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5. MODIFICACIO GENETICA DE L'HIBRIDOMA KB26.5

5.1. Dianes per al bloqueig de la PCD

En el capitol anterior s’ha mostrat que una forma d’evitar I’exhauriment de nutrients en el medi
de cultiu és alentint la velocitat de divisio de les cél-lules mitjancant estrategies de perfusid
bifasica. Aix0 evita que s’arribi a situacions de limitacio fisica en I’aportacio de nutrients, oxigen

i factors de creixement.

De totes maneres, aquest sistema tampoc garanteix que les cel-lules acabin endegant el
programa de mort per apoptosi i les cel-lules mortes s’acumulen a I’interior dels bioreactors. A
més a més, la possibilitat de que esdevinguin situacions, de manera habitual o accidental, en les

quals les cel-lules iniciin el procés de mort per apoptosi €s inevitable.

Aix0 porta aquest treball a I’exploracio d’alternatives basades en la modificacio genética de les
cel-lules per fer-les resistents a la induccidé de la mort per apoptosi i evitar I’acumulacié de

cel-lules mortes dins el bioreactor, perllongant aixi la viabilitat dels cultius.

En el Capitol 3, s’han mostrat els estudis realitzats en aquest treball dirigits a la identificacié de

les principals vies de transmissio del senyal apoptotic en I’hibridoma KB26.5. Aquest
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coneixement permet definir dianes per a una intervencio genetica adrecada a protegir les cél-lules
de la mort per apoptosi en I’ambient estressant del bioreactor. Aixi, aqui s’ha constatat
I’expressio dels principals gens reguladors de I’apoptosi que s’expressen en I’hibridoma (els

gens proapoptotics bax i bak; i els gens protectors bcl-2, bel-x., mel-1, i bel-w).

En el Capitol 4, s’han mostrat els experiments que demostren que la inhibici6 de les Caspases
3, 719 es troba en un punt previ al moment en que les cél-lules d’hibridoma cultivades en
condicions de manca de nutrients entren en la fase irreversible de mort per apoptosi, a partir del
qual no és possible rescatar els cultius quan se’ls afegeix medi fresc amb tots els seus
components, és el que anomenem limit d’actuacio. Aixo es va confirmar en els estudis de
recuperacio realitzats en medis en els quals hi havia present la combinacio dels peptids z-VAD-
fmk i Ac-DEVD-cho (veure I’apartat 4.5 del Capitol anterior).

L’estudi en profunditat del paper del mitocondri que es mostrava al Capitol 3 d’aquest treball
ha permeés identificar-lo en I’hibridoma com a punt central en la transmissié del senyal de mort
cap a les molecules executores de I’apoptosi i com a lloc on hi realitzen la seva funcié reguladora
els membres de la familia del Bcl-2 (Vives et al., 2001a). En aquells experiments, es va observar
que la induccio de I’apoptosi per manca de glutamina desencadenava la sortida del Citocrom c de
I’espai intermembrana mitocondrial al citoplasma. Aixi, en concordancia amb la literatura
(Budihardjo et al., 1999; Slee, 1999), s’ha establert I’alliberament del Citocrom ¢ com un factor

clau en la transmissid del senyal apoptotic cap a la via de les Caspases.

Coneixent aixo, en aquest Capitol es mostren els resultats obtinguts en I’aproximacié genética
al bloqueig de I’accid de les Caspases ja sigui actuant a nivell de les propies Caspases 0 be a

nivell mitocondrial, evitant la seva activacio per I’alliberament del Citocrom ¢ de mitocondri.

Dels diferents gens antiapoptotics descrits en la bibliografia com a protectors de I’apoptosi, en
aquest treball s’ha optat per la sobreexpressio de gens protectors de la familia del Bcl-2 i de

proteines inhibidores de les Caspases 3, 7 i 9.

5.2. Sobreexpressio de membres antiapoptotics de la familia del Bcl-2
La manipulacié genética és una eina que permet sobreexpressar gens inhibidors de I’apoptosi
en cel-lules animals. En aquest treball, s’ha estudiat la sobreexpressio en cel-lules d’hibridoma de
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gens descrits com a antiapoptotics en la bibliografia. L’exemple més clar d’aquesta estratégia és
la sobreexpressid dels gens bcl-2 i bcl-x,, que ja han estat provats amb anterioritat en cél-lules
d’hibridoma productores de MADbs (Singh et al., 1996; Charbonneau i Gauthier, 2000).

Com s’ha explicat al Capitol 3, la sensibilitat d’una cél-lula a engegar el programa de mort per
apoptosi quan és cultivada en bioreactors depén dels nivells d’expressié de gens que poden o bé
incrementar la resisténcia o bé la susceptibilitat a la mort per apoptosi (Al-Rubeai i Singh, 1998).
Per aix0, és d’esperar que la sobreexpressié dels membres protectors de la familia del Bcl-2

provoquin un desplacament de I’equilibri cap a la supervivéncia de les cél-lules.

La dimeritzacié de Bax amb Bcl-2 o Bcl-X, evita la formacié de porus en la membrana externa
mitocondrial per generar canals conductors d’ions (Gottlieb, 2000). A més a més, tant Bcl-2 com
Bax afecten la proteina VDAC en la regulacié del transport d’ions, incloent-hi nucleotids
d’adenina. Aixi, Bcl-2 i Bcl-X poden actuar com a canal d’ions per dissipar el potencial a través

de la membrana externa, permetent que VDAC romangui obert.

El tancament de VDAC porta a I’acumulacié d’ATP en I’espai intermembrana, provocant la
vessiculacio de la matriu seguit de la ruptura de la membrana externa i I’alliberament del
Citocrom ¢ (Gottlieb, 2000). Llavors, el Citocrom c afavoreix la formacié de I’apoptosoma
(composat per Citocrom c, Apaf-1 i procaspasa 9) que, al seu torn, activa la via de les Caspases
(Slee et al., 1999 i 2001).

Per aquest motiu, es va creure convenient sobreexpressar gens amb capacitat d’evitar
I’alliberament del Citocrom c, i impedir aixi que el senyal apoptotic flueixi a través de la cascada

proteolitica de les Caspases.

En les Figures 3.6A i 3.7A del Capitol 3, es mostraven els resultats de I’aillament per RT-PCR
dels cDNA que codifiquen per Bcl-2 i Bcl-X_ endogens del propi hibridoma. Estudis de
transferencia Western (Figura 3.6B) indicaven la preséncia de Bcl-2 en cél-lules cultivades en
medi complet, on no es dona la inducci6 de I’apoptosi, perd no s’observava cap banda en les
mostres obtingudes a partir de cél-lules cultivades en condicions de manca de glutamina. Aixo
sembla explicar-se per la protedlisi especifica en el residu Asp** deguda a la Caspasa 3, que fa

perdre al Bcl-2 la capacitat protectora de I’apoptosi (Kirsch et al., 1999).
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Aixi doncs, bo i que les cél-lules d’hibridoma KB26.5 expressen aquest gen protector de
I’apoptosi, 0 bé els nivells no son suficients per protegir les cél-lules de la mort per apoptosi en
condicions inductores per manca de nutrients, o bé una vegada activada la via de les Caspases,
aquestes mateixes proteases s’encarreguen de degradar de forma molt rapida el Bcl-2 present,

conduint a la destruccid de la cel-lula en un interval de temps molt curt.

D’altra banda, el Bcl-X._ ha estat identificat en cel-lules d’hibridoma KB26.5 cultivades tant en
condicions inductores com en condicions normals de creixement (veure Figura 3.7B). Aixo fa
pensar que la seva sobreexpressio en I’hibridoma hauria de desplagar I’equilibri entre membres

promotors i protectors de I’apoptosi cap a la supervivéncia cel-lular.

No obstant aix0, cal considerar dos aspectes importants. Primerament, la induccio de I’apoptosi
provoca I’augment de I’expressié de gens proapoptotics, com Bax, via p53 (Sturm et al., 1999).
Altrament, tant Bcl-2 com Bcl-X, son diana de les Caspases, i els fragments obtinguts com a
producte de la seva proteolisi, enlloc de tenir una funcié antiapoptotica, la promouen (Clem et
al., 1998).

Existeixen homolegs virics del Bcl-2, com sén KSBcl-2 i BHRF-1 que no son proteolitzats per
les Caspases ja que no contenen cap diana d’aquestes i que, per tant, escapen als mecanismes de
pressio de la propia cel-lula i poden continuar realitzant la seva activitat antiapoptotica adhuc en

condicions inductores de I’apoptosi (Figura 5.1).

Asp
Bcl-2
BC'-XL

BHRF-1
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Figura 5.1. Representacio esquematica de les estructures de les proteines homologues de la familia del Bcl-
2. Es mostra la posici6 del residu Asp diana de la Caspasa 3 en la regi6é desestructurada compresa entre els dominis
BH4 i BH3 de les proteines Bcl-2 i Bel-X.. Aquesta diana de les Caspases no es troba present ni al BHRF-1 ni
tampoc al KSBcl-2, que té una estructura diferent a les altres tres proteines.
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Per aquest motiu, s’han escollit gens virics donat que les proteines per les quals codifiquen
exhibeixen una funci6 protectora quan infecten les cél-lules amb la finalitat d’evitar la mort per

apoptosi de la cél-lula hoste, assegurant aixi la seva correcta replicacio (veure Figura 5.2).

La pertorbacio cel-lular que provoca la infeccid per un virus fa disparar molts detectors
cel-lulars que permeten iniciar una resposta apoptotica innata. En la majoria de casos, I’apoptosi
té un efecte advers en la replicacié dels virus i, en aquestes situacions, els virus expressen

proteines que bloquegen la resposta de mort (Everett i McFadden. 1999).

Els virus tenen aquesta capacitat de proteccio, permetent la seva replicacio sense que la cél-lula
hoste progressi en el seu intent de morir per apoptosi, asseguant aixi la formacio de més virus i la

consequent infeccio de cél-lules veines (Hardwick, 2001).
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A la Figura 5.3A, es mostra el nivell d’actuacio d’aquests membres virics de la familia del Bcl-

2 aixi com, en la Figura 5.3B, els resultats obtinguts en el seu aillament, per RT-PCR i PCR
(veure el Capitol 7, de Materials i Métodes).
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Figura 5.3. Inhibicié de I'alliberament del Citocrom ¢ de mitocondri i aillament dels cDNA dels homolegs
virics del Bcl-2. A. Nivell on actuen els gens de la familia del Bcl-2; B. Aillament dels homolegs virics del Bcl-2:
ksbcl-2 (per PCR; Trh= 55 °C) i del bhrf-1 (per RT-PCR de RNA total extret de cél-lules Raji; Th= 55 °C).

D’aquests dos gens virics, escollits en el treball que aqui es presenta, se’n destaquen les

caracteristiques seguents:

El virus herpes 8 huma (HHV8) és un virus associat al Sarcoma de Kaposi (KS). En el
genoma del virus herpes es troba un gen que codifica per una proteina homologa a Bcl-
2, anomenat ksbcl-2. EI HHV8 esta estretament associat a tumors i es creu que
I’expressio del gen ksbcl-2 podria inhibir el procés apoptotic (Cheng et al., 1997b). El
gen ksbcl-2 (Figura 5.4B), del qual es mostra la sequiencia extreta del NCBI a I’ Annex
A, va ser cedit per la Dra. J. M. Hardwick i es trobava inserit dins del vector pSG5
(Annex B). A la Taula 5.1, es mostra I’homologia d’aquesta seqliencia respecte altres
membres de la familia del Bcl-2.
BHRF-1 Bcl-2 Bcl-X. Mcl-1 Bax Bak
KSBcl-2 19% 15% 17% 16% 20% 17 %

Taula 5.1. Identitats de seqiéncia de la proteina KSBcl-2
respecte altres membres de la familia del Bcl-2.

El virus d’Epstein-Barr (VEB) és un virus herpes huma tipus 4 responsable, entre
d’altres malalties, del limfoma de Burkitt (YYoung et al., 1999). Aquest virus és capa¢ de
mantenir la viabilitat de la poblacié cel-lular infectada mitjancant la inhibicié de
I’apoptosi. Una de les proteines del virus VEB implicada en aquest procés es BHRF-1.
Es tracta d’una proteina homologa a Bcl-2 que pot interferir en el balang entre Bcl-2 i

Bax 1 inhibir la mort cel-lular programada (Clearly et al., 1986; Khanim et al., 1997). El
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cDNA de bhrf-1 emprat en aquest treball s’ha aillat de la linia cel-lular Raji (cedida pel
Dep. d’Immunologia de I’Hospital Clinic de Barcelona) que prové d’un limfoma de
Burkitt. L’obtencio del cDNA de bhrf-1 es va realitzar per RT-PCR a partir de RNA
total de cél-lules Raji (Figura 5.4B), purificat segons els protocol que es detalla al
capitol de Materials i Métodes (apartat 7.5.3). A I’Annex A, es mostra la seqliéncia del
gen bhrf-1 extreta del NCBI i els oligonucleotids emprats com encebadors per

amplificar el MRNA d’aquest gen es troben al Capitol 7 (Taula 7.2).

5.3. Inhibidors de Caspases

Molts virus han desenvolupat mecanismes que eviten el suicidi de les seves cel-lules hoste
codificant per proteines que interfereixen en I’activacio de les Caspases, de forma similar al que
s’ha explicat en I’apartat anterior referent als gens bhrf-1 i kshcl-2, o bé inhibint-les directament
(Hardwick, 2001). Aquesta és una forma d’assegurar la propagacio de la progenie virica en la
cél-lula hoste, com és el cas també de les proteines P35 i X-1AP. La primera d’elles, originaria de
baculovirus, inhibeix fortament la Caspasa 3 (Bump et al., 1995), mentre que X-IAP és d’origen
endogen i inhibeix fortament i de forma selectiva les Caspases 3, 7 1 9 (Deveraux i Reed, 1999).

A la Figura 5.4A, es mostren els punts d’interferencia d’aquests inhibidors en la via de les

Caspases.
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Figura 5.4. Inhibidors de Caspases. Nivell d’'actuacio de la proteina endogena X-IAP i la virica p35 en la cascada
apoptotica de I'hibridoma KB26.5 (A) i aillament dels cDNA dels inhibidors de Caspases (B): x-iap, per RT-PCR
(Th=50 °C) amb els encebadors que es descriuen al Capitol de Materials i Métodes; i p35, per PCR (Th=60 °C) a
partir del genoma sencer del baculovirus AcNPV amb els encebadors que es descriuen al capitol de Materials i
Meétodes (veure Taula 7.2).
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Com s’ha explicat, el gen p35 del baculovirus AcNPV (Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus) codifica una proteina repressora de I’apoptosi en linies cel-lulars d’insectes i
animals. Aixo és degut a que la proteina P35 inhibeix I’apoptosi actuant especialment sobre la
Caspasa-3 (Ekert et al., 1999). El gen que codifica per aquesta proteina es va aillar per PCR a

partir de DNA genomic del baculovirus AcNPV (veure Figura 5.4B).

D’altra banda, la X-1AP és membre de la familia de les proteines inhibidores de I’apoptosi o
IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein), que ha estat identificada en humans i murins, i que vam
aillar de I’hibridoma KB26.5 (veure Figura 5.4B; Vives et al., 2001b). Les IAPs son una familia
de proteines altament conservada al llarg de I’evolucié. De tota manera, els mecanismes pels
quals interfereixen en el procés de mort per apoptosi és encara desconegut. Se sap que les IAPs
son inhibidors molt selectius, mentre que P35 té una especificitat mes amplia, fins i tot en

Caspases filogenéticament diferents (Deveraux et al., 1999; Ekert et al., 1999).

Un cop coneguda la importancia relativa de les diferents subfamilies de Caspases en el procés
d’execucio de I’apoptosi en I’hibridoma KB26.5, es va determinar si era possible, mitjancant la
sobreexpressio de P35 i X-1AP, mimetitzar els efectes dels inhibidors peptidics de les Caspases
3, 719 que, com s’ha mostrat en el Capitol 4, permeten la proteccid i recuperacio dels cultius en

condicions inductores de mort per supressio de nutrients.

5.4. Estrategia de transfeccio de I'hibridoma KB26.5

Per a la transferéncia del material genétic a I’hibridoma, es van realitzar experiments amb
diferents reactius (FUGENE, Roche; Superfect, Qiagen; DMRIE-C, Life Technologies) i els
resultats obtinguts van demostrar que el reactiu DMRIE-C era el que millor funcionava en la
linia cel-lular d’hibridoma estudiada (veure apartat 7.12.1 del Capitol 7, de Materials i Metodes),
oferint una eficiencia de I’ordre del 1-4 % (determinat amb estudis d’expressio transitoria amb la

proteina fluorescent EGFP, continguda en el vector pIRES2-EGFP).
L’ experiencia obtinguda en aquest treball ha permes comprovar que la transferéncia del

material genetic a les cél-lules en estudi és una metodologia que depen de factors no controlats

que comporten diferéncies en els resultats obtinguts en diferents tandes de transfeccid. Aixo es fa

130



CAPITOL 5: MODIFICACIO GENETICA

especialment evident en les cél-lules d’hibridoma degut a la seva baixa eficiencia de transfeccio.
Per aquest motiu, bo i haver determinat unes condicions optimes de concentracié de DNA i de
reactiu de transfeccio (4 pug de DNA i 8 pL de reactiu DMRIE-C), en aquest treball es van

realitzat transfeccions per duplicat i en varies tandes realitzades en dies diferents.

Donat que el plasmidi pcDNA3 conté com a marcador de seleccid la resisténcia a neomicina,
abans de transfectar, es va determinar la corba de viabilitat del cultiu d’hibridoma KB26.5 en
presencia de I’antibiotic G418. Un cop obtinguda la corba de viabilitat (veure Figura 5.5), es van
transfectar les construccions pcDNA3:bcl-2, pcDNA3:bcl-x., pcDNA3:bhrfl, pcDNA3:ksbcl-2, i
pcDNA3:p35 (Annex B) en I’hibridoma KB26.5 en un medi amb 3 mgmL™ de G418

(concentracio determinada a partir de la Figura 5.5).
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Figura 5.5. Corba de viabilitat del cultiu d’hibridoma
KB26.5 en funcié de la concentracié de G418. Les dades
han estat preses a les 2 setmanes de la inoculacié del cultiu,
degut al efecte lent de I'antibiotic en la viabilitat cel-lular.

cél-lules viables (x10° cél-mL1)
[iN

o

0 1000 2000 3000 4000 5000

[G418] (ug-mL™1)

Quan els estudis son orientats a respondre preguntes de tipus qualitatiu o analitic com és el
nostre cas, normalment és suficient treballar amb cultius de mescles de poblacions clonals,
encara que només una fraccié d’aquestes ceél-lules expressi la proteina d’interés a nivells
raonables (és normalment detectable per transferencia Western, ELISA o assajos d’activitat)
(Schlokat et al., 1997). Després de la transfeccio i seleccid, aproximadament del 5 al 30% de les
cel-lules expressen funcionalment la proteina recombinant d’interés (Sambrook et al., 1989; Rees
et al., 1996). Aquestes frequéncies relativament baixes poden ser degudes a molts factors, entre
els quals s’inclouen la deleci6 o inactivacid de la cassette que expressa el gen d’interés o, en el
cas de la cotransfeccid, la integracié estable d’unicament la cassette que expressa el marcador de
seleccié i no del gen d’interés. Aixi doncs, cal un crivellatge posterior de les colonies
seleccionades per a la deteccid de I’expressio especifica del gen d’interés de manera que es
trobin els clons funcionals. Endemés, els nivells d’expressié génica no poden ser predits

utilitzant aquest meétode estandard; I’expressié és generalment baixa i, donat que la pressid
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selectiva es troba Unicament en la cassette que expressa el marcador de resisténcia a I’antibiotic,
els nivells d’expressié decreixen a mesura que augmenta el temps en el cultiu i el nombre de

resembres.

En el treball que aqui es presenta, donat que I’interés se centra basicament en I’avaluacio
qualitativa de I’efecte d’una bateria de gens amb capacitat d’accié protectora de I’apoptosi, es va
treballar amb poblacions clonals de cél-lules transfectades amb el vector pcDNA3 nadiu (utilitzat
com a control en els experiments de proteccio de I’apoptosi i de recuperacid) i amb la resta de
construccions. D’aquesta forma, es van obtenir transfectants amb totes les construccions

generades excepte per pcDNA3:p35 i pcDNA3:x-iap, com s’explica a I’apartat 5.5.3.

5.5. Efectes de la sobreexpressioé de gens protectors de I'apoptosi
5.5.1. Protectors endogens: Bcl-2 i Bcl-X,

Al Capitol 3, s’han explicat les caracteristiques de les proteines Bcl-2 i Bcl-X_ que es
localitzen a la membrana mitocondrial externa, perd també a les membranes nuclear i del reticle
endoplasmatic. Com a possible mecanisme de la seva funcié antiapoptotica es proposa que
bloquegen I’activitat proapoptotica de Bax i Bak, unint-s’hi. De totes formes no queda clar si el
Bcl-2 ha de formar homodimers amb si mateix per aturar la ruta de mort (Gottlieb, 2000). El que
sembla important és la relacié de la concentraci6 de membres antiapoptotics respecte la dels
membres proapoptotics per a la decisio de mort (Al-Rubeai i Singh, 1998), tal i com es mostrava
al Capitol 3. Els membres de la familia del Bcl-2 podrien tenir diferents mecanismes de funcio
que no necessariament han d’excloure’s. Segons aquest esquema, es planteja la possibilitat que la
sobreexpressio dels membres protectors de la familia del Bcl-2 haurien de permetre desplacar
I’equilibri cap a la supervivéncia de les cel-lules bo i trobar-se en condicions inductores de

I’apoptosi.

Els cultius preparats per a la realitzacié d’aquest experiment van ser els segiients (Taula 5.2):
cultiu control negatiu amb cél-lules transfectades amb el vector plasmidic pcDNA3 nadiu; cultiu
amb els transfectants del pcDNA3:bcl-2; cultiu amb els transfectants pcDNA3:bcl-x.. Els
experiments es van realitzar per triplicat. Les cel-lules van ser cultivades en flascons no agitats

amb 10 mL de medi DMEM 4% FCS, 0.3 mg-mL™ G418 sense glutamina, amb una concentraci6
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d’indcul de 5.0x10° cél-lules viables-mL™. També es va preparar un control positiu per a cada
transfectant amb medi complet DMEM 4% FCS i 0.3 mg-mL™ G418 per verificar que I’indcul
creixia normalment en un medi amb tots els nutrients. Els resultats obtinguts en aquest control no

han estat inclosos.

cultiu GIn construccio
control negatiu - pcDNA3
experiment 1 - pcDNA3:bcl-2
experiment2 - pcDNA3:bcl-x.
control positiu  + pcDNA3

control positiu  +  pcDNA3:bcl-2

Taula 5.2. Quadre resum dels cultius realitzats en els

control positiu  + PCDNAS3:bcl-x_  experiments amb els transfectants obtinguts de I'hibridoma
KB26.5 amb els vectors pcDNA3:bcl-2 i pcDNA3:bcl-x,.

Per confirmar la sobreexpressié del gen Bcl-2 es va realitzar una transferéncia Western i, tal i
com es mostra a la Figura 5.6, es va detectar la sobreexpresssié de Bcl-2 amb un anticos

monoclonal (veure apartat 7.16.5 del Capitol 7, de Materials i Métodes).

o

_I

O
e Figura 5.6. Determinacié de la sobreexpressio del Bcl-2 en els transfectants de
2’ 2 pcDNA3:bcl-2. Per confirmar la sobreexpressié del Bcl-2 ens els transfectants, s’ha
Z Z realitzat un Western amb I's d'un anticds monoclonal dirigit al Bcl-2 muri (veure
o) [a) Capitol 7, de Materials i Métodes). A diferéncia de la identificacié del Bcl-2 endogen
g g (Capitol 3), en la qual era necessaria la deteccié6 amb el reactiu luminiscent Femto
(Pierce), per a la detecci6 de la sobreexpressié del Bcl-2 és suficient I'Us del reactiu
I—— Pico (Pierce). Per aquest motiu, no s'observa cap banda corresponent al Bcl-2

endogen en el carril on ha corregut la mostra de cel-lules transfectades amb el
pcDNA3 nadiu.

A la Figura 5.7, es mostren els resultats obtinguts amb els transfectants del Bcl-2 i el Bcl-X, en
experiments en absencia de glutamina al medi. L’evolucio de la concentracié de cél-lules viables
mostra clarament I’efecte protector del Bcl-2 en I’hibridoma fins, aproximadament, les 40 hores
de cultiu en condicions inductores de I’apoptosi (Figura 5.7A). Aixi, el percentatge de cel-lules
Annexina-positives roman practicament constant fins a les 48 hores de cultiu en medi mancat de
glutamina (Figura 5.7B). Aix0 és d’especial importancia en comparacié amb la disminucio
brusca de la viabilitat en el cultiu control. Ara bé, observi’s com a les 72 hores de cultiu, no
resten practicament cél-lules viables ni en el cultiu control ni en el cultiu amb els transfectants
del Bcl-2 i el Bel-X,.. Aquest fet sembla donar encara més importancia a la proteolisi especifica

d’aquestes proteines per part de les Caspases, que converteixen I’activitat protectora de
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I’apoptosi que tenen Bcl-2 i Bel-X, en promotora. Aixo queda clarament reflectit en la velocitat
de mort dels transfectants, respecte les cel-lules del cultiu control (Figura 5.7A).

>

100 7| mmm pconA3

[ Bcl-2
I Bcl-X_
24 48

temps (h) temps (h)
Figura 5.7. Efecte de les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-X, en I'hibridoma KB26.5. A. Evoluci6 de la
concentracié de cel-lules viables; B. Percentatge de cél-lules que presenten translocacié de la fosfatidilserina a la
cara externa de la membrana plasmatica obtingut per citometria de flux.

®
o

IN
<]

Conc. (x105 cél-mL'l)
S

Cel-lules Annexina-positives (%)
3

o

0 12 24 36 48 60 72

B

Figura 5.8. Fragmentacio de DNA de mostres de cultius dels transfectants del Bcl-2
cultivats en medis sense glutamina. En les mostres de DNA extretes i separades
electroforeticament en gels d’agarosa s’observa el patré tipic de fragmentacié del DNA a les
24 h (carril 1) i a les 48h (carril 2). Amb una fletxa, s'indica el DNA gendmic que roman integre
bo i el prolongat periode de temps d’exposicié a condicions inductores de I'apoptosi.

Es va extreure DNA genomic de les diferents mostres i es van fer correr en gels d’agarosa amb
la finalitat de comprovar si es donava o no la fragmentacié de DNA tipica de les cel-lules
d’hibridoma que moren per apoptosi. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 5.8. La
fragmentacio visible tant en el control com en les mostres procedents dels transfectants es deu,
probablement, a la mescla entre cél-lules que expressen els nivells optims del gen protector amb

cél-lules que Unicament expressen la resistencia a I’antibiotic present al medi.

També es van realitzar experiments de recuperacio a les 12, 24 i 48 hores. Els resultats

obtinguts, que es mostren a la Taula 5.3, sén molt positius donat que fou possible recuperar la
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viabilitat cel-lular dels cultius de cél-lules transfectades amb bcl-2 i bcl-x. després d’aquests
intervals de temps sota condicions inductores de I’apoptosi.

temps (hores)

CULTIUS SENSE GLUTAMINA 12 24 48
pcDNA3 + - -
pcDNA3: bcl-2 + + +
pcDNA3: bcl-x; + + +

Taula 5.3. Recuperacié de la viabilitat de mostres extretes a diferents intervals de temps dels cultius de
I'experiment de retorn amb els transfectants pcDNA3:bcl-2 i pcDNA3:bcl-x.. Els simbols emprats representen el
seglent: ‘+' per als cultius que recuperen la viabilitat en medi amb glutamina; *-* per als cultius que no sén capagos
de recuperar la viabilitat cel-lular en medi amb glutamina.

Els resultats obtinguts permeten concloure que tant Bcl-2 com Bcl-X, s6n bons candidats per
ser utilitzats en la generacid de noves linies cel-lulars que expressin aquests gens antiapoptotics
ja que mostren un clar efecte en el manteniment de la viabilitat en condicions inductores de
I’apoptosi en medis mancats de glutamina si bé, a les 72 hores de cultiu, el nombre de cel-lules

viables va disminuir molt rapidament fins assolir valors molt semblants als del control.

5.5.2. Protectors virics: KSBcl-2 i BHRF-1

Per comprovar I’efecte protector contra I’apoptosi dels gens virics ksbcl-2 i bhrf-1, es van
realitzar un seguit d’experiments utilitzant, com a control, cél-lules transfectades amb el vector
pcDNA3, ja que aquest vector no conté cap gen d’interes i no confereix a la cel-lula cap

avantatge enfront I’apoptosi.

Els cultius preparats per a la realitzacié d’aquest experiment van ser els segients (Taula 5.4):
cultiu control negatiu amb cél-lules transfectades amb el vector plasmidic pcDNA3 nadiu; cultiu
amb els transfectants del pcDNA3:ksbcl-2; cultiu amb els transfectants pcDNA3:bhrf-1. Els
experiments es van realitzar per triplicat. Les cel-lules van ser cultivades en flascons no agitats
amb 10 mL de medi DMEM 4% FCS, 0.3 mg-mL™ G418 sense glutamina, amb una concentracié
d’inocul de 5.0x10° cél-lules viables-mL™. També es va preparar un control positiu per a cada
transfectant amb medi complet DMEM 4% FCS i 0.3 mg-mL™ G418 per verificar que I’indcul
creixia normalment en un medi amb tots els nutrients. Els resultats obtinguts en aquest control no

han estat inclosos.
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cultiu GIn construccio

control negatiu pcDNA3

experiment 1 pcDNA3:ksbcl-2

experiment2 - pcDNA3:bhrf-1

control positiu  + pcDNA3

control positiu  +  PcDNAZ3:ksbcl-2  Taula 5.4. Quadre resum dels cultius realitzats en els
experiments amb els transfectants obtinguts de

control positiu + pcDNA3;bhrf-1 I’hibridoma KB26.5 amb els vectors pcDNA3:ksbcl-2 i
pcDNA3:bhrf-1.

A la Figura 5.9, es mostra I’evolucié de la concentraci6 de cel-lules viables i el percentatge de
cel-lules Annexina-positives. S’observa que tant les cél-lules transfectades amb la construccid
pcDNA3:ksbcl-2 com amb pcDNAS3:bhrf-1 triguen més temps a morir que les del cultiu control
I, per tant, s’aconsegueix retardar I’apoptosi de forma molt efectiva, especialment en el cultiu
realitzat amb els transfectants del bhrf-1. Es en aquest cultiu on la viabilitat es manté per damunt
de les 3-10° cél-lules viables:-mL™ fins i tot a les 72 hores, fet que no es va observar ni en el cas
del KSBcl-2 ni dels seus homolegs endogens Bcl-2 i Bcl-X,.

EE pcDNA3
[ KSBcl-2
N BHRF-1
0 12 24 36 48 60 72 24 48

temps (h) temps (h)
Figura 5.9. Efecte de I'expressio de les proteines antiapoptotiques KSBcl-2 i BHRF-1 en I'hibridoma KB26.5.
A. Evolucié de la concentracié de cél-lules viables; B. Percentatge de cél-lules que presenten translocacié de la
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica obtingut per citometria de flux.
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Endemés, a banda dels resultats del seguiment de la viabilitat (Figura 5.9A), el seu efecte
protector queda reflectit en el percentatge de cel-lules Annexina-positives (Figura 5.9B). La
deteccio de cél-lules apoptotiques mitjancat aquest tipus de marcatge mostra un efecte molt clar
respecte el control. Aixi, a les 24 i a les 48 hores, els cultius dels transfectants tant del ksbcl-2
com del bhrf-1 mostren un percentatge de cel-lules Annexina-positives inferior al del cultiu
control. Aquesta diferéncia és molt evident a les 24 hores, on aproximadament hi ha un 50 %, pel

cas del KSBcl-2, i d’un 60 %, pel BHRF-1, respecte el 70% de cel-lules apoptotiques en el
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cultiu control. A les 48 hores, els cultius dels transfectants presenten un percentatge superior de

cel-lules Annexina-positives, perd sempre valors inferiors als obtinguts en els cultius control.

Aquests resultats confirmen la capacitat de retardar I’apoptosi que ofereixen els gens ksbcl-2 i
bhrf-1 en les cél-lules d’hibridoma que els expressen. Observi’s també com a les 72 hores
(Figura 5.9A), encara hi ha una concentracié gens menyspreable de cel-lules viables en els cultius
amb els transfectants que expressen la proteina BHRF-1, en contraposicié amb la practicament
total perdua de viabilitat dels cultius control i dels transfectants del ksbcl-2. Malauradament, no
es disposa de cap anticos que reconegui cap de les dues proteines expressades que permetés
realitzar transferencies Western de control dels nivells de sobreexpressié d’ambdoés gens virics
en els transfectants generats. De totes formes, el seu efecte és evident en els resultats presentats a

la Figura 5.7.

Es va extreure DNA genomic dels cultius a les 24 i 48 hores per observar la fragmentacié de
DNA, a I’igual que en el cas del Bcl-2 i el Bcl-X.. A I’exposar les cel-lules a medis que no
contenen glutamina en la seva formulacio, aquelles que contenen Unicament el vector pcDNA3
buit mostren fragmentacié de DNA a les 24 hores i una fragmentacié molt més avancada de tot
el seu DNA genomic a les 48 hores. En canvi, les cel-lules que han incorporat els gens ksbcl-2 i
bhrf-1, a banda de presentar la inevitable fragmentacio de DNA pel fet d’estar treballant amb
poblacions clonals enlloc de clons individuals, presenten també una banda a la part superior del
gel corresponent al DNA genomic no fragmentat de les cél-lules que han incorporat el gen
antiapoptotic i que sén resistents a la induccio6 de I’apoptosi per esgotament de glutamina al medi
de cultiu. Aquest efecte s’observa fins i tot a les 48 hores de cultiu. EI cultiu control dnicament
mostra la tipica escala de fragments de DNA multiples de 200 parells de bases. A la Figura 5.10,

es mostra com exemple el cas dels transfectants

A B CcC D
———— del KSBcl-2, encara que pel BHRF-1 s’han

24 h 48 h - obtingut resultats similars.

4_

<+
' ' Figura 5.10. Fragmentacié de DNA. Fotografia de dos gels
b | d’agarosa en els quals s’han fet migrar mostres de material

genetic extretes de dos cultius diferents en medi DMEM 4%
FCS, 3 mg-mL'1 G418, sense glutamina: A, cultiu control a
les 24 h; B, cultiu transfectants KSBcl-2 a les 24 h; C, cultiu
control a les 48 h; D, cultiu transfectants KSBcl-2 a les 48 h.
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També, a I’igual que en el cas del Bcl-2 i el Bcl-X, es va estudiar fins a quin punt I’efecte
protector dels gens ksbcl-2 i bhrf-1 podia permetre la recuperacié de la viabilitat del cultiu
després de determinats periodes de cultiu en condicions desfavorables, com ara la manca d’un
nutrient essencial. Per aquest motiu, es va preparar un experiment amb cel-lules d’hibridoma
transfectades amb les construccions pcDNA3:ksbcl-2 i pcDNA3:bhrf-1 en medi sense glutamina
que, després de diferents intervals de temps (12, 24 i 48 hores), es tornaven a cultivar amb
glutamina i s’observava si la viabilitat es recuperava de nou. Com a cultiu control, es va utilitzar

cel-lules d’hibridoma transfectades amb el vector pcDNA3.

Els resultats obtinguts mostraren que tant els transfectants que expressen el KSBcl-2 com els
que expressen el BHRF-1 es recuperen passades les 40 hores de cultiu en condicions inductores
de I’apoptosi, fet que no esdevé amb els transfectants que contenen el vector pcDNA3 buit
(Taula 5.5).

temps (hores)

CULTIUS SENSE GLUTAMINA 12 24 48
pcDNA3 + - -
pcDNA3:ksbcl-2 + + +
pcDNA3:bhrf-1 + + +

Taula 5.5. Recuperaci6 de la viabilitat de mostres extretes a diferents intervals de temps dels cultius de
I'experiment de retorn amb els transfectants pcDNA3:ksbcl-2 i pcDNA3:bhrf-1. Els simbols emprats
representen el segient: ‘+’ per als cultius que recuperen la viabilitat en medi amb glutamina; *-* per als cultius que no
s6n capacos de recuperar la viabilitat cel-lular en medi amb glutamina.

Aguests resultats son de gran interes en I’estratégia de creacié de noves linies cel-lulars més
robustes donat que, com passava amb el Bcl-2 i el Bcl-X., la sobreexpressié d’un Gnic gen

antiapoptotic mimetitza I’efecte observat amb els inhibidors peptidics de les Caspases.

Com a exemple del seguiment de la viabilitat d’aquests cultius, a la Figura 5.11, es mostra el
resultat obtingut en I’experiment de recuperacio dels cultius control (pcDNAS3 buit) i el del
pPcDNAS3:ksbcl-2 sotmesos a condicions de manca de glutamina durant 41.5 hores. Com es pot
apreciar, les cel-lules que han incorporat el gen kshcl-2 es recuperen a les 96 hores, a diferencia
del cultiu control. Aquest fet demostra que és possible recuperar el cultiu després d’intervals de

temps considerables de cultiu en condicions desfavorables.
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Dels quatre gens provats fins aquest moment, els resultats obtinguts indiquen que la
sobreexpressio del gen bhrf-1 proporciona I’efecte més significatiu sobre la inhibicié de
I’apoptosi en I’hibridoma KB26.5, suggerint la possibilitat d’utilitzar-lo en soques modificades

geneticament per a la produccié d’anticossos monoclonals.

A continuacid, es mostren els resultats de I’exploracié de la interferencia de proteines
inhibidores de les Caspases. Com es veura més endavant, I’éxit en la inhibici6é de I’apoptosi en
aquest punt permetria la possibilitat de crear molécules quimeriques capaces d’inhibir alhora a
diferents nivells de la ruta bioquimica de I’apoptosi.

5.5.3. Inhibidors de Caspases: X-IAP i p35

Les construccions pcDNA3:p35 i pcDNA3:x-iap van ser transfectades en varies tandes
diferents a I’hibridoma KB26.5. Malauradament, en cap cas no va ser possible obtenir
transfectants. Com que podria donar-se el cas que les construccions continguessin algun error en
la pauta de lectura es va procedir a la sequenciacié dels seus cDNA i, en el cas de la X-1AP,
també es va realitzar la transcripcio i traduccio in vitro per comprovar que el producte genic era
del tamany esperat. Els resultats de les sequienciacions foren els esperats i el tamany de la
proteina obtinguda per transcripcio i traduccid in vitro tenia també el tamany predit (veure
Figura 5.12).

X-IAP

49.0 kDa —

—>
36.4 kDa Figura 5.12. Transcripci6 i traducci6 in vitro de la construccié pcDNA3:x-iap. La
banda obtinguda marcada amb s*téel tamany esperat, d’aproximadament 42 kDa.
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Podria ser, doncs, que la construccio generada fos toxica per a les cél-lules. Encara que hi ha
moltes altres possibilitats que poden considerar-se com que el promotor Pcyy no fos funcional o
bé que la cassette amb la resisténcia a I’antibiotic hagués patit alguna mutacié en el procés
d’obtencio de les construccions. De totes formes, més endavant en aquest mateix capitol, es
mostren els resultats obtinguts amb construccions de p35 en un altre vector, pIRESpuro2, que
tampoc va solucionar el problema de I’obtencié de transfectants (apartat 5.8.1).

Bo i aix0, no es van voler descartar aquestes proteines pel potencial que la literatura els ofereix
com a inhibidores de les Caspases i protectores de I’apoptosi i, a partir d’aqui, el treball amb ells
es va centrar en la X-IAP donat que sembla inhibir més fortament les Caspases 3, 7 i 9, que no
pas p35. Aixi, es va treballar en I’obtencié d’una construccié que contigues Unicament els

dominis Bir2 i Bir3, responsables de la unio a les Caspases anteriorment esmentades.

5.5.4. X-IAP minima

Estudis recents han permes congéixer quines son les regions de longitud minima amb capacitat
inhibidora (Sun et al., 1999 i 2000; Chai et al., 2001; Huang et al., 2001; Riedl et al., 2001). A
més a més, es coneix que el residu Asp>*? és una diana per a la protedlisi per Caspases (Deveraux
et al., 1999a). Amb aquesta informacio, i a partir de la seqliencia de la X-1AP, s’ha amplificat la
regié corresponent als dominis Bir2 i Bir3 amb els encebadors mutageénics, la sequéncia dels
quals es detalla a I’apartat 7.6.4.1 del Capitol 7, de manera que el resultat ha estat I’obtenci6 de
la regi6 de llargaria minima per a la inhibicio de les Caspases 3, 7 i 9, i que hauria de ser

resistent a I’accio de les cisteina-proteases gracies a la mutacié D242A (veure la Figura 5.13).

Caspases 3i7 Caspasa 9

0

BIR1 BIR2 BIR3 RING

S123 D242A Q336

M BIR2 % BIR3 &

Figura 5.13. Estructura de la X-IAP i de la construccié X-IAP minima que conté els dominis inhibidors Bir2 i
Bir3 (Donatello). Per assegurar I'activitat inhibidora dels dominis Bir2 i Bir3, s’ha amplificat la seqiiéncia compresa
entre la Ser*?® i la Q336, donat que estudis recents semblen indicar que I'activitat inhibidora de la X-IAP vers les
Caspases 317 és deguda a la regié d’unié entre dominis i no pas al propi domini Bir2 (Chai et al., 2001; Huang et al.,
2001; Riedl et al., 2001).
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La informacié detallada de com es va generar la construccié de la seqiiencia de la X-IAP
minima mutada es troba al Capitol 7, de Materials i Métodes. A partir d’aquest moment, cada
cop que s’hagi de fer referencia al mutant “Bir2-Bir3 (X-IAP) D242A”, es fara amb el nom
Donatello.

A la Figura 5.14, es mostren els resultats obtinguts en els estudis de transcripcié i traduccié in
vitro que es van realitzar per assegurar que la sequiéncia de DNA generada pel mutant Donatello

codificava per una proteina del tamany esperat.

Donatello

29.1 kDa—»,... Figura 5.14. Transcripci6 i traduccié in vitro del mutant Donatello. S’ha obtingut
una moléecula del tamany esperat, d'aproximadament 29 kDa.

Per comprovar I’efecte protector contra I’apoptosi de la X-IAP minima, es va realitzar un
experiment per triplicat utilitzant, com a control negatiu, cel-lules transfectades amb el vector
pcDNA3 nadiu i transfectants d”hibridoma del pcDNA3:Donatello.

Les cél-lules van ser cultivades en flascons no agitats amb 10 mL de dos tipus diferents de
medi (veure Taula 5.6): es va treballar amb medi DMEM 4% FCS, 0.3 mg-mL™ G418 sense
glutamina. En tots els casos, la concentracié d’indcul fou 5.0x10° cél-lules viables-mL™. També
es va preparar un control positiu per a cada transfectant amb medi complet DMEM 4% FCS i 0.3
mg-mL™ G418 per verificar que I’inocul creixia normalment en un medi amb tots els nutrients.

Els resultats obtinguts en aquest control no han estat inclosos.

cultiu GIn construccio
control negatiu - pcDNA3
experiment 1 - pcDNAS:Donatello

" Taula 5.6. Quadre resum dels cultius realitzats en els
control positiu ~ + PCDNA3 experiments amb els transfectants obtinguts de

— I’hibridoma KB26.5 amb els vectors pcDNA3 i
control positiu  + pcDNA3:Donatello  pcbNA3:Donatello.

L’experiment de transferéncia Western per comprovar la sobreexpressié del mutant Donatello

es mostra a la Figura 5.15.
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Figura 5.15. Transferéncia Western per a la deteccié del mutant Donatello.
Mitjangant I's de I'anticos anti-myc, descrit al Capitol 7 de Materials i Métodes, s’ha
identificat I'expressid de la proteina Donatello en els transfectants d’hibridoma
(d’aproximadament 29 kDa).

pcDNA3
‘ pcDNA3: Donatello

A la Figura 5.16A, es mostren els resultats del seguiment de la viabilitat dels cultius control i
dels transfectants pcDNA3:Donatello. Observi’s I’efecte protector de I’apoptosi que ofereix
aquest mutant. De totes formes, els resultats no son tan evidents com els obtinguts amb els

membres protectors de la familia del Bcl-2 (Figures 5.7A i 5.9A).
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Figura 5.16. Evolucio6 de la viabilitat i del percentatge de cél-lules Annexina-positives dels transfectants del
pcDNA3:Donatello respecte el control transfectat amb pcDNA3 buit en medis mancats de glutamina. Evolucié
de la densitat de cél-lules viables (A) i percentatge de cél-lules Annexina-positives (B).

Pel que fa a la deteccio de cél-lues apoptotiques mitjancant Annexina-V-fluos (Figura 5.16B),
no s’observa diferéncia significatives entre el cultiu control i el dels transfectants del mutant
Donatello (69.4 + 10.5 % del control respecte 68.3 + 11.5 % del mutant, a les 24 hores; i 96.5 +

0.5 % del control respecte 95.8 £ 0.5 % del mutant, a les 48 hores).

Si be els efectes obtinguts en la inhibicié amb el mutant Donatello no son tan espectaculars
com aquells obtinguts amb la sobreexpressio dels gens de la familia del Bcl-2, a més a més no
fou possible recuperar la viabilitat dels cultius mancats de glutamina (veure Taula 5.7), si que

s’observa certa proteccio en medis deprivats de glutamina.

142



CAPITOL 5: MODIFICACIO GENETICA

Aguesta lleugera proteccié podria explicar-se pel fet que si bé el mutant hauria d’inhibir les
Caspases 3, 7 i1 9, els valors d’aquesta inhibicié només sén millors als dels inhbidors peptidics
utilitzats en el Capitol anterior per a la Caspasa 7 per0o no per a les Caspases 9 i 3, justament
aquelles a les que s’atribueix un paper més important en la mort per apoptosi de I’hibridoma

KB26.5 (els valors es mostraven a la Taula 4.10).

temps (hores)

CULTIUS SENSE GLUTAMINA 12 24 48
pcDNA3 + - -
pcDNA3: Donatello + - -

Taula 5.7. Recuperaci6 de la viabilitat de mostres extretes a diferents intervals de temps dels cultius de
I'experiment de retorn amb els transfectants pcDNA3:Donatello. Els simbols emprats representen el segiient: ‘+’
per als cultius que recuperen la viabilitat en medi amb glutamina; ‘-* per als cultius que no sén capacos de recuperar
la viabilitat cel-lular en medi amb glutamina.

Per aquest motiu, es va voler sumar la capacitat inhibidora de les proteines antiapoptotiques de
la familia del Bcl-2 amb la del mutant Donatello. Aixi, es va treballar en el que anomenem els
superinhibidors, és a dir molécules quimeriques que contenen els dominis inhibidors de
Caspases i protectors de I’apoptosi a nivell mitocondrial de manera que es pugui obtenir una

proteccié eficac a dos nivells diferents de la complexa ruta bioquimica de I’apoptosi.

En I’apartat seglient es mostren les dues molécules generades que reuneixen aquestes

caracteristiques i els resultats obtinguts en I’hibridoma KB26.5.

5.6. Inhibicié creuada: els superinhibidors

Com s’ha explicat anteriorment, de cara a la proteccio de I’apoptosi en cél-lules d’hibridoma,
s’ha volgut crear moléecules quimériques que tinguessin les caracteristiques protectores dels
membres de la familia del Bcl-2 i les dels inhibidors de les Caspases. Per aquest motiu, s’han

generat mutants quimerics amb la seqiiencia Donatello i del Bcl-2.

5.6.1. Els mutants Michelangelo i Leonardo
Al comengcament d’aquest Capitol s’ha mostrat I’efecte protector del Bcl-2 en hibridomes en
condicions de mancanca de nutrients. No obstant aixo, alguns treballs especulen que la funcio

antiapoptotica del Bcl-2 depén més de I’estat de fosforilacio de la proteina que no pas dels seus
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nivells d’expressio (Srivastava et al., 1998; Chadebech et al., 1999; Yamamoto et al., 1999;
Yokote et al., 2000; Breitschopf et al., 2000).

Per aquest motiu, a banda de generar una proteina quimerica Donatello:Bcl-2, es va voler
estudiar I’efecte de la mutacio dels residus Serina involucrats en el procés de regulacié de forma
que la seva fosforilacié no sigui possible. En aquest mutant, s’ha volgut evitar la proteolisi
especifica del residu Asp® del Bcl-2 per part de la Caspasa 3 que, un cop iniciada la PCD,
provoca la inversio de la seva activitat protectora de I’apoptosi en promotora d’aquesta (Tanaka
et al., 1992; Cheng et al., 1997a). Es pensa que aquest tall és necessari per a que les cél-lules
morin (Wang et al., 1999a). Per evitar aix0, s’ha generat un mutant que no pot ser proteolitzat
per les Caspases: és el Bcl-2 (D34A/S70A/S87A) que es mostra a la Figura 5.17.

D3J/4A sim
m BH2M T™
S70A

Figura 5.17. Dianes per la mutagénesi dirigida en el Bcl-2. Es representen els dominis BH1-4 i el domini
Ef:;sr%embrana TM, juntament amb els punts de fosforilacio (Ser70 i Ser87) i de proteolitzacié per la Caspasa 3

Amb I’objectiu de trobar una Unica molécula capag¢ d’aturar el senyal apoptotic a diferents
nivells, s’ha generat dues construccions que contenen els dominis Bir2 i Bir3 de la seqliencia de
la X-IAP i la mutacié6 D242A, que la fa resistent a la proteolisi per part de la Caspasa 3,
fusionada amb les sequiéncies del Bcl-2 salvatge, en un cas; i amb el triple mutant del Bcl-2, en
I’altre. Aquests mutants s’han generat de la manera en que es detalla al Capitol de Materials i
Meétodes (apartat 7.6.4).

Donatello myc

Michelangelo LQE Bcl-2 wt)

Leonardo Bcl-2 (D34A/570/587A)

Figura 5.18. Esquema dels tres mutants generats en aquest treball amb I'objectiu de crear stperinhibidors.
La fosforilacié en la regio desestructurada del Bcl-2 compresa entre els dominis BH4 i BH3 pot modificar I'activitat
dels membres de la familia del Bcl-2. Per aquest motiu s’ha generat un mutant que no pot ser fosforilat en les Ser®i
Ser® i que tampoc pot ser proteolitzat per la Caspasa 3 en I’Asp34.
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A la Figura 5.18, es representa de forma esquematica I’estructura dels mutants generats en
aquesta part del treball en comparacié amb el mutant Donatello amb el que s’havia treballat
anteriorment.

Al ser molécules que contenen, en alguns casos, fins a quatre mutacions, es va verificar la seva
seqliencia mitjancant seqlienciacio de les construccions generades i la transcripcid i traducci6 in
vitro (Figura 5.19), per assegurar la mida correcte de la proteina codificada per cadascun dels

mutants.

Michelangelo
Leonardo

Figura 5.19. Comprovaci6 de la mida de les construccions Michelangelo i Leonardo
generades per overlap PCR (veure Materials i metodes). Bo i haver realitzat la seqlienciaci6 de
les construccions generades, també s’ha realitzat la transcripcid i traduccio in vitro per comprovar
que la mida de la proteina obtinguda és I'esperada (d’aproximadament 54 kDa).

5.6.2. Efecte dels mutants en la proteccié de |'apoptosi
Per comprovar I’efecte protector contra I’apoptosi dels mutants generats, es va realitzar un
experiment de proteccio de I’apoptosi per triplicat en medis mancats de glutamina (Taula 5.8).

Com a control negatiu, es van emprar cél-lules transfectades amb el vector pcDNA3 nadiu.

cultiu GIn construccio

control negatiu pcDNA3

experiment 1 pcDNA3:Michelangelo

experiment 2 pcDNA3:Leonardo

control positiu  + pcDNA3
Taula 5.8. Quadre resum dels cultius realitzats en els
control positiu  + pPcDNA3:Michelangelo experiments amb els transfectants obtinguts de
I'hibridoma KB26.5 amb els vectors pcDNAS3,
control positiu + pcDNAS:Leonardo pcDNA3:Michelangelo i pcDNA3:Leonardo.

Les cel-lules van ser cultivades en flascons no agitats amb 10 mL de medi DMEM 4% FCS,

0.3 mg:-mL™" G418 sense glutamina.

La concentracié d’inocul va ser de 5.0x10° cél-lules viables:-mL™. També es va preparar un

control positiu per a cada transfectant amb medi complet DMEM 4% FCS i 0.3 mg-mL™" G418
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per verificar que I’inocul creixia normalment en un medi amb tots els nutrients. Els resultats

obtinguts en aquest control no han estat inclosos.

Els productes génics Michelangelo i Leonardo es van comprovar per transferencia Western,
utilitzant I’anticos anti-myc (Figura 5.20) com en el cas de la deteccio de I’expressié del mutant

Donatello, ja que tots ells contenen I’epitop myc a la seva sequiéncia.

R
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a a a Figura 5.20. Detecci6 de la sobreexpressié dels mutants
& a a Michelangelo i Leonardo en els transfectants de I'hibridoma
KB26.5. Bandes obtingudes amb I'anticos anti-myc que detecta
) I'epitop myc incorporat en 5 a la seqiiéncia dels mutants

Donatello i Michelangelo. Ambdues tenen el mateix pes
molecular, d’aproximadament 54 kDa.

A la Figura 5.21, es mostren els resultats en la viabilitat i translocacié de fosfatidilserina en
experiments realitzats amb els transfectants que expressen les construccions Michelangelo i

Leonardo en condicions inductores de I’apoptosi per manca de glutamina.

A

100 | mmmm pcDNA3

[ Michelangelo o
I Leonardo

111

60 -

40 A

20 4

0 20 40 60 80 24 48

temps (h) temps (h)
Figura 5.21. Resultats obtinguts en medis sense glutamina amb els transfectants pcDNA3:Michelangelo,
pcDNA3:Leonardo i el control transfectat amb el vector pcDNA3 nadiu. A. Evolucié de la concentracié de
cel-lules viables; B. Percentatge de cel-lules que presenten translocacio de la fosfatidilserina a la cara externa de la
membrana plasmatica obtingut per citometria de flux.

—@— pcDNA3
—O— Leonardo
5 -+ Michelangelo

Cel-lules Annexina-positives (%) ®

cél-lules viables (x10° cel-mL™1)

o

Bo i el lleuger efecte en la proteccio del nombre de cél-lules viables que s’observa per als
transfectants de la construccié pcDNA3:Michelangelo, no fou possible, recuperar els cultius

cel-lulars després de les 24 hores de tractament en condicions inductores de I’apoptosi per manca
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de glutamina (veure Taula 5.9). De fet, els resultats obtinguts en els estudis de translocaci6 de
fosfatidilserina mitjancant marcatge amb Annexina mostren un elevat nombre de cél-lules

Annexina-positives, similar a I’obtingut amb els transfectants del pcDNA3 nadiu (Figura 5.19B).

temps (hores)

CULTIUS SENSE GLUTAMINA 12 24 48
pcDNA3 + - -
pcDNA3: Michelangelo + - -

pcDNA3:Leonardo - - -

Taula 5.9. Recuperaci6 de la viabilitat de mostres extretes a diferents intervals de temps dels cultius de
I'experiment de retorn amb els transfectants pcDNA3:Donatello. Els simbols emprats representen el segient: ‘+’
per als cultius que recuperen la viabilitat en medi amb glutamina; ‘-* per als cultius que no sén capacgos de recuperar
la viabilitat cel-lular en medi amb glutamina.

Aixi doncs, bo i que les construccions quimeriques contenen les sequéncies de la X-1AP
minima i Bcl-2, no fou possible sumar els seus efectes individuals observats en els apartats
anteriors. Articles recent suggereixen que I’efecte inhibidor de la X-IAP és degut a les regions
desestructurades que flanquegen els dominis Bir i no pas als propis dominis Bir2 i Bir3 (Chai et
al., 2001; Huang et al., 2001; Riedl et al., 2001). En aquest treball de tesi, es va unir directament
les seqliencies del mutant Donatello i les de les dues formes del Bcl-2 (la nativa i la triple

mutant) sense afegir-hi cap altra seqtiencia d’unio.

5.6.3. Avaluacio de I'efecte dels superinhibidors

Amb els resultats obtinguts, es pot concloure que I’accio individual del Bcl-2 és molt superior
a la de la construccio quimerica que inclou la sequéncia del Bcl-2 i la dels dominis Bir2 i Bir3 de
la X-IAP.

D’altra banda, les mutacions efectuades a la seqiiéncia del Bcl-2 per evitar la fosforilacio i la
seva proteolisi per les Caspases no han permeés reduir la disminucié de la viabilitat en els cultius
de transfectants sotmesos a condicions d’induccio de I’apoptosi per manca de glutamina al medi.

La idea original de crear una Unica molecula quimeérica contenint la seqiencia de dues

proteines amb capacitat d’interferir en la ruta bioquimica de I’apoptosi en dos nivells diferents

no ha donat el grau esperat de proteccié de I’apoptosi en cultius d’hibridoma mancats de
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glutamina. Aixo podria ser degut a la manca d’una sequéncia d’unid entre la regié Donatello i la

regi6 que conté la sequéncia del Bcl-2, ja sigui el Bcl-2 natiu o bé el mutant D34A/S70A/S87A.

No obstant aixo, aquest treball obre les portes a estudis futurs amb més profunditat d’aquest
tipus de molecules. Especialment, després d’observar els resultats obtinguts amb els transfectants
de les construccions pcDNA3:bhrf-1. Aquest gen codifica per una proteina que no pot ser
proteolitzada per les Caspases i que ha demostrat protegir els hibridomes d’una forma molt més
efectiva que no pas ho fa el Bcl-2, mantenint encara cert nombre de cél-lules viables, a les 72
hores de cultiu en condicions inductores de I’apoptosi (Figura 5.9A en comparaciéo amb Figura
5.7A). Aixi, es planteja, com a perspectiva futura, explorar el grau de proteccio de I’apoptosi que

ofereixen molecules quimeériques inhibidores de I’apoptosi amb BHRF-1.

Existeix un problema de fons en la sobreexpressid de gens, tant antiapoptotics com de
qualsevol altre tipus, i és la perdua de I’expressié al llarg del temps. Per aix0, aqui també s’ha
volgut treballar amb sistemes d’expressio que assegurin I’estabilitat dels missatgers bo i realitzar
un elevat nombre de resembres dels hibridomes transfectats. Aixo es pot aconseguir amb vectors

multicistronics (Fussenegger i Bailey, 1998).

5.7. Aplicacions de linies cel-lulars modificades genéticament amb gens
protectors de I'apoptosi

La ruta de I’apoptosi és una caracteristica intrinseca de les cél-lules animals. El nostre estudi
d’una linia cel-lular d’hibridoma posa de manifest la importancia d’optimitzar el procés del
cultiu, considerant la necessitat de control de la induccio de I’apoptosi en hibridomes de manera
que sigui possible millorar la produccié d’anticossos monoclonals dirigits al diagnostic. Aixo
incrementara la supervivencia cel-lular i la productivitat en els ambients altament estressants que
s’originen en bioreactors a gran escala on les cél-lules estan sotmeses a limitacions de nutrients i

d’oxigen.
La supressio de I’apoptosi sera un pas important en el desenvolupament de processos on la

proliferacio cel-lular ha de ser controlada, permetent millores substancials en la productivitat

especifica.
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En aquest treball s’ha avaluat la sobreexpressié de gens antiapoptotics en hibridomes per a la
creacid de linies cel-lulars més resistents, capaces de sobreviure en condicions inductores de
I’apoptosi dins els bioreactors. Com s’ha vist al Capitol 4, la mort per apoptosi és el principal
inconvenient en les aproximacions de reformulacio del medi dirigides a I’alentiment del cicle

cel-lular en estrategies de perfusié bifasica.

D’altra banda, aquestes condicions desfavorables pel creixement també poden ser provocades
per accidents en el monitoratge i control del bioprocés encara que no es descarta que la proteccid
que ofereixen aquests gens pugui afavorir també la supervivéncia cel-lular en els processos de
congelacid/descongelacié d’estocs de cél-lules (Boman et al., 2001) aixi com una rapida

adaptacio a medis de cultiu sense serum (Fassnacht et al., 1998).

5.8. Estabilitat de I'expressio en I’hibridoma: Us de vectors amb IRES

Després d’un cert periode de manteniment de la resembra, les cel-lules transfectades perden la
capacitat de protegir-se contra I’apoptosi degut a que se silencia I’expressié del gen d’interes, fet
observat habitualment en cél-lules animals transfectades (Hauser i Wagner, 1997). Aixo és degut
a que el plasmidi pcDNA3 és un vector convencional que conté un promotor per a la sintesi del

marcador de selecci6 i un altre promotor per a I’obtencié de la proteina d’interés.

Els métodes estandard utilitzats per a la generacié de linies cel-lulars estables requereixen
transfectar una linia cel-lular hoste amb dues cassettes d’expressio, contingudes en un unic vector
0 bé en dos de separats. Una cassette permet I’expressio de la proteina d’interés i I’altra, del
marcador de seleccié. El fet de tenir dos promotors independents fa que aquelles cél-lules que
deixin d’expressar el gen inserit i només expressin el marcador de seleccio tinguin un avantatge

selectiu respecte la resta de la poblacio que si I’expressa.

La pérdua de I’expressié del gen d’interes porta a dirigir els esforgos cap a la utilitzacié de
plasmidis que permetin I’expressié estable dels gens transfectats al Ilarg del temps. Per aquest
motiu, és fonamental treballar amb plasmidis multicistronics que garanteixin I’expressio

simultania tant del marcador de seleccié com del gen d’interes (Rees et al., 1996).
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A la Figura 5.22, es mostra de forma esquematica el mecanisme d’actuacio d’aquest tipus de
vectors, que contenen IRES (Internal Ribosomal Entry Sites) a la seva seqiiencia.

DNA
Pewv e Gen d'interés VS IRES Marcador de seleccié poli A

Ribosoma

mRNA ! Gen d'interés Marcador de seleccié l—AAAAAAAAAAAA
Proteines Proteina d'interés Resisténcia a puromicina

Figura 5.22. Diagrama esquematic de la traducci6 d'un mRNA bicistronic. L'IRES del virus de
I'encefalomiocarditis, ECMV, permet la traduccié simultania de la proteina d’interés i del marcador de seleccié a
partir del mateix mRNA. L'IVS correspon a un intré sintétic.

5.8.1. Us de construccions bicistroniques en pIRESpuro2

Es van clonar els gens virics repressors de I’apoptosi estudiats en aquest capitol (bhrfl i ksbcl-
2; aixi com també p35, de la qual no s’havia aconseguit obtenir transfectants en les construccions
generades en pcDNA3), amb I’objectiu d’estudiar la possibilitat d’estabilitzar 1’expressio i,
d’alguna manera, evitar la seleccio clonal pel fet de poder treballar amb poblacions clonals
mixtes que, a diferéncia dels transfectants obtinguts amb les construccions fetes en pcDNA3,
expressessin totes elles el gen antiapoptotic estudiat (noti’s perd que, bo i que totes aquelles
cel-lules que expressin la resisténcia a I’antibiotic expressaran també el gen d’interes, els nivells
d’aquest no tenen perqué ser els mateixos entre els diferents clons obtinguts i que, per tant,
depenent del tipus d’estudi que es vulgui dur a terme, caldra una posterior seleccio de clons

individuals).

El vector d’expressio escollit fou el pIRESpuro2 (Annex B), que es caracteritza per ser un
vector amb IRES capac¢ de generar un missatger bicistronic que conté un gen que confereix
resistencia a I’antibiotic puromicina, a banda del lloc d’insercio del gen d’interes. Es va escollir
la resistéencia a la puromicina, antibiotic d’efecte rapid, a diferéncia de la neomicina, perque
accelera I’obtencié de les poblacions clonals transfectades, ja que les cél-lules que no han
incorporat el plasmidi moren en un interval molt curt de temps (2-3 dies, respecte les 2-3

setmanes necessaries quan es treballa amb I’antibiotic G418). Aixi doncs, a I’igual que s’havia
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fet en el cas de G418, es va determinar, en primer lloc, la corba de viabilitat del cultiu
d’hibridoma KB26.5 en preséncia de I’antibiotic puromicina (Figura 5.23).

=
N

=
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L

Figura 5.23. Corba de viabilitat del cultiu d’hibridoma
KB26.5 en funcié de la concentracié de puromicina. Les
dades han estat preses a les 48 hores de la inoculacié del
cultiu.

Céllules vives (x10° cél-mL™)
[}

0 T T 4 L .

0 1 2 3 4 5 6

[Puromicina] (ug-mL™)

Un dels avantatges que ofereix I’Us d’aquest tipus de vectors és, doncs, la perdurabilitat de
I’expressio del gen d’interés al Ilarg de les resembres i també I’eliminacié de la necessitat de

rastrejar un gran nombre de colonies per buscar un clon funcional.

Aixi, doncs, es van generar les construccions pIRESpuro2:bhrfl, pIRESpuro2:ksbcl-2 i
pIRESpuro2:p35, utilitzant les técniques de Biologia Molecular que es detallen al Capitol 7, de
Materials i Meétodes. Aquestes construccions van ser transfectades a I’hibridoma utilitzant el
ractiu DMRIE-C (Life Technologies) de la mateixa manera que s’havia realitzat amb les

construccions fetes en el vector pcDNA3 i amb els seglents controls:

= CONTROL DE CREIXEMENT: Cél-lules d’hibridoma sense transfectar en medi DMEM
4% FCS sense puromicina

= CONTROL NEGATIU: Cél-lules sense transfectar en medi DMEM 4% FCS, 3 pg-mL™*
puromicina

= CONTROL POSITIU: Cél-lules transfectades amb el vector pIRESpuro2 nadiu en medi
DMEM 4% FCS, 3 ug-mL™ puromicina

Els dos primers controls permeteren realitzar el seguiment de I’evolucio del cultiu cel-lular en
un medi amb i sense puromicina. El darrer control va permetre comprovar la correcta expressio
de la resistencia a la puromicina continguda en el vector pIRESpuro2. La presencia d’un clon es
detecta facilment, ja que les cel-lules no transfectades del cultiu moren en presencia de

I’antibiotic puromicina.
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Els resultats de transfeccid de les diferents construccions van posar de manifest que Gnicament
aquelles cél-lules que havien incorporat el plasmidi pIRESpuro2 buit eren capaces de sobreviure
en un medi que contingués puromicina. En canvi, les cel-lules que havien incorporat les
construccions pIRESpuro2:bhrfl, pIRESpuro2:ksbcl-2 i pIRESpuro2:p35 morien abans de
permetre la visualitzacio de clons al microscopi (Taula 5.8). Aquest fet va fer pensar que, molt
probablement, les construccions bicistroniques afavorien uns nivells de sobreexpressié massa
elevats d’aquests gens, per damunt de les concentracions toxiques per a la cel-lula o bé que les
proteines antiapoptotiques interferien en la traduccid de la proteina que confereix resisténcia a la

puromicina.

Donat que en la metodologia de transfeccié emprada, la puromicina s’afegeix 24 hores després
de I’inici del proces, es va pensar que aquesta addicié podria influir en els resultats obtinguts, ja
que és possible que les cél-lules transfectades amb les construccions plasmidiques
PIRESpuro2:bhrfl, pIRESpuro2:kshcl-2 i pIRESpuro2:p35 no disposin de temps suficient per a
I’expressio del gen que confereix resistencia a la puromicina, donat que el gen d’interés pot
interferir en aquesta expressio. Per descartar aquesta possibilitat, es van transfectar les cel-lules
amb les construccions plasmidiques anteriors, afegint I’antibiotic a les 48 i a les 72 hores. En
aquests experiments, només es van obtenir transfectants del vector pIRESpuro2, en tots els casos
(Taula 5.10). Aix0 dona forca a la hipotesi de la toxicitat de la sobreexpressio dels gens
antiapoptotics o bé de la interferéncia en la traduccid del gen que confereix resistencia a les
cel-lules respecte la puromicina. Cal destacar també que la baixa eficiencia de transfeccié de
I’hibridoma KB26.5 (inferior al 4%) influeix negativament en I’obtenci6 de transfectants.

construccio Addicié de puromicina al medi (conc. final 3 pg-mL™)
24 h 48 h 72 h
pIRESpuro2 + + +

pIRESpuro2:bhrfl - - .
pIRESpuro2:ksbcl-2 - - N
pIRESpuro2:p35 - _ 3

Taula 5.10. Resultats obtinguts en I'obtenci6 de transfectants amb els construccions fetes
en el plasmidi bicistronic pIRESpuro?2. Es van realitzar diferents experiments en els quals es va
addicionar I'antibiotic puromicina al medi a les 24, 48 o 72 hores després de realitzada la
transfeccidé. En tots els casos, Unicament fou possible obtenir transfectants del cultiu control
transfectat amb el vector pIRESpuro2 nadiu. La notacié ‘+' indica que fou possible obtenir clons,
mentre que ‘-* indica el contrari.
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Aixi doncs, tot i que els vectors bicistronics assegurin I’expressié constant del gen d’interés, en
aquest cas, les construccions amb el plasmidi pIRESpuro2 no van oferir els resultats esperats.
Malgrat aixo, els vectors multicistronics son una eina que cal no descartar pel fet que ofereixen

la possibilitat d’estabilitzar el missatger.

5.8.2. Generacio de vectors bicistronics amb el gen de la glutamina sintetasa

Com s’ha comentat en aquest Capitol, a diferéncia de la majoria de mRNA eucariotics en els
quals els ribosomes escannegen I’extrem 5’ fins arribar al cod6 d’iniciacio, els ribosomes tenen
la capacitat d’iniciar la traduccio en punts d’entrada interns dels mMRNA de picornavirus, com ara
el virus de I’encefalomiocarditis (ECMV), en el que s’anomenen seqlencies IRES. Aquests
elements poden ser eliminats del seu virus inicial i units a d’altres gens per generar RNA
policistronics. Els vectors que contenen IRES son de gran utilitat per a la rapida i eficient
generacio de linies cel-lulars estables en mamifers (Gurtu et al., 1996).

Al no haver obtingut els resultats esperats amb el vector bicistronic pIRESpuro2, es va generar
un vector bicistronic que, enlloc de contenir la resisténcia a un antibiotic, conferis a la cél-lula la

possibilitat de créixer en abséncia d’algun component essencial del medi.

El treball realitzat en I’estudi de I’apoptosi de I’hibridoma ha permes identificar la glutamina
com a aminoacid clau en la formulacié del medi de cultiu. La seva poca solubilitat i el consum
desmesurat que els hibridomes tenen d’aquest aminoacid en les condicions de cultiu provoquen

un exhauriment que, al seu torn, engega la mort per apoptosi d’aquestes cel-lules.

Els hibridomes murins no expressen el gen de la glutamina sintetasa, enzim que permet la
sintesi de glutamina a partir d’acid glutamic i que ha mostrat ser de gran utilitat en treballs
anteriors d’optimitzacio de I’Gs de les fonts de carboni i nitrogen en I’hibridoma KB26.5
(Paredes et al., 1999).

Aixo permet reformular el medi de cultiu, tot eliminant la glutamina i afegint-hi glutamat que,
al ser una molécula carregada, és captada per la cél-lula només quan és requerida per aquesta, ja

que la seva internalitzacio és dependent d’energia (Stryer, 1995).

Aixi, s’ha treballat en la generacio dels plasmidis bicistronics pIRESGS i pIRES-revGS, que
duen com a marcador de seleccié el cDNA de la glutamina sintetasa sense cap resisténcia a

153



CAPITOL 5: MODIFICACIO GENETICA

antibiotics, que d’altra banda son agressius per a les cel-lules (veure Figura 5.22). Aquelles
cel-lules que no hagin incorporat el vector moriran per apoptosi induida per manca de glutamina

al medi de cultiu.

Gen d'interes glutamina sintetasa ==

pIRES-GS =/ p

PIRES-revGS == p  m=mmm glutamina sintetasa Gen d'interes

Figura 5.24. Estructura de la regié que codifica pels gens d’interés i el marcador de seleccié en els vectors
pPIRES-GS i pIRES-revGS. El protocol seguit per a la generacié del vector pIRES-GS es mostra al subapartat 7.7.1
del Capitol 7, de Materials i Méetodes.

Tal i com es mostra a la Figura 5.24, s’han generat dos vectors en els quals el marcador de
seleccid es troba en posicions diferents respecte la sequéncia IRES. S’ha fet aixi per evitar que la
traduccid del gen d’interes pugui afectar la traduccio del gen de la glutamina sintetasa. Encara
que aix0 no descarta que es doni la mateixa interferéncia pero al revés, és a dir, que la traduccid
del marcador de seleccid interfereixi en I’entrada dels ribosomes en I’element IRES i que aixo no

permeti la traduccio del gen antiapoptotic d’interes.

El vector pIRES-GS nadiu va ser transfectat en I’hibridoma KB26.5 i s’han obtingut clons en
medi DMEM 4 % FCS on la glutamina havia estat substituida per glutamat, com s’explica amb

més detall al Capitol 7, de Materials i Metodes.

La baixa eficiéncia de transfeccio dels hibridomes (del 2 al 4%, per a I’hibridoma KB26.5)
només permet avaluar I’efecte d’aquests gens mitjancant estudis d’expressio estable. A menys
que una poblacio pura de cél-lules sigui requerida per estudis d’expressio, els vectors bicistronics
PIRES-GS i pIRES-revGS prometen ser una eina molt potent que permet I’Us de poblacions
clonals mixtes de cél-lules que sobrevisquin en medis amb glutamat. Aixd permet I’estalvi de
temps i ma d’obra durant la generacié de linies cel-lulars estables, i elimina la necessitat del
crivellatge d’un gran nombre de colonies en la identificacio dels clons positius (Gurtu et al.,
1996). Endemes, el preu del medi de cultiu no s’encareix ja que no es fa necessaria I’addicio

d’antibiotics com G418 o puromicina, si no Gnicament el canvi de glutamina per glutamat.

Treballar amb poblacions clonals de cel-lules amb baixa eficiencia de transfeccidé que hagin

incorporat vectors multicistronics per expressar el gen d’interés, encara que amb nivells
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d’expressié diferents entre clons, és comparable a I’Us de tecnologies d’expressié transient que
alguns autors utilitzen amb linies cel-lulars facilment transfectables, fins i tot a gran escala per a

la produccio de proteines recombinants (revisat per Wurm i Bernard, 1999).

5.9. Valoracio global del treball realitzat

El cultiu de cél-lules animals en suspensio en bioreactors de tanc agitat, ja sigui en discontinu o
discontinu alimentat, son I’opcio escollida en la produccié comercial de proteines terapéutiques i
de diagnostic a nivell industrial. En alguns casos, la produccié podria incrementar-se escalant
I’operacio, encara que aixo encareix notablement el cost del procés. Com a alternativa, existeix
la possibilitat d’augmentar la produccié mitjancant la intensificacié del cultiu emprant una
varietat de técniques que permeten la retencio de les cél-lules dins del bioreactor, mentre el cultiu
és perfusionat amb medi fresc. EI medi gastat és eliminat a la mateixa velocitat, mantenint aixi
un volum de cultiu baix i constant. Com a resultat d’aixo, en bioreactors relativament petits,

s’assoleixen elevades densitats cel-lulars i titols del producte.

Una de les caracteristiques tipiques d’aquests sistemes és la presencia de grans quantitats de
cel-lules mortes, que limita el progrés del cultiu per dos motius: en primer lloc, per la necessitat
de rapides velocitats de divisié cel-lular per substituir les cél-lules mortes, que fan reduir la
productivitat especifica; i, d’altra banda, I’alliberament de proteases, DNA i altres components

cel-lulars, que porten a la degradacio del producte d’interes i compliquen la seva purificacio.

Com s’ha mostrat en la Introduccié d’aquesta memoria, els estudis realitzats amb anterioritat
en el grup de recerca on s’emmarca aquest treball experimental demostren que la majoria de
situacions d’estrés en les que es troben les cél-lules en I’ambient del bioreactor condueixen a la
induccid d’un mecanisme actiu de mort, controlat genéticament, anomenat apoptosi. Aixo es deu
a que les cel-lules animals sén extremadament sensibles al seu ambient i responen a la limitacid
d’oxigen, a I’exhauriment de nutrients i serum, i a les elevades concentracions de subproductes
toxics del metabolisme cel-lular activant un mecanisme de mort controlat per gens cel-lulars,
factors de transcripcio, enzims i molecules de senyalitzacid, que culmina en uns canvis
morfologics perfectament coneguts i facilment identificables, que sén responsables de la seva

mort i destruccio (Mastrangelo i Betenbaugh, 1998).
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En la majoria de casos, I’activacid de la maquinaria apoptotica es déna per la interrupcio de les
principals vies metaboliques de la cel-lula, tal i com es mostra de forma esquematica a la Figura
5.25.

La majoria de les complicacions que comporta la mort cel-lular en els bioreactors sorgeixen de
la naturalesa tumoral de les linies cel-lulars emprades en la producci6 d’anticossos monoclonals i
d’altres proteines terapeutiques. EI consum descontrolat de nutrients i la constant divisié dins els
bioreactors condueix els cultius a les limitacions fisiques que provoquen I’acumulacié de

céel-lules mortes.

Per aquest motiu, les estratégies de cultiu en perfusido son les més adequades, ja que
reprodueixen més fidelment les condicions en que es troben les cel-lules en els organismes
pluricel-lulars; és a dir el manteniment de concentracions de precursors i I’aport constant de
nutrients i eliminacié de subproductes. De totes maneres, fins i tot en cultius en perfusid, s’arriba
a limitacions d’algun dels nutrients essencials per la cel-lula, endegant inevitablement la mort

cel-lular que condueix a la pérdua del cultiu.

s ; CASFASE
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Flgura 5.25.

Figura 5.25. Esquema dels procés d’execucio de I'apoptosi en I’'hibridoma KB26.5.
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Aixi, en aquest treball de tesi, es proposa com a solucio I’avaluaci6 del que han de ser les bases
d’una estrategia de cultiu en perfusio bifasica. En una primera fase, de creixement exponencial,
les cel-lules disposarien de tots els requeriments nutritius mentre que, una vegada assolida la
densitat cel-lular desitjada, es perfusionaria un medi de cultiu modificat que permetés aturar o
alentir el cicle cel-lular. Aquesta proposta permetria evitar la limitacié de la concentracié de

nutrients i, com a conseqliencia, I’acumulacid de cel-lules mortes.

L’ aturada o alentiment del cicle cel-lular s’ha aconseguit mitjancant la substitucié o reduccio
de determinats components del medi de cultiu. Aixi, la substitucié de la glucosa per una font de
carboni alternativa, com és la fructosa, permet mantenir constant el nombre de cel-lules vives.
Aix0 mateix s’obté reduint tant les concentracions de fosfats com de serum en el medi. Ara bé,
els millors resultats s’obtenen reduint la concentracié de sérum al medi. Malauradament, tots
aquests canvis en la formulacié del medi provoquen encara un cert augment del nombre de
cel-lules no viables que, com s’ha demostrat al Capitol 4, moren per apoptosi. Probablement,
aixo sigui degut a la interrupcio dels diferents processos que permeten I’obtencio de I’energia i
els precursors necessaris per duplicar el material genetic i generar cél-lules noves (veure Figura
5.25).

Donada la importancia de [I’apoptosi en moltes patologies com sén les malalties
autoimmunitaries, neurodegeneratives o cancer, els mecanismes moleculars de I’apoptosi han
estat estudiats en profunditat, sobretot en el transcurs de la darrera decada. Com a consequéncia
d’aix0, hi ha hagut un progrés rapid en el coneixement de la regulaci6 d’aquest tipus de mort. El
treball que aqui es presenta esta basat en I’aplicacié d’aquest coneixement al control de

I’apoptosi en el cultiu de linies cel-lulars de rellevancia industrial.

Aixi, en aquesta tesi, s’han estudiat les principals vies de transmissié del senyal apoptotic en
una linia cel-lular d’hibridoma per, d’aquesta manera, determinar dianes per a una intervencié

genetica adrecada a aturar temporalment I’apoptosi.

En primer lloc, s’ha estudiat el paper del mitocondri, punt central en la transmissio del senyal
de mort cap a les molecules executores de I’apoptosi i on hi realitzen la seva funcié reguladora
els membres de la familia del Bcl-2. S’ha determinat que la induccio de I’apoptosi per manca de
nutrients desencadenava la sortida del Citocrom c de I’espai intermembrana mitocondrial al

citoplasma. Aquests resultats concorden amb els esdeveniments descrits en altres linies
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cel-lulars, i permet establir I’alliberament del Citocrom ¢ com a factor clau en la transmissio del

senyal apoptotic cap a la via de les Caspases pel que s’anomena la via intrinseca de I’apoptosi.

A més a més, s’ha constatat en I’hibridoma KB26.5, I’expressié dels gens proapoptotics bax i
bak i dels gens protectors bcl-2, bcl-x., mcl-1, i bcl-w. Aquests darrers han estat clonats en
vectors d’expressid eucariotes per al seu Us en la generaci6 de noves linies cel-lulars
modificades, en les quals es pretén desplacar I’equilibri existent entre molécules pro- i

antiapoptotiques cap a la supervivéncia dels cultius.

Altrament, la importancia de les Caspases en I’execuci6 del procés apoptotic en I’hibridoma
KB26.5 ha quedat palesa en experiments realitzats amb peptids inhibidors de diferents
subfamilies de cisteina-proteases. Aquestes molécules inhibidores contenen la sequéncia
d’aminoacids reconeguda per les Caspases i una modificacié quimica en un extrem que permet la
seva unid irreversible a la proteina, bloguejant aixi I’activitat catalitica (Thornberry i Labzebnik,
1998).

Els resultats obtinguts han posat de manifest que la inhibicio de les Caspases 3, 7 i1 9 permet no
només retardar la mort dels cultius si no també recuperar-los fins a 36 hores després d’haver
induit la mort per manca de glutamina. Aquest fet coincideix amb I’ordre jerarquic acceptat
actualment en el qual I’activacio de la Caspasa 9 es dona com a consequéncia de I’alliberament
del Citocrom ¢ de mitocondri (Budihardjo et al., 1999; Slee et al., 1999). Posteriorment, la
Caspasa 9 activa les Caspases 3 i 7, que juguen un paper clau en I’execuci6 dels processos
autodestructius de la cél-lula. La inhibicio de les Caspases 3 i 7 amb el peptid Ac-DEVD-cmk
resulta menys eficient en el retard de I’apoptosi que quan es tracten els cultius d”hibridoma amb
I’inhibidor z-VAD-fmk. Aixi doncs, malgrat que la via d’induccié de I’apoptosi sembla tenir
com a punt de partida I’activacié de la Caspasa 9, la cél-lula disposa de mecanismes paral-lels a
través dels quals és capa¢ de culminar el procés d’apoptosi independentment de les Caspases,
donat que el bloqueig assolit amb I’Gs simultani d’ambdéds inhibidors peptidics no és suficient
per aturar la mort per apoptosi un cop superada la proteccié inicial en condicions inductores de

I’apoptosi.

No obstant aixo, els resultats obtinguts amb aquestes substancies quimiques sén molt positius
donat que ofereixen la possibilitat de retardar la mort del cultiu i de rescatar-los de la mort una
vegada transcorregut un apreciable interval de temps en condicions desfavorables.

Malauradament, tot i que I’Us d’inhibidors quimics és una de les practiques més habituals en el
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tractament de malalties relacionades amb I’apoptosi, la seva aplicacid resulta poc aconsellable
per volums de cultiu propis d’un bioreactor, ja que pocs micrograms d’aquestes molecules

acostumen a tenir un cost economic molt elevat (Fussenegger i Bailey, 1998).

Els efectes de la combinaci6 d’inhibidors peptidics suggereixen la via de les Caspases com a
punt clau per al blogueig de I’apoptosi. Per aquest motiu, a partir dels resultats d’aquesta part del
treball es va plantejar I’Us d’estratégies d’inhibicid genetica a dos nivells diferents: sobre
membres iniciadors de la ruta de les Caspases i en la proteccio de I’alliberament del Citocrom c

de mitocondri.

En la literatura, trobem nombrosos treballs on es mostren els resultats d’estudis de
sobreexpressio del gen antiapoptotic bcl-2 en linies cel-lulars d’interés industrial. En canvi, no és
tan conegut I’efecte d’altres proteines homologues que poden tenir un efecte similar o, inclus,
millor. Entre les diferents possibilitats que existeixen, es va decidir sobreexpressar els cDNA que
codifiquen per Bcl-2 i per Bcl-X,, aixi com els cDNAs dels seus homolegs virics KSBcl-2 i
BHRF-1, per evitar I’alliberament del Citocrom ¢ de mitocondri, donat que I’actuacio en aquest
nivell resulta molt atractiva perque es troba en un punt previ a I’activacié de les Caspases; i la

sobreexpressid de la X-1AP i p35 per a la inhibicié de les Caspases 9, 3i 7.

El sistema d’expressio utilitzat és critic. La baixa eficiéncia de transfeccio dels hibridomes (es
va determinar que era inferior al 4%, en el cas de I’hibridoma KB26.5) només permet avaluar
I’efecte d’aquests gens mitjancant estudis d’expressié estable.

Els resultats obtinguts en experiments de proteccid de I’apoptosi induida per manca de
glutamina en el medi de cultiu en poblacions mixtes de transfectants del Bcl-2 i d’homolegs
endogens i virics han evidenciat la capacitat protectora que tenen aquestes proteines i han permes
alentir la disminuci6 de la viabilitat provocada per I’exhauriment de nutrients al medi respecte
els cultius control. Endemés, la sobreexpressié dels cDNA que codifiquen per Bcl-2, Bcl-X,
KSBcl-2 i BHRF-1 ha permes també recuperar la viabilitat cel-lular de cultius que havien estat

sotmesos a condicions inductores de I’apoptosi durant 48 hores.

Aquests resultats tan positius, en especial els obtinguts amb els transfectants del gen viric bhrf-
1, que mostra una proteccio molt clara en els experiments de seguiment de la viabilitat cel-lular

en condicions de manca de glutamina, evidencien el gran potencial que tenen les linies cel-lulars
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animals modificades genéticament en el seu cultiu en bioprocessos de produccié de molécules

d’interes industrial.

Ara bé, és sabut que els nivells d’expressio dels gens estudiats es perden en funcié del nombre
de resembres realitzades (Hauser i Wagner, 1997). Aixi doncs, es fa necessari I’Us de vectors
d’expressié que s’integrin en regions amb elevada taxa de transcripcio i amb una alta estabilitat
en el temps. Una possibilitat és I’Us de retrovirus per introduir la seqiencia de DNA desitjada a
la cél-lula. Aquesta opcio resulta molt efectiva ja que garanteix I’estabilitzacio del missatge
genetic, pero requereix d’una infrastructura especifica de la que no es disposa en el laboratori on
s’ha realitzat el treball que es presenta aqui i d’un procediment metodologic acurat per a la
prevencio de possibles riscs relacionats amb la salut del personal investigador (Baum et al.,
1999).

D’altra banda, aix0 mateix pot assolir-se mitjangant 1’4s de vectors multicistronics, que
permeten la transcripcio conjunta i consecutiva del gen d’interes i del marcador de seleccio en el

mateix missatger (Fussenegger i Bailey, 1998).

Malauradament, els intents realitzats en aquest treball per estabilitzar I’expressio dels gens
antiapoptotics mitjancant I’4s del vector bicistronic pIRESpuro2 no han donat els resultats

esperats.

De totes formes, els coneixements adquirits del metabolisme de I’hibridoma i dels seus
mecanismes d’induccio de I’apoptosi, han permes dissenyar i generar vectors bicistronics que
enlloc de contenir un marcador de seleccié que confereixi resisténcia a un antibiotic, que és
sempre un agent toxic per la cél-lula, contenen en la seva seqlencia el gen de la glutamina
sintetasa, que permet als hibridomes que incorporin aquests vectors sobreviure en medis on,

enlloc de glutamina, hi hagi glutamat.

Aquest canvi en la formulacio del medi no suposa I’addici6 d’antibiotics que, d’altra forma, no

podrien ser utilitzats a escala industrial, degut al seu elevat cost.

En resum, el treball de tesi que es presenta en aquesta memoria neix de la impossibilitat de
garantir concentracions adequades de tots els nutrients essencials per a la cél-lula quan

s’assoleixen densitats molt elevades dins els bioreactors.
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La forma més adequada d’allargar la vida dels cultius passa per I’aplicacié d’estrategies de
perfusid, que supleixin la manca de nutrients i evitin I’acumulacié de subproductes cel-lulars, tot
garantint la supervivéencia de les cel-lules i assolint uns nivells de produccié meés eficients del

producte d’interes.

L’aturada del cicle cel-lular permet treballar amb elevades concentracions de cél-lules sense
que s’esgotin els nutrients subministrats en el medi de cultiu pero s’indueix la mort per apoptosi.
Aquest tipus de mort cel-lular programada geneticament i que es desenvolupa per unes vies
bioquimiques establertes, ha estat cartografiada i s’hi han identificat possibles nivells on realitzar

modificacions genetiques que permetin alentir el procés de mort cel-lular.

Aix0 ha estat assolit mitjancant la sobreexpressio de gens homolegs al Bcl-2, obtenint-se els
resultats més clars en cél-lules que sobreexpressen el gen viric bhrf-1. Aquests resultats
demostren la possibilitat d’incorporar una valvula de seguretat genetica que permeti retardar la
mort per apoptosi d’aquelles cel-lules que d’altra banda moririen i s’acumularien en el bioreactor
i, a més a més, rescatar de I’apoptosi cultius que, per causes accidentals inherents a la
metodologia emprada en el monitoratge i control del bioprocés o per limitacions fisiques de
subministrament de nutrients, factors de creixement i oxigen, es vegin sotmesos a condicions
inductores de I’apoptosi. Aixi, aquest treball contribueix a la creacié d’un sistema de cultiu mes
robust que evitaria I’enorme perdua de rendibilitat en el procés d’obtencio del producte desitjat

que es dona quan un cultiu entra en la fase de mort per apoptosi.
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