pacients.
Especimens de 50-100 mg de teixit van ser obtinguts per endoscopista a uns 10 cm de estoma
utilitzant uns forceps de biopsia FB-24U-1 i un fibrogastroscopi GIFQ30 (ambdés d’Olympus,
Hamburg, Germany). En el mateix estudi mostres de mucosa de budell prim (jeju o ili) dels
individus control van ser disseccionades per un cirurgia amb instrumental estéril, a partir de la
peca quirurgica acabada de resecar. Totes les mostres es rentaven amb PBS esteril fred,
s’introduien tubs de polipropilé i es congelaven immediatament en N,(I).

En els estudis en pacients amb cancer colorectal (Grup III) mostres quirdrgiques de mucosa
macroscopicament normal i d’adenocarcinoma de colon de 100-200 mg van ser disseccionades
per un cirurgia immediatament després de la reseccié del colon i congelades en N, (). Replicats de
les mostres d’estudi van ser caracteritzats histopatologicament.

En tots els estudis les mostres congelades es polvoritzaven en un morter metal.lic mantingut a
molt baixa temperatura per immersioé en N,(l), es repartien en fraccions i s’emmagatzemaven a —
80°C. El dia de realitzar els assajos les fraccions polvoritzades shomogeneitzaven en el tampo

adient per cada assaig.

2.2.2.3 Tractament estadistic dels valors de referéncia de poliamines en sang

Les analisis de poliamines en sang es van fer en mostres de sang-citrat recollides mitjancant la
tecnica d’extraccié al buit entre les 8 1 les 10 h del mati després que els participants haguessin
estat en dejd un minim de 12 h. El tractament de les mostres per la seva analisi cromatografica ha
estat descrit a 'apartat 2.2.1. Juntament amb les concentracions de PA en eritrocit es van recollir 1
tractar les dades dels segiients parametres eritrocitaris: recompte de cellules, hemoglobina,
hematocrit, volum corpuscular mitja, concentraci6 d’hemoglobina corpuscular mitjana i
concentracié mitjana d’hemoglobina per analitzar existéncia d’associacions entre variables. Les
dades experimentals generades en el nostre grup d’estudi es van tractar seguint el procediment pel

tractament estadistic de valors de referéncia.
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Particid dels valors de referencia

Vam estratificar els pacients de referéncia i els valors de referéncia corresponents en diferents
subclasses d’acord amb el seu sexe, edat 1 habit tabaquic. Aquest ultim és sovint considerat un
criteri d’exclusié de candidats que han de formar part d’un grup de valors de referencia associats a
la salut tal i com ho és el consum d’alcohol. (Young ez a/. 1975). Nosaltres no el vam considerar
com a tal criteri (pero si el vam considerar com una subclasse de particid) fonamentalment
perque la seva influéncia sobre les variables d’estudi no ha estat demostrada, i perque en el nostre
medi aquest és encara un habit molt estés. L’edat es va categoritzar en dos grups (18-39 anys i
>39 anys) 1 el tabaquisme en fumadors (tots els que fumaven en el moment de I'estudi o ho

havien fet fins menys d’un any abans de I’estudi) i no fumadors (la resta).
Identificacid de valors atipics

Es va utilitzar la prova del rang (Reed e @/ 1971) per identificar valors extrems de les variables

com atipics.
Establiment de valors de referéncia
Per la determinacié dels percentils 2,5 1 97,5 que delimiten Iinterval central 95% de la
distribuci6 de les variables vam utilitzar un metode paramétric IFCC Expert Panel on Theory of
Reference Values 1983). Previament, vam comprovar la bondat de I'ajust de la distribucié de
referéncia a una hipotetica distribucié gaussiana mitjangant la prova de Kolmogorov-Smirnov.

Transformacid de les dades de !'espermina

Com els valors de l'espermina mostraven una asimetria positiva (0,87) es va aplicar una

transformaci6 logaritmica, y = Ln (x), en 'estimacié dels limits de referéncia.
Equivalencia de les nnitats de concentracid de les poliamines
Es va comprovar la significacié estadistica dels coeficients de Pearson (espermidina) i Spearman
(espermina) mitjangant proves de significacié de 7 a partir del seu error tipic. Les equacions que
relacionen ambdues unitats de concentracié es van obtenir amb un ajust de minims quadrats.

Associacid entre les poliamines i els parametres eritrocitaris.

Es va comprovar la significacié estadistica dels coeficients de Pearson (espermidina) i Spearman

(espermina) mitjangant proves de significacié de ra partir del seu error tipic.
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2.2.2.4 Peroxidacio lipidica

Es va mesurar Palliberament de malonildialdehid (MDA) en eritrocits després de estimulacié 77
vitro amb peroxid d’hidrogen en preséncia d’azida sodica d’acord amb el metode de Cynamon
(1985). Es van obtenir mostres de sang-citrat dels subjectes estudiats mitjancant la tecnica
d’extraccio al buit entre les 8 iles 10 h del matf després d’un deja de 12 hores. Els eritrocits es van
aillar barrejant sang fresca anticoagulada amb EDTA amb 3% dextra i deixant-la reposar 45 min a
temperatura ambient. I’empaquetat d’eritrocits resultant es va dividir en 13 replicats
corresponents a 1 aliquota no estimulada, 6 replicats estimulats amb 10 mM H,O, en tamp6 fosfat
(PH = 7,4) 1 6 replicats estimulats amb 10 mM of H,O, amb una dosi d’estudi d’una de les
poliamines (putrescina, espermidina o espermina) diluida en tampd fosfat, en concentrations
finals 100, 500 and 1000 puM. Per I'espermidina i Pespermina I'assaig es va fer en tres mostres de
tres individus, mentre que lefecte de la putrescina es va provar en una uUnica mostra de tres
individus. Després d’afegir H,O, i PA simultaniament les c¢llules es van incubar a 37 °C amb
agitacié durant 1 h. Seguidament, es va mesurar el contingut de MDA mitjancant reaccié amb acid
tiobarbitaric (TBA) a 100 °C durant 15 min (Stocks i Dormandy 1971). El TBA es va preparar
com una soluci6 1% (pes/volum) en NaOH 0,05 M. La densitat optica es va mesurar a 532 i 600
nm. Els resultats es van calcular considerant un coeficient € = 1.56 x 10’ i es van expressar com

nmols per gram d” hemoglobina (HGB).

2.2.2.5 Proliferacio cel.lular

La mesura de la sintesi ’ADN es considera representativa de la proliferacié cel.lular (Freshney
1992). La sintesi d’anticossos monoclonals especifics per Danaleg de la timidina
bromodesoxiuridina (BrdU) (Gratzner 1982) va permetre el desenvolupar un assaig ELISA.
Aquest meétode mostra una bona correlacié amb la incorporacié de timidina tritiada (» = 0,990) en
mioblasts porcins (Perros 1 Weightman 1991).

L’assaig ELISA BrdU es va utilitzar per comprovar I’efecte proliferatiu de la putrescina exogena
en ccllules CT-26 i per valorar si aquest efecte depen de la conversié intracellular de la
putrescina a 7Y-aminobutiraldehid. (Farriol ez a/. 2001). Els experiments de proliferacié
comencaven sembrant 10° cél.lules/ pou en 0,1 mL/pou de medi DMEM amb 10% sérum fetal
bovi (~ 3.000 cél.lules/cm?) en plaques de microtitulacié de 96 pous i incubant durant 24 h (el
cultiu supera la fase Lag d’adaptaci6). Després es canviava a medi contenint se¢rum dialitzat (amb
o sense 1 mM AMG) altres 24 h i, finalment, les cél.lules s’exposaven a concentracions creixents
de putrescina (100, 550 o 1.000 uM) en abséncia o en presencia de 1 mM AMG. El temps optim
d’exposicié per observar un potencial efecte proliferatiu es va determinar experimentalment en
diferents trams de la fase de creixement exponencial del cultiu a 24, 48 1 72 h (per temps
d’exposicié superiors a 24 h es canviava el medi diariament). El marcatge amb BrdU es va
mesurar durant 24 h (sintesi acumulativa ’ADN) ja que incubacions per periodes curts (1-2 h)
no produien valors de densitat optica (DO) reproduibles. D’aquesta manera, s’afegien 10

uL de BrdU 100 pM 24 h abans d’acabar els temps experimentals d’exposicié a putrescina.
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Per quantificar la BrdU incorporada a les cadenes ’ADN es retirava el medi, es fixaven les
cellules a la placa i es desnaturalitzava PADN amb una solucié d’acid acétic/etanol.
L’immunoassaig comengava bloquejant la unié inespecifica de 'anticos amb albimina de serum
bovi en PBS/Tween-20. Seguidament, s’incubaven les plaques amb I'anticos anti-BrdU conjugat
amb peroxidasa diluit 1:100, durant 90 min a temperatura ambient. Els complexos immunes
resultants es detectaven amb un substrat de la peroxidasa, 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), i el
color desenvolupat en la reaccié es mesurava a 450 nm en un fotometre per plaques de
microtitulacié. Els valors de DOy, es correlacionen directament amb la quantitat d’ADN
sintetitzat i per tant, amb el nombre de cellules proliferants en cultiu. En cada experiment
s’afegien dos controls en triplicat a les mostres: un blanc de I'assaig (sense cellules pero amb la
resta de components de I’assaig) per obtenir informacié sobre la unié inespecifica del BrdU i de
l'anticos anti-BrdU a la placa, i un control d’unié inespecifica (sense BrdU afegit) que déna
informaci6 sobre la uni6 de anticos anti-BrdU en absencia de BrdU. El valor del blanc es restava

a tots els valors de P'experiment.

2.2.2.6 Activitat enzimatica ornitina decarboxilasa
FONAMENT

L’ornitina decarboxilasa (ODC; [EC 4.1.1.17]) és un enzim intracel.lular que catalitza de forma
preferent la formacié de putrescina a partir de L-ornitina (Pegg i Williams-Ashman 1968). Pot
actuar també sobre la L-lisina formant cadaverina 1 CO, pero la K, d’aquesta reaccié és 100
vegades més gran que per l'ornitina (Pegg i McGill 1979). Els métodes existents per determinar
activitat ODC depenen de la quantificacié d’un dels dos productes de la reaccié. La gran majoria
de les dades experimentals d’activitat ODC que es poden trobar a la bibliografia s’han obtingut
amb métodes que utilitzen [1-"*C]-ornitina i impliquen la captura del “CO, alliberat (Figura
2.33).

ornitina putrescina
14 @ o ObC @ % 14
\/\/\ > /\/\/ +
Ho™~ z NHs  © W7 OH HsN 8 Ho”~ OH
NH,
®

Figura 2.33 Decarboxilaci6é del substrat marcat en l”assaig d’activitat ODC.

Aquest principi va ser aplicat per primera vegada per determinar 'activitat biosintética ODC en
procariotes per Morris i Pardee (1965) i modificat posteriorment per I'assaig de PODC eucariota
(Siimes 1 Janne 1967, Russell 1 Snyder 1968). La reaccié entre el substrat radioactiu 1 'enzim de la
mostra es duu a terme en un tub de vidre tancat herméticament amb un tap de goma i s’atura per

injeccié d’una solucié d’un acid fort que serveix, a la vegada, per desplacar 'equilibri:

H4CO3™ + H30+ = H,'4CO3 + H,0 > 14C02T
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totalment a la dreta i per evaporar el “CO, produit a la barreja de reaccié durant una incubacié
subsegiient de 30 min. El "*CO, després es captura en un petit reservori intern suspés sobre la
barreja de reaccié amb una agulla clavada a la part interna del tap. El reservori conté una solucié
basica (NaOH o un altre substancia compatible amb el liquid de centelleig) que atrapa de forma

estable el dioxid de carboni.
ASSAIG

En els nostres experiments vam aplicar basicament les condicions descrites per Russell i Snyder
(1968). El tamp¢ inicialment utilitzat de fosfat de sodi i potassi 10 mM va ser substituit per
tamp6 Tris-HCI 100mM en comprovar que es produia una inhibicié d’'un 20% en Dactivitat
enzimatica de les mateixes mostres dissoltes en el primer tampd respecte al segon tampod
(Garewall ez a/ 1992). Breument, mostres de cultius cellulars, mucosa intestinal humana o
proteina recombinant d’E. Co/i shomogeneitzaven en tamp6 de lisi (0,1M Tris-HCI, 1mM
EDTA, 2,5mM DTT, 2mM PLP, 1% Triton X-100 i 5 mg/L fluorur de fenilmetilsulfonil pH =
7,5) a ra6 de: cultiu en flascé de 75 cm?/200 pl., 50 mg teixit/350 pL i cultiu o/n 2 mL/200 pL,
respectivament. Els homogeneitzats es centrifugaven a 50.000 x g, 20 min a 4°C, i la concentracio6
de proteina soluble total es determinava en els sobrenedants. I’assaig enzimatic es realitzava amb
una quantitat minima de proteina total de 1 mg per cultius cellulars, 2-10 mg per mucosa
intestinal 1 2 pg per proteina recombinant. Les mostres s’afegien al tub a 4°C, s’afegia la soluci
de substrat (“*C-ornitina/ornitina-2HCI) i els tubs es tapaven amb un tap de goma amb un
reservori contenint 100 pl. de solucié comercial NCS suspes sobre la reaccid. Els tubs
s’incubaven en un bany d’agua a 37°C amb agitacié durant 1 h. Després d’aquest temps, la reaccié
s’aturava de forma simultania en tots els tubs dispositant la gradeta en un bany d’aigua amb gel.
S’injectaven 500 pL d’acid tricloroacetic 5% amb una xeringa d’insulina de 1 mL a través del tap
de goma. Una ultima incubacié a 37°C, 30 min aturada posteriorment en aigua amb gel, precedia
la mesura de la radioactivitat. Els reservoris amb NCS es recollien cuidadosament, es submergien
en tubs de centelleig amb 5 ml de liquid de centelleig i s’agitaven. El recompte de la
radioactivitat es feia a les 2 h i es repetia a les 24 h de I'assaig.

Per les feines de validacié de I’assaig vam utilitzar proteina ODC purificada d’E.co/i (Sigma) en la
comprovaci6 de la linealitat de I’assaig, com a control positiu i en experiments d’addici6 estandar,
i I'inhibidor DFMO per detectar la posible formacié de *CO, per reaccions independents de
I'ODC en les cellules i mostres intestinals. Vam comprovar la linealitat de la reaccié enzimatica
entre 30 1 90 min en mostres i en proteina purificada, 1 la proporcionalitat del senyal radioactiu en

funci6 de la quantitat de proteina en Iassaig (Figura 2.34).
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Figura 2.34 Linealitat de l7asssaig ODC en funcié de la quantitat de
proterTna ODC E.coli purificada present en l’assaig-

L’activitat catalitica de PTODC s’expressa com a producte format per unitat de temps. La unitat
més utilitzada ha estat el nanomol o picomol (depenent del teixit o del tipus de cellules) de CO,
format en 60 minuts. Sén testimonials els laboratoris que segueixen les recomanacions de la
TUPAC 1 expressen Iactivitat ODC en katals de CO,. La concentraci6é de I'enzim expressada en
termes d’activitat per massa d’especimen també ha assolit un consens general i es fa
majoritariament per miligram de proteina soluble encara que hi ha un nombre important de
treballs que donen activitats per miligram de teixit. L’aspecte que porta més imprecisio a ’hora de
poder comparar valors absoluts d’activitat ODC publicats per diferents laboratoris sén les petites
modificacions metodologiques o els canvis en els parametres experimentals de I'assaig com per
exemple el tipus de tampd, el pH, la forga ionica, la puresa del substrat, la temperatura, la
concentracié dels activadors 1 agents estabilitzants de la reaccid, el tipus de liquid de centelleig.
Aquests parametres condicionen la velocitat de la reaccié enzimatica i, encara que molt sovint
s’especifiquen convenientment en els treballs publicats, es desconeix la importancia dels canvis
que involucren en el valor de les unitats d’activitat ODC. El calcul de P'activitat, en el nostre cas,
es feia de la manera segtient:

() Calcul del *CO, generat en 1 hora a partir del recompte d’U Dpm:

U/ (2.22x10° Dpm)= V mCi
1 de Pactivitat especifica de la solucié de substrat:

V mCix (lmmol/2 mCi)= W mmol **

CO,
(b) Activitat ODC considerant la proteina soluble total en I’assaig:
(Wx10°) /P=[nmol CO,/h-mg proteinal

(1 unitat ODC = quantitat d’enzim que genera 1 nmol *CO, en 1 hora)
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2.2.2.7 Activitat enzimatica diamina oxidasa

FONAMENT

Les amina oxidases depenents de coure (EC 1.4.3.6) son una familia d’enzims que catalitzen la
desaminacié oxidativa de varies amines biogéniques amb una especificitat de substrat molt

variable entre els seus membres (High ez a/. 1999):
RCHoNH; + O, + H,O — RCHO + NHz +H50,

Aquests enzims estan formats per dues subunitats identiques de 60 -105 kDa amb un atom de
coure i un cofactor carbonilic unit de forma covalent a cadascuna. La diamina oxidasa (DAO), en
particular, catalitza la desaminacié d’amines de 3 a 6 carbonis i de la histamina 1 es caracteritza per
un residu aminoacidic modificat 6-hidroxidopa (TOPA quinona) que actua com a grup prostetic
al centre actiu de 'enzim. El mecanisme de la reaccié de desaminaci6 actualment acceptat va ser
proposat per Hartman 1 Klinman (1991). En ell Penzim catalitza la conversié de putrescina a 4-
aminobutanal (y-aminobutilaldehid o acetilputrescina) a través d’una serie d’intermediaris imina
quinona i quinolamina. Entre els métodes existents per determinar Pactivitat DAO el métode
radiométric és el de preferéncia. Aquest utilitza un substrat doblement marcat ([1,4-"*C]-

putrescina) ja que la molécula de putrescina és simétrica:

putrescina 4-aminobutanal

DAO
4 +
C NH + 0 + 0=—=0 — 3 14 NH + OH—OH + NH
l\le% e T Ny T OO ST )

Figura 2.35 Desaminacio del substrat marcat en I”assaig d’activitat DAO.

1 aprofita 'equilibri que el producte de la reaccio té en solucié aquosa amb la seva forma ciclica, la

A1-pirrolina:

4-aminobutanal H@

@ 14~ (14 o)
14 Cc C + N
O/C\/\MC/NHa { H H

Al—pirrolina

Figura 2.36 Equilibri de les formes lineal 1 ciclica del 4-aminobutanal en fase
aquosa.

per separar la radioactivitat de substrat i producte amb una extracci6 en fase organica.
ASSAIG

I’assaig va ser originariament dissenyat 1 publicat per Okuyama i Kobayashi (1961). En els

nostres experiments es va utilizar aquest metode amb les modificacions fetes per Kusche 1 Lorenz

82



(1987). La reacci6 es duia a terme en tubs de vidre Pirex de 15 ml.. La barreja de reacci6 consistia
de 0,6 mL de tampé de fosfat de sodi (200 mM, pH = 7,6), 0,2 mL de mostra i 0,05 mL de
solucié de substrat (contenint 4,5 mM d’hidroclorur de putrescina i 1,0 pCi/mL d” hidroclorur de
[1,4-"*C]-putrescina). T.a reaccié s’aturava inicialment sobre un bany d’aigua gelada, afegint
posteriorment 1 mL de tampé alcali (NaOH 800 mM i NaHCO, 600 mM a pH = 12,2) al tub de
reacci6. Lextraccié de la A'-pirrolina marcada es realitzava afegint 2 mL de tolu¢, barrejant molt
bé les dues fases, congelant la fase aquosa en un bany d’etanol a —80°C i capturant el tolue. La
fase organica es barrejava amb 5 mL de liquid de centelleig i la radioactivitat es mesurava en un
comptador de centelleig. Tres blancs es van incloure als experiments: (1) blanc sense activitat
DAO amb aminoguanidina 0,1 mM per inhibir enzim; (2) blanc de mostra amb acid percléric
5% afegit a t = 0 min i (3) blanc de reactius substituint el volum de mostra amb tamp6 fosfat.

Es va comprovar la linealitat de la reaccié enzimatica de la DAO intestinal humana durant 90

min prenen mesures per triplicat cada 15 minuts (Figura 2.37). Aixi mateix, es va comprovar la
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Figura 2.37 Linealitat de 1”assaig DAO en funcié del temps de reacci6.

proporcionalitat del senyal obtingut (Dpm) en funcié de la concentracié de proteina total en la
mostra fent dilucions d’un mateix sobrenedant de budell (resultats no mostrats). Es va decidir
fixar el periode d’incubaci6 a 37°C a 90 min per obtenir valors consistents en mostres amb
activitat DAO baixa. [’activitat catalitica de la DAO es va expressar com Dpm de "*C produides
en 60 min. La concentracié6 de 'enzim es va referir a 1 miligram de proteina soluble en els

sobrenedants de les mostres.
2.2.2.8 ARN missatger de l'ornitina decarboxilasa

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi es va treballar amb tres meétodes diferents per
determinar de forma qualitativa, semiquantitativa o quantitativa els transcrits d’ARNm-ODC
presents en les mostres d’estudi. Inicialment, vam treballar amb un metode de Northern-ELISA

amb cellules CT-26. Posteriorment, en el treball amb biopsies humanes es van fer servir
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tecniques de Northern blot amb deteccié radioactiva (“P) i PCR quantitativa a temps real. En
tots tres metodes la passa inicial en el tractament de mostra consistia en extraccié de ARN total
en condicions d’alta puresa. Tant per cc¢l.lules com per mostres d’intesti vam utilitzar el metode
del tiocianat de guanidi-fenol-cloroform descrit per Chomczynski i Sacchi (1987) amb els kits
comercials descrits a 'apartat 2.1.1. La qualitat i la integritat de ARN purificat en aigua lliure de
RNases es comprovaven per quantificacié espectrofotometrica i fraccionament en gel d’agarosa 1

%, respectivament, abans d’emmagatzamar-ho a —80°C.
2.2.2.8.1 ARNm-ODC per analisi Northern blot

L’ARN purificat de les mostres es va fraccionar en gel d’agarosa a I'l % amb formaldehid i es
va transferir amb un collector de buit a una membrana de nilé Hybond N+. Es va sintetitzar una
sonda per a 'ODC: (a) amplificant per RT-PCR un fragment ’ARNm ODC de 540 nt a partir
de tres mostres intestinals diferents, barrejant els productes, 1 (b) marcant radioactivament PADN
complementari obtingut amb *P mitjancant el kit Megaprime Random Labeling. L.es membranes
es van hibridar amb les sondes durant 20 hores en un forn d’hibridaci6. El senyal emes per la

membrana es va recollir en un film d’autoradiografia per exposicié durant 1 setmana.
22282 ARNm-ODC per analisi Northern-EI LS A

Per detectar PARNm-ODC mitjangant un assaig ELISA es va sintetitzar una sonda especifica
marcada amb digoxigenina. Vam dissenyar una parell de primers per TARNm ODC, NE ODC
sentit i NE ODC invers (veure Taula 2.2), utilitzant el programa OLIGO.EXE versié 3.4 a
partir de la seqiicncia de PARNm de 'ODC de ratoli (MMODC) amb nombre d’accés a
GenBank/EMBL M10624. L’especificitat dels primers es va comprovar amb el programa
FASTA versi6 3.3t07 (Pearson 1 Lipman 1988). Per sintetitzar la sonda, es van homogenitzar 2 x
10° cel.lules CT-26 amb reactiu Ultraspec a través d’una agulla esteéril de calibre 21 i es va purificar
el seu contingut d’ARN total amb el kit Rneasy. Mitjancant RT-PCR: (1) es va generar una
poblacié d’ARN:ADNc utilitzant hexanucleotids com primers random i Ready-to-Go RT-PCR
beads 1 (2) es va amplificar una sonda de 232 parells de bases marcada amb digoxigenina usant els
primers NE ODC i dUTP-digoxigenina (kit PCR DIG Probe Synthesis).

L’analisi semiquantitatiu de mostres de c¢l.lules CT-26 es va iniciar purificant PARNm [ARNm
poli(A)"] mitjangant hibridacié amb una sonda oligo(dT) marcada amb biotina i immobilitzacid
amb estreptavidina unida a particules magnetiques (kit mRNA Isolation). Després es va marcar
amb biotina PARNm i es va hibridar amb la sonda marcada amb digoxigenina. Per capturar
I'analit una aliquota de la barreja d’hibridacié es va fixar en una placa de microtitulacié coberta
amb estreptavidina. Finalment es va afegir un anticos anti-digoxigenina conjugat amb peroxidasa 1
els complexes immunes resultants es van detectar mesurant el color produit per la reaccié de la
peroxidasa amb TMB a 450 nm. Per normalitzar els valors obtinguts TARNm ODC es va
determinar PARNm del gen de la B-actina en parallel en cada mostra, tal i com s’especifica al kit
de Northern Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Com a control negatiu es va utilitzar una
sonda especifica per TARNm del cloramfenicol acetil transferasa inclosa en el mateix kit.
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22283 ARNm-ODC per PCR a temps real

I’ARN missatger de PODC en biopsies intestinals humanes es va mesurar mitjangant un
metode de PCR quantitativa amb un sistema LightCycler de Roche. (Emig ez 2/ 1999, Bolufer ez
al. 2000). Es van dissenyar una parell de primers per PFARNm-ODC (les sequéncies es poden
veure a I'apartat 2.1.1) utilitzant el programa OLIGO.EXE versi6 3.4 a partir de la seqiencia del
ARNm de 'ODC huma (HSODC1) amb nombre d’accés al GenBank/EMBL X55362.
L’especificitat dels primers es va comprovar amb el programa FASTA versié 3.3t07 (Pearson 1
Lipman 1988). Dintre del fragment amplificat de 251 parells de bases es van dissenyar dues
sondes fluorescents adjacents; una marcada amb fluoresceina (fluorocrom donador) i Ialtra amb
LC Red 640 (fluorocrom acceptor). Per normalitzar Pexpressié de PARNm-ODC es van utilitzar
dos controls endogens: (a) en mostres de pacients SIC es va normalitzar respecte 'expressio del
gen de l'enzim glicolitic gliceraldehid fosfat deshidrogenasa (GAPDH) i (b) en mostres de
pacients amb cancer de colon es va fer respecte PARNm d’un enzim de la ruta de sintesi d’heme,
el porfobilinogen deaminasa (PBGD). Els primers i sondes pet GADPH es mostren a la Taula
2.2. Per detectar PBGD es va utilitzar el kit LightCycler-H-PBGD Housekeeping Gene (Roche).
La quantificacié de PARNm ODC i del gen control corresponent es feia en parallel en dos tubs
per cada mostra.

La barreja de reaccié utilitzada estaba formada per 4,5 pul. de mostra contenint 400-500 ng
d’ARN total i 1 x Light-Cycler RT-PCR reaction mix (contenint el tampé de reaccid, dNTPs 1
MgCl,), solucié de MgCl, (|[MgCl,] total en la barreja de 5 mM per PTODC i 4 mM per GADPH),
0,2 uM de cada primer 1 sonda, enzim 1 X RT-PCR enzyme mix i H,O fins un volum final de 15
uL. La barreja de reacci6 utilitzada amb PBGD estava formada per 4,5 pl. de mostra i 1 x h-
PBGD Detection Mix, solucié de Mn(OAc), ([Mn(OAc)] total en la barreja de 3,25 mM), 0,2 pM
de cada primer i sonda, enzim 1 X RT-PCR enzyme mix i H,O fins un volum final de 15 pL. La
transcripcié inversa es va realitzar a 55°C durant 10 minuts i a continuacié es va amplificar els
transcrits per PCR en 45 cicles (cada cicle: 95°C durant 1 s 1 57°C durant 15 s).

La quantificaci6 es va fer a partir de la representaci6 del senyal fluorescent emes per les sondes
durant la reaccié de PCR vs. el nombre de cicle de PCR (Figura 2.38). El rang de linealitat del
métode anava de 10* fins a 10" copies ARNm ODC. La variable analitica d’aquest métode es el
punt de tall (Cp; [angl.] crossing point ) el qual es defineix com el primer cicle de PCR on es detecta
un augment significatiu del senyal fluorescent per sobre de la fluorescencia de fons. El seu valor
és funci6 inversa de la quantitat inicial de copies ’ARNm diana presents a la reaccié. Aixi doncs,
I'expressié de PARN missatger de la ODC relativa al gen del GADPH es va calcular a partir de la
térmula:

- [Cp (ODC) - Cp (GADPH
Nombre relatiu de copies d’0ODC — 2 Cp ( )-Cp ( )l

Mentre que Uexpressié respecte PBGD es va calcular a partir de:

Nombre relatiu de copies d’ODC = (-3,68Cp(0ODC)+45.64)/(-2,72Cp (PBGD) +46,53)
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Figura 2.38 Representacié de la fluorescéncia emesa per nombre de cicle de PCR en

analitzar conjuntament dilucions estandards d’ornitina decarboxilasa (0ODC)

porfobilinogen deaminasa (PBGD),

i una mostra de cancer colorectal.

2.2.2.9 ARN missatger de 'antienzim

I’ARN total es va extreure de mostres d’intesti huma pel meétode de Chomcezynski 1 Sacchi
(1987) utilitzant el kit RNeasy. IARN purificat es va fraccionar en gel d’agarosa a I'l % amb
formaldehid 1 es va transferir amb un collector de buit a una membrana de nilé Hybond N+. Es
va sintetitzar una sonda per a ’AZ en un procediment en dues passes: (a) amplificant per RT-
PCR un fragment ’ARNm AZ de 643 parells de bases a partir de tres mostres intestinals
diferents, barrejant els productes i (b) marcant radioactivament PADN complementari obtingut
amb P mitjancant el kit Megaprime Random Labeling. Les membranes es van hibridar amb les

sondes durant 20 hores en un forn d’hibridacié. El senyal emes per la membrana es va recollir en

una pellicula d’autoradiografia per exposicié durant 48 hores.
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2.2.2.10 Proteina de l'antienzim

Per intentar detectar la proteina de 'antienzim en mostres de budell huma es va utilitzar un AZ
de ratoli. Tenint en compte ’lhomologia de les proteines AZ murina i humana (Figura 2.39) i en
absencia d’un anticos anti-AZ huma disponible es va explorar la possibilitat d’usar aquesta anticos
per analisit Western Blot i ELISA. L’anticos anti-AZr havia estat originat per immunitzatcié d’un

conill amb la proteina recombinat de ’AZ mur{

BLASTP 2.2.3

Score = 336 bits (862), Expect = 9e-92
Identities = 166/217 (76%), Positives = 179/217 (81%)

AZh: 1  MVKSSLQRILNSHCFAREKEGDKPSATIHASRTMPXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXNP 60
MVKSSLQORILNSHCFAREKEGDKNSATEHASRTMP

AZr: 1  MVKSSLQRILNSHCFAREKEGDKRSATLHASRTMPLLSQHSRGGCSSESSRVALNCCSNL 60

AZh: 61 GPGPRWCSDAPHPPLKIPGGRGNSQRDHNLSANLFYSDDRLNVTEELTSNDKTRILNVQS 120
GPGPRWCSDIPHPPLKI PGGRGNSQRDHGT, SALEENY S DERT NV TEETSNDK TRET B0 S|

AZr: 61 GPGPRWCSDVPHPPLKIPGGRGNSQRDHSLSASILYSDERLNVTEEPTSNDKTRVLSIQS 120

AZh: 121 RLTDAKRINWRTVLSGGSLYIEIPGGALPEGSKDSFAVLLEFAEEQLRADHVFICFHKNR 180
1 TR K Vi LY IEQPlGHL PEGSKDSFARLLEFAEEQLGADHVF ICE

AZr: 121 TLTEAKQVTWRAVWSGGGLYIELPAGPLPEGSKDSFAALLEFAEEQLQADHVEFICFPKNR 180

AZh: 181 EDRAALLRTFSFLGFEIVRPGHPLVPKRPDACEMAYT 217
EDRAALLRTFSFLGFEIVRPGHPLVPKRPDACF

AZr: 181 EDRAALLRTFSFLGFEIVRPGHPLVPKRPDACEMVYT 217

Figura 2.39 Comparaci6 de les seqiéncies d’aminoacids de I’antienzim huma (AZh,
[Homo Sapiens], GenBank/EMBL: NP_004143) i [I’antienzim de ratoli (AZr, [Mus
musculus], GenBank/EMBL NP_032779). Amb fons negre s’assenyalen els residus
idéntics, mentre que el signe + apareix entre els residus similars.

expressada en E. co/i (Gritli-Linde e# o/ 2001). La fraccié IgG de l'antiserum d’un dels conills
immunitzats es va utilitzar finalment per optimitzar el metode (veure resultats). Per eliminar els
anticossos que reaccionaven amb antigens inespecifics presents en les céllules humanes,
I'antiserum es va tractar amb un extracte solid de cél.lules K-562 deplecionades d’AZ (exposades
a DFMO 20mM i precipitades amb acetona (Sambrook e a/. 1989)), en gel durant 15 min. La
suspensi6 generada es va clarificar a 10.000 x g, 10 min i el sobrenedant es va conservar a —20 °C.
Una dilucié 1:3000 d’aquest sobrenedant va constituir la solucié de treball en experiments
posteriors.

Inicialment, es va estudiar 7z vifro la interaccié anticos-antigen en cultius de céllules humanes.
Cellules proliferants K-562 1 Caco-2 es van tractar amb putrescina 10 mM durant 18 hores o amb
DFMO 20 mM durant 24 h. Les cellules es van recollir per centrifugacid, es van rentar amb PBS
1 es van diluir en 200 pLL de tamp6 de lisi (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, Nonindet-40 1% i
una pastilla de cocktail inhibidor de proteases Mini/10 mL tamp6, a pH = 8,0). Les mostres
intestinals humanes polvoritzades es van homogenitzar en tampo6 de lisi en una proporcid
aproximada de 1 mg teixit/10 pL tampé. Els lisats cellulars i els homogeneitzats de teixit es van
sonicar (3 cicles x 3 s) i clarificar per centrifugacié a 12.000 x g , 2 min, 4°C. Els sobrenedants es

van utilitzar per analitzar Pexpressio de 'antienzim: es va determinar la concentracié de proteines
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als sobrenedants i aliquotes contenint 30 pg de proteina total es van incubar a 100 °C, 3 min en
SDS 2% i DTT 100mM, i es van fraccionar per electroforesi a través d’un gel de poliacrilamida al
12 % amb 0,1% SDS. Les proteines es van transferir a membranes de diflorur de polivinilide
(PVDF) per electrodeposicié durant 1 hora a 4°C en una cubeta Transfer Blot-Cell utilitzant Tris
base 50 mM, glicina 39 mM, SDS 0,04 % i1 metanol 20%. Les membranes de PVDF es van
bloquejar amb PBS-T' (solucié salina tamponada amb fosfat pH = 7,4 i Tween-20 al 0,05%)
contenint un 10% de llet descremada comercial en pols i seguidament es van incubar amb la
soluci6 de treball de I'anti-AZ. Finalment, les membranes s’incubaven amb un anticos anti-IgG
de conill (dilucié 1:5.000) conjugat amb peroxidasa durant 1 h i els complexes immunes es

detectaven amb els substrats quimioluminiscents ECL Plus o SuperSignal West Femto.

2.2.2.11 Proteina de /a ciclina D1

Biopsies intestinals humanes pulveritzades es van homogenitzar en tampé de lisi (Tris-HCI
50mM, NaCl 150 mM, NaNj; 0,02 %, NP-40 1% i fluorur de fenilsulfonilmetil ImM, pH = 8,0),
es van sonicar i centrifugar a 20.000 x g, 20 min. Les proteines dels sobrenedants es van resoldre
en un gel de poliacrilamida-SDS al 15 % 1 es van transferir a membranes de PVDF. Després de
bloquejar amb una solucié de llet descremada comercial 5% en PBS-T durant 45 min, les
membranes es van incubar durant una nit a 4 °C amb un anticos monoclonal anti-ciclina D1
humana diluit 1:1.000 en la mateixa solucié de bloqueig. La deteccié de I'anticos primari es va dur
a terme amb un anticos anti-ratoli conjugat amb peroxidasa. El substrat quimioluminiscent ECL

Plus seguit d’autoradiografia es va utilitzar per observar 'expressié relativa de la proteina.

2.2.2.12 Expressio i purificacio de proteines recombinants AZI

Mitjancant mutagenesi dirigida 7 vitro, utilitzant metodes previament descrits (Nilsson e al.
2000), es van generar plasmids contenint les mutacions A88D, S274R i A88D/S274R en
I'inhibidor de l'antienzim (AZI) per estudis d’activitat ornitina descaboxilasa. Breument, la
sequencia codificant de PAZI de ratoli es va amplificar per PCR amb oligonucleétids especifics
pel gen contenint dianes de restriccié Ndel. Els productes de PCR es van subclonar en el vector
pET-19b (via amplificacié en pGEM-T) mitjancant digesti6 amb Ndel. El kit Gene-Editor Site-
directed mutagenesi es va utilitzar per introduir les mutacions mencionades en el constructe pET-
AZI amb un oligo amb la mutacié A88D, un oligo amb la mutacié S274R o ambdés oligos en la
reacci6 de mutagenesi. Els oligos emprats van ser (el codé afectat es mostra subratllat): 5-
ggAACTggeTTTgATTgTTCCAgCAAA-3"  (gCT->gAT) per la mutaci6 A88D 1 5-
TCAgAACCTggAAgATACTATETATCT-3" (AgC->AgA) per la mutacié S274R. La presencia de
les mutacions es va confirmar mitjancant sequenciaci6 d’ADN en un seqiienciador ABI Prism
310 utilitzant el kit Big Dye Terminator. Uns plasmids contenint les regions codificants de PTODC
humana 1 ’AZI de ratoli (pET-ODC i pET-AZI), generats en experiments anteriors (Nilsson ez
al. 2000), es van utilitzar com a control positiu i control negatiu, respectivament, d’activitat

ornitina descarboxilasa.
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Amb els cinc plasmids es van transformar cellules competents d’Escherichia coli JM109 i es van
sembrar en plaques amb medi Lurtia-Bertoni (LB) contenint carbencilina/isopropiltio-g-D-
galactosid IPTG)/X-gal. De les plaques cultivades a 37°C durant la nit, es va seleccionar un
transformant sense activitat f-galactosidasa contenint I'insert corresponent, i es va cultivar durant
la nit en 2 mLL de LB amb carbencilina 50 pg/mL (Cb50). Aquest volum es va inocular en 500
mL de LB-Cb50, el cultiu es va incubar a 37°C fins a D,,,= 0,6-0,7, llavors es va induir 'expressid
de la proteina recombinant amb una concentracié final IPTG 1mM durant 3-5 h a 30°C. Els
bacteris es van recolllir a 5000xg, 5 min, assecar i conservar a —20°C.

El vector pET-19b contenia una seqiiencia codificant per sis histidines de manera que tots els
inserts introduits a 3’ formaven una proteina de fussié -(His), quan s’expressaven en bacteris. Per
purificar les proteines recombinants es van utilitzar columnes carregades amb niquel (Ni*) en
condicions natives per preservar I'activitat ODC. Inicialment, es va treballar amb columnes Ni-
NTA (Qiagen) resuspenent el sediment bacteria en tamp6 de lisi (format per lisozim 1 mg/mlL i
0,1 mM PMSF sobre la base del tampé de rentat de les columnes: Na,PO, 50 mM, pH = 8; NaCl
300 mM; imidazol 20 mM, glicerol), sonicant i centrifugant a 10.000 x g, 15 min. El lisat es va
carregar en columnes preequilibrades, es va rentar amb el tampé de rentat i es va eluir amb tampo
d’elucié imidazol 250 mM. Posteriorment, es va treballar amb un sistema cromatografic Econo
(Biorad) equipat amb un espectrofotometre i columnes d’afinitat HiTrap (Amersham Pharmacia)
amb els mateixos tampons anteriors pero amb NaCl 500 mM. Els valors de I'absorvancia a 280
nm del liquid eluit es van utilitzar per recollir-lo en diferents fraccions. Aquestes es van estudiar
per resolucié en gels de poliacrilamida-SDS 8% 1 tincié amb Coomassie Brilliant Blue G-250, i
per determinaci6 de Iactivitat ODC pel métode del *CO,.

2.2.2 13 Proteina total

La concentracié de la proteina soluble total als sobrenedants de totes les mostres es va
determinar pel métode de I'acid bicinconinic amb el kit BCA Protein Assay de Pierce (Smith et a/
1985).

2.2.2.14 Analisi estadistica de dades experimentals

Les dades experimentals es van emmagatzemar i tractar en arxius de Microsoft Excel 97. Per al
processament estadistic es va utilitzar el programa SPSS versi6é 8.0. Amb aquest programa es van
realitzar els controls de qualitat dels metodes utilitzats, estudis descriptius de les variables
analitzades 1 es van aplicar diferents proves estadistiques. En totes les proves d’inferéncia
estadistica es va considerar significatiu un valor de p < 0,05. Quan no apareix indicat un altre

valor de I'estadistic p, s’assumeix aquest valor com a sinonim de significacio.

*
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5 Resultats



3 Resultats

3.0 Control de qualitat del métode de quantificacié de
poliamines

3.0.1 Linealitat i corbes de calibratge

La linealitat del métode es va comprovar mitjangant 1"ds de corbes de calibratge. Les
corbes es van calcular fent servir solucions estandard per pesada de les poliamines en aigua
com a calibradors amb concentracions dintre del rang 0,25 - 40 pM. L’analisi de cadascuna
d’aquestes solucions estandard es va fer per sextuplicat fent servir el gradient que apareix a
la Taula 2.19. A continuacio, es van construir les corbes de calibratge entre la resposta
observada (A,;./A
Figures 3.1, 3.2 i 3.3 es mostren les corbes de calibratge corresponents a la putrescina,

) 1 les concentracions de cadascuna de les poliamines. A les

estandard intern

I'espermidina i 'espermina.

Area corregida dels pics

0.
- y = 0,074 x + 0,011
. r = 0,999
0,5
o.-
i
0 é T T T
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Figura 3.1 Corba de calibratge del metode d’HPLC per a la
putrescina.
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3.0.2 Significacio dels coeficients de correlacio i de determinacié

Vam estudiar la significacié estadistica dels coeficients de correlacié de les corbes de
calibratge mitjangant el test de Spearman. Seguidament, vam calcular els coeficients de
determinacié (7) per conéixer quina proporcié de la variancia total de la variable resposta

es pot explicar pel model lineal de regressio. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula

3.1

Taula 3.1 Coeficients de correlaci6é, grau de
significacio i1 coeficients de determinacié de les
corbes de calibratge de les poliamines.

2

r P r° (3)
Putrescina 0,9985 < 0,001 99,70
Espermidina 0,9995 < 0,001 99, 90
Espermina 0,9994 < 0,001 99,88

Es pot observar, que tots els valors de 7 obtinguts suposen una correlacié positiva, amb
una probabilitat superior al 99,9%. Respecte als r ® trobats, en tots els casos la variable
independent (concentracid) explica de mitjana, el 99,83% de la variancia total de y

(resposta).

3.0.3 Precisi6

Per a estudiar la precisié del metode es van realitzar sis determinacions en dues mostres
de sang diferents (A i B), i sis més en dues mostres de cultiu de cellules Caco-2 (C 1 D).
Totes les mostres van presentar diferents nivells de PA. A les mostres de sang no es va
detectar la preséncia de putrescina. L’analisi de les mostres es va dur a terme en una tnica
sessio de cromatografia amb el sistema descrit a I'apartat 2.1.1 i amb un unic lot de rectius i
solvents. Els resultats obtinguts per a cada poliamina en forma de mitjana, desviacio

estandar i coeficient de variacié es mostren a les Taules 3.2, 3.3 i 3.4.

Taula 3.2 Precisi6 del metode en la determinacié de la putrescina (n = 6)

Contingut (uM)

Mostra A Mostra B Mostra C Mostra D
Mitjana — — 0,68 0,81
Desviacidé tipica — — 0,03 0,03
C.V. % — — 3,96 4,01

Mostres: A 1 B sang; C 1 D cel.lules Caco-2.
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Taula 3.3 Precisiod del métode en la determinacid de l’espermidina (n = 6)

Contingut (uM)

Mostra A Mostra B Mostra C Mostra D
Mitjana 22,74 21,38 2,02 2,36
Desviacid tipica 0,33 0,68 0,05 0,07
C.V. % 1,46 3,18 2,54 2,82

Mostres: A i B sang; C i D cel.lules Caco-2.

Taula 3.4 Precisié del métode per a la determinaci6é de I’espermina (n = 6)

Contingut (uM)

Mostra A Mostra B Mostra C Mostra D
Mitjana 7,64 17,14 2,05 3,12
Desviacidé tipica 0,20 0,55 0,10 0,16
C.V. % 2,62 3,22 4,87 5,12

Mostres: A i B sang; C i D cel.lules Caco-2.

3.0.4 Exactitud

L’exactitud del metode cromatografic es va calcular per addicié de solucions estandards
10 uM de les tres poliamines a aliquotes d’una mostra de sang i una mostra de cel.lules CT-
26. Després, es van comparar els valors obtinguts amb els de la mostra corresponent sense
addici6. Les addicions es van fer després del trencament de les ccllules (primera passa on
es disposa d’una solucié de poliamines lliures). Es van fer sis determinacions analitiques per

cada mostra. Els resultats es mostren a la Taula 3.5.

Taula 3.5 Recuperacié de les poliamines en
mostres de sang i de cél_lules CT-26 (n = 6)

Recuperacid (%)

Sang CT-26
Putrescina 88,2 = 5,1 86,5 + 5,8
Espermidina 94,5 + 2,3 92,5 £ 3,1
Espermina 92,0 + 4,4 88,1 + 3,9
Estandard intern 102,5 + 2,6 100,2 £ 3,0
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3.0.5 Sensibilitat

El limit de deteccié (LD) del metode analitic es defineix com la concentracié o quantitat
d’analit més petita detectable amb wuna certesa raonable. En els procediments
cromatografics no existeix un correccié de la lectura front un blanc i per calcular el limit de

detecci6 es va fer servir Pexpressio:

LD — ybl + 3Sl)l
b

on b es el pendent de la corba inversa de calibratge, i ), 1 5, son la mitjana i la desviaci6
tipica, respectivament, en la resposta de # blancs.

El limit de quantificaci6 (I.LQ) o de determinacié es defineix com la concentracié o
quantitat més petita d’analit en la mostra que es pot determinar amb precisié 1 exactitud

acceptables. En aquest cas vam fa servir la férmula:

LQ = Yo +b105)|

Per calcular ambdoés parametres, vam obtenir un blanc de mostra amb tots els
components de les cellules excepte les poliamines. Vam acidificar una aliquota de cél.lules
en condicions oxidants a un pH de 0, durant 24 h i vam analitzar la intensitat de

fluorescencia als t; de cada PA en la seva absencia.

Taula 3.6 Intensitats de fluorescéncia
de les poliamines en un blanc
d’hidrolisi

Mitjana * D.T. (n=6)
Putrescina 2,8 £ 0,006
Espermidina 3,4 £ 0,06
Espermina 5,2 £ 0,21

Amb aquestes dades i les corbes inverses de calibratge,

Putrescina: = 13,42 x - 0,139
Espermidina: = 18,11 x + 0,220
Espermina: = 23,70 x + 0,507
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s’obtenen els limits de detecci6 i quantificacié del métode:

Taula 3.7 Limits de detecci6é i de

quantificacio del metode per la
determinaci6 de poliamines

LD (uM) 1O (uM)
Putrescina 0,20 0,25
Espermidina 0,20 0,25
Espermina 0,25 0,35
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3.1 Poliamines en la sang

3.1.1 Establiment d’uns valors de referéncia de les poliamines en sang

L’estadistica descriptiva de les variables quantitatives estudiades en el grup de 66
subjectes sans on es van mesurar les concentracions intraeritrocitaries d’espermidina 1

espermina es mostra en la Taula 3.8.

Taula 3.8 Estadistica descriptiva de les poliamines i1 dels parametres
eritrocitaris en un grup de poblacid normal (n = 66).

Variable Mitjana Minim Maxim Rang DT Error Varianca Curtosi  Asimetria
tipic
Edat 37,29 18 75 57 13,38 1,65 179 -0,061 0,37
Poliamines
Espermidina1 20,42 9,57 34,20 24,63 5,34 0,66 28,47 0,35 0,64
Espermina1 15,32 4,69 37,61 32,92 8,78 1,08 77,08 -0,18 0,87
EPD/EPM 1,71 0,51 3,94 3,43 0,81 0,10 0,65 -0,58 0,45

Eritrocits? 4,6 3,8 5,5 1,7 0,42 0,05 0,17 -0,84 -0,03
Hemoglobina3 14,0 11,0 16,5 5,5 1,25 0,16 1,56 -0,59 -0,25
Hematocrit 42,0 32,6 50,1 17,5 3,88 0,49 15,06 -0,54 -0,21
veM® 90,7 83,2 102,5 19,3 4,09 0,52 16,72 -0,19 0,27
HGBCM’ 30,15 27,1 33,5 6,4 2,18 0,19 2,18 -0,70 -0,04
CHBGCM® 33,21 32,0 350 3,0 0,76 0,1 0,57 -0, 44 0,40
DVH’ 12,8 11,6 14,9 3,3 0,73 0,1 0,53 0,80 0,85

! [nmol/10E(12) eritrocits]; ° [10E(12)/L]; ® [g/dL]; °® Volum corpuscular mitja [fL]; °
Hemoglobina corpuscular mitjana [pg]l; ° Concentracié d’HGBCM [g/dL]; ' Distribucié del
volum d’hematodocrit (%) .

3.1.1.1 Particio dels valors de referéncia

Vam estudiar els valors d’espermidina, d’espermina i del seu quocient EPD/EPM, dividits
en diferents subclasses (edat, sexe 1 tabaquisme) per veure si aquestes tenien diferents
desviacions tipiques i diferentes mitjanes. Els tests estadistics emprats van ser la prova de
Levene i la prova t de Student, respectivament (Taules 3.9, 3.10 i 3.11). En cap cas es va
poder rebutjar la hipotesi nul.la d’igual distribuci6, en consequiéncia, es va considerar
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innecessaria la partici6 dels valors de referencia i es va assumir una distribuci6 de referéncia
homogenia per a les tres variables.

Taula 3.9 Distribucié de I’espermidina, I’espermina i EPD/EPM en la poblacio
de referéncia estratificada en la subclasse edat.

Prova t per mostres independents d’EDAT

Variable n Mitjana DT ETM
Espermidina
EDAT >= 40, 31 21,7218 5,460 ,981
EDAT < 40, 35 19,2660 5,020 , 849

Diferéncia de les mitjanes = 2,4558

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,738 P= ,394

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t daf Significacié ET Diferéncia IC 95%
Igual 1,90 64 ,061 1,290 (-,122; 5,034)
Desigual 1,89 61,38 ,063 1,297 (-,138; 5,050)

Variable n Mitjana DT ETM
Espermina
EDAT >= 40, 31 16,9977 9,447 1,697
EDAT < 40, 35 13,8251 7,984 1,350
Diferencia de les mitjanes = 3,1725

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= 2,306 P= ,134

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacié ET Diferencia IC 95%
Igual 1,48 64 ,144 2,146 (-1,115; 7,460)
Desigual 1,46 59,10 ,149 2,168 (-1,167; 7,512)

Variable n Mitjana DT ETM
EPD/EPM
EDAT >= 40, 31 1,6455 , 799 , 144
EDAT < 40, 35 1,7595 , 822 ,139
Diferéncia de les mitjanes = -,1140

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,004 P= ,950

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t daf Significacid ET Diferéncia IC 95%
Igual -,57 64 ,571 ,200 (-,514; ,286
Desigual -,57 63,43 ,570 ,200 (-,513; ,285)
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Taula 3.10 Distribucié de I1’espermidina, I’espermina i EPD/EPM en la poblacio
de referéncia estratificada en la subclasse sexe.

Prova t per mostres independents de SEXE

Variable n Mitjana DT ETM
Espermidina
home 35 20,3626 5,555 ;939
dona 31 20,4836 5,167 ,928
Diferéncia de les mitjanes = -,1210

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,002 P= ,965

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferéncia IC 95%
Igual -,09 64 ,928 1,326 (-2,771; 2,529)
Desigual -,09 63,84 ,927 1,320 (-2,759; 2,517

Variable n Mitjana DT ETM
Espermina
home 35 14,7768 7,745 1,309
dona 31 15,9232 9,914 1,781
Diferencia de les mitjanes = -1,1465

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= 2,641 P= ,109

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferéncia IC 95%
Igual -,53 64 ,600 2,177 (-5,497; 3,205)
Desigual -,52 56,61 ,606 2,210 (-5,573; 3,280

Variable n Mitjana DT ETM
EPD/EPM
home 35 1,6621 , 695 , 117
dona 31 1,7555 ,928 ,167
Diferencia de les mitjanes = -,0934

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= 3,640 P= ,061

Prova t per la igualtat de les mitjanes

ET Diferencia IC 95%

Variances Valor t df Significacid
Igual -, 47 64 ,643 ,200 (-,494; ,307)
Desigual -,46 55,18 ,649 ,204 (-,502; ,315)
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Taula 3.11 Distribucié de I1’espermidina, I’espermina i EPD/EPM en la poblacio

de referencia estratificada en la subclasse tabaquisme.

Prova t per mostres independents de TABAQUISME

Variable n Mitjana DT ETM

Espermidina
fumador 19 19,4809 5,160 1,216
no fumador 47 20,8379 5,449 , 795
Diferencia de les mitjanes = -1,3570

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,445 P= ,507

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferéncia IC 95%
Igual -,91 63 ,366 1,489 (-4,334; 1,620)
Desigual -,93 32,44 ,357 1,453 (-4,317; 1,603

Variable n Mitjana DT ETM
Espermina
fumador 19 13,4643 7,840 1,848
no fumador 47 15,8924 9,148 1,334
Diferencia de les mitjanes = -2,4281

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= 1,305 P= ,258

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferéncia IC 95%
Igual -,99 63 ,324 2,443 (-7,311; 2,455)
Desigual -1,07 35,76 ,294 2,279 (=7,052; 2,196)

Variable n Mitjana DT ETM
EPD/EPM
fumador 19 1,8026 , 747 , 176
no fumador 47 1,6878 ,833 , 122
Diferencia de les mitjanes = ,1148

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,672 P= ,415

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferencia IC 95%
Igual ,51 63 ,611 ,225 (-,334; ,564)
Desigual ,54 34,18 ,595 ,214 (-,320; ,550)
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3.1.1.2 Poliamines totals en sang

Puix que dones i homes tenen diferent quantitat d’eritrocits per L. de sang, vam comprovar
si existien diferéncies en el total de poliamina en sang (etitrocits/L sang multiplicat per
nmol PA/nombre d’eritrocits) entre els sexes, mitjangant la prova t de Student. Com es pot
observar a la Taula 3.12, homes i dones tenen la mateixa quantitat de poliamines totals en

sang.

Taula 3.12 Distribucié del total d’espermidina i d’espermina en sang en la
poblacié de referéncia estratificada en la subclasse sexe.

Prova t per mostres independents de SEXE

Variable n Mitjana DT ETM

Espermidina total
dona 31 2048,3644 516,688 92,800
home 35 2036,2612 555,511 93,898

Diferencia de les mitjanes = 12,1032
Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= ,002 P= ,965

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferéncia IC 95%

Igual ,09 64 ;928 132,607 (-252,870; 277,076)

Desigual ,09 63,84 ;927 132,018 (-251,693; 275,899
Variable n Mitjana DT ETM

Espermina total
dona 31 1592,3226 991, 444 178,069
home 35 1477,6761 774,539 130,921

Diferencia de les mitjanes = 114,6465

Prova de Levene per la igualtat de les variances: F= 2,641 P= ,109

Prova t per la igualtat de les mitjanes

Variances Valor t df Significacid ET Diferencia IC 95%
Igual ,53 64 , 600 217,749 (-320,455; 549,748)
Desigual ,52 56,61 ,606 221,018 (-328,034; 557,327
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3.1.1.3 Inspeccid de la distribucié dels valors de poliamines en sang

En primer lloc, vam estudiar visualment la distribucié de les poliamines mitjancant la
representacié grafica en histogrames. Com es pot veure a la Figura 3.4, espermidina

mostra una distribuci6 gaussiana amb una cua dreta més llarga i sense cap valor atipic.
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Figura 3.4 Distribuci6 de l”espermidina en la poblacié normal.
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Figura 3.5 Distribucié de I’espermina en la poblaci6é normal.
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En canvi, espermina mostra una distribucié bimodal amb dos maxims al voltant de 10 i 25
nmol / 10" céllules (Figura 3.5).
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L’EPD/EPM podtia presentar una distribucié continua o bé una distribucié gaussiana
amb un potencial valor atipic a esquerra. (Figura 3.6).

Donat que les tres variables presenten una distribuci6 amb un biaix positiu, es van
inspeccionar els histogrames dels logaritmes neperians de les variables (no es mostren) per
identificar possibles valors atipics. En el cas de I'espermidina aquesta representacié va
mostrar dos valors aillats cotresponents a 9,57 1 10,52 nmol / 10" céllules. En el cas de
I'espermina la representacié logaritmica no va mostrar potencials valors atipics pero va
reforcar la hipotesi d’una distribucié bimodal. A I'histograma de La (EPD/EPM) el valor

corresponent a 3,94 apareix aillat de la resta.

Ldentificacid de valors atipics

En aplicar el test del rang als valors extrems de les poliamines cap d’ells va resultar ser un

valor atipic.
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3.1.1.4 Establiment dels valors de referencia
En primer lloc, vam comprovar la bondat de I'ajust de la distribucié de les dades de
Pespermidina, I'espermina i el quocient EPD/EPM a una distribucié gaussiana (Taula

3.13).

Taula 3.13 Prova de Kolmogorov-Smirnov per les PA en sang de poblacid normal

Variable Diferéncies més extremes

Absoluta Positiva Negativa 7 P
Espermidina 0,08352 0,08352 -0,05058 0,6785 0,7466
Espermina 0,19933 0,19933 -0,11301 1,6193 0,0106
EPD/EPM 0,10394 0,10394 -0,06875 0,8444 0,4739

Per P'espermidina i 'EPD/EPM, la prova de Kolmogorov-Smirnov no va rebutjar la
hipétesi gaussiana i es va procedir directament a 'estimacié parametrica dels percentils. En
canvi, per Pespermina aquesta hipotesi va quedar rebutjada. Quan es van comparar les
mitjanes de dos grups d’individus agrupats com inferiors o superiors a un valor de tall
arbitrari 19 nmol espermina / 10" cellules es va obtenir una diferéncia significativa,
confirmant el caracter bimodal del grup. De totes formes, vam procedir a aplicar una
transformacié matematica de les dades d’espermina per aproximar-les a una distribucid

gaussiana.
Transformacid de les dades de l'espermina

La transformaci6 logaritmica dels valors de I’espermina si que es va ajustar a una distribucié

gaussiana (Taula 3.14). Vam calcular la mitjana i la desviacio estandar de les dades

Taula 3.14 Prova de Kolmogorov-Smirnov per Ln (espermina)

Variable Diferéncies més extremes
Absoluta Positiva Negativa 7 P
Ln (espermina) 0,12737 0,10887 -0,12737 1,0348 0,23406

transformades i, a partir d’elles, vam estimar els percentils 2,5 1 97,5 a I'escala de dades

transformades com:
[mitjanal] £ 1,960 x [desviacid tipical]

Finalment, vam reconvertir aquests percentils a ’escala de les dades originals mitjangant la
térmula:

X = e
1 vam obtenir els seglients resultats:
percentil 2,5: 4,28 nmol / 10*° cel.lules
percentil 97,5: 39,93 nmol / 10%° cél.lules
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Estimacid paramétrica dels percentils de l'espermidina i 'EPD/EPM

El calcul dels percentils per a les variables amb una distribucié gaussiana es va fer a partir

de:
[mitjanal] £ 1,960 x [desviacid tipical]

Per 'espermidina doncs,

percentil 2,5: 9,95 nmol / 10%° cel.lules

percentil 97,5: 30,89 nmol / 10%° cel.lules
i pet TEPD/EPM,

percentil 2,5: 0,12 nmol / 10%° cel.lules

percentil 97,5: 3,30 nmol / 10%° cel.lules

3.1.1.5 Equivaléncia de les unitats d’expressio de les concentracions de poliamines

Malgrat que Pexpressié de la concentracié de poliamines en sang referida al nombre de
eritrocits en la mostra és una mesura més acurada que la concentracié referida al volum
d’empaquetat eritrocitari (mL), aquesta ultima és d’as generalizat i és una alternativa de la
qual disposar quan no es possible mesurar la concentraci6 de cellules (p. ex., en mostres de
procedéncia exterior). Aixi doncs, en totes les mostres d’individus de referéncia vam
recollir el volum d’empaquetat eritrocitari analitzat i el recompte de eritrocits per mL. A les
Figures 3.7 i 3.8 es poden veure la correlaci6 entre ambdues unitats de concentracié per a

les dues poliamines.
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Figura 3.7 Correlaciéo entre les unitats de concentracio
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Mitjancant l'analisi de regressié lineal es van obtenir les equacions que relacionen

ambdues unitats de concentracio i els coeficients de correlacié per a Pespermidina,
[nmol/lO12 cel.lules] = 1,058 [nmol/mL hematocrit] + 2,375 r =0,95
1 Pespermina,

[nmol/lO12 ceél.lules] = 1,147 [nmol/ mL hematdocrit] + 0,581 r
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3.1.1.6 Relacio de les poliamines amb els parametres eritrocitaris

Es va mesurar 'associaci6 entre les PA i els diferents parametres eritrocitaris de les proves
hematologiques, practicades en les mateixes mostres, mitjangant el calcul del coeficient de
correlacié lineal de Pearson, per lespermidina i P'EPD/EPM, i de Spearman pet
lespermina (Taula 3.15). Cap associacié entre variables, tret de lespermina o
hemoglobina corpuscular mitjana, va mostrar un coeficient de correlacié rellevant amb un
nivell de significacié inferior a 0,05. El recompte de ccllules, la concentracid

d’hemoglobina i la distribuci6 del volum de les céllules presenten una relacié inversa amb
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la concentracié de les poliamines, mentre que els index de tamany cel.lular i de contingut en
hemoglobina (VCM, HGBM i CHGBM) presenten una relaci6 directa.

Taula 3.15 Correlacid lineal entre les poliamines en sang 1 els parametres
eritrocitaris

Eritrocits HGB Hematocrit vem? HGBCM’ CHBGCM' DVH®
-0,254" -0,165 -0,206 0,129 0,204 0,178 -0,028
Espermidina
(p=0,053) (p=0,200) (p=0,108) (p=0,318) (p=0,112) (p=0,166) (p=0,831)
) -0,330 -0,138 -0,187 0,318 0,456 0,228 -0,123
Espermina
(p=0,009) (p=0,285) (p=0,146) (p=0,012) (p=0,001) (p=0,075) (p=0,343)
0,191 0,043 0,077 -0,262 -0,322 -0,163 0,062
EPD/EPM
(p=0,137) (p=0,743) (p=0,552) (p=0,040) (p=0,011) (p=0,207) (p=0,633)
! Els valors representen el coeficient de correlacié (nivell de significacid). ? VCM:

volum corpuscular mig; ° HGBM: hemoglobina corpuscular mitga; “ CHGBCM: concentracid
hemoglobina corpuscular mitga; ° DVH: distribucié del volum dels eritrocits.

3.1.2 Poliamines en sang en pacients amb una reseccio intestinal

Els nivells d’espermidina en sang en pacients amb reseccié intestinal van ser
significativament més grans ( p < 0,05) que en la poblacié de referéncia. Els nivells
d’espermina i PEPD/EPM també van ser supetiors pero les diferéncies no van ser
significatives (Taula 3.16). Quan es va dividir el grup de pacients segons el temps
transcorregut des de la intervencid, el subgrup de pacients resecats menys de tres anys
abans de l'analisi (# = 4) continuava mostrant una diferéncia significativa en els nivells
d’espermidina i uns nivells més alts, no significatius, d’espermina. Els pacients considerats
clinicament adaptats (» = 5) van presentar nivells incrementats, no significatius,
d’espermidina i nivells disminuits, no significatius, d’espermina respecte als valors de

referéncia.

Taula 3.16 Poliamines en sang en pacients amb reseccid intestinal

n Espermidina Espermina EPD / EPM
Controls 66 20,4 £+ 7,4 15,7 + 9,5 1,71 + 0,51
Pacients SIC
Reseccid < 3 anys 4 28,5 £ 12,0%* 26,8 * 14,6 1,64 + 0,71
Reseccid > 3 anys 5 24,5 £ 12,4 13,6 + 5,2 2,04 £ 1,05
Total 9 26,2 £ 11,9%* 19,5+ 9,5 1,86 + 0,88
Els resultats s’expressen com la mitjana £ desviacidé tipica. * Diferencies

significatives respecte al grup control(p < 0,05).
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3.1.3 Efecte antiperoxidatiu de les poliamines en els eritrocits

El valor mitja d’alliberament de MDA en eritrocits de persones sanes sense estimulacié va
ser 549 £ 7,1 nmol/g HGB (mitjana * desviacié tipica), sense diferéncies entre sexes i
dintre del rang de normalitat previament descrit: 17-168 nmol/g HGB (Virgili ez al. 1997).
L’analisi estadistica de la varianca va demostrar que les disminucions observades en la
produccié de MDA en els eritrocits tractats amb espermidina i espermina respecte els no
tractats tenien un alt grau de significacié (p < 0,001) (Taula 3.17). L’addicié de putrescina,
en canvi, no va mostrar cap influencia sobre la produccié de MDA.

Taula 3.17 Alliberament de malonildialdehid en eritrocits de persones sanes
estimulats amb H,0, en preséncia de poliamines

Poliamines Produccidé de malonildialdehid (nmol/g HGB) Inhibi
cid
No estimulacid Estimulacié Estimulacié %
puM Sense addicid Amb addicié
Putrescina
100 50 469 = 33 546 = 26 -
500 43 914 = 35 884 =+ 35 3
1000 50 442 = 94 496 =+ 86 -
Espermidina
100 32 + 17t 859 = 89 759 = 154 12
500 28 = 14 608 = 131 225 = 28* 63
1000 70 = 32 534 = 75 300 £ 75% 44
Espermina
100 93 + 40 772 = 20 665 = 105 14
500 74 = 15 444 = 31 109 £ 50%* 76
1000 71 = 32 669 = 102 224 =+ 83* 67

Mitjana * desviacidé tipica. * Diferéencies significatives vs. mostres sense addicid (p

< 0,001).

Els resultats de l'addicié d’espermina 1000 pM a eritrocits de pacients amb patologia
associada a estrés oxidatiu es mostren a la Taula 3.18. La inhibicié sobre la producci6 de
MDA va ser de la mateixa magnitud que P'observada en mostres de subjectes normals

estimulades amb H,0,.

Taula 3.18 Alliberament de malonildialdehid en eritrocits de persones amb
estreés oxidatiu en preséncia d espermina

Cas Produccidé de malonildialdehid (nmol/g HGB) Inhibicid
Sense addicid Amb addicid %
1 511 + 45' 186 + 65 64
2 462 £ 40 221 *+ 68 52
3 690 + 406 273 £ 48 61
4 739 £ 98 413 £+ 58 44

! Mitjana + desviacié tipica.
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3.2 Poliamines en el budell

3.2.1 Poliamines en la sindrome de I'intesti curt

3.2.1.1 Nivells d’ornitina i poliamines en la mucosa intestinal

Les concentracions intestinals de 'ornitina i de les tres poliamines es presenten a la Taula
3.19. Els pacients SIC estudiats van mostrar uns nivells molt superiors d’ornitina, en
promig més del doble, que els controls de jejd, malgrat que aquest augment no va ser
significatiu ( p = 0,30) degut a la dispersi6 dels valors en el grup SIC. La diferéncia respecte
al control d’ili va ser d'un 78% no significativa ( p = 0,22). Els valors de putrescina i
d’espermidina en aquests pacients son intermitgos entre els controls d’ili i jeju, sense
diferéncies significatives amb cap d’ells ( p = 0,12 1 0,079 respectivament). L.a poliamina
predominant en tots els teixits examinats és 'espermina, la qual assoleix el seu valor maxim
en la mucosa jejunal. La concentracié6 d’espermina en els pacients és molt similar a la
trobada en el grup Control Ili, i ambdues soén significativament inferiors ( p = 0,044 1 0,011
respectivament) a espermina jejunal. Les dades de FEPD/EPM s6n molt similars en tots

els grups. De fet, la mitjana aritmética de totes elles és 0,56 ( » = 25) 1 només en dos

pacients del grup Control Ili es van trobar valors > 1.

Taula 3.19 Concentracions d’ornitina i poliamines en la mucosa intestinal de
pacients amb la sindrome de 1”intesti curt i jejunostomia

Control Jeju Pacients SIC Control Ili

(n = 6) (n = 6) (n = 13)
Ornitina 3,23 + 0,89 7,17 £ 2,16 4,02 = 0,67
Putrescina 0,71 =+ 0,21 0,54 £ 0,11 0,36 = 0,00
Espermidina 4,52 + 0,68 3,38 £ 0,53 2,95 £ 0,63
Espermina 8,09 £ 0,81 5,50 £ 0,67* 5,12 £+ 0,43*
EPD/EPM 0,54 £ 0,04 0,61 = 0,06 0,57 £ 0,10

! Els resultats s’expressen en nmol/mg proteina i sén la mitjana * DT de 1’analisi de
dues biopsies. * Grup amb un mitjana significativament diferent (p < 0,05) a la del
Control Jeju.
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3.2.1.2 Activitat ornitina descarboxilasa

Vam observar una activitat molt baixa en la mucosa del budell remanent dels pacients
SIC, que constituia un 35% de Dactivitat jejunal ( p = 0,012) 1 un 40% de Pactivitat ileal ( p
= 0,027) (Figura 3.9). Les mostres de mucosa jejunal van mostrar un 15% més d’activitat

ODC que les mostres d’ili.

Figura 3.9 Activitat ODC en la mucosa intestinal de
pacients amb la sindrome de [I’intesti curt (SIC) amb
jJjejunostomia. CJ: control jeju, Cl: control ili. **
diferencia estadistica (p < 0,05) repecte a CJ i CI.
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3.2.1.3 ARN missatger de I'ornitina descarboxilasa

Novament, els pacients SIC van presentar valors significativament inferiors ’ARNm-
ODC (p = 10,019 s CJ 1 p = 0,006 »5s CI') respecte als grups control (un 80% 1 un 64% més
baixos, respectivament) (Figura 3.10). Contrariament a lactivitat ODC, vam obsetvar que

la quantitat de transcrits ’ODC presents al jeju era un 44% inferior a la de la mucosa ileal.

Figura 3.10 ARNm-ODC en la mucosa intestinal de pacients
am% Ta sindrome de I”intesti curt amb jejunostomia. CJ:
control jeju, Cl: control ili. ** diferencia estadistica
(p < 0,05) repecte a CJ i CI.
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3.2.1.4 Activitat diamina oxidasa

El patré d’activitat enzimatica observat per 'ODC es va tornar a reproduir en el cas de la
DAO oxidasa (Figura 3.11). Els pacients SIC van mostrar una activitat DAO 73% inferior
a la del control jeja (p = 0,017 ) 1 63% inferior a a la del control ili (p = 0,31 ). Per la seva
part, Pactivitat DAO jejunal va ser un 36% més gran que la ileal.
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Figura 3.11 Activitat DAO en la mucosa intestinal de
pacients amb la sindrome de [I’intesti curt amb
jejunostomia. CJ: control jejua, CI: control ili. *
diferencia estadistica (p < 0,05) respecte a CJ.
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3.2.2 Poliamines en el cancer colorectal

3.2.2.1 Paper de la putrescina exogena en el creixement de cél.lules CT-26
Proliferacio cel.lular

La preséncia de putrecina exogena en concentracions 100, 550 i 1000 pM en el medi de
cultiu de cellules CT-26 va provocar un augment significatiu ( p < 0,05 ) en la sintesi
d"ADN en totes les dosis estudiades respecte a cellules no tractades. Aquest efecte va ser
dosi-depenent, com es pot veure a la Figura 3.12. Quan el mateix experiment es va dur a
terme afegint aminoguanidina 1 mM, la relaci6 entre proliferacié i la dosi de putrescina es
va mantenir. Malgrat que la comparacié de les mitjanes no va mostrar diferéncies entre els
grups control i 100 uM l'analisi de la varianga va trobar de nou una associaci6 significativa

entre les variables proliferaci6 cellular i concentracié de putrescina en el medi.
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Figura 3.12 Sintesi d’ADN en
cel.lules CT-26 tractades amb
putrescina durant 24 h, en
absencia (A) o presencia (B)
d”aminoguanidina 1 mM.
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Concentracions de poliamines

L’analisi cromatografic dels cultius de CT-26 control va mostrar com a les 24 h de
I'addicié de medi fresc la putrescina era la poliamina predominant en aquestes ccllules;
dues vegades més abundant que I'espermidina i 10 vegades més que I'espermina (Taula
3.20). I’analisi de mostres del medi de cultiu dels controls va revelar com en 24 h el
creixement dels cultius genera unes concentracions extracellulars de 0,94 + 0,09 uM

putrescina 10,60 £ 0,07 uM espermidina. No es va detectar espermina extracel.lular.

Taula 3.20 Concentracions de poliamines en céel.lules CT-26 tractades amb
putrescina

Putrescina (uM)

0 100 550 1000
Putrescina 1,02 + 0,05 2,17 + 0,05 2,89 + 0,21 4,23 £ 0,40
Espermidina 0,55 + 0,01 1,44 + 0,01 1,06 + 0,02 1,68 + 0,04
Espermina 0,11 £ 0,01 0,22 £ 0,03 0,19 + 0,01 0,22 + 0,02
EPD/EPM 5,2 + 0,1 6,6 £ 0,2 5,6 * 0,1 7,8 + 0,6

! Els resultats s’expressen en nmol/mg proteina i sén la mitjana * DT de tres

experiments.

En el rang de concentracions estudiat, les cellules exposades a la putrescina van acumular
la molécula de forma proporcional a la dosi afegida, de manera que a les 24 h la
concentraci6 intracel.lular d’equilibri amb el medi era 2, 3 i 4 vegades la concentracié dels
controls amb un coeficient de correlacié lineal » = 0,985.

La concentracié d’espermidina també es va incrementar a les cellules tractades (un 100%
en les dosis 100 1 550 pM i un 200% en la dosi 1000 uM). En Iespermina es va observar un

increment del 100% respecte als controls de forma independent a la dosi de putrescina.

Activitat ornitina descarboxilasa

Lactivitat ODC en cellules CT-26 a les 24 h de I'addicié de putrescina va resultar
invariable en c¢llules tractades amb 100 uM i va mostrar un lleuger augment en les dues

dosis més altes respecte als controls. Les diferéncies no van ser significatives (Figura 3.13).
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Futrascina extracal- lolaxr

Figura 3.13 Activitat ODC en cultius de cel.lules
CT-26 tractades amb putrescina 24h. Cada punt
representa la mitjana de tres experiments.

ARN missatger de 'ornitina descarboxilasa

No es van detectar canvis en I'expressio del transcrit de PODC en les cellules CT-26
tractades amb putrescina. A la Figura 3.14 es veu la seva expressio6 respecte a la del gen de

MREm O0C/p-actina (D.0.)

Putrezcina extracel-lular

Figura 3.14 ARNm-ODC en cultius de ceél.lules CT-26
tractades amb putrescina 24h. Cada punt representa
la mitjana de dos experiments.
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la B-actina.
3.2.2.2 Expressié de I'antienzim en tumors colorectals

Optimitzacid d’un assaig Western blot per detectar I'’AZ en la mucosa intestinal humana

Per detectar la proteina de 'antienzim vam utilitzar, inicialment, un anticos policlonal
contra lantienzim de ratoli (AZr). Una fraccié de l'anticos purificat per afinitat no va
mostrar activitat contra ’AZ huma (AZh) de cellules K-562. LL.a immunitzaci6 per fabricar-
ho s’havia dut a terme en dos conills, perd només un dels dos antiserums originats havia
estat purificat per afinitat en experiments anteriors (Nilsson ef /. 1997). Per determinar si
els antiserums dels conills exhibien activitat contra AZh, vam utilitzar les fraccions IgG
corresponents. La fraccié IgG de Pantiserum no purificat va mostrar una forta interaccid
amb l'antienzim huma (Figura 3.15) i es va utilitzar per posar al punt un assaig Western
blot. La identificaci6 i el seguiment de la proteina AZh en els blots es va dur a terme amb
diferents marcadors de pes molecular i amb dos controls amb patrons d’expressid
previament descrits. El tractament de les cellules amb putrescina 10 mM durant 18-24
hores induia la sobreproduccié d’AZ i es va utilitzar com a control (+) (Heller ez al 1997),
mentre que el tractament amb DFMO 20 mM durant 24-48 h anullava per complert

Iexpressioé de la proteina AZ i es va utilitzar com a control (-) (Nilsson ez a/. 1997).

M1T23IM M12 3 M

AL "‘ 4 r——_.

Figura 3.15 Comparacié entre els dos anticossos
anti-AZr respecte a la seva abilitat per
reaccionar amb la proterna humana.
L”’autoradiograma de I’esquerra mostra una forta
interaccié amb proternes extretes de cel.lules
humanes K-562 cells d’un dels anticossos que no
s’observa en I’altre anticos mostrat a la dreta.
Les cél._.lules es van fer créixer en abséncia
(carril 1) o preséencia (carril 2) de DFMO 20 mM
0 en preséncia de putrescina 10 mM (carril 3). M
= marcador de pes molecular.

En experiments de sensibilitat de I’assaig, es van cultivar cel.lules K-562/D20 en
presencia o abséncia de DFMO 20mM durant 4 dies 1 es va analitzar el seu contingut
d’AZ en els dies 2 i 4 de tractament. L’autoradiograma resultant (Figura 3.16) mostra
com: (a) les K-562/D20 que creixen sense DFMO en el medi sobreexpressen I’AZ
respecte a les tractades (carrils 5 vs4 17 vs 6); (b) en les cel.lules tractades la produccio
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d’AZ decreix entre els dies 2 1 4 (carrils 4 vs 6) 1 (c) la diferéncia en I’expressio
observada en (a) augmenta al dia 4 respecte al dia 2.

| /| i % 4 5 [ 7

W e — —

Figura 3.16 Analisi Western blot de I”antienzim
huma. Cel.lules K-562 es van cultivar en
absencia (carril 1) o preséncia (carril 2) de
DFMO 20 mM o en preséncia de putrescina 10 mM
(carril 3). Les cel.lules K-562/D20 es van fer
creixer en el seu medi de creixement normal
(contenint DFMO 20 mM) durant 2 dies o 4 dies
(carrils 4 i1 6, respectivament), o en medi de
creixement sense DFMO durant el mateix periode
de temps (carrils 51 7).

Una cop detectat ’AZh en blasts K-562 amb l'anticos antiAZr, vam provar de fer-ho en
céllules epitelials Caco-2 i biopsies de mucosa intestinal. A la Figura 3.17 es mostra un
autoradiograma amb P'expressié de tots els tipus de mostra mencionats. L’expressié de ’AZ

en cellules Caco-2 tractades amb putrescina, DFMO i en medi de creixement sol es similar

1 23 4MS5 6 7 8

AL R e —

Figura 3.17 Expressi6 de 1’AZ en cél.lules Caco-
2 1 en biopsies intestinals humanes. Les
cel._lules es van cultivar en abséncia (carril 3)
o presencia (carril 4) de DFMO 20 mM i en
preséncia de putrescina 10 mM (carril 2). Com a
control (+) es va utilitzar una mostra de
proteTnes extretes de cel.lules K-562 tractades
amb putrescina 10 mM (carril 1). En els carrils
5-8 es pot observar [I’expressié de [1°AZ en
biopsies de mucosa intestinal humana sana d’ili
(carril 5), colon (carril 6) i jeju (carrils 7 1

8).

a Pobtinguda en cellules K-562. Les c¢llules Caco-2, a diferéncia de K-562, quan es
tractaven amb DFMO 20 mM 48 h encara mostraven un senyal significatiu d’AZ.
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Possiblement, resisteixen millor la inhibicié d’AZ perqué el seu creixement en monocapa
els permet reduir les concentracions intracellulars efectives de DFMO. Finalment, es van
analitzar mostres de jeju, ili i colon per verificar la possibilitat de detectar I'antienzim en
biopsies de mucosa intestinal humana (Figura 3.17). El senyal d’AZ en els autoradiogrames
de mostres intestinals va resultar més feble que l'obtingut en cultius cellulars per a una
mateixa quantitat de proteina total carregada. Aixo es deu a Dalta expressié de proteines
estructurals 1 d’altres components del teixit en les biopsies. El senyal es va augmentar
sensiblement carregant quantitats de proteina total de teixit en el limit de la capacitat dels

gels de poliacrilamida

Deteccid de 'antienzim en tumors colorectals

Un cop optimitzat I'assaig Western blot en cellules i comprovada 'aparicié d’un senyal
consistent en biopsies, es va utilitzar I'anticos per analitzar 'expressié diferencial de la
proteina en mostres aparellades de mucosa sana 1 texit tumoral de 5 individus amb cancer
de colon (Grup IIL.A). Els resultats es van interpretar en relacié amb d’altres parametres
que condicionen o depenen de I'abundancia de la proteina AZ: PARNm-AZ, la transcripcio
1 Iactivitat de ’'ODC, i les concentracions de PA. També, es van revisar les caracteristiques
locals dels tumors .

La Figura 3.19 ilustra els resultats corresponents a ’AZ i ’ODC. Previament, a la Figura
3.18 es mostra el fraccionament de ’ARN total de cada biopsia utilitzat després per detectar
els ARNm de PAZ i PODC. Es de destacar, en primer lloc, com l'expressié de la proteina
AZ seguia de forma fidel el patré d’expressio del seu ARN missatger en tots 5 pacients: els
tumors dels pacients 1-3 van sobreexpressar transcrit i proteina respecte a la mucosa no
afectada, mentre que en els tumors dels pacients 4 i 5 aquesta expressié va ser inferior. La

transcripcié de ’ODC mostra el mateix patré d’expressio diferencial en els pacients 1-3 »s

IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T

ARNr 28S
ARNr 18S

Figura 3.18 Mostres d*ARN total del grup
I11.A resoltes en un gel d’agarosa 1,2% /
formaldehid, tenyides amb bromur d’etidi i
il.luminades amb Ilum UV.

4-5 i la magnitud dels canvis observats és molt semblant a la de PARNm-AZ. Quan vam
analitzar activitat enzimatica ODC en els tumors vam observar que era notablement més
alta (entre 31 15 vegades superior) en els pacients 1 1 2 respecte als pacients 415 (el pacient

3 no es va poder analitzar per mostra insuficient).
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Figura 3.19 Expressio comparada de [I°ARNm (A) i1 la
protetna (B) de 1’AZ i de I1’ARNm (C) I’activitat (D) de
1’0DC en mucosa colonica sana (N) tumoral (T) dels
pacients del grup I111_A. En (B): C és un control de
cel.lules Caco-2 tractades amb putrescina. En (D) el

pacient 3 no va ser analitzat per mostra insuficient.

A'la Taula 3.21 es mostren les concentracions tissulars de poliamines en els cinc pacients
estudiats. Els pacients 1-3 mostren tumors més rics en poliamines que la mucosa colénica
en correspondéncia amb el patré d’expressié d’AZ 1 ODC, en canvi el tumor del pacient 4
segueix la tendencia contraria amb nivells inferiors especialment significatius d’espermidina

1 espermina (50% 1 35% del contingut de la mucosa sana, respectivament). Els resultats

121



obtinguts en el pacient 5 sén remarcables perqué els seus nivells de poliamines sén
ostensiblement més alts en el tumor (de forma molt similar als observats en els pacients 1-
3), mentre que 'AZ i ’ODC tumorals s’expressen menys (especialment la proteina AZ

apenes es podia detectar).

Taula 3.21 Concentracions de poliamines en biopsies de mucosa coldnica de
pacients intervinguts de carcinoma colorectal

Pacient Putrescina Espermidina Espermina
Normal Tumoral Normal Tumoral Normal Tumoral
1 25,0 0,51 23,3 £ 3,7 151 + 6 234 £ 17 359 + 15 530 + 51
2 24,7 £ 3,6 40,0 + 4,3 197 + 2 396 + 12 475 + 15 490 + 13
3 17,2 + 0,4 39,8 £+ 5,3 108 + 3 188 + 18 285 + 12 408 *+ 6
4 8,89 + 0,39 7,27 £ 0,86 |170 £+ 3 89 + 8 480 + 10 170 £ ©
5 17,4 + 2,1 37,8 £ 6,5 99,3 + 2,6 276 + 12 272 £ 7 482 + 21

! Els resultats s’expressen en pmol/mg proteina i sén la mitjana * DT de tres biopsies.

La Figura 3.20 mostra I'analisi Western blot de la ciclina D1 en mostres aparellades dels
cinc pacients. Contrariament a la nostra hipotesi inicial, el patré d’expressié d’aquesta
proteina reguladora del cicle cel.lular no va mostrar una relacié aparent amb 'expressié de
I’AZ. En els pacients 112 els tumors van sobreexpressar la ciclina D1, pero en el tumor del
pacient 3 aquesta expressio va disminuir. Les dues mostres del pacient 4 van mostrar
abundants nivells de ciclina D1 amb un efecte total de sobreexpressié en el tumor i,
finalment, en el pacient 5 va aparcixer un tumor amb expressié reprimida o degradacié

superior al teixit normal.
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Figura 3.20 Western blot de la ciclina
D1 en pacients del grup I11_A_. La banda
assenyalada amb (*) i1 els smears poden
ser productes de poliubiquitinacido de
la ciclina D1 donat que no aparéixen en
cel_lules Caco-2 diferenciades.

A la Taula 3.22 es poden veure algunes caracteristiques rellevants de lanalisi
anatomopatologic dels tumors estudiats. Els tumors dels pacients 1-3 tenien en comu el fet
de no presentar permeaci6 limfatica ni venosa mentre que eren heterogenis en quant al grau
histologic de diferenciaci6 i el tamany. Els tumors dels pacients 4 i 5 eren de tamany
semblant amb un grau moderat de diferenciacié6 1 presentaven permeacié linfatica i
permeaci6 venosa. En el pacient 4 els graus de permeacio eren significativament majors que

en el pacient 5.
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Taula 3.22 Caracteristiques dels tumors primaris dels pacients del grup IIl1_A

Cas Tamany Grau Permeacid Invasid Necrosi Inflamacid
(cm) Histolégic1 Limfatica’ Venosa’ intratumoral
1 4 I No No No No
2 3 III No No 20% No
3 7 I/25%M No No 15-20% Pseudo-Crohn
4 6 II +++ +++ 10% No
5 6 II/10%M + + 30% No

! I: Ben diferenciat, II: Moderadament diferenciat i III: Poc diferenciat /M: Tumor amb
component mucinds. Loy Extramural, ++: Moderada, +++: Profunda

3.2.2.3 Quantificacié de 'ARN missatger de ’ODC en tumors colorectals

Es va quantificar PARNm de T'ornitina decarboxilasa en un grup de 9 pacients amb
carcinoma colorectal (II1.B) en mostres aparellades de mucosa colonica. Paral.lelament, es
van determinar les concentracions de poliamines en les mateixes mostres, es van recollir les
dades cliniques i anatomopatologiques i es van obtenir els nivells plasmatics preoperatoris
de l'antigen carcinoembrionari (CEA) i l'antigen carbohidrat 19-9 (CA 19-9) de tots els
pacients. Totes les variables quantitatives analitzades van presentar una distribucié normal
per la prova de Kolomogorov-Smirnov ( p > 0,05).

El nombre de transcrits ARNm-ODC en els teixits es va normalitzar respecte a PARNm
del PBGD. Aquest enzim es codificat per un gen de molt baixa expressié i, en
conseqiiencia, els valors numerics ’ARNm-ODC normalitzats amb PBGD (rang: 42-1159)
son alts en comparaci6 als obtinguts en normalitzar amb altres gens d’expressié basal. Puix
que existia la possibilitat d’obtenir un valor quantitatiu per mesurar la transcripcié ’'ODC
en els teixits es va calcular la transcripcié relativa del tumor respecte a la mucosa colonica

mitjancant el quocient:
ARNm ODC (t/n) = ARNm ODC (tumor) / ARNm ODC (mucosa cdlon)

Es destacable la gran variabilitat biologica de Pexpressié de PARNm-ODC a la mucosa
colonica sana, on la desviacié tipica del grup va resultar superior al valor de la mitjana
(Taula 3.23). Les mostres tumorals van presentar un compotrtament semblant i, en
consequéncia, el seu quocient era igualment variable: ARNm ODC (t/n) = 3,35 £ 3,84 (
mitjana + DT). Sis de nou tumors van mostrar una expressi6 ARNm-ODC (t/n) supetior a
1; no obstant, PARNm-ODC en la mucosa sana va presentar un rang ampli de valors i aixo
va determinar ’absencia de significacié estadistica. Per altra part, tres pacients no van
mostrar una transcripci6 d’ODC diferent en tumor i teixit sa. Un aspecte destacable dels
resultats és que les dades d’expressié en la mucosa sana semblen indicar Pexisténcia de dos
subgrups. Un ptimer ( # = 6 ) amb valors ’ARNm ODC / ARNm PBGC al voltant de
100 copies, i un altre ( # = 3 ) amb valors clarament superiors en el rang 584-1142 copies
d’ARNm ODC / ARNm PBGC. El datrer subgrup va mostrar, a la vegada, els valors més
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alts de transcripcié ODC en els tumors i, en total, es va observar una correlacio lineal entre
Iexpressié I’ODC en els dos teixits (»= 0,69; p = 0,041).

Taula 3.23 Concentracions d>ARNm-ODC i1 poliamines en
biopsies de mucosa coldonica de pacients amb carcinoma
colorectal (grup 111.B)

Mucosa sana Teixit tumoral
ARNm-0DC 354 + 401" 499 + 328
Putrescina 19 + 87 46 + 31*
Espermidina 142 + 49 285 = 110*
Espermina 331 = 150 496 = 123
Epd/Epm 0,49 + 0,31 0,59 + 0,15

! N°copies respecte a ARNm-PBGD. * pmol/mg proteina (mitjana * DT

de 1l’analisi de dues Dbiopsies). * Variable amb un mitjana
significativament diferent (p < 0,05) a la de la mucosa sana.

En relaci6 a les concentracions de poliamines, les mitjanes de totes elles van ser clarament
supetiors en el grup de mostres tumorals (Taula 3.23). En analitzar les seves distribucions
en els dos grups mitjancant la prova no paramcétrica del signe-rang de Wilcoxon per
mostres aparellades vam observar increments significatius per a la putrescina ( p = 0,037) i
a per I'espermidina ( p = 0,022). Per a espermina ( p = 0,14) i per a TEPD/EPM ( p =
0,093) no vam trobar significacié estadistica en els increments. Els nivells de transcripcid
d’ODC van mostrar un correlacié significativa amb el quocient EPD/EPM en la mucosa

sana amb 7= 0,731 p = 0,024. Aquesta associaci6 es va perdre en el texit tumoral.
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3.3 Activitat ODC en mutants de I'inhibidor de I'antienzim

En experiments inicials es van obtenir fraccions de proteines recombinants A88D/S274R
AZI 1 S274R AZI purificades en columnes Ni-NTA que mostraven activitat ornitina
descarboxilasa per sobre de l'activitat basal de la proteina recombinant AZI (control (-)):
0337 + 421 (A88D/S274R) i 5405 £ 654 (S273R) »s 4942 + 178 (AZI) Dpm en 10 pL de
volum d’eluat. Puix que es van trobar valors d’activitat semblants en bacteris no transfectats
purificats (atribuibles a ODC E. /i copurificada) es va fer impossible discriminar entre
autentiques diferéncies d’activitat entre proteines recombinants i diferencies degudes al
rendiment d’expressié dels clons respectius. A partir d’aquest punt, en no poder millorar la
puresa de les proteines recombinants, vam treballar amb columnes d’afinitat HiTrap en

condicions controlades de cromatografia (Figura 3.21).
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Figura 3.21 Expressié 1 purificacié de proternes
recombinants A88D (esquerra), A88D/S274R (centre) i
S274R (dreta) AZI. En cada imatge es mostra la mesura
de I1’absorvancia Aygy durant 1’elucié de les proterTnes
recombinants en columnes HiTrap. En els inserts es
mostren les separacions per SDS/PAGE de les fraccions
eluides. Les protetnes es van visualitzar amb
Coomassie Brilliant Blue G-250. ElI gel es va assecar,
la imatge es va captar amb un escaner Snapscan (Agfa)
i es va equilibrar i intensificar amb Adobe Photoshop
5.0.
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El nou sistema ens va permetre obtenir proteines recombinants purificades amb una
activitat de ~1.500 Dpm per AZI-(His), i de 35.000 Dpm per ODC-(His),. Com es pot

veure a la Taula 3.24, cap de les tres proteines mutants de PAZI va mostrar una activitat

enzimatica significativament superior a la de la proteina AZI salvatge.

Taula 3.24

proternes

Activitat
recombinants

0oDC

en

purificades

amb columnes HiTrap

Activitat ODC

(Dpm)
oDC 5.435 + 1.452
A88D-AZI 1.831 + 138
A88D/S274R-AZI 1.366 £ 174
S274R-AZI 2.137 + 315
AZI 1.486 = 108
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A Discussio



4 Discussio

4.0 Quantificacié de poliamines en mostres biologiques

El métode d’HPLC, optimitzat durant la primera fase d’aquesta tesi, va demostrar la seva

versatilitat per quantificar els nivells de poliamines en diferents tipus de mostres: sang, cultius
cellulars 1 teixits humans, amb bones prestacions. Els rangs de linealitat obtinguts van permetre
determinar les tres molecules estudiades de forma satisfactoria en tots els experiments
desenvolupats. El comportament cromatografic de 'espermidina va ser sempre el més homogeni
de les tres poliamines i aixo es va reflexar en el seu rang de linealitat, coeficient de correlacié i en
la desviaci6 estandard dels replicats (qualsevol tipus de mostra). Malgrat que el rendiment quantic
d’emissio fluorescent (Q) de Iespermidina es inferior al de la putrescina (Taula 2.20), eluci6 de
la darrera a prop de pics massius d’altres substancies redufa sensiblement la reproduibilitat de la
seva quantificacié. El métode i I'equip instrumental van demostrar la seva flexibilitat per
incorporar la deteccié simultania de noves substancies (p.ex., 'aminoacid ornitina en mucosa

intestinal) amb relativa facilitat.

4.1  Poliamines en la sang

Com ja s’ha comentat a la introduccid, no existeixen uns valors de referéncia d’espermidina i

d’espermina en sang internacionalment estaberts. Els grups de recerca que han treballat amb
aquests parametres hen fet servir els seus propis valors control obtinguts a partir de mostres de
poblacié “clinicament sana”. En quasi tots els treballs publicats revisats es donen detalls minims
sobre els criteris d’exclusi6 1 inclusié escollits, sent el tamany de la mostra i la distribuci6 de I'edat
1 el sexe dels individus, les iniques dades que apareixen mencionades de forma regular. A efectes
de comparar els nostres resultats amb el que hi ha descrit a la bibliografia es van consultar un
total de disset treballs on es publiquen dades de poliamines en eritrocits humans (Cohen ez a/.
1976, Cooper ¢t al. 1976, Sacki et al. 1978, Ota e al. 1986, Elworthy i Hitchcock 1989, von Essen
et al. 1989, Bergeron et al. 1989, Cipolla ez al. 1990, Gerbaut 1991, Bergeron e a/. 1995, Cipolla ez
al. 1996, Seghieri 1997, Bergeron et al. 1997, Tsukamoto ez al. 1997, Tsukamoto ez al. 1999,
Leveque ez al. 1999, Els 2001). Les dades originals es van transformar en nmols de PA per 10"
ccllules utilitzen les férmules de Iapartat 3.1.1.5, 1 aixo va permetre observar com les mitjanes
dels grups control per les dues poliamines s’agrupaven en els intervals (8,62-30,40 nmols/ 10"
cél.lules) per I'espermidina i (5,38-15,35 nmols/10" cél.lules) per Pespermina. Els nostres resultats
s'inclouen dintre d’aquests rangs en la part mitjana-alta (espermidina) i alta (espermina). En

particular, les nostres concentracions de poliamines coincideixen plenament amb els valors
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obtinguts en diferents treballs a les universitats de Birmigham (Elworthy i Hitchcock 1989, von
Essen e al. 1989) 1 Osaka (Tsukamoto ¢# al. 1997, Tsukamoto e al. 1999).

Precisament, un dels treballs publicats pel primer grup constitueix 1"anic estudi sistematic dels
valors de poliamines en sang en subjectes normals (Elworthy i Hitchcock 1989). En aquest estudi
van participar 117 persones (55 dones 1 62 homes) amb una edat mitjana de 39 anys (rang: 3-78)
que havien acudit a 'hospital per problemes neurologics (disc prolapsat, neuropatia ulnar o dolor
facial). Tant en aquest estudi com en el nostre, les concentracions de poliamines en sang van
resultar independents de I'edat de les persones. Aquesta fet és dificil d’encaixar amb algunes de
les idees més exteses sobre les poliamines: (a) els eritrocits incoporen poliamines produides per
diferents organs (Dorhout ez a/. 1997, Moulinoux ez a/. 1989) 1 (b) els teixits de la gent jove i, en
general, els organs 1 teixits en creixement s’associen amb increments en les concentracions de
poliamines (Heby e# a/. 1975, Janne ef al. 1978, Scalabrino i Ferioli 1982). El coneixement que
tenim avui dia del metabolisme de les poliamines en la circulacio, aixo és, dels factors que regulen
les seves concentracions eritrocitaries, aixi com de la seva funcié real en aquestes ccllules es
insuficient per explicar aquesta paradoxa. Els mecanismes d’entrada i sortida de les poliamines
dintre de leritrocit no estan totalment caracteritzats. Per altra banda, es desconeix si en algun
punt(s) del seu recorregut pel torrent sanguini, els eritrocits “reajusten” els seus nivells de
poliamines en funcié de les necesitats fisiologiques del cos o per evitar una hiperacumulacié que
podria resultar toxica.

Tal i com van trobar Elworthy i Hichcock (1989), les concentracions de poliamines per nombre
d’eritrocits van resultar independents del sexe dels individus en el nostre estudi. Puix que el
nombre d’eritrocits circulants s que és diferent en homes i dones (en el grup d’estudi en
particular: 4,3 + 0,3 x 10" cél.lules/L per les dones i 4,9 £ 0,3 x 10" céllules/L pels homes; p <
0,001) es va estudiar si existien diferéncies per sexes en el total de poliamines en sang (Taula
3.12). Dones i homes presenten una quantitat molt semblant d’espermidina en sang (al voltant de
2 uM) i una quantitat similar d’espermina (una mica superior en les dones: 1,6 uM »s 1,5 uM en
els homes). Si revisem les concentracions de PA per nombre d’eritrocits en funcié del sexe
(Taula 3.10) podem obsetvar com ambdues poliamines son més abundats en leritrocit de les
dones. Aquesta diferencia compensa, doncs, el nombre inferior d’eritrocits en sang en les dones,
de forma que no hi ha diferéncia entre les poliamines totals que circulen en sang entre els sexes.

L’habit del tabaquisme provoca un descens de 1,5-2,5 nmols/ 10" cellules en les poliamines en
sang. Aquest canvi és més pronunciat en el cas de I'espermina i, en conseqiiencia, es produeix un
lleuger augment del quocient EPD/EPM en els fumadors. Les diferéncies observades no van
tenir significacié estadistica. Aquestes tendencies es poden comparar amb el conegut efecte del
tabac sobre la concentracié d’hemoglobina: fumar produeix una quantitat suficient de CO en
sang com per reduir la saturacié de Poxigen de ’hemoglobina, de forma que els grans fumadors
(2-3 paquets per dia) presenten uns nivells de carboxihemoglobina de 10-15% 1 un augment
d’hemoglobina en sang de 1 g/dL (Hillman i Finch 1996). En aquest subgrup de fumadors,
l'augment és d’una magnitud important i condiciona, p. ex., la diagnosi de policitemia. En el
nostre nostre estudi, el grup de fumadors era heterogeni respecte a la quantitat de cigarretes
consumides per dia i, conseglientment, vam observar un increment global de 0,29 g¢/dL
d’hemoglobina sense significaci6 estadistica respecte a la resta d’individus. Aix{ doncs, per valorar

adequadament l'efecte del tabac sobre la concentracié de poliamines en els fumadors sera
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necessari treballar amb un grup de grans fumadors. Un altre aspecte a tenir en compte a 'hora
d’estudiar la interacci6 tabac-poliamines en sang és la gran quantitat d’especies reactives d’oxigen
1 radicals lliures que soén aspirats en el fum del tabac. Com es pot llegir més endavant en aquesta
discussié les poliamines mostren una activitat protectora contra la peroxidacié lipidica de la
membrana eritrocitaria. Els decrements dels nivells eritrocitaris de PA observats en els fumadors
podrien indicar un consum net de poliamines en la defensa contra la peroxidacié. Existeixen
evidéncies de la formacié d’aldehids a partir d’espermina i especies reactives d’oxigen 7 vitro (Ha
et al. 1998). El fet que 'espermina, la PA amb major poder antioxidant, mostri un descens més
marcat en els fumadors podria reforcar aquesta hipotesi.

La distribuci6 dels valors d’espermidina obtinguts en el nostre estudi va seguir una corba de
Gauss amb una desviacié tipica relativament petita (5,34 en el nostre treball »s. 13,7 en el
d’Elworthy i Hichcock (1989)). Valors per sobre de 30,9 i per sota de 10 nmol/10" cél.lules
queden fora d’aquest rang. La significacié biologica dels valors > 30,9 nmol / 10" cellules es pot
interpretar a partir dels treballs on es descriuen increments de les PA en sang: teixits en
creixement, ja sigui en procés de regeneracié (Bergeron et al 1995, Tsukamoto ez a/ 1999) o
durant el desenvolupament tumoral (Cipolla ez 2/ 1990, Linsalata ef a/ 2000). Per contra, no hi ha
dades sobre processos fisiologics o patologics associats a valors extremadament baixos
d’espermidina.

La distribucié de I'espermina en els individus estudiats es bimodal. Existeixen dues poblacions
dintre del grup amb valors d’espermina diferents. Els dos grups no presenten cap tret distintiu ni
en els parameteres bioquimics mesurats ni en les seves caracteristiques cliniques. Les dades
presentades per Elworthy i Hichcock (1989) indiquen que el seu grup d’estudi té una distribucié
del mateix tipus amb una gran part de valors agrupats al voltant de 12 nmol/10" céllules i un
subgrup més petit amb valors més alts. Estudis més amplis amb criteris d’inclusié molt restrictius
podrien ajudar a esbrinar que diferencia a les persones clinicament sanes amb valors al voltant de
10 nmol espermina/ 10" cellules de les que presenten valors al voltant de 25. En absencia
d’aquests criteris, vam procedir a construir un interval de referéncia tal i com es fa en el cas
d’altres parametres que no mostren una distribucié gaussiana a la poblacié normal (p. ex., els
triglicerids en plasma). L’interval obtingut es més ample que el de Pespermidina (4,3 - 39,9
nmol/10" ceéllules). Aixi doncs, les poliamines en leritrocit en individus clinicament sans
presenten un comportament diferenciat: algun factor(s) que condiciona la concentracid
d’espermina en persones normals no afecta a la concentracié de 'espermidina.

El quocient EPD/EPM en sang és una dada rellevant que permet una comparacié directa entre
diferents treballs, obviant les diferencies en el valor absolut de les concentracions de poliamines
que resulten en emprar meétodes experimentals diferents. Les mitjanes ’EPD/EPM en els
diferents grups controls revisats a la literatura estan dintre del rang 1,5 - 1,9. En el nostre estudi,
vam obtenir un valor 1,71 associat a una gran dispersio: I'interval de referéncia anava de 0,12 a
3,3. A nivell biologic, es consideren rellevants els increments en EPD/EPM associats a augments
en la sintesi ’ADN 1 en lactivitat proliferativa en cellules, teixits i organs (Huber i Poulin 1996,
Moreno-Sanchez R, Rodriguez-Enriquez 1995, Wery ef al. 1996). Puix que els eritrocits no tenen
capacitat proliferativa, el quocient EPD/EPM en sang reflexa, presumiblement, el total d’activitat
proliferativa de la resta d’organs, especialment d’aquells que presenten més activitat metabolica o

major producci6é de poliamines com el budell, el fetge o el cervell (White i Bardocz 1999). La
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utilitat d’aquesta mesura, a diferencia de la mesura directa ’'EPD/EPM en els teixits (p. ex.,
Kubo e al. 1998, Mitchell ¢z al. 1998), és encara incerta.

Es va estudiar la relacié6 de les poliamines amb els parametres eritrocitaris de les proves
hematologiques mitjangant el calcul de coeficients de correlacié. Les poliamines van mostrar una
tendéncia a decréixer amb la concentracié d’eritrocits i d’hemoglobina en sang. En el cas de
Iespermina ss eritrocits el coeficient de correlacié va ser significatiu pero el seu valor no va
resultar rellevant (r = -0,33). Aquestes tendencies, junt amb els valors de PA totals en sang
trobats en el grup estudiat, suggereixen lexisténcia d’un mecanisme homeostatic destinat a
mantenir un nombre constant de pmols de poliamina per litre de sang. En funcié d’aquest
equilibri 'organisme podria modular les concentracions intraeritrocitaries de PA.

I’espermina va apareixer lligada de forma significativa amb el volum corpuscular mitja dels
eritrocits i de forma més potent (r = 0,46) amb ’hemoglobina corpuscular mitjana. Aquesta
relacié és notable i mereix ser investigada amb més profunditat ja que aquests dos indexs de la
ccllula vermella sén molt importants en la diagnosi diferencial de 'anémia. La presencia d’un
estat anémic en els pacients investigats pels seus valors de poliamines eritrocitaries podria amagar
els canvis reals en aquests valors produits per la propia malatia, de forma que, per exemple,
individus amb deficit de vitamina B,, o acid félic, o individus amb una malatia hepatica de base
amb VCM > 100 fL. i HGBCM > 30 pg podrien presentar valors artificialment elevats de

poliamines.

Lrestudi dels valors de poliamines en sang de pacients amb la sindrome de I'intesti curt (grup
II.A) va mostrar que 'espermidina estava significativament elevada en aquests pacients respecte al
grup de referencia. El subgrup de pacients en periode d’adaptacié clinica (temps des de la
resecci6 < 3 anys) va mostrar els valors més alts d’espermidina (significatius) i d’espermina,
mantenint un quocient EPD/EPM molt semblant al de les persones sanes. L’augment de la
concentracié d’espermidina i d’espermina en sang ha estat estudiat durant el procés de
regeneracié hepatica. Els increments de PA en Peritrocit es correlacionen amb la proliferacié de
I’hepatocit després de I’hepatectomia parcial en la rata (Moulinox ez a/. 1987). La fase inicial
d’hiperplasia es caracteritza per un increment correlacionat de les dues poliamines, seguit d’una
fase d’hipertrofia on es perd aquesta correlacid. Els estudis en humans, després de una
hepatectomia parcial, confirmen aquestes dades (Tsukamoto ez a/. 1997). Ambdés estudis van
trobar una associacié significativa entre l'extensié de la reseccié hepatica i els increments
d’espermidina en Deritrocit. Els increments d’espermina, en canvi, no es van poder relacionar
amb el grau de regeneracié hepatica. També, després del transplantament de medul.la Ossia en
humans, es va observar un augment correlacionat d’espermidina i espermina al final de la fase
d’aplasia; el qual, es va atribuit a un increment en la proliferacié de la medul.la ossia (Bergeron ez
al. 1995). En aquest cas, es va poder establir un valor umbral d’espermidina en sang que assenyala
el comencament de I'empeltament. Aquests resultats i els obtinguts en d’altres estudis (p. ex.,
Moulinoux ef al. 1984, Seghieri et al. 1997 o Mishra ef al 1997) indiquen que la mesura de
Iespermidina en sang és més robusta i facil d’interpretar en relacié als processos biologics i
I'evoluci6 clinica postquirargica que les concentracions d’espermina. Tsukamoto ez /. (1997) van

suggerir que els increments en les concentracions d’espermina poden estar causats per 'augment
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en la concentracié d’espermidina eritrocitaria. Nosaltres, en canvi, pensem que els augments en
I'espermina en la fase d’adaptaci6 intestinal es poden atribuir al fenomen de la necrosi cel.lular en
el teixit. Per la seva carrega i localitzacié nuclear, espermina és un metabolit estrictament
intracellular 1 la seva acumulaci6 resulta de lalliberament en la circulacié des de cellules que
moren, no d’un alliberament fisiologic (Sarhan ez @/ 1991). Aixi doncs, les altes concentracions
d’espermina en els eritrocits en els pacients en periode d’adaptacié intestinal podrien ser el
resultat d’'un periode de reparacié dels teixits amb un alt grau de recanvi cel.lular. En aquest
sentit, cal mencionar els alts nivells de poliamines ( 39,7 nmol espermidina/ 10" ceéllules i 68,6
nmol espermina/10'" cél.lules) observats en un pacient resecat que durant la fase d’adaptacié va
patir la formacié recurrent de fistules intestinals.

En els pacients que havien superat els tres anys des de la reseccio, els nivells d’espermidina es
van mantenir alts, ara pero, sense significacié estadistica. Aquesta persisténcia dels nivells alts
d’espermidina en sang més enlla de la fase d’adaptaci6é podria formar part de la fisiopatologia de
la sindrome del budell curt. L’espermina, en canvi, va deixar d’acumular-se en la sang en els
pacients adaptats i, en conseqiiencia, el valor del quocient EPD/EPM va ser supetior en aquests
pacients respecte als pacients en fase d’adaptacio6 clinica i els subjectes normals.

Els resultats indiquen que la reseccid intestinal 1 la sindrome de I'intesti curt modifiquen de
forma consistent i mesurable les concentracions de poliamines en sang i suggereixen la
possibilitat d’utilitzar les concentracions de poliamines en sang, en particular la concentracié
d’espermidina en els eritrocits, per fer un seguiment del procés d’adaptacié del budell després de

la reseccio.

Irestudi de lefecte de les poliamines en la producié de MDA en els eritrocits en el grup
d’individus sans I.B aporta evidencies de que 'espermina i, en menor grau, espermidina sén
compostos amb una potent activitat reductora de la peroxidaci6 lipidica en la membrana de la
cellula vermella. L’acci6é antioxidant de les poliamines és objecte de recerca continuada ja que
sembla protegir diferents biomolecules contra el dany oxidatiu. Ha ez /. (1998) van observar com
la preséncia d’espermina reduia de forma especifica el trencament de cadenes d’ADN
superenrotllat induit per H,O,. L’addici6 de les altres dues PA, en canvi, no va tenir cap efecte.
Recentment, s’ha observat que tant 'espermidina com P'espermina protegeixen de forma efectiva
els enzims superoxid dismutasa i catalasa en un sistema productor del singlet d’oxigen molecular
(O, (Kim ez al. 2001).

En el nostre treball, vam emprar les concentracions utilitzades per Ballas ¢f a/ (1983) en els seus
estudis sobre lefecte de les PA en la deformabilitat i I’estabilitat mecanica de les membranes
eritrocitaries. Aquestes concentracions extracellulars eren efectives en produir una acumulacid
significativa, de 'ordre 1-100 uM, dintre de la ccllula (en el nostre grup de poblacié normal (# =
00) la concentraci6 eritrocitaria mitjana calculada a partir del volum corpuscular mitja va ser: 22,4
+ 5,6 uM per Pespermidina i 16,6 + 94 uM per l'espermina). Només quan s’aconseguien
variacions d’aquest ordre en les concentracions intracellulars, s’elicitaven els efectes de les
poliamines sobre la membrana cellular: una reduccié de la seva deformabilitat i un augment en
Pestabilitat del seu esquelet fent-lo més resistent a la fragmentaci6. La magnitud dels efectes seguia

lordre: espermina >> espermidina > putrescina. En el nostre estudi aquestes mateixes
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concentracions d’espermina i espermidina van produir fortes reduccions en la produccié de
malonildialdehid, mentre que la putrescina no va mostrar cap efecte. La dosi 500 pM d’ambdues
poliamines superiors va ser la que va produir una major inhibicié de la peroxidacié indicant que
I'efecte antiperoxidatiu de les poliamines depen de la seva internalitzacié en leritrocit tal i com
succeeix amb el seu efecte sobre la deformabilitat i Iestabilitat de la membrana. En els estudis
experimentals publicats sobre I'activitat antioxidant de les poliamines s’observa com 'espermina és
la PA amb major activitat contra el dany oxidatiu. De forma significativa, la revisié sobre el tema
de Loovas (1997) conclou, que: “els teixits amb nivells alts d’espermina resisteixen millor estres
oxidatiu”. Els nostres resultats aporten més evidencies per reforcar aquesta idea, encara que
I'explicacié estructural o mecanistica del fenomen continua sent desconeguda. En el cas de la
protecci6 dels lipids de membrana s’hipotetitza que 'estructura de I'espermina li permet coordinar
un major nombre de grups polars fosfolipidics, fent-los inasequibles a I'accié d’agents oxidants
(Schuber 1989). El fet de que Pespermina i espermidina es trobin en leritrocit associades a
proteines de Pesquelet de la membrana, unides als grups polars de la membrana i lliures en el
citoplasma, suggereix que la seva acci6 antioxidant en aquestes c¢l.lules podria realitzar-se a través
de diferents mecanismes; aixo és, mitjancant la ja referida formacié de complexos amb grups
polars de fosfolipids (Schuber 1989), mitjancant la formacié de complexos ternaris poliamina-
especie oxidant-fosfolipid (Tadolini 1988) i mitjangant la captura de radicals lliures (Drolet ez al.
1980).

En estudiar un subgrup de quatre individus en situacions cliniques on hi ha una gran generacid
de radicals lliures, vam trobar que tots ells mostraven nivells molt alts de peroxidaci6 lipidica en
absencia d’estimulacié. L’addici6 d’espermina va inhibir la produccié de MDA de forma molt
similar a com ho havia fet en individus normals, en reposta a I'estres induit per H,O,. Puix que la
produccié espontania (sense estimulacid) d’altes quantitats de MDA és indicativa d’una deplecié
de vitamina E en la membrana eritrocitaria (Cynamon ez a/ 1985), aquests resultats semblen
indicar que I'acci6 antiperoxidativa de les poliamines en els eritrocits és independent de I'estatus
de vitamina E.

En conjunt, els resultats indiquen que 'espermina i I'espermidina mostren un efecte protector
directe contra la peroxidacié lipidica en Uleritrocit a concentracions fisiologicament 1
biologicament rellevants i, per tant, es poden considerar integrants del mecanisme de defensa

passiva de leritrocit contra el dany oxidatiu.

4.2 Poliamines en I'intesti

4.2.1 Poliamines en la sindrome de I'intesti curt

Ei1 buden prim es capa¢ d’endegar canvis adaptatius molt notables en resposta a diferents

estimuls. A nivell d’0rgan 1 de teixit, els canvis morfologics i funcionals, i els mecanismes que
desencadenen la resposta han estat estudiats en profunditat. A nivell cellular, en canvi, els factors

implicats en el creixement adaptatiu de la mucosa sén menys coneguts. L’adaptacié intestinal es
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caracteritza, fonamentalment, per canvis en la velocitat de produccié de les cellules criptals, que
resulten en una hiperplasia (o hipoplasia) dels villi i les criptes intestinals. La hiperplasia, unida a
la dilatacié del budell, incrementa I'area de superficie absortiva per unitat de longitut de 'organ, i
aixo resulta en una hiperfuncionalitzacié segmental, és a dir, augmenta la capacitat d’absorcié de
nutrients i I'activitat enzimatica total per unitat de longitud (Dowling 1992).

Puix que les poliamines sén essencials per a la proliferacié cel.lular, el contingut en poliamines i
les activitats dels enzims que controlen la seva sintesi i degradacié poden reflexar els canvis
adaptatius a nivell cellular que tenen lloc en la mucosa intestinal després de la reseccié del budell.
En lestudi realitzat amb pacients SIC amb jejunostomia (grup I1.B) vam observar que els nivells
de poliamines 1 P'activitat ODC en la mucosa d’aquests pacients eren significativament inferiors
als nivells normals, suggerint no només una impediment de la hiperplasia adaptativa sind, en
realitat, una reducci6 en la velocitat de proliferacié del teixit. E1 nombre de copies d’ARNm-
ODC en la mucosa jejunal també va ser significativament inferior en els pacients
jejunostomitzats. Aixo suggereix, que, al menys en part, la disminucié en la biosintesi de PA es
deu a factors que interaccionen amb la transcripcié del gen ODC o amb Destabilitat dels
transcrits. Existeixen uns quants reguladors transcripcionals identificats de PTODC. Entre els que
podrien modificar la transcripcié de 'ODC en el budell podem citar el factor de creixement
epidermic (Flamigni e a/. 2001) o la histamina (Greenberg et al. 1985), 1 entre els que poden
modificar Pestabilitat dels transcrits, els androgens (Laitinen ez a/ 1984) o I'asparagina (Chen 1
Chen 1992). Vam trobar una activitat DAO jejunal significativament inferior en els pacients.
Aquest fet es consistent amb la idea d’un impediment o retard en la hiperplasia de la mucosa,
puix que la regeneracié de la mucosa del budell prim després del dany es caracteritza per un
increment progressiu de 'activitat DAO tissular (Luk e# 2/ 1981). Una activitat DAO baixa en la
mucosa podria constituir una resposta secundaria a la falta de poliamines en el teixit, destinada a
permetre incorporar putrescina d’origen alimentari o bacteria (Wollin ef a/. 1998).

Els resultats ’HPLC van evidenciar una disminucié dels nivells de poliamines per proteina
soluble en els pacients, que va assolir significacié estadistica en el cas de lespermina.
Contrariamanet a les altres dues poliamines, els reservoris d’espermina dintre de la ccllula es
mostren invariables en diferents condicions experimentals. En funcié del seu confinament
intracel.lular, la disminucié de Pespermina es pot associar amb un decrement en la cel.lularitat de
la mucosa jejunal, i aix0 aporta una nova evidéncia de 'abseéncia d’hiperplasia en els pacients
estudiats. La concentracié d’ornitina en la mucosa jejunal dels pacients resecats va ser més del
doble de la concentracié trobada en subjectes normals. Discutir els motius que podrien explicar
aquest augment queda fora de I'abast d’aquesta tesi, pero aquest resultat indica que aparentment
els baixos nivells de PA en el jeju dels pacients no venen determinats per una manca de substrat
precursor en el teixit.

Els resultats obtinguts, en conjunt, apunten al desenvolupament d’una hipoplasia adaptativa en
Iintestf dels pacients jejunostomitzats. La hipoplasia s’evidencia, p. ex., durant el deju (Clarke ez a/.
1976), la nutrici6é parenteral total (Hughes ez 2/ 1980) o en segments de budell prim excluits per
derivacié (Gleeson ez 2/ 1972), i consisteix en una caiguda en la velocitat de produccié de cel.lules
criptals 1 una hipoplasia dels villi intestinals. En aquests casos, es dona a la vegada una disminucio
del calibre del budell i, la reduccié resultant en la superficie absortiva condueix a una

hipofuncionalitzacié segmental. Malgrat no poder disposar de dades histologiques o
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morfologiques dels nostres pacients, les dades sobre el metabolisme de les PA indiquen un
descens en la proliferacié cellular de la mucosa jejunal i son compatibles amb un alentiment del
recanvi de ccllules criptals. En dltim terme, aquestes dades suggereixen que lintesti d’aquests
pacients és hipoplasic.

En el procés d’adaptacié endegat per una reseccié intestinal massiva intervenen multiples
factors. Els nutrients orals i les secrecions pancreatobiliars tenen una importancia cabdal en la
estimulacié de la mucosa perque aquesta esdevingui hiperplasica. De forma secundaria a aquests
factors luminals, actuen tota una serie d’hormones com ara Penteroglucagon, el factor del
creixement epidermic, la prostaglandina E2 o els analegs de ’'hormona del creixement humana
per citar només unes quantes. Algunes d’elles han demostrat tenir un potent efecte sobre
activitat ODC en cellules criptals normals de rata IEC-6 1 en el budell prim de diferents models
animals (Wu e a/. 2000, Fukuda ez a/. 1998, Tsuchiya ez al. 1997, Myojo et al. 1997, Ulshen et al.
1996, Wang ez al. 1995). Investigacions recents sobre la sindrome del budell curt revelen com les
concentracions de certes hormones gastrointestinals que actuen en el jeja, pero que es produeixen
1 secreten en ccl.lules especifiques de I'ili 1 el colon, es redueixen dramaticament en pacients sense
aquests dos organs. Dues d’elles han rebut creixent atencié en els dltims anys: el peptid tipus
glucagon 2 ([angl] glucagon-like peptide-2; GLP-2) i el peptid tirosina-tirosina (PYY). El GLP-2
sembla estar involucrat de forma directa en I'adaptacié estructural del budell, ja que promou el
creixement dels villi i les criptes intestinals i incrementa la longitut i el pes del budell prim en
models animals (Druker 1999). PYY, en canvi, participa exclusivament en I’adaptacié funcional
alentint el buidatge estomacal 1 el transit al budell prim, no obstant aix0, la seva accié sembla estar
regulada per les poliamines ja que 'expressié del seu gen es abolida en preséncia de DFMO
(Taylor e al. 1992). Eis probable que ’abséncia d’aquests i altres factors de creixement que actuen
a distancia en el budell jejunostomitzat condicionin el normal funcionament del cicle de les
poliamines en els pacients estudiats. Futurs treballs 7z vitro i en models animals son necessaris per
aclarir les relacions particulars entre factors humorals 1 factors de creixement locals com les
poliamines en el budell, i establir la utilitat de ’administracié d’hormones gastrointestinals o
analegs seus en pacients on I'adaptaci6 intestinal esta abolida.

En resum, les dades presentades aqui proporcionen un argument solid des del punt de vista de
la proliferacié cellular per explicar I'abséncia d’evidencies cliniques d’adaptacié funcional o
estructural en pacients amb la sindrome del budell curt amb jejunostomia. Els resultats obtinguts
suggereixen també que en pacients amb jejunostomia el metabolisme de les poliamines és una

diana terapeutica potencial per promoure 'adaptacié estructural del budell.

4.2.2 Poliamines en el cancer colorectal

Estudis previs indiquen que els teixits amb una alta demanda de poliamines, entre ells els
tumors, son capagos d’incorporar de forma preferencial les poliamines distribuides pel sistema
circulatori (Clark 1 Fair 1975). La putrescina i I'espermidina mereixen una atencié especial en
aquest sentit, ja que sén metabolits que poden entrar i sortir de les cellules amb relativa fluidesa.
L’espermina, en canvi, és incorporada en quantitats relativament inferiors tant per cellules

normals com transformades (Bachrach i Seiler 1981) i la seva disponibilitat depen de
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I'aminopropilacié de 'espermidina dintre de la c¢llula. Els tumors colorectals es troben en una
situacié excepcional en quant a l'aport extracellular de poliamines: el quim 1 la llum intestinal
contenen quantitats inusualment altes de putrescina que poden arrivar a varis mmols per litre
(Osborne i Seidel 1990, Forget ef al. 1997). En els nostres experiments en ccllules CT-26 vam
comprovar com l'addicié de putrescina estimulava la sintesi I’ADN en forma dosi-depenent
entre 0,1 i 1 mM. Estudis previs han mostrat com I’addicié de putrescina incrementa la
incorporacié de timidina tritiada o bromodesoxiuridina en 'ADN de ccllules normals:
hepatocits (Nagoshi 1 Fujiwara 1994), miocits (Thyberg i Fredholm 1987, Tantini e a/. 2001),
enterocits (Ginty ef al. 1989, Olaya ef al. 1999), astrocits (Dot e al. 2002), cellules endometrials
(Rodriguez-Sallaberry ef al. 2001); 1 cellules transformades (Olaya ez a/. 1999). El nostre estudi
conclou que aquest efecte també s’observa en cellules de carcinoma de colon altament
metastatiques.

En c¢llules de carcinoma de colon LS-123 I'efecte estimulador de la putrescina sobre la sintesi
d’ADN és significativament superior al de I'espermidina (Olaya ef a/. 1999) 1 aquest fet introdueix
un dubte raonable sobre la natura de I’efecte proliferatiu de la putrescina. En quin percentatge és
atribuible aquet efecte a la molécula mateixa de putrescina, a la seva conversié en poliamines o a
la seva conversié en 4-aminobutiraldehid. La desaminacié de la putrescina per generar 4-
aminobutiraldehid és la primera etapa de diferents vies cataboliques que poden conduir a la
produccié de GABA, via aldehid deshidrogenasa [EC 1.2.1.19] (Seiler 1980), 1 de succinat, via
GABA transaminasa [EC 2.6.1.19] 1 semialdehid succinic deshidrogenasa [EC 1.2.1.16] (Bardocz
et al. 1998), entre d’altres compostos. Aixi doncs, a més de constituir el precursor de les
poliamines, la putrescina intestinal pot ser utilitzada per sintetitzar un missatger intracel.lular o
pot ser utilitzada com una font de nitrogen. La seva desaminaci6é també produeix metabolits com
la Al—pirrolina (per ciclacié espontania del 4-aminobutiraldehid) (Okuyama i Kobayashi 1961,
Tamura ez al. 1989), la 2-pirrolidona (Lundgren 1 Hankins 1978), 5-hidroxi-2-pirrolidona
(Lundgren 1 Fales 1980) de funcié desconeguda, i d’altres compostos no identificats (Okuyama i
Kobayashi 1961, Seiler 1 Eichentopf 1975, Hauser i Cook 1990).

L’alta activitat DAO en el teixit intestinal va ser considerada en el passat com una barrera per
les poliamines d’origen luminal (Shaff i Beaven 1976). A més, els sofisticats mecanismes
enzimatics involucrats en el control del metabolisme de les poliamines en les céllules recolzaven
la idea de processos regulatoris estrictament intracel.lulars. Posteriorment, ha esdevingut aparent
que el control del transport és una part essencial del sistema de regulacié cel.lular de poliamines
(Seiler 1987).

Per examinar si la inhibicié de I'activitat diamina oxidasa modificava I’efecte proliferatiu de la
putrescina vam administrar aminoguanidina a cellules CT-26. Els nostres resultats indiquen que
aquest efecte no depen de la conversié de putrescina en 4-aminobutiraldehid i metabolits derivats
en les cellules. Per altra banda, aquest resultats no descarten un efecte proliferatiu de la
putrescina en el budell via DAO, ja que el GABA produit a partir de la putrescina en cellules
intestinals podria actuar de forma paracrina sobre tipus cel.lulars diferents (Hardt ez a/ 2000).

En quant a les concentracions intracel.lulars de poliamines els resultats ’HPLC van mostrar
una acumulacié proporcional de putrescina en les cellules CT-26 depenent de la concentracid en
el medi. Les concentracions d’espermidina, en canvi, van mostrar un augment de 2-3 vegades en

les cellules tractades respecte als controls i el mateix increment inespecific es va observar en la
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concentraci6 intracel.lular d’espermina. En quant a la proliferacié cellular, s’observa una relacié
lineal de la proliferaci6 amb la putrescina acumulada, pero no amb les concentracions
intracel.lulars d’espermidina 1 espermina. Aquest resultat és remarcable perque d’altres autors van
postular una accié directa de la putrescina sobre la proliferacié de cellules intestinals normals
IEC-06, en demostrar que I’addici6é de putrescina en absencia de serum bovi provoca un augment
en la sintesi I’ADN sense una conversi6 significativa de '*C-putrescina en poliamines superiors o
d’altres derivats (Ginty ez a/. 1989). 1’addici6 simultania de sérum, en un experiment parallel,
produia uns augments en les concentracions d’espermidina i espermina similars als trobats en CT-
26. Aixo indica, que lefecte trofic del sérum inclou Dactivacié dels enzims necessaris per a
convertir la putrescina en les poliamines superiors, un efecte que no produeix I'addicié de
putrescina per se. L’estimulacié del serum podria explicar els augments inespecifics d’espermidina i
espermina observats en els cultius de CT-26, i aixo ens condueix a hipotetizar que lefecte
proliferatiu de la putrescina exogena en c¢llules tumorals CT-26 pot ser atribuible a la propia
molecula de putrescina. El mecanisme(s) molecular mitjangant el qual la putrescina produeix una
resposta proliferativa esta molt menys caracteritzat que en el cas de 'espermidina i Pespermina.
Esta descrit el seu efecte estimulador de la sintesi i Pactivitat dels ribosomes que precedeix la
sintesi ’ADN en E. coli (Kashiwagi e a/ 1989). Experiments 7 vivo 1 in vitro en hepatocits
suggereixen que la putrescina és un comitogen del FCE. La seva preséncia augmenta la
proliferaci6 en cellules que han entrat en la fase G1 mitjangant una interaccié a nivell molecular
(Nagoshi i Fujiwara 1994). Més recentment, ha estat descrit que un 20% de la putrescina
addicionada a c¢llules intestinals Caco-2 s’incorpora en el nucli cellular. En el cas de céllules
replicants, perd no en cellules diferenciades, gran part d’aquesta putrescina es troba unida a
oligopeptids nuclears. (Pignata ef al. 1999).

En cellules CT-26 estimulades amb serum l'abundancia ’ARNm-ODC no va mostrar
diferéncies significatives entre ccllules tractades i no tractades amb putrescina. Malgrat que
alguns treballs descriven un efecte desestabilitzador de les poliamines sobre la molécula
d’ARNm-ODC (Kahana i Nathans 1985), s’han estat reportat evidencies en sentit contrari en
ccllules intestinals (Ginty ez a/. 1990, Seidel 1 Ginty 1990) i especificament de carcinoma de colon
(Celano et al. 1989). La presencia d’altes concentracions de poliamines en el budell implica que,
molt probablement, els sistemes de transport i distribucié de les poliamines exogenes en les
ccllules intestinals tinguin un paper tant o més important que la biosintesi endogena mitjangant
descarboxilacié d’ornitina en la satisfaccié dels requeriments de poliamines. Persson e a/ (1986)
van concloure que els nivells de PA no modifiquen el contingut cel.lular ARNm-ODC.

Tampoc vam observar un efecte inhibidor de I'activitat ODC en cellules CT-26 tractades amb
putrescina. De fet, encara que sense significacié estadistica, es pot apreciar un increment
progressiu d’activitat en ccl.lules tractades amb 550 i 1000 uM respecte als controls. La putrescina
exogena inhibeix Iactivitat ODC en diferents linies cellulars per un mecanisme ampliament
caracteritzat, el qual implica un augment en la sintesi basal d’AZ i un augment em les interaccions
AZ-ODC (Hayashi ez al. 1995). Puix que els resultats ’HPLC revelen augments de 2, 314 x en la
concentracié intracel.lular de putrescina nosaltres hauriem esperat uns nivells d’activitat ODC
cellular clarament inferiors als controls. En canvi, la putrescina a les dosis de treball utilitzades no
modifica substancialment l'activitat ODC en CT-26, alhora que es capa¢ d’estimular la seva

proliferaci6. Una situacié semblant va ser descrita per Loser i col.laboradors en un model de rata
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alimentada amb dieta deficient en poliamines (DDP) amb o sense suplementaci6é en poliamines:
les rates amb DDP + PA vam mostrar un major pes del budell i majors continguts de proteina i
ADN en la mucosa intestinal ( p < 0,01) que les rates amb DDP sense mostrar una activitat ODC
en la mucosa diferent (Loser e a/. 1999). Degut als alts nivells de PA presents normalment a la
mucosa intestinal és possible que el mecanisme de regulacié de 'ODC per les PA en cellules
originaries d’aquest teixit no sigui tan sensible com en d’altres tipus cel.lulars. Una altra explicacié
més senzilla és que I'addicié simultania de putrescina i serum fresc, un estimulador conegut de
activitat ODC, a les cel.lules CT-26 inhibeixi l'activacié d’AZ mediada per la primera (Imanishi
et al. 1995).

L’expressié diferencial de l'antienzim, i la seva relacié6 amb I'ornitina descarboxilasa i la ciclina
D1 es va estudiar en teixit neoplasic colonic huma. Una primera observacio rellevant és la
coordinacié que van mostrar els nivells d’AZ amb I'expressi6 i Iactivitat ODC a nivell de teixit.
Els nivells de proteina AZ i 'activitat ODC semblen reproduir en el teixit, el seu comportament
durant el cicle cel.lular caracteritzat per increments i decrements paral.lels durant la major part del
cicle, excepte durant la fase S on I’AZ acumulat provoca una caiguda relativa d’activitat ODC
(Linden ez a/. 1985). En canvi, la coordinacié en la transcripci6 dels gens és un fet desconegut. Un
dels pacients (P5) va presentar unes concentracions tumorals d’espermidina i espermina
incrementades, pero una disminucié simultania en els nivells ’ARNm i proteina de ’AZ associat,
com en els altres casos, a I'expressié d’ODC. Aquestes observacions, en conjunt, semblen indicar
Iexistencia de potents estimuls transcripcionals que controlen en gran mesura l'expressid
coordinada 'ODC i AZ en el teixit. En el cas mencionat la inhibicié de la transcripcié sembla
tenir més pes en la produccié de proteina AZ que un augment en els nivells de poliamines.

Es un concepte acceptat que puix que Paccumulacié excessiva de PA pot induir larrest,
I'apoptosi o la necrosi cel.lular (Bonneau 1 Poulin 2000, Hoet i Nemery 2000), un augment en les
concentracions intracel.lulars d’espermidina i espermina, i en menor mesura de putrescina, fa
augmentar progressivament la sintesi de noves unitats de proteina AZ (Matsufuji ez al. 1995)
destinades a bloquejar tant la biosintesi com la incorporacié de PA (Suzuki ez a/. 1994). En
ccllules de carcinoma de prostata s’ha observat que aquest circuit autorregulatori pot inactivar-se
(Koike et al. 1999). La prostata produeix grans quantitats d’espermina, un component normal del
fluid seminal. I’addici6 7z vitro d’espermina arresta en G1 el creixement de cellules prostatiques
pobrement metastatiques AT2.1, pero en les mateixes condicions, cellules altament metastatiques
AT3.1 eviten larrest del cicle cel.lular i sén incapaces d’expressar AZ. Els autors van plantejar la
hipotesi de que la resisténcia a 'espermina en una subpoblacié de céllules metastatiques podria
constituir un avantatge en termes de creixement respecte a d’altres clons del tumor prostatic 1
podria tenir, en conseqiiencia, un paper important en les dltimes etapes de la progressié del
tumor. En les nostres observacions, el tumor de P5 mostra: (a) el doble de PA que la mucosa
colénica sana pero nivells inferiors de proteina AZ; (b) una expressié disminuida d’ODC
suggerint que les PA del teixit sén majoritariament de procedencia exogena 1 (c) un
comportament extremadament agressiu amb una recidiva molt precog. Aquestes caracteristiques
del tumor sén consistents amb la hipotesi de Koike ef a/. (1999) i suggereixen que la inactivacié de

I’AZ també pugui ser una via de progressié tumoral en el cancer colorectal. El coneixement que
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tenim avui dia sobre com estan integrades la regulaci6 de 'ODC 1 la regulacié dels sistemes
d’incorporacié de PA ales cellules fa dificil especular sobre el mecanisme involucrat en la falta de
resposta d’AZ. Malgrat aixo, la coordinacié entre Pexpressi6 'ODC i AZ en P5 suggereix que
aquest mecanisme no seria de tipus directe, per exemple, mitjangant una mutacié en la seqiiéncia
d’AZ, sin6 que podria implicar la participacié d’altres factors reguladors.

Comparats amb el teixit sa adjacent, els tumors primaris van exhibir uns nivells superiors
ARNmM-AZ i ARNm-ODC en tres casos de tumor no invasiu i uns nivells inferiors en dos casos
de tumor metastatic. Particularment, el pacient P4 el teixit del tumor primari mostrava:
concentracions reduides de les tres PA, expressi6 inferior d’AZ, nivells ’ARNm-ODC gairebé
indetectables i una activitat ODC baixa. Diversos estudis han documentat una expressio
incrementada d’ODC en teixit de neoplasies colorectals »s. la mucosa d’aspecte normal (Porter ef
al. 1987, Linsalata ez a/. 1993, Matsubara et al. 1995). No obstant, les activitats ODC reportades
mostren habitualment gran variabilitat en teixit neoplasic, 1 mai s’ha demostrat una correlacid
amb la diferenciacié histologica o P'estadi dels tumors. P4 i P5 podrien representar dos tipus de
tumor metastatic on la progressié del cancer ha seguit vies moleculars diferents. El fet que
I'expressié tumoral de la ciclina D1 sigui completament diferent en aquest dos pacients és una
evidéncia més en favor d’aquesta hipotesi. La sobreexpressié o acumulacié de proteina ciclina D1
trobada en P4 juntament amb un decrement de PA i AZ, contrasta amb una inhibicié de ciclina
D1 i AZ amb nivells incrementats de PA.

El gen de la ciclina D1 forma part d’un amplicon del cromosoma 11q13 que esta involucrat en
la patogenesi molecular de varis tumors solids (Bartkova ez a/. 1994). En el cas dels tumors de
colon Pamplificaci6 de D7 mostra freqiencies excepcionalment baixes, pero, en canvi, la
sobreexpressié de la proteina és observable en un 30% dels casos (Arber ef al. 1996). Tal i com
s’ha mencionat a la introduccid, estudi de Mosbascher ef a/. (2000) amb cellules de carcinoma
prostatic suggereix que I’AZ pot regular els nivells de proteines ciclina D1 i cdk-4 a través d’un
marcatge per degradacié proteosomal. Entre els tumors de colon estudiats 2/5 acumulen la
ciclina D1, pero la seva expressié sembla no tenir cap relacié amb Iexpressié d’AZ. Per altra
banda, els tumors de P1-P3 van mostrar certes caracteristiques homogenies com el seu estadi,
permeaci6 venosa i limfatica, nivells de PA, ODC i AZ, pero de nou I'expressio de la ciclina D1
mostra resultats contradictoris. Totes les combinacions en lexpressi6 d’AZ 1 ciclina D1 sén
possibles i, en conseqii¢ncia, una expressioé coordinada, similar a 'observada entre ’AZ i TODC,
sembla no tenir lloc en els tumors de colon. Si considerem que la interaccié AZ-ciclina D1
reportada per Mosbascher ez a/. (2000) pot donar-se també en el colon, els nostres resultats
suggereixen l'existencia de factors reguladors de I'expressié de la ciclina D1 qualitativament més

potents que 'antienzim en aquest teixit.

Enel grup d’estudi IIL.B la mitjana dels valors ’ARNm-ODC en els tumors va ser superior a
la de la mucosa colonica normal. La possible existencia de dos subgrups amb valors d> ARNm-
ODC (n) al voltant de 100 copies i 600-1100, 1 la correlacié lineal entre la transcripcié d’ODC en
el teixit sa i1 el tumoral semblen reforcar la idea que en el desenvolupament d’alguns tumors
colorectals existeix una “activacié” generalitzada de tot el colon, suggerida a partir d’estudis de
proliferaci6 cellular (Deschner i Maskens 1982, Terpstra ef al. 1987) 1 d’activitat ODC (Porter ez
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al. 1987, McGarrity et al. 1990). Aquesta hipotesi mereix ser investigada en un grup més gran de
pacients perque, si es confirmés, permetria identificar aquests tipus de neoplasies en estadis
inicials en les sigmoidoscopies de rutina que es realitzen en grups de risc. Cap de les altres
variables estudiades: diferenciacid, estadi del tumor, marcadors plasmatics o edat va presentar uns
valors distintius en els pacients amb alts nivells de transcripcié ODC, fent dificil interpretar que
diferencia aquests tumors de la resta.

Tres dels pacients estudiats van mostrar una transcripci6 d’ODC molt semblant en tumor 1
teixit sa. Tal i com succeeix amb D'activitat de I'enzim, la sobretranscripcié tissular d’ODC no
sembla ser una condicié necessaria en el desenvolupament dels tumors colorectal. Pero en canvi,
aquests pacients presentaven tumors amb forts augments en les concentracions de PA 1 estadis
clinicopatologics semblants a la resta dels tumors estudiats. AixO suggereix que aquests tumors
podrien satisfer els seus requeriments de PA sobreexpressant els sistemes d’incorporacié cel.lular
de PA i, en conseqiiencia, serien resistents a I'accié antitumoral de DFMO. Els resultats de
'analisi comatografica semblen reforcar aquesta idea. Tal i com s’ha observat en d’altres estudis,
els valors mitjans de les concentracions de PA en els tumors colorectals van ser superiors als de la
mucosa no afectada. (LaMuraglia e¢f a/. 1985, Upp ef al. 1987, Porter et al. 1987, McGarrity et al.
1990, Berdinskikh ez a/. 1991). Un percentatge majoritari d’aquests tumors sintetitza i/o incorpora
un excés de PA durant el seu desenvolupament. En el nostre estudi, els tumors van mostrar en
promig un contingut significativament superior de putrescina 1 espermidina no associats amb la
transcripci6 d’ODC. Particularment, la concentracié de putrescina en la mucosa del colon ha
estat proposada préviament com a marcador discriminant de la presencia de polips adenomatosos
en poblacié de risc (McGarrity ez o/ 1990) 1 de mutacions associades a poliposi adenomatosa
familiar en membres asimptomatics (Giardello ef @/ 1997). En analitzar conjuntament putrescina i
ODC en els teixits Giardello ez a/ (1997) tampoc van trobar una associacié entre els augment
significatius de la primera i ’activitat enzimatica del segon.

El quocient EPD/EPM en la mucosa sana, en canvi, si que va mostrar un associacié
significativa consistent amb els nivells de transcripcié d’ODC, la qual es perd en el texit tumoral.
Aquest quocient es considera un index de proliferaci6é cellular i és, a la vegada, la mesura més
reproduible del metabolisme de PA en la mucosa colorectal (Hixson e @/ 1994). Durant el
creixement normal de la mucosa colonica la concentracié efectiva de les PA esta subjecta a una
forta i complexa regulacié per multitud de factors. La dissociacié de la transcripcié de PODC i el
quocient EPD/EPM suggeteix un fenomen de destegulacié en el creixement, i podtia ser
rellevant en I'estudi dels canvis fenotipics dels colonocits durant la transformacié i la progressid
tumoral.

En funci6 de la relaci6 ARNm-ODC/PA tres patrons de tumor colorectal semblen aparents:
aquells que no mostren un contingut de PA superior al de la mucosa normal, aquells que
incrementen els seu nivells mitjancant la sobreexpressié de 'ODC i aquells que acumulen PA
activant, presumiblement, els mecanismes d’incorporacié cellular. Els pacients on la mucosa sana
expressa massivament transcrits d’ODC han de ser estudiats més en profunditat considerant la
possibilitat de que aixo impliqui un risc cert de carcinogenesi colorectal. En aquest sentit, sera
necessari obtenir dades dels nivells basals de transcripcié ODC en la mucosa colorectal humana

de la poblacié en general i de grups de risc baix i alt. A nivell molecular sera necessari aprofundir
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en el coneixement dels mecanismes que permeten a un percentatge dels tumors acumular

poliamines sense canvis en la transcripcio i activitat de PTODC.

4.3 Activitat ODC dels mutants A88D, S274R i A88D/S274R AZI

Cap de les tres proteines recombinants purificades, A88D, S274R o A88D/S274R AZI va

mostrar activitat ornitina descarboxilasa. I’explicacié més probable per aquest resultat és que, a
més dels dos residus estudiats, existeixen altres residus imprescindibles per Pactivitat catalitica del
dimer ODC, els quals sén absents en ’AZI i encara no han estat descrits. En aquest sentit, la
recent resoluci6 de lestructura de raigs X de tres ODCs eucariotes (ratoli, tripanosoma 1
finalment la humana), permet identificar nous residus estrictament conservats en el nucli
arquitectonic del centre actiu de enzim que poden estar involucrats en la catalisi i/o la uni6 del
substrat: R154, Y323, D332, Y389 i N398. I’AZI no conté tres d’aquest residus: R154, D332 i
Y389. L’estructura cristallina de PODC de ratoli també suggereix que un apilament d’aminoacids
aromatics format per F397, Y323 i Y331’ pot estar involucrat en lestabilitzacié del dimer
mitjancant la formaci6é d’interaccions primaries entre subunitats de 'ODC (Kern ef a/. 1999). En
I’AZI, la tirosina Y331 es substituida per un residu molt més petit, una serina. Puix que els
centres actius de 'enzim depenen de la correcta orientacié dels dos monomers és raonable pensar
que aquesta substitucié pugui alterar Pactivitat enzimatica. En qualsevol cas, estudis bioquimics
son necessaris per demostrar el caracter essencial d’aquests residus.

Finalment, és probable que canvis en residus que aparentment semblen no estar en una posicié
d’influir la unié del substrat provoquin alteracions en I’especificitat de substrat de 'enzim. Yano ez
al. (1998) van modificar 'especificitat de substrat de laspartat aminotransferasa, un enzim
relacionat estructuralment amb els ODC bacterians (Momany ef a/. 1995), 1 van identificar sis
residus que contribuien a aquest canvi. Sorprenentment, només un d’aquests residus es trobava a
una distancia que permetés una interaccié directa amb el substrat; la resta estaven situats molt

més lluny, un d’ells a una distancia >10 A respecte el lloc d’unié del substrat.

*
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Conclusions

Els resultats de PA en eritrocits de subjectes sans han estat establerts com a dades de
referéncia per comparar els perfils de PA en diferents condicions de malaltia i per evaluar
Iefecte de diferents estimuls fisiologics. S’han demostrat increments en els nivells
d’espermidina eritrocitaria en pacients amb la SIC en comparacié amb subjectes sans que
poden ser utils en l'estudi i seguiment del procés d’adaptacié del budell després de la

reseccio.

L’espermina i I'espermidina mostren un efecte protector directe contra la peroxidacié
lipidica en Teritrocit a concentracions fisiologicament 1 biologicament rellevants i, per
tant, es poden considerar integrants del mecanisme de defensa passiva de Peritrocit contra

el dany oxidatiu.

Les dades sobre el metabolisme de les PA indiquen un descens en la proliferacié cel.lular
de la mucosa jejunal en pacients jejustomitzats amb la SIC. Considerant Ialt ritme de
proliferacié que caracteritza aquest teixit, aixo suggereix un alentiment en el recanvi de
ccllules criptals i, en ultim terme, una hipoplasia intestinal; proporcionant aixi, una
explicacié per I'absencia d’evidéncies cliniques d’adaptacié funcional o estructural en

aquests pacients.

Concentracions fisiologiques de putrescina promouen la proliferacié de cellules
metastatiques CT-26. Puix que la inhibici6 de Iactivitat DAO no modifica aquest efecte i
les concentracions d’espermidina i espermina no augmenten de forma parallela a la
putrescina i la sintesi d’ADN intracellulars, 'efecte proliferatiu podria atribuir-se a una

accio directa de la putrescina.

I’AZ i PODC mostren una expressié molt coordinada, controlada, presumiblement, per
potents estimuls transcripcionals en els tumors colorectals. Un dels casos estudiats
suggereix la possibilitat que la progressié tumoral per inactivacié de ’AZ es doni en el
cancer de colon. La ciclina D1 no mostra una coordinacié amb I’AZ, similar a ’observada

entre FODC 1 ’AZ en els tumors colorectals.

Dos subgrups de pacients de cancer colorectal es poden distingir pel nombre de copies
d’ARNm-ODC en la mucosa colonica. El grup amb valors més grans podria ser un grup
de pacients amb una “activacié” de tot el colon, susceptible d’identificacié preventiva en
biopsies de sigmoidoscopia. Alguns tumors colorectals incrementen considerablement el
seu contingut en PA a través de sistemes alternatius a la sobreexpressi6 d’ODC.
I’ARNm-ODC i EPD/EPM presenten una relacié lineal en mucosa colonica sana que

queda desregulada en els tumors.

Els mutants A88D, S274R i A88D/S274R de linhibidor de 'antienzim no presenten

activitat ornitina descarboxilasa.
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