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1. EXPRESSIO DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS EN CEL.LULES
DEL SISTEMA IMMUNITARI

Les cél.lules del sistema immunitari comprenen una familia amplia i heterogénia de
tipus cel.lulars amb funcions altament especialitzades, que poden activar-se o proliferar en
funcié dels seus requeriments funcionals. Alhora, el fet que siguin dependents de les vies
de recuperacid de nucleosids fa que se les consideri un bon model per a I'estudi de
I'expressio i regulacié dels transportadors de nucleosids. El nostre grup d’investigacié ha
aportat diversos estudis al respecte, principalment en la caracteritzacio i regulacié de
macrofags i de linies cel.lulars derivades de limfocits B. Malgrat aquests tipus cel.lulars no
sén epitelials, expressen tant transportadors equilibratius com concentratius. Aixi, linies
cel.lulars derivades de limfocits B, com Raji, expressen majoritariament el transportador
ENT1, si bé també presenten una activitat concentrativa mitjancada per les isoformes
CNT2 i N5 (Soler et al.,, 1998). Analogament els macrofags murins co-expressen
transportadors equilibratius (ENT1 i ENT2) i concentratius (CNT1 i CNT2) (Soler et al.,
2001a). Alhora, en ambdo6s models estimuls proliferatius o diferenciadors poden variar de
manera diferencial els nivells d’expressié d’aquestes proteines.

Tanmateix, en el moment de l'inici d'aquest treball la majoria d’estudis en cél.lules
del sistema immunitari s’havien centrat en I'analisi de I'expressié del transportador hENT1
(Smith et al., 1989; Wiley et al., 1989) i eren pocs els que havien estudiat I'expressio de les
altres isoformes. De fet, no existien estudis que analitzessin alhora I'expressié de totes les
isoformes dels transportadors de nucledsids en aquests tipus cel.lulars. Aquesta
caracteritzacio és d’especial importancia si tenim en compte que aquests transportadors
son els responsables de la captacio dels analegs de nucleosids, utilitzats ampliament en el
tractament de leucémies i limfomes. Per aquest motiu, ens vam plantejar com a principal
objectiu d’aquest capitol I'analisi de I'expressio dels transportadors de nucleosids presents
en les cel.lules del sistema immunitari, principalment limfocits B i T.

Per a realitzar I'objectiu plantejat, vam posar a punt la PCR a temps real per a les
cinc isoformes de transportadors de nucleosids clonades en aquell moment (hENTL1,
hENT2, hCNT1, hCNT2 i hCNT3). Les sequéncies dels primers i sondes utilitzats, aixi com
els protocols de validacié d'aquests, es detallen en l'apartat de Materials i Métodes.
Aquests experiments han estat realitzats en col.laboracié amb la Dra. Dolors Colomer del
Servei d’Hematopatologia de I'Hospital Clinic.

Inicialment, vam analitzar el patré d'expressié dels diferents transportadors en
cel.lules mononucleades i en granulocits. Les cél.lules mononucleades estan constituides
per diferents proporcions de limfocits T, limfocits B i monocits, mentre que la mostra de
granuldcits correspon a una poblacié de neutrofils, eosinofils i basofils. Els resultats van
mostrar que els diferents tipus cel.lulars analitzats expressaven de manera significativa
hENT1, hENT2 i hCNT2 i en menor grau hCNT3 (Taula 1). En cap cas es va detectar
I'expressié de hCNTL1. Per tant, per a comprovar que els primers i les sondes dissenyats
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per aquest transportador funcionaven correctament, vam avaluar I'expressio génica de
hCNT1 en ronyd i en una linia cel.lular derivada d’adenocarcinoma de colon, models en els
gue en la bibliografia s’havia descrit la preséncia d’aquest transportador.

ENT1 ENT2 CNT1 CNT2 CNT3

Cél. mononucleades +++ ++ - 4+ +
granulocits ++ ++ - T+ +
SW480 +++ +++ + + -
ronyo nd nd ++ nd ++

Taula 1. Expressio dels transportadors de nucledsids en leucocits normals.
L'expressio dels 5 transportadors es va analitzar mitjangant PCR quantitativa a temps
real. La linia cel.lular derivada de colon SW480 i '’ADNc de rony6 es van utilitzar com a
control positiu de I'expressié de hCNT1. Els valors de Ct normalitzats s’han substituit
per simbols que mostren el grau d’expressio: + baixa expressio (r>1.3); ++ expressio
moderada (r=1-1.3); +++ expressid alta (r<1); - no s’expressa; nd no s’ha determinat.
On r correspon a la relacié entre la Cy del transportador i la del control endogen
B-glucuronidasa.

Els resultats obtinguts concordaven amb els pocs treballs presents en la literatura
que indicaven que les cél.lules del sistema immunitari expressaven tant les isoformes
concentratives com les equilibratives (Lee et al., 1994, Soler et al., 1998; 2001b). Per tant,
un cop comprovat que les eines generades funcionaven correctament, I'objectiu va ser
analitzar el patré d’expressio dels limfocits B amb més detall. De fet, el percentatge de
limfocits B en una poblacié de cel.lules mononucleades és molt baix, per tant, no sabem
amb exactitud si les dades obtingudes reflecteixen el patré d'expressié dels limfocits B.
Aix0, alhora, suposa un problema afegit, ja que és necessaria una gran quantitat de
cel.lules mononucleades per aillar els limfocits B requerits per a I'obtencié de I'’ADNc. En
consequéncia, es va utilitzar com a model els ARN de 6 linies cel.lulars derivades de
diferents tipus de leucémies o limfomes de cél.lules B. Alhora, i amb finalitats comparatives,
es va avaluar també una linia derivada de cel.lules T i una de mielocitica. En la taula 2
s’indica I'origen de les linies cel.lulars utilitzades.

Linia cel.lular Origen

JVM-2 Leucémia pro-limfocitica de cel. B
Granta-519 Limfoma de mantell

NCEB Limfoma de mantell

DOHH-2 Limfoma fol.licular

Raji Limfoma de Burkit

DAUDI Limfoma de Burkit

NB4 Leucémia pro-mielocitica aguda
Jurkat Leucémia limfoblastica aguda (cél. T)

Taula 2. Origen de les linies cel.lulars analitzades
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Els resultats obtinguts en la determinacié dels nivells d’expressié de les diferents
agencies de transport de nucledsids es mostren com a quantificacio relativa, seguint el
procediment detallat en I'apartat de Materials i Métodes, on el valor d'1 d'expressié s’ha
donat de manera arbitraria a la linia cel.lular JVM-2 (Figura 1).
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Figura 1. Patré d’expressid dels transportadors de nucledsids en linies cel.lulars derivades de
limfocits B. En I'analisi s’ha inclos també una linia derivada de cél.lules T (Jurkat) i una mielocitica (NB4).
Els valors de Ct obtinguts per a cada transportador han estat normalitzats respecte al control endogen
(B-glucuronidasa). Els nivells d’expressié de 'ARNm es donen com unitats arbitraries, utilitzant la linia
JVM-2 com a control de referéncia.

Analogament als resultats obtinguts en les cél.lules mononucleades, les linies
cel.lulars analitzades expressen els transportadors equilibratius hENT1 i hENT2 i la
isoforma concentrativa hCNT2 i en cap cas es detecta I'expressid del transportador hCNT1.
D’altra banda, només s’observa expressio de hCNT3 en tres linies cel.lulars, essent la linia
derivada de leucemia pro-mielocitica aguda, NB4, la que majors nivells d’ARNm presenta.
Degut a les caracteristiques de la técnica i al tipus d'aproximacié que s’ha utilitzat
(quantificacié relativa), ens és impossible comparar els nivells d'expressio entre els
diferents gens, pel que no es pot determinar quina és la isoforma més expressada. Tot i
aixo, els valors de Ct dels transportadors equilibratius son de 'ordre de 20-25 mentre que
els dels concentratius sén majors de 30. Aquesta diferéncia considerable en els valors de
Crens permet postular que els nivells d’ARNm dels transportadors equilibratius serien en
general més elevats que els dels concentratius.

En comparacié amb les cél.lules mononucleades observem que cinc de les vuit
linies cel.lulars han perdut I'expressié del transportador hCNT3. En aquest sentit, en
alguns casos s’ha descrit que les linies cel.lulars poden perdre I'expressié d'algun
transportador de la familia SLC28 en comparacié amb el teixit d’origen (Dragan et al., 2000;
Garcia-Manteiga et al., 2003). Tanmateix, si tenim en compte que les linies analitzades
provenen de leucémies o limfomes, la deficiencia de hCNT3 concordaria amb altres
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estudis que apunten que diferents tipus de tumors poden perdre selectivament I'expressié
d’alguna de les isoformes (Dragan et al., 2000, Farre et al., 2004).

D’altra banda, si bé en cap cas es perd I'expressié de hCNT2 aquest és el que
major variabilitat presenta. De fet, les linies cel.lulars Raji i Daudi, que s6n les que mostren
nivells més baixos, deriven de limfoma de Burkit, que es caracteritza per la proliferacié de
cel.lules limfoids molt immadures. Aquests resultats concorden amb dades obtingudes en
altres teixits, com fetge, en qué s’ha demostrat que les cel.lules poc diferenciades tenen
una menor expressid dels sistemes concentratius, essent els equilibratius els predominants
(del Santo et al., 1998; Fernandez-Veledo et al., 2004). Per altra banda, la comparacio dels
valors d’expressié obtinguts per hCNT2 amb els de les cél.lules mononucleades posa en
evidéncia que aquestes presenten uns nivells d’expressié uns 500 cops majors que les
linies cel.lulars. Aixd pot ser degut a dos motius, el primer, i més probable, és que els
nivells d’'expressio dels transportadors concentratius d’'un teixit son generalment majors
gue els de les linies cel.lulars que se’n deriven, en concordanca amb els estudis comentats
anteriorment (Dragan et al., 2000; Fernandez-Veledo et al., 2004). La segona hipotesi és
gue l'expressi6 de CNT2 en limfocits T, components majoritaris de les cél.lules
mononucleades, sigui molt major que la dels limfocits B. Per comprovar aquesta hipotesi, i
alhora analitzar el patr6 d'expressié génica dels 5 transportadors de nucleosids, es van
estudiar 6 linies cel.lulars derivades de limfocits T, incloent-hi la linia ja mostrada Jurkat
(Figura 2). Els experiments amb limfocits T que es detallen a continuacié s’han fet en
col.laboraci6 amb el Dr. Javier Martinez-Picado de la Fundaci6 IrsiCaixa de I'Hospital
Germans Trias i Pujol.
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Figura 2. Patr6 d’expressio dels transportadors de nucledsids en linies cel.lulars derivades de
limfocits T. Els valors de Cr obtinguts per a cada transportador han estat normalitzats respecte al control
endogen (B-glucuronidasa). Els nivells d’expressié de TARNm es donen com unitats arbitraries, utilitzant
la linia MT2 com a control de referéncia, excepte en el cas de hCNT1 on el control ha estat la linia Molt-4.
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L'analisi dels resultats obtinguts mostra que, analogament als limfocits B, totes les
linies cel.lulars expressen hENT1, hENT2 i hCNT2. Sorprenentment, les linies Molt-4 i
A301F7 expressen també hCNT1. Addicionalment, tot i que no es mostra en la figura,
I'expressié de hCNT3 només es detecta en la linia MT4 i aquesta es troba en uns nivells
molt baixos, gairebé en el limit de deteccié de la técnica. Per altra banda, i a diferencia
dels limfocits B, existeix una major variabilitat entre les diferents linies estudiades,
principalment en el cas de hCNT2. Totes les linies expressen el transportador concentratiu
purino-preferent, fins i tot MT2 que degut a I'escala de la grafica sembla que no I'expressi,
si bé la linia Molt-4 presenta uns nivells molt més elevats que les demés, amb valors
similars a les cel.lules mononucleades. Resultats obtinguts dins el marc de la tesi doctoral
d'en Sergi Purcet han determinat que aquesta linia cel.lular presenta uns nivells elevats
d’activitat concentrativa en els primers passatges del cultiu que es van perdent amb el
temps. No podem descartar, doncs, que I'’ARN s’hagi extret en aquestes condicions, el que
explicaria els elevats nivells d'expressié que es detecten. D’altra banda, si no tenim en
compte la linia Molt-4, el promig dels valors d’ARNm de hCNT2 de les linies de limfocits B
és similar als dels limfocits T (17.9 + 51 20.7 + 10, respectivament), el que evidencia que
els nivells d'expressié de hCNT2 de les cél.lules mononucleades és molt major que el de
les linies cel.lulars. De manera equivalent, els valors d'hENT1 i d'hENT2 tampoc presenten
diferéncies estadistiques.

En resum, les dades obtingudes fins el moment indiquen que les linies cel.lulars
derivades de limfocits B i T expressen els transportadors equilibratius hENT1 i hENT2 i el
concentratiu hCNT2. El fet que en cap de les linies analitzades es perdi I'expressio de la
isoforma purino-preferent hCNT2 podria indicar que aquesta és d’especial importancia per
aquest tipus cel.lular. En canvi, la majoria de linies cel.lulars perden I'expressié de l'altre
transportador concentratiu, hCNT3.

Donat que el percentatge de limfocits T dins d'una poblacié de cél.lules
mononucleades és major que el de limfocits B, en aquest cas ens vam proposar analitzar
els nivells d’expressio dels transportadors de nucledsids en aquest tipus cel.lular. En base
a aquest objectiu es van aillar cél.lules mononucleades de quatre donants sans i d’'una
fraccié d'aquestes es van separar els limfocits T CD4. Aixi doncs, l'analisi del patré
d'expressié genica dels diferents sistemes de transport es va realitzar en els dos tipus de
poblacions, cél.lules mononucleades i limfocits T CD4 (Figura 3).
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Figura 3. Patré d’expressid dels transportadors de nucledsids en cél.lules monucleades i limfocits
T CD4 de quatre donants sans. De cada donant (D1-4) s’han analitzat mitjancant PCR a temps real els
nivells d’expressié dels cinc transportadors tant de les cel.lules mononucleades (PBMC; peripherial blood
mononuclear cells) com dels limfocits T CD4 (CD4). Els nivells d’expressié de 'ARNm normalitzats
respecte el control endogen (B-glucuronidasa) es donen com unitats arbitraries.

De manera equivalent a les cél.lules mononucleades analitzades préviament,
s’observa I'expressio dels transportadors equilibratius i dels concentratius hCNT2 i hCNT3,
pero no de hCNTL1. Alhora, els resultats obtinguts en permeten extreure diferents
conclusions. D’'una banda i en concordanca amb els resultats obtinguts en I'analisi de les
linies cel.lulars, hCNT2 és el transportador que més variabilitat presenta en els nivells
d’'expressié. La resta de transportadors no mostren variacié entre els quatre donants
estudiats si s'analitza la poblacié de cél.lules mononucleades. Per contra, els limfocits T
CD4 presenten també una elevada variabilitat en la quantitat d’ARNm del transportador
equilibratiu hENT1 i del concentratiu hCNT3. Diversos estudis han demostrat una
variabilitat en els nivells d'expressi6 dels transportadors de nucledsids, tanmateix,
aquestes analisis s’han realitzat generalment en cel.lules tumorals, en les que el grau de
diferenciacié pot determinar el patr6é d’expressid, pero aquest no s’havia descrit en cél.lules
normals (Mackey et al., 2002; Farre et al., 2004). Aixi doncs, malgrat el nombre de mostres
analitzades és baix, els resultats obtinguts evidencien que existeix una elevada variabilitat
en els nivells d’expressié dels transportadors de nucleosids en cél.lules d’individus sans.

D’altra banda si es comparen els nivells d’ARNm de les cél.lules mononucleades i
dels limfocits T CD4 de cada donant observem que en tots els casos les cél.lules T
presenten una major expressio d’hENT2 i de hCNT2 i nivells menors d’hENT1 que les
cel.lules mononucleades totals. Aquest fet reafirma que els nivells d'expressié dels
diferents transportadors en els tipus cel.lulars que constitueixen la poblacié de cél.lules
mononucleades no son equivalents. Aixi, per exemple, algun d’aquests tipus cel.lulars
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tindra menor expressio de hCNT2 que els limfocits T CD4. Alhora, la baixa expressié
d’'hENTL1 i alta de hCNT2 concorda amb el fet que la poblacié de cél.lules T CD4 esta
formada per cél.lules altament diferenciades. Aquesta observacié déna suport a la idea,
que ja s’ha comentat anteriorment, de qué les cel.lules diferenciades tenen major
expressi6 de transportadors concentratius.

Com a resum d’aquests darrers resultats, en la figura 4 es mostren les mitjanes
dels nivells d’expressid per a cada transportador de les cel.lules mononucleades i dels
limfocits T dels 4 donants. S’observa que només sén estadisticament significatives les
diferencies en els nivells hENT1 i d’hENT2. Aix0 és degut a que hCNT2 és el que major
variabilitat presenta, tal i com es pot veure per les barres d’'error. Tot i aix0, analitzant cada
donant per separat la major expressio de hCNT2 dels limfocits T respecte a les cél.lules
mononucleades corresponent és evident.
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Figura 4. Mitjana dels nivells d'expressié dels transportadors de nucleosids en cél.lules
monucleades i limfocits T CD4 de 4 donants sans. Els resultats sén la mitjana + SE dels valors
mostrats en la figura 3. La seva significativitat estadistica esta valorada pel métode de la t de Student,
essent * p<0.05; ** p<0.01 i *** p<0.001.

A continuacié vam decidir utilitzar aquest mateix model amb I'objectiu d’analitzar si
la proliferacio afectava els nivells d’expressio dels transportadors de nucleodsids. En aquest
sentit, tant les cél.lules mononucleades com els limfocits T CD4 es van incubar durant tres
dies amb fitohematoglutinina (PHA). Analogament als experiments anteriors, es van
analitzar els nivells d'expressié dels cinc transportadors de nucledsids mitjancant PCR a
temps real. Els canvis produits es van comparar respecte a les cél.lules control, que havien
estat tres dies en cultiu sense estimulacié (Figura 5).
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Figura 5. Efecte de la proliferacio sobre I'expressi6 dels transportadors de nucledsids en cél.lules
monucleades i limfocits T CD4. Les cél.lules es van incubar durant tres dies en presencia de PHA
(3 pg/ml). Posteriorment, es va analitzar per PCR a temps real els nivells d'expressié dels cinc
transportadors de nucleosids. Els resultats es mostren com unitats arbitraries, en les que el valor 1 s’ha
donat al control (cél.lules sense PHA). Els resultats sén la mitjana + SE de dos donants independents.

Analitzant Unicament l'efecte de la proliferaci6 en les cellules T CD4 podem
observar que aquesta produeix un clara induccié de I'expressié d’'hENT1, acompanyada
d’'una disminucio en els nivells de la resta de transportadors de nucleosids, principalment
de hCNT?2. Les cél.lules mononucleades per la seva banda presenten un patré similar en el
cas d’hENT1 i hCNT2. Tot i aix0, en aquest cas els resultats sén el sumatori de I'efecte de
la PHA en els diferents tipus cel.lulars que formen la poblacié de cél.lules mononucleades
pel que sén de dificil interpretacio.

En concordanca amb els resultats obtinguts, Smith i col.laboradors el 1989 ja van
descriure que el tractament de cél.lules mononucleades amb PHA produia un increment de
30 cops dels llocs d'unid de NBTI, el que implica un major nombre de transportadors
hENTL1 en la membrana. Similarment, la induccié d'un cultiu primari de macrofags de ratoli
amb MCSF incrementa tant TARNm com I'activitat ’'hENT1. Per contra, en aquest model
I'expressié d’'hENT2 i dels transportadors concentratius no es veu afectada (Soler et al.,
2001a). En la mateixa linia, cél.lules altament proliferatives, com els hepatocits fetals de
rata, tenen una major activat ’'hENT1 que els hepatocits adults (del Santo et al., 2001).
Tanmateix, aquest tipus de regulacié sembla dependent de I'estimul i del tipus cel.lular, ja
gue les cél.lules derivades d’hepatoma de rata FAO augmenten els nivells d’ARNm de
CNT2 guan so6n induides a proliferar mentre que els nivells ’'hENT1 no varien (del Santo
et al., 1998).
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En darrer terme vam voler analitzar I'efecte oposat, la diferenciacié. Degut a que
les cél.lules CD4 ja s6n altament diferenciades es va escollir un altre model, la linia
cel.lular derivada d'un limfoma histiocitic difés U937. Aquestes cél.lules es poden
diferenciar a monocit mitjancant un tractament de 24 hores amb I'éster de forbol PMA. Els
canvis en els nivells d’expressio6 dels transportadors de nucledsids com a consequiencia de
la diferenciacié es representen en la figura 6.
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Figura 6. Efecte de la diferenciacié sobre I'expressio dels transportadors de nucledsids en linia
cel.lular U937. Les cél.lules es van incubar durant 24 hores en preséncia de PMA 25 nM i a continuacio
es va analitzar per PCR a temps real els nivells d'expressid dels cinc transportadors de nucléosids. Els
nivells d’expressié de TARNm, normalitzats respecte el control endogen (B-glucuronidasa), es donen com
unitats arbitraries, on el valor d'1 correspon al control (cél.lules sense PMA).

La diferenciacié de les cél.lules U937 produeix un efecte practicament oposat al de
la proliferacid dels limfocits T CD4. S'observa una induccié dels transportadors
concentratius, en aquest cas els tres ja que la linia cel.lular expressa també hCNTL, i una
clara disminucié de I'expressié d’'hENT1, de més de 13 cops. Alhora, hi ha també una
lleugera disminuci6 d’hENT2. Les dades obtingudes concorden amb les descrites
préviament en la linia cel.lular HL-60, que presenta un origen similar a la linia U937, on la
diferenciacié amb PMA produia un augment de I'activitat concentrativa i una disminucié de
I'equilibrativa (Lee et al., 1991; 1994). En aquells experiments, pero, I'efecte s’havia descrit
a nivell cinétic i no s’havien definit exactament les isoformes implicades. L'Unica isoforma
caracteritzada havia estat hCNT3, ja que les cel.lules HL-60 activades amb PMA es van
utilitzar posteriorment com a model per a la clonacié del transportador hCNT3 (Ritzel et al.,
2001b). De fet, en el nostre model és la isoforma que més incrementa. L'augment dels
transportadors concentratius com a conseqiiéncia de la diferenciacié cel.lular s’ha descrit
en altres models com els macrofags, els limfocits B o els hepatocits (del Santo et al., 1998;
Soler et al., 1998; 2001a) .

En resum, els resultats presentats en aquest capitol demostren que les cél.lules del
sistema immunitari, en concret els limfocits B i T, expressen hENT1, hENT2, hCNT2 i
hCNT3, si bé, I'expressid del transportador hCNT3 es perd en la majoria de linies cel.lulars.
Tanmateix, els nivells d’expressio d’aguests transportadors poden variar en funcié del seu
origen i principalment en funcié del seu grau de proliferacié i diferenciacié.
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2. PAPER DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS EN LA SENSIBILITAT A
ANALEGS DE NUCLEOSIDS EN MALALTIES LIMFOPROLIFERATIVES

Els analegs de nucleosids, utilitzats ampliament en el tractament de les malalties
limfoproliferatives, s6n majoritariament internalitzats en les ceéllules a través dels
transportadors de nucleodsids, per tant els tipus de transportadors expressats o els nivells
d’expressié d’aquests podrien determinar casos de resistencia 0, en cas contrari, de major
sensibilitat. De fet, diferents autors han demostrat una correlacid entre l'analeg de
pirimidina citarabina i el transportador equilibratiu hENT1 en malalts de leucémia mieloide
aguda (AML) (Wiley et al., 1982; Galmarini et al., 2002c). Tanmateix, la majoria d’estudis
realitzats fins al moment s’han centrat en aquest tipus de leucémia i el nombre de treballs
gue analitzen I'expressid dels transportadors de nucledsids i el seu paper en la sensibilitat
d’altres tumors és reduit.

Els resultats mostrats en el capitol anterior evidencien una variabilitat en els nivells
d’'expressié de les diferents isoformes de transportadors de nucledsids entre individus.
Alhora, diversos estudis han demostrat que en les cel.lules tumorals pot existir també una
elevada variabilitat i, fins i tot, casos de deficiencies en alguna de les entitats. Aixi, en un
model d’hepatocarcinogénesi induida es perd selectivament I'expressio del transportador
rCNT1 (Dragan et al., 2000). En concordanca, en tumors ginecoldgics s'observa en alguns
casos la pérdua de hCNT1, conjuntament amb una elevada variabilitat en els nivells de
proteina, tant dels transportadors equilibratius hENT1 i hENT2 com del concentratiu
hCNT1 (Farre et al.,, 2004). En aquest sentit I'estudi de tumors de mama va permetre
detectar casos deficients en la isoforma hENT1, malgrat no es va trobar cap correlacié
amb la sensibilitat al tractament (Mackey et al., 2002). L'analisi de tumors solids
normalment es fa a través d’'estudis retrospectius, el que suposa diversos inconvenients.
D’una banda, la majoria de tumors es tracten amb terapies combinades, pel que és dificil
determinar el paper dels transportadors en la sensibilitat a analegs de nucleodsids. D’altra
banda, I'analisi dels nivells d’expressio es realitza després del tractament pel que aquests
poden haver variat. A més, cal tenir en compte la dificultat que suposa obtenir un grup
considerable de mostres amb els historials clinics corresponents. Amb les malalties
limfoproliferatives I'analisi es simplifica, ja que en el cas de leuceémies és senzill obtenir
mostres mitjangant una simple extraccié de sang i I'aillament de les cél.lules corresponents
i, addicionalment, les sensibilitats als analegs es poden mesurar ex vivo.

Per tant, tenint en compte la variabilitat en els nivells d’expressié dels
transportadors de nucleosids en les cél.lules del sistema immunitari i aprofitant I'avantatge
de treballar amb malalties limfoproliferatives ens vam plantejar com a objectiu principal
d'aquest capitol analitzar el paper dels transportadors de nucledsids en la sensibilitat a
analegs en dos malalties concretes, la leucemia limfatica cronica i el limfoma de mantell.
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2.1. LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA

L’analisi dels nivells d'expressié dels transportadors de nucleosids realitzats en el
capitol anterior fa suposar que les cél.lules de leucemia limfatica cronica (LLC) expressen
tant transportadors concentratius com equilibratius. Tanmateix, en alguns casos s’ha
demostrat que el fet que un tipus cel.lular expressi un transportador, principalment
concentratiu, no és garantia de quée en presenti activitat. Addicionalment, en el moment
d’inici d’'aquesta tesi doctoral no es coneixien els transportadors implicats en la captacio de
fludarabina, analeg de purina utilitzat en el tractament de la LLC. Per tant, el primers
objectius que ens vam plantejar van ser realitzar una caracteritzacié cinética dels
transportadors de nucleosids de les ceél.lules de LLC, aixi com determinar les isoformes
responsables del transport de fludarabina. La utilitzacioé de cél.lules de pacients per aquest
objectiu implicaria introduir una gran variabilitat, ja que es tracta de mostres
extremadament heterogenies, i alhora serien necessaries una gran quantitat de cel.lules,
gue s6n mostres molt valuoses i quantitativament limitades. Tanmateix, no existeixen bons
models de linies cel.lulars de LLC degut, en part, a que la LLC es caracteritza per una
baixa taxa de proliferacié. Per aquest motiu, vam decidir utilitzar com a model la linia
cel.lular derivada de leucemia pro-limfocitica JVM-2. Aquest tipus de leucémia és una
variant de la LLC en la que hi ha un major nombre de pro-limfocits.

Amb la finalitat de trobar el temps adequat de transport en el qual realitzar els
estudis cinétics i d’'inhibici6 es van dur a terme experiments de transport en funcié del
temps en la linia cel.lular JVM-2 (Figura 7). El substrat escollit va ser uridina ja que és
reconegut per tots els transportadors de nucleosids i, a més, és pobrament metabolitzat.
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Figura 7. Transport d’uridina en funcié del temps en les cél.lules JVM-2. Les ceél.lules es van incubar
amb uridina 1 uM amb medi en preséncia (®) o abséncia (A) de sodi. El transport sodi-dependent (O) es
va calcular com la diferéncia de transport en els dos medis. Els resultats sén la mitjana + SE de tres
experiments independents mesurats per triplicat.

L'experiment evidencia la preséncia d’'una component significativa de transport
dependent de sodi que és lineal fins als 10 minuts. Amb l'objectiu de determinar les
isoformes implicades en aquesta component concentrativa vam analitzar la captacio
d’'altres nucledsids naturals, aprofitant la diferent especificitat de substrat dels
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transportadors de la familia SLC28. Aixi, el transportador preferent per pirimidines CNT1
transporta citidina i no guanosina, mentre CNT2, que és preferent per purines, té una
selectivitat oposada. Finalment, CNT3 presenta una amplia especificitat de substrat,
transportant tant purines com pirimidines. La preséncia de CNT3 es pot determinar
mitjancant inhibicions creuades ja que, com que els dos nucledsids s6n substrat del
transportador, la citidina ha de poder inhibir el transport de guanosina mitjancat per CNT3 i
viceversa. Els resultats obtinguts en els transports es mostren en la figura 8.
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Figura 8. Caracteritzacié del transport de nucleosids en les cél.lules JVM-2. Les cél.lules es van
incubar amb guanosina (A-B) o citidina (C-D) a una concentracié 1 uM en condicions de velocitat inicial
(2 minuts). La component concentrativa (CNTSs) es va determinar com la diferéncia entre el transport en
medi amb sodi i medi sense sodi. La contribucié de 'activitat equilibrativa es va mesurar utilitzant 1 uM de
NBTI per discriminar entre la component sensible a NBTI (ENT1) i la component insensible (ENT2).
L'analisi dels sistemes concentratius implicats es va realitzar mitjancant inhibicions creuades del transport.
La captaci6 sodi-dependent de guanosina 1 uM es va inhibir mitjangant citidina 100 uM (B) i la de citidina
1 pM amb guanosina 100 pM (D). Els resultats son la mitjana = SE de tres a sis experiments
independents mesurats per triplicat.

A ligual que succeeix amb el transport d'uridina, obtenim una component sodi-
dependent d’ambdds substrats, guanosina i citidina. Degut que, tal com s'indica en el
capitol 1, les cél.lules JVM-2 no expressen hCNT1, el transport de citidina dependent de
sodi Unicament pot ser mitjancat per hCNT3, el que es confirma pel fet que la guanosina
inhibeix totalment la seva captaci6é. D'altra banda, la citidina inhibeix parcialment el
transport concentratiu de guanosina. En conseqiiéncia, existeix una coexpressié funcional
de les isoformes hCNT2 i hCNT3, en concordanga, amb els resultats de PCR a temps real
mostrats anteriorment (Figura 1). Finalment, la caracteritzacio del transport independent de
sodi indica que aquest és mitjancat pels dos transportadors equilibratius, hENT1 i hENT2.
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Un cop caracteritzats els transportadors responsables de la captacié de nucleosids
en les cellules JVM-2, el segient objectiu va ser determinar quin o quins d’aquests
transportadors estaven implicats en la internalitzacié de la fludarabina a l'interior de les
cél.lules. Similarment al transport amb uridina, es va realitzar un experiment de captacio
de fludarabina en funcié del temps per tal de determinar les condicions de velocitat inicial
(Figura 9A). Sorprenentment, les cel.lules mostren una major capacitat d’acumular
fludarabina que els nucleodsids naturals. De fet, el procés de transport és extremadament
rapid i les condicions de velocitat inicial es perden abans del primer minut d’'incubacio. Per
aquest motiu es va utilitzar un temps d’incubacié realment curt (5 segons) per a fer els
estudis d'inhibicié (Figura 9B). La rapida pérdua de la linealitat del transport de fludarabina
podria ser deguda, en part, al metabolisme intracel.lular, ja que la fludarabina no és un bon
substrat de I'enzim responsable de la seva fosforilacid, la desoxicitidina quinasa. De fet,
mentre la Ky per la dCK de la majoria d’analegs es troba entre 5 i 25 uM, la de la
fludarabina és de 213 uM (Tseng et al., 1982).
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Figura 9. Transport de fludarabina en les cél.lules JVM-2. (A) Les cél.lules es van incubar diferents
temps amb fludarabina 1 uM amb medi en preséncia (M) o absencia (A) de sodi. El transport sodi-
dependent (Q) es va calcular com la diferéncia de transport en els dos medis. (B) Les cél.lules es van
incubar amb fludarabina 1 uM durant 5 segons. El transport dependent de sodi (CNTSs) es va calcular com
la diferéncia entre el transport amb medi amb i sense sodi, mentre que les components equilibratives
(ENT1 i ENT2) es van discriminar mitjangant NBTI 1uM. Els resultats s6n la mitjana + SE de tres
experiments independents mesurats per triplicat.

El transport de fludarabina és mitjancat majoritariament pels transportadors
equilibratius, en concret per hENT1, malgrat que també existeix una component
concentrativa que suposa aproximadament el 25% de la captacié total. En aquest cas no
s’ha utilitzat I'estratégia d’'inhibicions creuades per a determinar les isoformes implicades
en el transport concentratiu de fludarabina, ja que eren dificils de dur a terme en temps tant
curts d'incubacié. Tanmateix, paral.lelament a la realitzacié d’aquests experiments, Lang i
col.laboradors (2001) van determinar que, malgrat tractar-se d’'un analeg de purina, la
fludarabina no era substrat de hCNT2. Per contra, en el treball del clonatge de hCNT3 els
autors demostren que aquest és capa¢ de transportar gran varietat d'analegs de
nucleosids utilitzats en quimioterapia, entre ells la fludarabina (Ritzel et al., 2001b). Aixi
doncs, totes les evidéncies semblen indicar que, en el cas de la linia JVM-2, hCNT3 seria
el transportador concentratiu responsable de la captacio de fludarabina.
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Un cop finalitzada la caracteritzacié cinética de la linia cel.lular JVM-2, es va
procedir a analitzar els transportadors presents en les cel.lules de pacients de leucemia
limfatica cronica amb I'objectiu de determinar si aquests podien jugar algun paper en la
sensibilitat a fludarabina. Per a I'estudi es van escollir 22 pacients de LLC que no havien
estat previament tractats amb fludarabina. En primer lloc, es va analitzar mitjangcant PCR a
temps real I'expressio dels cinc transportadors de nucleosids en les cél.lules dels 22
pacients de LLC. En tots els gens amplificats I'expressié de la linia cel.lular JVM-2 es va
utilitzar com a calibrador per a normalitzar els valors obtinguts (Figura 10).
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Figura 10. Nivells d’expressi6 dels transportadors de nucleosids en les cel.lules de LLC. Els valors
de Cr obtinguts per a cada transportador han estat normalitzats respecte al control endogen
(B-glucuronidasa). Els nivells d’expressié de 'ARNm es donen com unitats arbitraries, utilitzant la mitjana
dels valors de la linia JVM-2 (J) com a control de referéncia.

Analogament als resultats mostrats anteriorment per a les cél.lules del sistema
immunitari, les cél.lules de LLC expressen hENT1, hENT2, hCNT2 i hCNT3 pero en cap
cas es detecta expressié de hCNT1, tot i que el nombre de cicles d’amplificacié es va pujar
fins a 50. Els resultats mostren a més una heterogeneitat significativa en els nivells
d’expressié entre pacients, essent hCNT3 el que major variabilitat presenta i hENT2 el de
menor. Alhora, i en concordanca amb les dades obtingudes en les linies cel.lulars de
limfocits B, observem que en alguns casos es perd I'expressié del transportador hCNT3,
mentre en totes les cél.lules es detecta ’ARNmM de la isoforma hCNT2. Cal remarcar també,
gue en comparacio amb la linia cel.lular JVM-2, totes les cél.lules de LLC analitzades
tenen uns nivells menors d’hENT1 i majors d’'hENT2. Amb l'objectiu de determinar si hi
havia algun tipus de relacié entre els nivells d’ARNm dels diferents gens, es van realitzar
analisis de correlacions i, fins i tot, de clusters pero els resultats van ser negatius.

A continuacid, i aprofitant I'avantatge de treballar amb malalties limfoproliferatives,
ens vam proposar realitzar mesures directes de captacié de nucleosids en les cél.lules de
pacients de LLC. L’elevada heterogeneitat entre pacients faria necessaria una
caracteritzaci6 de les condicions de velocitat inicial de cadascun. Tanmateix, les cél.lules
de LLC s6n molt petites, fet que complica les mesures de transport mitjancant el metode
de centrifugacié ja que cal un nombre elevat de cél.lules. Degut a que la quantitat de
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cel.lules de qué es disposa és limitat, vam decidir realitzar les mesures de transport a 10
segons, que era els temps que millors resultats havia donat en les proves previes. Els
estudis s’han realitzat tant amb cél.lules fresques com amb criopreservades, per tant, un
cop es van posar a punt les condicions de transport en aquest tipus cel.lular vam
comprovar que no hi havia diferéncies en funcié de I'origen de les cél.lules.

Aixi doncs, un cop posat a punt el métode es va procedir a realitzar mesures de
captaciéo de 10 segons d'un nucleosid natural i de fludarabina en les cél.lules dels 22
pacients de LLC. El nucledsid natural escollit pels transports va ser la guanosina ja que és
substrat de hCNT2 i de hCNT3, transportadors concentratius que s’expressen en les
cel.lules de LLC (Figura 11).
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Figura 11. Transport de guanosinai fludarabina en les cél.lules de pacients de LLC. Les cél.lules es
van incubar durant 10 segons amb guanosina (A) o fludarabina (B) 1 uM en medi en preséncia o
abséncia de sodi. (A) El transport sodi dependent es va calcular com la diferéncia de transport en els dos
medis, mentre que la component equilibrativa correspon al transport amb medi sense sodi. (B) En cap
cas es va detectar un transport concentratiu de fludarabina, pel que es representa GUnicament el transport
independent de sodi. Els resultats s6n la mitjana + SE de dos experiments mesurats per triplicat.

Els resultats del transport de guanosina mostren que, malgrat totes les cél.lules
expressen transportadors concentratius, només 12 dels pacients analitzats presenten
activitat dependent de sodi i d’aquests Unicament 5 tenen uns nivells d’activitat elevats. Per
contra, quan s’analitza la captacié de fludarabina, cap dels pacients analitzats mostra un
transport dependent de sodi, ni tant sols ens aquelles cel.lules que presenten una activitat
concentrativa de guanosina, tot i que no es pot descartar que existeixi una acumulacio
dependent de sodi de fludarabina a temps més llargs. A més, dos dels pacients analitzats
presenten una captacid de fludarabina practicament nulla. La manca de transport
concentratiu de fludarabina en aquells pacients que en tenen de guanosina es podria
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explicar analitzant la selectivitat dels substrats. De fet, la guanosina és substrat de hCNT2 i
de hCNT3 mentre que la fludarabina és Unicament reconeguda per hCNTS3, per tant, dins
aquest context sembla raonable pensar que l'activitat concentrativa que s'observa és
deguda al transportador hCNT2. Aquesta hipotesi ve recolzada per un treball recent de
Mackey i col.laboradors (2005) on analitzen, mitjangcant anticossos monoclonals, la
localitzacié de hCNT3 en cél.lules de LLC i troben un marcatge clarament citoplasmatic.
Alhora, els autors també realitzen mesures de captacioé d'uridina i no detecten transport
dependent de sodi, tot i que Unicament analitzen tres mostres.

Finalment, amb l'objectiu de correlacionar les dades obtingudes d'expressid i
d’activitat dels transportadors de nucledsids amb la sensibilitat a fludarabina, vam tractar
les cél.lules de LLC amb diferents dosis de fludarabina i vam mesurar la seva viabilitat a
les 48 hores (Figura 12).
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Figura 12. Citotoxicitat de fludarabina en les cél.lules de pacients de LLC. Les cél.lules es van
incubar durant 48 hores amb diferents dosis de fludarabina. La viabilitat es va mesurar mitjangcant un

assaig de MTT i es presenta com a percentatge, comparant les cél.lules tractades amb el cultiu que no ha
estat exposat al farmac.

La grafica resultant de les citotoxicitats realitzades evidencia la variabilitat en la
resposta entre els pacients analitzats, amb pacients que presenten una elevada resistencia
i d'altres clarament sensibles. Tanmateix, el fet que hi hagi cél.lules resistents ha fet
impossible calcular les ICg de la resposta a fludarabina per a cada pacient.

Un cop mesurats els diferents parametres dels 22 pacients de LLC, es va procedir
a analitzar si existia alguna correlacié entre les dades obtingudes. Els nivells d’expressié
dels transportadors de nucleosids, obtinguts per PCR a temps real, no mostren cap
correlacio significativa amb la sensibilitat a fludarabina. De fet, tampoc guarden cap relacié
ni amb el transport de guanosina ni amb el de fludarabina. No obstant, si que existeix una
correlacio significativa entre el transport de fludarabina i la sensibilitat a fludarabina a les

tres concentracions mesurades 3 UM, 7.5 pM i 15 uM (1, 2.5 i 5 pg/ml, respectivament)
(Figura 13).
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Figura 13. Correlacié entre la captacié de fludarabina i la sensibilitat ex vivo a fludarabina 3 uM (A),
7.5 uM (B) i 15 uM (C). En les grafiques es mostren els coeficients de correlacié i els valors de p.

Aquestes dades suggereixen una relacio entre el transport de fludarabina via els
transportadors equilibratius i la sensibilitat ex vivo a la fludarabina. EI més sorprenent
d'aquest resultat és que mesures d’acumulacié del farmac realitzades amb 10 segons
d’'incubacié es correlacionen clarament amb els resultats de citotoxicitat en qué les
cél.lules s6n incubades durant 48 hores amb el farmac. Per tant, assumint que en temps
llargs d’incubacié poden existir fendmens de difusié passiva no facilitada, en aquest cas es
demostra que els processos mitjancats per transportadors determinen la resposta al
farmac. Aix0 podria ser degut, en part, a un direccionament metabolic dels substrats a
dianes intracel.lulars especifiques del farmac, una situaci6 que no s’'aconseguiria
mitjancant la difusié passiva a través de la membrana plasmatica.

Aquests resultats suggereixen que l'activitat biologica del transportador pot predir
millor la resposta a fludarabina en pacients de LLC que I'analisi quantitatiu dels ARNm dels
transportadors de nucleodsids. Tanmateix, aquesta no és una regla general ja que en altres
tipus de cancer com la LMA s’ha descrit una correlacio entre els nivells dARNm d’hENTL1 i
la sensibilitat a citarabina (Galmarini et al., 2002c). No obstant, la complexitat dels
experiments de transport fa que no puguin utilitzar-se com a eina per a predir resposta, ja
gue requereixen la utilitzacié de substrats radioactius i d’'un gran nombre de cél.lules. Per
tant, el parametre més proper a les taxes de transport és la determinacié de les quantitats
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de proteina del transportador. En el nostre laboratori s’han generat anticossos policlonals
dirigits contra peéptids sintétics d’'hENT1 i d’'hENT2 que han estat caracteritzats dins del
marc de la tesi doctoral d’Elena Guillén (Farre et al., 2004). Per tant, els seglients objectius
plantejats van ser en primer lloc analitzar si els nivells de proteina estaven associats amb
la captacid del substrat i amb la citotoxicitat i en segon lloc determinar quina de les dues
isoformes, en cas d’'un resultat positiu, podia predir la resposta al tractament.

El primer pas va ser comprovar que els anticossos contra hENT1 i hENT2 ens
permetien realitzar un estudi quantitatiu dels nivells d'expressié de les proteines
corresponents. En aquest sentit, vam realitzar assajos de western blot utilitzant diferents
quantitats de proteina. Els resultats obtinguts van demostrar que les senyals
densitomeétriques corresponents eren lineals fins a 70 pug de proteina (Figura 14).
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Figura 14. Linealitat dels nivells d’expressié de proteina d’hENT1 i d’hENT2. (A) Western blots
d’hENT1 i dhENT2 en els que es van carregar quantitats creixents d'extractes proteics de les linies
cel.lulars Granta i U937, respectivament. (B) Representacio del senyal densitomeétric obtingut respecte la
guantitat de proteina carregada. En la figura es mostren els coeficients de regressio.

En analitzar I'expressié dels nivells de proteina d’'hENT1 en les mostres de LLC
vam observar que, a diferéncia de les linies cel.lulars, aquest es detectava amb dificultat,
possiblement degut als baixos nivells d’expressiod, el que va fer necessari la utilitzacié d’'un
protocol d’extraccié de proteina de membrana per a realitzar els assajos de western blot
amb I'anticos d’'hENT1. Un cop posada a punt la técnica per a les mostres de LLC, vam
analitzar I'expressié d’'hENT1 i hENT2 en els extractes proteics dels 22 pacients de LLC.
Alhora, les mateixes membranes es van tornar a incubar a I'anticos anti-a-tubulina per tal
de corregir les diferéncies en la carrega (Figura 15).
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Figura 15. Westerns blots d’hENT1 i d’hENT2. Western blots representatius d’hENT1 i d’hENT2 i els
seus corresponents controls de tubulina de cinc mostres independents de LLC. Els anticossos d’hENTL1 i
d’hENT2 reconeixen de manera especifica una banda de 50-55 KDa en els extractes proteics de LLC.

Un cop analitzades totes les mostres es van obtenir els senyals densitomeétrics de
les imatges obtingudes. Les analisis semi-quantitatives de I'expressié d’'hENT1 i d’'hENT2
es van realitzar calculant els ratios entre el senyal del transportador i el de la a-tubulina.
L'expressio d’'hENT1 i ’hENT2 en un pacient de LLC es va utilitzar com a calibrador i se li
va assignar el valor d’1 com a unitat arbitraria (Figura 16).
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Figura 16. Nivells d’expressiéo d’"hENT1 i d’hENT2 en les cél.lules de LLC. Les quantitats de proteina
es van calcular com la relaci6 entre el senyal densitométric del transportador i el de a-tubulina. Els valors
es donen com unitats arbitraries utilitzant una mostra de LLC com a referéncia.

Els resultats mostren una elevada variacié dels nivells d’expressio d’hENT2 i en
canvi una baixa variabilitat d'hENT1. De fet, la variaci6 d’'hENT2 entre les mostres
extremes és d'11 vegades, mentre que la 'hENT1 és de 3. Aquests resultats s6n oposats
als obtinguts per 'ARNm (Figura 10), en els que els nivells d'expressi6 d’hENT1 entre
pacients eren molt majors que els d’'hENT2.
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L’intent de trobar alguna relacié entre els nivells d’expressié de proteina d'hENTL i
els parametres determinats anteriorment va donar resultats negatius. De fet, ni tan sols
existeix una correlacié entre els nivells d’ARNm i els de proteina. En contrast, malgrat els
nivells de proteina d’hRENT2 no correlacionen amb els d’ARNm, si que ho fan amb l'activitat
de transport tant del nucledsid natural guanosina com de l'analeg fludarabina.
Addicionalment, aquesta relacié entre proteina i funcié s’estén també a la citotoxicitat, tal i
com es mostra en la figura 17. Aixi, la sensibilitat ex vivo a la fludarabina, a

concentracions 3, 7.5 i 15 uM, correlaciona directament amb la quantitat de proteina
d’hENT2.
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Figura 17. Correlacio entre la proteina hENT2 i I’ARNm, I'activitat de transport de nucleosids i la
sensibilitat a fludarabina. Els nivells d’expressié de la proteina hENT2 en les cél.lules de LLC es
representen respecte (A) els nivells d’ARNm d’hENT2, (B) el transport de guanosina (10 s, 1 uM), (C) la
captacié de fludarabina (10 s, 1 puM) i (D) la sensibilitat ex vivo a la fludarabina, expressada com a
percentatge de cel.lules no viables després d'un tractament de 48 hores amb fludarabina 7.5 pM.
Addicionalment, s'indiquen els coeficients de correlacié i els valors de p.

Aixi doncs, malgrat diferents estudis han demostrat una correlacié clinica entre els
nivells, tant de proteina com d’ARNm, d’hENT1 i la sensibilitat a analegs de nucledsids, en
la LLC és l'expressid de la proteina hENT2 la que podria jugar un paper predictiu en la
sensibilitat a fludarabina. Addicionalment, la proteina també correlaciona amb I'activitat de
transport de nucleosids, tant de guanosina com de fludarabina. El fet que aquests
nucleodsids siguin substrat dels dos transportadors equilibratius i, d’altra banda, la dificultat
que hem trobat a I'nora de detectar la proteina hENTL1 per western blot fan suposar que els
nivells d'hENT1 en les cél.lules de LLC sén forca baixos, el que concorda amb els resultats
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obtinguts per PCR a temps real, on les cél.lules de LLC tenen uns nivells d'expressio
d’hENT1 molt menors que els de la linia cellular JVM-2. En aquest sentit, Wiley i
col.laboradors (1989) van mesurar els llocs d’'uni6 de NBTI en cél.lules de pacients de
diferents tipus de leucémies i limfomes. Els resultats van indicar que les cel.lules de LLC
eren les que presentaven uns nivells menors d’'hENT1 en la membrana plasmatica.
Recentment, s’ha realitzat un estudi similar utilitzant un anticos monoclonal contra hENT1.
En aquest cas, malgrat els autors analitzen 10 casos de LLC/LLP, no en troben cap
hENT1-positiu, si bé el cutoff arbitrari escollit va ser del 50% (Chow et al., 2005).

Els resultats obtinguts mostren una manca de correlacié entre els nivells
d’'expressié de 'ARNm i els de proteina dels transportadors equilibratius. Analogament, la
utilitzacioé d’anticossos policlonals contra les isoformes de rata de CNT1 i CNT2 tampoc va
donar cap tipus de correlacié en fetge de rata (Felipe et al., 1998). D’altra banda, la
comparacié entre la linia limfoid H9 parental i una resistent a citarabina va permetre
determinar que, malgrat la linia resistent presentava uns nivells molt inferiors de la proteina
hENT1, la quantitat d’ARNm era similar (Sarkar et al., 2005). Per contra, el tractament de
cel.lules endotelials amb glucosa produeix una disminucié de 'TARNm d’'hENT2 que no es
tradueix en una reducci6 de la proteina (Aguayo et al., 2005). Aquestes dades indicarien
gue en alguns casos poden haver-hi diferéncies en la estabilitat de 'ARNm o en la
traduccié que es traduirien en una manca de correlacié entre la quantitat d’ARNm i de
proteina.

Tot i que el paper I’hENT2 en la sensibilitat a la fludarabina en la LLC podria ser
degut a la baixa expressio del transportador hENT1 en aquestes cél.lules, una altra
possibilitat que caldria considerar és la diferent afinitat de la fludarabina pels
transportadors equilibratius. En la linia cel.lular JVM-2, el transport de fludarabina era
majoritariament mitjancat per hENT1, no obstant, malgrat les cél.lules expressen els dos
transportadors equilibratius el transport independent de sodi en aquesta linia cel.lular és
degut principalment a I'activitat d’hENT1. Per aquest motiu, ens vam proposar utilitzar una
altra linia que presentés activitat dels dos transportadors equilibratius per analitzar,
mitjancant estudis d’inhibicions, [lafinitat de la fludarabina per hENT1 i hENT2.
Sorprenentment, la majoria de les linies cel.lulars d'origen limfoid testades tenien una
baixa activitat d’'hENTZ2, pel que finalment vam decidir utilitzar la linia derivada de tumor de
mama MCF7, la caracteritzacié cinetica de la qual es detalla en el capitol 3 d’aquesta
memoria. Aixi doncs, la interaccié de la fludarabina amb els transportadors equilibratius es
va determinar mesurant la inhibicié del transport d'uridina 1 UM mitjangant concentracions
creixents de fludarabina, en preséncia o abséncia de NBTI. Les corbes d'inhibicié
obtingudes es mostren en la figura 18.
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Figura 18. Inhibicié dels transportadors hENT1 i hENT2 amb fludarabina. Les cél.lules MCF7 es van
incubar en medi sense sodi durant 1 minut amb uridina 1 uM, amb o sense NBTI 1 pM, en preséncia de
concentracions creixents de fludarabina. La component mitjancada per hENT1 (M) es va determinar com
la diferencia entre el transport amb i sense NBTI, mentre que hENT2 (V) correspon al transport d'uridina
en presencia de NBTI al que se li ha restat la captacié corresponent a la difusio i les unions inespecifiques.
Els resultats es mostren com a percentatge respecte a les cél.lules que no s’han incubat amb fludarabina i
corresponen a la mitjana + SE de tres experiments independents mesurats per quadruplicat.

Els valors d'ICgy obtinguts (241+44 puM per hENT1 i 61+7 uM per hENTZ2) ens
demostren que la fludarabina té una major afinitat pel transportador hENT2 que per hENT1,
el que corroboraria el principal paper de la proteina hENT2 en la sensibilitat a fludarabina.
Es tracta d’'una situacié poc freqlient ja que malgrat tots dos transportadors equilibratius
presenten una amplia especificitat de substrat, generalment, hENT1 té una major afinitat
pels substrats que hENT2. De fet, els derivats halogenats en la posicié 2 de I'adenosina,
2-cloroadenosina i 2-fluoroadenosina, sén dos dels pocs compostos pels que s’ha descrit
una major afinitat pel transportador hENT2 que per hENT1 (Kong et al., 2004). En
concordanca amb aquests resultats, la fludarabina (9-B-D-arabinosil-2-fluoroadenina)
presenta la mateixa modificacié que aquestes molécules.

D’altra banda, tal com s’ha comentat préviament, la majoria de linies limfoids que
es van analitzar presentaven una activitat baixa del transportador hENT2. Per tant, per
comprovar si les cél.lules de LLC tenien una major activitat insensible a NBTI vam decidir
realitzar mesures de captacid de fludarabina en preséncia o absencia de NBTI, per tal de
discriminar entre les dues components independents de sodi (Figura 19).
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Figura 19. Transport de fludarabina en les cél.lules de pacients de LLC. Les cél.lules es van incubar
durant 10 segons amb fludarabina 1 UM en medi sense sodi en preséncia o abséncia de NBTI 1 uM. El
transport mitjancgat per hENT1 es va calcular com la diferéncia de transport amb i sense NBTI, mentre que
hENT2 correspon al transport amb medi sense NBTI. Els resultats corresponen als valors d’'un experiment
mesurat per sixtuplicat.

El resultats obtinguts demostren que la proporcié del transport mitjancat per hENT2
€s molt major que la obtinguda en les cél.lules JVM-2, tot i que la captacié de fludarabina
no és mitjancada Unicament pel transportador insensible a NBTI sin6 que el paper dels dos
transportadors equilibratius és similar. Aixi doncs, malgrat la baixa expressié d’'hENT1 en
les cél.lules de LLC i la major afinitat de la fludarabina pel transportador hENT2, aquesta
és transportada per les dues isoformes equilibratives. Estudis realitzats ens macrofags han
demostrat que els nucledsids captats pel transportador ENT1 s’incorporen majoritariament
a I'ADN, principalment durant la proliferacié (Soler et al., 2001a). D’altra banda, les
cél.lules de LLC es caracteritzen per una poblacié majoritaria en fase Gq del cicle cel.lular,
presentant per tant una baixa proliferacié. Finalment, la fludarabina pot actuar en cél.lules
no proliferatives mitjancant la inhibicié de la reparacié de I'ADN o incorporant-se a I’ARN.
Tenint en compte aquestes dades, sembla raonable pensar que podria haver-hi una
direccionalitat dels nucleosids en funcié del transportador implicat en la seva captacié. En
les cél.lules de LLC la fludarabina no actua inhibint la proliferacié, com la majoria de
farmacs, sind que actuaria principalment sobre 'ARN o la reparacié de 'ADN, per tant, en
aguest cas, el transportador implicat en la sensibilitat no seria hENT1, que juga un paper
important en proliferacio, sind hENT2.

2.1. LIMFOMA DE CEL.LULES DE MANTELL

El limfoma de cél.lules de mantell (LCM) és una malaltia limfoproliferativa que, a
diferencia de la LLC, es caracteritza per una elevada proliferacio, conseqiiéncia d’'una
sobre-expressio de la ciclina D1. A més, estudis recents de Ferrer i col.laboradors han
demostrat que sén necessaries dosis molt més altes de fludarabina que les que s'utilitzen
en el tractament de la LLC per aconseguir un efecte citotoxic minim (Ferrer et al., 2004).
Aquestes diferéncies amb la LLC ens van portar a analitzar els nivells d’expressio dels
transportadors equilibratius en cél.lules de LCM. Aquests estudis, de manera similar als
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realitzats en la LLC, s’han realitzat en col.laboracié amb la Dra. Dolors Colomer del Servei
d’Hematopatologia de I'Hospital Clinic.

En tractar-se d’'un limfoma, la majoria de cél.lules tumorals es troben en els noduls
limfatics, per tant, no és tan senzill obtenir mostres tumorals, de fet, se les considera un bé
molt preuat. Tanmateix, i a diferéncia de la LLC, existeixen varies linies cel.lulars que es
poden utilitzar com a model del LCM. Les linies cel.lulars utilitzades per a I'estudi, Jeko-1,
REC-1, Granta-519 i NCEB-1, es caracteritzen per presentar la translocacié
t(11;14)(913;q32) caracteristica del LCM. Addicionalment, Jeko-1 té mutacions en el gen
p53, Granta-519 té alteracions en 11q que afecten 'ATM i NCEB-1 presenta els dos tipus
d’alteracions. En l'analisi es va incloure també la linia derivada de leucémia pro-limfocitica
JVM-2, ja que també mostra la translocaci6 t(11;14)(q13;932).

En primer lloc es va analitzar mitjancant PCR a temps real I'expressio dels dos
transportadors equilibratius en les cinc linies cel.lulars. La linia cel.lular JVM-2 es va
utilitzar com a calibrador i per tant es va assignar el valor arbitrari d'1 als seus nivells
d’'expressié (Figura 20).
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Figura 20. Nivells d’expressié dels transportadors equilibratius en les ceél.lules de LCM. Els valors
de Cr obtinguts per a cada transportador han estat normalitzats respecte al control endogen
(B-glucuronidasa). Els nivells d’expressié de 'ARNm es donen com unitats arbitraries, utilitzant la linia
JVM-2 com a control de referéncia.

Els resultats, en concordanga amb els obtinguts en la LLC, mostren una elevada
variabilitat en els nivells d’expressié d’'hENT1. De fet, la linia REC-1 té uns nivells ’ARNm
d’hENT1 12 cops majors que els de JVM-2, caracteristica que no deixa de ser sorprenent
si tenim en compte que les cél.lules JVM-2 mostren una expressido molt més elevada
d’'hENT1 que les cél.lules de LLC. D’altra banda, I'expressié d’hENT2 practicament no
varia entre les linies cel.lulars.

Seguidament, es van mesurar mitjangant western blot els nivells d’expressio de les
proteines hENT1 i hENT2. La major expressido d’'hENT1 respecte les cél.lules de LLC es
posa en evidéncia pel fet que en aquest cas no va ser necessari un protocol d’extraccié de
proteina de membrana, sind que els extractes de proteina total van ser suficients per a
detectar hENT1. De manera equivalent als experiments anteriors, I'expressié de la
a-tubulina es va utilitzar per a corregir les diferencies de carrega. Aixi doncs, els valors
d’expressié es van determinar, mitjancant analisis densitometriques, com la relacié entre el
transportador i la a-tubulina (Figura 21).
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Figura 21. Western blots i nivells d’expressié d’hENT1 i d’hENT2 en les cel.lules de LCM. (A)
Western blots d’hENT1 d’hENT2 i els seus corresponents controls de a-tubulina. (B) Nivells d’expressio
d’hENTL1 i d’hENT2. Les quantitats de proteina es van calcular com la relacié entre el senyal densitomeétric
del transportador i el de a-tubulina.

En aquest cas, malgrat la variabilitat dels nivells d’expressié de la proteina hENT1
continua essent major que la d’'hENTZ2, aquesta és molt menor que I'observada al mesurar
els nivells dARNm. De fet, els nivells de la proteina hENT1 en REC-1 s6n dos vegades
majors que els de JVM-2, mentre que la diferéncia en els nivells ’ARNm era de 12 cops.

Al representar els nivells de proteina respecte els d’ARNm dels transportadors obtenim dos
resultats totalment oposats (Figura 22).
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Figura 22. Correlacio entre la proteina i ’ARNm d’hENT1 (A) i d’hENT2 (B) en cél.lules de LCM. En
les grafiques es mostren els coeficients de correlacid i els valors de p.

Sorprenentment, la correlacié entre els nivells d’expressié de proteina i d’ARNm
d’'hENT2 és negativa. De fet, més que una correlaci6 lineal es poden distingir dos grups
gue es podrien diferenciar per una major estabilitat de I'ARNm, en aquelles linies que
presenten uns nivells baixos, o bé per una menor taxa de traduccié, en les linies amb uns
valors de missatger superiors. D'altra banda, tot i que la relacié no és estadisticament
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significativa, possiblement degut al baix nombre de punts, existeix una tendéncia a una
correlacié positiva entre els nivells de proteina i dARNm d’hENT1. En concordanca amb
aquests resultats, i a diferéncia dels obtinguts en la LLC, en una analisi de 22 pacients de
LCM realitzat dins el marc de la tesi doctoral de Silvia Marcé en el Servei
d’'Hematopatologia de I'Hospital Clinic es va observar que també existia una correlacié
positiva entre els nivells d’expressié de proteina i dARNm d’hENT1, mentre que en aquest
cas hENT2 no presentava cap tipus de correlacié. Tanmateix, cal tenir en compte que en
les cel.lules de LLC per a detectar hENTL1 es va utilitzar un protocol d’extraccié de proteina
de membrana, pel que no es pot descartar que hi hagués una correlacio entre la proteina
total i ’TARNm.

La comparacio dels valors de missatger dels pacients de LLC amb els de LCM va
permetre observar que les céllules de LCM tenien nivells significativament majors
d’hENT1 que les de LLC (0.88 + 0.78 i 0.13 + 0.10, respectivament) (p<0.001), mentre que
en el cas d’'hENT2 els resultats s’invertien (0.90 + 0.50 per LCM i 4.04 + 1.83 per LLC)
(p<0.001). Com ja s’ha comentat previament, les cel.lules de LCM es caracteritzen per una
elevada proliferacié (Campo, 2003), mentre que la LLC presenta una acumulacié de
cél.lules B en fase Gy del cicle cel.lular (Chiorazzy et al., 2005). Els resultats obtinguts
concorden amb estudis previs que suggereixen un paper d’hENT1 en la proliferacié
cel.lular (Cass et al.,, 1979; Pressacco et al., 1995b). Aquesta observacid havia estat
mostrada préviament en un cas aillat de LCM quan els nivells d’'hENT1 es van comparar
amb un grup de mostres de LLC (Reiman et al.,, 2002b). Addicionalment, I'analisi de
I'expressi6 d’hENT1 mitjangant immunohistoquimica en diferents tipus de limfoma no-
Hodgkin’s suggereix que I'expressio d'hENT1 esta lligada a proliferacio (Chow et al., 2005).

Els resultats obtinguts fins al moment posaven en evidencia diferéncies en
I'expressié dels transportadors de nucleosids equilibratius entre les cél.lules de LCM i les
de LLC, principalment amb hENTL1. De fet, la linia derivada de leucemia pro-limfocitica
JVM-2 és la que menor expressié d’'hENT1 presenta. Aquest caracteristica conjuntament
amb el fet que les cel.lules de MCL tenen una elevada taxa de proliferacio, ens van fer
pensar que possiblement altres analegs de nucledsids amb major eficacia en tumors
altament proliferatius podrien tenir major efecte citotoxic en aquesta malaltia ja que, com
s’ha comentat préviament, la seva resposta a fludarabina és molt baixa.

En base a la bibliografia consultada sobre els assajos clinics de LCM, vam optar
per la gemcitabina. Malgrat es tracta d’'un farmac que s'utilitza majoritariament en el
tractament de tumors solids, diferents estudis han demostrat la seva eficacia en malalties
limfoproliferatives. De fet, el seu mecanisme d’'acci6é produeix una major resposta citotoxica
en comparacié amb I'altre analeg de citidina, la citarabina, el que fa que sigui actiu contra
tumors solids, mentre la citarabina no ho és. Tanmateix, les similituds amb la citarabina,
gue s'utilitza ampliament en el tractament de les malalties limfoproliferatives, fan pensar
gue la gemcitabina també podria ser activa en aquests tipus de tumors. L'efecte de la
gemcitabina en la terapia de leucémies i limfomes s’ha comencat a analitzar en els darrers
anys (Nabhan et al., 2001). En els cas concret del LCM, diversos estudis han demostrat
gue la gemcitabina té un efecte citotoxic tant en terapia Unica com combinada (Dumontet
et al., 2001; Sampol et al., 2004).
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Amb l'objectiu de comprovar si la gemcitabina podia ser un bon farmac pel
tractament del LCM, vam analitzar la sensibilitat de les linies cel.lulars de LCM a aquest
analeg de citidina. Alhora, i amb finalitats comparatives, vam realitzar també els
experiments de dosi-resposta amb fludarabina. En la taula 3 s'indiquen els valors d’'ICsq
obtinguts.

ICs0 gemc. (ug/ml)  1Cs fluda. (ug/ml)

REC-1 0.02 12.41
Jeko-1 0.28 6.65
Granta-519 2.75 8.55
JVM-2 6.1-10" 28.31
NCEB-1 NR NR

Taula 3. ICso per a la gemcitabina i la fludarabina en linies cel.lulars de LCM. Les
cél.lules es van incubar durant 24 hores amb dosis creixents de farmac i la viabilitat
es va determinar mitjangant marcatge amb Anexina-V. NR: no respon.

Els resultats mostren que les linies REC-1, Jeko-1 i Granta-519 necessiten dosis
menors de gemcitabina que de fludarabina per aconseguir el mateix efecte citotoxic. De fet,
les dosis de fludarabina requerides sén molt més altes que les utilitzades en el tractament
de la LLC, que es troben al voltant d’1 pg/ml. La darrera linia de LCM, NCEB-1, no respon
a cap dels dos farmacs. Aquesta manca de resposta és deguda segurament a les
alteracions en la maquinaria apoptotica, ja que, tal com s’ha comentat previament, aquesta
linia presenta mutacions en el gen p53 i en '’ATM. La linia cel.lular JVM-2 tampoc respon a
la gemcitabina, tanmateix, tot i tractar-se d'una linia derivada de leucémia pro-limfocitica,
I'efecte citotoxic de la fludarabina també és molt baix. Tenint en compte els resultats
obtinguts en la LLC, aquesta baixa resposta a la fludarabina podria ser deguda a una
menor captacié de I'analeg mitjancada per hENT2. De fet, les cél.lules JVM-2 s6n molt
menys sensibles a fludarabina, en comparacié amb altres linies derivades de LLC com les
WSU (Biswal et al., 2000).

Per tal de completar la caracteritzacié de les linies cel.lulars de LCM ens vam
proposar I'analisi cinétic de la captacid, tant de nucledsids naturals com d’'analegs. El
nucleosid natural escollit per a fer les mesures de transport va ser la uridina, ja que té unes
afinitats similars per hENT1 i hENT2. En tractar-se d’'un nucleosid poc metabolitzable, el
transport és lineal durant minuts, per tant, el temps escollit per a les mesures de captacio
va ser de 2 minuts. El transport dels analegs fludarabina i gemcitabina també es va
realitzar discriminant entre les dues components equilibratives, per tal de determinar quina
de les dues podia tenir un paper important en la sensibilitat i alhora, si hi havia diferéncies
entre els dos analegs. En aquests cas els transports es van fer utilitzant temps curts
d’incubacio (10 segons) (Figura 23).
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Figura 23. Caracteritzacio del transport equilibratiu de nucledsids en les cél.lules de LCM. Les
cel.lules es van incubar amb uridina (A), gemcitabina (B) i fludarabina (C) a una concentracié 1 pM. El
temps d'incubaci6 va ser de 2 minuts per la uridina i de 10 segons en el cas dels analegs de nucleodsid. La
contribucio dels transportadors equilibratius es va mesurar utilitzant 1uM de NBTI per discriminar entre la
component sensible a NBTI (hENT1) i la component insensible (hENT2). Els resultats son la mitjana + SE
de tres a cinc experiments independents mesurats per triplicat.

Els resultats obtinguts mostren que malgrat totes les linies cel.lulars expressen
hENT?2 la seva activitat és practicament negligible, el que podria ser degut, en part, a una
localitzacié intracel.lular d’'hENT2, en concordanca amb resultats descrits en cél.lules
endotelials (Aguayo et al., 2005). No obstant, aquesta caracteristica també es troba amb
les isoformes concentratives, ja que tal com s’ha comentat préviament diversos tipus
cel.lulars expressen 'ARNm tot i que no es detecta activitat dependent de sodi (Garcia-
Manteiga et al., 2003; Mackey et al., 2005). D’altra banda, analitzant el transport dels
analegs podem observar que les taxes de transport de fludarabina sén lleugerament
superiors a les de gemcitabina. En tots els substrats, perd, s'observa una elevada
variabilitat entre les linies cel.lulars analitzades. Per tant, vam decidir comprovar si hi havia
algun tipus de correlacio entre el transport i els nivells d’expressié de proteina i d’ARNm,
principalment d’hENT1, que és la isoforma responsable de la captacié dels nucledsids
(Figura 24).
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Figura 24. Correlaci6 entre el transport d'uridina (A), de gemcitabina (B) i de fludarabina (C) i els
nivells d’expressi6 d’ARNm i de proteina d’hENTL1. En les grafiques s'indiquen els coeficients de
correlacio i els valors de p.

El transport d'uridina i el de gemcitabina correlacionen de manera significativa tant
amb els nivells de proteina com amb els d’ARNm del transportador hENT1. Per contra, el
transport de fludarabina no presenta cap tipus de correlacié6 amb aquests valors. Aquests
resultats suggeririen un paper diferencial dels transportadors de nucledsids en la
sensibilitat a analegs. No obstant, en cap dels substrats analitzats el transport mitjangat per
la isoforma hENT2 correlaciona amb '’ARNm o amb la proteina del transportador. De fet,
com ja hem comentat préviament, les taxes de transport sén molts baixes i en alguns
casos practicament negligibles.

El paper diferencial dels transportadors en la sensibilitat a analegs es demostra al
correlacionar I'efecte citotoxic d’aquests farmacs amb els diferents parametres analitzats
dels transportadors equilibratius, ARNm, proteina i activitat. Aixi doncs, mentre la
sensibilitat a gemcitabina en les cél.lules de LCM correlaciona amb els nivells d’ARNm i de
proteina I’hENTL1 i, sobretot, amb el transport de gemcitabina mitjancat pel transportador
hENT1 (Figura 25), la sensibilitat a fludarabina no correlaciona amb cap d’aquestes dades,
com tampoc ho fa amb els parametres del transportador hENT2.
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Figura 25. Correlacio entre la sensibilitat a gemcitabina i I’ARNm, la proteina i I'activitat d’hENT1.
La sensibilitat a gemcitabina (5 pg/ul), expressada com el percentatge de cél.lules apoptotiques després
de 24 hores de tractament, es va representar respecte els nivells ’ARNm d’hENT1 (A), I'expressi6 de la
proteina hENT1 (B) i el transport de gemcitabina en les cél.lules de LCM (C). En les grafiques s’indiquen
els coeficients de correlacid i els valors de p.

Aquests resultats demostren que el transportador hENT1 té un paper important en
la sensibilitat a gemcitabina en cél.lules de LCM, mentre que aquesta relacié no es troba
guan el farmac és la fludarabina. Estudis previs han suggerit que els nivells d’hENT1 sén
determinants en l'accié citotdxica d'alguns analegs de nucleosids. Aixi, Mackey i
col.laboradors van demostrar que el transportador hENT1 era necessari en el tractament
amb gemcitabina en linies cel.lulars limfoids (Mackey et al., 1998). Més recentment, s’ha
demostrat que I'expressié del transportador hENT1 correlacionava amb una major
supervivencia després del tractament amb gemcitabina en tumor de pancreas (Spratling et
al., 2004). En aquest cas, i a diferencia dels resultats obtinguts amb hENT2 en LLC, la
correlacio es troba tant amb els nivells dARNm com de proteina. Fins i tot, i de manera
similar a la LLC, el transport mesurat amb 10 segons d’incubacié correlaciona amb la
sensibilitat mesurada a les 24 hores.

En concordanca amb aquests resultats, i dins del marc de la tesi doctoral de Silvia
Marcé, es va fer una analisi similar en mostres de 22 pacients de LCM. En aquest cas
també és va trobar una correlacié significativa entre els nivells d/ARNm d’hENT1 i la
sensibilitat a gemcitabina. Tanmateix, la correlaci6 amb I'expressio de proteina no va ser
significativa, possiblement degut al baix nombre de mostres, ja que en I'analisi només es
van tenir en compte aquelles cél.lules que eren sensibles al tractament amb gemcitabina.
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Aixi doncs, malgrat tractar-se d'una malaltia que no respon de manera eficient a les
diferents terapies, les cél.lules de LCM responen millor a gemcitabina que a fludarabina, i
en aquelles ceél.lules sensibles al tractament amb gemcitabina el transportador hENT1
sembla tenir un paper important.

No deixa de ser sorprenent, pero, que malgrat el transport de fludarabina en les
linies cel.lulars de LCM també és mitjancat majoritariament per la isoforma hENT1, no
existeix cap tipus de correlacié amb la sensibilitat. En concordanca, un analisi realitzat en
leucemia limfoblastica aguda va demostrar que I'expressié del transportador hENT1
correlacionava amb la sensibilitat a citarabina perd no a cladribina (Wright et al., 2002).
Aquests resultats reafirmarien la hipotesi plantejada anteriorment de qué podria haver-hi
una direccionalitat dels nucleosids en funcié del transportador implicat en la seva captacio i
per tant, la fludarabina captada a través d’hENT2 seria més efica¢c que aquella que és
internalitzada mitjancant hENT1. Aixi doncs, I'analisi del paper dels transportadors de
nucledsids en la sensibilitat no només s’ha de centrar en la caracteritzacié de les isoformes
presents en cada tipus de cancer, sind també en el tipus d'analeg de nucledsids
administrat.
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3.  ANALISI FARMACOGENOMIC DEL PAPER DEL TRANSPORTADOR hENT1
EN LA SENSIBILITAT A FLUOROPIRIMIDINES

Entendre els mecanismes pels quals els farmacs utilitzats en quimioterapia
produeixen la mort de la cél.lula i, alhora, per qué els tumors poden esdevenir resistents a
aquests farmacs és un pas essencial cap a la millora terapéutica i la prediccié de la
resisténcia. Recentment, la utilitzacié de tecniques que faciliten I'avaluacié de centenars o
milers de gens alhora ha permés avancar en aquest camp del coneixement. Alguns
d'aquests estudis es centren en la utilitzaci6 de la técnica de microarrays d’ADN per
analitzar els canvis transcripcionals produits pel tractament amb un agent quimioterapéutic.
Aixi, Rosenwald i col.laboradors (2004) van determinar 27 gens expressats de manera
diferencial després del tractament amb fludarabina en ceél.lules de pacients de LLC. No
obstant, en el moment d’inici d’aquest treball practicament no hi havia estudis on s’avalués
I'efecte dels analegs de nucledsids mitjancat una aproximacié farmacogenomica. Per
aguest motiu ens vam plantejar com a objectiu utilitzar la técnica de microarrays d’ADN per
analitzar la resposta transcriptomica produida pel tractament amb farmacs derivats de
nucleosids.

D’altra banda, tal com s’ha anat comentant al llarg d’aquesta memoria, perqué els
analegs de nucledsids exerceixin el seu efecte citotdxic és necessari, en primer lloc, el
transport mitjancat a través de la membrana plasmatica. De fet, els resultats presentats en
el capitol anterior demostren que els transportadors de nucledsids tenen un paper
important en la sensibilitat a analegs. A més, les dades semblen indicar que el
transportador implicat podria variar en funcié del tipus cel.lular i del farmac utilitzat. Una
hipotesi que explicaria aquesta resposta diferencial podria ser la direccionalitat dels
nucleosids i dels seus analegs en funcié del transportador responsable de la seva captacid.
En el nostre grup de recerca estudis realitzats en macrofags suggereixen que durant la
proliferacié, el transportador ENT1 aporta nucledsids a I’ADN, mentre que les isoformes
concentratives ho farien a I'ARN (Soler et al., 2001a). En base a aquestes evidéncies, la
seglient questié que ens vam plantejar va ser si un transportador de nucledsids podia
contribuir a la resposta transcripcional associada a la terapia amb analegs de nucleosids. A
I'hora de plantejar-nos el disseny experimental diversos motius van fer que escollissim
hENT1 com el transportador d’estudi. D’'una banda, la majoria de treballs presents en la
bibliografia apunten cap a hENT1 com la isoforma que té un major paper en la sensibilitat a
analegs. D’altra banda, el seu paper en proliferacio, principal diana dels analegs de
nucleosids, sembla demostrat. Finalment, hENT1 presenta I'avantatge, respecte els altres
transportadors, de poder ser inhibible farmacologicament amb NBTI.

Com a model vam escollir la linia derivada de tumor de mama MCF7 tractada amb
I'analeg de nucleodsid 5'-desoxi-5-fluorouridina (5’-DFUR). La 5’-DFUR és un intermediari
del farmac capecitabina, que s'utilitza ampliament en el tractament de tumors solids.
L’'avantatge d'utilitzar aquest model és que la 5-DFUR és el precursor directe de I'agent
citotoxic 5-fluorouracil (5-FU), la resposta transcriptomica del qual ja ha estat analitzada en
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diversos estudis (Mariadason et al., 2003; Maxwell-PJ, Longley et al., 2003; Park et al.,
2004). De fet, en el moment de la realitzacié d’aquest treball, en el grup de recerca del Dr.
José Palacios en el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) s’estaven
realitzant experiments de microarrays d’ADN en el mateix model utilitzant com a farmac
5-FU. Per tant, la utilitzacié de 5-DFUR en els nostres experiments ens proporcionava una
informacié addicional, al poder comparar els nostres resultats amb els obtinguts amb el 5-
FU, que no és substrat del transportadors de nucleosids.

Els transportadors de nucleosids presents en la linia cel.lular MCF7 no s’havien
descrit fins aleshores; en conseqliéncia, el primer objectiu que ens vam plantejar va ser la
caracteritzacio cinética de la linia. El transport en funcio del temps de diferents nucleosids
naturals ens va permetre determinar si la linia tenia activitat concentrativa i, en el cas d’'un
resultat positiu, saber de quina o quines isoformes es tractava (Figura 26).
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Figura 26. Transport d’uridina (A), guanosina (B) i citidina (C) en funcié del temps en les cél.lules
MCF7. Les cel.lules es van incubar amb el nucledsid 1 pM amb medi en presencia (M) o absencia ((J) de
sodi. Els resultats son la mitjana + SE de dos experiments independents mesurats per quadruplicat.

Els resultats demostren que el transport és lineal durant uns quants minuts i, alhora,
que aquest és mitjancat exclusivament per transportadors equilibratius, ja que en cap dels
tres nucledsids avaluats es va detectar una activitat dependent de sodi. Per comprovar si,
tot i no haver-hi activitat, hi havia expressié de les isoformes concentratives vam utilitzar la
PCR a temps real. Aquesta es va realitzar 24, 48 i 72 hores després de sembrar 20,000
cél.lules/cm?, per tal d’analitzar si les diferéncies en densitat cel.lular afectaven els nivells
d’'expressié d'alguna de les isoformes (Figura 27). En cap d'aquestes condicions les
cél.lules presentaven activitat dependent de sodi (dades no mostrades).
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Figura 27. Patr6 d’expressio dels transportadors de nucledsids en la linia MCF7. Les ceél.lules es van
sembrar a una densitat de 20,000 cél.lules/cm? i els nivells d’expressié dels 5 transportadors de
nucleosids es van analitzar a les 24, 48 i 72 hores. Els valors de Ct obtinguts per a cada transportador
han estat normalitzats respecte al control endogen (GAPDH). Els nivells d’expressié de 'ARNm es donen
com unitats arbitraries, utilitzant el punt de 24 hores com a control de referéncia. Els resultats son la
mitjana + SE de tres experiments independents.

Sorprenentment, malgrat les cél.lules MCF7 no presenten activitat dependent de
sodi, expressen '’ARNm de les tres isoformes concentratives. Addicionalment, la densitat
cel.lular afecta els nivells d’expressiéo de hCNT1 i hCNT3, produint una disminucio de la
quantitat d’ARNm. En concordanca amb aquests resultats, en altres tipus cel.lulars també
s’ha descrit que I'expressié de 'ARNm de les components concentratives no sempre va
lligada a la preséncia de I'activitat corresponent (Garcia-Manteiga et al., 2003). Un exemple
mostrat anteriorment sén les cél.lules de LLC en les que es detecta I'expressio del
transportador hCNT3, perd no la seva activitat. En aquest sentit, dins del marc de la tesi
doctoral d’lvette Aymerich, la caracteritzaci6 de la linia de colon Caco-2 va mostrar
I'expressié de les isoformes concentratives, si bé no es detectava activitat dependent de
sodi.

Amb la finalitat de determinar els principals transportadors responsables de la
captacio de 5'-DFUR, vam realitzar en primer lloc un transport d’aquest analeg d’'uridina en
funcié del temps (Figura 28A). Els resultats van mostrar que la linealitat del transport es
perdia abans del minut de captacio, possiblement degut al metabolisme de I'analeg i que,
tal com era d’esperar, el transport era mitjangat per les isoformes equilibratives. Per tal de
discriminar entre les components equilibratives, vam realitzar un experiment de transport
d'uridina i de 5’-DFUR en preséncia de NBTI. El temps d’incubacié utilitzat va ser de 15
segons, per tal de mantenir les condicions de velocitat inicial de la captacié de 5-DFUR.
Similarment, la captacié d'uridina també es va mesurar als 15 segons, ja que aixd ens
permetia comparar les diferents taxes de transport (Figura 28B).
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Figura 28. Transport de 5'-DFUR en les cél.lules MCF7. (A) Les cél.lules es van incubar diferents
temps amb 5-DFUR 1 uM amb medi en presencia o abséncia de sodi. En no detectar-se transport
dependent de sodi es mostra Unicament el transport equilibratiu. (B) Les cel.lules es van incubar amb
uridina i 5’-DFUR 1 puM durant 15 segons. Les components equilibratives es van discriminar mitjancant
NBTI 100 nM. Els resultats sén la mitjana + SE de tres experiments independents mesurats per
quadruplicat.

Els resultats indiquen que el transport del nucledsid natural és unes quatre
vegades major que el de 5-DFUR. D’altra banda, en ambdds substrats el transport és
mitjancat majoritariament per la component sensible a NBTI hENT1, mentre que la
captacié deguda a la isoforma hENT2 suposa aproximadament un 20 % de la captacio
total.

Estudis anteriors realitzats en el nostre grup de recerca havien demostrat que
5’-DFUR era substrat del transportador d’alta afinitat hCNT1 amb una K, de 209 uM (Mata
et al., 2001), si bé, I'afinitat d’aquest analeg per les isoformes equilibratives no ha estat
determinada. Per aquest motiu, ens vam plantejar avaluar I'afinitat de 5-DFUR pels
transportadors hENT1 i hENT2 mitjancant estudis d’inhibicié del transport (Figura 29). El
transport d’hENT1 es va determinar mesurant la captacié d'uridina 1 uM en preséncia i
abséncia de NBTI, mentre per a hENT2 es va utilitzar un substrat especific d’aquest
transportador, la nucleobase hipoxantina, en preséncia i abséncia de dipiridamol.

El fet d’haver utilitzat dos substrats diferents per als estudis d’'inhibicié fa que no
puguem comparar directament els valors d'ICsy obtinguts. Per tant, per a comparar les
afinitats dels transportadors hENT1 i hENT2 per 5’-DFUR es van calcular els valors de K;
utilitzant I'equacio de Cheng-Prusoff (Cheng and Prusof, 1973),

Ki = ICs0/(1+[S)/Ko5")

on Kos® és la constat d’afinitat per a la uridina i la hipoxantina i [S] és la concentracié de
substrat utilitzada en les mesures de transport. En aquest model la K, per a la uridina és
de 208 uM, mentre que la de la hipoxantina és de 308 uM. A partir d’'aquestes dades, els
valors de K; obtinguts s6n 486 uM per a hENT1 i 1020 uM per a hENT2, el que indica que
el transportador hENTL1 reconeix 5’-DFUR amb major afinitat que hENT2.
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Figura 29. Inhibicié dels transportadors hENT1 i hENT2 amb 5-DFUR. Les cél.lules MCF7 es van
incubar durant 1 minut en medi sense sodi amb uridina o hipoxantina 1 pM en preséncia de
concentracions creixents de 5-DFUR. La component mitjangada per hENT1 (M) es va determinar com la
diferéncia entre el transport d’'uridina en preséncia o abséncia de NBTI 100 nM. Mentre que hENT2 ()
correspon a la diferéncia entre el transport d’hipoxantina amb o sense dipiridamol 10 uM. Els resultats es
mostren com a percentatge respecte a les cél.lules que no s’han incubat amb 5’-DFUR. Els resultats sén
la mitjana + SE de cinc experiments independents mesurats per quadruplicat.

Una vegada caracteritzada cinéticament la linia cel.lular MCF7, aixi com el
transport de 5’-DFUR, el seglient objectiu va ser determinar la sensibilitat de les cél.lules a
I'analeg mitjancat experiments de citotoxicitat. A diferéncia de la majoria de treballs de la
bibliografia, en els que les cél.lules estan en contacte amb el farmac durant 24 6 48 hores,
vam decidir utilitzar un temps curt de tractament (90 minuts) per dos motius. D’una banda
aguests tractaments son més propers als que es poden trobar in vivo. De fet, el pic de
concentracio de 5’-DFUR en plasma es dona una hora després de I'administracié oral de
capecitabina (825 mg/m?), mentre que a les tres hores aquest practicament no es detecta
(Reigner et al., 2003). D’altra banda, en minimitzar els possibles fenomens de difusid
passiva que poden existir en temps llargs d'incubacid, aquestes condicions permeten
avaluar millor el paper que els transportadors de nucleosids poden jugar en la sensibilitat
als farmacs.

La citotoxicitat de la 5-DFUR es va mesurar per recompte cel.lular 48 hores
després d'un tractament de 90 minuts amb concentracions creixents del farmac (Figura
30A). Per tal de determinar el paper del transportador hENT1, la seva activitat es va inhibir
mitjangcant NBTI. Addicionalment, i amb I'objectiu d'avaluar si hi havia una resposta similar
entre la utilitzacié6 de temps de tractament curts i els que hi ha majoritariament en la
bibliografia vam realitzar un experiment equivalent incubant les cél.lules amb el farmac
durant 24 hores (Figura 30B).
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Figura 30. Citotoxicitat de la 5'-DFUR en les ceél.lules MCF7. Les cél.lules es van sembrar a una
densitat de 20,000 cél.lules/cm? i 24 hores després es van tractar amb concentracions creixents de
5-DFUR en abséncia (®) o presencia ([1) de NBTI 100 nM durant 90 minuts (A) 6 24 hores (B). En cas
que fos necessari, les cél.lules es van pre-incubar amb NBTI abans de I'addicioé del farmac. La viabilitat
cel.lular es va mesurar per recompte cel.lular 48 hores després de l'inici del tractament. Els resultats es
mostren com a percentatge de cel.lules viables respecte a les cél.lules que no s’han incubat amb 5’-DFUR.
Els resultats son la mitjana + SE de dos a tres experiments independents mesurats per quadruplicat.

Els resultats demostren que la inhibicid del transportador hENT1 produeix un
increment de quatre cops de la ICsp (761 pM i 312+12 pM, respectivament). La NBTI
també protegeix de l'accid citotoxica de la 5’-DFUR en les cél.lules MDA-MB-435s i de la
gemcitabina en diverses linies cel.lulars (Mackey et al., 1998; 2002). D’altra banda, quan el
tractament es realitza durant 24 hores la resposta és similar, el que demostra la
importancia del transport mitjancat del farmac en la seva citotoxicitat. Tanmateix, el fet que
les cel.lules estiguin molt més temps en contacte amb el farmac produeix una baixada de
la ICsxp.

Diferents estudis han demostrat que I'addici6 d'inhibidors de les isoformes
equilibratives pot modificar la sensibilitat als analegs de nucledsids, evitant la sortida del
farmac a través d’aquests transportadors bidireccionals o bé modificant les concentracions
intracel.lulars de nucleodsids naturals (Dagnino et al., 1990; Crawford et al., 1990). Malgrat
que en el nostre model experimental la NBTI només esta en contacte amb les cél.lules
durant 90 minuts vam decidir confirmar que les diferéncies de sensibilitat eren degudes a
la inhibicié del transport de 5’-DFUR i no a alteracions dels nivells de nucledsids. Com s’ha
comentat préviament, la 5’-DFUR és el precursor immediat de I'agent citotoxic 5-FU que,
en tractar-se d'una nucleobase, no és substrat dels transportadors de nucleosids. Aixi
doncs, per tal de demostrar el paper del transport en la sensibilitat vam realitzar un
experiment equivalent a I'anterior utilitzant com a farmac 5-FU (Figura 31). En aquest cas
la inhibicidé del transportador hENT1 no disminueix la sensibilitat al 5-FU, el que reafirma
que és el blogqueig de I'activitat equilibrativa el que produeix una baixada de la ICgy en el
tractament amb 5'-DFUR.
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Figura 31. Citotoxicitat del 5-FU en les cél.lules MCF7. Les cel.lules es van tractar amb concentracions
creixents de 5-FU en abséncia (W) o presencia ((J) de NBTI 100 nM durant 90 minuts i la viabilitat cel.lular
es va mesurar per recompte cel.lular a les 48 hores. Els resultats es mostren com a percentatge de
cel.lules viables, respecte a les cel.lules que no s’han incubat amb 5-FU. Els resultats son la mitjana + SE
de dos experiments independents mesurats per quadruplicat.

En base als resultats obtinguts vam decidir utilitzar aquest model per a I'analisi
transcriptomic del paper d’'hENTL1 en la sensibilitat a 5’-DFUR. Les condicions escollides
van ser 90 minuts de tractament amb 5-DFUR 250 uM en abséncia o preséncia de NBTI.
Es va decidir utilitzar una concentracié de farmac que correspon aproximadament a la 1C+s
en considerar que en la condicié amb NBTI els efectes produits per una concentracio de
75 uM (valor d'ICsy sense NBTI) podrien ser molt baixos. D’aquesta manera la
concentracio escollida de 250 uM correspon aproximadament a la ICsq del tractament amb
NBTI. L'efecte del farmac es va analitzar a temps curts, 4 hores, i temps llargs, 24 hores.

Per tal de caracteritzar amb més detall els efectes produits pel 5-DFUR, en el
mateix moment de I'extraccié de 'ARN pels experiments de microarrays, es van analitzar
els canvis produits en el cicle cel.lular (Figura 32).
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Figura 32. Efecte de la 5'-DFUR en el cicle cel.lular. Les cél.lules es van sembrar a una densitat de
20,000 cél.lules/cm? i 24 hores després es van tractar amb 5’-DFUR 250 puM en abséncia o preséncia de
NBTI 100 nM durant 90 minuts. A les 4 i 24 hores des del comengament del tractament les cél.lules es
van fixar amb etanol 70%. El contingut d’ADN es va mesurar utilitzant marcatge amb iodur de propidi i el
posterior analisi en un citometre de flux. Es mostra un experiment representatiu.
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A les 4 hores de l'inici del tractament s’observa que la 5’-DFUR produeix un lleuger
augment de les cél.lules en fase G; del cicle (del 41 al 51%), que no es bloqueja per
'addici6 de NBTI. D'altra banda, a les 24 hores es detecta una clara acumulacié de
cél.lules en fase S (del 25 al 38%), en concordanca amb resultats descrits préviament per
al 5-FU (Backus et al., 2000). Per contra, quan s'inhibeix el transportador hENT1, els
valors sén similars als obtinguts en el control (24%).

Paral.lelament, vam decidir avaluar els efectes del tractament en la induccié de
I'apoptosi, mitjangant el marcatge amb anexina V. Els resultats obtinguts a les 24 hores
van mostrar que el tractament amb 5’-DFUR no produia mort cel.lular, sind Unicament una
parada en el creixement. En la recerca bibliografica realitzada no vam trobar estudis que
analitzessin la induccié de I'apoptosi mitjancada per 5'-DFUR, pero si per 5-FU, si bé la
majoria la mesuraven passades les 48 hores. En conseqiiéncia, vam decidir comprovar
que passava en aquest temps en el nostre model. D’altra banda, donat que I'efecte dels
tractaments curts no havia estat descrit, vam analitzar en paral.lel la induccié d’apoptosi
produida per un tractament de 48 hores amb la 5'-DFUR (Figura 33).
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Figura 33. Analisi de les cel.lules apoptotiques a les 48 hores. Les cél.lules es van sembrar a una
densitat de 20,000 cél.lules/cm? i 24 hores després es van tractar amb 5-DFUR 250 uM en abséncia o
preséncia de NBTI 100 nM durant 90 minuts o 48 hores. A les 48 hores es va analitzar la induccié de
I'apoptosi per doble marcatge amb anexina V (eix X) i iodur de propidi (eix Y). R1 (anexina -, IP -),
cél.lules viables; R2 (anexina +, IP -), cel.lules apoptotiques; R3 (anexina +, IP +), cél.lules mortes. Els
valors de percentatge que es mostren corresponen a la mitjana de dos experiments independents.

Els resultats obtinguts a les 48 hores mostren que, similarment a les 24 hores, no
hi ha una clara induccié de I'apoptosi. No obstant, si considerem les cél.lules marcades
amb anexina V (R2 + R3) podem comprovar que la diferéncia entre el tractament de 90
minuts i el de 48 hores no és molt gran (5.9% i 9.1%, respectivament), el que indicaria que
la manca d'apoptosi en el nostre model no és deguda a que el temps de tractament és
massa curt. Tot i que no es mostra en la figura, les cél.lules tractades amb 5-DFUR+NBTI
van donar uns valors de viabilitat similars al control. Analogament, Kugawa i col.laboradors
(2004) van analitzar la mort cel.lular produida per diferents farmacs en les cel.lules MCF7.
Les dades van mostrar que el tractament continuat amb 5-FU (200 uM) no produeix una
apoptosi clara fins als 4 dies, mentre que I'efecte d'altres agents citotoxics és més rapid.
Malgrat que les cél.lules MCF7 es caracteritzen per la preséncia de mutacions en la
caspasa 3 (Kurokawa et al., 1999), s’ha demostrat la mort per apoptosi a través de les
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caspases 9, 7 i 6 (Liang et al., 2001). A més, la linia cel.lular MCF7 s’ha utilitzat
ampliament com a model de tumor de mama en l'estudi de I'apoptosi (Simstein et al.,
2003).

Com s’ha comentat préviament I'objectiu principal d’aquest capitol és la utilitzacio
de la tecnologia de microarrays d’ADN per a determinar els canvis transcripcionals produits
pel tractament amb 5’-DFUR i alhora avaluar el paper del transportador hENT1 mitjancant
la inhibicié de la seva activitat. Per tant, un cop caracteritzat el model i definit el disseny
experimental ja es podia procedir a la realitzacié de I'experiment de microarrays. En el
nostre cas les cel.lules MCF7 es van tractar amb 5-DFUR 250 pM en preséncia o
abséncia de NBTI i els ARN corresponents es van extreure 4 i 24 hores després de l'inici
del tractament, el que fan un total de 8 punts experimentals (Figura 34A). L'ARN es va
extreure de dos experiments independents i, tal com es detalla en I'apartat de Materials i
Meétodes, amb cada ARN es van hibridar dos arrays, utilitzant un marcatge reciproc
(Figura 34B). Aixi doncs, per a cada condicié experimental es van hibridar 4 microarrays.

A
15min 0 90 min 4h 24 h
L 1 1 | / A 1
[ Control | \ /
[neTi] NBTI |
| 5'DFUR | Extraccié ARN
R | 5'DFUR+NBTI |
B
Sintesi i marcatge ADN Hibridacié
Amplificacié ARN + >
§ % % / mostra-Cy5 control-Cy3
E—
\A [=c)
ARN mostra ARN amplificat ..
+ s
mostra-Cy3 control-Cy5

Figura 34. Disseny experimental dels microarrays d’ADN en les ceél.lules MCF7. (A) Protocol de
tractament de les ceél.lules. Es van realitzar tractaments de 90 minuts amb 5-DFUR 250 uM en presencia
o absencia de NBTI 100 nM. Els ARN de dos experiments independents es van extreure a les 4 i 24 hores.
(B) Els ARN obtinguts es van amplificar i amb cadascun es van hibridar dos microarrays, un amb
marcatge Cy3 i I'altre Cy5.

L’array utilitzat, I'OncoChip™ del CNIO, esta format per 9,300 gens relacionats amb
cancer, col.locats en un total de 27,648 sondes. Les caracteristiques principals de l'array,
aixi com els protocols de marcatge, hibridacié i normalitzacié es detallen en I'apartat de
Materials i Métodes. En la figura 35 es mostra la imatge d’'un dels arrays hibridats.
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Figura 35. Imatge d’un microarray (A) i ampliacié d'un dels blocs (B). La mostra es va marcar amb el
fluorocrom Cy5 (vermell) i el control universal amb Cy3 (verd).

Un cop normalitzats els valors i abans del processat de les dades era necessari fer
les mitjanes dels duplicats dels arrays i referir-les als seus respectius controls, 4 i 24 hores.
En el nostre cas, els valors de cada condicié es van referir a la mitjana dels controls del
seu experiment i a continuacié es va fer la mitjana dels quatre arrays de cada condicid
experimental. Finalment, es van eliminar aquells punts que tenien un error estandard major
del 15%. Tenint en compte els punts perduts per problemes en la hibridacié o perqué no
donaven senyal i els eliminats després de realitzar les mitjanes, ens van quedar
aproximadament el 90% dels punts inicials. La llista de gens obtinguda és la que es va
utilitzar en el processat de les dades.

L’exploracio6 inicial de les dades utilitzant I'eina de processat, que es detalla en els
Materials i Métodes, va revelar que la 5-DFUR no alterava I'expressio de la majoria de
gens de I'Oncochip. De fet, I'analisi indicava que hi havia 40 gens que incrementaven els
seus nivells d’expressié en un 75% i 28 que els disminuien. L'analisi de cluster jerarquic no
supervisat es va realitzar utilitzant el servidor Sotarray. El cluster obtingut té dos branques
principals, una que conté tots els punts de 4 hores i I'altre els de 24 hores. Addicionalment,
en cada branca les condicions 5'-DFUR i 5-DFUR+NBTI estan agrupades (Figura 36A).
L'analisi amb detall dels gens modificats indica que la majoria de canvis en I'expressio
génica s'obtenen per acci6 de la 5-DFUR a les 24 hores. Tanmateix, les alteracions
produides a les 4 hores es troben principalment en el control amb NBTI, si bé podria
tractar-se de falsos positius, ja que per problemes en les hibridacions només hi ha els
valors de dos arrays de la condicio NBTI 4h. En la figura 36B es resumeix el nombre de
gens transcripcionalment regulats en cada condicio experimental.
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Figura 36. (A) Analisi de cluster dels patrons d’expressié genica. Cluster jerarquic no supervisat de
68 gens, I'expressié dels quals difereix com a minim en un 75% (0.8 cops) respecte al seu control, 4 6 24
hores. El simbol de cada gen s’indica a la dreta. (B) Diagrama del nombre de gens regulats ales 4i 24
hores després d'un tractament de 90 minuts amb 5-DFUR 250 uM, en preséncia o abséncia de NBTI
100nM.

Aixi doncs, els experiments de microarrays van permetre identificar 68 gens, dels
9300 analitzats, com gens transcripcionalment regulats per I'accié de la 5’-DFUR. Malgrat
el nombre de gens pugui semblar reduit en comparacié amb altres experiments realitzats
en linies cel.lulars, els resultats obtinguts sén consistents amb estudis previs en els que
s’han utilitzat altres farmacs derivats de nucleodsids. Rosenwald i col.laboradors (2004) van
analitzar cel.lules de pacients de LLC abans i després del tractament amb fludarabina,
obtenint 27 gens transcripcionalment modificats. Similarment, només 23 gens presentaven
els seus nivells d’expressio alterats després del tractament amb 5-FU en tumors de mama
(Troester et al., 2004). Els mateixos autors van obtenir uns 1000 gens induits després d’'un
tractament llarg amb 5-FU 300 uM en la linia cel.lular MCF7. Per tant, el fet que el nombre
de gens obtinguts en els nostres experiments s’aproximi més als determinats en estudis
realitzats in vivo demostra que el protocol de tractament amb temps curts s’aproxima més
al que s'utilitza in vivo.
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Degut a que el nostre interés es centra en els efectes de la 5-DFUR, no es van
tenir en compte aquells gens que es troben alterats per l'acci6 de la NBTI. En
conseqgliéncia, podem observar que la majoria de canvis en I'expressid génica es van
obtenir a les 24 hores, mentre que poques variacions son evidents a les 4 hores. Resultats
similars es mostraven en I'analisi dels efectes de la fludarabina en les cél.lules de LLC, on
els autors no van detectar canvis evidents en I'expressio génica a les 3 i 6 hores del
tractament (Rosenwald et al., 2004). Analogament, el 5-FU (300 uM) va produir poques
variacions transcripcionals en les cél.lules MCF7 a les 3 hores (Troester et al., 2004). En la
taula 4 es mostren els principals gens que presenten una alteracié en els seus nivells
d’expressi6 a les 24 hores.

Simbol , 5'DFUR
génic NBTI 5'DFUR +NBTI Gen
EFEMP1 -0.06 -1.09 -0.04 EGF-cont fibulin-like extracel matrix prot 1
RPL3 0.03 -1.02 -0.70 proteina ribosomal L3
RPL10A 0.10 -0.82 -0.75 proteina ribosomal L10a
SNRPG -0.10 -0.81 -0.25 ribonucleoproteina petita nuclear polipeptid G
HIST1H4F -0.06 -0.45 -0.81 histona 1, H4f
TP5313 0.02 0.80 0.23 proteina induible per p53 3
APG-1 -0.08 0.80 0.36 proteina heat shock (familia hsp110)
BAX 0.18 0.83 0.49 proteina X associada a BCL-2
RRM2B -0.21 0.87 0.16 ribonucleotid reductasa M2 B (induible per p53)
FDXR 0.03 0.90 0.53 ferredoxina reductasa
PPM1D -0.31 0.92 0.28 proteina fosfatasa 1D dependent de magnesi
G1874741 0.28 0.96 0.38 sequéncia transcrita
F11R 0.27 0.97 0.49 receptor F11
LIMK2 -0.01 1.03 0.07 quinasa 2 del domini LIM
CYFIP2 -0.09 1.08 0.84 proteina d’interaccié citoplasmatica 2 FMR1
CCNG1 -0.12 1.15 0.39 ciclina G1
MDM2 0.04 1.18 0.30 Mdm2, proteina d’unié a p53
AQP3? 0.04 1.23 0.29 aquaporina 3
RPS27L 0.25 1.26 0.50 proteina ribosomal S27-like
DTR -0.06 1.29 0.58 receptor de la toxina diftérica
SESN1 -0.03 1.29 0.42 sestrina 1
TNFRSF6 -0.04 2.28 0.83 receptor de la familia del TNF, membre 6 (FAS)
CDKNI1A 0.07 2.54 0.69 inhibidor de la ciclina quinasa-dependent 1A (p21, Cipl)
TP53INP1 -0.29 2.56 0.77 proteina nuclear 1 induible per p53

Taula 4.Principals gens induits o reprimits en les cel.lules MCF7 a les 24 hores. Els resultats es
mostren en logaritme en base 2 referits al control de 24 hores. Els gens relacionats amb p53 s’han escrit
en negreta. ® No s’ha demostrat la relacié d’AQP3 amb p53, perd si amb p73.

Els resultats mostren que I'activacio de I'expressio génica sembla ser la resposta
més comu a l'acci6 de la 5-DFUR. Dins d'aquests, 13 gens han estat identificats
préviament com dianes de p53 involucrades en l'apoptosi (TP53I3/PIG3, TNFRSF6/FAS,
TP53INP1), l'arrest del cicle cel.lular (CDKN1A/p21) i el metabolisme de xenobiotics
(FDXR) (Polyak et al., 1997; el-Deiry, 1998; Zhao et al., 2000; Okamura et al., 2001; Liu
and Chen, 2002). Similarment, en la linia cel.lular derivada de colon HCR116, el tractament
amb 5-FU 375 pM modifica I'expressié d’'un gran nombre de gens, 41 dels quals s6n
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regulats per p53. A més, 11 d’'aquests gens també han estat identificats com dianes de la
5-DFUR en els nostres experiments de microarrays, incloent-hi alguns amb una relacio
desconeguda amb el 5-FU, com CYF1P2 (Kho et al., 2004)

Alhora els resultats obtinguts indiquen que la majoria dels increments produits per
I'acci6 de la 5’-DFUR sén parcial o totalment bloguejats quan I'activitat d’hENT1 s’inhibeix.
El resultat no deixa de ser sorprenent si tenim en compte que, tot i que en menor grau, la
5-DFUR també és captada a l'interior cel.lular mitjancant el transportador hENT2 i que la
dosi utilitzada en els experiments correspon aproximadament al valor d'ICso quan el
transportador hENT1 es troba bloquejat.

El darrer pas dels experiments de microarrays és la validaci6 dels resultats
obtinguts mitjangant altres técniques semi-quantitatives o quantitatives. El primer objectiu
va ser demostrar I'activacié de p53, ja que la majoria de gens son diana d’aquesta proteina.
De fet, els nivells de p53 s6n regulats post-transcripcionalment, per tant, I'acumulacié de
p53 com a conseqiiencia del dany en 'ADN és majoritariament deguda a un augment de
I'estabilitat de la proteina (Mosner et al., 1995), pel que vam decidir avaluar els canvis en la
quantitat de proteina mitjancant western blot. Addicionalment, vam utilitzar la mateixa
tecnica per comprovar si I'increment observat en ’ARNm de Bax es correlacionava amb un
augment en els nivells de la corresponent proteina pro-apoptotica. Paral.lelament, com a
control vam avaluar els canvis en la proteina anti-apoptotica Bcl-2, que no presentava uns
nivells d’ARNm modificats (Figura 37).
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Figura 37. Analisi de western blot de p53, Bax i Bcl2, 24 hores després d’'un tractament de 90 minuts
amb 5-DFUR 250 pM. La induccié produida pel tractament es va quantificar densitometricament. Els
resultats (mitjana + SE de tres a cinc experiments independents) es mostren com unitats arbitraries
normalitzades a la a-tubulina i al control (cél.lules no tractades). La seva significativitat estadistica esta
valorada pel meétode de la t de Student, essent * p<0.05; ** p<0.01 i *** p<0.001. Es mostra un western
blot respresentatiu.

Els resultats mostren un clar augment de la proteina de p53, aixi com de Bax,
mentre que no hi ha variacid en I'expressié de Bcl-2. A més, la inhibicié de I'activitat
d’hENT1 produeix un clar bloqueig en l'increment de les proteines, tot i que aquests no
assoleixen els valors del control. Addicionalment i en concordanga amb altres treballs
realitzats amb 5-FU que demostren que p53 i p21 s6n dianes primerenques de l'accié
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d’aquest farmac (Osaki et al., 1997), en el nostre model els increments de la proteina p53
es detecten ja a les 4 hores (Figura 38).

4 hores 24 hores
C N DF DFN C N DF DFN

p53 S— - .

Figura 38. Analisi de western blot de p53 4 i 24 hores després d'un tractament de 90 minuts amb 5'-
DFUR 250 uM. C, control; N, NBTI 100 nM; DF, 5-DFUR 250 uM; DFN, 5’-DFUR 250 uM + NBTI 100 nM.

Mdm2 (murine double minute gene) és una de les proteines mes importants en la
regulacié de p53 en bloquejar la seva activitat transcripcional i promoure la degradacié de
la proteina p53 a través de la via del proteasoma (Kubbutat et al., 1997). De fet, es tracta
d'un mecanisme d’autoregulacid, ja que s’ha descrit que p53 incrementa I'expressio del
gen MDM2 (Barak et al., 1993), el que concorda amb els resultats obtinguts en els
microarrays d’ADN. La comprovacié de qué I'augment en els nivells d’expressié de 'ARNm
observat per I'accié de la 5'-DFUR corresponia amb un increment de la proteina es va
realitzar mitjancant immunocitoquimica, ja que la proteina presenta una localitzacié nuclear
(Figura 39).

CTRL NBTI 5DFUR 5'DFUR+NBTI

Figura 39. Immunocitoquimica de Mdm2 en les cél.lules MCF7. Les cél.lules es van tractar 90 minuts
amb 5'-DFUR 250 uM en preséncia o abséncia de NBTI 100 nM. A les 24 hores I'expressio i localitzacio
de Mdm2 es va analitzar tal com es descriu en I'apartat de Materials i Métodes.

Els resultats obtinguts demostren que l'increment en els nivells d’expressié de
MDM2 es correlaciona amb un clar augment en la quantitat proteina, que es localitza
principalment en el nucli. Addicionalment, i en concordanga amb els resultats obtinguts en
els estudis de microarrays, I'addicié de NBTI bloqueja de manera considerable I'augment
dels nivells de proteina.

A continuacié vam validar mitiangant PCR a temps real la induccié de I'expressié
dels gens de CDKN1A/p21, TNFRSF6/FAS i AQPS3, tant a les 4 com a les 24 hores
(Figura 40).
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Figura 40. Analisi de I’expressio de p21 (A), FAS (B) i AQP3 (C) per PCR a temps real. Els valors de
Cr de cada gen s’han normalitzat respecte al control endogen (GAPDH). Els nivells d’expressié de
I’ARNmM es donen com unitats arbitraries, utilitzant els controls de 4 i 24 hores com referéncia. Els resultats
son la mitjana + SE de dos experiments independents.

La induccié de l'expressi6 de p2l deguda a l'acci6 d'agents citotoxics i la
consequlent parada del cicle cel.lular ha estat descrita per a un elevat nombre de farmacs,
inclos el 5-FU (Osaki et al., 1997; Kho et al., 2004). A més, tal com s’ha comentat
préviament, es tracta d'una resposta primerenca, el que concorda amb I'increment d’ARNm
que observem a les 4 hores. De manera similar, el paper del receptor de la mort FAS
també ha estat demostrat tant en l'accié del 5-FU com de la capecitabina, pro-farmac
precursor de la 5'-DFUR (Ciccolini et al., 2002; Longley et al., 2004). De fet, diferents
estudis apunten cap a la via mitocondrial com a la principal en I'apoptosi induida per
farmacs amb I'excepcio del 5-FU. En aquest cas, la mort cel.lular com a consequiencia de
la deplecié de timidina es produeix a través de la via de senyalitzacié de FAS (Houghton et
al., 1997; Simstein et al., 2003). Per contra, el darrer gen validat per PCR a temps real,
l'aquaporina 3, no havia estat descrit préviament com a diana de cap farmac, si bé la seva
expressio esta regulada per p73, membre de la familia de p53 (Zheng and Chen, 2001).
Malgrat no es coneix la seva relaci6 amb el 5-FU aquest canal d'aigua podria estar
involucrat en l'increment de volum que es produeix com a conseqiéncia del tractament
amb 5'-DFUR. D’altra banda, diversos autors s’han centrat en I'analisi del paper de les
aquaporines en el desenvolupament d’alguns tipus de cancer, com el colorectal (Moon et
al., 2003). Dins d'aquest context sembla raonable considerar el gen d’AQP3 com a
candidat per a un estudi amb més profunditat del seu paper en la sensibilitat a 5-DFUR.
De fet, els estudis s’han comencat a realitzar en el marc de la tesi doctoral de Laia
Trigueros.

La validacio dels gens TP53I3, RRM2B, PPM1D, FDXR i TP53INP1 es va realitzar

mitjancant RT-PCR semi-quantitativa (Figura 41). Per tal de minimitzar la variabilitat de la
tecnica cada mostra es va avaluar per duplicat.
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CTRL NBTI 5'DFUR 5'DFUR+NBTI

Figura 41. Analisi de RT-PCR semi-quantitativa de TP53I13, RRM2B, FDXR, PPM1D i TP53INP1, 24
hores després d'un tractament de 90 minuts amb 5-DFUR. La inducci6é produida pel tractament es va
guantificar densitomeétricament. Els resultats (mitjana + SE de tres a cinc experiments independents) es
mostren com unitats arbitraries normalitzades a la GAPDH i al control (cél.lules no tractades). La seva
significativitat estadistica esta valorada pel metode de la t de Student, essent * p<0.05; ** p<0.01 i ***
p<0.001. Es mostra una RT-PCR representativa.

Malgrat els gens validats sén regulats per p53, presenten funcions diferents. Aixi, la
RRM2B correspon a la subunitat M2 dependent de p53 de la ribonucleotid reductasa, que
esta involucrada en la reparacié de I'ADN (Guittet et al., 2001). La FDXR participa en el
metabolisme de xenobidtics i codifica per una proteina mitocondrial que inicia el transport
d’electrons cap al citocrom P450 (Liu and Chen, 2002). La PPM1D és una Ser/Thr
fosfatasa que actua com a regulador negatiu en resposta a I'estrés cel.lular. Es tracta d’'un
mecanisme de feed-back negatiu, ja que p53 incrementa I'expressi6 de PPM1D, que
regula l'activitat de la MAPK p38, que a la seva vegada redueix la fosforilacié de p53
(Bulavin et al., 2002). El gen TP53I3/PIG3 codifica per una oxidoreductasa involucrada en
I'apoptosi mitjancada per p53 (Flatt et al., 2000). Similarment, TP53INP1 participa en
I'apoptosi, tot i que la seva funcié exacta no esta definida (Okamura et al., 2001). Les
dades mostren que malgrat tres gens s’indueixen en la condicié de 5-DFUR+NBTI, en tots
els casos, excepte en la FDXR, el bloqueig de la NBTI en I'activacié transcripcional de la
5'-DFUR és estadisticament significatiu.

El gen RPL3, que codifica per la proteina ribosomal L3, és dels pocs gens
obtinguts en els experiments de microarrays que disminueix la seva expressié com a
consegiliencia del tractament amb 5-DFUR i, alhora, que no ha estat descrit préviament
com a diana del 5-FU. A més, els resultats semblen indicar que la disminucié de la seva
expressid, aixi com la de RPL10A, no es veu bloquejada per I'addicié de la NBTI. Per
corroborar les dades obtingudes vam decidir utilitzar una técnica més sensible, la PCR a
temps real (Figura 42).
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Figura 42. Analisi de I'expressié de RPL3 per PCR a temps real, a les 24 hores del tractament amb
5'-DFUR. Els valors de Cr s’han normalitzat respecte al control enddogen (GAPDH). Els nivells d’expressio
de 'ARNm es donen com unitats arbitraries, utilitzant el control com a referéncia. Els resultats sén la
mitjana + SE de tres experiments independents. La seva significativitat estadistica esta valorada pel
metode de la t de Student.

Els resultats demostren que la 5’-DFUR disminueix I'expressio de la RPL3 i que la
NBTI no bloqueja aquesta accid, ja que les diferéncies entre ambdues condicions no sén
estadisticament significatives. La 5-DFUR té dos efectes principals, la inhibicid de la
timidilat sintasa, amb el conseqiient dany en I'ADN, i la incorporacié a '’'ARN. Malgrat no
s’ha descrit directament una disminucid de les proteines ribosomals, la incorporacio del
5-FU a 'ARN produeix toxicitat a diferents nivells (Kanamaru et al., 1986; Doong and
Dolnick, 1988). En concordanca, agents de dany de I’ADN poden induir respostes d’estres
genéric que inclouen la repressio de gens que codifiquen per proteines ribosomals (Gasch
et al., 2000). Tenint en compte que la 5-DFUR pot actuar via 'ADN o I'ARN, que diversos
estudis han demostrat un paper del transportador hENT1 en proliferacié (Cass et al., 1979;
Pressacco et al., 1995b; Soler et al., 2001a) i que les disminucions en I'expressié de les
proteines ribosomals son els Unics canvis transcripcionals que no son bloquejats per la
inhibicié6 d’hENT1, podriem hipotetitzar que I'accié de la 5’-DFUR captada pel transportador
hENT2 aniria majoritariament a través de la incorporacié en I'ARN. D’altra banda els
resultats obtinguts en les validacions indiquen que la NBTI practicament no afecta la
induccié de la FDXR, involucrada en el metabolisme de xenibiotics (Liu and Chen, 2002).
Per contra, la inhibici6 d’hENT1 bloqueja totalment I'increment de la RRM2B, subunitat de
la ribonucledtid reductasa que s’ha descrit que estaria involucrada en la reparacié de 'ADN
(Guittet et al., 2001). Per tant, aquestes dades reafirmarien la hipotesi de la direccionalitat
dels nucleosids en funcié del transportador responsable de la captacio.

Malgrat que en el processat de les dades es va escollir un valor de tall baix (0.8)
comparat amb la majoria d’estudis de microarrays, les validacions realitzades utilitzant
altres tecniques han confirmat 'augment d’expressié dels gens seleccionats i, de fet, els
valors d'increment d’expressioé obtinguts han estat generalment superiors als determinats
mitjancant I'analisi farmacogenomic. Per aquest motiu vam tornar a analitzar les dades
dels microarrays utilitzant valors de tall inferiors, amb I'objectiu de determinar si es trobava
alterada l'expressié d'algun gen d'interés. Els resultats van permetre identificar gens
descrits préviament com a diana de I'accio del 5-FU. Aixi per exemple, BBC3/PUMA, que
codifica per una proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2, i GADD45, implicat en la
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regulacié del cicle cel.lular, s'induien un 66% i un 50% respectivament. Per a confirmar
I'increment de TARNmM de GADD45A vam utilitzar la RT-PCR semiquantitativa (Figura 43).

CTRL NBTI 5'DFUR 5'DFUR+NBTI
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Figura 43. Analisi per RT-PCR semi-quantitativa de GADD45A, 24 hores després d'un tractament de
90 minuts amb 5’-DFUR. Les analisis i calculs es van fer de manera equivalent als indicats en la Figura
41. Es mostra una RT-PCR representativa.

Tal com s’ha comentat préviament i dins el marc de la tesi doctoral d’'Héctor
Hernandez, en el grup del Dr. José Palacios en el CNIO, en el mateix moment que
hibridavem els nostres microarrays s’estava realitzat un estudi similar utilitzant com a
farmac el 5-FU. Malgrat el protocol de tractament era completament diferent (24 hores
d’'exposicié continuada a 5-FU 10 uM), vam decidir comparar els resultats obtinguts.
Sorprenentment, els gens mostrats en la taula 4, amb I'excepcié de TP53I3, BAX i F11R,
presentaven també alterats els seus nivells d’expressio per I'accié del 5-FU. D’aquests,
alguns gens com p21 o FAS presentaven uns nivells d’induccié superiors, mentre d’altres,
com la FDXR, eren inferiors. Aquests resultats, conjuntament amb les dades de la
bibliografia, ens permeten concloure que els canvis en I'expressié génica produits per la
5'-DFUR s6n similars als provocats pel 5-FU. Cal remarcar que 90 minuts de tractament
sbén capacos d'activar tant p53 com gens dependents d’'aquesta proteina amb funcions
diverses, com la parada del cicle cel.lular (p21), receptors de la mort (FAS), proteines que
produeixen canvis mitocondrials (BAX, BBC3/PUMA) i fins i tot espécies reactives d’oxigen
(TP53I3/PIG3), demostrant que I'activacid transcripcional de moltes dianes del farmac no
requereix temps d’exposicio llargs.

El segon objectiu plantejat en aquest capitol va ser comprovar si el transportador
de nucledsids hENT1 podia contribuir a la resposta transcripcional associada a la terapia
amb 5-DFUR. Els resultats obtinguts demostren que la inhibici6 d’'hENT1 bloqueja de
manera considerable I'efecte de la 5’-DFUR, de fet, en el cas de p21 i de Fas la inhibicié és
de més del 80%. A més, malgrat la dosi utilitzada correspon aproximadament a la ICsq
guan l'activitat d’hENT1 es troba inhibida, en aquestes condicions no només es troba
disminuida l'activacié transcripcional sind també altres parametres com la parada en fase
S del cicle cel.lular. Per tant, els resultats suggereixen que hENT1 és necessari per I'accid
citotoxica de la 5’-DFUR en les cél.lules de tumor de mama MCF7.
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4. EFECTE DELS ANALEGS DE NUCLEOSIDS SOBRE L'EXPRESSIO DELS
TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS

Estudis del nostre grup dinvestigacié han posat de manifest la regulacié dels
transportadors de nucleosids en funcio de I'assequibilitat de substrat. Aixi, una dieta lliure
de nucledsids produeix un increment dels nivells de CNT1 en jejunum i una lleugera
disminucié de I'expressio hepatica (Valdes et al.,, 2000). D’altra banda, la Dra. Sonia
Fernandez va demostrar que la deplecié d'adenosina provoca a temps llargs una activacio
transcripcional de CNT2 en hepatocits. Per tant, en condicions en que la disponibilitat de
nucleosids es troba disminuida, seria d'esperar un increment coordinat del catabolisme
d'acids nucleics, de la biosintesi de nucledsids i del respectiu transport a través de la
membrana plasmatica amb I'objectiu de facilitar la supervivéncia cel.lular. Tenint en
compte que un dels principals mecanismes d'accié dels analegs de nucleosids és
I'alteracié dels nivells de nucleotids intracel.lulars, seria raonable pensar que aquests
farmacs també poden regular I'expressié dels transportadors responsables de la seva
captacié. De fet, s6n pocs els estudis que han realitzat aquest tipus d’'analisis, obtenint en
la seva majoria un increment de I'expressié del transportador equilibratiu hENT1 com a
conseqliéncia del tractament (Pressacco et al., 1995b; Petersen et al., 1996).

D’altra banda, com s’ha comentat préviament, I'accié dels analegs de nucleosids
pot tenir diferents efectes, com la parada de cicle cel.lular o la induccié de I'apoptosi
(Galmarini et al., 2001b). Dades obtingudes en el nostre grup de recerca apunten cap a
una regulacié dels transportadors de nucledsids mitjangada per aquests mecanismes.
L'expressio de CNT1 s'adapta al cicle cellular i respon a l'estat del metabolisme
nucleotidic, incrementant els seus nivells de proteina en la transicié G;-S (Valdes et al.,
2002). Similarment, en macrofags de medul.la 0ssia I'agent pro-apoptotic LPS incrementa
tant l'activitat com I'expressié dels transportadors concentratius CNT1 i CNT2 (Soler et al.,
2001a).

En base a aquest antecedents, ens vam plantejar com a objectiu d’aquest capitol
estudiar l'efecte del tractament amb analegs de nucledsids sobre I'expressié dels
transportadors de nucleodsids. Com a model vam escollir la linia cel.lular derivada de tumor
de mama, préviament caracteritzada, MCF7. L’avantatge d'utilitzar aquesta linia és que,
malgrat només presentar activitat equilibrativa, expressa 'ARNm dels tres transportadors
concentratius, hCNT1, hCNT2 i hCNT3. Per tant, els analegs de nucledsids podrien ser
capacos de modular la insercié en la membrana plasmatica d’alguna d’aquestes isoformes.
Els farmacs escollits van ser la 5-DFUR i la gemcitabina, ja que presenten mecanismes
d’'accio diferents i els seus efectes en aquesta linia cel.lular havien estat préviament
estudiats en el nostre grup de recerca.
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Degut a que la nostra hipotesi suggereix que els analegs de nucleodsids podrien
regular I'expressio i/o activitat dels transportadors com a conseqiiéncia d’'efectes a llarg
termini, com la modificaci6 dels pools de nucleotids, la parada de cicle cel.lular o la
inducci6 de I'apoptosi, vam optar per analitzar I'efecte d’aquests farmacs sobre l'activitat de
transport a les 24 hores. L'eleccié de les concentracions de farmac es va basar en dades
prévies obtingudes en el nostre grup de recerca. Aixi, per a la 5-DFUR es va utilitzar una
dosi de 75 uM, que correspon al valor d’'ICs, mesurat a les 48 hores després d'un
tractament de 90 minuts (tal com es mostra en la figura 30 del capitol anterior). En el cas
de la gemcitabina la dosi equivalent és de 75 nM, valor obtingut dins el marc de la tesi
doctoral de Laia Trigueros. Un cop escollides les condicions, les cel.lules MCF7 es van
incubar durant 24 hores amb els analegs de nucleosids i seguidament es van avaluar les
variacions en el transport d'uridina (Figura 44).
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Figura 44. Efecte de la 5’-DFUR i la gemcitabina sobre el transport d’'uridina en la linia cel.lular
MCF7 a les 24 hores. Les cel.lules es van incubar durant 24 hores en preséncia de 5-DFUR 75 pM o
gemcitabina 75 nM. A continuacié es va mesurar el transport d'uridina 1 uM en medi en presencia o
abséncia de sodi durant 1 minut. (A) La component mitjan¢cada per hENT1 es va determinar com la
diferéncia entre el transport d’uridina en medi sense sodi en preséncia o abséncia de NBTI 1 uM (B) El
transport dependent de sodi es va calcular com la diferéncia entre el transport en medi amb i sense sodi.
Els resultats son la mitjana + SE de tres experiments independents mesurats per triplicat i la seva
significativitat estadistica ha estat valorada pel métode de la t de Student, essent *p<0.05.

Els resultats mostren que el tractament amb gemcitabina produeix una disminucié
de l'activitat I’'nENT1 que no s’observa quan el farmac utilitzat és la 5’-DFUR. Per contra,
malgrat les dades no sén estadisticament significatives, ambdds analegs provoquen un
increment en la captacio d'uridina dependent de sodi. Per comprovar si aquest efecte
augmentava amb el temps vam decidir mesurar el transport d'uridina a les 48 hores.
Tanmateix, vam optar per continuar utilitzant un temps d’incubacié del farmac de 24 hores,
evitant aixi tractaments molt llargs (Figura 45). Tal com s’ha tractat en el capitol anterior,
en entrar a la cél.lula la 5-DFUR es converteix en 5-FU i és aquest el que exerceix la
major part de I'accié citotoxica. Per tant, I'analisi en paral.lel dels efectes del 5-FU ens
permetria avaluar si les variacions d'activitat observades amb la incubacié amb la 5'-DFUR
eren consequencia de la seva accié citotoxica o del fet d’administrar un analeg de
nucleosid.
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Figura 45. Efecte de la 5'-DFUR, el 5-FU i la gemcitabina sobre el transport d’uridina en la linia
cel.lular MCF7 a les 48 hores. Les cel.lules es van incubar en preséncia de 5-DFUR 75 pM, 5-FU
75 pM o gemcitabina 75 nM durant 24 hores. A continuacid, es va realitzar un canvi de medi i 24 hores
després es va mesurar el transport d'uridina 1 uM durant 1 minut. La contribucié de I'activitat equilibrativa
es va avaluar utilitzant 1uM de NBTI per discriminar entre la component sensible a NBTI (hENT1) (A) i la
component insensible (hENT2) (B). El transport dependent de sodi es va calcular com la diferéncia entre
el transport amb medi amb i sense sodi (C). Els resultats son la mitjana + SE de tres a cinc experiments
independents mesurats per quadruplicat. La seva significativitat estadistica esta valorada pel métode de
la t de Student, essent * p<0.05 i ** p<0.01.

Comprovem que la disminucié de l'activat del transportador hENT1 com a
consequeéncia de I'accio de la gemcitabina és major a les 48 hores, mentre que la 5’-DFUR
no afecta a aquesta isoforma. Sorprenentment, el 5-FU produeix un efecte similar a la
gemcitabina. Les dades del tractament amb gemcitabina concorden amb resultats
obtinguts dins el marc de la tesi doctoral del Dr. José Garcia Manteiga, on s’observava
que el tractament amb aquest analeg de nucleodsid disminuia tant I'activitat com els nivells
de proteina del transportador hENT1 en una linia cel.lular derivada de tumor de pancrees.
Addicionalment, i de manera equivalent a les nostres dades no s’obtenien variacions en la
isoforma hENT2.

La mesura del transport dependent de sodi ha permés confirmar els resultats
obtinguts a les 24 hores. De fet, tant la 5-DFUR com la gemcitabina produeixen un
increment de la captacié concentrativa d'uridina, tot i que aquesta és molt major en el cas
de la 5-DFUR. Per contra, l'estudi de les cél.lules derivades de tumor de pancrees
realitzat pel Dr. José Garcia Manteiga no va revelar cap increment de I'activitat
concentrativa com a conseqiéncia del tractament amb gemcitabina. Similarment als
resultats mostrats per hENTL, I'efecte del 5-FU és oposat a I'obtingut amb la 5’-DFUR, ja
que aquest no produeix variacions en el transport dependent de sodi. Aquests resultats
suggerien que I'accié del 5’-DFUR sobre els transportadors és deguda majoritariament al
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fet de que es tracta d'un analeg de nucleosid, tot i que no es pot descartar que el 5-FU i la
5-DFUR presentin mecanismes d'accié diferents que produeixin la resposta diferencial
dels transportadors.

Amb I'objectiu de confirmar que la manca d'acci6é de la 5’-DFUR sobre la isoforma
equilibrativa o el menor increment de [lactivitat dependent de sodi mitjancat per
gemcitabina no eren conseqiiéncia de les dosis utilitzades vam analitzar I'efecte dels
farmacs a diferents dosis de tractament (Figura 46). Per tal de simplificar I'estudi, i tenint
en compte que no observem variacions en l'activitat del transportador hENT2, vam decidir
centrar les nostres analisis en el transport equilibratiu sensible a NBTI i en la captacio
dependent de sodi.
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Figura 46. Dosi-resposta de I'efecte de la 5-DFUR, el 5-FU i la gemcitabina sobre el transport
d’uridina en la linia cel.lular MCF7 a les 48 hores. Les cél.lules es van incubar en preséncia de
diferents dosis de 5'-DFUR, 5-FU o gemcitabina durant 24 hores. A les 48 hores es va analitzar el
transport mitjancat per hENT1 (A) i el dependent de sodi (B) a través de la incubacié d'uridina 1 pM
durant 1 minut. Els resultats sén la mitjana + SE de dos experiments independents mesurats per
quadruplicat.

Les mesures de transport equilibratiu demostren que la 5-DFUR no afecta
l'activitat dI’'hRENT1. D’altra banda, les dosis més baixes de 5-FU i de gemcitabina
analitzades inhibeixen ja en un 50% la captaci6 sensible a NBTI i aquest efecte no
s'incrementa en augmentar la concentracié de farmac, el que apuntaria a qué en cap cas
s’aconsegueix una reduccio total del transport mitjancat per hENT1. Per contra, I'increment
de l'activitat concentrativa com a conseqiiéncia de l'acci6 de la 5-DFUR si que és
dependent de la dosi, mentre que el de la gemcitabina no ho és o té una ICsy menor de
25 nM. Aquests resultats suggeririen que l'efecte de la gemcitabina sobre el transport
concentratiu és molt menor que el de la 5’-DFUR, si bé no es pot descartar que I'accié de
la gemcitabina es trobi ja en un moment de davallada, i que dosis o temps menors
produeixin un major increment de l'activitat. Tanmateix, les diferéncies en els efectes es
podrien explicar per la participacié de diferents isoformes concentratives, ja que encara no
hem avaluat quin o quins transportadors estan regulats, analisi que es detallara
posteriorment.

A continuacié, vam decidir comprovar si els tractaments curts de 90 minuts, com

els utilitzats en el capitol anterior, eren capacos de produir respostes similars als de 24
hores, si bé les mesures de transport es van continuar realitzant a les 48 hores (Figura 47).
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Figura 47. Efecte de la 5'-DFUR, el 5-FU i la gemcitabina sobre el transport d’uridina en la linia
cel.lular MCF7 a les 48 hores. Les cél.lules es van incubar durant 90 minuts o 24 hores en preséncia de
5-DFUR 75 pM, 5-FU 75 uM o gemcitabina 75 nM. A les 48 hores de l'inici del tractament es va mesurar
la captacié d’'uridina 1 pM durant 1 minut per avaluar el transport mitjancat per hENT1 (A) i el dependent
de sodi (B). Els resultats sén la mitjana £ SE de dos experiments independents mesurats per quadruplicat.

Sorprenentment, el tractament de 90 minuts amb 5-FU i amb gemcitabina
produeixen un clar increment del transport concentratiu, que en el cas de la nucleobase és
similar al que s’obté amb 24 hores d'incubacié amb 5-DFUR. Per contra, les diferéncies
observades en l'activitat del transportador d’'hENT1 sén minimes. Per tal d'analitzar amb
més detall aquesta resposta vam optar per avaluar l'efecte de diferents temps de
tractament en el transport d’'uridina mesurat a les 48 hores de l'inici de la incubacio (Figura
48).
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Figura 48. Efecte sobre el transport d'uridina del temps de tractament amb 5-DFUR, 5-FU i
gemcitabina en la linia cel.lular MCF7. Les cél.lules es van incubar durant diferents temps en presencia
de 5-DFUR 75 uM (A), 5-FU 75 pM (B) o gemcitabina 75 nM (C). A les 48 hores de l'inici del tractament
es va avaluar el transport mitjangat per hENT1 i el dependent de sodi a través de la incubacié d'uridina
1 pM durant 1 minut. Els resultats son la mitjana + SE de dos experiments independents mesurats per
quadruplicat.
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A simple vista els resultats mostren una elevada variabilitat en la resposta dels tres
farmacs analitzats. El tractament de 30 minuts amb gemcitabina és suficient per a produir
la disminucié de l'activitat 'hENTL1 i aquesta es manté amb temps d’incubacié majors. En
canvi, I'efecte del 5-FU va augmentant a mesura que s'incrementa el temps, arribant a un
maxim a les 24 hores de tractament. EI comportament de la 5’-DFUR és el més peculiar ja
que la disminucié maxima de I'activitat es produeix a les 3 hores, i a partir d’'aquest temps
l'activitat I’hENT1 va augmentat fins aconseguir uns valors similars als basals, el que
concorda amb les dades préviament mostrades. Les diferencies en el transport
concentratiu s6n menors. Tant la 5'-DFUR com la gemcitabina presenten un increment de
I'activitat dependent de sodi a mesura que augmenta el temps de tractament, amb un pic
de 6 hores per a la 5-DFUR i de 3 per a la gemcitabina, i a partir d'aguest moment es
produeix una lleugera davallada de I'efecte. El 5-FU no segueix el mateix patré, ja que als
30 minuts de tractament ja ha assolit el maxim d’activitat dependent de sodi i en augmentar
el temps d’incubacié va disminuint gradualment I'efecte fins a arribar als valors basals.

Les diferencies entre la 5’-DFUR i el 5-FU podrien ser degudes a diferents motius.
D’una banda podria tractar-se d’'un efecte de dosi. En ambd6s compostos la dosi utilitzada
ha estat de 75 puM, tanmateix la resposta citotoxica del 5-FU és major, amb més quantitat
de ceél.lules mortes que la 5'-DFUR (dades no mostrades). Un cop a l'interior cel.lular la
5-DFUR es converteix en 5-FU mitjangant I'accié de I'enzim timidina fosforilasa, pel que és
Iogic considerar que el 5-FU pot produir un efecte major si s'utilitza la mateixa dosi
d’ambdés farmacs. D’altra banda, diversos autors han suggerit que la dosi de 5-FU pot
determinar la via principal d'accié del farmac, la incorporacio a 'ARN o la inhibici6é de la TS
(Longley et al.,, 2003; Yoshikawa et al., 2001), pel que no es pot descartar que les
variacions entre els dos farmacs siguin degudes a diferéncies en els mecanismes de
I'accid citotoxica. Per contra, els resultats obtinguts ens permeten obviar la hipotesi de que
l'increment del transport concentratiu per la 5-DFUR és degut al fet de tractar amb un
analeg de nucleosid, ja que amb temps menors d’incubacio el 5-FU produeix la mateixa
resposta.

A continuacioé, vam decidir analitzar amb més detall la davallada de I'activitat
d’hENT1, amb l'objectiu de determinar el tipus de regulacié responsable. En primer lloc,
vam mesurar mitjancant PCR a temps real els nivells ’ARNm d’hENT1 a les 6, 24 i 48
hores (Figura 49).
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Figura 49. Nivells d’expressio del transportador hENT1 en les cél.lules MCF7 després del
tractament amb 5'-DFUR, 5-FU i gemcitabina. Les cél.lules es van incubar amb 5-DFUR 75 pM, 5-FU
75 uM i gemcitabina 75 nM. L’ARN corresponent es va obtenir a les 6, 24 i 48 hores, tot i que en el darrer
punt el farmac només es va incubar durant 24 hores. Els valors de Ct obtinguts han estat normalitzats
respecte al control endogen (GAPDH). Els nivells d’expressié de 'ARNm es donen com unitats arbitraries,
utilitzant el control de cada temps com a control de referéncia. Els resultats s6n la mitjana + SE de tres
experiments independents

Els resultats demostren que la disminucié de 'activitat del transportador equilibratiu
hENT1 es correspon amb una baixada dels nivells del seu ARNm. L'efecte és
estadisticament significatiu a les 48 hores, malgrat que a les 24h ja s’aprecia un descens
en la quantitat de missatger. Sorprenentment, la 5-DFUR mostra una resposta similar als
altres dos farmacs, si bé no detectem canvis en l'activat independent de sodi.
Posteriorment, vam comprovar si aquesta davallada en I'expressio es correlacionava amb
els nivells de proteina (Figura 50). En aquest cas, el tractament va ser equivalent al
realitzat per a la figura 46, és a dir, les cél.lules MCF7 es van tractar durant 24 hores amb
diferents dosis de farmac i els nivells de proteina es van avaluar a les 48 hores.

A B hENT1

5-DFUR 5-FU GEMC
c 25 75 150 25 75 25 75 150

proteina hENT1

0
ctrl 25 75 150 25 75 25 75 150

5-DFUR (uM) 5-FU M)  GEMC (nM)

Figura 50. Analisi de western blot d’hENT1 en les cél.lules MCF7 després del tractament amb
5'-DFUR, 5-FU i gemcitabina. Les cél.lules es van incubar en presencia de diferents dosis de 5-DFUR,
5-FU o gemcitabina durant 24 hores. A les 48 es va extreure la proteina total i es va analitzar I'expressio
d’hENT1 mitjangant western blot (A). Els canvis produits pel tractament es van quantificar
densitomeétricament (B). Es mostra un western blot representatiu.
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Les dades obtingudes permeten concloure que el tractament amb 5-FU i
gemcitabina produeixen una disminucié en els nivells dARNm d’hENT1 amb la conseqient
davallada de la quantitat de proteina total i de I'activitat del transportador. Addicionalment,
els valors dels diferents parametres mesurats es correlacionen, ja que en tots els casos la
disminucié és aproximadament del 50%. Per contra, malgrat I'analeg d'uridina 5’-DFUR
també produeix un descens en els nivells d’ARNm del transportador equilibratiu no passa
el mateix amb la quantitat de proteina total, el que podria ser degut, en part, a un
increment de I'estabilitat de 'ARNmM. Tanmateix, calen més estudis per a explicar I'efecte
diferencial entre els farmacs.

Els resultats obtinguts fins al moment sén oposats als descrits en la literatura, tot i
que, com s’ha comentat préviament, el nombre de treballs és reduit. Pressacco i
col.laboradors (1995b) van determinar que inhibidors de la sintesi de novo de precursors
de 'ADN com el 5-FU i la hidroxiurea produien un increment en el nombre de
transportadors hENT1 en la membrana plasmatica, mentre que altres farmacs com la
citarabina no tenien cap efecte. Els autors postulen que és la disminucio dels pools de
dTTP el desencadenant de l'efecte, ja que inhibidors de la TS provoquen una resposta
similar (Pressacco et al.,, 1995a). Similarment, la fludarabina i la cladribina també
incrementen I'expressié d'hENTL1 en cél.lules de LLC i la resposta és dependent de la dosi
de farmac administrada (Petersen et al., 1996). No obstant, en aquests treballs els autors
analitzen Unicament el nombre de transportadors en la membrana mitjangant la unié de
SAENTA, pero en cap cas determinen canvis en l'activitat. D'altra banda, com ja s’ha
apuntat, el tractament amb gemcitabina en linies cel.lulars derivades de tumor de pancrees
produeix una disminucié en l'activitat I’'hENT1. Les diferencies en les respostes podrien
ser degudes, en part, a variacions en els mecanismes d’accio dels farmacs o fins i tot a
una regulacié diferent en funcié del tipus cel.lular analitzat. Aixi, per exemple, una dieta
liure de nucleosids produeix un increment en els nivells de proteina de rCNT1 en el
jejunum i una lleugera disminucié en el fetge (Valdes et al., 2000). Una altra possibilitat
seria que mentre en el nostre model I'increment del transport concentratiu és el que regula
les variacions en els nivells de dNTPs, en aquells tipus cel.lulars que no tenen la capacitat
de produir aquest increment, és el transportador hENT1 el que exerceix aquesta accio.

A continuacid, ens vam proposar avaluar quina o quines eren les isoformes
responsables de I'augment del transport concentratiu i, de manera similar als efectes sobre
hENTL1, determinar si existien canvis de proteina o d’ARNm. Aixi, en primer lloc vam
mesurar els nivells d’ARNm per PCR a temps real dels tres transportadors de la familia
SLC28 (Figura 51). Amb I'objectiu de facilitar I'estudi vam optar per analitzar Unicament els
efectes de la 5’-DFUR i la gemcitabina, ja que el 5-FU I'haviem afegit tant sols per veure si
provocava la mateixa resposta que la 5’-DFUR.
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Figura 51. Nivells d'expressi6 dels transportadors hCNT1 (A), hCNT2 (B) i hCNT3 (C) en les
ceél.lules MCF7 després del tractament amb 5-DFUR i gemcitabina. El tractament i I'analisi de les
dades es va fer de manera equivalent al descrit en la figura 49. Els resultats son la mitjana + SE de dos a
tres experiments independents. La significativitat estadistica esta valorada pel metode de la t de Student,
essent * p<0.05 i ** p<0.01.

Els resultats mostren un clar increment, a partir de les 24 hores, de 'ARNm de
hCNT3 com a conseqiiéncia del tractament amb gemcitabina. Per contra, en el cas de la
5-DFUR no s’aprecia una induccié evident de cap de les isoformes concentratives. En
canvi, en tots dos farmacs es detecta ja a les 24 hores una disminucié de I'expressio de
hCNT2. Per tant, els resultats obtinguts fins al moment suggeririen que la gemcitabina
produeix un increment de I'expressié i en conseqiiéncia de l'activitat de hCNT3.

En el nostre laboratori s’han generat anticossos policlonals dirigits contra les tres
isoformes concentratives dels transportadors de nucleosids, tanmateix només l'anticos de
hCNT1 ha estat caracteritzat, dins el marc de la tesi doctoral d’Elena Guillén. Aixi doncs,
vam avaluar si el tractament amb 5-DFUR o gemcitabina produia una variacié en els
nivells de proteina de hCNT1, utilitzant un tractament equivalent al de la mesura de
proteina d’hENT1 (Figura 52). Tanmateix, degut a les caracteristiques de I'anticds, en
aqguest cas no es va poder utilitzar un protocol d’aillament de proteina total, siné que va ser
necessaria I'extracci6 d’homogenats crus de membrana, tal i com es detalla en els
Materials i Métodes.
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Figura 52. Analisi de western blot de hCNT1 en les ceél.lules MCF7 després del tractament amb
5'-DFUR i gemcitabina. Les cél.lules es van incubar en preséncia de diferents dosis de 5-DFUR o
gemcitabina durant 24 hores. A les 48 hores es van extreure homogenats crus de membrana i es va
analitzar I'expressi6 d’hCNT1 mitjangant western blot (A). Els canvis produits pel tractament es van
guantificar densitomeétricament (B). Es mostra un western blot representatiu.

Els resultats demostren un clar increment dels nivells de proteina de hCNT1 com a
conseqliéncia del tractament amb 5-DFUR. A més, en concordanca amb les dades de
transport, es tracta d’'un augment dependent de la dosi. Per contra, la gemcitabina no varia
la quantitat de proteina de hCNT1, més aviat els resultats semblarien indicar que hi ha un
lleuger descens. Les dades obtingudes per western blot concorden amb [l'analisi
immunocitoquimic de hCNT1 (Figura 53).

CTRL 5'-DFUR Gemcitabina

Figura 53. Immunocitoquimica de hCNT1 en les ceél.lules MCF7. Les cél.lules es van incubar 24 hores
amb 5-DFUR 75 pM o gemcitabina 75 nM. A les 48 hores I'expressi6 i localitzaci6 de hCNT1 es va
analitzar tal com es descriu en I'apartat de Materials i Métodes.

Les dades suggereixen que la 5-DFUR produeix un increment en els nivells de
proteina i d'activitat de hCNT1, mentre que amb la gemcitabina I'augment de transport
concentratiu és degut a una major quantitat d’ARNm de hCNT3. L'elevada induccié de la
proteina hCNT1, com a consequéncia de l'accio del 5-DFUR, podria ser deguda a un
increment de la proteina en la membrana, ja que el protocol d’extraccié utilitzat era per
obtenir extractes de membrana. Tanmateix, I'analisi immunocitoquimic demostra que
també hi ha un increment de la proteina total, el que podria ser com a conseqiencia d'una
major estabilitat de 'ARNm del transportador, ja que no es detecta un clar augment de la
transcripcid. De fet, els nivells dARNm d'aquesta isoforma son dificils de detectar. Aixi,
I'analisi per western blot del patré d'expressid de rCNT1 va demostrar que aquest es
trobava en molts més teixits dels que s’havien determinat inicialment per estudis de
Northern blot (Felipe et al. 1998).
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Per tal de completar la caracteritzacié dels transportadors concentratius regulats
per l'accié dels analegs de nucleodsids, vam realitzar mesures de captacié de citidina i
guanosina (Figura 54). En aquest cas es van efectuar tractaments de 6 hores, ja que
I'increment de transport dependent de sodi és major.

A Transport d'uridina B Transport de citidina C Transport de guanosina
70 * 6 - 125 "
60 * 5
< £ c 100
£ s £, ** £
=3 E) S 75
£ 10 £ g 7
k=l T 3 3
5 30 3 5 50
g 20 g? g
10 1
0 0.0
CTRL 5-DFUR GEMC CTRL 5-DFUR GEMC CTRL 5-DFUR GEMC

Figura 54. Efecte de la 5'-DFUR, el 5-FU i la gemcitabina sobre el transport de nucleosids en la
linia cel.lular MCF7 a les 48 hores. Les cel.lules es van incubar durant 6 hores en preséncia de
5-DFUR 75 pM o gemcitabina 75 nM. A les 48 hores es va mesurar el transport dependent de sodi
d'uridina (A), citidina (B) i guanosina (C) 1 uM durant 1 minut. Els resultats sén la mitjana + SE de tres
experiments independents mesurats per quadruplicat. La significativitat estadistica esta valorada pel
meétode de la t de Student, essent * p<0.05 i ** p<0.01.

El transport d’uridina demostra que amb 6 hores de tractament I'increment de la
sodi-dependéncia és similar per a tots dos analegs, tanmateix no ens permet determinar
les isoformes implicades ja que la uridina és substrat de les tres. Per aquest motiu és
necessari avaluar la captacié de citidina (hCNT1 i hCNT3) i de guanosina (hCNT2 i
hCNT3). La 5-DFUR produeix Gnicament un increment en el transport concentratiu de
citidina, el que concorda amb els resultats anteriors que indiquen que la isoforma implicada
és hCNT1. Draltra banda, el tractament amb gemcitabina augmenta tant la captacio
dependent de sodi de guanosina com de citidina. Tenint en compte que no detectem un
increment en els nivells de proteina de hCNT1 i que 'ARNm de hCNT2 disminueix,
aquestes dades confirmarien que l'augment d’activitat observat correspon a la isoforma
hCNT3.

En resum, els resultats obtinguts demostren que el tractament amb analegs de
nucledsids modula I'expressid i I'activitat dels transportadors responsables de la seva
captacié. Tot i les diferéncies entre els farmacs, les respostes generals obtingudes en la
linia cel.lular MCF7 mostren una disminucio de I'activitat equilibrativa i un increment de la
concentrativa. Tal com s’ha comentat préviament, la davallada del transport independent
de sodi no concorda amb dades prévies de la bibliografia (Pressacco et al., 1995b;
Petersen et al., 1996), tot i que els models cel.lulars utilitzats eren diferents. Tanmateix, els
resultats mostrats concordarien amb el fet que el transportador hENT1 juga un paper
important en proliferacié (Cass et al., 1979, Soler et al., 2001a), ja que el bloqueig de la
replicaci6 com a consequéncia de l'accié dels analegs de nucleosids disminueix la seva
activitat. Alhora, aquestes dades suggereixen que hENT1 no seria el transportador
encarregat de captar els nucleosids necessaris per a la reparacié de I'ADN, siné que els
transportadors responsables d’aquesta accié serien els concentratius, que sén els que
augmenten la seva activitat com a consequéncia de I'accioé dels farmacs. No obstant, la
5-DFUR no disminueix l'activitat d’'hENTL1, el que podria ser degut a que el seu efecte
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citotoxic és menor i que a les dosis i temps analitzats només produeixen una davallada de
I’ARNmM que no es tradueix amb una disminucié de la proteina.

D’altra banda no deixa de ser sorprenent el fet que tant la 5-DFUR com la
gemcitabina incrementin Il'activitat de transport concentratiu, perd que les isoformes
implicades siguin diferents en funcié del farmac. L'analisi del mecanisme d’accié d’aquests
analegs ens podria aportar una possible explicacié. La 5-DFUR inhibeix I'activitat de la
timidilat sintasa, produint per tant una disminucié del dTTP i en conseqiéncia
pertorbacions en els nivells dels altres dNTPs, principalment un increment de dATP
(Houghton et al., 1995). hCNT1 és un transportador preferent per pirimidines, per tant la
seva activacié potenciaria la captacié de la timidina. De fet, s’ha demostrat que 'addici6 de
timidina pot revertir els efectes de la inhibicid de la TS a través de la timidina quinasa
(Grem and Fisher, 1989). D’altra banda, els efectes de la 5-DFUR sobre 'ARN, laltre
mecanisme d’accid, es poden revertir amb I'administracié d’'uridina, que també es substrat
de hCNT1 (Longley et al., 2002). Per tant, com a resposta al tractament de la 5-DFUR la
cél.lula incrementaria el transportador responsable de la captacié dels nucleosids capagos
de revertir I'efecte citotoxic.

Un dels principals efectes de la gemcitabina és la inhibicid de la ribonucleotid
reductasa, bloguejant d’aquesta manera la sintesi de novo de dNTPs (Galmarini et al.,
2001b). Per tant, a diferéncia de la 5’-DFUR, la gemcitabina produeix una deplecié tant de
purines com de pirimidines, el que concordaria amb lincrement de [Iactivitat del
transportador hCNT3, que presenta una amplia especificitat de substrat. Per contra,
Pressacco i col.laboradors (1995b) van determinar que la inhibici6 de la ribonucleotid
reductasa amb hidroxiurea produeix un increment del transportador hENT1 en membrana,
mentre que en una linia d’hepatoma de rata augmenta els nivells de proteina d’hCNT1
(Valdes et al., 2002). Per tant, el transportador activat com a consequeéencia de la inhibicié
de la ribonucleodtid reductasa podria dependre del tipus cel.lular. D’altra banda, la linia
limfoid H9 resistent a citarabina presenta una disminucié dels nivells d’'hENT1 i un
increment dels de hCNT3 (Sarkar et al., 2005). Tenint en compte que la citarabina i la
gemcitabina tenen un mecanisme d’accié similar, aquests resultats concordarien amb les
nostres dades.

Diversos estudis apunten cap a una induccié dels transportadors concentratius en
el procés d'apoptosi. El tractament de macrofags de medul.la ossia de ratoli amb el
reconegut agent apoptotic LPS produeix un increment de I'expressio de rCNT1 i rCNT2
(Soler et al., 2001b). D’altra banda, dades obtingudes en el marc de la tesi doctoral de la
Dra. Sonia Fernandez demostren que el TGFB1 produeix un increment de I'activitat i
I'expressié de rCNT2, associada a una disminucié dels nivells proteics de rCNT1, en
hepatocits. EI TGFB1 en fetge actua basicament com a pro-apoptotic, el que podria
suggerir un paper d’aquests transportadors en l'apoptosi. De manera similar, dades
preliminars han demostrat que la fludarabina i la gemcitabina incrementen els nivells
d’ARNmM de hCNT2 en la linia cel.lular derivada de limfoma de mantell Granta-519 (Figura
55).
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Figura 55. Efecte del tractament amb fludarabina i gemcitabina sobre I'expressié de hCNT2 en la
linia cel.lular Granta-519. Les ceél.lules es van incubar durant 3 hores amb fludarabina (8.5 pg/ml) o
gemcitabina (2.75 pg/ml). A les 24 hores es va analitzar per PCR a temps real els nivells d’expressi6 del
transportador hCNT2. Els nivells d’expressio de 'ARNm, normalitzats respecte el control endogen (-
glucuronidasa), es donen com unitats arbitraries, on el valor de 1 correspon al control.

El fet que, a diferéncia de la linia MCF7, les cél.lules Granta-519 presentin una
clara inducci6 de I'apoptosi, tal i com es descriu en els capitols 2 i 3, conjuntament amb els
antecedents indicats, permetrien hipotetitzar que és el transportador hCNT2 el que
s’indueix en cas d'apoptosi, si bé no es pot descartar un efecte diferencial en funcié del
tipus cel.lular. Tanmateix, s’ha descrit que mentre la 5-DFUR actua preferentment
mitjancant el receptor FAS, la gemcitabina ho fa a través de la via mitocondrial (Simsteim
et al., 2003). Per tant, els increments en l'activitat concentrativa com a resposta de I'accid
dels analegs de nucledsids podrien ser deguts a la seva acci6 citotoxica o a la resposta de
la cel.lula als canvis en els pools intracel.lulars de nucleosids i nucleotids.

Tanmateix, a part de la importancia en la comprensié del paper fisiologic dels
transportadors de nucleodsids, aquests resultats també poden tenir implicacions
terapéutiques. Estudis recents en el nostre grup de recerca han demostrat que I'expressié
heterologa del transportador hCNT1 incrementa la sensibilitat a 5’-DFUR i a gemcitabina
(Mata et al., 2001; Garcia-Manteiga et al., 2003). Per tant, 'administracié d'una segona
dosi de farmac en el moment que la primera ha induit I'activitat concentrativa podria
incrementar la captacié de I'analeg i com a consequiéncia la seva accio citotoxica. A més,
la davallada de l'activitat I’hENT1, en el cas de la gemcitabina, disminuiria la possible
sortida del farmac per aquest transportador. De fet, s’ha demostrat que la inhibici6é del
transport equilibratiu pot augmentar la sensibilitat als farmacs (Dagnino et al., 1990). En
concordanga, el tractament amb fludarabina incrementa la captacio de citarabina, pel que
els autors suggereixen que I'administracié inicial de fludarabina abans de la infusi6 amb
citarabina podria incrementar I'acumulacié d’'ara-CTP en cél.lules leucémiques (Gandhi et
al., 1989). De manera similar, el tractament amb acid retindic incrementa I'expressio
d’'hENT1 i en consequéencia la sensibilitat a la citarabina, per tant en una terapia
combinada els temps d’administracié s’haurien de determinar tenint en compte aquests
efectes (Flanagan et al., 2003).
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