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ABRiVIACIONS UTILITZADES 

aa: Aminoácid 
AABS: Lloc d'unió de l'activador A 
ACTH: Hormona adrenocorticotrópica 
AD: Enfermetat d'Alzhelmer 
ADX: Adrenalectomia 
AP-1: Factor de transcripció tmns que s'uneix a BLE 1 
AP-2: Factor de transcriptíó trans que s'uneix a BLE 2 
ARE: Element c/s de resposta antloxidant 
bp: Parell de bases de DNA 
Cd: Cadmi 
cDNA: DNA complementan codificant 
CHO: Cél.lules ováriques de hámster 
CORT: Corticosterona 
cpm: contes per minut 
Dex: Dexametasona 
End: Endotoxina o lipopolisacárid (LPS) 
GFAP: Proteína acídica fibrilar glial 
GIF: Growth Inhibitory Factor o MT-lll 
GREs: Elements de resposta a glucocorticoides (GlucocortlcoM Regulatofy Etements) 
i.c.v.: Injecciá intracerebroventricular 
KDa: KDaltons. Mesura pes molecular 
Knock-out: Ratoii transgénic amb una mutacló nuUa en un gen 
hgcs: Seqiiéncies comuns humanes gfa 
hMT: MT humana 
IL-1: lnterleucina-1 
IL-6: lnterleucina-6 
1FN-Y: Interferó-Y 
i.p.; Injecció intraperitoneal 
IRÉ: Element c/s de resposta a l'interferó 
LPS: Endotoxina bacteriana 
MLTF: Factor trans de transcripció 
mMT: MT de ratolí 
MREs: Elements de resposta ais metalls {Metal Response Elements) 
mRNA: RNA missatger 
MT: Metal.lotioneína. 
MT-I: Metal.lotioneTna-l 
MT-II: Metal.totioneTna-ll 
MT-lll: Metal.lotioneína-lll o GIF 
MT-ÍV: Metal.lotioneTna-IV 
NF-IL6: Element de resposta al factor nuclear de IL-6 
OVLT: Organ vascular de la lámina terminal 
RÍA: Radioimmunoassalg 
rMT: MT de rata 
RU486: Bloquejant del receptor de glucocorticoides i de progesterona 
s.c: injecció subcutánea 
SHAM: Simulado d'adrenalectomia 
Sp1: Factor de transcripció trans 
TNF-a: Factor de necrosi tumoral-a 
Zn: Zinc 

Nota: En les abreviacions s'ha emprat la nomenclatura anglesa de la paraula per tal de 
mantenir el mateix criteri que s'utiiitza habitualment en les publlcacions internacionais. 

Nomenclatura deis aa 

A Ala Alanina M Met Metionina 
G Cys CisteTna N Asn Asparragina 
D Asp Acid aspártic P Pro Prolina 
E Glu Ácid glutámic Q GIn Glutamina 
G Gly Glicina R Arg Arginina 
1 lie Isoleucina S Ser Serina 
K Lys Lisina T Thr Treonlna Lys 

V Val Valina 
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INTRODUCCIÓ 

1. MetaLlotíonernes 

1.1. Caracterfst iques, estructura i local i tzació 

1.1.1. Característ iques 

Les metal.lotioneTnes (MTs) son una familia de proteínes entre 61 i 68 aminoácids 

(aa). Teñen com a principal característica lllgar metatis pesants com el Cd^*, Zn^* i 

Cu*, i teñir una quantitat elevada de residus de dsteína (Cys) (30%), mentre que els 

aa aromátics son absents en la seva composició (K ig i and Kojima. 1987b). 

En el ratolí (animal utiiitzat en el presen! treball) trobem fins a 4 isoformes 

diferents, anomenades MT-I, MT-l l , MT-l l i i MT-IV. Les MT-I i MT-II han estat 

estudiades durant váries décades des del desasbriment de la primera MT Tany 1957 

(Margoshes and Vallee, 1957), mentre que la MT-IÍI i la MT-IV han estat 

descobertes molt recentment (Uchida eí al., 1991; Palmiter et al., 1992; Quaife et al., 

1994). Les MTs son presents a tota l'escala fliogenética com veurem mes endavant. 

1.1.2. Estructura 

En aquest apartat ens referirem principalment a l'estructura de les MT-I i MT-ll, ja 

que son les mes conegudes. A cada apartat farem també referencia a la de la MT-Ill 

i MT-IV, isoformes amb una estructura primária clarament diferenciada de les dues 

primeres. 

Seqüéncia pr imaria 

Els estudts de la seqüéncia primária ens mostren una alta proporció de 

seqüéncies Cys-Cys, Cys-x-Cys o Cys-x-y-Cys (on x i y son qualsevol altre aa). Les 

Cys solen estar flanquejades per aa básícs, com la Lys i l'Arg (Kojima ef a/., 1976). 

Les seqüéncies de les MT-I, MT-l l , MT-lll i MT-IV de ratolí i les MT-I, MT-ll i MT-l l l 

de rata es troben representadas a la figura 1, on es pot observar 3 seqüéncies de 
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Cys-Cys, 7 seqDéncies del tipus Cys-x-Cys i 1 del tipus Cys-x-x-Cys. Aqüestes 

seqüéncies s'han conservat considerablement al liarg de la evolució perqué son les 

que permeten la connplexacíó deis metalls a la proteTna. A la figura 1 es mostren les 

Cys ombrejades. 

mMT-l 
mMT-II 
rMT-l 
rMT-ll 

mMT-III 
rMT-lll 

1 1 0 
M D P N ¡ a s e S T G G S l Q T i í 
M D P N C S C A S D G S C S » 
M D P N E S G S T G G S C T K 
M D P N y s y A T D S S i S S S 

2 0 
TSSBAIQKNI 
AGASKCKQ! 
SSSGGSKNi 
AGSHKÍKQÍK 

1 10 20 
M D P E T | £ « H T G G S P T P S D KISK 
M D P E T f f l S T G G S i T f í s D K i K 3K6| 

ÍKGI 

30 
TNS 
TNí 

mMT-IV M D P G E B T H M S G G I B I OGDNlKSTTgSSHKTlR 

Domlni p 

3 1 
mMT-l K S 
mMT-II K S 
rMT-í K S 
rMT-ll K S 

mMT-III K S 
rMT-lll K S 

4 0 5 0 
PVGSS KOAQGOVOKGA 
PVGGAKCSQGCIE K E A 
PVGGSKCAQGéVSKQA 
PVGidA KkaSQGi I S K E A 

40 
P A G i 
PAGI 

6 0 
A D K O T l D i a A 
S D K k i S E i t í A 
S D K i T f f l A 
SDKEáSlQSaA J 

61 

50 60 
E K I S A K D B V H K G E E G A K A E A E K Í 
EKlQAKDiaVíQKGEEGAK A E K l 

|Q - 68 
Í Q - 66 

mMT-IV K S S I P S H P P G S A K B A R G B I Í K G G S D K S S B B P - 6 2 

Dominí a 

Figura 1 . Seqüéncies primáries de les 4 isoformes presents en ratolins, MT-l, MT-ll, 
MT-lll i MT-IV (indicades amb una m). comparadas amb les MT-l, MT-ll i MT-lll de 
rata (indicades amb una r). La cadena peptídica s'ha dívidít en dos fragments, del aa 1 
al 30 i del 31 fins el final, que corresponen ais dos dominis de la proteína, p i a, 
respectivament Al final de cada proteína está indicat el número total d'aa. 

Com s'ha comentat en ranterior apartat, a la composició d'aa predomina la 

conservació de Cys. En els nnamífere trobem 20 Cys invariables, que representen 

aproximadament un 30% deis aa de ia seqüéncía. No hi ha cap aa aromátic i tampoc 

es troben His en la cadena polipeptídica. En totes les isofonnes deis vertebráis és 

usual trabar a l'extrem N-tenninal Met com primer aa. 

Cal destacar la gran homología de seqüéncia que presenten les MT-Í, MT-ll i MT-

l l ! en ia part centra! de la proteína, des del residu 25 fins a! 43 aprox. Una alíra part 

homologa, mes curta, és l'extrem N-terminal de les MT-l i MT-l!, les quals teñen una 

gran homología entre les posícíons 1 í 8. Contráriament, la part mes heterogénea 

entre les isoformes MT-l ¡ MT-ll de mamífers és el segment compres entre les 
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posicions 8 i 11 , que coincideix amb la regló d'interconnexió entre els dos primers 

exons (Kági and Kojima, 1987a). 

La MT-lll i la MT-IV difereixen significativament de les MT-I i MT-ll. Així, la MT-IV 

de ratolí presenta una inserció en la posíció 5 de la proteína. Aquesta inserció 

correspon a un Glu. La MT-IV d'humá i de ratolí només presenten 4 aa diferents a la 

seqüéncia (Quaife ef a/., 1994). 

Respecte a la MT-ll l , aquesta isoforma presenta mes variacions en la seva 

seqüéncia. Per una banda presenta una inserció en la mateixa posició 5 que la MT-

IV, essent en aquest cas una Thr (Palmiter et al., 1992). Després, a l'extrem C-

terminal trobem una inserció de 4 ó 6 aa segons l'espécie (Palmiter et al., 1992; 

Tsuji et al., 1992; Kobayashi e f al., 1993) (figura 1) que, com veurem mes endavant, 

confereix una distribució espacial diferenciada. Pero de fet, el canvi más important 

está locaíitzat, com veurem más endavant, en la estructura terciaria i, a l'apartat de 

les funcions de la MT-ll l , en la presencia de dues Pro en la posició 7 i 9 de la MT-ll l, 

com s'ha indicat a la figura 1 en sombrejat más fose. La homología entre la MT-lll 

humana, la de rata i la de ratolí és al voltant del 70-80% en els seus aa. 

La MT-I i MT-ll presenten cárrega negativa a pH neutre i el seu pHisoeléctric és 

proper a 4 (Nordberg et al., 1975). La presencia de residus de glutamat a la 

seqüéncia de la MT-lll la converteix en una proteína acídica (la cárrega neta de la 

apoproteTna (la proteína sense metall) es sitúa en -4) (Kiile et al., 1994). 

E s t r u c t u r a (unió a m b m e t a l l s ) 

. Els estudis de la estructura secundaria realitzats grácies a la ressonáncia 

magnética nuclear (Braun et al., 1986), l'espectroscopia d'infraroíg (Pande et al., 

1986) i difracció de raigs X (Furey et al., 1986) van concloure que h¡ predominen els 

girs p amb algunes hélix a i uns segments de llámines p. 

La complexació del metall confereix una conformació transicional a la proteína 

consistent en gire p i segments estructurats a l'atzar (Pande ef al., 1986) per acabar 

de definir-se la estructura. Aquesta complexació del metall dona lloc a la formado de 

2 dominis ben definits, anomenats domini a i p. A cada domini els metalls es troben 

localitzats en un clustero agrupado. 

El domini p correspon a l'extrem N-temiinal i compren els aa 1-30. Conté 9 Cys i 

pot unir fins a 3 átoms de Zn^* o Cd^* o fins 6 átoms de Cu*. El domini a con-espon a 

l'extrem C-tennina! i conté els aa 31-60 de la cadena polipeptídica. Conté 11 Cys i 



8 Intredueeíé 

pot unir 4 átoms de ions metáLlics bivalents ( Z n ^ o Cd^*) o § átoms de ions 

metál.lics monovalents (Cu*). 

El procés de formado deis dusters comenta amb la unió deis átoms metál.lics en 

el duster del dominí a i continuaria amb la conformado del domini p (Nielson and 

Winge, 1984; Stlllman eí a/., 1987). En un primer model estequiométric, veiem que 

per cada mol de MT, aquesta uneix fins a 7 mols de meíall bivalent com el Zn o el 

Cd. En aquest cas, la coordinado geométrica que presenta la MT segueix una 

simetría tetrahédríca, i les unions comencen primer al domini a amb 4 átoms 

metál.lics. 

En una Cu-MT el procés de formado comen?aria al domini p per acabar al domini 

a (Nielson and Winge, 1984; Stillman et al., 1987). En aquest model cada mol de MT 

pot unir fins a 12 mols de metall monovalent com el Cu o Ag. En aquest cas, la 

coordinado geométrica que presenta la MT segueix una geometria trigonal, on 6 

átoms metál.lics s'uneixen a cada duster, i la formado deis dusters comenga al 

domini p (Otvos and Armitage, 1980). 

D'aquesta forma, la MT enlla?a en la seva estructura metalls pesants com Zn i/o 

Cu en condicions üsiológiques normáis pero també pot associar Cd {7 mols/mol MT), 

Fe (7 mols/moi MT). Hg (7 mols/mol MT), Pb (7 mols/mol MT), Ag (12 mols/mol MT), 

Au (12 mols/mol MT), Ni (7 mols/mol MT), i Co (7 mols/mol MT) en animáis 

exposats a aquests metalls i/o in vitro. 

La MT-il l conserva perfectament els dos dusters d'unió amb metalls, a i'igual que 

la MT-IV (Pountney et al., 1994; Quaife et al., 1994; Winge et al., 1994). Tanmateix 

existeixen probablement diferencies en la MT-lll respecte a les MT-I i MT-II com a 

conseqüénda de les insercions d'aa a l'extrem N-terminal i C-terminal. Aqüestes 

possibles conformadons son estudiades mes endavant. 

A la figura 2 está representat el model teóric de l'estructura terciaría de dues 

MTs, la MT-II i la MT-l l l , per poder comparar les diferencies existents en la seva 

estructura entre les MTs clássiques (I i II) i la MT-l i l . En aquest model tridimensional 

es poden apnedar perfectament els dos dusters de metalls que son conservats a les 

dues isoformes. Els canvis de la seqüéncia primaria que hem observat anteriorment 

es veuen neflexats en aquest model, a l'extrem N-terminal i al extrem C-terminal. 

S'ha postuiat que els epítops antigénics de les MTs estarien localítzats en l'extrem 

N-terminal, formal peis primers 6 aa, i possibtement al vottant de la regió rica en 

lisines (aa 20-25) (Winge and Garvey. 1983). Estudis posteriora han confirmat la 

idea de l'extrem N-temninal com la principal regió antigénica (Kay et al., 1991; Kille et 



Introducció 9 

al., 1992). Com veurem, aquesta regió sembla ser molt important en la funcionalitat 

de la MT-lll degut a la seva diferent conformado. 

M T - l l M T - l l l 

Figura 2. Modeis teórics de ('estructura terciaria de la MT-ll i la MT-lll. Cal destacar 
rorganització deis dos ciusters on es troben els metalls, representats per les esteres. 
Les esferas mes fosques corresponen al Zn i les mes clares al Cd. Aquests 2 modeis 
son unes MTs Zn2Cd5. Cal destacar el domini a (extrem C-terminal) amb 4 átoms de 
metall i el domini p (extrem N-termInal) amb 3 átoms de metall. Els dos trets 
diferenciáis mes importants de la MT-lll respecte a la MT-ll son: 
1). El doble gir a l'extrem C-terminal de la MT-lll, on s'observa rinsercló deis 4-6 

aminoácids a la seqüéncia. 
2). La possible configurado espacial de l'extrem N-terminal, on un aa mes en la 

seqüéncia i dos substitucions d'aa 11 podríen conferir una disposició espacial 
diferent de les MT-I i -II. És aquí on resideix l'activitat de la MT-lll (veure apartat 
de les funcions de les MTs). 

C o n t i n g u t m e t a l . l i e i p r o p i e t a t s 

La afinitat per un o altre ió metal.lie és específica de cada metall. L'odre d'afinitat 

que podem establir és el següent: Zn^* < Pb^* < Cd^* < Cu, Ag\ Hg^*, Bi^*. 

Així, el Cd per exemple presenta aproximadament 10.000 vegades mes afinitat per 

unir-se a la cadena polipeptídica de la MT que el Zn (Kági and Kojima, 1987b). 

El contingut metal.lie de les MTs en un organisme viu pot variar i poden produir-

se substitucions, depenent de l'organisme, teixit i exposició ais metalls. Així, la unió 

metal.lica és reversible. In vitro podem observar la separado de metalls de la MT per 

exposició a un pH baix, resultant així la cadena polipeptídica sense metalls, donant 

lioe a la apoproteína, anomenada tioneína. El pH en el qual el 50% del metall está 
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1.1 .3 . Localització 

Les 4 isoformes teñen una localització diferencial segons la isofomia. Les MT-I i 

MT-ll son presents a quasi tots els órgans de mamífers, expressant-se de forma 

constitutiva sobretot en fetge, ronyó, intestf, páncreas, estómac, cor, múscul, 

pulmons, timus, gónades, cervell i placenta (Chen and Ganther, 1975; Waalkes and 

Klaassen, 1984; Heilmaier ef a/., 1987). La MT-lll és una isoforma básicament 

específica de cervell que ha estat recentment descoberta i que inicialment va ser 

anomenada growth inhibitory factor (GIF) (Uchida et al., 1991; Palmiter eí al., 1992; 

Tsuji et al., 1992; Erickson et al., 1994). La MT-IV está present básicament a 

céLlules epitelials estratificadas (Quaife et al., 1994). Tanmateix, la MT-ll l i -IV 

poden expressar-se també en el decidium maternal (Liang eí al., 1996). 

En cervell, la MT-I i MT-ll ha estat localiízada tant en astrócits com en microglia i 

neurones, i és en els astrócits on hi ha mes sfntesi (Blaauwgeers eí al., 1994; 

Hidalgo et al., 1994a; Vanguri, 1995). La MT-lll s'ha vist que es localitza tant en 

astrócits com en neurones (Anezaki eí al., 1995; Belloso eí al., 1996; Kramer eí al., 

1996a; Kramer eí a/., 1996b). 

Distríbució i d i v e r s i t a t 

Les MTs van ser descobertes per primera vegada en el ronyó del cavall 

(Margoshes and Vallee, 1957). S'han descobert posterionnent proteínes similars en 

multitud d'organismes que abracen tota l'escala filogenética. A la taula 1 trobem 

exemples d'organismes en els que s'han trobat MTs. Aqüestes dades fan considerar 

la MT com una proteTna distribuida de fonma ubiqüa a la natura. Aquesta diversitat 

de MTs va originar-ne una classificació en tres grups per Fowler (Fowler et al., 

1987): 

Tipus I: Inclou totes les protéfnes comparables a la MT descrita al ronyó del 

cavall, al volíant de 59-53 aa, amb la mateixa distribució de cistéínes. 

Trobem en aquest grup les MTs de vertebrats. 

dissociat de la proteína es troba entre el pH 3.5 i 4.5 peí Zn, pH 2.5 13.5 peí Cd i pH 

per sota de 1 peí Cu (Rupp and Weser, 1979). L'apoproteína és estable a baix pH 

pero polimeritza grácies a enllagos disulfurs quan s'ajusta a pH neutre sense 

metalls. Es pot reconstituir la confomiació normal amb l'addicló de metalls. 
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Tipus II: Son protéfnes una mica mes allunyades filogenéticament de les MTs de 

mamífers o de Tipus I, al voltant de 25-80 aa. Es troben en animáis 

inferiors i fongs. 

Tipus III: Son péptids no proteics de curta cadena derivats de unitats de y-

glutamil-cistéína o del glutatió. Es troben només en plantes. 

Filogé nia Treball 
Procariotes (Olafsonefa/., 1979a) 

(Olafsonefa/.. 1988) 
Fongs (Murasug! ef a/., 1981) 

(Buttefa/.. 1984a) 
Vegetáis (Evans etal., 1990) 

(Tommey ef a/., 1991) 
Animáis Invertebrats Insectes (l^stowski-Perry etal., 1985) 

MoLiuscs (Howard and Nickiess, 1977) 
Crustacis (Olafeonefa/.,1979b) 

Vertebrats Peixos (Kitoefa/.. 1982) 
(Leyefa/., 1983) 
(Hidalgo ef a/., 1985) 
(Killeefa/., 1991) 

Amfibis (Mehra efa/., 1980) 
(Suzuki and Tanaka, 1983) 

Réptiis (Yamamura and Suzuki, 1984) 
(Flos efa/., 1986) 

Aus (Weser efa/., 1973) 
(Andrews ef al., 1996) 

Mamífers Ratolí (Nordbergefa/., 1976) 
Rata (Wisniewska ef al., 1970) 
Conlli (Nordbergefa/., 1972) 
Poro (Webb and Daniel, 1975) 

(Bremner and Young, 1976a) 
Cabra (Tanabe, 1980) 
Ovella (Bremner and Young, 1977) 
Gos (Amacherand Ewing, 1975) 
Simi (Kimura etal., 1979) 
Home (Pulido efa/., 1966) 

(Uchida efa/., 1991) 
(Quaife efa/., 1994) 

Tau la 1 . Exemples d'organismes en els quals s'han trobat MTs. A ¡"esquerra es troba 
l'escala filogenética i a la dreta son destacats els primers treballs on es descriuen 
l'aTIlament de les MTs. 

La majoria de vertebrats presenten váries isoformes de la MT (Tipus I) i son 

aqüestes les que s'han estudiat en el present treball. Existeix una certa 

heterogenéítat en el número d'isoformes segons les especies. Així, per exemple, es 

troben a la rata o al ratolí una MT-1 i una MT-l l , mentre que en humans, primats i 

ovelles es troben diverees MT-I, anomenades MT-la, MT-lb, etc. En contrast, altres 

especies com l'ánec o la gallina presenten una única isofonna de MT. 

El nom originan de MT-1 1 MT-ll ve donat per la seva mobilitat en columnes de 

bescanvi iónic. 
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2 . Regulació 

2 . 1 . G e n s d e l es M T s 

Els gens que codifiquen les metal.lotionemes han estat for?a estudiats en els 

últims anys en part ates el gran desenvolupament de les técniques moleculars. Així, 

el DNA complementan (cDNA) de varíes especies ha pogut ser clonat i utilitzat per 

molts estudis, tant per comprendre els mecanismes moleculars del funcionament del 

gen com per estudiar l'expressió del gen i els seus productes, com el mRNA. Ens 

centrarem principalment en els estudis realitzats en mamífers. 

A la taula 2 son destacats els principáis gens de MTs clonats en diverses 

especies de la filogenia. Entre els mamífers trobem una gran homología entre les 

regions codificants al igual que succeeix amb l'estructura proteica. A mes deis gens, 

existeixen en varies especies pseudogens o gens no funcionáis els quals també han 

estat clonats i estudiats. Aquests gens (identificats amb la sigla vj/) han estat 

localitzats en diverses especies com ho mostra també la taula 2. Cal observar que 

les famílies géniques de primats i bovins son molt mes complexes que les de 

rossegadors i aus. 
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E s p e c i e G e n Trebal l Localitzacló G e n 
c lonat genómica func iona l 

H o m e MT - lA (Richards ef a/., 1984) Cromosoma 16 Sí 
MT - lB (Heguyeía/., 1986) Cromosoma 16 S I 
v M T - l c (Richards e t a/., 1984 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
\j/MT-lo (Richards e t ai . . 1984 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
M T - l E (Schmidtetaí., 1985) Cromosoma 16 S I 
M T - lF (Schmidt e t a / . , 1985) Cromosoma 16 S I 
M T - lG (Foster etal., 1988) Cromosoma 16 S I 
M T - l H ( S t e n n a r d e f a / , . 1 9 9 4 ) Cromosoma 16 S I 
VMT- I i ( S t e n n a r d e f a / . . 1994 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
V M T - I j ( S t e n n a r d e t a / . , 1 9 9 4 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
V M T - I K ( S t e n n a r d e f a / . . 1994 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
I|;MT-1L ( S t e n n a r d e f a / . . 1994 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
MT - lx ( S t e n n a r d e f a / . . 1994) Cromosoma 16 Sí 
MT - l lA (Karin and Richards. 1982) Cromosoma 16 Sí 
VMT-I IB (Karin and Richards, 1982 ) Cromosoma 16 Pseudogen 
M T - l l l CTsujiefa/ . . 1992) Cromosoma 16 Sí 
M T - I V ( Q u a i f e e t a / . , 1994) Cromosoma 16 S i 

Rato» M T - l ( D u m a m e f a / . , 1980) Cromosoma 8 Sí 
MT- l l ( S e a r l e e f a / . . 1984) Cromosoma 8 Sí 
MT- l l l ( P a l m i t e r e f a / . , 1 9 9 2 ) Cromosoma 8 S I 
M T - I V ( Q u a i f e e t a / . . 1994) Cromosoma 8 Sí 

Rata M T - l ( A n d e r s e n e f a / . , 1983 ) Cromosoma 19 Sí 
VMT-IA (Andersen e f a/., 1986 ) Pseudogen 
V|;MT-|8 (Andersen e f a / . , 1985 ) Pseudogen 
v M T - l c (Andersen e f al., 1986 ) Pseudogen 
MT- l l ( S a i j o h e f a / . , 1989) Cromosoma 19 Sí 
MT- l l l (Kobayash ie fs / . , 1993) Sí 

Hámster M T - l (Griffith e f a / . , 1983) Cromosoma 3 S I 
MT- l l (Griffith e f a / . , 1983) Cromosoma 3 S I 

Conill M T - l (Tam e f a / . , 1988a) S I 
V M T - I I CTam e f a / . , 1988b) Pseudogen 

Ovella M T - l a (Peterson e f a / . . 1984) S I 
M T - l b (Pete ison and Mercer, 1988) Sí 
M T - I C (Peterson and Mercer, 1988) Sí 

(Peterson e f a / . , 1988 ) Pseudí^en 
M T - l l (Peterson and Mercer, 1988) Cromosoma 18 S i 
MT- l l l (Bogumil e f a / . , 1996 ) Sí 

Porc MT- l l l (Chen e f a / . , 1996) S i 
Pollastre M T (Femando and Andrews, 1989 ) Sí 
A n e e M T (Lee e f a / . , 1996) S I 
Trul la M T - A (Kille e f a / . , 1991) Sí 

M T - B (Zaferullah e f a / . , 1 9 8 8 ) S I 
Llu5 M T A<ille e f a / . , 1991) Sí 
Pelxos d e colors M T (Chan, 1 9 9 4 ) Sí 
Eri?ó d e mar M T (Nemer e f a / . . 1984) Sí 
Nemátodes M T - l ( Imagawa ef al., 1990) Cromosoma V Sí 

M T - l l ( Imagawa e f a / . , 1 9 9 0 ) Cromosoma V Sí 
Mosca M T (Lastowski-Perryef a/., 1985) Cromosoma III Sí 
Uevadures (Sacc.) M T (Butt e f a / . . 1984b) Cromosoma VIH S I 
Neurospora M T ( M u n g e r e f a/., 1985) Cromosoma V I Sí 
BIat M T (Snowden and Gardner. 1993) S I 
BIat d e Moro M T ( D e Framond. 1991) S I 
Arrós M T - 1 (Hsieheía/.. 1995) Sí 

M T - 2 ( H s i e h e f a / . . 1996) Sí 
T a b a c M T ( C h o i e f a / . . 1996) S I 
Péssol M T - A (Evans e f a / . , 1990) Sí 

T a u l a 2. Reladó deis principáis gens de les MTs clonats en les especies mes 
representativos. Es presenta l'espécie, el gen clonat, el treball on es mostra el gen per 
primera vegada, la seva localitzacló genómica coneguda i si es tracta d'un gen 
funcional o un pseudogen. 



14 Introducció 

2 . 1 . 1 . Organització. Introns i exons. 

En eucariotes els gens de les MTs teñen una longitud de menys de 2 kiiobases 

(Kb). La organització deis gens segueix en general una estructura tripartita 

conservada. Segueixen una estructura composta de 3 exons amb dos introns 

intercalats, tal com es mostra a la figura 3. 

M T 

92-100 

1 
-30 

A 
Inici 

87-300 
— / / 

66 

66 

143-1049 
if 

202-235 

-90 
A 

Stop 

Figura 3. En aquesta figura es mostra una representado de la estructura del gen de la 
MT. Les mides deis exons (marcats com 1,2 i 3) i introns son donades en parelles de 
bases de DNA i els intervals son aproximadament el rang que trobem a diferents 
especies d'eucariotes superiors. El triangle blanc (A) marca rinici de transcripció del 
gen i el triangle negre ( A ) el codon de stop. Les parelles de bases indicadas sota 
cada exon indiquen les tjases codificants de cada un. 

El primer exon codifica per a la regió 5' no transcrita i peis primers aa del domini 

P de ta proteTna. El lloc d'inten-upció del primer exon no és fixe, varia segons la 

especie. El segon exon codifica per a la resta del domini p i la intentipció es dona 

sempre en la regió codificant d'un aa concret, una serina. Finalment, el tercer exon 

codifica el domini a i seqüéncies no transcritos 3'. 

Els pseudogens descrits en la taula 2 presenten seqüéncies codificants pero que 

no son transcrites i traduTdes a una proteína funcional. Així, alguns pseudogens de 

la hMT-1 presenten insertades seqüéncies repetides i mutacions que originen codons 

de terminado de transcripció (Varshney and Gedamu, 1984). Un pseudogen d'ovella 

presenta un únic exon (Peterson ef a/., 1988). 

Hi ha casos com el pollastre i l'ánec (veure taula 2) en que trobem un únic gen de 

la MT. En eucariotes superiors generalment trobem al menys 2 gens funcionáis de la 

MT. Aquests gens solen trobar-se agrupats o units en un mateix cromosoma. Així, 

els de ratolí es troben en el cromosoma 8, estant el gen de la MT-ll separat 6 kb del 

de la MT-I (Searle ef a/., 1984). En humans els gens de les MTs es troben en un 

\ocus (lloc) bastant ampli en el bra? q del cromosoma 16 (Sutheriand ef a/., 1987; 

Scherer ef a/., 1989). La familia génica de la MT en ovella segueix el mateix patró 

que la deis humans. Els gens funcionáis de la MT-ll en aquest locus presenten una 

file:///ocus
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2 . 1 . 2 . Replicació i Amplificació 

Els gens de les MTs es repliquen a l'inici de la fase S i la prolongado d'aquesta 

fase incrementa la seva replicado (Stallings et al., 1986). La replicado és precedida 

d'un escurgament de la longitud deis nudeosomes en el gen de la MT (D'Anna and 

Tobey, 1989) 

Un altre aspeóte deis gens de la MT és la seva capadtat d'amplificació 

preferencial. Aquest fenomen ha estat observat in vitro. Així, cél.lules de ratolí 

resístents al Cd mostren unes 10 vegades mes copies del gen de la MT-I (Beach 

and Palmiter, 1981; Mayo and Palmiter, 1982). A más, cél.lules de hámster (cél.lules 

CHO) resistents al Cd amplifiquen de fomia coordinada el gen de la MT-I i la MT-II 

unes 20 vegades i les copies amplificades son agrupades després d'una 

reorganització cromosomal (Crawford et al., 1985). Tanmateix aquest fenomen es 

dona també en cél.lules resistents al Cd i Cu en llevats (Weich et al., 1989; Mehra eí 

al., 1990) e inclús en Drosophila (Maroni et al., 1987). El que es desconeix és el 

mecanisme de regulació pero aquest mecanisme d'amplificació és produft per poder 

incrementar el número de transcrits en resposta a un inductor encara que en alguns 

casos, com en cél.lules de ratolí, ramplificació implica una pérdua d'inducdó per 

glucocorticoides (Mayo and Palmiter, 1982). 

sola copia, mentre que diferents creuaments deuen haver oríginat múltiples gens de 

la MT-I. 
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2 . 1 . 3 . Regulació t r a n s c r i p c i o n a l 

L'expressió génica és regulada generalment en varíes etapes, a nivell de 

transcrípció, post-transcrípcional, tradúcelo i post-traducció. Aquests nivells son els 

que a continuado s'expliquen. 

La gran majoria de gens es troben regulats a nivell transcripcional i és en aquest 

nivell on hi ha hagut mes estudis. L'activadó deis gens de la MT com de quasi tots 

els gens del genoma es realitza a nivell del promotor i requereix de les seqüéncies 

cis i els factors trans que hi interacdonen. Un deis contrete trancripcionals que 

també té lloc és la metilació de bases del DNA. A continuado estudiarem el 

promotor del gen de les MTs així com els factors que interacdonen amb ell i 

posteriorment la metilació. 

P r o m o t o r 

El promotor de les MTs és complex i ha estat estudiat per conéixer la regulació de 

les MTs i ha estat bastant utilitzat com eina en biología molecular en la elaborado de 

construccions géniques per crear transgénics. 

El promotor conté múltiples seqüéncies especifiques anomenades seqüéncies cis 

les quals están involucrades en l'expressió del gen a rinteraccionar amb proteines 

reguladores (factors trans). A la figura 4 es mostra una representado esquemática 

de diferents promotors de rata, ratolí i heme. 
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Figura 4. Representado esquemática deis promotors de diferents gens de MTs, 
mostrant l'organítzació general deis diferents elements reguladors deis gens i la 
disposició d'aquests respecte l'inid de transcripció i la caixa TATA. 

Les seqüéncies c/s i els factors tram vanen segons el promotor encara que son 

sovint comuns. Així destaquem les segOents: 

• M R E s {metal response elements). Els trobem en tots els promotors de la MT, 

tant en mamífere com en espédes inferiors. Els MREs consten de la següent 

seqüéncia, TGCRCNCX (on R representa G o A, X representa G o C i N pot ser 

qualsevol base). Aquesta seqüéncia seria la central o el cor deis MREs (Stuart et al., 

1984; Stuart eí al., 1985). Podem trobar varíes copies en un mateix promotor, les 

quals s'anomenen MREa, MREb, e tc . . Es caracteritzen per poder funcionar 

independentment de la seva posició i orientado, encara que els MREs son mes 
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N o m O r i g e n Meta l l a l q u a l 
r e s p o n 

T reba l l 

M T F - 1 H e L a C d + (Westin and Schaffner, 1988) 
p39 F a o hepatoma C d + (Andersen e f a / . , 1990) 
Z A P Fetge rata Z n + (Searle, 1990) 
M B F - I L-50 - (Imbert e f a / . , 1989 ) 
M R E BF1 H e p G 2 - ( C z u p r y n e f a / . , 1992) 
M R E BF2 -
M R E B P H e L a C d i Z n + (Ko lzumie fa / . , 1992a) 
M E P - 1 L-50 - (Labbeeía/.. 1991) 
Z R F H e L a Z n + (Ko izumie fa / . , 1992b) 
M 9 6 Ratol i Z n + (Inouyeeía/., 1994) 

Taula 3. Llistat deis diferents factors trans que s'uneixen a MREs coneguts fins avui. 
El pes molecular i l'efecte deis metalls en la seva unió ais MREs és bastant variable. + 
indica estimulado i - indica no estimulado. 

• G R E s (glucocorticoid responsiva elements). Va ser trobat en humans (Karin eí 

al., 1984b) i recentment ha estat identificat en el ratolí (Kelly eí al., 1997). La 

seqüénda central, 5' GGTACACTGTGTCCT 3' es troba a uns 250 bp de l'inici de 

transcripció del gen en humans. És el lloc d'interacció del receptor deis 

glucocorticoides. En ratolí están localitzats a 1 Kb i 7 Kb respecte el gen de la MT-ll i 

MT-I, respectivament (Kelly eí al., 1997). L'análisi deis GREs en altres gens no ha 

estat possible per la poca inducció deis glucocorticoides ais sistemes in vitro 

utilitzats. El problema no és la llunyania de l'inici de transcripció com la sospita de 

que quelcom mes que la seqüéncia i el receptor son necessaris per la resposta 

(Mayo and Palmiter, 1982; Searle eí al., 1984). Altres treballs mostren GREs en el 

promotor de ratolí i d'hámster (Plisov eí al., 1994; Yu and Lin, 1995) pero la seva 

inducció és molt baixa i suggereix que quelcom és essencial entre els receptors i els 

GREs per intervenir en la resposta transcripcional. A mes, s'ha provat la inducció 

simultánea deis GREs i deis MREs en resposta al receptor deis glucocorticoides 

(Filmus efa/., 1992). 

efectius quan es troben al voltant de 100 bp respecte la caixa TATA {Searle et al., 

1987). Actuant cooperativament aconsegueixen una inducció mes eficient que no 

pas quan hi son individualment (Stuart et al., 1984; Searle et al., 1985). 

S'han trobat diversos factors trans que actúen com reguladors transcrípcionals de 

la resposta ais metalls d'aquestes seqüéncies, anomenats metal binding factors 

(MBFs) (Seguin et al., 1984; Imbert ef al., 1989; Seguin, 1991; Radtke ef al., 1993; 

Palmiter, 1994), encara que l'anomenat metal-responsive transcn'ption factor-1 

(MTF-1) sembla ser el mes important (Westin and Schaffner, 1988; Palmiter, 1994; 

Radtke eí al., 1995; Dalton eí al., 1996). Aquest i altres factors trans que s'uneixen 

ais MREs están descrits a la taula 3. Aquests factors son estimulats per diferents 

metalls, Zn, Cd e inclús s'ha n'ha vist algún que no respon a metalls exógens. 
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• A i t r e s seqüéncies cis í f a c t o r s trans. A mes deis MREs i els GREs existeixen 

aitres seqüéncies d'unió a diferents elements trans que s'han trobat a promotors de 

de M T de rata, ratolí i huma. Aqüestes seqüéncies son: 

- Regió d'unió a S p i . La seqüéncia TCCGCCGA és reconeguda peí factor S p i . 

S'ha identificat al gen de la MT d'humá (Lee ef al., 1987a), rata (Andersen ef al., 

1987) i ratolí (Mueller ef al., 1988) i estaría implicada en el control de la 

transcrípció basal del gen. És un factor bastant comú en vertebrats. 

- Regió d'unió a M L T F (majorlate transcríption factoi). Aquest factor contríbueix 

també a la transcrípció génica de la MT (Carthew ef al., 1987) i a mes pot actuar 

sinérgicament amb aitres elements com Sp i o els MREs (Mueller ef al., 1988). 

Molt recentment s'ha vist que el factor trans de transcrípció USF podría 

reconéixer aquesta mateixa regió (Datta and Jacob, 1997). 

- B L E 1 o T R E (regions d'unió a AP-1). El factor de transcripció AP-1 s'uniría a 

elements enhancers del promotor anomenats B L E 1 (basal level enhancers) i la 

seva acció podría venir modulada per la proteTna Kinasa C (Ángel ef al., 1987; 

Lee ef al., 1987b). Aqüestes seqüéncies també s'anomenen TRE (12-0-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)- responsiva element) perqué 

intervendría en la indúcelo del gen per esters de forísol. Se n'ha vist en cél.lules 

humanes. AP-1 és el producte de dos oncogens, c-fos i c-jun, deis quals forma 

un homodimer (Jun/Jun) o heterodimer (Fos/Jun) (Abate ef al., 1990). 

- B L E - 2 (regions d'unió a AP-2). De forma similar a AP-1 , AP-2 s'uniría a 

elements BLE 2. La seva acció tindria lloc després de la inducció d'agents (com 

el TPA) involucrats en Tactivació de la proteTna Kinasa C i la proteTna Kinasa A 

mitjanfant l'AMPc (Imagawa ef al., 1987; Nebes ef al., 1988). 

- A R E {antioxidant response element). Seria la regió responsable de la inducció 

de la MT per peróxid d'hidrpgen o H2O2 (Dalton ef al., 1994). No es coneixen 

encara factors trans implicats en aquesta seqüéncia. 

- i R E (interferon responsive element). S'ha vist en cél.lules de la MT-IU humana 

la presencia d'aquest element el qual intervendria en la resposta cel.lular a 

l'interferó a (situat a -760 bp de l'inici de transcripció) (Friedman and Stark, 

1985) 

- Regió d e r e s p o s t a a L P S . S'ha definit també una regió requerida per la 

inducció per endotoxina bacteriana (LPS) del gen de la MT en ratolí (Dumam ef 
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Metilació 

En els eucariotes superiors es presenten sovint modíficacions en les bases del 

DNA. Així, una de les modíficacions que poden presentar els gens son metilacions a 

les citosines, que donen com a resultat la base modificada, una 5'-metil citosina. 

Aquest tipus de modíficacions pot alterar la transcrípció génica ínhibínt-la, ates que 

queden alterados les interaccions de diferents protéínes amb la regió del promotor. 

Sembla ciar que el patró d'expressió del gen de la MT en determináis teixits víndria 

al., 1984). Estarla situada entre -200 i -300 bp. No hi ha estudis sobre com 

podría actuar aquest mecanismo pero seria independent deis metalls. 

- A A B S {A-activator binding site). Aquest element s'ha trobat en el promotor de la 

isoforma MT-U humana (a la posició -126) (Stennard et al., 1994) i és 

Interessant per estar associat a gens involucrats en la resposta de fase aguda 

en el fetge mitjangant la interíeucina-6. 

- N F - I L 6 (nuclear-factor-interieukin-6-responsive element). Aquest element ha 

estat trobat en truita (situat a uns -950 bp) i sembla respondre a la inducció per 

H2O2 del gen de la MT-A (OIsson et al., 1995). Es desconeix la seva presencia 

en el gen de la MT de mamífers, pero l'hem indos a la llísta per la seva 

importancia, ja que está present a diversos gens de citocines (Koj, 1996). 

• P r o m o t o r de l a M T - l l l . Per acabar caldria comentar breument l'estructura del 

gen de la MT-l l l d'humá í ratolí. Se n'ha descrít el promotor í la seva seqüéncía 

índica la presencia de MREs, regíons per la unió de Sp i i per la unió de AP-2, a mes 

de la conresponent TATA box (Naruse et al., 1994). 

A mes d'aquestes seqüéncies se n'ha ídentifícat una altra que es troba en altres 

gens d'expressió específica en cél.lules glials com ara el gen gfa que codifica per la 

glial fíbríllary acidic protein o GFAP o el gen de la SIOOp. Aqüestes seqüéncies 

s'han denominat hgcs {human gfa common sequence) (Naruse et al., 1994). 

Per una altre banda s'ha pogut descriure un triplet de bases CTG que es troba 

repetit fins a 25 vegades en el promotor de la MT-lll de ratolí (triplets situats entre -

477 i -257) el qual podría estar relacionat amb mecanismos de repressió del gen en 

órgans diferents del cervell mítjangant repressors {silencers) específics de teixit 

(Imagawa ef al., 1995). A la figura 4 está representat el promotor de la MT-lll 

humana i de ratolí. 
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determinat per la metilació deis residus de citosines. Els diferents efectes de les 

metilacions que s'han vist son: 

- Els metalls i els glucocorticoídes no indueixen el gen de la MT-l de ratolí en 

algunes Ifnies de céLlules T. En canvi, el tractament d'aquestes cél.lules amb 

radiado ultraviolada (UV) o 5-azacitidina causa ia demetilació de la regió génica 

de la MT i conseqüentment adquireixen competencia per respondre a aquests 

inductors (Compere and Palmiter, 1981; Lieberman etal., 1983). 

- El gen de la M T - I B humana és inactiu en moltes línies cel.lulars pero el 

tractament amb S-azacitidina activa la seva expressió. A mes, el gen es troba 

hípometílat en certes línies cel.lulars, un fet que permet que s'expressi 

normalment. Aquesta característica és extensiva a altres gens humans com els 

de la M T - I F , M T - I G i MT-IU, els quals no s'expressen en certes línies si no son 

tractades amb 5-azacitidina (Heguy ef al., 1986; Jahroudí et al., 1990). 

- Activado del gen de la MT en cél.lules ováriques d'hámster (CHO) o de salmo 

en resposta a metalls després del tractament amb 5-azacitidina (Stallings et al., 

1986; Price-Haughey ef al., 1987). 

2 . 1 . 4 . Reguiació p o s t - t r a n s c r i p c i o n a l 

Els estudis post-trancripclonals no son tan abundants com els transcripcionals. El 

tall deis dos introns i unió deis exons (fenomen de spiicing) del transcrit primari de la 

MT ha de succeír rápidament ¡ amb eficacia ja que condueíx a una rápida 

acumulado del mRNA de la MT poc després de la seva inducció (Palmiter, 1987). 

Així, una elevada proporció de mRNA es troba ja dintre de la primera hora després 

d'una estimulado amb metalls o glucocorticoídes (Durnam and Palmiter, 1981; Mayo 

and Palmiter, 1981). 

El patró de spiicing del transcrit primari en cél.lules ováriques d'hámster sembla 

suggerir que és el segon intró el que primer és elimínat (Grady ef al., 1987). Els 

estudis sobre Testabilitat del mRNA indiquen que la seva vida mitjana és de unes 2 

horas i arriba a un máxim a les 6-8 hores després de l'exposició a un inductor 

(Dumam and Palmiter, 1981; Mayo and Palmiter, 1981; Yagle and Palmiter, 1985). 

Tot i aixó, en cél.lules CHO s'ha suggerit una vida mitjana de fins a 12 hores (Monis 

and Huang, 1987). 

El bloqueig de la transcripció génica sembla estabilitzar els transcrits de la hMT-

IIA i la hMT-ÍG en hepatoblastomes (Sadhu and Gedamu, 1989). Curiosament la 

inhibido de la síntesi proteica amb cicioheximida també estabilitza el mRNA de la 
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MT de pollastre (De ef al., 1991). Tot sembla indicar que el mRNA de les MTs 

necessita d'un important control post-transcrípcional de la acumulado del mRNA 

ates a la seva relativa ínestabilítat. Aquesta estabilitat varia entre el teixit examinat i 

l'inductor utiiitzat. Així, en hepatoblastoma huma s'ha observat un afecte 

estabilitzador del Cu respecte el Zn i el Cd (Sadhu and Gedamu, 1988), mentre que 

s'ha vist un efecto estabilitzador del Cd respecte el Zn en el mRNA de MT de 

cél.lules de pollastre pero no en cél.lules de ratoli (De ef al., 1991). 

La cua de poIy-A sembla ser important en la estabilitat del mRNA i s'ha suggerit 

que l'increment de la mida del poly-A confereix mes estabilitat (al menys 30 

nucleotids son necessaris) després de la inducció per Cu i glucocorticoides (Mercer 

and Wake, 1985), LPS o citocines(De ef al., 1990) 

2 . 1 . 5 . Regulacíó t r a d u c c i o n a l 

S'ha observat que els nivells de mRNA son sovint directament proporcionáis ais 

nivells de protétna, la qual cosa suggereix l'abséncia d'un control traduccional prou 

important. Tot i aixó, s'han trobat algunas evidencies que indiquen que la regulació 

de les isofomies de la MT-1 i MT-ll per Cu i Cd en el fetge están sotmeses a un 

diferent control traduccional. També s'han observat increments diferents de cada 

isoforma per tractament amb glucocorticoids en rata. Aquests mecanismos serien 

desconeguts fins el moment (Lehman-McKeeman et al., 1991; Vasconcelos ef al., 

1996). Un control diferendal de la traducció podría regular la síntesi de cada 

isoforma en el fetge suggerint una implicado diferent per cada isoforma en la seva 

funcionalitat (Vasconcelos et al., 1996). Aquest control seria diferent segons les 

especies i segons el desenvolupament. Per exemple, la MT-I hepática és mes 

abundant que la MT-ll durant el desenvolupament del ratolí, mentre que no hi ha 

prácticament diferencies entre les dues isofonmes al fetge de rata. A nivell de 

concentrado total s'obsen/a 3 vegades mes MT a rata que a ratolí (Lehman-

McKeeman etal., 1991) 
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2 . 1 . 6 . Regulació p o s t - t r a d u c c i o n a l 

E s t a b i i i t a t p r o t e i c a i d e g r a d a d o 

S'han realitzat estudis sobre la vida mitjana de la proteína els quals indiquen que 

el grau de degradado de la MT ve detemiinat peí tipus de metall que está Iligat a la 

proteTna. Així, el temps de vida mitjana de MT induTda amb Cd, Zn i Cu és d'unes 80, 

20 i 17 hores aproximadament (Feldman and Cousins, 1976; Bremner et al., 1978; 

Held and Hoekstra, 1984). En cuitiu d'hepatócits de rata el grau de degradado de 

MT és inversament proporcional al contingut cel.lular de Zn. D'aquesta manera, en 

un medí amb baix contingut de Zn, la vida mitjana de la proteTna és d'unes 11 hores 

(Chen and Fallía, 1989). In vivo també s'ha pogut observar una diferencia respecte a 

la vida mitjana de les dues isoformes principáis, essent la MT-li mes estable que la 

MT-I (Andersen et al., 1978; Lehman-McKeeman et al., 1988b). Es dar el paper del 

metall per mantenir estable la MT, ja que incubacions de la protema amb diferents 

quantitats de metall indiquen menys degradado que Tapoprotéma (Choudhuri et al., 

1992). S'ha vist que la dissodació del metall de la MT provocada per proteases com 

catepsina B es dona en mes proporció en els lisosomes que en el citosol i que es un 

fenomen que ve donat peí pH lisosomal (~4.7) (Choudhuri et al., 1992; McKim et al., 

1992; Klaassen etal., 1994). 
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2 . 2 . I n d u c t o r s 

La MT és una protéina multiregulada e induTda per molts factors. La llista 

d'inductors és molt amplia i variada (taula 4). Inclús s'ha intentat establir una certa 

classificació que engloba els inductors en dos grans grups, inductors directes i els 

indirectes (Andrews, 1990). Es consideren inductors directes aquells que poden 

induir l'expressió génica en l'animal in vivo així com in vitro, mentre que els inductors 

indirectes no podrien actuar in vitro pero si in vivo. A mes, la regulació de la MT pot 

donar-se per la interacció entre varis factors els quals resulten dificiis d'avaluar /n 

vitro. Només en alguns casos s'han pogut clarificar els mecanismes pels quals un 

inductor pot actuar (elements reguladors en el promotor o d'altres) ja que en la 

majoria deis casos els mecanismes moleculars no son clars. 

Relació de factors que indueixen la síntesi de M T in vivo i/o in vitro 

M e t a l l s A g e n t s i n f l a m a t o r i s i c i t o c i n e s A g e n t s citotóxics: 
Cd, Zn, Cu. Hg, Au. Ag, Co, Lipopolisacárid 0 endotoxina • Agents alquilants 
N i , Bi Galactans Bromobenzé 

Dextra DIetil maleat 
H o r m o n e s i s e g o n s m i s s a t g e r s Turpentina lodoacetat 

Glucocorticoides 
Progesterona lnterleucina-1 a i p • Herbicides 
Estrogen lnterleucina-6 Paraquat 

Interferó-a i y Diquat 
Catecolamines Factor de necrosi tumoral 
Glucagon • Solvents 
Angiotensina II P r o m o t o r s d e t u m o r s i o n c o g e n s Alcohois 
Vasopresina Esters de forbol Formaldehid 
Adenosina ras Tetraclorid de carbó 

r?-Hexá 
cAMP C o n d i c i o n s a s s o c i a d e s a estrés Cloroform 
Dialcilglicerol Inanició 
Ca Infecció • Agents oxidatius 

Inflamado Peróxid d'hidrogen 
F a c t o r s d e c r e i x e m e n t Laparotomía IVIenadiona 

Factors series Exercici físic Alta pressió de O 2 
IGF-1 Estrés psicológic Hidroperóxid tert-butil 
EGF Fred 

Calor • Altres drogues i agents 
V i t a m i n e s Immobilització Estreptozotocina 

Acid ascorbid Exposició al soroll Cicioheximida 
Retinoat Radiado X Mitomicina 
1a,25-D¡hidroxiv¡tam¡na D3 Radiado UV Acid kainic 

ds-Plati 
Penicilamina 
Indometadna 
Uretá 
EDTA 

Tau la 4. Llistat deis inductors principáis de la MT tant in vivo com in vitro (cultius 
cel.iulars). Aquesta relació és una llista parcial adaptada de (Bremner, 1987), (Kági, 
1993) i (Moffattand Denizeau, 1997). 
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Intentar abordar cada un deis factors de la amplia i extensa llista de la taula 4 

seria impracticable. Així, en aquest apartat se n'expliquen els inductors clássics mes 

importants, com son els metalls, les hormones, els agents inflamatoris, les citocines i 

les situacions d'estrés, que son els factors sobre els quals s'ha desenvolupat la part 

experimental i que coincideix que son els principáis inductors coneguts. S'ha 

procurat centrar els efectes de cada factor en els órgans mes importants per a 

nosaltres com son el fetge i el cervell sense deixar de banda els efectes mes 

importants en aitres teixits. 

2 . 2 . 1 . M e t a l l s 

Els metalls son els inductors de la MT m e s potents i coneguts. Piscator (1964) va 

ser el primer en veure que la síntesi de MT era induTda per Cd. Així, metalls 

administrats in vivo com Cd, Zn, Cu, Hg, Mn, Co, Pb, Ni i B¡ indueixen la síntesi de 

mRNA i de proteTna de la MT-I i MT-ll en totes les especies d'eucariotes superiors 

que s'han estudiat i en diferents órgans estudiats. Els órgans mes induTbles son el 

fetge, el ronyó i el páncreas (Dumam and Palmiter, 1981). Molts son els treballs que 

ens mostren la inducció per metalls en diferents órgans i teixits. Mostrem a la taula 5 

alguns exemples. 

Metall Treball Metall Treball 
Cd (Piscator, 1964) Co (Piotrowski and Szymanska, 1976) 
Zn (Bremnerand Davies, 1975) Bi (Piotrowski and Szymanska, 1976) 
Cu (Bremner and Young, 1976b) Mn (Waalkes and Klaassen, 1985) 
Hg (Cherian and Clarkson, 1976) Pb (Waalkesand Klaassen, 1985) 
Au (Mogilnicka and Piotrowski, 1979) Cr (Waalkes and Klaassen, 1985) 
Fe (Piotrowski and Szymanska, 1976) Ni (Waalkes and Klaassen, 1985) 
Al (Jeffery etal.. 1987) Se (Iwai efa/.. 1988) 

Taula 5. Referencias que mostren inducció de la MT-I i MT-ll in vivo per administrado 
de metalls, en diferents órgans com ara el fetge, ronyó o páncreas en eucariotes 
superiors (principalment rate, ratoli i conill). 

Curiosament, tant la MT-lll com la MT-IV no son induTdes in vivo ni per Cd ni Zn 

(Palmitereía/. , 1992; Liang etal., 1996). 

No obstant, alguns d'aquests metalls no mostren aquest efecte en cél.lules in 

vitro. Així, Cd, Zn, Cu, Hg, Co i Ni teñen un efecte directe ja que també indueixen la 

MT in vitro (Webb and Daniel, 1975; Karin eí al., 1980; Bracken and Klaassen, 

1987b), característica que no mostren el Mn i el Pb (Bracken and Klaassen, 1987b) 

o el Fe en hepatocits primaris de pollastre (Fleet et al., 1990). 
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2 . 2 . 2 . H o r m o n e s 

Les hormones son uns inductors de la MT bastant estudiáis, tant in vivo com in 

vitro. Son váries les hormones que poden regular la MT (veure taula 4). 

En ratolí el Cd mostra una major inducció respecte Zn i Cu i la seva inducció és 

coordinada per les dues isofomes MT-I i MT-ll al fetge (Yagle and Palmiter, 1985), 

així com al hámster (Griffith, 1985). Malgrat aixó, la M T - l l de rata sembla ser la 

isoforma predominant en fetge induTt amb Zn (Lehman-McKeeman et al., 1988b). 

Aquesta heterogenéítat en algunes isoformes s'accentua en les MTs humanes. 

D'aquesta forma, la MT-IU respon per igual al Cd, Zn o Cu i és el transcrit mes 

abundant in vitro (Sadhu and Gedamu, 1988). El Cd és el inductor mes pobre de la 

M T - I G (Sadhu and Gedamu, 1988), contrariament a la M T - U , la qual respon només 

al Cd (Richards etal., 1984). 

En el cervell trobem que l'administració periférica de metalls in vivo no afecta 

prácticament els nivells de MT-I i MT-ll (Dumam and Palmiter, 1981; Itoh ef al., 

1983; Heilmaier and Summer, 1985). Aixó és conseqüéncia de la protecció de la 

barrera hematoencefálica. Llavors una bona aproximado per estudiar la induccció 

deis metalls in vivo és la injecció intracerebroventricular (i.c.v.) amb la qual sí es veu 

aquest efecto, tant en el mRNA com en els nivells proteics (PaliwaI ef al., 1990; 

Gasull ef al., 1994b; Hao ef al., 1994). Els metalls també han estat estudiáis in vitro 

en cultius cel.lulars d'astrócits i neurones mostrant un efecte inductor sobre els 

nivells de MT-I i MT-ll (Kikuchi ef al., 1993; Hidalgo ef al., 1994a; Kramer ef al., 

1996a; Kramer efa/ . , 1996b). 

Com ja s'ha mencionat en l'apartat del gen, la inducció deis metalls ve donada 

per la presencia deis MREs en el promotor del gen, a través de la interacció amb els 

factors de transcripció trans (veure taula 3). 
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G l u c o c o r t i c o i d e s 

Els glucocorticoides endógens (cortisol en humans i corticosterona en 

rossegadors) i el sintétic dexametasona son considerats inductors directos de la MT, 

ja que indueixen el gen de la MT tant in vivo (Etzel et al., 1979; Etzel and Cousins, 

1981; Hager and Palmiter, 1981) com in vitro (Failla and Cousins, 1978; Karin and 

Herschman, 1979; Karin and Herschman, 1980; Karin ef al., 1984a). 

L'efecte deis glucocorticoides és variable i depen de les especies que s'estudien i 

deis gens. Així, en el ratolí la regulació de la MT-l i MT-ll per glucocorticoides és 

coordinada (Yagle and Palmiter, 1985), pero en canvi el seu efecte varia en les 

isofonnes humanes (Karin et al., 1984a; Richards ef al., 1984) i les d'ovella 

(Peterson and Mercer, 1988). A mes de variable, l'efecte deis glucocorticoides és 

modest ja que moltes vegades dosis fisiológiques no indueixen la MT i son 

necessáríes dosis farmacológiques (Bracken and Klaassen, 1987a; Lehman-

McKeeman ef al., 1988a; Klaassen and Liu, 1991). 

Malgrat aquesta variado d'efedes el que si és cert és la existencia d'elements 

GREs en el promotor de ia hMT-IU com s'ha descrít en l'apartat del promotor, que 

controlen l'expressió génica per glqcocorticoides (Karin ef al., 1984b), en el ratolí 

(Kelly et al., 1997) i en hámster (Yu and Lín, 1995). 

És en el fetge on sembla que els glucocorticoides exerceixen predominantment la 

seva acció, ja que la seva administrado exógena incrementa els nivells hepátics de 

MT (Etzel ef al., 1979; Cousins and Coppen, 1987). Malgrat aixó, en rates 

adrenalectomitzades (ADX) o tractades amb bloquejants deis receptors deis 

glucocorticoides, la síntesi de MT es troba incrementada, tant de forma basal com 

en situacions d'estrés (DiSilvestro and Cousins, 1984; Hidalgo ef al., 1988c). El 

paper deis glucocorticoides en aquest sentit seria contrarí a l'esperat, estaríen 

inhibint la síntesi. Aquest paper deis glucocorticoides será tractat en el corresponent 

apartat de la Discussió. Dos son els treballs en la present tesi que estudien el paper 

deis glucocorticoides (treball 2 (Belloso ef al., 1996) i treball 3). 

En el cervell els estudis realitzats in vivo amb glucocorticoides (administrats 

perifericament) mostren una inducdó de la MT-l i MT-ll en diferents árees cerebrals, 

tant del mRNA com de ia proteTna (Gasull ef al., 1994b; Zheng ef al., 1995). Els 

glucocorticoides semblen teñir un paper en el control deis nivells basáis de la MT, ja 

que en rates adrenalectomitzades els nivells de la MT es troben disminuTts i son 

revertits després d'una terapia amb corticosterona (Gasull et al., 1994b; Hidalgo ef 

al., 1997), al centran de l'efecte observat al fetge. 
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Hormona Via d'actuació Teixits Treball 
Adrenalina AMPc Fetge (Brady and Helvig, 1984) 
Angiotensina II Protein Kinasa C Fetge (Helvig and Brady, 1984) 
Estradiol GREs Fetge i ronyó (Nishiyama etal., 1987) 
Glucagó AMPc Fetge (HeWig and Brady, 1984) 
Noradrenalina Protein Kinasa C Fetge (Brady efa/., 1987) 
Progesterona GREs Ronyó (Bremner eía/., 1981) 

Taula 6 . Resum de diferents honnones inductores de la MT. S'hi assenyala la seva 
vía d'acció, el teixit on s'ha vist aquest efecte i el treball on es va descriure. 

Cal senyalar que les hormones sexuals, com els estrogens i la progesterona, 

poden estar utilitzant els mateixos elements reguladors en el gen de la MT que els 

glucocorticoides (Slater ef a/., 1988). 

In vitro, la dopamina, noradrenalina i serotonina incrementen els nivells proteics 

de MT en cultius primaris de neurones, pero la disminueixen en astrócits (Gasull ef 

al., 1994a). També podem destacar l'efecte de la morfina sobre la MT, cosa que 

suggereix que els opiácis endógens podríen estar-hi implicats (Hidalgo eí al., 

1991b). 

En cultius ¡n vitro d'astrócits i neurones de rata i ratolí s'observa també un efecte 

inductor en els nivells del mRNA i de la proteTna de la MT-I i MT-ll (Hidalgo eí al., 

1994a; Kramer efa/. , 1996a; Kramer eía/. , 1996b). 

Respecte a les isoformes MT-lll i MT-IV, només hi ha estudis de l'efecte deis 

glucocorticoides sobre l'expressió de la MT-ll l . In vivo sembla no estar induída 

després de radministració de dexametasona i de l'administració perllongada d'ACTH 

(Palmiter eí al., 1992; Belloso et al., 1996). Inclús, en un altre estudi s'ha vist una 

disminució en hipocamp (Zheng eí al., 1995). En rates adrenalectomitzades s'ha vist 

aquesta disminució en diferents árees cerebrals (Belloso eí al., 1996), revertida 

parcialment per una terapia amb corticosterona (Hidalgo eí al., 1997). En cultius 

d'astrócits i de neurones trobem diferencies. Mentre es induTda en cél.lules glials de 

rata i parcialment en ratolí (Belloso eí al., 1996; Kramer ef al., 1996a), en cultius 

neuronals els nivells de mRNA de la MT-lll semblen estar disminuíts tant en rata 

com en ratolí (Belloso eí al., 1996; Kramer ef al., 1996b). En conjunt, els resultáis 

suggereixen una regulació diferenciada segons el tipus cel.lular. 

A i t r e s h o r m o n e s 

A mes deis glucocorticoides, aitres honnones exerceixen un efecte inductor in 

vivo sobre el gen de la MT, resumides a la taula 6. 
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2 . 2 . 3 . Estrés 

L'estrés és un concepta que engloba moltes situacions amb diferents 

components. La MT, sobretot la hepática, es troba incrementada notablement 

davant un gran nombre d'agents estressants, com es mostra a la taula 7. Els 

mecanismes involucrats en la indúcelo de la MT per l'estrés son estudiats 

ampliament en la part experimental d'aquest treball. 

Tipus d'estrés Treball 
inanició (Bremner and Davies, 1975) 
infecció (Sobocinski etal., 1978) 
inflamado (Sobocinski and Canterbury, 1982) 
taparotomia (Piletzefa/., 1983) 
exercici fisic (Oh ef a/., 1978) 
ftBd {Oh etal., 1978) 
calor (Oh ef a/., 1978) 
immobilització (Hidalgo ef a/.. 1988a) 
exposidó al soroll (Sugawara ef aA, 1983) 
radiado X (Koropatnickefa/., 1989) 
radiado UV (Fomaceefa/., 1988) 

Tau ia 7. Agents estressants que indueixen la stntesi de MT i treballs on es descriu 
l'acció de l'agent 

El concepte que utilitzem per enumerar els diferents tipus d'estrés és bastant 

ampli. Entre els diferents conceptes que s'hi han aportat (des deis originaris de 

Masón i Selye) podem destacar la definició que va donar Vigas (Vigas, 1980), el 

qual defineix l'estrés com la resposta de l'organisme, desenvolupada al llarg de la 

filogenia, en els agents que de forma simbólica o real posen en perill la seva 

integritat. Els mecanismes d'acció envers l'estrés han de ser, segons es desprén 

d'aquesta definido, amplia i generalitzats. Els estudis realitzats fins ara s'han centrat 

sobretot en dos eixos endocrins que son activats davant l'estrés, l'eix hipotalámic-

pituitari-adrenal (eix HPA) i l'eix simpátic-medul.lo-adrenal (eix SMA). 

En síntesi, l'activadó deis eixos HPA i SMA és originada al sistema nervios 

central (CNS) i en resulta al finat de l'activadó que els nivells de glucocorticoides i 

catecolamines están molt incrementats en sang. 

D'aquesta forma, i ates que els glucocorticoides son inductors directes de la MT, 

s'ha estudiat forga ei paper deis glucocorticoides en la inducció hepática i cerebral. 

També hem de dir que l'estrés indueix la MT en altres teíxits com el cervell, a mes 

del fetge i el cor de rata (Hidalgo et al., 1990a). Aqüestes dades indiquen la MT 

involucrada en la adaptado de l'organisme a l'estrés, 

Utilitzant com a model d'estrés la immobilització, ja que els canvis meíabólics son 

mes generáis que amb altres tipus d'estrés, s'ha observat que l'increment deis 



30 Introducció 

nivells de la MT-I i MT-II ve condicionat per la durado i la intensitat del tipus 

d'ímmobilitzadó (Hidalgo etal., 19g4b). 

Curiosament, ni els glucocorticoides, ni les catecolamines ni opioids endógens 

semblen intervenir en l'efede de l'estrés sobre els nivells de MT hepátics en rata 

(Hidalgo et al., 1988c) (Hidalgo ef al.. 1988b; Hidalgo ef al., 1991b). Un deis treballs 

presentáis en aquesta tesi estudia el paper deis glucocorticoides en la inducció 

hepática de la MT per l'estrés en ratolí, observant-se un paper mediador. 

En el cervell de rata, l'increment deis nivells de mRNA i proteics de la MT sembla 

estar produTt peis glucocorticoides en algunes árees cerebrals (Belloso ef al., 1996; 

Hidalgo eí al., 1997), pero no per catecolamines (Gasull eí al., 1994a), cosa que 

suggereix que existeixen altres factors implicats. 

En els últims anys s'ha incrementat molt l'estudi de les relacions entre el sistema 

immunitari i l'estrés. Així, recentment s'ha demostrat que en situacions d'estrés físic i 

psicológic poden incrementar els nivells circulants d'algunes citocines com ara la 

interieucina-6 (IL-6) (Lemay eí al., 1990; Zhou eí al., 1993). Per una altra banda se 

sap que les citocines, mediadors solubles que coordinen o regulen la comunicado 

intercelul.lar, poden activar l'eix HPA (Tumbuil and Rivier, 1995; Tumbull ef al., 

1997). Les inten'elacions entre el sistema immunitari i endocrí semblen essencials 

en la resposta a l'estrés (Harbuz and Lightman, 1992). 

Tot indica que, en efecte, hi ha un cert paper del sistema immunitari en les 

situacions d'estrés, i de fet les citocines podrien ser un deis factors implicats en la 

resposta a l'estrés. Dos son els treballs inclosos en la present tesi que aporten 

noves dades sobre el paper de dues citocines com la IL-6 i l'interferó-y (IFN-y) en 

ractivació de la MT hepática i cerebral en situacions d'estrés. 

Per últim farem referénda a la MT-ll l durant l'estrés. Els resultats obtinguts 

respecte a la inducció o no del mRNA de la MT-lll durant l'estrés en rata i ratolí son 

certamen! contradictoris, diferéndes degudes possiblement a problemes 

metodológics entre análisis (Belloso ef al., 1996; Hidalgo eí al., 1997). Experiments 

analitzats amb hibridacló in situ semblen adarir aqüestes discrepándes (dades no 

publicades), suggerint que el mRNA de la MT-lll está clarament incrementat en el 

(^rvellet. En la resta d'árees sembla existir una gran variació. 

Els glucocorticoides semblen intervenir en la resposta a l'estrés de la MT-ll l en 

experiments realitzats amb rates ADX i analitzats amb Northem-blot i dot-blot en 

diferents árees cerebrals (Belloso ef al., 1996; Hidalgo eí al., 1997), si bé aquesta 

regulació seria diferent en algunes árees respecte a la MT-I. 
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2 . 2 . 4 . Endotoxines bacterianes 

Les endotoxines son lipopolisacárids (LPS) que es troben en la superficie de les 

membranes bacterianes gram-negatives. Les membranes bacterianes están 

fonnades fonamentalment peí lípid A, al qual es troben ancorats els LPS. Una de les 

parts de qué está fonnada el LPS és l'anomenat Antigen-0 tal com es pot veure a la 

figura 4 . L'antigen-0, que es troba en la part mes exposada a l'exterior de 

l'estructura, son varis oligosacáríds repetits i formen una estructura altament variable 

que possiblement facilita evadir al sistema immune per part de la bacteria (veure 

revisió de (Raetz, 1990)). 

h : 
^ \ LfpiA °°'"'™ Domini A n t l ^ O 

Fosfoirpids "'«ni extern 
I I I 1 

Membrana Exterior Upopolísacirid 

Figura 4. Representado esquemática molecular de la membrana externa de la 
bacteria E. Co//mostrant-se la membrana, la situació del lípid A i del LPS. 

El LPS és sovint anomenat també endotoxina. Aquest ternie va ser introduTt en el 

segle XIX per descriure el component de les bactéries gram-negatives responsables 

de certs fenómens fisiopatológics relacionats amb les infeccions de bactéries gram-

negatives. Avui és coneguda la potent acció del lípid A i del LPS per activar 

macrófags desencadenant la rápida inducció de citocines i aitres proteTnes en la 

resposta que s'anomena de fase aguda o acute-phase response (Heinrich eí al., 

1990; Baumann and Gauldie, 1994; Laskin and Pendino, 1995). 

La MT, sobretot la hepática, es troba molt incrementada en resposta a infeccions 

bacterianes causades per endotoxina. Aquest efecte s'ha vist in vivo en moltes 

especies com rata (Sobocinski and Canterbury, 1982), (Suzuki and Yamamura, 

1980), ratolí (Dumam ef a/., 1984; De eí al., 1990), hámster (Etzel eí al., 1982), 

pollastre (Wei and Andrews, 1988) o humans (Grider ef al., 1989). 

La inducció de la MT per la endotoxina és independent deis glucocorticoides, ja 

que la inducció s'explica en part per l'acció de la seqüéncia cis trobada per la 

endotoxina en ratolí (Dumam ef al., 1984), tot i que els glucocorticoides teñen un 

paper pennissiu en la resposta acute-phase (Baumann and Gauldie, 1994). 
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2 . 2 . 5 . C i t o c i n e s 

Les citocines son un grup de molecules que es coneixen des deis anys 60. S'ha 

proposat la següent definició (Balkwill and Burke, 1989): 

Tot i aixó la inducció de la MT per endotoxina s'explica per l'activació deis 

macrófags, essent la inducció de la MT molt disminuida per exemple en la soca de 

ratolins C3H/HeJ (Maitani et al., 1986; De et al., 1990) que teñen la característica 

que els seus macrófags son resistents a l'acció de la endotoxina (Glode and 

Rosenstreich, 1976; Rosenstreich eí al., 1978). C3H/HeJ presenta una mutació en el 

gen Lps del cromosoma 4 que provoca una menor resposta a la endotoxina i una 

menor prodúcelo de citocines (Vogel, 1992). Així, com a resultat d'aquesta activado 

es posa en marxa tot el sistema immunitari, i hi destaca la alliberació de citocines 

com la interleucina-1 (IL-1-a i -P), interleudna-6 (IL-6), l'interferó (IFN-a, -P i -i), el 

factor de necrosi tumoral (TNF-o) i una gran varietat de fadors de creixement. Els 

efedes d'aquestes citocines sobre l'expressió de la MT s'explicaran en els próxims 

apartats. 

In vitro també s'ha vist una inducció de MT i deis nivells de Zn per efede de la 

endotoxina en cuitiu primari d'hepatócits (Fukushima eí al., 1988) i en cél.lules 

humanes (Oberbamscheidt eí al., 1988). 

En el cervell s'ha observat l'increment de l'expressió del mRNA en ratolins i rates 

injedades amb endotoxina: mRNA en cen/ell de ratolí (Searle eí al., 1984; De eí al., 

1990; Palmiter eí al., 1992; Choudhuri eí al., 1993; Zheng eí al., 1995) i rata 

(Choudhuri eí al., 1993), mRNA en hibridacions in situ de ratolí (Zheng eí al., 1995) i 

rata (Itano eí al., 1991) i mRNA en árees cerebrals de ratolí (Choudhuri eí al., 1995). 

Respecte a la protéina, en un estudi inicial en rates, la MT no era induTda 8 hores 

després d' injedar LPS (Gasull eí al., 1994b), pero en canvi dos deis treballs aportats 

en aquesta tesi mostren una clara inducció de la MT a les 24 hores d'injedar LPS en 

ratolí i en rata (Hernández etal., 1997b; Hernández and Hidalgo, 1998). 

No s'han fet molts estudis resjsecte la inducció de la MT-lll per endotoxina. En un 

prindpi no es van trobar efectes en el mRNA de cervell de ratolí (Palmiter eí al., 

1992). Posterionnent s'ha vist que els nivells de mRNA de la MT-lll decreixen amb el 

tractament de LPS en ratolí en ser analitzats per Northem-blot (Zheng eí al., 1995; 

Hemández eí al., 1997b) i per hibridació in situ, a l'hipocamp (Zheng eí al., 1995). 
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Característiques de tes citocines 
Propletats bioqufmiques 

• Son polipépiids o glícoproteínes amb un pes molecular ¿ 30 KDa (per aixó algunes formen 
oligomers d'ait pes molecular) 

• Generalment presenten gllcosilacions, que no s6n necessáries per la seva activitat bioldgíca 
• Mottes dtocines están estabilitzades per un o mes ponts disulfúrics 
• Algunes citodnes presenten un a!t contingut de hélix a a te seva estructura 

Propietate Motdgiques 
• Expressió constitutiva molt baixa o absent. La seva expressió és regulada per varis estímuls 

inductors a nivell de transcripció o de translació 
• La prodúcelo de citodnes és temporal o transitoria i el seu radi d'acció és curt, és a dír, teñen una 

a<xió tipicament autocrfna o paracrina, no endocrina 
• Exerceixen les seves araons per unió a especifics receptors d'alta afinitat de membrana (Kd ente 

• Una dtodna pot obrar diversos efectes <són plelotrópiques) i a la vegada, diverses dtocines poden 
teñir el mateix efecte (son redundants) 

• Moltes accions de les citocines poden ser atríbuídes a un patró alterat de l'expressió génica en les 
cél.lules on exerceixen el seu efecte. Les citocines afecten la transcripció de molts gens 

Taula 8. Trets fonamentafs de les citocines. Taula adaptada de (Trotía, 1991) i de 
(VttekandLe.1991). 

Es creu que durant l'evolució deis organismos es va fer necessári el 

desenvolupament de missatgers ¡nter(»l.lulare com les honnones i les dtocines per 

coordinar les respostes cel.lulars. L'homologia estructural entre proteTnes d'adhesió 

que intervenen en interaccions céi.iula-céi.lula i els receptors de citocines suggereix 

que les citocines van sorgir de les senyals associades a comunicacions entre 

cél.lules. 

El grup que engloba les citocines és molt i molt ampli i está en continua expansió. 

Actuatment son mes del centenar les descritos. Només per citar un exemple, 

existeixen ja 17 interleucines. Per una altra banda la nomenclatura dássica de cada 

citocina no es correspon moltes vegades amb l'actuai. A mes. el fet que diferents 

dtocines exerceixen efectes similars fa dífídl classificar-les. Moltes han estat les 

classificacíons que se n'han fet, f qualsevo! dassificació de atocines pot ser 

"Cítocína és un tenue aplicat a un grup de péptids o proteTnes cel.lulars 

reguladores denominados limfocines, monocines, interleucines i interferons, les 

quals son produídes per una gran varietat de tipus cel.lulars en Torganisme, com 

limfócits, monociís, cél.lules epitelials, fibroblasts i altres, i que teñen un important 

paper en moltes respostes fisiológiques, están involucrades en la fisiopatologia de 

moltes enfermetats i teñen un important potencial terapéutic". Així, les citocines son 

potents mediadora de les respostes immunológiques i infiamatories i també 

intervenen en una serie de fenomens no immunológics com creixement i 

diferenciació cel.lular. A la taula 8 hem establert les característiques representativos 

de les citocines. 
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discutida per la seva arbitrarietat. Entre aqüestes classificacions hi figuren les de 

Arai et al. (Arai ef al., 1990), Lies i Van Voorhis (Liles and Van Voorhis, 1995) i una 

altra de Cohén i Cohén (Cohén and Cohén, 1996). A la taula 10 está descrita una 

classificació resumida d'aquesta última segons la seva funcionalitat (Cohén and 

Cohén, 1996). 

Ci toc ines 

G r u p N o m A b r e v i a d o 
interferons Interferí I F N - a 

IFN-p 
IFN-Y 

Citocines inflamatóries Factor de Necios i Tumoral T N F - a 
(inclou moltes Monocines) T N F - p 0 L T - a 

LT-p 
lntef)eucina-1 IL-1a 

IL - lp 
lnterleucina-6 IL-6 
Receptor antagonista d e la IL-1 IL-1Ra 

ümfbcines lnterleucina-2 IL-2 
(mediadors derivats de llmfóóts) lnterleucina-3 IL-3 

lnterleudna-4 IL-4 
Interieudna-5 IL-5 
lnterleucina-9 lL-9 
interleucina-10 IL-10 
lnterleucina-13 IL-13 
lnterieucina-14 IL-14 
lnterleucina-17 IL-17 

Ct todnes derivades de macrdfógs lnterteucina-12 IL-12 
(Inclou altres Monocines) lnterleucina-15 IL-15 

Quimocines lnterieucina-8 IL-8 
lnterteudna-16 IL-16 
ProteTna inflamatoria d e macrófag MIP-1a 

MIP-1P 
ProteTna quimotáctica d e monódts MCP - 1 

M C P - 2 
M C P - 3 

R A N T E S -
Factors d e creixement hematopoiétics Factors estimuladors d e colónies CSFs 

Granulócit-macrbfrag-CSF G M - C S F 
Granulócit-CSF G - C S F 
Macr6frag-CSF M - C S F 
Mult i -CSF . Erifropoietina E P O 

lnterteudna-7 iL-7 
lnterieudna-11 IL-11 

Factor transformant de creixement-p Factor transfomiant de creixement-p T G F - p l 
TGF-P2 
T G F - B 3 

Taula 10. Classificació resumida de citocines segons la seva funcionalitat Taula 
adaptada de la classificació de Cohén i Cohén (Cohén and Cohén, 1996). 

Algunes citocines indueixen les MTs. S'han estudiat únicament les citocines 

inflamatóries i els interferons, tant in vivo com in vitro, que mostren així el seu efecte 

directe. En els últims anys i grácies a les clonacions de nous gens de la MT s'han 
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l n t e r l e u c i n a - 1 ( I L - 1 ) 

La interleucina-1 (IL-1) és una cítocina composada de dues isofomies, la IL-1a i 

la IL - ip . Va ser identificada l'any 1972 com un factor produTt peis macrófags que 

incrementava la resposta de les cél.ules T contra antígens (Gery and Waksman, 

1972). Si bé es tracta de dos gens diferents, reconeixen el mateix receptor de 

membrana. Les dues formes de la IL-1 son sintetitzades per macrófags, pero també 

per monócits, cél.lules endotelials, fibroblasts, queratinocits, limfócits B i T, cél.lules 

del muscu! His, astrócits, microglia i aitres. La IL-1 és expressada com un precureor 

anomenat pro-IL-1 d'uns 31 KDa. Posteriorment es generen les formes 

biológicament actives després de ser tallada la pro-IL-1 per proteases i donar així la 

IL-1a í I L - l p de 17 kDa {152 aa). Entre la IL-1a i IL - ip només hi ha un 26% 

d'homologia en la seqüéncia, i entre humans i ratolí un 70% (veure revisions de 

(Oppenheim et al., 1986; Dinarello, 1991; Dinarello, 1996)). A mes, existeix un tercer 

membre de la lL -1 , el receptor antagonista de la IL-1 (IL-Ra), expressat a 

l'organisme de fomia natural. El lL-1Ra va ser descobert al 1984 per Dayer i Arend 

practicament a la vegada (veure revisió de (Arend, 1991)), i té com característica 

bloquejar l'activitat biológica de la IL-1a i la IL - ip limitant la seva acció. Els gens de 

la IL-1a ,p i IL-Ra es troben al cromosoma 2 huma. A la taula 11 hi ha un resum de 

les principáis activítats biológiques de la ÍL-1. 

La IL-1 és un inductor directe de la MT. In vivo s'ha demostrat la inducció de la 

MT en fetge per IL-1 (DiSilvestro and Cousins, 1984; Cousins and Leinart, 1988; De 

eí al., 1990; Liu eí al., 1991). In vitm s'ha vist que la IL-1a indueix l'expressió de la 

MT en algunes línies cel.lulars d'humá, pero no en aitres (Karin eí al., 1985). A mes, 

també s'ha observat la inducció de la MT en diferents cultius cel.lulars, com línies 

cel.lulars tumorals humanes (Kondo eí al., 1994), cél.lules endotelials vasculars (Kaji 

eí al., 1993), així com en astrocitomes (Kikuchi ef al., 1993) i neuroblastomes 

d'humá (Bauer etal., 1993). En canvi, en aitres sistemes in vitro com cultius primaris 

d'astrócits de ratolí no s'observen canvis en els nivells proteics de la MT quan la IL-1 

comengat a veure alguns elements reguladors que podrien esclarir el mecanisme peí 

qual actúen. 

A continuado analitzarem les característiques de la IL-1, IL-6, IFN i TNF, que son 

les quatre citocines que han estat estudiades en aquesta tesi, i els efectes sobre la 

MT coneguts fins ara. 
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Accions de la IL-1 
Efectes en el sistema immunitari Efectes en el fetge 

Activació de les cél.lules T Regulació de les proteínas acute-ptiase 
Inducció de IL-6, TNF Metabolisme deis aa i prote'i'nes 
Increment de céLlules de la médul.la Metabolisme mineral: 4- Zn en sémm 
Activació de íes cél.lules B via IL-6 t Cu en sénjm 
Activitat de les cél.lules Natural Killer Metabolisme de lípíds: t sintesi ácids grasos 
Expressió génica de limfocines (també IL-2R) Inhibido de la gluconeogenesi 

i de factors hematopoiétics 
Increment de l'activitat procoagulant a Efectes en el cervell 

cél.lules endotelials Febre, son i alteracions conductuals 
/Mteradó de EEG i de Tactivitat neuronal 

Altres efectes Alliberadó de neurotransmissors 
Increment sfntesi fibroblasts Inducdó de NGF 
Activado d'osteoblats Inducdó de la propia tL-1 p 
Efectes benefidosos en diverses malaties: Astrogliosi i resposta inflamatoria en resposta 

Malaria, diabetis, infeccions bacterianes, a trauma o infecció 
quimioterapia, trasplántameos... Activado de l'eix HPA (CRF, ACTH) 

Implantado uterina de Tembrió Inaement de dtodnes en neuropatologies 
Regulado de la fam com AIDS, Alzheimer o esderosi múltiple 

Taula 1 1 . Principáis efectes o funcions de la lL-1. Les hem dividit en: Efede en el 
sistema immunitan, efectes en el fetge, efectes en el cervell i altres efedes. 

El possible paper de la IL-1 en situacions d'estrés no ha estat estudiat encara. 

Recentment s'ha vist que en cortes situacions estressants la IL-1 es troba 

incrementada en sang (Dobbin eí al., 1991). Aquest augment podría significar un 

paper en la regulació de la MT en situadons d'estrés tant al fetge com al cervell, ja 

que l'estrés d'immobilizació incrementa l'expressió del mRNA de la IL-1 al cervell 

(Minami eí al., 1991). Si bé s'han desenvolupat bastants ratolins transgénics knock-

és incorporada al medi de cuitiu (Kramer eí al., 1996a). El mateix succeeix en cuitiu 

primari d'astrócits de rata (Hidalgo eí al., 1994a). 

No s'han realitzat estudis sobre la MT-ll l i el possible paper de la IL-1 en la seva 

possible regulació al cervell. 

Si bé la IL-1 resulta una bona inductora de la MT-I i MT-II al fetge, al cervell s'ha 

mostrat una inducció in vitro -en línies cel.iulars-, pero no en cuitiu primari (millor 

aproximado a la situado fisiológica de l'organisme). No obstant un deis treballs 

preséntate en aquesta tesi mostra un dar e fede inductor in vivo de la MT-I i MT-II 

(MT-I+II) al cervell, mitjanfant injecció i.cv, (Hemández and Hidalgo, 1998). No se 

sap si el seu paper inductor seria direde sobre el gen (no es coneixen seqüéncies 

c/s per la IL-1) o estaña realitzat per altres molecules, ja que la IL-1 indueix factors 

nudears com la AP-1 (Dinarello, 1991) o si el seu efecte es realitzaria a través de la 

IL-6, atocina indulda per ta IL-1 (De Simoni eí a/., 1990; Romero et al., 1993; Norris 

etal., 1994). 
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outs per diverses citocines (Ryffel, 1995), el knock-out per la IL-1 s'ha fet fa poc 

temps per dos grups (Kuida ef al., 1995; Li ef al., 1995), i seria una eina molt bona 

per estudiar el paper regulador de la IL-1 sobre la MT en diverses circumstáncies 

com l'estrés o la inflamado. També seria una bona eina el model que ha estat 

publicat en l'últim any per dos grups, un ratolí transgenic sobreexpressant la IL-IRa i 

que bloqueja d'aquesta manera l'acdó de la IL-1 endógena (Hirsch ef al., 1996; 

Yang ef al., 1997). No obstant, no ens ha estat possible obtenir cap d'aquests 

ratolins per efectuar els nostres estudis sobre la MT. 

La IL-1 podría ser considerada com la desencadenant de la regulado de la MT en 

la resposta acute-phase del fetge a un estímul com la endotoxina. La lL-1 üderaria 

aquesta resposta en cascada per part de les citocines, ja que desencadena la 

inducció d'altres citocines com el TNF o la IL-6, que és l'activadora mes potent de 

les proteTnes acufe-p /7ase (Baumann and Gauldie, 1994). 

A la página 46 i 47 es troba representada esquematicament (figura 5a i 5b) les 

interaccions entre indudors, com els glucocoticoides i les citocines IL-1, IL-6, IFN i 

TNF, i la MT, en resposta a un estímul com l'estrés i la inflamado. 

l n t e r l e u c i n a - 6 ( I L - 6 ) 

La interleudna-6 (IL-6) tal com la coneixem ara va ser descoberta i clonada a 

l'any 1980 (Weissenbach ef al., 1980). En principi se la va denominar interferon-Pa 

ates a la seva activitat antiviral. Posteriorment es va purificar una molécula que va 

ser denominada factor 2 estimulador de cél.lules B (BSF-2) i també es va descobrir 

la implicado d'un factor denominat factor estimulador d'hepatócits (HSF) en la 

regulació de la resposta de fase aguda de l'organisme (Gauldie ef al., 1987). La 

concordancia entre totes aqüestes molécules i l'aillament del cDNA va portar a 

designar aquesta molécula entré els anys 1987-1988 com IL-6. 

La IL-6 humana és una glicoproteína de 184 aminoácids i un pes molecular entre 

21-28 KDa en fundó de les modificacions post-translacionals de la seva cadena. És 

sintetitzada com una proteTna precursora de 212 aa, amb 28 aa d'un péptid senyal 

per donar posteriorment la molécula activa de 184 aa. La IL-6 de rata i ratolí consta 

d'un precursor de 211 aa i una molécula activa de 187 aa. La homología de 

seqüéncies entre ratolí i huma del cDNA és d'un 65% i a nivell de proteTna d'un 42%. 

La part central de la proteTna és molt mes conservada (57%). Els gens de la IL-6 

d'humá, rata i ratolí han estat trobats ais cromosomes 7, 4 i 5 respectivament. Les 
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Accions de la IL-6 
Efectos en el sistema immunitari Efectes en el fetge 

Activado de les céLlules T Regulado de les proteínes acute-phase 
Madurado de les céLlules B Metabolisme mineral: t Cu en séram 
Activado de cél.lules tot-i-potents Alliberadó de glucosa 

hematopoiétiques Interacdó amb tiormones 
Adivadó de fadors CSF 

Efectes en el cervell 
Altres efectes Activitat pirogénica 

Increment síntesi fibrobíasts Diferentíadó de céLlules nennoses 
Activado d'osteodasts i osteoblastogenesi Alliberadó homional (CRF, GH. LH, PRL, 
Intiibidó de cardnomes, leucémies i de TRH, ACTH) 

limfomes i adivadó de mielomes Inducdó de NGF 
Increment de IL-6 en enfennetats com reuma. Astrogliosi i resposta inflamatoria en resposta 

artritis glomeruloneftitis i enfennetats a trauma o infecdó 
autoimmunitaries Increment de dtodnes en neuropatologies 

com AIDS, Alzheimer o esclerosi múltiple, 
meningitis i encefalitis 

Taula 12. Principáis efectes de la IL-6. A igual que la IL-1, els hem dividit en: Efectes 
en el sistema immuntari, efectes en el fetge, efectes en el cervell i altres efectes. 

Ai igual que succeix amb la lL -1 , la IL-6 és un inductor directe de la MT. Així la 

MT hepática és induida in vivo per la IL-6 (De eí al., 1990; Liu ef al., 1991; Itoh ef al., 

1994; Sato ef ai, 1995; Sato eí al., 1996). In vitro, la MT és induTda en cél.lules 

hepátiques per la IL-6 (Coyie eí al.. 1993) essent incrementada la inducció amb la 

presencia de Dex i/o Zn (Schroeder and Cousins, 1990; Coyie ef al., 1993). Com 

que la IL-6 és la inductora mes important de les proteTnes acute phase a la MT se 

l'ha denominat moltes vegades una proteTna acufe phase. 

Altres teixits periférics no mostren una inducció de la MT per la lL-6, com l'ovari 

(De efa/ . , 1990). En canvi, algunes línies cel.lulars sí mostren efecte, com a cél.lules 

amniótiques humanes i en presencia de Dex (Snyers and Content, 1994). 

En el cervell s'han fet diversos estudis in vitro sobre l'acció de la IL-6 en la MT. 

S'hi ha observat un augment de la síntesi de MT en línies cel.lulars glials i neurona! 

(Bauer et al., 1993; Sawada ef al., 1994). En cultius primaris d'astrócits de ratolí i 

cél.lules que sintetitzen la IL-6 son vanadas, com fibroblasts, cél.lules endotelíals, 

monócits, macrófags, cél.lules B i T, hepatóclts, cél.lules endometrials, microglia, 

asfrócits, neurones i diverses línies cel.lulars. 

La IL-6 actúa a través d'un receptor específic de membrana d'un 80 KDa, i aquest 

receptor és present a moltes céLlules incloses les del CNS menys cél.lules B 

activadas i cél.lules T (per revisió de la lL-6 veure (Kishimoto, 1989; Arai et al., 1990; 

Heinrich etal., 1990; Van Snick, 1990; Hirano, 1991; Plata-Salaman, 1991)). 

A la taula 12 hi ha un resum deis afectes biológics de la IL-6. 
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ratolí i rata no s'observen canvis substanciáis (Hidalgo et al., 1994a; Kramer et al., 

1996a), pero s'obsen/a un petit efecte en cultius primaris de neurones de ratolí en 

presencia de Dex i Zn (Kramer et al., 1996b) 

Respecte a la MT-lll no existeixen estudis que indiquin el paper de la IL-6 en la 

seva regulació, com passa amb la IL-1. 

En aquesta tesi s'han realitzat tres treballs que aporten noves dades sobre el 

paper de la iL-6 en la regulació de la MT in vivo, en el fetge i el cervell. En el fetge 

s'ha estudiat el paper de la IL-6 en la regulació de la MT en situacions d'estrés i 

d'inflamació, com es veurá a la Discussió. Per aixó s'han realitzat estudis amb un 

ratolí transgénic deficient peí gen de la IL-6, un Knock-out cedit gentilment peí Dr. 

Bluethmann (Kopf eí al., 1994), que aporta un paper principal de la IL-6 en la 

inducció hepática de la MT en situacions d'estrés i d'inflamació. També s'ha estudiat 

la regulació de la MT-I+Il en el cervell amb aquest Knock-out, en situacions d'estrés i 

d'inflamació. A títol d'informació, el 1994 va aparéixer un altre knock-out per la IL-6 

(Fattori etal., 1994) amb característiques similars. 

Per una aitra banda s'han fet estudis sobre la MT-I+II i la MT-l l l amb un ratolí que 

sobree>q3ressa la IL-6 en cél.lules glials (Campbell e í al., 1993; Hemández eí al., 

1997b). Aquest treball suggereix el possible paper de la MT com una proteTna acute 

phase en el cervell, suggerint un paper protectiu de la MT. També estudis amb rata 

injectant i.c.v. IL-6 han mostrat una inducció de la MT-l+ll en algunes árees 

cerebrals (Hemández and Hidalgo, 1998). A mes s'han realitzat cultius primaris 

d'astrócits i neurones de ratolí que s'han incorporat en un annex, mostrant una certa 

inducció deis nivells de MT-l+ll en neurona per IL-6 en presencia de Dex i Zn, com 

succeix en varis modeis de cultius hepátics citats anteriorment. 

Com s'ha comentat amb la IL-1, la IL-6 sería la principal responsable de la 

resposta de fase aguda en el fetge, i segons els resultáis presentáis en aquesta 

tesi, possiblement també en el cervell. Els mecanismes d'acció de la IL-6 en la 

inducció de la MT també serán discutits mes endavant, pero ara podem dir que el fet 

d'haver-se trobat seqüéncies cis per l'element de resposta al factor nuclear de la IL-

6 (NF-IL6) i seqüéncies associades a gens involucrats en la resposta de fase aguda 

(com les AABS, descrites a l'apartat del promotor) pot aclarir en certa forma el 

mecanisme d'acció de la lL-6 i implicar molt mes encara a la MT en aquesta 

resposta de fase aguda de l'organisme. 

Per una altra banda hi ha una certa controversia respecte a la possibilitat que 

citocines com IL-1 ó IL-6 alliberades en la periferia puguin entrar en el cervell. S'han 

identificat mecanismes de transport actiu per la IL-1 i IL-6 en el cervell (Banks eí al., 

1991; Luheshi etal., 1994). Una altra hipótesi gira entom la possibilitat d'entrar en el 
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interferó ( I F N ) 

L'any 1957 Issacs i Lindenmann (Isaacs and Lindemmann, 1957) van descriure 

per primera vegada un factor que tenia la propietat d'interferir en la replicado viral 

en embrions de pollastre, i que vaqn anomenar interferó (IFN). 

Actualment s'ha definit bastant bé la familia deis interferons, composta per 

interferons de tipus I, on s'inclouen els IFN-a i p, i interferons de tipus II on es 

localitza el IFN-y. 

L'IFN-a está produTt per leucócits, és un polipéptid d'uns 165 aa, pes molecular 

entre 18-22 KDa, i el seu gen está localitzat al cromosoma 9 huma i al cromosoma 4 

de ratolí. Trobem fins a 16 subtipus d'IFN-a a l'home. 

L'IFN-p es produeix ais fibroblasts, compost per 166 aa i un pes d'uns 20-25 KDa, 

i el seu gen está localitzat també al cromosoma 9 huma i al cromosoma 4 de ratolí. 

L'IFN-a i p competeixen peí mateix receptor per exercir les seves accions. 

Respecte a l'IFN-y, aquest está produít pels limfócits T, conté uns 133-136 aa i té 

un pes molecular variable entre 15-25 KDa, en fundó de la glicosilació de la cadena. 

El gen está localitzat al cromosoma 12 huma i al cromosoma 10 de ratolí. El seu 

receptor és diferent de l'utílitzat pels IFNs de tipus I. 

S'ha vist que cél.lules glials poden ser produdores de IFNs, i certes neurones de 

rata poden produir IFN-y i astrócits de ratolí poden expressar IFN-a, p i y durant 

infeccions víriques. 

Les accions deis tres tipus d'IFNs son diferents. Així, els IFN-a i p es poden 

considerar com la primera línea de defensa en la resistencia de l'hoste a una 

infecdó vírica, abans que els sistemes immunitaris s'adivin, mentre que l'IFN-y seria 

produít quan els limfócits estiguessin sensibilitzats a l'antigen viral i tindria com 

fundó principal l'activació de diferents mecanismes immunitaris a mes del propi 

efecte antiviral. Així, activarien cél.lules immunitaries, el complexe d'alta 

histocompatibilitat (MHC) I rec^ptors d'alta afinitat per immunoglobulines (Fe) 

(revisions sobre el IFN (Pestka eí al.. 1987; Plata-Salaman, 1991; Williams eí al., 

cervell a través d'una área on la banrera hematoencefálica es troba debilitada, 

l'organ vascular de la [lámina terminal (OVLT) (Blatteis, 1990). Una tercera via que 

sembla mes aceptada actualment seria a través de l'activació de nervis sensorials 

f^riférics, sense excluir les anteriors hipótesis (Dantzer, 1994; Luheshi and RothweII, 

1996). 
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1993)). A la taula 13 están indicades les principáis accions biológiques deis diferents 

tipus d ' I F N , 

Els IFNs també son inductors directas de la MT. Així, l'administració de IFN-y 

incrementa la síntesi de MT hepática in vivo (De et al., 1990), al igual que 

l'administració d'agents inductors de l'IFN-a (Bell etal., 1987). 

Accions deis IFNs 
Efectes en el sistema immuniteri (iFN-7) Efectes en el fetge 

Actlwtat antiviral, antiftimoral i antimicrobial R^ulació de les proteTnes acute-phase (y) 
Activado de maaofags, iimfódts i c^Llules Metabolisme de lípids: t síntesi colesterol (y) 

endotelials Inhibido del dtocrom P-450 (a,p ir) 
Modulado d'antígens MHC 
Activado de l'expressió del receptor Fe Efectes en el cervell 
Activado cél.lules Natural Killer Activitat pirogénica (a i y) 
Activado de neutrófils polimorfonudeats Estimulado hormonal (CRF i ACTH) (y) 

Inhibido de la proliferadó d'astródts (a) 
Altres efectes Modulado efede de l'adivitat neuronal (a) 

Inducció cortisol a l'adrenal (o) Alterado de l'ona lenta del son (a) 
Increment deis nivells series de IFNs en Increment de IFNs en neuropatologies 

enfermetats com rubéola (a) i AiDS (a i P) com esderosi múltiple, meningitis vírica i 
Os dínic en malalíies com cáncer (y), a dosis herpes encefálica 

babees. Dosis altes creen efectes adversos 

Taula 13. Efectes mes destacats deis IFNs. A igual que les altres citocines, els hem 
dividit en: efectes en el sistema immuntari, efectes en el fetge, efectes en el cervell i 
altres efectes. Entre paréntesi está indicat quin tipus d'IFN realitza l'efecte especificat, 
IFN-a (a), IFN-p (p) o IFN-^ (y). 

També s'han realitzat estudis in vitro. Així, fibroblasts humans mostren inducció 

del mRNA de la MT-ll per IFN-p (Sciavolino and Vilcek, 1995), línies cel.lulars de 

macrófags induides amb IFN-7 mostren tamt)é mes MT-ll (Farber, 1992), al igual 

que en cultius primaris de cél.lules glials de rata (Vanguri, 1995). Cél.lules CHO 

tractades amb IFN-a mostren un increment deis mRNAs de les MT-l i MT-ll (Monis 

and Huang, 1987). En un deis treballs mes destacats sobre la inducció de la MT-ll 

humana per IFN-a en neuroblastomes es va mostrar també l'exísténcia d'una 

seqüéncia específica en el promotor huma de la MT (Friedman and Stark, 1985). És 

possible que aquest mecanismo siguí aquell amb qué l'IFN indueix la MT en altres 

especies i teixits pero no está ciar. 

Malgrat aixó, en cultiu primari d'hepatócits de rata l'IFN no mostra ser inductor de 

la MT, ni en presencia de Dex i Zn (Coyle et al., 1993). En un deis treballs aportats 

en aquesta tesis s'ha mostrat un efecte bifásic d'inducció, essent inhibidor a dosis 

baixes i incrementant la inducció a dosis mes altes (Hernández eí al., 1996a). 

Si bé és conegut el paper de l'IFN en infeccions virals, poc és conegut el seu 

possible paper en situacions d'estrés. Se sap que l'IFNy es troba disminuTt en la 
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F a c t o r d e n e c r o s i tumora l ( T N F ) 

El factor de necrosi tumoral (TNF) va ser descobert l'any 1975 en observar-se un 

factor serie qué causava la necrosi de tumors (CarsweII eí al., 1975). Ja el segle 

passat es coneixien els efectes del TNF, quan es describien els efectes de cultius 

bacteríans en la necrosi de tumors humans. Malgrat aquest efecte observat, els 

efectes tóxics associats van fer abandonar aquesta terapia. Avui sabem que la 

endotoxina d'aquests cutlius era la responsable de la inducció de TNF en aquests 

tumors inhibint el seu creixement. 

El TNF tal com es coneix avui és una citocina pleiotrópica. Son tres els gens que 

conformen el grup deis TNFs, el TNF-a i les limfotoxines (LT) a (anomenta també 

TNF-p) i p, productes d'una duplicado génica. Només comentarem els efectes del 

TNF-a i del TNF-p. 

El TNF-a, denominat també caquectina per haver-se observat en estudis de 

caquexia (fenomen relacionat amb l'alteració nutricional en enfermetats cróniques 

bacterianas, parasitáríes o cáncer), és un polipéptid de 157 aa en els humans 

(17350 KDa) i de 156 aa en ratolí, derivats d'un precursor de 233 aa (humans) i 235 

aa (ratolí) respectivament. La molécula adiva és un trímer. El TNF-a és produít per 

macrófags, i també pot ser produTt ais macrófags de molts teixits com pulmó, fetge, 

sang en situacions d'estrés {Dobbin eí al., 1991), pero no se sap si té algún paper 

en la inducció de la MT en aqüestes situacions. Un deis treballs aportats en aquesta 

tesi estudia el possible paper de l ' I F N en la regulació de la MT en situacions d'estrés 

i d'inflamació {Hernández eí al., 1997a). Per aquest motiu s'ha utiiitzat un ratolí 

transgénic deficient peí receptor de l'IFN-y, IFN-yR. Aquest Knock-out ha estat cedit 

gentilment per la Dra María L. Arbonés (Arbonés eí al., 1994) per realitzar aquests 

estudis. Si bé l 'IFN-y no té cap paper en la inducció de la MT hepática ni cerebral 

durant l'estrés, sembla teñir un cert efecte inhibitori en la via d'activació de la MT per 

LPS. En l'apartat con-esponent es realitzará la discussió. A mes del knock-out 

utiiitzat aquí existeixen altres, un amb una interrupció del gen de I ' IFN-Y (Dalton ef 

al., 1993), un segon amb la deficiencia localitzada en el receptor de I'IFN-y (Huang 

ef al., 1993) i un tercer amb la deficiencia en el receptor de l'IFN-a (Muller ef al., 

1994). 

Finalment, respecte la MT-lll tampoc es teñen estudis sobre un possible paper 

deis IFNs en la seva regulació la cervell. 
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médul.la o astócits i microglia al cervell. També limfócits T o cél.lules Natural Killer 

poden produir TNF-a. 

El TNF-p és denominat també limfotoxina-a per ser produTt per limfócits. També 

pot ser produTt per leucócits i algunes Ifnies ceLlulars, a mes d'astrócits i microglia. 

Té uns 20-25 KDa de pes molecular, amb 171 aa a l'home i 169 aa al ratolí. 

Els gens del TNF-a i el TNF-p están localítzats en el cromosoma 6 huma i muri. 

El receptor a través del qual els TNFs exerceixen les seves accions és el mateix. 

De receptors peí TNF hi ha dos diferents, denominats TNFR1 i TNFR2, ja que teñen 

un pes molecular de 55 KDa i 75 KDa respectivament (per veure revisions sobre 

TNF (Le and Vilcek, 1987; Beutler and Cerami, 1988; Plata-Salaman, 1991; Rink 

and Kirchner, 1996)). A la taula 14 están descrítes les principáis accions biológiques 

del TNF. 

Accions del TNF 
Efectes en el sistema Immunitari 

Activitat antitumotal i antiviral (a i P) 
Activatat citotáxica (a i P) 
inducdó a IL-1 i IL-6 i altres citodnes (a) 
Activado de neutrófils i de molecules 

d'adhessió (a) 
Efede quimiotáctic en monócits (a) 
Increment de toMdtat en eosinófils (a) 
Activado de granulótíts (a) 
Modulado d'antigens MHC (a) 
Increment de l'adivitat procoagulant a 

cél.lules endotelials (a) 

Altres efectes 
Adivadó d'osteodasts (a i P) 
Estimulado de reabsordó de l'os (a i P) 
Regulado de la fam (a) 
Increment deis TNFs en diverses malafles: 

Malaria, diabetis, infeccions baderíanes, 
artritis, AIDS, cáncer i transplantaments 

Efectes en el fetge 
Regulado de les proteTnes acute-phase (a) 
Metabolisme deis aa i proteTnes (a) 
Metabolisme mineral: 4- Zn en serum (a) 
Metabolisme de lípids: 

t sintesi ácids grasos (a) 
t síntesi colesterol (a i P) 

Interacció amb hormones (a) 
Inhibido del dtocrom P-450 (a i P) 

Efectes en ei cervell 
Febre (áctivant prostaglandines) (a) 
Regulació neuroendocrina: 

t CRF. ACTH i PRL (a); i TRH i TSH (a) 
Diferenciado d'astitclts (a i p) 
Astrogliosi i resposta inflamatoria en resposta 

a trauma o infecdó (a IP) 
Regulado de l'activitat neuronal i sináptica (a) 
Increment deis TNFs en neuropatologies 

com AIDS. Alzheimer o esderosi múltiple 

Taula 14. Principáis efectes o fundons del TNF. Les hem dividit, com a les anteriors 
citocines, en: efectes en el sistema immuntari, efectes en el fetge, efectes en el cervell 
i altres efedes. Hem destacat entre paréntesi si l'efecte es produít pe! TNF-a (a) o pei 
TNF-p (p). 

El TNF s'ha mostrat com una citocina amb moltes funcions solapades a les de la 

IL-1. Les dues citocines son pletotrópiques per les seves varlades accions 

biológiques. 

El TNF-a és un inductor direde de la síntesi de la MT hepática in vivo (De ef al., 

1990; Liu ef al., 1991; Sato et al., 1992), a mes del pulmó i cor pero no és induTda al 
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In vitro el TNF-a és capa? d'incrementar també els nivells de MT, com a 

fibroblasts humans (Sciavolino and Vilcek, 1995), pero necessiía de la presencia de 

dex i Zn en cultiu priman d'hepatócits (Coyie et al., 1993). En certes línies cel.lulars 

s'ha determinat un paper protector de la MT envers els efectes citotóxics causats peí 

TNF in vitro (Sciavolino et al., 1992; Leyshon-Soriand ef al., 1993). 

En el cervell no hi ha estudis sobre el possible paper del TNF en la regulació de 

la MT-l+ll, ni tampoc de la MT-ll l. 

En un deis treballs de la present tesi també s'han realitzat estudis sobre la 

inducció de la MT per TNF en cultiu primari d'hepatócits de rata, amb una certa 

inducció (Hemández ef al., 1996a). A mes d'aquest treball, se'n presenta un altre on 

s'han realitzat estudis sobre la regulació de la MT hepática en ratolíns knock-out peí 

receptor de tipus 1, TNFR1, tant en situacions d'estrés com d'inflamació. Aquests 

animáis han estat cedits gentilment peí Dr. Horst Bluethmann (Rothe ef al., 1993), i 

resulten ser uns animáis resistents a baixes dosis de LPS. 

Aquesta deficiencia no sembla atribuir cap paper al TNF en la inducció hepática 

de la MT durant l'estrés, si bé es coneix que l'estrés pot Incrementar els nivells de 

TNF en sang (Yamasu ef al., 1992), pero sí té un cert paper en episodís 

d'inflamació. Aquest treball será tractat a la discussió. Actualment existeix un altre 

knock-out peis dos receptors, d'aquesta forma sí s'aconsegueix bloquejar totalment 

les accions deis TNFs (Bruce ef al., 1996). 

De moment es desconeixen els possibles mecanismes del TNF per poder induir 

la MT, pero en vista a la seva pleiotropia, és possible que puguin realitzar aquests 

efectes a través de la IL-1 o la IL-6. Aquest punt será tractat també a la discussió. 
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2.2.6. Ai t res inductors 

l^olts altres compostos son inductors, directos o no, de la MT (veure taula 4). Cal 

desíacar-hi l'AMPc I la proteína l<lnasa C o PKC els quals ja Jian estat dtats com a 

mediadors de la resposta honnonal intracel.lular, i que per se també teñen un efecte 

inductor de la MT (Imbra and Karin, 1987; Nebes etal., 1988). 

Altres agents inflamatoris, apart de la endotoxina, també indueixen la MT, com 

ara galactans (Maitani and Suzuki, 1981), polímers com el dextrá (Maitani and 

Suzuki, 1982) o la turpentina (Sobocinski ef al., 1981) que incrementen a la vegada 

els nivells de metall. 

Apart d'aquests inductors, hi podem destacar altres que no han estat examinats 

en els anteriors apartáis. Així, molts agents citotóxics exerceixen un efecte inductor, 

el qual no és directo, ja que el que provoquen aqüestes substancies és un estrés 

associat mitjangant una toxicitat cel.lular, augment de radicáis llíures, e tc . . 

Compostos com els agents alquilants (Kotsonis and Klaassen, 1979), el paraquat 

(Sato ef al., 1989), e l tetraclomr de carinó o CCU (Oh ef al., 1978), etanol (Waalkes 

ef al., 1984), clorofonn (Sas and Bremner, 1979) o acid kainic (amb forts efectes 

convulsius) (Dalton ef al., 1995) teñen aquest efecte. 

El peróxid d'hidrogen sembla teñir un efecte directo després d'haver-se observat 

les seqüéndes ARE i NF-IL6 al promotor del gen de ia MT (rata i truita) les quals 

serien induides peí H2O2, encara que també podria interaccionar amb els MREs. 

Altres drogues com la estreptozotocina (Failla and Kiser, 1981), la indometacina 

(Sobocinski ef al., 1979) i agents quelants (Goering ef al., 1985) teñen un efecte 

inductor sobre la MT. 

Promotors de tumors I oncógens presenten també inducció de la MT. Així, els 

esters de forbol (Brady ef al., 1987) indueixen la MT (mitjangant la PKC), i també 

oncógens com Ha-ras (Schmidt and Hamer, 1986) i c-jun (Bauknecht ef al., 1993). 
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2.3. Interaccions entre inductors en s i tuacions d'estrés i d ' in f lamac ió 

A la figura 5a i 5b podem veure representades les principáis interaccions 

citocines { IL-1, IL-6, IFN i TNF), feix HPA (CRF, ACTH i glucocorticoides) i la MT en 

situacions d'estrés (5a) i d'inflamació (5b). 

ESTRÉS Estfmui 
estressant 

Febre 

Capilars 
sanguínis 

Piguta Sa. Esquema de les principáis interaccions entre les citocines estudiades, l'eíx 
HPA i ta inducció de la MT en l'organisme en una situació d'estrés, L'estímul 
estressant Incrementarla en el oomen^ament de totes les interaccions el CRF i 
rACTH. 
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Febre 

INFLAMACiÓ 

Ferida 

Capilars 
sanguínis 

Figura 5 b . Esquema de les principáis interaccions entre les citocines estudiades, l'eix 
HPA i la inducció de la MT en Torganisme en una situado d'inflamadó, en aquest cas 
causada per una ferida. El principi de totes les interaccions tindria lloc a l'epiteli on es 
produirTa la interíorització del LPS o d'una bacteria. 
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3 . F u n c i o n s 

Vanes son les funcions en qué s'impliquen les MTs. Avui segueix sense estar 

molt definit el perqué una protéina tan altament consen/ada al llarg de revolució no 

tingui una funció clara i definida a l'organisme. Es pensava que el fet d'estar tan 

conservada podía ser ciau, assignant a la MT un paper indispensable a l'organisme. 

Dos fets h a n reobert el debat sobre la funcionalitat de les MTs: 

1.) L'aparició de la MT-l l l , rúnica MT amb una funció clarament definida, al menys 

in v'rtro. 

2.) La creado d'animals transgénics l<nocl<-outs, per les MT-I i MT-II, els quals 

sobreviuen perfectament, i per la MT-ll l, que també neixen i viuen 

normalment. 

Tots els estudis realitzats fins ara han portat a la conclusió generalítzada que les 

MTs teñen una serie de funcions sense que cap d'elles siguí mes remarcable que 

les altres per la seva singularitat, potser exceptuant la MT-ll l . D'aquesta forma, les 

implicacions funcionáis otorgades a les MTs s'expossen a continuado, ordenades de 

la següent forma: Homeóstasi del Zn i del Cu; Detoxificació de metalls pesants; 

Resen/ori de cisteTnes; Antioxidant; MT-ll l ; MT-IV. En aquests dos últims apartats 

farem referencia a les dues MT especifiques de teixit, mentre la resta de fundons 

son explicades en referencia a les MT-I i MT-II. 

3 . 1 . Homeóstasi d e l Z n i d e l C u 

El Zn i el Cu son elements traga essencials a l'organisme. És molt destacable que 

el Zn, per exemple, formi part de llocs adius en mes de 300 enzims i proteTnes en 

tot l'organisme. Així, és de gran importancia que existeixi un sistema regulador de! 

magatzem, transport i distribudó intracel.lular del Zn i el Cu a l'organisme, mes quan 

la "alliberació" deis metalls en els teíxits o cél.lules ocasiona la majoria de les 

vegades toxicitat cel.lular. La MT está implicada en aquest control deis metalls de 

váries formes. 

En etapes fetals i en nounats de moltes especies s'han vist nivells elevats de MT 

en el fetge (Waalkes and Klaassen, 1984; Webb, 1987). S'atribueix a la MT un 

paper de reservori cel.lular de Zn, pels processos de diferenciado o proliferació 

cel.lular, ja que en aqüestes etapes de rápid creixement s'utiiitza Zn en processos 

de divisió cel.lular que involucra síntesi de DNA, RNA i proteTnes. Un paper similar 
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podría atribuír-se al Cu en el fetge fetal. En la vida adulta, trobem la MT generalment 

en concentracions mes baixes que en la vida fetal o nounatal, on sol estar bastant 

incrementada. En ratolí és la MT-I la isoforma mes incrementada i en rata no hi ha 

prácticament variacions (Lehman-McKeeman et al„ 1991). 

També s'implica la MT en el control de l'absorció intestinal de Zn i Cu, amb una 

relació inversa entre l'eficiéncia d'absorció del metall i la unió del metall a la MT 

intestinal (Menard et al., 1981; Cousins, 1985). La MT present al teixit intestinal és 

induTda per la presencia de Zn o Cu a la dieta (Richards and Cousins, 1977; Hall et 

al., 1979). Per una altre banda, la MT podría actuar (xsm transportadora de Cu de la 

dieta ja que s'ha observat que la MT entra a la circulacíó des del fetge unida al Cu 

(Hartmann et al., 1993). Les dietes deficients en Zn fan disminuir els nivells de MT 

en diferents órgans de l'oi^anisme (Waalkes, 1986; Gasull eí al., 1994b). 

Si bé la MT és una proteTna típicament citoplasmática, també pot trobar-se 

extracei.lularment, ja que pot creuar la membrana cel.lular. 

Els nivells incrementats de MT que s'han observat en diferents situacions sembla 

que son conseqüéncia deis canvis que es presenten en els nivells de MT deis 

órgans com fetge o ronyó. In vitm s'ha vist aquest fenomen (Hidalgo ef a/., 1991a) 

en cultiu priman d'hepatócits incubats amb Zn i Cu, i els nivells creixents de MT 

observats extracei.lularment son deguts a la mort cel.lular que ocasionen els metalls. 

Tot i aixó, in vivo s'ha suggerit una acció permisiva per part deis glucocorticoides per 

secretar MT des del fetge a la circulado (Hidalgo ef a/„ 1988c). 

Son molts els enzims que requereixen Zn i Cu per desenvolupar la seva adivitat i 

una de les implicadons funcionáis de la MT podría ser la de donar metalls a altres 

enzims (Petering and Fowler, 1986). En aquest sentit s'ha vist com alguns 

apoenzims com ara la anhidrasa caitóníca, la fosfatasa alcalina o la superóxid 

dismutasa poden ser reactiváis in vitro després d'incubar-les amb Zn-MT o Cu-MT 

(Li ef al., 1980; Udom and Brady, 1980; Geller and Winge, 1982). La capaciíat 

donadora deis metalls sembla ser válida in vitro, mentre que in vivo no está del tot 

estudiada i necesita encara mes demostracions. 

L'administració d'un inhibidor de la síntesi del GSH, com la sulfoximina de 

butionina (ESO), incrementa els nivells de MT en fetge i ronyó in vivo (Hidalgo ef al., 

1990b; Suzuki and Cherian, 1990; Girait ef al., 1993), així com amb dosis baixes de 

BSO en cultiu priman d'hepatócits (dades submeses a publicado). Una possible 

explicado de l'augment de la MT amb radministració de BSO sería que la 

modificado deis nivells de GSH produirien un canvi en el metabolisme del Zn i/o de! 

Cu, ja que el GSH és considerat com el primer captador de metall quan aquest entra 

a la cél.lula, i és una mol.lécula d'acció immediata en la protecció cel.lular (Shimizu 
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3.2. Detoxi f icació de metal ls pesants 

Una de les implicactons funcionáis mes clares de la MT és en la toxicitat per 

metalls pesants. Donada Palta conservació deis llocs o elements reguladors de 

metalls que s'observa en ia seqüéncia génica es pot afirmar que un deis principáis 

papers de les MTs és la resposta cel.lular enfront ion metál.lics, que protegeix la 

cél.iula deis seus efectes tóxics i que confereix a la cél.lula resistencia envers 

l'estrés ocasionat en molts tipus cel.lulara. 

El fet que la MT actúa com un agent detoxíficant de metalls tóxics, com el Cd, el 

Hg, l'Au o ei Bi, está darament demostrat, per exemple a través de cél.lules no 

productores de MT que son sensibles al Cd (Compere and Palmiter, 1981) o en 

línies cel.lulars que sobreexpressen la MT i conseqüentment teñen una gran 

resisténda al Cd (Karin ef al., 1983). No tan sois lia estat demostrat in vitro, si no 

també in vivo, després de la recent generado de ratolins transgénics knock-outs 

pels gens de la MT-l I la MT-ll (Midiaiska and Choo, 1993; Masters ef al., 1994a). 

Així, aquests ratolins exposats a dosis toxiques de Cd moren al cap de poc a causa 

principalment de necrosi iiepátíca. Així, en condicions d'intoxicació per metalls s'ha 

demostrat ei paper protector de la MT, ja que els metalls utilitzats son bastant 

similars químicament (Zn, Cd, ...), si bé el fet que evolutivament la MT siguí tan 

consen/ada fa pensar mes que el seu paper lógic a l'organisme hauria de ser mes 

proper a la partidpació en el metabolisme de metalls essencials que no pas de 

metalls tóxics. 

Una vegada ja s'ha establert la unió Cd-MT, ei complexo resulta ja inert. El 

complexa és secretat a la circulado; la Cd-MT és altament tóxica en el ronyó 

després de seva reabsorció tubular (Cherian et al., 1976). El complexo és 

rápidament degradat pels iisosomes de les cél.lules proximals tubulars (Foulkes, 

1978) alliberant et Cd el qua! indueix la MT renal. De totes fomies el Cd alliberat 

sempre causa lessions cel.lulars al ronyó. 

and Monta, 1990). D'aquesta fomia deixa mes Zn i Cu Iliure intracel.lulamient, i es 

pot així induir transcripcionalment a la MT. El GSH pot transferir Cu altres proteTnes 

com la MT (Freedman et al., 1989; Brouwer and Brouwer-Hoexum, 1991; Brouwer 

and Brouwer-Hoexum, 1992; Ferreira et al., 1993), controlant així els nivells 

intracel.lulars de metall. 

Totes aqüestes dados impliquen un paper regulador de la MT en el metabolismo 

del Zn i del Cu, al menys a nivell intracel.lular. 
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3 .4 . A n t i o x i d a n t 

S'ha mostrat en moltes ocasions la capacitat de la MT com proteína antioxidant. 

El fet de ser induTda per gran quantitat d'agents que provoquen un estrés oxidatíu 

important a la cél.lula fa que se li atríbueixi aquest paper. El metabolisme cel.lular 

produeix un increment de productes tóxics com els radicáis Iliures d'oxigen que 

ocasionen dany oxidatiu important intracel.lulannent en situadons com exposicions a 

radiacions ionitzants, llum ultraviolada o agents alquilants (Sato and Bremner, 1993). 

A la cél.lula es troben altres tipus de molecules antioxidants com la vitamina C i E 

o el GSH, i tot un sistema enzimátic antioxidant, com catalases, peroxidases,... 

(Meister and Anderson, 1983; Slater, 1984; Camhi ef al., 1995). La MT ha estat 

sovint implicada en funcions antioxidants com per exemple inhibint la peroxidació 

lipidica en membranes cel.iulars amb agents prooxidants (Thomas eí al., 1986), que 

segresta radicáis hidróxils (Thomalley and Vasak, 1985) o que mostra un efecte 

protedor envers la degradado de DNA per radicáis hidróxils (Abel and de Ruiter, 

1989). Altres proves per comprovar el paper de la MT han estat realitzades en línies 

cel.iulars d'hámster que mostren una major protecdó del DNA envers el radical 

hidroxil quan s'incrementen els nivells de MT, especialment en el nucli, situado que 

és revertida quan les cél.lules expressen un plásmld antisense per a la MT 

3 . 3 . R e s e r v o r i d e c is teTnes 

Una altre de les implicacions funcionáis de la MT és deguda a la seva gran 

proporció de cisteTnes presente a la seva cadena polipeptídica (un 30% deis seus 

aa). D'aquesta forma la MT podría ser font i reservori de cys (Kági and Nordberg, 

1979), en especial durant ei desenvolupament, ja que és quan els nivells de la MT 

es mantenen alts. S'ha observat l'augment deis nivells de MT en el fetge quan 

s'administra cisteTna en animáis (Hidalgo et al., 1990b) o amb radministració de 

glutatló (GSH), la reserva de cisteTnes no proteiques mes important de la cél.lula 

(Hidalgo eí al., 1990b; Girait eí al., 1993). Per una altra banda radministració de 

BSO incrementa els nivells de MT en fetge i ronyó in vivo (Hidalgo eí al., 1990b; 

Suzuki and Cherian, 1990; Glralt eí al., 1993), així com amb dosis baixes de BSO en 

cuitiu primari d'hepatócits (dades submeses a publicado). El mecanisme a través del 

qual la cisteTna pot incrementar els nivells de la MT és desconegut encara, pero una 

inten-elació entre el GSH i la MT sembla clara. 



52 Introducció 

3 .5 . M T - l l l I M T s c e r e b r a l s . 

El descobriment de la MT-llf a l'any 1991 (Uchida ef a/., 1991) i ¡a seva posterior 

caracterització (Palmiter ef al., 1992) va ocasionar un gir important en la investigado 

de les metal.lotionefnes. Per primera vegada s'havia implicat directament una M T a 

una fundó ben definida, com era la inhibido del creixement de neurones «7 vitro 

(Uchida ef al., 1991). Per aquest motiu va ser anomenada en un principi com factor 

d'inhibició del creixement (growth inhibitory factor) o GIF. Posteriomnent es va poder 

identificar la regió responsable d'aquest efecte, resident a la regió N-temninal (SeweII 

ef al, 1995; Uchida and Ihara, 1995), a causa prindpalment de la substitudó de 

dues serines per dues prolines a les posicions 7 i 9. A mes, aquesta regió tenia una 

inserdó d'un aa a la posició 5. Es va suggerir que aquesta diferent disposidó 

espadal 11 confereix la seva fundó biológica, sense que estigui detemninat el 

mecanisme a través del qual s'efectua. Com es va apuntar a l'introdutwió aquesta 

regió podria ser un deis llocs antigénics de la proteína. 

(Chubatsu and Meneghini, 1993). Els treballs mes clars en aquest sentit son els 

realitzats amb knock-outs peis gens de la MT-l+ll. Així, in vitro, cél.lules 

embrionáries d'aquests ratolins knock-outs mostren una sensibilitat mes acusada a 

l'estrés oxidatiu ocasionat per fe/í-butilhidroperoxid í paraquat (Lazo etal, 1995). 

Tots aquests estudis han estat fets in vitro, pero in vivo s'ha observat també 

aquest efecte. Així, en rates sotmeses a un estrés important com la privado hídrica i 

de menjar s'incrementa sensiblement la peroxidació lipídica en el fetge causada per 

l'alliberament de radicáis Iliures (Hidalgo ef al., 1988a). Els nivells de MT son elevats 

en aqüestes situacions. Aitres treballs mostren un paper protector de la MT en aitres 

teixits, com en el cor envers la peroxidació lipídica (Satoh ef al., 1988), o en el 

cervell (Shiraga ef al., 1993), 

Estudis sobre la inducció de la MT per endotoxina bacteriana i citocines fan 

considerar la MT com una proteTna de la resposta aguda de l'organisme o acute 

phase (com hem vist en la regulació de citocines i com comentarem a la discussió) 

en part degut a la producdó de radicáis Iliures que generen els monódts i 

granulócits. El recent descobriment de l'efecte directe del H2O2 sobre el promotor del 

gen de la MT en rata i truita (veure apartat del promotor) sembla implicar 

definitivament la MT com una proteTna induTda durant l'estrés oxidatiu i amb una 

fundó antioxidant intracel.lular. 
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Cal comentar que el descobriment de la MT-lll es va produir quan els seus 

descobridors, Uchida ef al., buscaven un factor cerebral inhibit en cervell humans 

diagnosticats amb la enfermetat d'Alzheimer (AD). Aixf, la MT-l l l sembla estar 

disminuida en cen/ells diagnosticats amb AD, déficit que no ha estat posteriorment 

confirmat per altres grups (Erickson eí al., 1994) (dades del nostre laboraton). A 

partir d'aquest descobriment s'han realitzat una serie d'estudis sobre la MT-lll que 

resumirem a continuado. 

La MT-ll l és expressada predominantment en neurones que segresten Zn en les 

seves vesícules sináptiques (Masters e í al., 1994b). La localització de la MT-lll en 

aqüestes neurones, anomenades neurones Zn-érgiques i situados a l'hipocamp, 

suggereix un paper de la MT-lll en aqüestes neurones, ja que podría facilitar el 

transport del Zn fins la vesícula sináptica i fins i tot s'ha suggerit que podría estar 

implicada en funcions superiors del SNC com l'aprenentatge i la memor ia . 

S'han realitzat altres estudis amb diferents modeis de lessions cerebrals. Així, 

s'ha vist com la MT-lll té un patró diferencial en traumes cerebrals, segons el tipus 

de lessió. En conjunt s'observa un decreixement inicial de l'expressió de la MT-lll per 

veure's dies després del trauma un increment de la MT-l l l en el voltant de la lessió 

provocada en el cervell, espedalment en els astrócits reactiváis (Anezaki eí al., 

1995; Hozumi et ai, 1995; Yuguchi ef al., 1995; Inuzuka ef al., 1996). Amb aquests 

estudis s'ha relacionat la MT-lll en un paper reparador del teixit cerebral per trauma 

o lessió, així com en el control del creixement de neurites després de la lessió. 

No s'han estudiat les altres isoformes en aquests experiments, MT-1 i MT-ll, si bé 

s'ha vist un increment d'aquestes isoformes en AD (Duguid ef al., 1989; Uchida, 

1993; Nakajima and Suzuki, 1995), danys causáis per ácid kainic (Dalton eí a/., 

1995; Zheng eí a/., 1995), isquemia (Neal eí al., 1996), 6-hidroxidopamina (Rojas eí 

al., 1996) i envelliment (Suzuki eí al., 1992). En resum, tots aquests resultats 

suggereixen que la MT-I i MT-ll cerebral podría participar en la protecció cel.lular 

prevenint l 'efede deis radicáis Iliures en el cervell. 

La generado de ratolins transgénics va permetre establir altres estudis sobre la 

MT-l l l . D'aquesta forma, es van desenvolupar dos transgénics, l'un de 

sobreexpressió de la MT-lll humana (hMT-III) (Erickson ef al., 1995) I l'allre knock-

out peí gen de la MT-lll (també denominat MT-lll"'') (Erickson ef al., 1997). 

Les característiques mes importante deis estudis realitzats amb aquests dos 

models son: 

1.) Aquests dos models de ratolins semblen ser completament normáis en el seu 

desenvolupament i creixement. 
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2.) El ratolí MT-lll"'" mostra un 10% menys de Zn total en el cervell i el hMT-ll l 

mostra un 40% mes. 

3.) La MT-lll no influeíx en la toxicitat perZn o Cd en el cervell. 

4.) Ni la falta ni l'excés de MT-lll influeixen en i'aprenentage i la memoria. 

5.) La MT-ll l sí sembla protegir en situacions excitotóxiques. Així, convulsions 

induides per ácid kainic comporten una alliberació del Zn de les vesicules de 

les neurones Zn-érgiques, alliberació que comporta que juntament amb 

glutamat s'activin receptors post-sináptics, i que es produeixi una excitació 

neuronal i un augment considerable del contingut de Zn a les neurones.Així, 

presenta mes mort neuronal el ratolí MT-ili"'", només a CA3 de l'hipocamp. El 

ratolí hMT-ll l presenta menys lessió. La MT-lll podria també funcionar com 

antioxidant cel.lular. 

Per una altra banda, en estudis in vitro de línies cel.lulars amb expressió 

constitutiva de la MT-lll pero no de la MT-l, la MT-lll inhibía el creixement d'aquestes 

en situacions do déficit de Zn, i a mes competía peí Zn amb altres metal.loproteTnes 

depenents de Zn, efecte que no es veía amb la MT-l, la qual no competía (Palmiter, 

1995). A causa de la importancia adquirida per la MT-lll i el nou enfoe que han 

sofert les MTs cerebrals hem elaborat la següent taula d'implicacions funcionáis 

descrites per les MTs cerebrals (taula 15). 

Impllcacíons funcionáis de les MTs cerebrals 
Fisiológiques 

• Unió i distribució d'ions metál.lics com Zn i Cu 
• Regulació de la biosintesi i activitat de les metal.loproteTnes 
• Citoprotecció envers dany ocasionat per metalls pesants 
• Citoprotecció oíntra la alliberació de radicáis Iliures 
• Compartimentaoó del Zn, enzims depenents de Zn i factbrs de 

transcripció entre astródts i neurones 
• Eliminado de metalls pesants del fluid cerebrospinal i de l'espai 

exlracel.iular entre epiteli del plexus cloroide, cél.lules ependimals 
i astródts 

• Neuromoduladó de la transmissió glutamatérgica i GABAnérgica, 
particulamient en les cél.lules neuronals Zn-érgiques productores 
de MT-!1I 

Patológíques 
• Regulació decreixent de la MT-lll en situadons perturbadores de la 

homeostási del Zn, associades amb un rápid creixement de neurites 
i la formado de nusos neurofibrilars caracteristics de les plaques 
amtioides en l'enfermetat d'Abheimer 

• Regulado creixent de la MT-lll en lessions o traumes del CNS, que 
suggereixen a la MT-lll en un paper reparador de teixit que s'implica en 
el control del creixement de les neurites 

• Reducció de la MT en situadons de reduit potendal redox i increment de 
de la sensibiiització ceLlular a l'estrés oxidatiu aixi com al dany 
neurotóxic deis metalls pesants 

Taula 1 5 . Principáis efectes o implicacions funcionáis de les MTs en el cervell. 
Moltes d'elles ja han estat comentados en el text. Taula adaptada de (Aschner et 
al., 1997). 
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3 .6 . MT - I V 

La MT-IV va ser descoberta a l'any 1994 (Quaife et al., 1994). Només s'ha fet una 

estudi posterior (Liang ef al., 1996). El que s'ha conegut sobre ella és la seva 

expressió específica a l'epiteli escamós estratificat, i és present a la pell, llengua i 

part de l'estómag, peu i cua de ratol í . In vivo Higa Zn i Cu, per la qual cosa s'ha 

suggerit que la MT-IV podria participar de váries fonnes en la protecció d'aquestes 

estructures estratificades de queratinocits: 

1.) Podria participar en la diferenciado deis queratinocits, ja que alguns estudis 

proven que el Zn accelera la unió de la queratina. Estudis amb dietes deficients de 

zinc van mostrar que la apo-MT formada era majoritariament degradada i en part 

podria ser responsable de la no diferenciado del queratinócit. 

2.) Podria participar en mecanismes de protecdó contra la toxicitat per metalls. 

L'expressió de MT-IV és incrementada en les parets estomacals de ratolins exposats 

a alts nivells de Zn en la seva beguda. També podria protegir l'organisme de l'accés 

d'alts nivells de metall a la circulado. 

S'ha observat l'expressió de les 4 isoformes en el teixit decidual maternal de ratolí 

(Liang et al., 1996). Així, la MT-IV és expressada temporalment en aquest teixit on 

es veu una expressió coordinada deis 4 gens i es suggereix que la MT-IV podria 

estar participant en el metabolisme de metalls durant l'embra?, encara que la rao per 

la qual les 4 isofomnes son expressades d'aquesta forma redundant no se sap. A 

mes, el fet que ratolins knock-outs per la MT-I i MT-ll tinguin un desenvolupament 

aparentment normal obre inten-ogants sobre la essencialitat de les 4 isoformes en el 

teixit decidual. 
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L'objectiu d'aquest tieball és l'estudí de la regulació de fes MTs per divemos 

factors: 

- Paper del Zn, glucocorticoides i citocines en l'expressió de tes MTs hepátiques i 

cerebrals de rata i ratolí, durant situacions flsiológiques com la inflamado i l'estrés. 
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Abstract 

The interactíon of 2^, stress and endotoxln on liver nietallothionei& (MT) reguktion has 
besa stadied in the rat, Zn, stress and endotoxiii increassd l iver MT lewls signifícantly, b y 
12-, 5- and S-foM, respectiwly. The p M s v i o m admiaistration of Zn to stress or e u d o t o x i a 
treatfflfflats increased MT l e v d s by 35- and 42-fojd, resj»ctively, indicating a syuerpstíc effect 
in both mies. In contrast, w h e a liver MT was preiaduced by stress, MT levéis weie furíher 
increased by endotoxin only in aa additive naanner. In another experiment where liver MT 
induction by stress was studied in control rats and in rats with preinduced MT by Zn, endo
toxin or stress, it was fotmd that Zn pretreatcd animáis had higher MT-I mRNA levéis than 
endotoxin- or stress-pretreated oaes. No synergisms between dexamethasjne, Zn, TNF and 
IFN w e r e ob^rved in prmary calture o f hepatocytes. These r e s u l s saggest t h a t t h e ob^rved 
syaer̂ sms between Zn aad o t h e r MT inda<»rs in v i v o in the liver is a «>nseqnenee o f incras-
ed levéis in the body and mobüization capadty, witii concomltaat MT sptbesis. 

Keyv/ords: Metallothionein; Zinc; Stress; Endotoxin; TNF; IFN; Primary culture; Hepato
cytes; Liver; niRNA 

1. latKi&ictim 

Metalloüiionein (MT) is an ubiquitous protein that binds Zn and Cu in 
physiological conditions [\\. Liver MT induction by Za {11, stress {21 and endotoxin 

00<»-2797/9631S.OO © 1996 Elsevier Scieace Iretod Ltd. AB ñ^ts teserwd 
SSDI 0009-2797(95)03683-0 
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13] is a well-known phenomenon. When known, it appears that these factors act 
through different mechanisms. Thus, Zn induces liver MT synthesis throiigh cis- and 
/rawí-acting factors [4]. Stress may do it through glucocorticoids and catecholamines 
[4,5], although the method is not fully understood [6,7]. Endotoxin induces MT syn
thesis tíirough a mechanism that does not invoive either metáis or glucocorticoids 
[8], a process in which endotoxin-mediaíed cytokines reléase is likely to particípate 
[9-11]. 

Such a strong regulation of MT suggests an important function for this protein. 
However, no significant conclusions have yet been reached about the actual 
physiological function [1]. A recent report suggests that the apoform of the protein 
couid also have a significant role [12]. Previously we had observed that the preinduc-
tion of MT by Zn administration not oniy did not reduce the effect of stress on liver 
MT but potentíated it, indicating that there is not down-regulation of MT synthesis 
by preexisting protein levéis [13]. In the present report we study the putative inter
actions of Zn, stress and endotoxin in liver MT regulation. 

2. Materials aad metfaods 

2.1. Animáis 

Male adult Sprague-Dawley raís (300-400 g) were maintained under standard 
conditions (lights on from 07:00 to 19:00 h, temperature 22°C, food and water pro-
vided ad libitum) for 1 week before used. The experimental protocols were approved 
by the appropriate instítutional review committee of the Autonomous University of 
Barcelona and meet the European gindelines for animal research activities. 

2.2. Materials 

Recombinant human IFN-7 (spedfic activity of 2 x 10̂  U/mg) and TNF-a 
(spedfic activity of 6 x 10^ U/mg), both obtained from E. Cotí recombinant 
sources and Idndly provided by G.R. Adolf (Boehringer Institute, Vienna) through 
R. Pujol-Borrell (Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Spain), were added to 
cultures at 1-500 U/ml final concentiation. 

ZnS04, CdS04, dexamethasone, í-mercaptoethanol and phenol were purchased 
from Merck (Darmstadt, Germany). Endotoxin (lipopolysaccharide from E. coli 
0127:B8), BSA, insulin, HEPES, and phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) were 
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Penicilline, Streptomycin and 
Gentamídne were from Biolo^cal Industries (Israel). Collagenase was from 
Worthington (New Jersey, USA). 

DMEM-F12 and fetal calf serum were from Biowhittaker (Walkersviíle, MD, 
USA), RPMI-1640 from Gibco. Cell culture plates were from Costar (Denmark). 
Guanidin thiocyanate was from Boehringer Matmheim (Mannheim, Germany). 
Nylon membranes and '̂ P were from Amersham (Amersham International, Bucks, 
UK). Oligolabelling kits were from Phannada Biotech (Uppsala, Sweden). 
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2.3. Animal experiments 

Experiment 1 
The experimental design was as follows. At 10.00 h on day 1, the rats were injected 

i.p. with saiine or ZnS04 (10 mg/kg). In addition, some of the rats were subjected 
to 4 h of immobilízation stress [16] 1 h after the saline or Zn administrations. 
Twenty-four h after the saline or ZnS04 injections, the rats were injected i.p. with 
saline or endotoxin (1 mg/kg). The rats were killed by decapitation 72 h after the first 
injection, and the livers were immediately frozen at -70°C. 

Experiment 2 
At 10.00 h on day 1, liver MT was induced by means of i.p. injections of ZnS04 

(10 mg/kg), endotoxin (1 mg/kg) or 8 h of immobilization stress; control rats received 
saline. Twenty-four h after the injections or the onset of stress, rats from aU groups 
were either killed without further disturbance or subjected to 2 or 4 h of immobili
zation stress before being killed by decapitation. From each individual liver a por-
tion of 100 mg was inmiediately frozen in liquid nitrogen for mRNA determinations, 
and the remaining was frozen at -70°C for MT and Zn measurements. 

Primary cultures experiments 
Isolated liver parenchymal cells were prepared from adult male Sprague-Dawley 

rats using the 3-step perfusión technique of Garvey and Heil [14] as modified [15]. 
The collagenase was perfused in RPMI 1640. The hepatocytes were washed 3 times 
with Dulbecco's Mínimum Eagle Médium (DMEM F-12) containing 20 mmol/1 
HEPES, 14 mmol/1 NaHCOj, 100 |»g/ml penicillin, m (tg/ml streptomycin and 
50 ítg/ml gentamycin to remove non-parenchymal cells. Parenchymal cells were 
fmally suspended (1.1 x 10* cells/ml) in DMEM F-12 médium supplemented with 
20 mmol/1 HEPES, 14 mmol/1 NaHCOj, 100 ,ig/nil penicillin, 60 ;tg/ml strep
tomycin, 50 (tg/ml gentamycin, 1 t̂g/ml insulin and 10% fetal caif serum. Three mi 
of this suspensión were pipetted onto 35-mm plástic culture dishes, which were 
previously coated with coUagen following the instructions of the manufacturer. 
Viable cells were allowed to attach selectively for a 4-h inculation period at 37°C 
in a 5% COj, H20-saturated atmosphere. The médium was then removed and the 
cells were washed once with 2 mi of DMEM F-12 supplemented with 20 mmol/1 
HEPES, 14 mmol/l NaHCOa, 100 /ig/ml penicillin, 60 ítg/ml streptomycin and 
50 ítg/ml gentamycin. Two mi of fresh DMEM F-12 supplemented with 20 mmol/1 
HEPES, 14 mmoW NaHCOs, 1(K) /tg/ml penicillin, 60 /tg/ml streptomycin, 50 ;ig/ml 
gentamycin, 10 ZaS04 to approximate a physiological plasma Zn con<»ntra-
tion and 2 mg/ml bovine serum albumin (BSA), were added to the dishes. The hepa
tocytes were incubated for ~20 h at 37°C ra a 5% CO2, HzO-saturated atmosphere. 
For the experimental treatments, the médium was removed, the plates washed with 
DMEM F-12 and 2 mi of fresh DMEM F-12 supplemented with 20 mmol/1 HEPES, 
14 mmol/1 NaHCOa, 100 ítg/ml penicillin, 60 ĝ/ml streptomycin, 50 t̂g/ml gen
tamycin, 10 ( ÍM ZnS04 and 2 mg/ml bovine serum albumin (BSA) were added. Zn, 
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dexamethasone, TNF-«, IFN-y wcre thcn added in a voliime of 25 /il to reach the 
desired final concentratíons and the <»!ls incubated f o r 24 h. The médium was then 
removed and the ccUs were gently washed with 1 mi o f 10 mM Tris-HCl (pH 8.2), 
scraped with a spatula in 2 mi of üie same bufler, and sonicated for 20 s at A^C. After 
centrifugatíon (3000 x g, 15 min, 4°C), the supematant was stored at -20°C imtil 
required for MT assay. 

Asmys 
For MT assay, the livers were homogenized with ice-cold 10 mM Tris-HCl, pH 

8.2, containing 0.25 M sucrose, 2 mM 2-i3-mercaptoethanol, 1 mM phenyl methyl 
snlfonyl fluoride and 10 mM sodium azide in a Potter-EIvehjem. The homo^nates 
were centrifuged at 50 000 x g (30 min, 4 X C). MT levéis were measured in the 
cytosols by a radioinmimioassay developed in our laboratory [17]. 2^ levéis were 
measured by atomic absorption sp«:trophotometry. 

MTmRNA 
AU Solutions, ^assware and water used for RNA work were made RNAse-free by 

treating with 0.1% diethyl pyrocarbonate (DEPQ a n d autoclaving. Total mRNA 
was extracted from liven by the method of Chomczynski and Sacchi [18]. Livers 
(100 mg) were homogenized with a Polytron in 1 mi o f guanidin thiocyanate solu-
tion, and 0.1 volume of 2 M sodium acétate, pH 4.0,1 volume of phenol (water sat-
urated), and 0.2 volume of chloroform-isoamyl alcohol mixture were added to the 
homogenates to remove proteins. The upper phase was transferred to another tube 
and RNA was predpitated using isopropanol (1:1) and washed in 70% ethanol. 
RNA was dissolved in sterile RNAse-free water and the concentration and purity 
detennined using A 2 6 0 and Azsc/Ajjo ratio, respectively. 

The specificity of the probes was confiímed by Northern blot hybridization. For 
Northern blot hybridization the RNA samples (10 Mg RNA) were denaturated for 
5 min at 65°C in a solutíon of MOPS buffer (0.2 M MOPS, 5 mM sodium aceUte, 
1 mM EDTA, pH 7.0), 50% formamide and 2.2 M formaldehyde. Denatured RNAs 
were electrophoresed in a 1% agarose gel containing 1 x MOPS buffer and 2.2 M 
formaldehyde. RNAs were then transferred to nylon füters in 20 x SSC (3 M NaQ 
and 0.3 M sodium citrate, pH 7.0) by capiilary elution as des^bed by Sambrook 
et al. [19]. RNAs were íixed exposing the nylon membrane to ultraviolet irradiation. 
The membranes were kept dry xmtil the hybridization. 

For Dot Blot the RNA samples (10 ¡tg RNA) were denaturated in 6 x SSC (1.2 
M sodium chloride, 0.12 M sodium citrate pH 7.0) containing 2.5 M formaldehyde; 
100 fd were applied onto a dry nylon membrane using a Dot-Blotting minifold. 
RNAs were fixed as desoibed for the Northern blot analysis. 

We used a mouse MT-l cDNA, kindly provided by Dr. Richard Palmiter (Univer
sity of Washington, Seattle, WA), for the hybridization probes. The cloned MT-I 
gene was used zs témplate for the synthesis of ^̂ P (Amersham International, Amer-
sham, Bucks, UK) DNA probes using an Oligolabelling Kit (Pharmacia Biotech). 
The spedfic actívity of each probé was 1-2 x 10' disiategrations/min/ítg. A 
labelled 7-actin probé (cDNA kindly provided by Dr. Alberí Boronat, University of 
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Barcelona, through Dr. X. Aviles, Universidad Autónoma de Barcelona) was used 
to normalize the hybridization data. The labelled probes were purified by chroma-
tography (Quick Spin Colunms Sephadex G-50, Boehringer Mannheim, Germany). 

Prehybridization and hybridization were identical for Northern blot and Dot Blot. 
The filters were prehybridized at Al'C for 2 h in a mixture containing 6 x SSPE 
(20 X SSPE: 3 M NaQ, 0.2 M sodium phosphate, 20 mM EDTA), 5 x Denhardt's 
solution (50 x Denhardt's: 50 mg each of polyvinylpyrrolidone, Ficoll and bovine 
serum albumin per mi), 0.5% SDS, 50% foimamide and 100 ítg/ml of denatured herr-
ing spenn DNA. Hybridization incubation was done at 42°C for 18 h containing the 
labelled probé in a mixture solution of 6 x SSPE, 0.5% SDS, 50% formamide, 10% 
dextran sulphate and 100 ¡ig/tsú of denatured herring sperm DNA. Following 
hybridization, filters were washed for 30 min in 1 x SSC containing 0.1% SDS. 
Autoradiographs were developed by exposing X-Ray fihn (XAR-05, Kodak, 
Rochester, NY) with a high-plus intensifying screen (Wolf X-Ray Corporation, NY) 
for 4-5 h at -70''C. For the dots, the radioactivity was quantitatively determined 
by scintillation counting of each dot after their excisión. 

2.4. Statistical cmalysis 

The culture results were expressed as percent of control cells, were analyzed with 
one- or two-way ANOVA. When necessary, the data were subjected to logarithmdc 
transformation to achieve homogeneity of vañance. 

3. Reailts 

Table 1 shows liver MT and cytosolic Zn levéis of the experimental groups of 
experiment l. Za (P < 0.05), immobilization stress (P < 0.001) and endotoxin 
(P < 0.001) significantly increased liver MT levéis. Rats treated with Zn and later 

T a b l e 1 
E f f e c t o f Z n , stress a n d e n d o t o x i n o n l iver cytosol ic Z n 

L i v e r cytosol ic Z n L i v e r M T 
(jig/e w e t t issue) 

S a l i n e 16 .9 ± 0.4 7 .2 ± 1.5 
Z n 2 1 . 9 ± 3 . 2 * 87 .8 ± 4 9 . 0 ' 
E n d o t o x i n 2 0 . 9 * 1.5* 5 7 . 2 ± 7 . 3 * 
Z n + e n d o t o x i n 3 7 . 3 ±4.1^" 3 0 2 ± 7 5 . 0 * - " ' 
Stress 18 .7 ± 0 . 9 " 3 4 . 0 =k 3.7» 
Stress + e n d o t o x i n 2 4 . 0 ± 1 .6« 9 6 . 2 ± 15.0*- ' ' ' ' ' 
Z n + stress 3 7 . 3 ± 4 . 1 ' - ' ' 2 5 4 . 0 ± 4 9 . 0 * - ^ 

D a t a a r e m e a n ± S .E . o f 6 - 8 rats. 
L i v e r cy toso l ic á n c 'P a t least < 0 . 0 5 vs . saline r a t s . < 0 .05 vs . Z n o r e n d o t o x i n r a t s . 'P < 0 . 0 5 vs. 
stre» rats. ""P < 0.05 v s . Z n o r stress rats. 
L i v e r M T : * P < 0 .05 v s . sal ine ra ts . ""P < 0,01 vs . stress ra ts . ' P < 0 . 0 5 v s . e n d o t o x i n ra ts , 'P < 0 . 0 5 
v s . Z n rats. 
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subjarted to stress or iajected with endotoxin had furíher increased liver MT levéis 
synergistically (P at least <0.05). In contrast, rats subjected to stress and later in-
jected with endotoxin had further increased liver MT levéis only additively (P < 
0.05). Liver cytosolic Zn levéis followed the same trend as MT. Endotoxin and stress 
d«:reased b<KÍy weight, reflecting the voiuntary restriction of food intake (not 
shown). Although this alone can induce liver MT, it is well-known that stress and 
endotoxin induce liver MT independently of food restriction (see [1,7-11]). Never-
thcless, it must b e acknowMged that MT induction by food restriction vrill add to 
the other MT inducers in these experiments. 

Fig. 1 shows the effect of liver MT preinduction by Zn, endotoxin and immobili-
zation stress on liver MT and MT-I mRNA response to acute inanobilization stress. 
As expected, liver MT levéis were increased b y all 3 treatments (P at least < 0.05). 
Acute immobilization stress progressively increased liver MT levéis, with significant 
(but small given the short time of induction for MT protein) increases at 4 h, but 
the induction was higher ia Zn-pretreated rats (P at least < 0.05). Liver MT-I 
mRNA levéis followed the same trend; thus, they were higher in the animáis treated 
with Zn, endotoxin or stress, somewhat surprísingly, 24 h after their administration, 
and were significantly increased by acate stress in all cases (P < 0.05) but espedally 
in the Zn-pretreated rats (F < 0.05 vs. the other groups). 

The efFect of Zn pretreatment was also noticeable in serum and liver Zn levéis 
(Table 2), since those animáis showed higher serum Zn levéis in all cases (P < 0.05) 
and tended to it for the latter. 

The effect of TNF aad IFN on MT levéis of ctiltured hepatocytes alone or com-
bined, and with or without dexamethasone, is shown in Fig. 2. In the absence of dex-
amethasone, both cytokines showed an apparent biphasic eñect, with tendency to 
decrease MT levéis at low doses, and to increase them at Mgh doses. A signifícant 
effect of the cytokines was obtained if the 3 treatments (TNF, IFN and TNF+IFN) 
were analyzed together vñth two-way ANOVA (P < 0.01). If analyzed separately, 
the effect was significant only for TNF (P < 0.05). 

The presence of dexamethasone increased MT levéis additively in aü cases (P < 
0.05), without changing substantially the pattem of response to cytokines, in that 
these again tended to decrease MT levéis at low concentrations, and to increase them 
progressively at high ones. However, dexamethasone appeared to drop oíTMT levéis 
at the highest cytokine (IFN and specially TNF+IFN) levéis. 

On the other hand (Table 3), Zn and dexamethasone addition increased MT levéis 
as expected (P < 0.05), and the combination of both factors additively increased MT 
levéis. In contrast, no synergisms were apparent when Zn, dexamethasone and IFN 
and TNF were combined together. Dexamethasone again tended to drop off MT 
levéis in hepatocytes incubated with high concentrations of IFN. 

4. Disciission 

Zn, immobilization stress and endotoxin significantly increased liver MT levéis, 
which is consistent with the current literature. It is unclear wby such different situa-
tions cause a similar MT response, but it could be related to the control of Zn metab-



Treball 1 65 

/. Hernández et al./Chemico-Biological Inieracliom 100 (1996) 27-40 33 

LIVER MT-1 mRNA 

** 

4 h r s 

LIVER MT 

i 
TA 

2 hrs 4 h r s 

T i m e of S t r e s s 

J Control ZD Z n H Endotoxin S t r e s s 

F i g . 1 . E f fec t o f l iver M T p r e i n d u c t i o n b y Z n , e n d o t o x i n a n d stress o n l i v e r M T a n d M T - I m R N A 
response t o a c u t e i r a m o b i l i j a t i o n stress. T h e ra ts w e r e in jec ted o r sub jec ted t o i m m o b i l j j a t i o n stress o n 
d a y 1 . T w e n t y - f o a r h a f ter the in jec t ions , the ra ts w e r e e i the r k U l e d w i t h o u t f u r t h e r d i s t u r b a n c e (O h o f 
stress) or subjected t o 2 o r 4 h o f a c u t e i m m o b i l i z a t i o n stress a n d t h e n k i l l e d . R e s u l t s a r e m e a n ± S . E . 
o f 5 - 6 rats. 
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T a W e S 
ElBíct o f Z n , T N F a n d I F N o n M T levéis i n p r i m a i y c n i t u t e o f Iwpatocj i tes 

% M T i n d i i c t i o n vs. c o n t r o l 

- D e x + D e x 

C o n t r o l M».0 ± 1 0 . 9 16S.4 ± 13 .6 
mm^ m.S ± 7 8 . 7 ' 4 7 2 . 4 * 6X8» 
IOOIIUZM 4 0 5 . 8 ± 9 3 . 2 * 5 6 7 . 0 ± a i s * - * 
5 0 M M Z n + 2 5 0 U T N F 5 2 7 . 2 ± 189.6» 6 5 5 . 3 ± 401.0» 
1 0 0 í í M Z n + 2 S O U T N F 6 0 1 . 4 ± 115.8» 6 2 5 . 2 * 3 1 6 . 1 * 
S 0 < . M Z n + 2 5 0 U I F N 6 3 3 . 2 ± 245.6» 4 6 6 . 8 * 150,9» 
l { » i * M Z n + 2 5 0 Ü I F N 7 0 0 . 8 ± 134.2» 4 4 6 . 2 ± 126,2» 
5 0 í t M Z B • 2 » U T N F + 2 5 0 ü I F N 5 8 1 . 5 * 1 2 5 . 7 * 5 6 S . 7 ± 219.5» 
1 0 0 Z a + 2 5 0 U T W + 2 5 0 ü I F N 6 0 4 . 7 * 118.9» 7 1 4 . 2 * 58.9»* 

D a t a a re m e a n * S . E . o f 2 - 8 ex j je r iments . D i f f e r e n t ietters indícate statist ical diífereiK» betwMn 
t r e a t m e n t s ( S N K test; P < 0.05). »vs. c o n t r o l cells. N-s. 50 , t M Z n . *vs . 100 ( ÍM Z n . 

olism, the acate-phase response, or the antioxidant captóty of the liver, wMch may 
not aecessarily be physiologically sepárate responses. 

As stated in the introduction, Zn, inunobilization stress and endotoxin appear to 
act on liver MT regulation through different mechanisms, and therefore ít might be 
cxpected that the combination ofthese factors should have an additive effect on MT 
levéis. Tus has been demonstrated, for example, for glucocorticoids and Zn 120}. 
Indeed, this appears also to be the case for the eípKit of strss and endotoxin: they 
caused a 5- and 8-fold increase, respectively, in MT over the control valúes, whereas 
the combined treatments increased MT levéis by 13-fold, clearly suggestíng an addi
tive effect of stress and endotoxin on MT levéis. This in principie suggests that they 
act on liver MT regulation through different mechanisms, but this can not be deduc-
ed from the present data; for exampie, each inducer alone mi^t not be having its 
máximum possible effect, aad sin<» the precise mechanisms of MT induction by 
stress and endotoxin are really not known the convergence of both stimuli can not 
be ruted out. 

In contrast, the results for the other combinations, i.e. Zn + hnmobilization stress 
and Zn + endotoxin, were completely different to that of immobilization 
stress + endotoxin, since a clear synergisíic eff«t was observed in both cases. Thus, 
Za aad immobilization stress caused a 12- and 5-fold increa», respectively, in MT 
levéis, but tte combined treatments (Zn was inj^aed 1 h before the onset of stress) 
increased MT levéis by 35-fold. Similar results were obtained in rats that were sub
jected to immobilízation stress 24 h after Zn injection [13J, Also, the combined 
treatments with Zn and endotoxin (12- and 8-fold increase when given alone, respec
tively) increased MT levéis by 42-fold. These results are consistent with a previous 
report showing a syncrgistic effsxt of Zn and paraquat [21j. Thus, the treatment of 
tile rats with Zn prior to the MT inducers appears to have profound effects on the 
net regulation of MT levéis. These coald involve, among others, aspecís such as the 
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stabilization of the protein, increased Zn mobilization from peripheric tissues and/or 
intracellular liver stores, or synergisms between inducers through interactions with 
the nuclear machinery and/or convergence of the respective transduction pathways 
during MT synthesis [1,22}. 

When rats with preindu<»d liver MT by means of Zn, endotoxin and immobili
zation stress treatments where further stressed for 2 or 4 h, it was found that MT-I 
mRNA levéis were increased in all cases but especially in the Zn-pretreated rats. This 
suggests that the higher liver MT levéis the latter animáis show is the consequence 
of a higher MT synthesis rather than a higher stabilization of the protein (which 
however may also contríbute); it is important to mention that the regulation of the 
two MT genes active in the rat liver, as well as in the mouse liver, is coordinated 
f23-251 and that therefore the results obtained for MT-I are in principie indicative 
of the total MT expression. However, the expression itself of the MT genes may not 
necessaríly be reflected in the concentration of the MT isoforms; other factors such 
as protein stability appear to be important since, in the rat, MT-II levéis in the liver 
usually are higher than those of MT-I after induction by Zn, glucocorticoids, endo
toxin, TNF, IL-6 and presumably other factors [24-301. In any case, total MT and 
MT-I mRNA levéis were higher in the rats injected with Zn, suggesting a higher MT 
synthesis. Zn is a primary inducir of the MT ^ e and usually increased uptake of 
this metal by the liver will cause increased MT levéis [1,22]; altematively, altered in-
tracelltilar Zn pools by stress could be responsible for the increased MT synthesis 
[31]. However, the former possibility appears more suitable, since serum Zn levéis 
were clearly higher in the Zn-pretreated animáis (even though they were injected the 
day before) at all times of stress studied. 

These results suggest tlat Zn is being mobilized from peripheric tissues into the 
liver during stress or endotoxin shock, and that when rats are pretreated with Zn 
a higher metal mobilization is caused, presumably because of increased Zn 
availability. This, in tum, could increase liver MT synthesis; MT levéis appear to 
account for most of the liver Zsi increases if one assumes that MT was saturated with 
this metal (7 mol Zn/mol MT). It is important to mention here that liver MT syn
thesis can be increased independently of the Zn uptake by the liver. ActuaUy, it is 
generally assumed that regarding MT and serum Zn, the latter is depressed after the 
former is increased, causing secondary Zn accumulation in the liver. The present 
results are noteworthy because they suggest that Zn mobilization from peripheric tis
sues may be more important than previously believed. It is important to realize, for 
example, that the administration of endotoxin to Zn-deflcient rats causes a minimal 
effect on liver MT levéis [32], suggesting that a normal Zn metabolism is important 
for MT induction to occur in the liver. Conversely, recent data obtained in MT-null 
mice indicate that liver MT is essential for a normal liver Zn metabolism during the 
acute phase response after endotoxin injection [33]. CoUectively, these data might 
suggest that Zn is mobilized during stress (either inunobilization or endotoxin) from 
peripheric tissues to a higher extent in Zn-injected compared to control animáis, and 
the opposite in Zn-deficient conditions, driving up or down liver MT synthesis. MT, 
in tum, would be an essential mechanism for Zn accumulation in this tissue since 
in its absence the mobilized metal will not be retained by the liver. 
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Additionally, interactions between the many factors known to influencc MT levéis 
may be important for the syner^sms seen in MT regulation in vivo. For example, 
in cuitured hepatocytes IL-I has no eíTect, in contrast to in vivo, and IL-6 does not 
have effect alone, but in the presence of glucocorticoids lL-6 increases MT levéis 
signifícantiy, an eífect optinii¿d by Zn {9,341; however, it is also known that gluco
corticoids aî sear to reduce liver MT lesponse to infianunaíion-indu<»d cytokines 
reléase [35]. Thus, a factor may have a positive or negativo effect on MT regulation 
dependhig on its concentration and the presence of other factors simultaneously, 
which highlights the difficulty of dissectíng liver MT regulation in vivo. To gain 
some insight into the putative interactíons between the MT inducers, we have 
studied in primary cultures of hepatoqríes the effect of combinations of Zn, gluco
corticoids and the cytokines TNF and IFN. The teleological baás for this is that 
both glucocorticoids and cytokines such as tbose may be increased by stress and 
endotoxin, which additioniüly may affect Zn metabolism I28-30,36-38|. 

As expected [39], Zn and dexamethasone increased hepatocyte MT levéis, and the 
simultaneous presence of both factors further increased them, only additively. 
Regarding TNF and IFN, two <^okines known to increase Hver MT levéis in vivo 
[29,36,'#-42}, appeared to Mvs a biphasio effect in concentration-dependent stud-
ies, always with rather small effects. When t h ^ factors were combined with S i or 
dexamethasone, they enhanced siighüy the effect of the latter. Overall, the results are 
in agreement with a previous report [34], and mdicate that, in contrast to m vivo, 
TNF and IFN have a rather modest role in liver MT regulation which can not be 
optimized by Zn or glucocorticoids, in contrast to what is observed for IL-6 [9,24], 
These in vitro results with primary cuitare of hepatocyte obviously do not rale out 
neccssarily such a possibility in vivo, since other factors reieased from extrahepatic 
tissues mi#it synergis» with íhose studied here, but the present evidence argu^ the 
Zn mobilization from perípheric tissues as the principal candidate to explain the 
synergisms observed in this and other reports. 
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A b s t r a c t 
The efítet o f iiamobilization s t r e s s on biain a n d liver metalIotMoneín (MT) 
mRNA levéis h a s b ^ n stadied i n mice and r a t s . Stress increased brain and 
liver MT-I laRNA levéis in nuce i n a í i m e - d e p e n d e n t manner, in agreement 
with the MT-I+II protein levéis, su^esting an increased gene txanscriptioa 
during stress. In contrast, the brain-specific isoform, MT-III, tended to 
decrease during stress. In selected brain áreas of r a t s , the overall tendency for 
both MT-I and MT-III mRNA l e v d s was to be íransiently d e c r e a s e d by stress 
in faíKJOíampjs, and increased in hypothaiamns, cerebeHum a a d t h e rensain-
i n g biain tissu^ adrraialectomy s i p i f i c a n t í y aífected MT mRNA levéis e i t h e r 

in basa! conditions or during stress, ̂ t h very different temporal pattems of 
response depending on the brain a r c a studied. These results suggest that gluco
corticoids could be involved in MT-I but also MT-III r^iulation. In both rats 
and mice, t h e subtle r e ^ n s e t o s t r e s s observed in the brain c o n t i a s t s witti the 
s o b u s t r e s p o n s e i n the liver, s u ^ ^ i n g that the f a c t o r s involved in MT r e g u l a 

t i o n in b o t h t i s s o e s differ substantiáUy. In primary cuitares enriched in astro
cytes or neurons, MT-III mRNA was clearly detected by Northern blotting in 
both cases, suggesting that it is expressed in both types of cells. Dexametha
sone appeared to decrease MT-III mRNA levéis in cultured neurons and te 
increase t h e m in astrocytes, wMch indicatesthat ^ucocorticoids h a v e a differ
ent role in MT-III rsgulatkm la both cell t y p e s . 

Introduction 

Metallothioneins (MTs) are a family oflow molecular 
wei^t, heavy metal-binding proteins. Most of what is 
known of these proteins is related to the ubiquitously 
expressed MT-I and MT-II isoforms [1-3]. However, two 
tissue-specific isoforms, MT-III (also caled growth inhib
itory factor) in the brain [4,5] aad MT-IV in keratinizmg 

epithelia [6], have recently been characterized. From 
these, MT-III has opened exciíing perspectives given its 
apparent potential physioiogical sipiificance in brain 
íGnction. MT-III was unexpectedly discovered in haman 
brain by virtue of its ability to inhibit the survival of neo
natal rat cortical neurons in vitro which, together with the 
depletion of this protein in cortical regions of patients 
with AMieimer disease (AD), sugested that MT-III 
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might be involved in the pathogenesis of this impoitant 
disease Í4]. 

Iti mmy j«spects, ftirther stndies have confotinded 
rather than darified our knowiedge of MT-III. Thus, 
whei«as the inhibitory effect ofMT-IlI in the presmee of 
brain extraéis on neurona! survivaí in vitro was con-
firmed separately [7], the expected down-regulation of the 
MT-III gme Ja AD was not confinned by the same 
authois; fuithemore, they also observed that MT-III had 
the opposite eff«;í oa neuronal survivd whea added to 
aemxsns in absence ofbraln extract. In additioa, the exclu
sive presence of MT-III in astrocytes suggested initially [4, 
8] has not been supported later [9-11]. 

Animal studies aiming to clarify the functional signifi-
cance of MT-III after brain injury also produce coaflicting 
results. Thu^ MT-III mRNA levéis in the facial motoneu-
n>ns decreased after facial nerve transectíon, which was 
reported as a specifíc response to reduce the inhibition of 
neurite outgrowth in order to regenérate the axons [10]; 
yet, injuiy iaduced by stab wotmds or kainic add injec
tion appeared to increase MT-III expression [11, 12]. 
Finaily, it must be kept in taind that there is no reason to 
believe that MT-III is more important for the brain than 
the widely expressed MT-I and MT-n isofonns. These 
isoforms respond to stress stimuli [13-15], are regulated 
by ^ucocorticoids [16] and metáis [16, 17], and aie 
índaced heavfly by conditions that cause brain injuiy, 
such as kainic-indaced fizares [18] and fteeze lesions 
119], which may mñ be related to the antioxidant proper-
ties of these proteins [20,21]. 

Thus, from the above data, it seems important to fiír-
ther characterizs the regulation not only of MT-III but 
also that of the 'normal' M T isofonns in the brain. In this 
repoit, the respoase to stress and the patative role of gla-
coaarticoíds are studied in mice and/or rats. M T r^ula-
tioa ia the liver is also studied to maintain an integrated 
visión of the organism. We also report that MT-III 
appears to be exprassed both in astrocytes aad nearons, at 
least in primary culture, •«^di is lelevant considering the 
canflicting data pablished up to now [4,8-11], and that 
^acocoitioaids appear to be involved in the r^ulation of 
MT-III mRNA levéis. 

Materials and Methods 

Animáis. Adult maie Swiss mies aad Sprague-Dtwl̂  rats wae 
used in a l experiments and were maintained under standard labora-
tory conditions (li^ts on from 07.00 to 19.00h, 22'C, food and 
water provided ad libitum) for at Irast 1 we* before staiting experi-
rnenU. 

Mouse Experiments. For MT mRNA measurements, mice were 
sabjected to immobjlization stress for 3 or 6 h and Üien killed; basal 
animáis remaiaed in the animal room imti being küled. Mice were 
áamobitod in a diÉfereat room by enclosíng them in a wiapping of 
metaMic net In another expetíment cairied oat for measnriî  MT 
protein, the mice were snbj«aed to immobilization stre^ for 8 or 
IS h and then killed along with basal animáis. 

Other animáis were nsed for chararterizing the hybridization and 
washing conditions with the probes and the reliability of the North-
em/dot-blot assay. They w e r e stiessed or injected with cadmiam as 
desoibed ia the figure l^ends. 

Sst Experiments. Rats were bflateíally adrenalectomized (ADX) 
or djam-í̂ serated (sham-AOX) imdK-ethersoesthesía. The lats were 
honsed 2 per cage, and ADX rats were given saline to drink. The 
experimental procedures were started 6 days after suigery, rats from 
both groups were subjected to immobilization stress for O (Ijasal rats), 
3 or 8 k MT-I mRNA Icvds were measared in aE cases, wherm 
MT-WI protein levéis weie measured in the O- aad 8-ionr groups. 
For immobilization, the animáis' lear aad fo re l imlK were taped to 
metal moaats and head mcAion was limited by metal looi» flxed over 
the neck área. 

In another experiment, the effect of a long-lasting ACTH prepara-
tion (Nuvacthen depot, Ciba) was studied by injecting it twice or 3 
times jatraperitoneally, at 3-hour intervab {100 jtgftg body weight); 
the rats wse IdUed 4 or 8 h after the fiíst injection, respectivdy, 
along with salinê lnjected rats. 

Frimory Cultures. AstroQte-eaiiched aad nenrcmal primary coi-
tnres were prepared from the brain hemispheres of newbom rats 
(within the first 24 h) and 16-day-old embryos, respectivdy, foUow-
ing the method of L5f&er et al. 122] as previously described [17]. 
Briefly, for astrocyte cultures, íissae was dissociated into cells sac-
cessive jassages thron^ aylon doíhs of 211- and i35»mn mesh. 
Brain ceDs were suspended ia 90% Dulbecco's modified &¿e's 
médium (DMEM), 10% fetal bovjne serum (FBS), 20 uaits/ml peni-
cíiisaad20ng/mistreptomytín(0.6 x 10*vi*lece!is/ml)andíhea 
seeded onto 35-mm diameter plástic Petri dishes (2 mi) and incu
bated at 37°C in a hmaidified atmosphere of 90% air/10% CO2. 
Médium was chaaged once a wedc, and confluratt monolayeis w e K 
nsed after 13-14 days in culture. 

For neuíonal calture, tissue was passed ttaoa^ nytao ctoths of 
135- and22-}im mesh and ceDs were suspasded in 90% DMIM, 10% 
hoKe serum and pea-str^ as before. Two millilteis of the cel suspen
sión (0.6 X 10* viable ceUs/ml) were seeded onto 35-nmi diameter 
plástic Petri dishes previously eoated with poly-L-a-omithiae (0.01 % 
wt/vol). After 1 day in culture the initial culture médium ras r^iaced 
by serum-fiee glia-condítioned médium coataiaiag insulia (5 ¿/mi), 
txamfenin (100 j^ml), pattssdne (100 jiM), progesterone (20 ni5í), 
aadNajSe03{30nW).Twodayslatercytostneaiabinoside(5 pMfinal 
concentration) ws added and after 24 h the médium was replaced by 
hormone-supplemented glia-conditioned médium. Neurona cultures 
were incubated in the same way as those of astrocytes and were used at 
11-12 days, when nearrais are fuly differcntiated [22}. 

For Northern blot assays of MT-HI levds, and for examining the 
effect of dexamethasone, the mediam was removed, the monokyeis 
washed with 2 mi DMEM to nraiove FiBS, and 2 mi of fresh DMEM 
suMslsanmted witíi 2 mg/ml BSA were added. Doamethasone was 
added to a final concentration of IO-*Af. Control cultures received 
equlvalent amonnts of ethaaoL Cdls were harvested 3 h later as 
a^siopriate for RNA extraetion, asing the gaanidine thiocyaaate 
solation (s^ bdow) for harvesting the cels from various dishes. 

Brain Metallothionein Regulation N e m o e n d o c r i n o l c ^ r 1 9 9 6 ; 6 4 : 4 3 0 - 4 3 9 431 
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Assays. Rats were Mlled by guillotinatioa and mice by cervical 
dislocation. In those experiments where MT mRNAs were to be mea
sured, the entire biain or the selected brain áreas, and a piece of liver 
of approximately 100 mg, were immediately frozea in liquid nitrĉ en 
and stored at -80°C «ntü RNA extraction. iForMT assay, the tissues 
were stored at -20 °C; later, cytosols were prepaied as previously 
described [16]. MT levds were measured by RÍA using a polydonal 
antibody which cross-reacts mainly with MT-I and MT-n [23]. 

MT mRNA Measurements. Mouse MT mRNAs were measured 
by Northern blot or dot-blot using the cDNA generously provided by 
Dr. RJ). Pahniter (University of Washington, S«ttüe, Wash.). The 
cDNAs for lat MT-I, MT-D and MT-IH were prepaied by RT-PCR 

. using the foüowing primers: 
MT-I: TCCCGACTTCAGCAGCCCGA and 
ACTGGGTGGAGGTGTACGGC 
MT-n: CTCCAACTGCCGCCTCCATT and 
TGGAGAACCGGTCAGGGTTG 
MT-ni: GCGCATCCGCTTGCCTGGAGG and 
CACGAGGCGGAGCAGGAAGC 
The PCR producís were purified with the Qiaquick kit and 

cloned in pGEM with T4 DNA ligase. A y-actin probé (cDNA kindly 
provided by Dr. Albert Boronat, University of Barcelona through Dr. 
P. Snau) was used to normalize the MT mRNA data. 

A H solutíons, glasswaie and water used for RNA work were made 
KNAse-ftee by treating with 0.1% diethyl pyiocaibonate aad auto
claving. Total RNA was extracted from hvers by the method of 
Qiomczynsld and Sacchi [24]. Tissues were homogenized with a 
Polytron in 1 mi (or larger depending on the tissue) of guanidine thio
cyanate solution, and 0.1 volof2A/'sodium acétate, pH 4.0,1 volof 
phenol (water saturated), and 0.2 vol of chlorofoim-isoamyl alcohol 
mixture were added to the homogenates to remove proteins. The 
upper phase was transferred to another tube and RNA was predpi
tated using isopropanol (1:1) and washed in 70% ethanoL RNA was 
dissolved in sterile RNAse-free water and the concentration and pur
ity detennined usiag Ajío and Aml^m ratio, respectively. 

For Northern studies, RNA samples (10 jig RNA) were denatu
rated for 5 min at 65 "C in a solution of MOPS buffer (0.2 Af MOPS, 
5 mM sodium acétate, 1 mM EDTA, pH 7.0), 50% fomiamide and 
2.2 If fomialdehyde. Denatured RNAs were electrophor«ed in a 1 % 
agarose gel containing 1 x MPOS buffer and 2.2 M formaldehyde. 
R N A s were Üien transferred to ñylon filters in20xSSC(3Af NaQ 
and 0.3 M sodimn dtrate, pH 7.0) by capiilary elution as described 
by Sambrook et ai [25]. For dot-blot tíie RNA samples (10 jig RNA) 
were denatured in 6 x SSC(1.2JWsodiumchlotide,0.!2Jlf sodimn 
dtrate pH 7.0) containing 2.5 M fomaldehyde, and 100 pl were 
applied onto a dry nylon membrane using a dot-blotting manifold. 
RNAs were fixed by exposing the nylon membrane to ultraviolet irra
diation. The membranes were kept dry imtil the hybridization. 

The cDNAs were used as templates for the synthesis of DNA 
probes using ̂ p̂ from Amersham (Amersham Int., Bucks, UK) and 
an oligolabelling kit &om Phannacia Biotech (Uppsala, Sweden). 
Ihe specific activity of each probé was 1-2 x W dpm/jig. The 
iabeled prob« were puiified 1^ chromatí^phy {(Juick Spin Col-
umns Sq)hadex G-50, Boehringer Mannheim, Gennany). The filters 
were prehybridized at 42°C for 2 h in a mixture containing 6 x 
SSPE (20 X SSPE: 3JI/ NaQ, 0.2 Af sodium phosphate, 20mAf 
EDTA), 5 X Denhardt's solution (50 x Denhardt's: 50 mg each of 
polyvinylpyrrolidone, Ficoll and bovine senmi albumin per mi). 

0.5% SDS, 50% formamide and 100 pg/ml of denatured heiring 
sperm DNA. Hybridization incubation was done at 42"'C for 18 h 
contaming the ¿belled probé in a mixture solution of 6 x SSPE, 
0.5% SDS, 50% formamide, 10% dectran sulfate and 100 |ig/nd of 
denatured hening sperm DNA. Foflowing hybiidizatíon, filters w e 
washed for 30 min inl x SSCcontahimg0.1%SDSat42''C.Forthe 
Northern blots, autoradiographs were developed by exposing X-ray 
fihn pCAR-05, Kodak, Rochester, N.Y.) wiüj a high-plus intensifying 
screen (Wolf X-Ray Corporation, N.Y.) at -70'C. For the dots, the 
radioactivity was determined by scúitillatíon counting of eadi dot 
after their «dsion. y-Actin mRNA was measured in duplícate filters. 
Results are nonnaUy shown as the ratío between MT-I or MT-m 
mRNA and Y-actin mRNA. 

Specificity ofthe MT mRNA Measurements. MT-III is a brain-
specific isoform, but it shares a very significant portion of its amino 
add sequence with the more widely expressed MT isoforms, MT-I 
and MT-II. Thus, it is important to verify that cíoss-hybiidization of 
the probes with the different MT mRNA molécules is avoided. The 
hybridization and washing conditions stated above were sndi that 
cross-hybridization was not significant. This was demonstrated for 
the MT-m probé by studying RNA extracted from the liver (a tissue 
where no MT-III mRNA is present) in comparison with that of the 
bram (see Results). For studying the specifidty ofthe MT-I probé, 
this approach is not possible since the MT-I+II genes are expressed in 
virtually aH tissues including the brain. Thus, we have developed an 
altemative approach which allowed us to determine the putative 
cross-hybridization of the MT-I probé not only with MT-III but also 
vrith MT-II mRNA. The rat cDNAs obtained as described above 
were dissolved m DNA dilution buffer (50 ng/ml of herring sperm 
DNA, 1 mAfEDTAand 10 mAÍ Tris-HCl, pH 8.0) ata concentration 
of 5 fig/ml. Serial dilutions were prepared in DNA dñution buffers, 
which were heated at 95 ° C for 10 min, cooled m ice and immediate
ly 100 jd of each dilution applied to the hybridization filter and the 
DNAs fixed by ÜV irradiatíon. These cDNAs were then hybridized 
with the MT-I probé using the same hybridization and wadiing con
ditions stated above. 

Statistical Analysis. Results were analyzed with one-way or two-
way ANOVA. When necessary, post-hoc comparisons were made 
with the Student-Newman-KeiJs test. 

R e s u l t s 

Figure 1 shows a Northern blot for MT-III mRNA 
done for rat and mouse brain and liver RNA, using the 
mouse MT-III probé. As expected, a clear signal was 
obtained in the brain but not in the liver, which demón
strales that, with the conditions of hybridization and 
washings used, the MT-III probé is not eross-reacting sig-
nificantly with MT-I/-II mRNAs. Figure 2 shows that, in 
these conditions, the MT-I probé does not eross-re^t sig-
nificanüy either with the MT-III or the MT-II cDNAs, 
and therefore we assume that the MT-I mRNA measure
ments are specific. We used these hybridization and wash
ing conditions in all subsequent experiments. 

432 Neuroendocr ino logy 1 9 9 6 ; 6 4 : 4 3 0 - 4 3 9 Belloso/Hemandez/Giralt/Kille/Hidalgo 
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Fig. 1 . N o r t h e m b l o t f o r M T - I I I m R N A u s i n g t h e m o u s e M T - I I I 
probé as d e s c r i b e d i n M a t e r i a k a n d M e t h o d s . R N . A w a s i s o l a t e d 
f r o m b r a i n s ( B ) o r l i v e r s ( L ) o f e i t h e r c o n t r o l r a t s o r m i c e , a n d 1 0 ng 
w e r e e l e c t r o p h o r e s e d , b l o t t e d a n d h y b r i d i z e d w i t h t h e m o u s e M T - i n 
probé. A s e x p e c t e d , g i v e n t h e w e l l - k n o w n brain-specifíc M T - i n 
e x p r e s s i o n . a c l e a r hybridizaí ion s i g n a l w a s o b t a i n e d i n t h e b r a i n b u t 
n o t i n t h e l i v e r , d e m o n s t r a t i n g t h e s p e c i f i c i t y o f t h e c o n d i t i o n s u s e d . 

Fig. 2. T h e s p e c i f i c i t y o f t h e M T - I probé w a s e s t i m a t e d b y 
a p p l > ' i n g t o m e m b r a n e s e r i a l d i l u t i o n s o f t h e c D N A s f o r M T - I , M T - I I 
a n d M T - I I I , a n d h y b r i d i z i n g t h e m v r i t h t h e M T - I probé u s i n g t h e 
s a m e c o n d i t i o n s as f o r m R N A m e a s u r e m e n t s . O n l y t h e M T - I c D N A 
g a v e a o l e a r , c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t s i g n a l , w h e r e a s t h e M T - l l a n d 
M T - I I I c D N . A s d i d n o t c r o s s - r e a a significanüy. a A u t o r a d i o g r a p h y 
o b t a i n e d . 1 - 9 r e f e r t o t h e a m o u n t s o f c D N . A a p p l i e d : 1 . 9 5 , 3 . 9 1 , 
7 . 8 1 , 1 5 . 6 Z 3 1 . 2 5 , 6 2 . 5 , 1 2 5 , 5 0 0 a n d 2 5 0 n g / d o t , r e s p e c t i v e l y . 
b c p m m e a s u r e d o n c e t h e d o t s w e r e e x c i s e d a n d c o u n t e d i n a b e t a 
c o u n t e r . 

Fig. 3. N o n h e m b l o t f o r M T - I m R N A i s o l a t e d f r o m t h e l i v e r s o r 
b r a i n s o f m i c e i n j e c t e d w i t h 1 mg/kg o f c a d m i u m ( C d ) o r s u b j e c t e d t o 
i m m o b i l i z a t i o n stress ( S t r ) , i n c o m p a r i s o n w i t h c o n t r o l animáis ( C ) . 
T h e animáis w e r e k i l l e d 3 h a f t e r t h e m e t a l i n j e c t i o n o r t h e o n s e t o f 
s t ress . C d a n d s t r e s s signifícantiy i n c r e a s e d M T - I m R N A levéis, a s 
e x p e c t e d . T e n m i c r o g r a m s o f R N A w e r e l o a d e d i n a l l c a s e s . N o t e t h e 
l a i g e r s i g n a l o b t a i n e d i n t h e h v e r a n d t h e l o w b a c k g r o u n d a c h i e v e d i n 
b o t h t i s s u e s . 
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LiVER BRAIN 

Figure 3 shows a Northem blot done for MT-I mRNA 
in mouse liver and brain to verify the reliability of the 
assay, studying the well-known effect of cadmium and 
stress on MT-I gene expression. As expected, MT-I 
mRNA levéis were higher in the liver than in the brain, 
and both cadmium and stress increased them signifícant
iy. Since the specifíc s ^ a l was much iiigher than the 
background, and given the convenience of analyzing 

many animáis for statistical purposes in the following 
experiments, we used dot-blot assays instead of Northem 
blots. 

Figure 4 shows brain MT-I and MT-IU and liver MT-I 
mRNA levéis in the mouse. Stress increased signifícantiy 
the MT-I mRNA levéis in both tissues (p at least < 0.05); 
in contrast, MT-III levéis remained unafFected by stress. 
As could be expected, brain and liver MT-I+II protem was 
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R G . 4 . Effect of immobilization stress on mouse brain and liver 
MT-I and -III mRNA levéis. Mice were subjected to 3 or 6 h of stress 
and then killed. Basal animáis were killed without any previous dis
turbance. Brains and livers were immediately frozen in liquid nitro-
gen, and later RNA isolated as described in Materials and Methods. 
Ten micrograms of RNA of each animal were blotted individually 
usiDg a dot-blot manifold unit, and hybridized and washed following 
the same protocol as in the Northem blots of figures 1 and 2. The dots 
were excised and counted in a beta counter. Replícate dot-blots were 
done for MT-I, MT-IU and 7-actin mRNA determinations. The 
results shown are the means ± SE of the ratio between MT-I or 
MT-NI mRNA and R-actin mRNA. n = 5-6; • p < 0.05 vs. basal 
mice. 
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1 0 0 -

1 8 0 -
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FIG. 5 . Effect of immobilization stress on mouse brain and hver 
MT-I+N levéis measured by radioimmunoassay. Mice were sub
jected to 8 or 18 h of stress and then killed. Control animáis were 
killed without any previous disturt)ance. The results shown are the 
means ± SE; n = 5-6; * p < 0.05 vs. basal mice. 

signifícantiy (p at least < 0.05) increased by stress, as mea
sured by radioimmimoassay (fig. 5), with a pattem of 
response very similar to the MT-I mRNA levéis observed 
in the previous experiment after the logical delay for pro
tein translation. 

Figure 6 shows rat MT-I and MT-III mRNAs levéis in 
selected brain áreas: hippocampus, hypothalamus, cere-
bellum, and the remaining brain. The prime interest of 
this experiment was to detect putative regional differ-
ences in MT isoforms regulation during stress and after 
ADX. Only slight effects of stress on MT-I mRNA levéis 
were seen, with transient decreases for hippocamptis and 
increases for the other three brain áreas (see fig. 6 for sta
tistical signifícances; there were no interactions between 
the two factors studied, stress and ADX, in any of the 
áreas studied). ADX appeared to affect diñerently MT-I 
mRNA levéis depending on the brain área and the physio
logical situation. Thus, ADX did not affect basal hippo
campus MT-I mRNA levéis, but tended to decrease them 
during stress, whereas a clear effect vras seen in the hypo
thalamus of basal animáis and animáis stressed 3 h that 
disappeared 8 h after the onset of stress. No clear effects 
•were seen in the cerebellum, although ADX tended to 

decrease MT-I mRNA levéis, whereas in the remaining 
brain they appeared to increase, unexpectedly, in ADX 
animáis; in the latter case, however, caution must be 
observed since we could not normalize the data with the 
actin mRNA and a general effect of ADX on mRNAs can-
not be ruled out (see Discussion). 

The results for MT-III mRNA in the hippocampus, 
hypothalamus and cerebellmn were somewhat similar to 
those for MT-I. Thus, stress tended to decrease them in 
hippocampus and to increase them in the other two áreas, 
with ADX tending to decrease MT-III mRNA during 
stress. Stress also appeared to transiently increase MT-III 
mRNA levds in the remaining brain, but, in contrast to 
MT-I, ADX strongly decreased MT-III levéis (see fig. 6 
for statistical signifícances). 

The effect of stress and ADX on hver MT-I mRNA 
and MT-I+II protein was also evaluated (fíg. 7). As ex
pected, stress had a sigrdfícant effect in both cases, where
as ADX had a complex effect depending on the physiolog
ical situation (see Discussion). 

The effect of a long-lasting ACTH preparation was 
studied in the same four áreas stated above, but no effect 
was seen on either MT-I or MT-III mRNAs [not shown]. 
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Hg. 6. Effect of imaiobilkatíffli stress and ADX oa MT-I or MT-III mRNA levéis of sdtóed brain áreas of adult 
rats, a Hippocampus, b Hypothalamus. c CerebeBum, d Remainiag brain. mRNAs WERE meastired as in figure 3. 
Animáis were ADX 6 days Wbre of the experimeat and VPERE given saline to drink. Rats vfere stressed FOR O, 3 or 8 h, 
Uled, aad the selected braia aims dissected aad imaediately frozea ia liquid aitn^ea. The results (nieaa ± SE, a = 
4-6) were aaaiyzed with two-way ANOVA with stros and ADX as main factsrs, The sigiificaac« for mch factor are 
jndicated ia the figare. 

Hf. 7. Effect of IMAOBILIATIOM stress 
aad ABX on rat ]iver M T - I aiRNA aad MT-
I-HH levek. aiRNA was measared by dot-blot 
as ia the braia, aad MT - I+H proteia was 
measaisd by radioiaunvmoamy. 
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RG. 8. N o r t h e r n b l o t s f o r M T - I I I m R N A a n d 7 - a c t i n m R N A 
m e a s u r e d i n R N A i s o l a t e d from p r i m a r y c u l t u r e s e n r i c h e d i n n e u -
r o n s a n d a s t r o c y t e s . T h e e f f e c t o f d e x a m e t h a s o n e ( 1 0 " ' A f , 3 h ) i s 
s h o w n . T h e r a t i o M T - I H / a c t i n w a s 5 . 3 7 a n d 2 . 5 7 f o r c o n t r o l a n d 
d e x a m e t h a s o n e - t r e a t e d n e u r o n s , a n d 1 . 1 4 a n d 1 . 8 2 f o r c o n t r o l a n d 
d e x a m e t h a s o n e C D E X > t r e a t e d a s t r o c y t e s . 

Finally, we have studied the expression of MT-III in 
primary ctiltures of nemons and astrocytes, and the puta
tive effect of the synthetic glucocorticoid dexamethasone 
(fig. 8). MT-IIl mRNA was clearly detected in both cell 
types, and dexamethasone was shown to have a different 
effect on MT-III levéis (normalized with actin) depending 
on the cell type, since it decreased them in neurons and 
increased them in astrocytes. Using the Molecular Ana-
Ij^t program of BioRad, the ratio MT-III/actin was 5.37 
and 2.57 for control and dexamethasone-treated neurons, 
and 1.14 and 1.82 for control and dexamethasone-treated 
astrocytes. 

D i s c u s s i o n 

The present results show for the first time that the 
widely expressed MT isoforms, MT-I and MT-II, are 
induced by stress in mouse brain in a time-dependent 
manner, in agreement with what is known for the rat [ 13-

15], presumably acting through increased gene transcrip
tion given the cióse correlation between the MT-I mRNA 
and the M T - I - H H protein levéis. In rodents, the expression 
of the MT-I and MT-II isoforms in a number of condi
tions is coordinated [26, 27]. The effect of stress on liver 
MT levéis has been known for many years [28], but the 
present and previous [13] results indícate that stress has a 
general effect on MT(-I-t-I[) expression in the organism. 
However, it is also obvious that the factor(s) triggered by 
stress that control MT expression in different tissues must 
have different potencies in them, and/or local factors 
aífect decisively its (their) action, since the effect of stress 
on MT expression was much higher in the liver than in the 
brain. Nevertheless, it seems clear that MT-I and MT-II 
should be involved in the adaptation of the organism to 
stress [see 29 for further discussion]. 

Whereas the MT-I mRNA (and protein) levéis are 
increased by stress in both the brain and the liver, the 
opposite trend was observed for the brain-speciñc iso
form, MT-III. Whether this would be accompanied by 
unchanged or decreased MT-III protein levéis is un-
known, since imfortunately there are no antibodies spe
cific for them avaüable yet. These results initially suggest-
ed that MT-III would be controlled differentially to MT-I 
during stress. Indeed, in an early report it was demon
strated that brain MT-I responded to exogenously admin-
istered glucocorticoids and lipopolysaccharide, whereas 
MT-III remained unaltered [5]. Furthermore, the mouse 
and himian MT-III promoters have been sequenced and 
substantial differences vidth the normal counterparts 
(MT-I-i-II) have been observed [30]. However, the reguia
tion of the MT isoforms in vivo, even in the case of the 
classical MT-I-t-II isoforms, is far from well solved. This is 
further complicated when considering the brain, a com-
plex tissue with many different functional áreas, i.e., tele-
ologicaUy the reguiation of the different MT isoforms 
could differ between the different brain áreas. Thus, in the 
following experiments we studied MTs reguiation in se
lected brain áreas of the rat, a more suitable species than 
the mouse to obtain significant amounts of RNA of each 
individual for dot-blot assays. 

Ln previous smdies, we have characterized to some 
extent the MT(-I+n) levéis and MT response to stress in 
up to eight brain áreas of the rat [14-17, 29], and have 
concluded that stress has a general increasing effect on 
brain MT levéis, although different sensitivities appear to 
exist in different áreas [see 29 for further discussion]. The 
results for MT-I mRNA levéis, despite the high variabüity 
that often precluded statistically significant results, were 
actually consistent with what is observed for the MT-I-i-II 
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protein levéis. Thus, slight increases were seen after 3 h of 
stress in hypothalamus, cerebellum and remaining brain 
(except hippocampus), which retumed to basal levéis 
after 8 h of stress. Tlie small, transient increases of MT-I 
mRNA levéis should, presumably, accoimt for the small 
increases of the protein levéis induced by stress [14, 15, 
29]. A more puzzling result is that obtained in the hippo
campus, where a significant decrease of MT-I mRNA lev
éis was observed 3 h after the onset of stress, which 
retumed to normal 5 h later (8 h of stress). This brain área 
is one where the effect of stress on MT-I+II protein levéis 
is not consistent through experiments, increasing them 
only occasionally [29]. The tiansient decrease of MT-I 
mRNA levéis could be related to such inconsistency, but 
more work is needed. 

The role of glucocorticoids on the effect of stress on 
brain MT-I mRNA levéis was assessed in ADX animáis. 
In previous reporís we have demonstrated that glucocorti
coids are involved in the regulation of brain MT-I+II lev
éis [16, 17]; ADX affected MT-I mRNA levéis quite con-
sistently with the protein data, although again the high 
variability observed precluded some statistical signifi-
cances. For example, significant decreases of MT-I 
mRNA levéis after ADX could be observed in the hippo
campus considering only the stressed animáis, or in the 
hypothalamus considering only the basal animáis and ani
máis stressed 3 h but not takíng all the data. These results 
suggest different pattems of responsos regarding the im-
portance of glucocorticoids on MT-I regulation in the dif
ferent brain áreas and/or physiological situations. Thus, 
these hormones could be more important in the control of 
MT-I mRNA during stress than in basal conditions in the 
hippocampus, whereas in the hypothalamus the opposite 
could be true. MT is a muUiregulated faraily of proteins 
with many factors potentially capable of inducing in
creased gene transcription, but the importance of each of 
them and the putative interactions (positive and/or nega-
tive) between them in vivo remains to be established. In 
principie, the importance of a given factor may change in 
different physiological situations, and so suggest the 
present results. Being conservative, however, given the 
limited sensitivity of the assay for the brain áreas {com
pared to the liver), one would expect an effect of ADX 
during stress on MT-I+II levéis in hippocampus and 
hypothalamus, and, less clearly, in the cerebellum. The 
results for the remaining brain are puzzling, since MT-I 
mRNA levéis increased in ADX animáis; in this case, 
however, a waming is warranted since we unfortunately 
could not measure the actin mRNA levéis for technical 
reasons. A general effect of ADX on mRNA levéis might 

occur, and therefore the physiological discussion must 
await new experiments. 

The results obtained for MT-III mRNA weis some
what similar to those for MT-I, since strras tended to 
decrease MT-III mRNA levéis in hippocampus and to 
increase them in the other three brain áreas, ADX having 
a genetaUy decreasing effect, especially in the remaining 
brain. Actually, in this brain área, where as stated above 
we could not normalize the data with the actin mRNA, 
the difference between MT-I and MT-III mRNA after 
ADX was sound, since the former increased and the latter 
strongly decreased. This decreasing effect of ADX was 
somewhat unexpected, since no glucocorticoid response 
elements are present in the MT-III gene promoters, at 
least those of the mouse and humans [30]. Previously it 
has been shown that MT-III did not respond to dexameth
asone [5]. However, these genes do contain other putative 
sequences for transcription factors, such as TBP, AP2, 
Spi and metal response elements sequences, which could 
be indirectly affected by glucocorticoids. It must be recog-
nized, in addition, that glucocorticoids could have an 
effect within the normal physiological range, but that this 
does not imply that further increases of these hormones 
should further increase MT-III mRNA, as has been dem
onstrated for the normal counterparts in some brain áreas 
[16]. The fact that a long-lasting ACTH preparation 
which, within the physiological range, elevates at máxi
mum the production of corticosterone by the adrenal for 
many hours, did not affect any ofthe MT isoforms further 
supports a role of these hormones as permissive factors, a 
well-known propertyof glucocorticoids. 

A source of concern is that MT-III appeared to respond 
differently to stress in rats and mice, increasing in rats and 
decreasing in mice. However, the effects are small and, 
given the known variability through experiments of this 
family of proteins [see 16, 29 for further discussion], we 
rather think that this difference is the consequence of 
studying different sets of animáis. In apeement with this 
argument, three different iaboratories studying the same 
problem, the effect ofkainic acid on MT-III mRNA lev
éis, have found an increase [11], no change [18] or a 
decrease [31] of these transcripts. However, the assump-
tion that MT-III appears to be regulated differently to 
MT-I+II continúes fínding support [18, 31,32]. 

As in mice, liver MT-I mRNA levéis increased signifi
cantly during stress in rats. It is interesting to note that the 
effect of stress in rats was smailer than in mice. This also 
appears to be the case in the brain. This difference in the 
magnitude ofthe response of MT-I mRNA to stress, how
ever, is not reproduced in the MT-I+II protein levéis; 
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rather, the opposite is seen, i.e. a 6-fold induction by 8 h 
of stress in rats vs. a 3-fold induction in mice. These 
results su^est that factors other than gene transcription 
are important for the final outcome on MT protein levéis, 
as has been discussed extensively in other reports [33 and 
references therein]. ADX caused the expected elevation of 
liver MT-I+II levéis of basal rats [ 16 and references there
in], which appears to be the consequence of increased MT 
mRNA levéis [34; this report], Certainly this is sutprising 
given the known positive eSect of i^ucocorticoids on the 
MT-I+II genes. Possible ecplanations have been dis
cussed previously [16,29, 34], and more work is in pro-
gress to add further insight into this paradoxical result. 

This is the first time that the effect of stress on brain 
MT-III has been evaluated. It is therefore difiicult to spec-
ulate on the putative fimction of this protein dtiring stress, 
especially because mRNA levéis and not protein levéis 
have been measured. We are at present in the process of 
obtaining polyclonal antibodies against recombinant MT-
III, but unfortunately no success has been obtained yet. In 
addition, other attempts in different laboratories have 
also been unsuccessfiíl. Thus, more definitive conclusions 
about the physiological fimction must await new studies. 
However, it is tempting to speculate about some possibili-
ties. For example, MT-III has been found enriched in the 
hippocampus [9], a brain msa known to be damaged by 
stress [35, 36]; the decrease of MT-III expression ob
served here during stress might be an attempt to contrib
ute to the reconstruction of the damaged área if the 
proved in vitro inhibitory role of this protein in neuronal 
survival applies to the in vivo situation. Such a possibility 
has been suggested for the facial motoneurons after facial 
nerve transection [10]. Altemately, the difíerences ob
served between the MT isoforms could be related to their 
apparently radically different role in Zn metabolism re
cently suggested [37]. Qearly much work is needed to 
clarify the physiological ftmction of these proteins. 

Finally, we have addressed the question of the cellular 
specifícity of the MT-III expression by studying it in pri
mary cultures enriched in neurons or astrocytes, an in 
vitro system where we have characterized the regulation 
of MT-I+II in some detail [15, 17]. The matter of the 
usual site of expression of MT-III has generated consider
able controversy. Originally, MT-III was detected immu-
nocytochemically exclusively in astrocytes in human 
brains [4]. However, Masters et al. [9] convincingly dem
onstrated that the neurons are the primary site of produc-
tion of MT-III in vivo. Furthermore, they observed that 
primary cultmres of astrocytes did not show MT-III ex
pression; however, this a3uld be related to the dififerentia-

tion stage of these cells, since they also observed that after 
1 week in culture some astrocytes started to express MT-
III [9]. Kobayashi et al. [8] observed a clear MT-III 
expression in astrocytes grown to confluence, which pre-
sumably assures fiíll differentiation of the cells and may 
be comparable to our in vitro astrocyte oiltture system, 
where MT-III was clearly being expressed. In primary cul
tures of neurons, we also fínd a clear MT-III expression, in 
^reement with the in vivo data [9]. Kobayashi et al. [8] 
did not find MT-III expression in primary culture of rat 
neurons, but in their system the neurons are cultured only 
for 2 days and therefore they are in an early stí^e of difíer-
entiation [22], in contrast to the one we used where the 
neurons are cultured for 11-12 days. It seems probable 
that, similarly to the cultured astrocytes [9], MT-III is 
expressed in neurons once they are well differentiated. 
Thus, collectively the data suggest that MT-III can be 
expressed in both neurons and astrocytes. The results with 
dexamethasone suggest an opposite efiect of the hormone 
in the two ceE types, since MT-III mRNA levéis decreased 
in neurons and increased in ^trocytes. Whether such 
effects also occur in vivo is tmknown, but it would complí
cate the detection of changes related to variations of the 
glucocorticoid levéis when simply measuring mRNAs in 
whole tissue, since it is obvious that they could compén
sate each other. 
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ABSTRACT 

The physiological role of glucocorticoids on liver metallothionein (MT) response to 

stress was investigated in mice. Immobilization stress signifícantiy increased liver 

MT-I mRNA and total MT-I+II protein levéis. Both adrenalectomy (ADX) and the 

administration of the antiglucocorticoid RU 486 decreased MT-I+II protein 

accumulation in mice. In addition, glucocorticoids but not progesterone were able to 

antagonize the effect of RU 486. These results suggest that glucocorticoids are 

important for the control of liver MT levéis during stress in mice, which contrasts with 

previous results in the rat. The results with MT-I mRNA suggest that this effect is 

mostiy, but not solely, of a transcríptional nature. A role for glucocorticoids in the 

control of serum MT levéis was also evident. The results with the low cytokine 

producer C3H/HeJ mice suggest that cytokines could also be mediators of the liver 

MT response to stress. 
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INTRODUCTION 

Metallothionein (MT) genes encode low molecular weight proteins which are 

remarkably produced in most eucaryotic organisms. These proteins avidly bind 

heavy metáis such as zinc and copper in physiological conditions, metáis whidí 

furthermore are inducers of the MT genes (Bremner, 1987; Hamer, 1986; Sato and 

Bremner, 1993; Yagle and Palmiter, 1985). MTs have consequently been considered 

important proteins In zinc and copper homeostasis, but other functions are also likely 

(Sato and Bremner, 1993). In the liver of most mammals, two MT isoforms, MT-I and 

MT-II, are thoroughiy expressed; in mice, these genes are closely linked on 

chromosome 8 and are coordinately regulated (Searle et al., 1984; Yagle and 

Palmiter, 1985). Glucocorticoids are potentially major regulators of MT-I+II 

expression, since functional glucocorticoid responsive elements (GREs) have been 

demonstrated in the mouse MT genes (Palmiter eí al., 1993; Plisov et al., 1994). 

However, the role of these homiones on liver MT regulation in physiological 

conditions is mostiy unkonwn, since most studies have been canied out in cultured 

cells or after the exogenous administration of glucocorticoids. Moreover, results in 

the rat are rather in disagreement with the expected positive role of glucocorticoids 

(Brady and Burger, 1979; Gasull et al., 1994; Hidalgo ef al., 1988; Min et al., 1992) 

and references therein. In mice, in contrast, Quaife et al. (Quaife et al., 1986) have 

convincingly demonstrated that glucocorticoids are essential for liver MT regulation 

during development, and as far as we know this study stands as the only one 

implicating these hormones in the control of the liver MT genes in a physiological 

context, Here we present data obtained in adult mice which demónstrate that 

glucocorticoids are also mediating factors of the liver MT response to stress, 

indicating that these hormones are essential regulators of liver MT in this species. 
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M E T H O D S 

Animáis. 

Adult male Swiss (Experiments 1-9), CD-1 and C3H/HeJ (Exp. 10) mice were 

used in the experiments; they were maintained under standard laboratory conditions 

(lights on from 0700 to 1900 h, 22°C, food and water provided ad libitum) for at least 

one week before starting experiments. Animáis were treated meeting the highest 

standards of humane care following the guldelines of the Autonomous Unlversity of 

Barcelona proper Committee. 

E x p e r i m e n t 1 . E f f e c t o f a d r e n a l e c t o m y o n l i ve r MT r e s p o n s e t o s t r e s s . 

Mice were bilaterally adrenalectomized (ADX) or sham-operated (sham-ADX) 

under ether anesthesia. The animáis were then housed two per cage, and ADX 

animáis were given saline to drink. The experimental procedures (immobilization 

stress; mice were immobllized by enclosing them in a wrapping of metallic net) were 

started 8 days after surgery. Mice were subjected to various iengths of stress (3, 8 

and 18 hours) and were killed along unstressed (basal) animáis. Liver MT-I mRNA 

and total MT-I+II protein levéis were measured. 

E x p e r i m e n t s 2 - 6 . E f f e c t o f RU 4 8 6 o n t h e p i t u i t a r y - a d r e n a l a x i s a n d o n l i ve r MT 

r e s p o n s e t o s t r e s s . 

To block the glucocorticoid receptors, the glucocortiicoid receptor blocker RU 486 

(100 mg/kg except otherwise stated) was given orally as a suspensión in aqueous 

solution containing 0.25% cariíoxymethyl ceilulose and 0.2% Polysorbate 80, in a 

volume of 10 ml/kg. In all stress experiments (including experiment 10, see below), 

RU 486 was administered twice, approximately 20 and 2 hours before subjecting the 

animáis to stress. In experiment 2 a different protocol was followed (see below). 

Control animáis always received the vehicle. 

Experiment 2 was designed to verify the effectiveness of the dosage of RU 486 

used in the following experiments for blocking the glucocorticoid interaction with their 

receptors. To this end, RU 486 was given once in the moming at the dosages of 10 

and 100 mg/kg, and killed 3 hours later. The function of the pituitary-adrenal axis 

was determined by measuring circulating ACTH and corticosterone levéis. 
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In experiment 3 mice were stressed for O, 3, 6 and 8 hours, killed, and their liver 

MT-l mRNA levéis measured. Simultaneously (experiment 4) other mice from the 

same set of animáis were stressed for O, 8 and 18 hours, killed, and their total liver 

MT-l+li protein levéis measured. 

Experiments 5 and 6 were carried out in order to confirm the results of the 

previous ones and also to study the effect of food and water deprivation on livor MT 

levéis, which unavoidably accompanies immobilization stress. 

E x p e r i m e n t s 7-8. R e v e r s i b i l i t y o f t h e e f f e c t of R U 486 b y t h e a d m i n i s t r a t i o n o f 

g l u c o c o r t i c o i d s and p r o g e s t e r o n e . 

Since RU 486 may interact with glucocorticoid and progesterone receptors 

(Philibert, 1984), we studied the reversibility of the effects of R U 486 on MT levéis by 

these two types o f homiones. In experiment 7, mice were treated with RU 486 as 

above at a dosage of 200 mg/kg. Some mice were subjected to 18 hours of stress, 

and were killed along basal animáis. Both basal and stressed animáis were divided 

initially into three groups, each receiving i.p. injections of either (i) salino, (ü) 

corticosterone (20 mg/kg), or (iii) progesterone (2 mg/kg). The animáis received 

three injections at 0 ,5 and 8 hours after the onset of immobilization stress. 

ln experiment 8, mice were treated with RU 486 at a dosage of 100 mg/kg. The 

protocol followed was similar to that of experiment 7, but with some modifications 

and fewer groups (see Table 3). The modifications were the length of stress, which 

was of 8 hours, the administration 'o f dexamethasone (20 mg/kg) instead of 

corticosterone, and that progesterone was administered at a higher dose (20 mg/kg). 

E x p e r i m e n t 9. P u t a t i v e a g o n i s t a c t i o n o f R U 486. 

Since it has been described that RU 486 may exert agonist actions in some cases 

(Bamberger and Chrousos, 1995; Havel eí al., 1996), in this experiment we injected 

mice with the synthetic glucocorticoid dexamethasone following a similar schedule 

that with RU 486 in the previous experiments. Thus, mice were injected twice with 

dexamethasone at a dosages of 2 mgMg and 10 mg/Kg, approximately 20 and 2 

hours before subjecting the animáis to stress. The stressed mice were killed along 

basal animáis 6 hours after the onset of stress. 
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Exper iment 10. Liver IWT response to stress o f t l ie low cytol t ine producer 

C3H/HeJ mice . Effect o f RU 486. 

The putative role of cytokines on the liver MT response to stress was studied in 

the low cytokine producer mice strain C3H/HeJ (Vogel, 1992), which presents a 

mutation in the Lps gene, mapped to chromosome 4. The strain CD-1 was used as 

control animáis in accordance with previous MT studies (De et al., 1990). Vehicle-

and RU 486-treated mice from the two strains were subjected to O, 3 and 8 hours of 

stress, and their liver MT-l mRNA and total MT-l+ll protein levéis were measured. 

Assays. 

Mice were killed by cervical dislocation or decapitation depending on the 

experiment ln those experiments were liver MT-I mRNA was to be measured, a 

piece of tissue of approximately 100 mg was immediately frozen in liquid nitrogen 

and stored at -80°C until RNA extraction. For MT assay, the livers were stored at -

20°C; later, cytosols were prepared as previously described (Hidalgo eí al., 1988). 

MT'IHI protein measurements. MT levéis were measured by either RÍA (Gasull eí 

a/., 1993) or occasionally, by ELISA (Exp. 6 of Table 2) (Gasull eí a/., 1994) using 

the same polydonal antibody which cross-reacts with MT-l and MT-l l . 

MT-l mRNA measurements. RNA was isolated following established procedures 

(Chomczynski and Sacchi, 1987). Mouse MT-l mRNA levéis were measured by 

Northem-blot and dot-blot as previously described (Belloso eí al., 1906) using the 

cDNA generously provided by Dr. R.D. Palmiter (University of Washington, Seattle, 

WA). A y-actin probé (cDNA kindly provided by Dr. Albert Boronat, University of 

Barcelona through Dr. P. Suau) was used to nomialize the MT-l mRNA data. MT-l is 

one of the two MT isoforms expressed in the liver of these animáis, but the 

reguiation of the expression of both isoforms by glucocorticoids and heavy metáis is 

coordinated (Lehman-McKeeman eí al., 1988; Searle eí al., 1984; Yagle and 

Palmiter, 1985) and therefore its measurement is in principie indicativo o f the control 

of the two liver MT genes. 

ACTH and corticosterone measurements. Circulating ACTH and cori:icosterone were 

measured in plasma and seaim, respectively. by immunoradiometry (Nichots 

Institute Diagnostica, CA) and radioimmunoanalysis (Lahmame etal., 1996). 
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RESULTS 

Exper iment 1 . Effect o f adrenalectomy o n i iver MT response t o st ress. 

Northern blot anaíysis demonstrated that with the hybridizing and washing 

conditions employed the signal-to-noise ratio is high enough as to aliow the use of 

dot blots for MT-I and actin mRNAs measurement, a more convenient technique for 

measuring múltiple samples (data not shown). Therefore, in the following 

experiments we used dot blot for measuring mRNA levéis of each independent 

animal. W e have previously shown that in these conditions there is no cross-

hybridizatíon o f t he MT-I probé with MT-ll mRNA (Belloso et al., 1996). 

Immobilization stress cleariy increased liver MT levéis (Figure 1), a process 

involving presumably increased gene transcription given the observed changes in the 

MT-I mRNA levéis. ADX tended to decrease liver MT-I mRNA levéis during stress, 

txit this was not statistically significant. However, ADX did decrease liver total MT-l+ll 

protein levéis, suggesting that the effect of ADX is more dramatic for the protein than 

for the transcripts. 

Exper imente 2-6. Effect o f RU 486 o n the pituitary-adrenal ax is and o n l iver MT 

response t o s t ress . 

We next evaluated the effect of the glucocorticoid receptor blocker RU 486 in 

Swiss mice. In agreement with the results for rats (Hidalgo et al., 1988), in mice the 

dosage of 100 mg/kg of RU 486 used was effectively blocking the glucocorticoid 

receptors as demonstrated by the changes observed in the pituitary-adrenal axis 

(Table 1). The results for liver MT regulation (Figure 1) were somewhat similar to 

those observed in ADX animáis, since RU 486 clearly tended to decrease MT-I 

mRNA levéis (p<0.060) whereas a more dramatic effect was observed for the total 

MT-l+ll protein levéis. 

The experiments 5 and 6 confinned the significant effect of RU 486 on liver MT-

l+ll levéis (Table 2). They also demonstrated that the effect of food and water 

Statistical anaíysis. Results were analyzed with one, two- or three-way ANOVA. 

When appropriate, múltiple mean comparisons were carried out with the Duncan 

p r o ( ^ u r e . 
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deprivatron, wrtilch accompanies that of immobilization stress, was significantiy 

smailer than the latter, indicating a specific effect of stress on liver MT-I+II levéis. 

The administration of RU 486 did not affect liver MT induction by starvation. 

Exper iments 7 -8 . Reversibi l i ty of the effect o f RU 486 by the admin is t ra t ion o f 

g l u c o c o r t i c o i d s a n d p r o g e s t e r o n e . 

In these experiments the signiflcant effect of RU 486 during stress was again 

demonstrated (Table 3). It was also dear that the administration of corticosterone to 

control basal mice caused the expected liver MT induction, which was blocked by RU 

486. Corticosterone administration did not furttier Increase liver MT levéis o f stressed 

xmce, presumably because the endogenous circulating corticosterone levéis were 

causing already the máximum effect. At the dosage given, corticosterone tended to 

reverse partially the effect of RU 486 on liver MT lévete of stressed mice, but this 

effect was not statistically significant. When dexamethasone instead of 

corticosterone was given, a statistically significant reverslng effect was then 

observed, In contrast, progesterone did not aifect either basal or stress hepatic MT 

levéis. These results suggest that glucocorticoid but not progesterone receptors are 

involved ¡n liver MT regulation. 

The results for seaim MT levéis (Table 3) were in agreement with those for liver 

MT, since stress cleariy increased them and glucocorticoids appear to be major 

regulators as demonstrated by bot t the effects of the exogenous oirticosterone or 

dexamethasone administration and the effect of RU 486 during stress. 

E x p e r i m e n t 9 . P u t a t i v e a g o n i s t a c t i o n o f RU 4 8 6 . 

Table 4 shows that it Is híghiy unlikely that the effects of RU 486 above described 

are due to an agonistic action, since the previous administration of dexamethasone 

to stress, followñng the same schedule that with RU 486, did not affect liver MT 

response to stress. 

E x p e r i m e n t 1 0 . L i v e r M T r e s p o n s e t o s t r e s s o f the l o w c y t o k i n e p r o d u c e r 

C S H / H e J m i c e . E f f e c t o f RU 4 8 6 . 

Since neither ADX ñor RU 486 were able to completely block liver MT response to 

stress, It might be inferred that other factors in addition to glucocoriticoids released 

during stress are also important for liver MT regulation. The putative role of cytokines 
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was studied in the low cytokine producer C3H/HeJ mice (Figure 2), since a number 

of cytokines are known to be potent inducers of liver MT synthesis (Cousins and 

Leinart, 1988; Friedman and Stark, 1985; Sato et al., 1994; Schroeder and Cousins, 

1990). We also evaluated the effect of RU 486 in this experiment. When compared 

with the CD-1 mice, a lower liver MT-I mRNA and total MT protein responses to 

acute stress was clearíy observed in the CSH/HeJ strain, suggesting that cytokines, 

in addition to glucocorticoids, could also be mediators of the response of liver MT to 

acute stress. This has been further supported in studies performed with mice 

carrying a nuil mutation in the IL-6 gene (Hemández et at., submitted). RU 486 

decreased equally the MT production in both strains, indicating that glucocorticoids 

and cytokines were acting through independent mechanisms. 



92 Treball 3 

D I S C U S S I O N 

The present studies clearly demónstrate that glucocorticoids are important 

mediatore for the liver MT response to stress in adult mice. Therefore, these 

homiones are important physiological regulators of mouse liver MT not only during 

development, as demonstrated previously (Quaife et al., 1986), but also in adult life. 

A role of glucocorticoids on liver MT reguiation could, in principie, be expected 

from previous results. Thus, the two MT isofonns expressed in the mouse livor are 

coordinately regulated by glucocorticoids (Mayo and Palmiter, 1985; Searle et al., 

1984; Yagle and Palmiter, 1985) and functional GREs are present in the MT genes 

(Palmiter eí al., 1993; Plisov eí al., 1994). Sin<» stress increases the activity of the 

pituitary-adrenal axis, it seems logical to think that glucocorticoids will mediato liver 

MT response to stress. However, the published results with other widely studied 

species, the rat, indícate that that possibility is not so straight fonward. Rat liver MT 

genes are also coordinately regulated by glucocorticoids (Lehman-McKeeman eí al., 

1988; Mayo and Palmiter, 1985), and there is no doubt that pharmacological 

dosages of these hormones will increase hepatic MT levéis (Gasull eí al., 1994; 

Lehman-McKeeman eí al., 1988; Lehman-McKeeman eí al., 1991). However, from 

these results we can not infer that glucocorticoids will be physiological regulators of 

rat liver MTs: a long-lasting ACTH administration fails to increase liver MT levéis 

(Hidalgo eí al., 1988), and, moreover, adrenalectomy increases liver MT levéis in 

both basal and stress situations (Brady and Burger, 1979; Gasull eí ai, 1994; 

Günther eí al., 1989; Hidalgo eí ai, 1988). Therefore. the role of glucocorticoids on 

liver MT reguiation in physiological conditions may differ substantially between 

species, being it apparently very important in mice. 

To evalúate the role of glucocorticoids, we have undertaken studies with 

adrenalectomized mice and also with animáis administered RU 486. With both 

approaches, it was clear that a reduction of the.availability of glucocorticoids caused 

a diminished effect of immobilization stress on liver MT-l+ll total protein levéis. To 

gain insight into the mechanisms involved, we measured MT-l mRNA levéis and 

found that they were strongly increased during stress, indicating that the increased 

MT protein levéis observed were the consequence of increased gene transcription. 

Despite ADX or RU 486, MT-l mRNA levéis did increase during stress, although to a 

lower extent than in control mice which obviously would contribute to the observed 
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lower MT protein levéis during stress o f ADX and RU 486-treated mice. The effect of 

ADX was smailer than that of RU 486, which might be expected since ADX does not 

completely abolishes the presence of circulating glucocorticoids because of 

extraadrenal production (Takeda eí al., 1994). Taken together, however, the results 

suggest that the effect of the absence of glucocorticoids ís more dramatic for the 

total MT - l + l l protein than for the MT-I mRNA. In this regard, it is noteworthy to 

mention that although the MT synthesis is primarily regulated at the transcriptional 

level, the evidence of a posttranscríptional control of these proteins is mounting (De 

et al., 1991; Lehman-McKeeman et al., 1988; Lehman-McKeeman eí al., 1991; 

Vasconcelos eí al., 1996). Although it has not been studied in this report, it seems 

unlikeiy that the apparent discrepancies between MT-I mRNA and MT-l+ll protein 

levéis could be explained by differences in transcription, translation and/or protein 

degradation rates of the two hepatic MT Isoforms. Previous studies have 

convindngly demonstrated that the retios of the two MT mRNAs are directly 

c o n B l a t e d with those of the isoproteins In basal and MT inducing conditions 

(Kershaweía/. , 1990; Lehman-McKeeman etal., 1991). 

RU 486 may interact with glucocorticoid and progesterone receptors (Philibert, 

1984). The fact that glucocorticoids but not progesterone were able to reverse the 

effect of RU 486 on liver MT response to stress fits well with the expected role of the 

former hormones in mice. Furthermore, the present results with both RU 486 and 

progesterone administrations do not support a role of progestagens on liver MT 

regulation, at least in the conditions studied herein. This is in contrast with results 

found in human cell lines for the human MT - l l A gene, which suggest that its GRE 

mediatas MT - l l A induction by both glucocorticoids and progestins (Slater eí al., 

1988). On the other hand, the finding that the previous administration of 

dexamethasone did not decrease liver MT response to stress rules out an agonistic 

action of RU 486 (Bamberger and Chrousos, 1995; Havel eí al., 1996). 

It is important to realize that in food and water deprived mice RU 486 did not have 

a significant efTect. Starvation is a well-known liver MT inducer (Bremner and Davies, 

1975; Hidalgo eí al., 1986), but the factors responsible for the hepatic MT response 

are unknown. The present results suggest that glucocorticoids would not be 

mediating liver MT response to starvation. Rather, a suitable candidate could be 

glucagon, which obviously will be increased in starved mice. Glucagon is a wel l-

known liver MT inducer (Etzel and Cousins, 1981; Hidalgo eí al., 1987) and it has 
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been demonstrated a significant hepatic MT increase in streptozotocin treated 

diabetic rats (Failla and Kiser, 1983); insulin alone has no effect (Hidalgo ef al., 

1987). 

Serum MT levéis correlated directly with liver MT levéis, suggesting that the liver 

is a major source for circulating MT. The physiological significance of serum MT 

during stress, however, is unclear, but it could be related to its presumably Zn 

content, i.e., Zn homeostasis. MT secretion could be a more extended feature than 

previously believed, since MT has also been identified as a component of the 

exocrine páncreas secretion (De Lisie ef al., 1996). 

The results demónstrate that glucocorticoids are mediators of the liver MT 

response to stress in mice. However, neither ADX ñor RU 486 completely blocked 

the response to stress, suggesting that other factors could contribute to liver MT 

regulation during stress. In this report we investigated the putative role of cytokines 

by means of the comparison of the C3H/HeJ and CD-1 strains. The C3H/HeJ strain 

is known to be a low cytokine producer in response to endotoxin (Vogel, 1992). 

Cytokines such as IL-1, IL-6 and TNF are known to be potent inducers of liver MT 

synthesis (Cousins and Leinart, 1988; De ef al., 1990; Sato et al., 1994; Schroeder 

and Cousins, 1990), and, accordingly, the C3H/HeJ mice show a lower hepatic MT 

response to endotoxin in comparison to CD-1 mice and other strains (De eí al., 1990; 

Liu ef al., 1991; Maitani et al., 1986). Stress is now known to cause the reléase of 

cytokines such as IL-6 (Zhou ef al., 1993), which prompted us to study the effect of 

stress on liver MT regulation of C3H/HeJ mice. Both liver MT-I mRNA and total MT 

levéis were signifícantiy lower in the C3H/HeJ mice subjected to acute immobilization 

stress, suggesting that cytokines are important mediators of the liver MT response to 

stress in mice. Which cytokine could be responsible for the differences between the 

C3H/HeJ and the CD-1 mice can not be infened from these results, but it is 

proposed that IL-6 is a good candidate for several reasons: (a) it is a direct liver MT 

inducer (Schroeder and Cousins, 1990), (b) it is reieased during stress (Zhou ef al., 

1993), and (c) studies perfomied with mice canying a nuil mutation in the IL-6 gene 

show a diminished hepatic MT response to stress (Hernández ef al., submitted). RU 

486 decreased liver MT induction by stress comparably in the two strains, indicating 

that cytokines and glucocorticoids were acting independently from each other, in line 

with previously published results with the MT genes (Dumam ef al., 1984). 
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TABLE 1. E f f e c t o f RU 4 8 6 o n t h e p i t u i t a r y - a d r e n a l a x i s a c t i v i t y in m i c e . 

ACTH 

(pg/ml) 

CORTICOSTERONE 

(ng/100ml) 

Vehicle 10.81±0.69 2.30±0.22 

RU 486 10 mg/kg 13.08±3.08 2.08±0.37 

RU 4 8 6 1 0 0 mg/kg 105.2±48.6* 36.?+?.42* 

Results are means ± SE (n=6). One-way ANOVA was significant in both cases 

(p<0.05), and múltiple comparisons of the means were camed out with the Duncan 

procedure. * p<0.05 vs vehicle mice. 

TABLE 2. E f f e c t o f RU 4 8 6 o n m i c e l i v e r MT r e s p o n s e t o s t r e s s a n d f o o d a n d 

w a t e r d e p r i v a t i o n . 

Exper iment 5 Experiment 6 

BASAL 

VEHICLE 10.2 ± 3.58 5.46 ±2.20 

RU 486 8.28 ± 4 . 2 12.5 ±3 .5 

STRESS 8 h 

VEHICLE 16.5 ± 3 . 1 60.1 ±4.31 

RU 486 7.44 ± 2.20 46.1 ± 9.60 

STRESS 18 h 

VEHICLE 250 ± 5 3 162 ±13.3 

RU 486 69.8 ±18 .6 89.5 ±14.0 

DEPRIVATION 18 H 

VEHICLE 26.4 ±7 .30* 

RU 486 29.7 ±6.10* 

Results ing MT/g) are mean ± SE. n= 9 in Exp. 9 and 5-6 in Exp. 10. Two-way 

ANOVA indicated that stress and RU 486 affected significantly (p at least <0.05) liver 

MT levéis in both experiments. The interaction between both factors was not 

significant. Additionally, the effect of food and water deprivation was studied in Exp. 

6. *p at least <0.05 vs respective basal mice. 
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TABLE 3. Effect 

induced changes 

o f g lucocor t ico id and progesterone therapies on RU 486-

on mouse l iver and se rum MT levéis. 

LIVER MT SERUM MT 

(ng/ml) 

Vehide RU 486 Vehicle RU 486 

EXP.7 

BASAL 

Saline 19.5±1.96 12.2±1.53 18.6±0.60 21.3±2.34 

Corticosterone 37.4±2.72 15.6i:2.77 45.3±6.08 20.7±1.36 

Progesterone 18.5±2.09 12.4±2.57 18.1±2.62 23.9±1.44 

STRESS 

Saline 261±16.1 71.6±10.5 62.0±10.4 32.3±3.32 

Corticosterone 248±32.9 97.8±27.3 76.8±16.4 41.1±3.86 

Progesterone 270±34.0 70.4±5.24 47.9±5.54 37.1 ±4.04 

EXP.8 

BASAL 

Saline 18.3±4.07 20.3±0.98 

STRESS 

Saline 38.0±3.79* 24.7±2.62 

Dexamethasone 58.0±9.30*t 64.4±12.2*t 

Progesterone 44,0±4.41* 34.6±5.46* 

Results are means ± SE {n=6-7 in both experiments). In experiment 7, three-way 

ANOVA with stress, RU 486 and honnone treatments as main factors indtcated that 

all three experimental treatments affected significantly (p at least <0.025) both liver 

and serum MT levéis. The ínteraction betys^en stress and RU 486 was significant 

(p<0,010) for both liver and serum MT, whereas that between RU 486 and the 

honnone treatments was only significant for serum MT {p<0.010). The interaction 

between the homnone treatments and stress was not significant either for liver or 

serum MT. In Es^ r imen t 8, one-way ANOVA followed by the Duncan procedure 

indicated the stated effects: *p<0.05 vs basal mice, and tp<0.05 vs saline, stressed 

mice. 
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TABLE 4. E f f e c t o f d e x a m e t h a s o n e o n m i c e l i ver M T m R N A r e s p o n s e t o s t r e s s . 

E x p e r i m e n t 9 L i v e r M T - I m R N A 

( r a t i o vs y-actín) 

B A S A L 

Saline 3.94 ±1.25 

S T R E S S 6 h 

Saline 28.23 ± 1 . 1 1 * 

Dexamethasone 2mg/Kg 30.12 ±2.69* 

Dexamethasone 10 mg/Kg 32.86 ± 4 . 0 1 * 

Results are means ± SE (n=4-5). One-way ANOVA followed by the Duncan 

procedure indicated the stated effects: *p<0.05 vs basal mice. The interaction 

between the dexamethasone treatments and stress was not significant. 
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FIGURE 1 . Role of glucocorticoids on mouse liver metallothionein (MT) response to 

jmmobilization stress. Glucocorticoid activíty was diminished either by the 

administration of the glucocorticoid receptor blocker RU 486 (left) or by 

adrenalectomy (ADX) (right), and liver MT-I mRNA (ratio vs actin mRNA; íop) and 

total MT protein (^g MT- l+ll /g ; bottom) levéis were measured in basal and stress 

conditions. Results are mean ± SE (n= 5-8). Two-way ANOVA with stress and RU 

486 as main factors indicated that stress increased liver MT-1 mRNA levéis 

(p<0.001), but that RU 486 did not affect the effect of stress, although it was cióse to 

it (p<0.060). For total MT levéis, two-way ANOVA revealed that stress increased 

them significanfly (p <0.001), whereas RU 486 decreased them (p<0.001). Two-way 

ANOVA with stress and ADX as main factors indicated that stress increased liver 

MT-I mRNA levéis (p<0.001), but that ADX did not affect significantly the effect of 

stress. For total MT levéis, two-way ANOVA revealed that stress and ADX affected 

them significantly (p<0.025). 
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FIGURE 2. Effect of stress and RU 486 on liver MT-I mRNA (ratio vs actin mRNA; 

top) and MT {\ig MT-l+ll/g; bottom) levéis of CD-1 and C3H/HeJ mice. Results are 

mean ± SE (n= 5-7). Three-way ANOVA with strain, stress and RU 486 as main 

factors revealed that all three factors affected significantly (p<0.05) liver MT-I mRNA 

and MT-l+ll protein levéis. The interaction between strain and stress, and between 

RU 486 and stress, was significant (p<0.025) for both MT-I mRNA and protein. The 

interaction between strain and RU 486 was not significant. 
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IFN-tR-^" m i c e s h o w a n e n h a n c e d l i v e r 
a n d b r a i n m e t a i l o t i i i o n e i n l + i l 
r e s p o n s e t o e n d o t o x i n but n o t t o 
i m m o b i l i z a t i o n s t r e s s 

J . Hernández^ J , Carrasco^, M.L. Arbonés^ J . Hidalgo* 
'Depar tamsnto íie Biología Celular y Fisiología, Unííjlacl d e Rsioiogía Animal , Facultacl d e C i e n d a s a n d ' D e p a r t e m e n t o d e 
Bioquímica y Biologia Molecular y Instituto de Biologia Fundamenta l , Unhíersidad Autónoma d e Barcelona. Bellaterra, 
Barcelona, Spain 

S u m m a r y l n t e t f e r o n - 7 (IFN-Y) is k n o w n for Its important antiviral a c t i v i ^ a n d o t h e r ¡mmunomoduíatory a c t i o n s . I n i n 
v i t r o s t u d i e s , t h i s cytokine has a l s o been i n v o l v e d i n the control o f m e t a l l o t h i o n e i n (MT) synthesis. M T i s a l o w 
molecular w e i g h t protein comprised of severa! isoforms called M T - I to M T - I V ; of t h e s e , MT-l+II are widely expressed, 
whereas MT-lll and MT-IV are rather t i s s u e specific. In the present report, we have studied In vivo the role of IFN-y for 
a norma! liver and brain MT-i+ll response to immobilization s t r e s s and to an inflammatory process caused by bacterial 
lipopolysaccharjde (LPS, endotoxin), u s i n g mice carrying a nuil mutatron in t h e IFN-y receptor gene (IFN-^R-*-). Uver 
M T - I m R N A and MT-( l+l l) protein levéis dunng s t r e s s o f I F N - ^ - ' - m i c e w e r e s i m i l a r t o those of the t w o parental m o u s e 
s t i a i n s u s e d t o genérate them, namely C 5 7 B y 6 a n d 129/Sv mice, and t h a t of ttie C 5 7 B L / 6 x 129/Sv o f f s p r i n g m f c e . 
In c o n t r a s t , liver MT response to L P S w a s significantly higher in the IFN-TR^" m i c e than in the other strains. M T - l + l l 
response to L P S was also higher in IFN-TR^" mice in medulla plus pons and tended to in hypothalamus, hippocampus, 
and cerebellum, but not in the remaining brain. These results suggest that a role of IFN-y on liver and brain MT-l+ll 
response to stress is unlikely, but that this cytokine exerts an inhibitory effect on the signaling pathways acfivated by 
LPS i n v o l v e d in MT-I+Il regulation. In sihi hybridizatíon analysis for M T - I and MT-IIÍ m R N A s of control mice r e v e a l e d 
s i g n i f i c a n t e f f e c t s o f ttse functional I F N - y d e f i c i e n c y on M T - I but n o t M T - l l l m R N A levéis i n the dentate g y i u s a n d t h e 
h a b e n u l a , while n o e f f e c t s were o b s e r v e d in t h e remaining b r a i n áreas s t u d i e d . 

INTRO0UCTION 

Interferon (IFN), discovered as a viral replication inter-
ference factor in chidcen embryos,' is now known tb be a 
family of proteins including lype I interferons (IFN-a and 
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IFN-P) aad l ^ e I I interferon PN-^ ^"tíewed by 
Williams et al*). The primary role of lype I interferons is 
to inhibit viral replication by inducing enzymes that 
ínterfere with viral RNA translatioa' In contrast, IFN-7 
exerts more general izad immunoregulatory functions, 
including an t imicrob ia l , antiviral, and ant i tunHjr 
activities, and ctHitrol of monocyíe/macrophage, ípapho-
cyte and neuírophíl cells.* Furthermore, lEN-t also 
regulares a ntmiber of functions of non immune cells, 
such as endothelial cells, neurons and astrocytes.*-̂  

Previous in vitro studies carried out in a mmiber of cell 
lines have demonstrated that both lype I interferons and 
IFN-Y affect metdlothionein-I+II (NTr-I+II) ^mthesis.s-» 
Mis are a family of low molecular weight, cysteine-ridí, 
heavy metal-binding proteins."-" To date, several isoforms 
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have been characterized in mammak; MT-I and MT-II are 
expressed virtualty in all tissues, and MT-III (or growth 
inhibitoiy faaor) and MT-IV are expressed spedficaHy in 
the brain"-" and keratinizing epithelia," respectively. 
Whereas the biochemical and molecular properties of 
this fainlly of proteins are known and well 
documented,"" the physiological function(s) of MT 
remains to be fully chararterized. To gain insight about 
which medianisms are important for controlling MT 
synthesis in vivo is, therefore, essential for under-
standing the putative roles of these proteins. In the 
present report, we have studied the role of I F N - y on Hver 
and brain MT-I+n response to two major inducers of 
these proteins, stress and IPS,'*"^* by means of the 
tmique approach of using mice with targeted disruption 
of the IFN-t receptor gene.^' The results demónstrate that 
in vivo IFN-̂  exerts a rather negativa effect on the signáis 
activated by LPS involved in MT-I+II regulation, whereas 
a prominent role on MT regulation during stress is 
imlíkely. The results also indícate a significant effect of 
IFN-̂  functional defidency on brain MT-I but not MF-III 
mRNA levéis in specjfic brain áreas. 

well as in the following brain áreas (standard dissection): 
hypothalamus, cerebellmn, meduBa+pons, hippocampus 
and remaining brain. Por stressing, the mice were 
immobihzed by enclosing them in a wtapping of metaHic 
net for 4 and 18 h and then küled alongside unstressed 
(basal) animáis. LPS (lipopolysaccharide from Esdherichia 
coli 0I27:B8) was purchased from Sigma (St Louis, MO, 
USA) and injected intraperitoneally (1 mg/kg, in saline) 
18 h before saciificed. We also measured hepatic MT-I 
mRNA levéis in the basal and 4 h stressed mice. 

mRNA Isoiation and analysis 

Livers were removed and immediately snap-frozen in 
liquid n i t r o g e i L Mouse MT-I mRNA levéis were analyzed 

dot-blot as previously described^^ using as probé the 
cDNA generously provided by Dr R.D. Palmiter 
(University of Washington, Seattle, WA, USA). A ractin 
probé (cDNA generously provided by Dr A. Boronaí, 
University o f Barcelona, through Dr X Aviles, 
Autonomous University of Barcelona) was used to 
normaMze the MT-I mRNA. 

M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 

Production of IFN-'vR^ deficient mice 

Mice geneticalfy deñcient for IFN-t receptor function 
PN-7R-'-) ft5rovided by CeB Genesys Inc., Foster City, CA, 
USA) were generated b y gene targeting as described 
previously.̂ '' The presence of the mutation in these mice 
was conftaned by Southern blot analysis of DNA from 
tafl biopsies and the loss of function verified by 
meastmng IFN-^mediated up-regulation of MHC dass I 
and class II antigens in peritoneal macrophages (data not 
shown). As Controls, we used the wild-type strains, 
C57BL/6 0ackson, Germany) and 129/Sv and mice 
C57BL/6 X 129/Sv (the two latter kindly provided 
Biological Research Lab. Ltd, Basel, Switzerland, through 
Dr Horst Bluethman, F. Hoffitnaim-La Roche Ltd, Basel, 
Switzerland). Animáis were used for the.e^riments at 
the age of 8-9 weeks. 

Maintenance of the animáis 

All mice were housed individually and maintained imder 
standard laboratoiy conditior^ flíghís on from 07:30 to 
19:30, temperature 22°C, food and water provided ad 
libitum) for at least 1 week before starting experiments. 

Effect of stress and lipopolysaccharide 

We studied the effect of immobilization stress and 
bacterial LPS on total MI-I+II protein levéis in the liver as 

MT protein assay 

MT levéis were measured by radioimmunoassay (RÍA) as 
described previously '̂ uang a polyclonal antibody which 
cross-reacts with rat MT-I and MT-II but not with MT-IIL 
We have also observed cíoss-reaction with mouse MT-I 
and MT-II. The brains were dissected, homogenized and 
assayed by RÍA on the same day, which is essential for 
obtaining comparable results. 

/n sttu hybrldizatlon analysis of brain MT-I and MT-IH 
mRNA levéis 

Brain MT-I and MT-III mRNA levéis were assayed in 
control, imstressed C57BL/6 and IFN-^-'- mice by in situ 
hybridization. The animáis were killed and their brains 
removed, frozen and stored at -80°C. Serial coronal 
sections (20 jun in thlckness) were obtained from the 
frozen brains with a cryostat and moimted on slides 
coated with poly-L-lysine, which were then maintained at 
-80°C until the day of analysis. 

For MT-I mRNA studies, we used the same mouse 
cDNA stated above. For MT-ni mRNA studies, and in 
order to avoid cross-hybridization with MT-I and MT-n 
mRNAs, we have used a spedfic DNA firagment of 153 bp 
that contains the coding región for the terminal 15 
aminoácids and the 3' untranslated región until the poly 
G stretch of MT-III mRNA (generously provided by Dr G. 
K Andrews, Department of Biochemistry, Kansas City, 
KS, USA). Both the MT-I and MT-in cDNAs were labeUed 
with P^S]-a-UIjP using an SP6/T7 transcription kit 
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BoM AIP, CTP and GIP, 2.4 |d of 0.1 mM cold ÜIP, 2 ni of 
pssf̂ x-UTP (20 vlO/iú) (Ametúmm), 0.8 fd of SNase free 
HjO and 1 jd of RNA polymerase (17 RNA potymerase for 
antisense probes, SP6 SNA polymerase for sense probes), 
at 37°C for 30 min. After the transcription process, the 
DNA. was digested by adding í[doí DNase and incubatíng 
for 30 min at STC. After DNAse íreatment, the RNA was 
extracted with phenol and phenolrchlorofonndsoanyl 
alcohol (25:24:1). The npper píútse (200 (d) was recovered 
and incubated ovemight with 1 ni of ttttíA (10 mg/ml), 10 
pl of 3 M sodium acétate and 500 pl of 100% ethanol to 
precipitate the RNA After centrifugatíon, the predpitated 
probé was dissolved in 50 JJ I of RNAse &ee H ^ O . In situ 
hybridization was performed using procedures described 
"by Yuguchi et al̂ '' with some modifications: the sections 
were incubated with 0.1 N HQ instead of proteinase K, 
and RNAse at 10 ng/ml instead of 1 jig/ml was used to 
digest the free probé. The concentration of ptobe used was 
approximatefy 1 x 10** dpm/90 jil/slide. Autoradio^phy 
was perfonned e^sing the fOm Pyperfilm-MP, 
Amersham) to the slides for several days. All sections to be 
compaied were prepared simultaneously and e2q)osed to 
the same autoradiographic film MT-I or M T - i n mRNA 
levéis were semiquantítatívely determined in 4 sections 
per brain área and animal, hj' measuring the optical 
densitíes and the number of pixels to defined áreas wiih a 
Leica Q 500 M C system. The MT-I and MT-m mRNA 
valúes shown ate ê ressed in arbitiary imits (number of 
pixels X optícal density). 

Statistical analysis 

Results were analyzed with the Student í-test or one-w^ 
ANOVA and the SNK procedure, dependhig on the 
number of groups analyzed. 

F i g . 1 Effect of immobilization stress a n d L P S injection on liver 
MT-l m R N A {ratio versus art in m R N A . top) a n d MT-(1+II) ( n g M T / g 
tissue, bottom) levéis. Results are memí ± S E (n=5-8) . M T - l 
m R N A levéis were sigrjificantly increased by stress, but I F N -^R- ' -
mice did not respond differertiy to their controls. l n agreement with 
the MT- l m R N A data. MT-I+l l total protein was also significantly 
increased by stress, a n d again I F N - T R - ^ mice did not respond " 
differently to their controls. ln contrast, these mice significantly 
responded more than two of their controls when they were 
challenged with LPS: (filled triangles) P a t least < O.OS vs basa l 
mice; (stars) P < 0 ,05 v s LPS-injected C 5 7 B L / 6 a n d C 5 7 8 L / 6 x 
129/Sy mice. 

(Boehringer Mannheim, Maimheim, Germany). In brief, 
the DNA was lineaiized by digestión with restriction 
endonudeases pmd III to antísense piobes and Xho I to 
sense probes). Ofthe hneaiized DNA (0.5 ng/pl), 6 (il was 
incubated with 2 pl of transcription buffer, 2 pl of 100 
mM dithiothreitol, 0.8 pl of RNase inhibitor, 1 pl of 10 

R E S U L T S 

Hepatic MT-(i+ll) induction by stress and LPS in 
C57BÍ/6,129/Sv, C57BV6-12aSv and IFN-yfl-^ mice 

Figure 1 shows the Uver data. Liver MT-I mRNA levéis 
were significantly (P< 0.05) increased by immobilization 
stress in all strahis studied; MT-I mSNA levéis of IPN-̂ R-'-
mice were not sipjificantfy difierent from those of the 
three control strains used. In agreement with MT-l mRNA 
data, total MT-I-t-II protein levéis were strongty increased 
by 18 h of immobilization stress and the response was 
not different in IFN-7R"'~ mice, clearly suggesting a 
correlation between gene transcription and protein 
levéis. These results suggest that a role of IFN-y for a 
normal liver MT response to stress is highly tmlíkety. 

Ihe effect of IPS on MT-WI protein levéis is also 
shown in Figure 1. IPS úiaeased MT-WI protein levéis 

© Harcouit Brace & Co. Lid 1997 Journal of Enáotoxin Research (1997)4(5), 363~370 



108 Treball 4 

3 6 6 J Hemández, J Carrasco, M L Arbonés, J Hidalgo 

s i g n i f i c a n t l y {P < 0.05) i n all the strams studied. I n 
contrast to the above results vvitli immobiüi'ation stress, 
hepatic MT-I+n protein levéis of IFN-yR-- mice after LPS 
admiiii.'ítration were significantly increa.sed versus those 

BRAIN ÁREAS 

^2Zm 129/Sv 

Fig. 2 Effect of Immobiiization stress a n d LPS on MT-l+ll levéis Cff 
specific brain áreas. The braíns were removed immadiately a f t e r 
killing t h e mice a n d were frozen at - B C C . Later, tfie a r M S were 
dissected and processed the same day of the MT assay. Results 
ars m e a n ± SE. The number of animáis p e r group 
(C57BU6;129/Sv; IFN-t«^) were as foitows: tíasal mioe, 4;2;6. 
stressed mice, 8;5;5, endotoxin-injeoted mice, 8;5;6. Stress tended 
t o incMBase MT-i+ll levéis in all b r a i n áreas, although statistical 
significances were obtained only in the cerebellum, medulla+pons 
and hippocampus (P< 0 .05) . IFN-'yR^- mice did not respond 
differently to their controls. In contrast, LPS increased iVIT-l+ll 
levéis in all brain áreas studied. In agreement with the liver results, 
IFN-yR^ mice tended to respomJ more to LPS than t h e i r controls. 
(Fllled triangles) P< 0.05 vs basal mice; {one star) P < 0.05 vs 
C57BL/6 and 129/Sv mioe; (two stars) P < 0.05 vs C57BU6 b u t not 
129/Sv mice. 

of two control strains, C57BL/6 and C57BL/6 x 129/Sv, 
and tended to versus the 129/Sv mice. Unfortunately, the 
number of mice available was Kmited, which precluded 
an increase in tlie size of the groups to study the MT' 
mRNA levéis 4 h after LPS as well. It was clear, however, 
that the three strains of control mice responded similarly 
to LPS, and that if IFN~7R-'- mice are compared 
statistically with the three control mice poded, a highly 
sigíiificant (P< 0.005) difference is obtained. 

Brain MT-{i+!i) induction by stress and LPS in C57B1/6, 
129/Sv, and IFN-yR-'- mies 

Figure 2 showTí the brain MT-I+II protein data. Immobü-
ization stress tended to increase MT-I+II levéis in all brain 
áreas, this effea being statisticallj'- significant m 
cerebellum, medulla+pons and hippocampus {P < 0.05). 
However, brain íVn-I+II response to stress of IFN--yR-'~ mice 
was comparable to that of control mice and, therefore, a 
role for IFN-y on brain í»rr-I+n response to sü-ess is 
unlikeiy, in agreement with the Hver data. Figure 2 also 
shows the effect of LPS on MT - I+I I levéis as measured 18 h 
after its admini-síration. As expected, a general, significant 
effect of LPS was observed in all straiiis in aH the brain 
áreas studied. In contrast to during tiie stress response, 
IFN-yR deficiency increased significantly MT-I+II response 
to LPS in medulla plus pons (P < 0.05) and hippocampus 
(significant compared to C57B1/6 but not to 129/.Sv mice), 
a i 5 d tended to in hj-pcthalamus and cerebellum, but not in 
the remaining brain (cortex). Thus, again, in agreement 
vmh. tlie liver data, the absence of physiological actions of 
I F N - t in I F N - ^ - ' - mice enhanced the effect of LPS on MT-
I + I I levéis of some brain áreas. 

In situ hybridization anaíysis of brain MT4 and MT-lll 
mRNA levéis of C57BI/6 and IFN-yR-'- mice 

Representative autoradiographies for MI-I and MT-III 
rnSNA are .shô 'vn in Figure 3. Measurements were carried 

Tabíe In SÍUJ hybridization anaiyas of btain MT-I and MT-lll mRN/te of control and ¡FN-^R^ mice 

MT-I MT-lll 
C5-mU6 IFN-tR^ C57BL/6 I P N - f ^ 

CAÍ 121:1 11 * 4 S8±48 50±2 
CA2 121 ±23 1 3 4 * 1 9 1S0±67 205 ± 29 
CA3 26.7 ±2.3 27.5 ±1.4 77±20 106 ±15 
Dentate gyrus 97 ±23 191 ±46* 1 7 5 * 2 1 240 ± 30 
Lacunosum moleeulare 83 ±27 59±33 107 ±9 1 0 1 * 1 8 
Habenula 213 ±17 131 * 34- 5 7 * 1 . 3 56.2 s 3.6 
Retrosplenial cortex 45±20 71 * 41 4 2 * 1 8 32 ± a 
Parietal cortex 84 ±13 80 ±24 38 ±18 41 ±11 
Ependimal cells 4 2 1 * 4 8 537 ±61 6 8 . 2 * 6 . 3 57.5 ±4,6 
Hypothalamus 138±51 240±94 4 6 * 9 ^ SB±n 

MT-I and MT-lll levéis were measured in the specific brain áreas stated. The results shown are the nrtean * SE (n = 3-4). * P < 0.05 vs 
C57BL«mi». 
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M T - I M T - I I I 

Fig. 3 Representative in situ hybridization results In sections fronn ttie cerebrum of 0 5 7 8 1 7 6 and IFN-7f1-^ (IFN"^) for botti MT-I and MT-l l l 
m R N A . T h e sense probes produced a very weak signa! compared with the antisense MT-1 and MT-l l l probes. An intense hybridization of the 
MT-lll protie to pyramidal neurons of the hippocampus in the C A 1 - C A 3 regions as well as granule cells of the dentate gyrus was observed, 
whereas MT-I expression w a s conspicuously absent in all but the CAS neurons. 

out in specifíc brain áreas of control, unstressed mice 
which are shown in the Table. The functional defidency of 
EFN-7 signifícantiy {P< 0.05) afi'ected MT-I mRNA levéis in 
the hippocampal dentate gyrus área (increasing) and the 
habenula (decreasing) but not in the remaining brain 
áreas studied. In contrast, MT-in mRNA levéis were not 
signifícantiy affected in any of the brain áreas analyzed 

D I S C U S S I O N 

Stress and LPS (endotoxin) are major inducers of M T - I -H I I 
synthesis .The factors mediating the effea of these 
inducers are still a matter of investigaticm. Although it has 
long been speculated that glucocorticoids could be 
mediating üver MT response to stress, the results for the 
rat are rather contradiaory,'* whereas for the mouse these 
hormones could be important (Hernández et al, 
submitted). Other factors, such as catecholamines and 
endogenous opioids, do not appear to be important."'̂ '' A 

group of factors that could be involved are the cjrtokines, 
proteins which carry out essential functions in the 
immune system but that also affect physiological 
functions of other cells."-̂ ' It is now dear that cytokines, 
such as IL-6 or IFN-7, are afferted by acute stress^ "̂" and, 
therefore, they are putative mediating faaors of MT-I+II 
response to stress. Regarding LPS, the published literature 
suggests that some C3r tok ines cotild be mediating 
factors,̂ "'̂ ' but which cytokines are actually involved 
remains imknown. LPS causes a plethora of changes of 
many cytokines induding IL-1, IL-6, TNFa and IFN-
a,p,Y,'"'5 aH of which are known to affect each other's 
synthesiŝ '̂ -̂" and to be inducers of Ml-I-t-II ísoíoitds?°^^^^ 
However, these stadies have been carried out in vitro or 
after administering the cytokines exogenously, approaches 
which might not be physiologically relevant In this report, 
we have studied the role of IFN-̂  on MT-I+II regulation by 
the unique approach of using mice carrying a nuil 
mutation of the IFN-7 receptor 
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Ihe eífect of stress on liver MT synthesis has been 
loQown for many years,'*'*-̂ '-*^"*' although most studies 
were carried ouí in rats. Stress clearly increased liver MT 
synthesis in mice, a process which likely involves 
increased gene transcription as suggested by the MT-I 
mRNA data. Hie liver MT response to stress was very 
similar in the three control strains used, indicating that 
their different genetic badspotmd did not have a great 
eífect on MT regulation, Both the basal levéis and the 
hepatic MT response to stress were unaffected by the 
absence of functional IFN-7, since both the iMT-I 
transcripts and the total MT-I+H protein levéis of IFN-
yR"'- mice were not different from those of control mice. 
An effea of functional IFN-y deficiency on MT regulation 
might be expected since it is known that stress reduces 
IFN-^ production^ and that this cytokine increases MT 
levéis in a nmnber of cell lines.*"'° However, we have 
shown previously *̂ that MT-I+II levéis in cultiured rat 
hepatocytes are modestfy affeaed by IFN-t in a rather 
biphasic manner and that, furthermore, glucocorticoids 
modulate the efect of IFN-y. Obviously the scenaiio in 
vivo is much more complicated, but the present results 
demónstrate, nevertheless, that a prominent role of IFN-y 
on Hver MT regulation in basal and stress conditions is 
highlytmlikely. 

Tlie r^ialts in the biaia were in a^eemení with those 
in the liver. Stress has been shown to increase brain MT-
I+II levéis in rats'«->«2,2«s ^ ^lese experiments in 
mice, a general trend for inaeased brain MT-I+II levéis 
was again observed (see Hidalgo et al" for further 
discussion). However, the functional deficiency of IFN-y 
did not affect brain MT-l+II response to stress, a^in 
indicating that a prominent role of IFN-y on MT-I+II 
regulation during stress is unükely. Prellminaíy results 
with in sita hybridization analysis of MT-I mRNA agree 
weH with these MT-I+II protein results (unpublished 
observations), Whether or not this cytokine wül 
particípate in MT induction by stress in other tissues 
remain ío be estabBshed. 

A different pattem emeiged when síu^ring Mver and 
brain MT-I+II response to IPS. to both tissues, LPS has 
been demonstrated to increase MT-I+II e^ression^"'̂ * 
and, accordingly, significant increases of total MT-I+II 
protein levéis were observed in the liver and in most 
brain áreas and mouse strains. It is generally asamied 
that LPS induction of MT synthesis is caused by the 
reléase of cytoldnes by IPS-activated immune cells. IFN-
Y is one of the cytokines released by LPS'' and, therefore, 
the use of mice carrying a nuil mutation for the receptor 
of IFN-y is a umque approach for determining the 
importance of this cytokine on MT induction hy IPS. The 
results demoiBtrate that IFN-^-^" mice have an 
enhanced response to IPS as far as MT-I+II is concemed, 
both In the liver and in most brain áreas studied, with 

tíie notable exception o f tíie cortex We must 
acknowledge, however, that statistical signiñcances were 
obtained only in the liver, medulla plus pons and 
hippocampus. Particularly in the brain, the differences 
observed were small, and further smdies using other 
espetimental apprcadies sudí as ín siiu hybridization are 
írarranted, especially because it is the oxify way at present 
to study the brain specific isoform, MT-III (see below). 
Nevertheless, the overall impression is that MT-I+II 
tended to respond more to LPS in IFN-yR"'" mice than in 
the control strains and that, therefore, IFN-y exerts an 
inhibitory effea on the sigaaling pathways activated hy 
LPS wbiái are engaged in MT-I+II re^dation. This is in 
contrast to results obtained in IL-6-'- mice, which show a 
decreced liver and brain MT-I+II response to IPS 
(impubMied data); the latter is consistent with the results 
obtained in the GFAP-IL6 mice, which have targeted 
espression of lL-6 to astrocytes, and that show a strong 
upregulation o f MT-I+IL* Therefore, specific roles o f the 
different pro-ioflammatoíy cytoldnes on MI regulation 
may be e:^cted. Ftirther studies wiH be needed t o 
diaracterize these pathwa^, a huge problem given the 
extremely complex regulation and overlapping ñmctíons 
of the signaling molecules elidted by LPS.'"^ We have 
investígated the putative role of glucocorticoids, since it 
has been described that IFN-y affects the actívüy of the 
pituitary-adrenal ass'*'" and tibese hormones are MT 
inducers.'*-*̂  The results (data not shown) indicated that 
drculatíng corticosterone did not differ either during 
stress or after IPS in IFN-^-^- mice compared to the three 
control stcmns, Consequently, glucocorticoids were not 
responsible for the observed diferences. It is notewortity 
to mention here that LPS induction of IWT is independent 
of metáis and glucocorticoids." 

Finally, we have carried out an tn situ hybridization 
analysis of JVTT-I and MT-III mRNAs of control, tmstressed 
IFN-^-'- mice, which allowed tas to determine more 
predsefy brain area-qjedfic effects o f IFN-y fimctional 
deficiency. The well-known different pattem of 
Itybridization o f the MT-I and MT-III probes described by 
Masteis et al** was obtained, indicating that the results 
were reliable. The results for MT-I mRNA demonstrated a 
good agreemem with the previous MT-I+II protein levéis 
measured in tissue homogenates. However, signifirant 
differences between IFN-^"^" and ccotrol mice were 
identified in the dentate gyras and the habenula. In 
contrast, no effect of IFN-^ deficiency was observed on 
MI-III mRNA levéis. Very little is known of the regulation 
and putative functions of this brain spedflc isoform, but 
most previous data suggest that MT-III is basisrfly 
imresponáve to factors which piofoundiy affea MT-I 
regulation.** The present results are in line with the 
p i B v i o u s feídings, at least in control, unstressed mice 
Further e:!q)eriments using in situ hybridization anafysis 
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are vrarranted to diaracterize the stress and infiammatoty 
MT responses in fee brain. 

In summaiy, the results with ÍFN-iSr'' mice demón
strate for the first time that IFN-7 has a role in vivo on the 
control of liver and brain MT-I+II levéis but, in contrast 
to what mi^t be expected írom previous studies, the 
overali effect is inhibitoiy rather than stimulatory. Ihis 
effect occuis in the context of the inflammatoiy response 
elidted by IPS, but not in other scenarios sudí as in basal 
and stress conditions. 
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