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INTRODUCCION

1.1 CARTILAGO DE CRECIMIENTO

El crecimiento longitudinal éseo precisa el proceso de osificacion endocondral que
tiene lugar en el cartilago de crecimiento, en el cual primero se forma cartilago y
después éste se osifica. El cartilago de crecimiento es una estructura altamente
organizada situada entre la epifisis y la metafisis Oseas en el extremo distal de los
huesos largos. Estd formado por un Unico tipo celular, los condrocitos, que derivan del

mismo precursor pluripotencial que miocitos, adipocitos y osteoblastos (Figura 1).
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Figura 1. Los condrocitos se diferencian a partir del mismo progenitor
mesenquimal que miocitos, adipocitos y osteoblastos [Harada S, Rodan
GA. Nature (2003) 423:349-3585].

Los condrocitos, en el cartilago de crecimiento, se encuentran en diferentes estados
de diferenciacion, de manera que los mas inmaduros son los mas alejados del hueso y
los mas maduros o hipertroéficos son los mas proximos al hueso. En el cartilago de
crecimiento se diferencian varias zonas' (Figura 2):

» zona de reserva: esta zona es la mas cercana a la epifisis y esta formada por

condrocitos de pequefio tamafio e inmaduros, con capacidad para responder a
factores que estimulan la multiplicacion celular. Se ha demostrado
recientemente que estas células son cruciales para la orientacion de las

columnas de los condrocitos subyacentes y, por lo tanto, del crecimiento
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6seo unidireccional, seguramente debido a la secrecion de un factor
orientador del cartilago de crecimiento®.

zona proliferativa: en esta zona rica en matriz, los condrocitos sufren

divisiones celulares en direccion longitudinal y se organizan en forma de
columna. Sintetizan cantidades sustanciales de proteinas de matriz
extracelular, las cuales son esenciales para la estuctura de la matriz del
cartilago de crecimiento.

zona de maduracién: a partir de un nimero finito de divisiones o por

cambios en la exposicion a factores de crecimiento locales, los condrocitos
proliferativos van perdiendo la capacitad de division y se diferencian hasta
convertirse en prehipertroficos, coincidiendo con un incremento de su
tamano.

zona hipertréfica v degenerativa: en esta zona los condrocitos son

hipertroficos, con forma redondeada, comienzan a lisarse y las hidrolasas
liberadas al medio reabsorben la matriz previamente formada. Al mismo
tiempo sintetizan enzimas con actividad fosfatasa alcalina, se forman
vesiculas extracelulares en la matriz y se inicia el proceso de mineralizacion.
La matriz mineralizada es invadida por vasos sanguineos y células
osteoprogenitoras, dando lugar a nuevo hueso que es remodelado por la
accion de los osteoblastos y osteoclastos, produciéndose el crecimiento

logitudinal del hueso adyacente.

*,. %% * }LZONA DE RESERVA
ZONA DE PROLIFERACION

112.% 200 ) } ZONA DE MADURACION
525550 291 [ ZONA HIPERTROFICA

ZONA DE CALCIFICACION

*HUESO NEOFORMADO

Figura 2. Diferentes zonas del cartilago de crecimiento.
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En el proceso de osificacion endocondral los condrocitos proliferan y se diferencian
en células sintetizadoras de matriz extracelular, como el colageno tipo 2. Los
condrocitos hipertréficos pierden la capacidad de sintetizar colageno tipo 2 y, en
cambio, sintetizan coldgeno tipo 10. Finalmente, los condrocitos hipertroficos sufren
una muerte celular programada (apoptosis)™*. El proceso apoptotico esta regulado, entre
otros factores, por niveles intracelulares elevados de calcio (que permiten la activacion
de proteasas, lipasas y nucleasas), por el 4cido retinoico y por la vitamina D (VitD). En
particular, la deficiencia de VitD, que provoca el raquitismo infantil, se asocia con una
deficiencia en la calcificacion y la vasculariacion, dando lugar a una disminucion de la
formacion osea del cartilago de crecimiento, fenomeno que ha sido observado en el
raton raquitico™®. Los condrocitos, al morir por apoptosis, liberan al medio extracelular
gran cantidad de hidrolasas que inician la resorcion de la matriz extracelular y, junto
con las fosfatasas alcalinas almacenadas en las vesiculas de la matriz, se inicia el
proceso de mineralizacion. El frente de mineralizacion es invadido por vasos sanguineos
y cé¢lulas osteoprogenitoras que sintetizan una matriz rica en coladgeno tipo 1 propia del
hueso’.

La proliferacion, la diferenciacion y la mineralizacion son fendémenos que progresan
de forma sincrdnica y a ritmos que varian de unas €pocas a otras de la vida en relacion
con el crecimiento en longitud del esqueleto 6seo, siendo muy intensas durante el
desarrollo fetal y los primeros afios de vida. Los condrocitos pierden progresivamente
su capacidad de multiplicarse, asi como de sintetizar matriz extracelular, que se
mineraliza mas rapidamente hasta la desaparicion del cartilago de crecimiento al
finalizar el crecimiento y alcanzar la talla adulta. En este momento, la desaparicion de
los condrocitos de la zona de reserva puede considerarse total desde un punto de vista
funcional, aunque no desde un punto de vista anatémico, ya que persiste una pequena
capa de células en reposo que en condiciones patologicas pueden multiplicarse y formar
nuevo hueso.

En definitiva, el crecimiento longitudinal 6seo tiene lugar a través de las siguientes
etapas:

- condicionamiento de los condrocitos de la zona de reserva a proliferar

- proliferacion condrocitica

- hipertrofia de los condrocitos y produccion de componentes de la matriz
- apoptosis de condrocitos hipertréficos

- invasion de vasos sanguineos y resorcion del cartilago
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- neoformacion Osea

La diferenciacion fenotipica y funcional de los condrocitos de las diferentes zonas
del cartilago estd regulada por hormonas, por factores de crecimiento sistémicos y
locales y por factores de transcripcion, entre los cuales SOX9 (SRY-box9) y CBFALI
(core-binding factor, runt domain, alpha subunit 1) juegan un papel fundamental®'°. Se
ha demostrado que SOX9 regula la tasa de diferenciacion condrocitica a hipertrofia
controlando la expresion de una serie de genes especificos de cartilago como coldgeno
tipo 2 A1 (COL2A1), coldgeno tipo 9 A2 (COL9A?2), colageno tipo 11 A1 (COL11A1)

y aggrecan™'"'%. Por otro lado, CBFA1 es necesario para la diferenciacion de los

osteoblastos!* !

y puede jugar un papel primordial en la maduracion condrocitica
durante el proceso de osificacion endocondral'®'®, Actiia como factor de transcripcion y
puede inducir la expresion de metaloproteinasas, como MMP-13""?°, las cuales se ha
demostrado que participan en el proceso de osificacion®'.

Los condrocitos de la zona de reserva expresan varios factores de crecimiento que
por un mecanismo auto/paracrino regulan su diferenciacion a células mas maduras.
Algunos, como el FGF-2 (fibroblast growth factor-2) estimulan su proliferacion e
inhiben la diferenciacion a condrocitos hipertroficos. Otros, como los TGF-
B (transforming growth factor-p) , estimulan el proceso de diferenciacion. Es conocido
que la PTH (parathyroid hormone) y la hormona de crecimiento (GH) estimulan la
proliferacion de los condrocitos en la zona de reserva de una forma directa; éstos,
también por accion de la GH, sintetizarian IGFs (insulin-like growth factors) e IGFBPs
(insulin-like growth factor binding proteins) que regularian la diferenciacion celular y
estimularian la sintesis de colageno y otras moléculas de la matriz. Otras hormonas,
entre ellas las tiroideas y los esteroides gonadales estimularian el proceso de

maduracion hacia condrocitos hipertroficos y la mineralizacion™™".

1.2 REGULACION HORMONAL DEL CARTILAGO DE CRECIMIENTO

En el transcurso de los Ultimos afios numerosos estudios en modelos animales de
experimentacion, estudios in vitro en cultivos celulares y datos obtenidos a partir de
observaciones clinicas han permitido conocer parte de la compleja regulacion del

proceso de crecimiento y mineralizacion del esqueleto.
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Las principales hormonas y factores de crecimiento sistémicos que regulan el
crecimiento longitudinal 6seo durante la infancia son GH e IGF-I y hormonas tiroideas
(T3 y T4), mientras que durante la pubertad las hormonas sexuales (androgenos y
estrogenos) son las que modulan los efectos de las anteriores hormonas durante el pico
de crecimiento puberal y su ulterior finalizacion. Para muchas hormonas los efectos
sobre el crecimiento longitudinal y la talla final han sido descritos, pero muchos de los

mecanismos moleculares implicados todavia permanecen sin esclarecer.

1.2.1 Sistema GH-IGF-I

Antes del nacimiento, el IGF-I y el IGF-II asi como la insulina son considerados
como los principales reguladores del crecimiento esquelético de forma, en gran parte,
independiente de la GH. En la deficiencia congénita de GH, la talla al nacer esta
ligeramente disminuida, mientras que un nifio descrito con deficiencia congénita de
IGF-I tenia una talla al nacer severamente disminuida®>. Después del nacimiento, la GH
es un importante modulador del crecimiento longitudinal éseo y, junto con el IGF-I,
tiene un papel importante en el eje hipotalamo-hipofisis-cartilago de crecimiento. La
secrecion de GH por la hipdfisis estd controlada por la actividad de GHRH (growth
hormone releasing hormone) y de la somatostatina, los cuales son liberados por el
hipotdlamo. Con el descubrimiento de la ghrelina, el ligando enddgeno con acciones
similares al segretagogo sintético de GH (GHS), y de su receptor (GHSR), ha surgido
una nueva dimension fisiolégica en cuanto a la regulacion de la secrecion de GH?. A
pesar de la complejidad, parece claro que GHS actta sinergisticamente con GHRH en la
liberacion de GH*. La GH es segregada de un modo pulsatil. Los adenomas
hipofisarios durante la infancia o en la edad adulta provocan un incremento en la
secrecion de GH, dando lugar al gigantismo hipofisario o a la acromegalia,
respectivamente® . Por el contrario, defectos en la formacién de las células secretoras
de GH (por ejemplo, por mutaciones en Prop-1 o Pit-1), en la sintesis o liberacion de
GH (por ejemplo, por mutaciones en GHRH-receptor, deleciones de gen GH1 y otras
formas de deficiencia de GH), o la insensibilidad a la GH (incluyendo defectos en el
receptor de GH (GHR), delecion de IGF-I y mutaciones en el receptor de IGF-I [IGF-

. 37-40
IR]) provocan un enanismo severo™' .

10
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La GH actta en sus tejidos diana directamente o a través de dos intermediarios:
IGF-I e IGF-II. Los modelos animales han demostrado que el IGF-II es esencial para el
crecimiento embrionario normal®', mientras que el IGF-I es un ligando que tiene
funciones continuas durante el desarrollo y la edad adulta®. El papel del IGF-II después
del nacimiento permanece sin esclarecer. Existen numerosas evidencias de que ambos
IGFs tienen un Gnico y complementario papel en la regulacion del crecimiento dseo™.
De acuerdo con la hipétesis de la somatomedina de Salmon y Daughaday™ del afio
1957, la GH estimula la sintesis de somatomedina (IGF-I) en el higado, el cual, a su
vez, activa la proliferacion de los condrocitos en el cartilago de crecimiento. Sin
embargo, a mediados de los 80s los resultados obtenidos a partir de diferentes estudios
cambiaron esta vision. Estos estudios demostraron que la inyeccion local de GH en el
cartilago de crecimiento de tibia de rata estimulaba el crecimiento longitudinal®, de
manera que se establecio la hipotesis del efector-dual. Esta hipotesis propone que la GH
estimula tanto la produccion hepatica de IGF-I como actia directamente sobre el
cartilago de crecimiento incrementando el condicionamiento de los condrocitos de la
zona de reserva y la produccion local de IGF-I***. Otros trabajos demostraron que en
condrocitos de cartilago de crecimiento humano y de conejo se expresaba GHR, hecho
que concordaria con la teoria de los efectos directos de la GH en el cartilago de

crecimiento”™!.

Otro hallazgo interesante fue que la administracion de GH
incrementaba el diametro de la zona de reserva en ratones deficientes de IGF-I,
confirmando un papel directo de la GH en el cartilago de crecimiento’>.

Ademas de la GH, el IGF-I juega un papel importante en el crecimiento longitudinal
6seo durante la vida pre y postnatal ya que el raton knock-out (KO) para IGF-I presenta

42,53

enanismo ", y un paciente con una delecion homozigota de IGF-I presenta talla baja

extrema®>. El tratamiento con GH no tiene ningun efecto sobre el crecimiento
longitudinal y el peso del cuerpo en ratones y humanos deficientes en el gen IGF-I ***,
Se han generado ratones con el gen GHR inactivado, un potencial modelo del sindrome
de Laron, y un raton doble KO para GHR e IGF-I">*°. Se ha observado que los ratones
doble mutantes GHR/IGF-I eran mas pequenios que los mutantes simples GHR o IGF-I,
indicando que tanto GH como IGF-I contribuyen significativamente al crecimiento
longitudinal. Estudios en estos ratones han demostrado que el IGF-I es el mayor
determinante tanto del crecimiento embrionario como postnatal y que la expresion de

IGF-I esta modulada por la GH en el periodo postnatal®**°. Mohan et al.”’, utilizando

ratones KO IGF-I y ratones KO IGF-II asi como ratones lit/lit deficientes en GH,
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mostraron que GH/IGF-I pero no IGF-II eran criticos para el crecimiento 6seo inducido
durante la pubertad. Ademas, se ha demostrado que, durante la prepubertad, el efecto
del IGF-I sobre la aposicion 6sea se produce a través de mecanismos dependientes de
GH, mientras que, durante la pubertad, el IGF-I tendria efectos tanto dependientes como
independientes de GH'.

Numerosos estudios han intentado esclarecer la contribucion relativa del IGF-I
sistétmico y la del IGF-I producido localmente en relaciéon al crecimiento. Se ha
generado un ratoén con delecion del gen IGF-I hepatico, en el que los niveles de RNA
mensajero (mMRNA) para IGF-I eran menores del 1% respecto a los niveles en los
animales normales®. Estos ratones tenian una mayor reduccion de los niveles séricos de
IGF-I a lo esperado (20-25% del normal), pero sorprendentemente presentaban una tasa
de crecimiento similar a la de los ratones normales y sus niveles de GH estaban

. 0
incrementados™®°.

Basandose en estos hallazgos, se propuso la “hipotesis
somatomedina 2001, segtn la cual el higado fue excluido del eje somatotropico®. Sin
embargo, este modelo puede ser cuestionado por el hecho de que los niveles séricos de
IGFBPs también estan disminuidos en el raton KO para el IGF-I hepatico, de manera
que no tiene lugar una reduccién de los niveles circulantes de IGF-I libre®'. Ademés, un
20% de los niveles normales de IGF-I parece representar el umbral necesario para el
crecimiento normal del hueso, ya que en ratones KO para el gen GHR los estrogenos
recuperaban los niveles del IGF-I sérico a un 20% respecto a los niveles normales y se
recuperaba el crecimiento®. Sin embargo, la disminucién de los niveles séricos de IGF-I
al 10% respecto al normal, que tiene lugar en ratones doble mutantes para el IGF-I
hepatico y la subunidad acido labil (ALS), produce una reduccion importante del

crecimiento®, demostrando claramente la importancia del IGF-I circulante en este

contexto.

Algunos trabajos han demostrado expresion de IGF-II pero no de IGF-I en
condrocitos del cartilago de crecimiento®® . LeRoith et al.* propusieron un mecanismo
segun el cual el IGF-II, controlado por la GH, estaria implicado en la regulacion de la
proliferacion de los condrocitos, mientras que el IGF-I seria responsable de la
diferenciacion condrocitica. Sin embargo, existe controversia acerca de la localizacion
del IGF-I en el cartilago de crecimiento. Los mRNA de IGF-I e IGF-II se han localizado
en condrocitos hipertroficos de ratones postnatales®, pero en cartilago de crecimiento

de vacas fetales se ha detectado mayor expresion de ambos mRNAs en condrocitos
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proliferativos respecto a condrocitos hipertroficos®’. Finalmente, en ratas, el IGF-I fue
detectado en todas las zonas del cartilago de crecimiento, siendo los niveles de

.« , . . . . ’ 68.69
expresion mas elevados en los condrocitos proliferativos y prehipertroficos™ ™.

Es necesario realizar mas investigaciones para esclarecer la implicacion del eje GH-

IGFs en la regulacion del crecimiento longitudinal del esqueleto.

1.2.2 Glucocorticoides

Varias condiciones clinicas, tales como artritis reumatoide juvenil, asma cronico y
transplante de oOrganos, requieren la administracién prolongada de glucocorticoides
(GCs), dando lugar, entre otros fendmenos durante la infancia y la adolescencia, a una

7071 También existe durante

disminucién de la masa 6sea y a un retraso de crecimiento
la infancia, aunque no son frecuentes, estados de aumento patoldgico de secrecion de
GCs que dan lugar a los mismos efectos. Por el contrario, la deficiencia familiar de GCs
estd asociada a talla alta™. Esta deficiencia se debe a una resistencia al ACTH
(adrenocorticotropic hormone), en un alto porcentaje por mutaciones del receptor de
ACTH (MC2R). Sin embargo otras deficiencias de GCs no dan lugar a talla alta.

Los GCs regulan el metabolismo del hueso y del cartilago a través de multiples
mecanismos y sus efectos varian segiin las concentraciones y el tiempo a los que las
células estan expuestas. De forma general, se ha sugerido que concentraciones
fisiologicas de cortisol tendrian un efecto anabdlico y promotor del crecimiento del
esqueleto 6seo regulando de una forma positiva la actividad de los condrocitos, de los
osteoblastos y de los osteoclastos. Sin embargo, concentraciones suprafisioldgicas, tales
como las observadas en la terapia corticoidea crénica o en el sindrome de Cushing,
tienen de una forma global un efecto deletéreo sobre el crecimiento y mineralizacion del
esqueleto, dando lugar a un retraso de crecimiento y a una osteoporosis importante’” .

No existen datos en la literatura sobre el efecto de concentraciones fisioldgicas de
GCs aunque probablemente una cierta concentracion de GCs sea necesaria para el
desarrollo normal del cartilago. Asi, Grant et al.”” demostraron que en nifios con
insuficiencia adrenal primaria debido al sindrome de Addison la terapia sustitutiva con
GCs daba lugar a un crecimiento normal. Concentraciones suprafisiologicas tienen un

efecto opuesto, ademads de inhibir las acciones estimuladoras del TGF-f y de la GH. En

los osteoblastos concentraciones fisiologicas son necesarias en la osteoclastogénesis,
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mientras que dosis elevadas la inhiben. En condiciones fisiologicas se produce un
balance en la regulacion de estas tres estirpes celulares que tiene como resultado final el
crecimiento y la mineralizacion del tejido 6seo. En condiciones en las que existe un
exceso de GCs, este balance se rompe no s6lo por lo anteriormente expuesto, sino
también por las multiples modificaciones que el exceso de GCs produce sobre el
metabolismo fosfocalcico y la sintesis de hormonas relacionadas con el anabolismo
6seo como PTH, VitD, GH, esteroides gonadales y factores locales de crecimiento’*°.

El tratamiento con dexametasona (Dx) inhibe la proliferacion condrocitica y la
sintesis de matriz, sugiriendo que los GCs son potentes reguladores negativos de la
condrogénesis’’. Estudios recientes han demostrado expresién de receptor de GCs
(GCCR) en células dseas de rata, incluyendo condrocitos”® y en cartilago de crecimiento
humano, especialmente en condrocitos hipertroficos, sugiriendo efectos directos de los
GCs sobre el cartilago de crecimiento’”. La administracién sistémica de GCs a raton,
rata y conejo disminuye el crecimiento longitudinal del hueso al inhibir la proliferacion
celular condrocitica®®'. Ademas, se ha comprobado que los GCs estimulan la apoptosis
de los condrocitos de cartilago de crecimiento®™.

Los efectos locales de los GCs sobre la proliferacion de los condrocitos del cartilago
de crecimiento pueden estar mediados, al menos en parte, por los cambios en el sistema
IGF-I local. Asi se ha demostrado que la administracion sistémica de GCs a corto plazo
a roedores disminuye la expresion de IGF-I en el cartilago de crecimiento®™ mientras
que la administracion a largo plazo incrementa su expresion®. Las dosis de GCs
supresivas del crecimiento que se dan a los conejos incrementan la expresion de GHR™,
en cambio in vitro, los GCs suprimen la expresion de GHR en condrocitos de cartilago
de crecimiento de rata, mientras que la expresion de IGF-IR no se ve afectada™.

Ademas de estas acciones directas sobre el cartilago de crecimiento, los GCs pueden
suprimir el crecimiento longitudinal por mecanismos indirectos. En algunos trabajos en
humanos, un exceso de GCs ha sido asociado a una secrecion de GH reducidagé, pero en

87
otros no" .

Los GCs ejercen la mayor parte de sus efectos mediante la interaccion con un
receptor especifico localizado en el citoplasma celular. EI GCCR inactivo se encuentra
asociado a varias proteinas, entre ellas hsp90. Al unirse con el GC, el receptor cambia
su forma y se combina con otro para formar un homodimero y translocarse al nucleo.

Una vez en el nucleo, el receptor se une a la secuencia de DNA conocida como
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elemento de respuesta a glucocorticoide (GRE) y activa la transcripcion de genes

(transactivacion) o bien la inhibe (transrepresion)*®.

1.2.3 Vitamina D

El metabolito activo de la VitD [1,25(OH,)-vitamina D] es el que posee mayor
afinidad y capacidad de union al receptor de la vitamina D (VDR). Este metabolito es
fundamental en la regulacion del crecimiento y la mineralizacion 6sea. Actiia al menos
por tres mecanismos diferentes:

- proporciona los sustratos necesarios para la mineralizacion tanto del
cartilago como del hueso al regular la absorcion intestinal de calcio y fosforo
y la reabsorcion tubular de calcio en el rifidn;

- regula la sintesis de otras hormonas implicadas en el metabolismo calcio-
fosforo (inhibe la sintesis de PTH, de PTHrP (PTH related protein) y de
calcitonina) y

- ejerce acciones directas sobre los condrocitos, los osteoblastos y los
osteoclastos’.

En el cartilago de crecimiento ya formado, los condrocitos expresan VDR, la VitD
promueve su diferenciacion a estadios mas maduros (condrocitos hipertroficos) y regula
su funcion en el frente de mineralizacion estimulando la sintesis de actividades
enzimaticas relacionadas con la mineralizacion de la matriz (hidrolasas que resorberan
la matriz y fosfatasas alcalinas que iniciaran la mineralizacion en las vesiculas de la
misma)’.

La VitD es la principal hormona reguladora del balance célcico positivo necesario
para la mineralizacion del esqueleto durante la infancia y adolescencia. En ausencia de
concentraciones adecuadas de VitD, la mineralizacion del cartilago y del hueso es
deficiente, dando lugar a un cuadro clinico de raquitismo en el nifio en crecimiento y a
osteomalacia en el adulto. Sin embargo, tanto en el hueso como en el cartilago no es un
agente imprescindible para la mineralizacion de sus matrices extracelulares, ya que esta
mineralizacion puede tener lugar en ausencia de VitD cuando se aportan cantidades
adecuadas de calcio y fosforo, tal como se ha demostrado en ratas raquiticas y en nifios
con déficit de VDR. La administracion intravenosa de calcio en ambas situaciones
normaliza la calcemia, inhibe el hiperparatiroidismo y cura las lesiones raquiticas en

ausencia de efectos de VitD. Estos datos indican que las acciones mas importantes de
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este metabolito son las de regular la absorcion intestinal de calcio y fosforo y facilitar
los sustratos necesarios en el frente de mineralizacion del cartilago y en el hueso para
promover la mineralizacion de sus matrices. En este sentido, cabe sefialar el estrecho
paralelismo existente entre sus concentraciones plasmaticas, su biodisponibilidad y el
proceso de mineralizacion del esqueleto Oseo. Sus efectos sobre condrocitos,
osteoblastos y osteoclastos no son limitantes y pueden ser compensados por otras
hormonas con efectos similares *'"*7>%2,

Como ya se ha comentado, la deficiencia de VitD produce raquitismo, en el que la
anchura de la zona hipertrofica del cartilago de crecimiento estd incrementada y la
mineralizacion es defectiva’. Un fenotipo similar aparece en el ratén KO para VDR. En
estos ratones existe una disminucion de la apoptosis de los condrocitos hipertroficos en
los extremos metafiseales de la columna y disminuye la invasion de vasos sanguineos y
células oseas”. El raquitismo también se desarrolla en ratones y humanos
hipofosfatémicos, sugiriendo que la disminucion del fosfato extracelular, fendmeno que
ocurre cuando hay deficiencia de VitD, puede jugar un papel importante en el
raquitismo. De hecho, una dieta enriquecida puede normalizar el crecimiento en

animales deficientes o resistentes a VitD’>°.

El 85% de la VitD se transporta en sangre ligada a la proteina de transporte con alta
afinidad VDBG (vitamin D binding globulin) y sus acciones biologicas se llevan a cabo
por medio de VDR. Este receptor después de unirse a VitD se heterodimeriza con otros
receptores hormonales, en particular con la familia de los receptores de acido retinoico
(RXR). El complejo se liga a secuencias de DNA, llamadas elementos de respuesta a
VitD (VDRE), en las regiones promotoras de los genes regulados por VitD. Los
heterodimeros VDR/RXR activados forman complejos con proteinas adicionales
llamadas coactivadoras, para formar un puente con el complejo VDR/RXR que une los
VDRE a las proteinas responsables de la transcripcion, como la RNA polimerasa II en

el lugar de inicio de la transcripcion”.

1.3 REACCION DE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

En el contexto de nuestro trabajo orientado al conocimiento de la regulacion del

cartilago de crecimiento epifiseal fetal humano por GCs y VitD hemos utilizado la
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metodologia disponible para la cuantificacion de la expresion génica: la reaccion de

PCR cuantitativa a tiempo real. Los ensayos de PCR a tiempo real representan un

avance en la tecnologia para los analisis cuantitativos de secuencias de dcidos nucleicos

(DNA y RNA). Actualmente existen numerosos sistemas de deteccion utiles para PCR

cuantitativa a tiempo real.

Los métodos de PCR cuantitativa a tiempo real presentan diferentes ventajas
respecto a las técnicas convencionales de PCR, que requieren electroforesis para
detectar el amplicon y cuantificarlo. Estas ventajas son:

- No se requiere manipulacion después de la reaccion de PCR ya que los resultados
estan disponibles en cuanto acaba esta reaccion.

- Es posible realizar la co-amplificacion y deteccion de un gen normalizador
(housekeeping gene o control positivo interno) en el mismo tubo.

- Disminuye la variabilidad, debido a que los datos son recogidos durante la fase
exponencial de la reaccion de PCR, de manera que los datos no estan influenciados
por la limitacion de reactivos.

- Como la sonda TagMan es especifica del gen diana, el ensayo es especifico.

- Es una metodologia altamente sensible.

Las desventajas son:

- Los métodos de PCR a tiempo real no permiten determinar el tamafio del producto
de la reacciéon de PCR, de manera que no se puede excluir la posibilidad de
contaminacion entre muestras ni se puede comparar el tamafio de los amplicones
cuando se analizan diferentes muestras.

- Los ensayos requieren que el tamafio de la diana amplificada no sobrepase los 150
pares de bases (pb) para obtener el méximo de eficiencia en la reaccion.

El hallazgo de que la Tag polimerasa posee actividad exonucleasa 5> —» 3’ y la
construccion de sondas de oligonucledtidos dualmente marcadas, las cuales emiten
sefiales fluorescentes sélo cuando son eliminadas, han sido esenciales para la puesta a
punto de la reaccién de PCR cuantitativa a tiempo real. En los ensayos Tagman se
combinan estos dos puntos. En este sistema una sonda, denominada sonda 7agMan, esta
disefiada para alinearse con una secuencia diana situada entre las secuencias dianas de
los cebadores sentido y antisentido. La sonda estd marcada dualmente, con un marcador
reporter en el extremo 5’ y con un quencher en el extremo 3’. La sonda tiene una Ty,
(temperatura de melting o de separacion de las hebras) aproximadamente 10°C superior

a la T, de los cebadores. Mientras esta sonda esté intacta, en su forma libre, la
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fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el quencher. En la degradacion de
la sonda, que tiene lugar durante la fase de extension por la actividad 5° —» 3’
exonucleasa de la Tag polimerasa, el reporter 'y el quencher se separan de manera que el
quencher no puede absorber la fluorescencia del reporter y tiene lugar un incremento en

la emision de fluorescencia (Figura 3).
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Figura 3. Hidrolisis de las sondas TagMan durante la reaccion de PCR a
tiempo real.

La cantidad de fluorescencia liberada es directamente proporcional a la cantidad de

producto generado en cada ciclo de la reaccion de PCR y se puede utilizar como medida
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cuantitativa de la formacion del producto. Este proceso, que tiene lugar en cada ciclo de
la reaccion de PCR, no interfiere con la acumulacion exponencial del producto de PCR.
Este incremento de fluorescencia puede ser leido a “tiempo real” (durante el transcurso
de la reaccion) por un detector y es una consecuencia directa de la amplificacion que
tiene lugar durante la reaccion de PCR. Un programa de ordenador calcula el AR,
utilizando la ecuacion:
AR,=R, - R,

en la cual R," es la emision de fluorescencia del producto en cada punto y R, la emision
de fluorescencia de la linea basal. Este valor expresa la degradacion de la sonda durante

el proceso de la reaccion de PCR.

&80 "
R,

e M
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Figura 4. Grafica de amplificacion de la reaccion de PCR cuantitativa a
tiempo real. (R,": emisiéon de fluorescencia del producto en cada punto;
R, : emisién de fluorescencia de la linea basal ; C;: threshold cycle)

El software del ordenador construye graficas de amplificacion (Figura 4) utilizando
los datos de emision de fluorescencia recogidos durante la amplificacion. Los AR, se
representan respecto al nlimero de ciclos. Durante los primeros ciclos de la reaccion de
PCR, los valores del AR, no sobrepasan la linea basal. Se escoge un umbral arbitrario
(threshold) normalmente determinado como 10 veces la desviacion estandar de la linea
basal. El ciclo umbral (threshold cycle o Cy) se calcula como el punto (nimero de ciclo)
en el cual la fluorescencia excede este umbral escogido. Los valores de C; disminuyen
linealmente con el incremento de la cantidad del transcrito de interés presente en la

muestra.
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La elevada especificidad de este método se debe a la complementariedad entre los
cebadores, la sonda interna y el transcrito de interés. La sefial de fluorescencia se
generara solamente si la sonda se alinea con la secuencia diana durante la reaccion de
PCR.

La reaccion de PCR a tiempo real incluye todos los componentes de una reaccion de
PCR convencional: los cuatro nucleétidos en un tampdon apropiado que contiene la
concentracion de magnesio Optima, los cebadores y la DNA polimerasa, y un

componente adicional, la sonda TagMan.

1.3.1 Normalizacion de los resultados

En cada método de PCR cuantitativa pueden introducirse variaciones debidas a
pequenias diferencias en las cantidades iniciales de RNA o a diferencias en cuanto a la
eficiencia de la sintesis de cDNA (complementary DNA) y la amplificacion en la
reaccion de PCR. Por ello, la reaccion de PCR cuantitativa requiere de la correccion de
estas variaciones experimentales. Esta correccion se realiza mediante la normalizacion
respecto a un gen enddgeno (housekeeping gene). Un gen enddgeno ideal es aquel que
se expresa de forma constante en diferentes tejidos de un organismo, en los diferentes
estados de desarrollo y cuya expresion no se ve afectada por ningin tratamiento
experimental. Pero encontrar un gen con estas caracteristicas no siempre es posible. Los
genes endogenos mas comunmente utilizados son la B-actina, el gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el rRNA (RNA ribosomal) y la hipoxantinguanin
fosforibosiltranferasa. Otros genes candidatos son la ciclofilina, la ATP sintasa 6
mitocondrial y la porfobilondgeno deaminasa. El gen enddgeno ideal depende de las
condiciones especificas de cada experimento asi como de cada tejido. Pueden existir
experimentos, como tratamientos que incrementen o que disminuyan la expresion
génica, en los que esta eleccion del gen endogeno sea dificil. En estos casos se utiliza un
factor de correccion para comparar las muestras tratadas con las no tratadas, en el que la
media del gen endégeno en la muestra control se divide por la media del gen enddgeno

en las muestras tratadas.
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1.3.2 Métodos de cuantificacidén

Para cuantificar los resultados obtenidos por PCR cuantitativa a tiempo real existen

dos métodos diferentes:

Cuantificacion absoluta: en este método se utiliza una muestra de concentracidén

conocida para construir una curva estandar. Este estandar puede ser un plasmido de
doble cadena purificado, un RNA transcrito in vitro, un DNA de cadena sencilla
sintetizado in vitro o cualquier muestra de cDNA que exprese el gen de interés. La
concentracion de estas muestras de DNA o RNA se puede medir por
espectrofotometro a 260 nm de A y convertir en nimero de copias utilizando el peso
molecular del DNA o del RNA. Para la cuantificacion absoluta de la expresion del
mRNA tienen que ser utilizados patrones puros. Este método es utilizado en
aquellas aplicaciones en las que la cuantificacion absoluta es esencial para obtener
buenos resultados, como por ejemplo para cuantificar una carga viral.

Cuantificacion relativa: esta cuantificacion se puede realizar por:

1. Método de curva estandar: para la cuantificacion relativa se establece una
curva estandar para cada gen a analizar sobre la que se extrapolan los resultados
obtenidos en las muestras. El resultado se expresa como el cociente entre el
valor obtenido en la muestra problema respecto al obtenido en la muestra control
o calibradora. En el caso de experimentos con diferentes tratamientos la muestra
control o calibradora puede ser la muestra no tratada. Para hacer esta curva se
puede utilizar RNA o DNA que contenga el gen a cuantificar. Para la
cuantificacion normalizada del gen endogeno, es necesario preparar una curva
estandar tanto del gen problema como del gen enddgeno. En cada muestra
experimental, la cantidad del gen problema y del gen enddgeno se determina
extrapolando cada valor obtenido en su respectiva curva estdndar. La cantidad
del gen problema se divide por la cantidad del gen enddgeno para obtener
valores normalizados. Cada uno de estos valores normalizados se divide por el
valor obtenido en la muestra control o calibradora, de manera que se obtienen
niveles de expresion relativa respecto a la muestra control.

2. Método de comparacion de C; o0 AAC¢: en este método se utilizan formulas
aritméticas para el calculo de los niveles de expresion relativa, comparando con
un calibrador, el cual puede ser una muestra control (muestra no tratada). La

cantidad del gen problema, normalizada con el gen endogeno y relativizada
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respecto a la muestra control, viene dada por la férmula 2'AACt, donde AAC; es
igual a AC; (muestra) - AC; (control o calibrador) y AC; es el C; del gen
problema restado del C; del gen enddgeno. La ecuacion representa la expresion
normalizada del gen diana en una muestra desconocida, relativa a la expresion
normalizada de la muestra control. Para poder utilizar este método es necesario
que la eficiencia de la amplificacion del gen diana sea idéntica a la de la
amplificacion del gen enddgeno. Si la eficiencia no es la misma para los dos
genes, lo cual es frecuente, se tiene que utilizar el método de curva estandar para

cuantificar este gen.
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OBJETIVOS

Los objetivos generales han sido analizar los efectos de los GCs, de la VitD, del
IGF-I y de la GH sobre la proliferacion y la expresion de genes del eje GH-IGFs, del
factor de transcripcion SOX9 y de proteinas de la matriz, en condrocitos del cartilago de
crecimiento epifiseal fetal humano. Este objetivo general contribuye al conocimiento de
la regulacion del cartilago de crecimiento humano, en condiciones que puedan semejar
las fisiologicas y en condiciones patologicas, en las que pueden existir deficiencias o
excesos de las hormonas estudiadas. Tanto los déficits como los excesos pueden tener,
in vivo, un origen endogeno o exdgeno. Los déficits de GCs, de VitD, de GH y/o de
IGF-I se observan en situaciones clinicas bien definidas. Los excesos, aunque pueden
ser de origen enddgeno, son los menos frecuentes en pediatria, de modo que se
producen principalmente por tratamientos con dosis farmacoldgicas, sobre todo en el
caso de los GCs. Todas estas situaciones alteran el patron de crecimiento esquelético
cuyo tejido diana es el cartilago de crecimiento. Al iniciar este trabajo disponiamos de
un modelo experimental de cultivo de condrocitos humanos fetales, modelo en el que se
habia estudiado la regulacion de la proliferacion celular por diversas hormonas y la
diferenciacion mediante técnicas de biologia celular y bioquimicas. Se fijo el objetivo
de poner a punto las técnicas de biologia molecular que permitieran detectar la
regulaciéon de la expresion de genes implicados en la fisiologia del cartilago de
crecimiento. Asimismo, consideramos la necesidad de poner a punto un modelo celular
estable que permitiera obtener resultados homogéneos y disponer de un material celular

mas abundante.

Los objetivos concretos han sido:

» Establecer un modelo celular humano de cultivo que permita analizar la
proliferacion y la expresion de los genes de interés en células procedentes del
cartilago de crecimiento humano.

. Linea celular condrocitica humana
. Cultivo primario procedente de cartilago de crecimiento
epifiseal fetal humano

» Analizar la regulacion de la proliferacion y de la expresion de los genes de
interés por GCs.

» Analizar la regulacion de la proliferaciéon y de la expresion de los genes de

interés por VitD.
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Analizar la regulacion de la proliferacion y de la expresion de los genes de
interés por IGF-I.

Analizar el efecto del IGF-I sobre la regulacion observada por los GCs y/o por la
VitD.

Analizar la regulacion de la proliferacion y de la expresion de los genes de
interés por GH.

Analizar el efecto de la GH sobre la regulacion observada por los GCs y/o por la

VitD.
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3.1 LINEA CELULAR CONDROCITICA HUMANA PREESTABLECIDA
C-28/12

3.1.1 Cultivo celular de la linea condrocitica humana C-28/12

La linea celular condrocitica humana C-28/I12 ha sido cedida por la Dra. Mary B.
Goldring. Esta linea celular inmortalizada fue establecida por Goldring et al.”” a partir
de un cultivo primario de células aisladas de cartilago costal de una joven de 15 afios.
Para inmortalizar las células utilizaron SV40-T antigeno insertado en el vector retroviral
pZipNeoSV (X)*® con resistencia a neomicina. Estas células inmortalizadas expresan
transcritos de mRNA que codifican para proteinas de matriz especificas de cartilago
como coldgeno tipo 2 y aggrecan, pero no expresan marcadores de condrocito
hipertrofico como colageno tipo 10.

Los cultivos de esta linea se han mantenido en medio DMEM/HAM F-12 (1/1, v/v)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) a 37°C, con 5% CO, en aire y
humedad.

3.1.2 Condiciones de cultivo

Para establecer las condiciones de cultivo apropiadas para la realizacion de las
diferentes experiencias se analiz6 la curva de crecimiento. Para ello se sembraron 42
placas de 25 cm? a una densidad de 3.000 células/cm’® con 5 ml de medio DMEM/HAM
F-12 al 50% suplementado con 10% de SBF y 25 UI de penicilina y estreptomicina. El
cultivo se continu6 durante 14 dias y cada dia se recogieron las células de tres cajas
mediante una digestion enzimatica con tripsina, desde el dia 1 hasta el dia 14, con el
siguiente protocolo:

- Se aspir6 el medio de cultivo y se guard6 a —20°C.

- Se realizaron dos lavados con PBS (Phosphate buffer solution: solucién salina
tamponada con fosfato) a 37°C.

- Se afiadi6 tripsina 0,2% y se incubaron las placas a 37°C durante 10 minutos.

- Se afiadi6 PBS frio.

- Se centrifugd la suspension celular a 810 g durante 15 minutos a 15°C.

- Se elimino el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de PBS frio.

27



MATERIALES Y METODOS

3.1.3 Estudio de la proliferacién celular mediante el contaje de células en camara de

Neubauer

El indice de proliferacion celular de la linea condrocitica humana C-28/12 se
establecié mediante el recuento de células viables utilizando la cdmara de Neubauer. La
camara de Neubauer es una camara de contaje adaptada al microscopio de campo claro
o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresion en el centro, en
el fondo de la cual se ha marcado, con la ayuda de un diamante, una cuadricula como la
que se ve en la Figura 5. El area sombreada y marcada L corresponde a 1 milimetro

cuadrado.

Figura 5. Camara de Neubauer. A) Portaobjetos. B) Cuadricula de 3 x 3 mm
marcada con diamante. C) Zona L formada por 16 cuadriculas de 0,25 mm
cada lado. Imagen tomada empleando microscopio invertido de contraste de
fases.

En la Figura 5 (C) se puede observar el aspecto de una de las regiones marcadas
como L y que en el microscopio se ve como una cuadricula de 16 pequenios cuadrados
de 0,25 milimetros de lado.

Para determinar la viabilidad celular se empled el método de exclusiéon de azul

tripan (7ripan Blue 1%). El azul tripan es un coloide que se introduce en el interior de
las células que presentan roturas en la membrana. Asi pues, las células que aparecen
claramente de color azul son consideradas no viables. Se debe realizar el contaje de
aquellas células viables que estan dentro de las cuadriculas ademds de aquellas que
tocan la linea superior o la derecha pero no la inferior o la izquierda.

Si se cuentan las cuatro areas sombreadas (L) observando un total de X células entre

las cuatro areas, la concentracion en la suspension celular sera:
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n° células X Factor de dilucion x 10%

Concentracion en la suspension (células / ml) = A

Una vez realizado el recuento se juntaron las células tripsinizadas de las tres cajas de

cada uno de los dias de cultivo.

3.1.4 Extraccioén de RNA total de las células de la linea C-28/12 en cultivo

El método utilizado para la extraccion de RNA total de las células se resume en el

esquema de la Figura 6.

==
Lisis celular |
Homogenizacién

;|.-_!: L | i i £ jg

hndll g SR+ B+ -

RNA{ - }I._ 5_ .'.‘
Afadir EtOH RNAL
nadir Adsorpcion Lavados RNA eluido
del RNA a una
membrana

Figura 6. Diferentes etapas del método de extraccién de RNA total.

Las células se lisaron y homogeneizaron en presencia de un tampon con un alto
contenido en tiocianato de guanidina (GTC), el cual inactiva las RNasas. La
homogeneizacion de la muestra es necesaria para reducir la viscosidad causada por
componentes celulares de elevado peso molecular o restos celulares. En este trabajo se
ha utilizado el preparado comercial RNeasy Mini Kit (QIAGEN) para la extraccion de
RNA total y para homogeneizar las muestras se han utilizado las columnas QIAshredder
spin  column (QIAGEN), que contienen un polimero sintético de fibras cortantes con
efecto triturador. Una vez homogeneizadas las muestras, se afiadio etanol para ajustar
las condiciones Optimas de unioén y la mezcla se aplico a la RNeasy Mini Column, en la
que el RNA total se une a la membrana de silica gel de la columna y, mediante lavados
sucesivos, se eliminaron los contaminantes. EI RNA total se eluy6 en 50 pl de agua

libre de RNasas.
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3.1.5 Tratamiento con DNasa I

Una vez extraido el RNA total de las células procedentes de los cultivos de la linea
celular condrocitica humana C-28/12, se realiz6 un tratamiento con DNasa I a una
concentracion final de 0,1 U/ul (AMBION) para eliminar la posible contaminacion con

DNA genomico de las muestras de RNA total.

3.1.6 Extraccién de mRNA de las células de la linea C-28/12 en cultivo

Para la extraccion de mRNA se utilizd6 un método basado en la union de las colas
poli-Adeninas [poli(A)] de los mRNA a una celulosa que contiene oligo(dTimidina)
[(oligo(dT)].

Las células se lisaron en una solucién tamponadora que contenia GTC a alta
concentracion para asegurar la rapida inactivacion de las RNasas endogenas. El extracto
se diluyd tres veces con un tampon de elucion, reduciendo de esta manera la
concentracion de GTC para permitir la union eficiente entre las colas poli-A de las
moléculas de mRNA y los oligo(dT) de la celulosa, pero siendo esta concentracion lo
suficientemente elevada para mantener las RNasas completamente inhibidas. Esta
dilucién da lugar a una purificacidn inicial ya que se produce la precipitacion de parte
de las proteinas. El extracto se centrifugd y el sobrenadante se transfirié a un tubo de
microcentrifuga que contenia la celulosa oligo(dT). Después de 3 minutos en agitacion,
durante los cuales los poli(A) del RNA se unen a la celulosa oligo(dT), el tubo se
centrifugd a 11.000 g durante 10 segundos y el sobrenadante se elimin6 quedando un
precipitado con la celulosa oligo(dT). El precipitado se lavd secuencialmente: primero
con un volumen de tampén Tris-EDTA con alto contenido en sal (HTE) (10 mM Tris-
HCl pH 7,5/ 1 mM EDTA / 0,5 M NaCl) para luego continuar con lavados con un
volumen de tampon Tris-EDTA con bajo contenido salino (LTE) (10 mM Tris-HCI pH
7,5/ 1 mM EDTA / 0,1 M NaCl). Cada lavado se acompaiid6 de un proceso de
resuspension y una re-centrifugacion de 10 segundos a 11.000 g. Para este proceso de
extraccion se utilizé el preparado comercial QuickPrep micro mRNA Purification Kit
(Amersham Pharmacia Biotech) basado en el método explicado anteriormente. Este
preparado comercial permite el aislamiento rdpido de mRNA a partir de pequeiias
cantidades de células eucariotas. Después del ultimo lavado con tampon HTE, el

precitipado de celulosa oligo(dT) se resuspendid en un pequefio volumen de tampon
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LTE. El conjugado oligo(dT)-mRNA se transfirié a una microcolumna en la que se lavo
tres veces con medio volumen de tampén LTE mediante centrifugacion breve.
Finalmente el mRNA se eluy6é con una aplicacion de 0,2 ml de tampén de elucion
previamente calentado a 65°C.

Una vez extraido se concentr6 el mRNA por precipitacion. Esta precipitacion se
realizé utilizando 250 pg/ml final de glicogeno y 250 mM final de acetato potasico. El
mRNA finalmente se resuspendido en 50 ul de agua libre de RNasas y se guardd

congelado a -80°C.

3.1.7 Diseiio de cebadores para la amplificacién por reaccion de PCR

El disefio de las secuencias de los cebadores es una etapa importante en la puesta a
punto de una reaccion de PCR. Su composicién determina el tamafio del producto
obtenido y su temperatura de melting (T,: temperatura a la cual la mitad de las
moléculas de un acido nucleico bicatenario se encuentran desnaturalizadas). Un mal
disefio de cebadores puede dar lugar a una amplificacion pobre o nula debido a una
amplificacion inespecifica y/o a la formacioén de dimeros de cebadores. A pesar de que
la seleccion de cebadores eficientes y especificos es empirica, existen determinadas

reglas bien establecidas que conviene seguir:

- Tamafio del cebador: tanto la especificidad, la T,, como la temperatura de

hibridacion o de annealing son parcialmente dependientes del tamafio del cebador,
de manera que este pardmetro es critico para una correcta reaccion de PCR. La
longitud minima de un oligonucléotido debe ser de 18 bases. El tamafio del cebador
es proporcional a la eficiencia de la hibridacion, de manera que, cuanto mas largo
sea el cebador menor serd la eficiencia aunque mayor su especificidad. La
temperatura de hibridacién dptima para un cebador es de al menos 50°C y se procura
que sea 5°C inferior a la Ty,. De manera que con la premisa de que la temperatura de
hibridacion optima sea de al menos 50°C eso quiere decir que la Ty, sea de unos

55°C.

- Temperatura de melting (T,): es necesario tener en cuenta que en la reaccion de

PCR se anaden dos cebadores. Estos dos cebadores tienen que ser disefiados de

manera que tengan T, similares. Si los cebadores fallan en cuanto a la T, la
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amplificacion serd menos eficiente, de manera que un cebador con una Ty, baja no
trabajard a temperaturas elevadas y viceversa. La formula mdas ampliamente
utilizada para el célculo de la T, conocida como la féormula Wallace, es la
siguiente:

T = 2(A+T) + 4(G+C)

- Especificidad: como ya se ha mencionado anteriormente, la especificidad es
parcialmente dependiente del tamafio del cebador. Los cebadores deben ser
disefiados de manera que solamente exista una unica secuencia idéntica en el DNA
que se quiere amplificar. Al menos uno de ellos debe ser especifico de la secuencia.
Un cebador disefiado con una secuencia comin a otros genes da lugar a una

amplificacion inespecifica.

- Secuencias complementarias: los cebadores deben ser disefiados sin homologia

dentro de su misma secuencia. Si un cebador contiene alguna intra-homologia puede
producirse un replegamiento de manera que esto interferira con la union de este
cebador a su secuencia complementaria en el DNA. También debe evitarse la
homologia inter-cebadores ya que esto puede interferir en la hibridacion. Si esta
homologia ocurre en el extremo 3’ se pueden formar dimeros de cebadores que
disminuiran la formacién del producto esperado via competicion. La secuencia de
los cebadores debe estar conservada en todas las variantes descritas del DNA que se

quiere detectar y ser especifica del mismo.

- Contenido en G/C (guanina/citosina): el cebador debe contener entre un 45% a un

55% de GC, respecto al contenido en AT (adenina/timina). Esto es debido a que la
union entre G-C es mas fuerte que la union entre A-T de manera que la temperatura
necesaria para romper la unioén entre G-C es mas elevada. Un cebador con elevado

contenido en GC tendra una T, elevada.

Se puede concluir que idealmente un cebador tiene que contener una secuencia de
nucleotidos complementaria a la secuencia del DNA que queremos amplificar, un 50%
de contenido en GC y de aproximadamente 20 pb.

Como estos cebadores van a ser utilizados para amplificar cDNA obtenido a partir

de la retrotranscripcion del RNA extraido de los cultivos celulares, han sido disefiados
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de manera que estén lo mas cerca posible del extremo 3° del mRNA del gen de interés.
Siempre que sea posible se diseflaran cebadores interexdnicos (cebador sentido y
antisentido disefiados en exones diferentes o en uniones exon-exon). De esta manera se
evita la amplificacion de DNA genomico en el material extraido de las células. En
algunos genes este diseflo inter-exonico no ha sido posible debido a que el ultimo exon
era de gran tamano y se hubiera alejado demasiado del extremo 3’ de RNA.

Todos los productos obtenidos a partir de la utilizacion de estos cebadores tienen un
tamafio aproximado de entre 200-300 pb.

Teniendo en cuenta todas estas premisas, los cebadores utilizados para la
cuantificacion génica en condrocitos de la linea celular humana C-28/12 son los que
estan representados en la 7abla I. Se analiz6 la expresion de factores de crecimiento,
receptores, factores de transcripcion y proteinas de la matriz a lo largo de los diferentes

dias de cultivo.
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Gen

GAPDH

IGF-TIA

IGF-IB

IGF-II

IGFBP3

IGF-IR

IGF-IIR

GCCRa

GCCRP

GHR

SOX9

CBFAl

Ets2

Aggrecan

COL10

CEP-68

COL2Al1

COMP

Cebador

Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido
Antisentido
Sentido

Antisentido

Tabla 1. Cebadores sentido y antisentido disefiados para el analisis de la
expresion génica en condrocitos de la linea celular humana C-18/I12. En esta
tabla se muestra la secuencia de los cebadores asi como su localizacién

Secuencia (5>—» 3°)

GCTCTCCAGAACATCATCCCTGCC
CGTTGTCATACCAGGAAATGAGCTT
CCCGCTGCTAAACACACTGC
CCAGTCATTATTTTCTGGTTTC
GAAGGAAAGGTTGGCCAAAG
CAGCAGGCCTACTTTTCTTC
TCCTGGAGACGTACTGTGC
GTAGAGCAATCAGGGGACG
TATGATACAACTGTGGCCATG
CTCAAAAATACTTTTCCCCCC
CATCAGCAGCATCAAAGAGG
GTAAGGCTGTCTCTCGTCG
GAAACTGCATGAAAAATCATGG
TCATTCACTAAACATGGCAGG
ATTCATACAGGCAGCGATGG
TCCTGTCTCCTGTTTACATAC
GGATTTGCTTCTCTCTAGAAAATG
ACTACAGATTATTATTCAGCATG
AGCAAGAAGGCAAAAATAGTTTGG
AGGAGTCTGGGGAGGTATAAAAGG
CATCTTCTCTTGGAGTGAGG
GCCAGGTTTCTTAAGTTACAG
TTAGGTGCTTCAGAACTGGG
GTAGAGATATGGAGTGCTGC
TGAACTACGAGAAGCTGAGC
AGGCAGCTGGTCAGGATGGG
CCAGGAGGTATGTGAGGAG
TCCACTGGTAGTCTTGGGC
ACTACTCTGAGGCCTGTATG
GGTACATGTGCTAATGTTCTG
TAGGACACAGATGTGCCCAG
GTGCCAGGTTTTGTGCCAAG
ACTACTGGATTGACCCCAAC
TTGGCAGTGTTGGGAGCCAG
CGATTCTATGAGGGCCCTG
TTCTCACTTCCCCCTCAGG

exonica y el tamafo del producto generado.

Localizacion

Exén 8
Ex6n 8-9
Exén 5
Exon 5
Ex6n 5
Exon 5
Ex6n 8
Ex6n 9
Ex6n 5
Exon 5
Exo6n 21
Exon 21
Exo6n 48
Exon 48
Exén 9a
Exén 9a
Exon 93
Exo6n 9B
Exon 10
Exo6n 10
Exon 8
Exén 8
Ex6n 6-7
Exon 7
Exon 10
Ex6n 10
Exon 15
Ex6n 16
Exon 3
Exo6n 3
Exon 14
Ex6n 14
Exon 51
Ex6n 52
Exon 18
Exon 19

Tamano
RNA(b)

346

328

255

249

248

253

224

248

306

252

267

253

248

182

321

237

226

285

328

255

541

248

253

224

248

306

252

267

248

682

321

237

569

378

Tamarno
DNA(pb)
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3.1.8 Extraccién de DNA gendémico a partir de sangre periférica

Se ha utilizado DNA gendmico para establecer las condiciones Optimas de la
reaccion de PCR para los cebadores disefiados debido a que el RNA extraido de las
células es un material poco abundante. E1 DNA gendémico se extrajo a partir de 3-4 ml
de sangre periférica segin el método de Lahiri y Nurnbergergg, utilizando el Tris como
tampon, MgCl, para estabilizar las paredes de los leucocitos, EDTA como inhibidor de
las DNasas, SDS 10% y Nonidet P40 como detergentes para disolver los lipidos de la
membrana celular y lisar las células, CINa para precipitar las proteinas, etanol para
precipitar el DNA, la solucion TK1M (10 mM Tris pH 7,6 / 2,5 mM KCI1 / 10 mM
MgCl, / 2 mM EDTA pH 8) para lisar las células y la solucion TK2M (10 mM Tris pH
7,6 /2,5 mM KCl1/ 10 mM MgCl, / 40 mM NaCl / 2 mM EDTA pH 8) para lisar los
nucleos.

El DNA gen6mico asi extraido se cuantifico por espectrofotrometria.

3.1.9 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica fue desarrollada a mediados de los ochenta por Kary Mullis y permite
obtener una gran cantidad de moléculas de una secuencia especifica de DNA. La region
que se quiere amplificar se delimita con dos oligonucleotidos sintéticos o cebadores,
cuya secuencia es complementaria a cada uno de los extremos del segmento que se
desea amplificar.

Para establecer las condiciones Optimas para la reaccion de PCR de los genes que se
van a estudiar la reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl que contenia 50
ng de DNA gendémico humano, Tampon 10x (7abla 2), 1,5 mM de MgCl,, 0,3 uM de
cada cebador y 0,02 U de EcoTaq DNA Polymerase (Ecogen), utilizando el
termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems) (Figura 7).

166 mM (NH4)QSO4
670 mM Tris.HCl (pH 8,8 a 25°C)
0,1 % Tween-20

Tabla 2. Composicion del Tampon 10x de la EcoTaqg DNA Polymerase.
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Desnaturalizacion

l Fase de hibridacion
Extension

94°C 1 94°C

5 min ; 1 min 720C §7ZOC i
' (o] : h
b \GOC/ 1min ! 7min !
: 30 seg : :
E 40 CICLOS i i o0
< B < B o< B
Desnaturalizacion Extension
inicial final

Figura 7. Condiciones del termociclador utilizadas para la amplificacion de
segmentos.

Con estas condiciones de PCR, no se ha obtenido la banda esperada para el gen
COMP (cartilage oligomeric matrix protein), de manera que ha sido necesario realizar
un gradiente de Mg a las concentraciones de 0,5-1-1,5-2 mM de MgCl,. En funcién de

los resultados obtenidos se decidié amplificar COMP utilizando 0,5 mM de MgCl.

3.1.10 Electroforesis

3.1.10.1 Electroforesis en geles de agarosa

Las moléculas de DNA con un tamafio comprendido entre 200 pb y 50 kb de
longitud pueden separarse en geles de agarosa sometidos a una electroforesis horizontal
dentro de un campo eléctrico de direccion constante.

Los geles se prepararon a una concentracion de 1% de agarosa (Agarose.
PROMEGA) en tampon TAE (40 mM Tris-acetato / 1| mM EDTA pH 8).

En la electroforesis se aplico la corriente eléctrica de un voltaje de 120 V para la

separacion de los fragmentos de DNA durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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3.1.10.1.1 Tincion de los geles de agarosa mediante bromuro de etidio

Los geles de agarosa se tifieron con bromuro de etidio (BE). Una de las propiedades
fisicas del DNA es su capacidad para intercalar BE entre sus bases. Este compuesto
absorbe la luz UV, excitandose y emitiendo fluorescencia naranja en el espectro de la
luz visible. Asi la adicion de BE a una preparacion de DNA permitird su visualizacion al
exponerla a la luz UV utilizando un transiluminador.

El tamafio de cada fragmento se determind por comparacién con marcadores de
tamafo conocido como el / kb DNA Ladder (GIBCOBRL. Life Techonologies)
apropiado para fragmentos con tamafio entre 500 pb y 12 kb o el 100 bp DNA Ladder
(GIBCOBRL. Life Techonologies) apropiado para fragmentos de entre 100 pb hasta
1500 pb aunque también contiene un fragmento adicional de 2072 pb. La banda de 600
pb es aproximadamente 2 6 3 veces mas ancha que el resto para obtener una orientacion

inicial.

3.1.10.2 Electroforesis en geles de agarosa comerciales

Se utilizaron geles de agarosa 1,2 % comerciales disefiados para ser utilizados sin
necesidad de tampones liquidos [Ready-To-Run (Amersham Pharmacia Biotech)]. Estos
geles contienen 0,5 pg/ml de BE. Se utilizaron geles de 48 pocillos en cada uno de los
cuales se cargd 1 pl de la muestra. La electroforesis se realizé utilizando el sistema
Ready-To-Run Separation Unit (Amersham Pharmacia Biotech) aplicando un voltaje de
120 V durante 10 minutos.

El resultado se visualizo utilizando un transiluminador de luz UV.

3.1.10.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Preparacion de geles de poliacrilamida: se prepararon geles de poliacrilamida

(acrilamida: 12,5%; bisacrilamida: 2%) en tampo6n Tris pH 7,6 ajustado con HCI. La
mezcla se desgasifico por aplicacion de vacio durante 15 minutos.

La composicion de los tampones utilizados para el &nodo y el catodo es la siguiente:
- ANODO (+): 450 mM Tris-acetato / 0,4% SDS
- CATODO (-): 80 mM Tris / 800 mM Tricina / 0,6% SDS
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Se utilizaron tiras GeneGel Standard Electrode Wicks (Amersham Pharmacia

Biosciences) que se embebieron en los tampones anteriormente preparados.

Geles de poliacrilamida comerciales: estos geles permiten separar fragmentos
pequefios de DNA (5-500 pb) que difieren entre si tan s6lo en un par de bases. Se han
utilizado geles comerciales GeneGel Excel 12.5/24 kit (Amersham Biosciences AB)
para su uso en el sistema de electroforesis GenePhor Electrophoresis System
(Amersham Biosciences AB).

Los geles GeneGel Excel son de poliacrilamida al 12% de 122 x 110 x 0,5 mm con
24 pocillos de 6 ul de capacidad cada uno. Para la electroforesis se utilizaron tiras
embebidas en tampdn de poliacrilamida al 12 % de 123 mm de longitud y 4,5 mm de
altura. La tira correspondiente al anodo estd preparada en tampoéon 0,45 mol/l
Tris/Acetato, 4 g/l SDS y 0,05 g/LL Orange G. La tira correspondiente al catodo esta
preparada en tampon 0,08 mol/l Tris, 0,80 mol/l Tricine y 6g/1 SDS.

3.1.10.3.1 Condiciones de electroforesis de geles de poliacrilamida

Para el analisis del DNA se aplic6 al gel de poliacrilamida comercial una alicuota de
5 wl de producto de PCR més 1 pul de tampon de carga (Blue 6X), consiguiendo un
volumen final maximo de 6 pl. En los geles de poliacrilamida preparados en el
laboratorio se aplicaron 6 pl de muestra (2 pl de producto de PCR, 3 pl de aguay 1 pl
de tampon de carga). Se reservo un pocillo para la aplicacion del marcador de peso
molecular. El marcador de peso molecular utilizado fue el 100 bp Ladder (GIBCOBRL.
Life Techonologies. 250 pg; 1 pug/ul). Se aplicaron 3 pl de 100 bp que equivalen a 3 pg.
La electroforesis en el sistema GenePhor Electrophoresis System se realizdé a 12°C
aplicando 600 V (voltaje), 25mA (corriente), 15 W (fuerza) durante 1 hora y 30

minutos.

3.1.10.3.2 Tincion de los geles de poliacrilamida

La tincién de los geles de poliacrilamida se realizé mediante el método de tincion de
plata. Para esta tincion primero se sumergio el gel en una solucion fijadora (&cido
benceno sulfonico 3,0% w/v en etanol 24% v/v) en agitacion durante 30 minutos.

Posteriormente se realizd la impregnacion con nitrato de plata (solucidon de tincion:
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nitrato de plata 1,0% w/v; acido benceno sulfonico 0,35% w/v) durante otros 30
minutos en agitacion, se lavd con agua destilada durante 1 minuto, se reveld el gel
(solucion de revelado: carbonato sodico 12,5 % w/v; tiosulfato sodico 2% w/v;
formaldehido 37% w/v) durante 6 minutos en agitacion y finalmente se par6 la reaccion
de tincioén (solucién de parada y conservacion: acido acético 5% v/v; acetato sodico
25% w/v; glicerol 50% v/v). Para esta tincion se utiliz6 el preparado comercial DNA

Silver Staining Kit (Amersham Biosciences Biotech).

3.1.11 Identificacidn de transcritos amplificados

3.1.11.1 Extraccion de productos de PCR a partir de gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% segun el siguiente esquema:

G — |
100 bp muestra | muestra

Sul | 154l

Se realizo6 la electroforesis y, al finalizar €sta, se recortd el gel (linea roja marcada
en el esquema anterior). Se tifio con BE la parte del gel que contenia el marcador y la
muestra. Una vez tefiido se visualizaron las bandas utilizando un transiluminador. Se
recortd la zona del gel no tefiiddo que se encontraba localizada a la altura de la banda
que se habia visualizado en la parte del gel tefiido, se colocd el trozo en un microtubo
de 1,5 ml y se pes6 la banda recortada. Una vez pesada se troced la agarosa, se
afiadieron 50 pl de agua estéril y se colocaron los tubos a 37°C durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a velocidad méxima y se
recuperd el sobrenadante. Se cuantific6 el DNA asi obtenido y, si la cantidad era
adecuada, se secuencio directamente. En aquellos casos en los que se recuperd poca
cantidad de DNA se realizo6 una reamplificacion por PCR segun las condiciones

especificadas en la Figura 7.
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3.1.11.2 Extraccion de productos de PCR a partir de gel de poliacrilamida

Se recortaron las bandas de interés y, después de trocearlas, se dejaron con 10 pl de
agua ésteril en un microtubo de 1,5 ml durante 18-24 horas. Pasado este tiempo, se
centrifugaron los tubos y se realiz6 una reaccion de PCR con los 10 pl segiun las
condiciones especificadas en la Figura 7. Se realizd una electroforesis del producto
obtenido en gel de poliacrilamida 12% para comprobar que se habia conseguido separar
las bandas que se habian recortado y, una vez hecha esta comprobacion, se

secuenciaron los productos.

3.1.12 Secuenciacién automatica

Para este trabajo se ha aplicado la secuenciaciéon automdtica, basado en la

secuenciacion enzimdtica o método de los dideoxinucledtidos (ddNTPs) desarrollada
por Sanger pero utilizando un marcaje fluorescente en lugar de uno radioactivo.

El secuenciador que se ha utilizado para llevar a cabo la secuenciacion automatica
es el sistema ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) (ver Figura 8). En este aparato la
electroforesis se realiza de forma continua en un solo capilar que contiene el polimero.

Para la reaccion de secuencia se ha utilizado el preparado comercial ABI Prism™
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), con
AmpliTag® DNA Polymerase, FS. El polimero utilizado es el POP6 (6% concentracion

de polimero, Urea 6M).

CAPILAR

Figura 8. Secuenciador automatico ABI PRISM 310.
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Durante la recoleccion de los datos el ABI PRISM Collection software recopila las
intensidades de luz de las cuatro areas especificas en la cdmara CCD, cada una de ellas
correspondiente a la A de emision particular de cada marcador fluorescente.

El analisis de multicomponente de los datos de la secuenciacion se lleva a cabo
automaticamente por el Sequencing Analysis software, el cual aplica un célculo
matematico matricial para cada muestra analizada, de manera que asigna las bases para
cada intensidad de fluorescencia detectada.

La formulacion del preparado comercial ABI Prism™ dRhodamine Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction contiene el enzima AmpliTag® DNA Polymerase,
FS. Este enzima es una variante de la Thermus aquaticus DNA polimerasa que contiene
una mutacion puntual en el lugar activo. Ello da lugar a una menor discriminacion
frente a los ddNTPs, llevando a un patroén con picos mas intensos.

Los ddNTPs con marcaje fluorescente (unidos covalentemente a un marcador
fluorescente) estan modificados de manera que no contienen el grupo hidroxilo 3°. Cada
vez que la polimerasa coloque en la cadena elongada uno de estos nucledtidos
modificados no se podrd continuar con esta elongacion, de manera que se van
generando fragmentos de DNA de diferentes tamafios marcados fluorescentemente. Al
aplicar la electroforesis, estos fragmentos de DNA entrardn en el capilar en funcion de

su tamafio y asi podra leerse la secuencia completa del producto de interés (Figura 9).

DNA molde
Desnaturalizacién
v
Deoxiribosa
Fase de acoplamiento
Grupo hidroxilo v
—-—
Extension
v
No cont.iene‘el Dideoxiribosa €] f—
grupo hidroxilo
de manera que no
se puede elongar Desnaturalizacion
la cadena |
mmA | CSg
=) C
mmA C C
mmA CCG|T
=mACCGTAD

Figura 9. ddNTPs modificados en el extremo 3’ y reaccién de secuenciacion.
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3.1.12.1 Secuenciacion directa del producto de PCR

. , Mezcla de reaccion
Para secuenciar las muestras se preparo una mezcla

DNA molde
en un volumen final de 10 pl que contenia 100 ng del cebador
producto de PCR, 3,2 pmol de cebador sentido o dNTPs |:>
antisentido, 0,5% DMSO y premix del kit y agua segun ;n:iT::
las especificaciones del proveedor.

Las condiciones del termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied

Biosystems) para la reaccion de secuencia son las representadas en la Figura 10.

Desnaturalizacion
l Fase de hibridacion

Extensio
96°C |
60°C

94°C

' n
3 min E 10 seg :
E 5 seg ;
i 25 CICLOS : °0
< > < >
Desnaturalizacion
inicial

Figura 10. Condiciones del termociclador para la reaccidén de secuencia.

3.1.12.2 Precipitacion o eliminacion de terminadores fluorescentes

Una vez finalizada la reaccion de secuencia es necesario eliminar los terminadores
con marcaje fluorescente (ddNTPs) que no se han unido a los fragmentos de DNA
formados para que no puedan interferir al hacer la electroforesis. Se ha utilizado el
protocolo de precipitacion con etanol y acetato de sodio. Una vez precipitados los
productos se resuspendieron en tampdén TSR (Applied Biosystems) y se mantuvieron a

4°C y protegidos de la luz hasta su secuenciacion.
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3.1.13 Direcciones de internet para busquedas y alineamientos

Una vez obtenida la secuencia de los productos de PCR se procedid a su
identificacion por comparacion con las secuencias contenidas en la base de datos
publica National Center of Biotechnology Information (NCBI) cuya direccion es

www.ncbinlm.nih.gov/. Se utilizo el BLAST two sequences  (bl2seq)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para alinear cada secuencia obtenida con la secuencia

de referencia (RefSeq) del gen de interés a partir de la cual se habia realizado el disefio

de los cebadores.

3.1.14 Amplificaciéon del RNA mediante la técnica de RT-PCR en una sola etapa (One-
Ste

Para la obtencion de cDNA a partir del RNA extraido de las células se realizo la
amplificacion mediante la técnica de RT-PCR (retrotranscripcion y amplificacion por
PCR) en una sola etapa. Tanto la sintesis de cDNA como la reaccion de PCR se realizan
en un unico tubo utilizando unos cebadores especificos (ver Tabla 1) y RNA que tanto
puede ser RNA total como mRNA. Se ha utilizado el preparado comercial
SUPERSCRIPT™ One-Step RT-PCR with PLATINUM Taq (GIBCO. Life Techonologies).
La mezcla RT/PLATINUM Taq contiene: a) Tag DNA polimerasa recombinante, acoplada
a un anticuerpo que inhibe la actividad polimerasa, y b) SuperScript Il H-Reverse
Transcriptase. La Tag DNA polimerasa se bloquea a temperatura ambiente pero se
recupera después del paso de desnaturalizacion de la PCR a 94°C. La RT es seguida
automaticamente por una reaccion de PCR sin ninguna etapa ni manipulacién adicional.

La RT-PCR se llevé a cabo en un volumen final de 10 ul que contenia 5, 10 0 20 ng
de mRNA dependiendo del gen a amplificar (5 ng: GAPDH, IGF-IA, IGF-IB, IGF-II,
IGF-IR, GHR, SOX9, COL10, CEP-68, Ets2; 10 ng: IGFBP3, CBFA1; 20 ng: IGF-IIR,
aggrecan, GCCRa, GCCRJ), Reaction Mix (200 uM de cada ANTP y 1,2 mM MgSQ,),
0,3 uM de cada cebador y 1x RT/PLATINUM® Tag Mix. Las condiciones de la RT-PCR

son las representadas en la Figura 11.
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Desnaturalizacion

l Fase de hibridacion
Extension

94°C : 94°C

P B 72°C | 72°C
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Figura 11. Condiciones del termociclador para la reaccion de RT-PCR.

En cada reaccion se incluy6 un blanco en el que se sustituyd el RNA por agua para
comprobar si durante la preparacion de la mezcla se produjo contaminacion. La
reaccion se llevo a cabo en el termociclador Gene Amp PCR System 2700 (Applied

Biosystems).

3.1.15 Método semi-cuantitativo

Para la cuantificacion de los productos las muestras se cargaron en geles de agarosa
al 1,2 % Ready-To-Run (Amersham Pharmacia Biotech) que llevan incorporado BE
como método de tincion del DNA. El uso de estos geles prefabricados con BE
incorporado evita diferencias de cuantificacion debidas a diferencias en el espesor de los
geles o a la homogeneidad de la tincion. El sistema de cuantificacion de los transcritos
obtenidos por andlisis de imagen es muy util por su reproductibilidad y alta sensibilidad.
Se utiliz6 el programa Multi-Analyst 1.0.2 (Bio-Rad), que traduce la intensidad de
fluorescencia de BE incorporado por el producto de PCR en un valor segin una escala
arbitraria.

Al cuantificar GAPDH, uno de los genes normalizadores mds utilizados en la
literatura, a lo largo de los diferentes dias de cultivo de la linea condrocitica humana C-
28/12 se comprobd que éste variaba dependiendo de la fase de cultivo de manera que no
se podia utilizar para normalizar los resultados. Los resultados se expresaron
normalizados con respecto a un patron de concentraciones de DNA calibrado
(Precision Molecular Mass Standard, Bio-Rad) (ver Figura 12) que permite realizar
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una curva patrén de densidad 6Optica y traducir a cantidad de DNA este valor arbitrario.
La cantidad de DNA del producto final se considerd proporcional al nimero de copias
inicialmente presentes en la muestra porque se midid en fase exponencial de
amplificacion, previamente comprobado durante la puesta a punto de las reacciones.
Las posibles diferencias de iluminacion en el campo se evitaron comprobando la
densidad de campos iguales en superficie a la ocupada por las bandas, medida

previamente en numerosos puntos de todo el gel.

1,000 Bp (100 ng)

700 bp @ ng) Figura 12. Patron de bandas calibrado (Precision Molecular Mass

smwepiEingl  Standard). Se diluyeron 2,5 pl del estandar en 10 ul de tampén de carga y
TE y se cargé en un gel de 1,8% agarosa. Las condiciones de

mmﬁgm: electroforesis fueron: 70V durante 75 minutos en tampon TAE 1x. Se tifi¢
con 300 ml de BE 0,5 pg/ml durante 15 minutos y se destifid en agua
destilada durante 30 minutos.

3.1.16 Estudio de la proliferacion celular por incorporacién de timidina tritiada al DNA

El estudio de la proliferacion celular se realiz6 mediante el andlisis de la
incorporacion de timidina tritiada (timidina-"H) al DNA. La valoracion de la
incorporacion de timidina-"H al DNA se ha realizado siguiendo una metodologia basada

en el método descrito por Madsen et al.'”

, con algunas modificaciones:

- Cuando los condrocitos en cultivo alcanzaron la fase de confluencia se tripsinizaron
y se sembraron a razon de 3.000 células/cm” en una placa de 96 pocillos con 250 pl
de medio DMEM/HAM F-12 al 50% con 10% de SBF y 25 UI de penicilina y de
estreptomicina.

- Se incubaron las células durante 48h con medio HAM F-12 sin SBF (condicion de
deprivacion).

- Se retir6 el medio de cultivo y las células se incubaron durante otras 48 horas con
250 pl de los diferentes tratamientos especificados en la Tabla 3.

- La timidina"H (5 pCi/ml) (Amersham Biosciences) se afadio después de las
primeras 24 horas de tratamiento sin cambio de medio (ver Figura 13).

- Al finalizar el periodo de tratamiento, el medio de cultivo se aspir6 utilizando un

colector celular multiple tipo Mash II, las células se lavaron varias veces con acido
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acético 2,5 % en agua destilada y, a continuacién, se trataron con 0,5 % Triton X-
100 (250 wl/pocillo) durante 10 minutos y se rascaron con la punta de la pipeta. Las
células se recogieron en filtros de fibra de vidrio y se cuantificé la radioactividad en
un contador Beta (BECKMAN LS650 Multi-purpose Scintillation Counter)
obteniéndose un valor que se expresa en cpm de radioactividad por pocillo.
Las células control fueron incubadas s6lo con medio DMEM/HAM F-12 que
contenia la misma cantidad de etanol (0,4%) y BSA [bovine serum albumin] (0,1%)
que las condiciones de tratamiento con Dx, IGF-I y VitD.
El resultado corresponde al valor medio obtenido para cuatro pocillos para cada una
de las condiciones de cultivo expresado como porcentaje respecto a la condicion
control (100%).

TRATAMIENTO

1 Control

Dexametasona 10° M

\S]

Dexametasona 10° M

IGF-I 100 ng/ml

IGF-I + Dexametasona 10° M
Vitamina D 10™"' M

Vitamina D 10° M

0 N O B W

IGF-I + Vitamina D 10° M

Tabla 3. Condiciones de cultivo correspondientes al estudio de proliferacion
celular de la linea celular C-28/I12.

Dexametasona: SIGMA Chemical CO.

IGF-I: Pharmacia.

Vit D (Calcitriol [1,25(OH),-Vitamin D3]): Solvay Duphar.

Timidina-H3 RECOGIDA
SIEMBRA Tratamiento l DE CELULAS

| —

Figura 13. Protocolo de incubacién de las células de la linea C-28/12 para el
estudio de proliferacion celular por incorporacion de timidina->H al DNA.
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3.2 CULTIVOS PRIMARIOS DE CONDROCITOS HUMANOS
PROCEDENTES DE CARTILAGO DE EPIFISIS FETAL

3.2.1 Cultivo celular de condrocitos procedentes de epifisis fetal humana

Los cultivos de condrocitos fueron preparados a partir del cartilago epifiseal de 28
fetos humanos (13 @ y 15 &), de diferentes edades gestacionales (14-24 semanas),
recogidos, previa autorizacion de necropsia, en las primeras 12 horas “post mortem”.
Las muestras proceden del Banco de Tejidos del Hospital Vall d’Hebron. En todos los
casos el diagnostico excluia las patologias relacionadas con el crecimiento.

El cultivo de condrocitos se realizd segin la técnica puesta a punto en nuestro
laboratorio'”', consistente en:

- Recogida de las epifisis tibiales, en las primeras 12 horas “post mortem”, en
condiciones de esterilidad, depositindolas en una caja con medio HAM F-12 estéril.

- En una camara de flujo laminar se limpiaron las epifisis, separando el cartilago de
los tejidos adyacentes y aponeurosis, cortdndose en finas laminas que fueron
depositadas en una capsula de Petri con medio de cultivo HAM F-12, donde fueron
finamente troceadas.

El tejido asi obtenido fue sometido a dos digestiones enzimadticas sucesivas en
agitacion constante en una camara de digestion con dos compartimentos separados por
una malla (tamafio del poro: 63 micras):

- tripsina 0,2% durante 30 minutos a 37°C.
- colagenasa 0,2 %, durante 30 minutos a 37°C.

En aquellos casos en los que el tejido no quedd bien digerido se realizd otra
digestion enzimatica adicional con colagenasa 0,2% durante 30 minutos a 37°C.

La suspension celular obtenida se centrifugdé a 810 g durante 10 minutos y el
deposito celular se resuspendio en 1-2 ml medio de cultivo HAM F-12, en funcién del
tamano del precipitado. El nimero de células se conté mediante la caAmara de Neubauer.

Los condrocitos fueron sembrados en frascos de cultivo celular de 75 cm® de
superficie a una densidad de 4000-7000 células/cm® con 14 ml de medio de cultivo
HAM F-12 suplementado con 10 % de SBF, 25 UI de penicilina y de estreptomicina. El
aporte de nutrientes se realiz6 mediante el cambio de medio de cultivo, efectuado cada

72 horas. Los frascos se mantuvieron a 37°C, con 5% CO; en aire y humedad.
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3.2.2 Condiciones de cultivo

Para poder determinar las condiciones 6ptimas del cultivo para realizar los estudios
de regulacion de la proliferacion y de la expresion génica se realizd una curva de
crecimiento para lo cual se sembraron 15.000 células/cm® en una placa de 96 pocillos
con 250 pl de medio HAM F-12 suplementado con un 10% de SBF y 25 UI de
penicilina y de estreptomicina. El cultivo se continu6 durante 12 dias, cambiandose el
medio cada 48 horas. Cada dia se tripsinizaron 3 pocillos, desde el dia 1 hasta el dia 12,
con el siguiente protocolo:

- Se aspir6 el medio de cultivo y se guard6 a —20°C.

- Se realizaron tres lavados con PBS a 37°C.

- Se afiadieron 50 pl de tripsina 0,2% y se incubaron las placas a 37°C durante 3-5
minutos.

- Se afiadieron 100 pl de PBS frio, se recogieron las células en un tubo, se lavo el
pocillo con otros 100 pul de PBS frio.

- Se centrifugd la suspension celular a 810 g durante 15 minutos a 15°C.

- Se elimino el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de PBS frio.

3.2.3 Control de pureza de los cultivos de condrocitos

Para comprobar que las células en cultivo mantenian el fenotipo condrocitico se
realizé una reaccion de PCR de genes especificos de cartilago, como COMP, COL2A1
y aggrecan, utilizando RNA total procedente de células obtenidas a partir de cartilago
fetal y RNA total procedente de fibroblastos de piel fetal. Con los productos obtenidos

se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida y se secuenciaron.

3.2.4 Protocolo de incubacién

En el protocolo de cultivo, las células fueron sincronizadas desde un inicio ya que se
sembraron en condiciones de deprivacion durante 48h.

Se analiz¢ la expresion de genes del eje GH-IGFs, del factor de transcripcion SOX9
y de proteinas de la matriz extracelular. Los genes estudiados se presentan en la Tabla

4.
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Factores de Receptores Proteinas Factores de Proteinas
crecimiento transportadoras transcripeion de matriz
IGF-I IGF-IR IGFBP3 SOX9 COL2A1
IGF-II GHR Aggrecan
COMP

Tabla 4. Genes analizados en este trabajo
3.2.4.1 Estudio de la proliferacion celular

El estudio de la proliferacion celular se realizd mediante el andlisis de la
incorporacion de la timidina-"H al DNA. La valoracién de la incorporacion de timidina-
’H al DNA se ha realizado siguiendo una metodologia basada en el método descrito por
Madsen et al.'” con alguna modificacion'®'. Cuando los condrocitos en cultivo primario
alcanzaron la fase de confluencia celular se tripsinizaron y 60.000 células/cm’® fueron
depositadas en una placa de 96 pocillos con 300 pl de medio HAM F-12 sin SBF
durante 48 horas (condiciones de deprivacion). El protocolo de incubaciones y recogida
de las células que se ha seguido es el mismo que el indicado para el estudio de
proliferacion celular de la linea C-28/12 (ver apartado 3.1.16).

Las células control fueron incubadas sélo con medio HAM F-12 sin SBF que
contenia la misma cantidad de etanol (0,4%) y BSA (0,1%) que las condiciones de
tratamiento con Dx, Mifepristone (MF), IGF-I y VitD. Se han realizado 28
experimentos a partir de cartilagos procedentes de 28 fetos diferentes (edad gestacional:
20.7 £ 2.1 semanas). El resultado corresponde al valor medio obtenido para cuatro
pocillos para cada una de las condiciones de cultivo expresado como porcentaje
respecto a la condicion control (100%).

Los diferentes tratamientos analizados son los especificados en la Tabla 5.
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TRATAMIENTO

Control

Dexametasona 10° M
Dexametasona 10° M
Dexametasona 107 M
Dexametasona 10° M
Dexametasona 10° M

IGF-I 100 ng/ml

IGF-1 100 ng/ml + Dx 10° M
Mifepristone 10° M

MF 10°M + Dx 10° M

MF 10°M + Dx 107 M

MF 10°M +Dx 10°M

GH 500 ng/ml

GH+Dx 10° M

GH+Dx 10°M

Vitamina D 10" M

Vitamina D 10" M

Vitamina D 10° M

Vitamina D 10®* M

Vitamina D 107 M

Vitamina D 10° M

IGF-I 100 ng/ml + Vit D 10° M
Dx 10°M + VitD 10°M
GH+VitD 10"'M
GH+VitD 10"°M
GH+VitD 10°M

GH +VitD 10®*M

GH+VitD 10'M

GH+VitD 10°M

GH+VitD 10""M +Dx 10° M
GH+VitD 10"M+Dx 10° M
GH+VitD 10°M +Dx 10° M
GH+VitD 10°M +Dx 10° M
GH+VitD10’'M+Dx 10° M
GH+VitD 10°M+Dx 10° M
GH+VitD 10""M+Dx 10°M
GH+VitD 10"M+Dx 10°M
GH+VitD 10°M+Dx 10°M
GH+VitD 10°M +Dx 10°M
GH+VitD10’M+Dx 10°M
GH+VitD 10°M+Dx 10°M

Tabla 5. Condiciones de cultivo correspondientes al protocolo de incubacion.
El Control corresponde a las células que han sido incubadas con medio de
cultivo que contenia la misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones
de Dx, MF, IGF-ly VitD.
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3.2.4.2 Estudio de la expresion génica

A partir del mismo cultivo y en paralelo, para el estudio del patron de expresion de
los genes especificados en la Tabla 4 se sembraron 42.000 células/cm® en placas de 6
pocillos y se incubaron 48 horas con 2 ml de medio HAM F-12 sin SBF. Posteriormente
se incubaron las células con los tratamientos diferentes especificados en la Tabla 5
durante otras 48 horas. Pasado este tiempo se recogieron los medios de cultivo y se
congelaron a -20°C para el posterior analisis de proteinas en el medio. Se anadi6 a cada
pocillo 1 ml de PBS frio y se recogieron las células mediante rascado. Se lavaron las
células con otro ml de PBS frio. Se centrifugaron los 2 ml a 11.000 g durante 2 minutos,
se eliminod el sobrenadante y se anadi6 una solucion de lisis que contenia GTC para
proteger el material de las RNasas endogenas y se realizdé una agitacion fuerte para
romper las células. Este material se guardd en el congelador a -80°C para procesamiento

posterior.

3.2.5 Extraccioén de RNA total de las células de cultivos primarios

El protocolo utilizado para la extraccion de RNA total de las células es el mismo
que el utilizado para la extraccion de RNA total de las células de la linea condrocitica
C-28/12 (ver apartado 3.1.4). En este caso, se realizd un tratamiento adicional con 27
Kunitz U de DNasa | (RNeasy-Free DNase Set, QIAGEN) durante 15 minutos a
temperatura ambiente mientras el RNA estaba unido a la membrana de silica-gel.

Después esta DNasa fue eliminada con un lavado.
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3.2.6 Amplificacion del RNA mediante la técnica de RT-PCR en dos etapas (7wo-Step)

/‘
Extension del cebador
5’ 3’ RNA total
RT « s 5' cCDNA
Random
hexamer
Sintesis de la 12 cadena de cDNA
_ 3 = 5' CDNA
/ Extension del cebador ™
3 5
5 >
Cebador .
sentido Ciclo 1
Sintesis de la 22 cadena de cDNA
3 5
PCR 5 I 3 _J/
\
Amplificaciéon por PCR
Cebador sentido 1
5 . Ciclo 2
3 5
5 3
< — 5’
Cebador
\ antisentido ~

Figura 14. Amplificacion de RNA mediante RT-PCR en dos etapas.

En el paso de transcripcién reversa o retrotranscripcion (RT) el ¢cDNA es
retrotranscrito a partir de RNA total utilizando hexdmeros aleatorios (random
hexamers). En el paso de PCR, los productos se sintetizaron a partir del cDNA
retrotranscrito utilizando TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
(Figura 14).

3.2.6.1 Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se realizo RT utilizando el preparado comercial Tagman
Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems). El RNA total fue retrotranscrito

en un volumen final de 100 pl que contenia de 0,5 a 1,5 ng de RNA total, 5,5 mM de
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MgCl,, 500 uM de cada uno de los dNTPs, 2,5 uM de Radom Hexamers, 0,4 U/ ul de
inhibidor de RNasa y 1,25 U/ ul de MultiScribe Reverse Transcriptase. La RT se

realizd, segin las condiciones especificadas en la Figura 15, en el termociclador Gene

Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems):

95°C

10 min
< > ' < > +—>
Hibridacion Transcripcion Inactivacién de
reversa la transcriptasa
reversa

Figura 15. Esquema de las etapas de la transcripcion reversa.

Al utilizar como cebadores los random hexamers es necesaria la incubacion de 10
minutos a 25°C para maximizar la union del cebador al RNA molde.
Una vez finalizada la RT, el cDNA se alicuot6 para sélo descongelar cada alicuota a

utilizar.

3.2.6.2 Placa de controles endégenos

Esta placa evalua la expresion de once controles endogenos utilizando la RT-PCR
en dos etapas. Ademads la placa contiene un Control Interno Positivo (IPC) disefado
para detectar la presencia de inhibidores de la reaccion de PCR en las muestras

analizadas.
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Columna CONTROL Abreviacion
1 Control positivo interno IPC
2 18S rRNA 18S
3 Proteina acidica ribosomal huPO
4 B-actina hupA
5 Ciclofilina huCYC
6 Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa huGAPDH
7 Fosfoglicerokinasa huPGK
8 B,-microglobulina huf32m
9 B-glucoronidasa huGUS
10 Hipoxantin ribosil transferasa huHPRT

11 Factor de transcripcion [ID, TATA binding protein huTBP

12 Receptor de transferrina huT{fR

Figura 16. Esquema de la TagMan Human Endogenous Control Plate
(Applied Biosystems) y tabla de los genes enddégenos analizados.

Para poder elegir el control endogeno adecuado se utiliz6 TagMan Human
Endogenous Control Plate (Applied Biosystems) que consiste en una MicroAmp®
Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems) dividida en 12 columnas, una para
control enddgeno. Cada columna contiene 8 pocillos que contienen los cebadores y
sondas TagMan necesarios para la deteccion de cada gen (Figura 16). El RNA fue
retrotranscrito a ¢cDNA utilizando el kit TagMan Reverse Transcription Reagents
(Applied Biosystems) pero partiendo de 600 ng de RNA total. Se utiliz6 el mismo
protocolo para todos los genes excepto para el cDNA que se utilizé para cuantificar el
18S. Para este gen el RNA total fue retrotranscrito en un volumen final de 100 pl que
contenia 200 ng de RNA total, 5,5 mM de MgCl,, 500 uM de cada uno de los dNTPs,
2,5 uM de Radom Hexamers, 0,4 U/ ul de inhibidor de RNasa y 3,125 U/ ul de
MultiScribe Reverse Transcriptase. También variaron las condiciones de la reaccion

(Figura 17).
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95°C

10 min
< > ' < 4 +—>
Hibridacién Transcripcién Inactivacién de
reversa la transcriptasa
reversa

Figura 17. Esquema de las etapas de la transcripcion reversa del 18S

ribosomal.

En la reaccién de PCR, los productos se sintetizaron a partir del cDNA utilizando

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las sondas utilizadas en

esta placa estan marcadas con VIC (reporter) y TAMRA (quencher). Cada pocillo

contenia 25 ul de mezcla de la cual la mitad correspondia a TagMan Universal PCR

Master Mix (concentracion final 1x) y 2 ul del cDNA retrotranscrito en el paso anterior.

Se ha evaluado la expresion de estos genes en cuatro muestras distintas por duplicado:

muestra no tratada (muestra control)

muestra tratada con Dx 10 M (muestra 1)
muestra tratada con VitD 10° M (muestra 2)
muestra tratada con IGF-I 100 ng/ml (muestra 3)

Estos tratamientos se aplicaron siguiendo el mismo protocolo de incubacion que

para el estudio de la proliferacion celular (ver apartado 3.2.4.1). Las condiciones de la

reaccion de PCR son las representadas en la Figura 18.

Desnaturalizacion

l Fase de hibridacion
y extension

95°C | 95°C 1

i 10 min E 15seg \ 60°C
2 min E E U Gl
| | 40 CICLOS
< > < > < >

Activacién  Activacion de
Amperasa AmpliTaq Gold
UNG
Figura 18. Etapas de la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real.
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El preparado comercial TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
contiene AmpliTag Gold" DNA Polymerase, que es una DNA polimerasa termoestable.
Este enzima tiene actividad 5= 3’ nucleasa pero ha perdido la actividad 3’—» 5’
exonucleasa. TagMan Universal PCR Master Mix es una mezcla concentrada 2x que
contiene los reactivos suficientes para llevar a cabo la reaccion de PCR. La mezcla esta
optimizada para las reacciones TagMan y contiene la AmpliTaq Gold DNA polimerasa,
AmpErase UNG, dNTPs con dUTP y tampdn para optimizar las condiciones.

Una vez finalizada la reaccion de PCR es necesario establecer el umbral de
deteccion dentro de la fase exponencial de la escala logaritmica de todas las curvas de
amplificacion. En la fase exponencial los datos que se obtienen incrementan
linealmente. Si esto no es posible, se puede trabajar con multiples umbrales, diferentes
segin el gen analizado. Se calcula el AC; entre la muestra control y las diferentes
muestras problema.

AC; (muestra) = media de Cy(control) — media de C; (muestra)

El valor de AC; de la muestra control serd de 0, mientras que para el resto de
muestras se pueden obtener valores negativos (gen menos expresado en la muestra
problema que en la muestra control) o positivos (gen mas expresado en la muestra
problema que en la muestra control). Los resultados de la TagMan Human Endogenous
Control Plate (Applied Biosystems) se expresan en AC;, mayores o menores que el AC;
de la muestra control. De esta manera, el control representa la linea basal para los
ensayos y se muestra con el valor 0 en el grafico. Un AC; igual a 1 equivale a una
diferencia de 2 veces la concentracion inicial de transcrito. EI mejor control enddégeno
es aquel que menos variaciones provoque en cuanto al AC; en las diferentes muestras
analizadas, es decir, el que menos varia respecto al valor 0 (valor de la muestra control).
Idealmente, el mejor control seria aquel que se mantuviera constante en todas las

muestras.

3.2.7 Assays-on-Demand

Para el estudio de la expresion génica se han utilizado Assays-on-Demand (Applied
Biosystems) y el sistema ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Estos ensayos
permiten la obtencion de resultados de secuencias de referencia de transcritos humanos

(RefSeq).
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La expresion génica se detecta en una RT-PCR en dos etapas, en la que la etapa de
la reaccion de PCR estd acoplada a un ensayo nucleasa 5’ fluorogénico. Todos los
Assays utilizados estan disefiados y optimizados para trabajar con TagMan PCR Master
Mix y amplifican dianas de cDNA sin amplificar DNA gen6émico. Estos ensayos
contienen sondas TagMan®™ MGB y cebadores a concentraciones no limitantes.

Las sondas MGB (minor groove binder) contienen un reporter marcado con 6-FAM
en el extremo 5’ de la sonda y un guencher no fluorescente (NFQ) en el extremo 3’ de
la sonda (Figura 19). La modificacion MGB de estas sondas incrementa la Ty, sin
necesidad de incrementar el tamafio de la sonda. Esto permite la utilizacion de sondas

mas pequenas.

R (NFD)—(WGE)
Sonda TagMan MGB

Figura 19. Esquema de la sonda TaqMan® MGB. (R: reporter, NFQ:
quencher no fluorescente; MGB: minor groove binder).

Se realizo la reaccion de PCR en un volumen final de 20 pl que contenia 500 ng de
cDNA, 1x Assay-on-Demand y Ix TagMan Universal PCR Master Mix. Las
condiciones de la PCR son las mismas que las que se utilizaron para el andlisis de los
controles endogénos (Figura 18). Los Assays-on-Demand utilizados son los

especificados en la Tabla 7.

GEN ASSAY RefSeq LOCALIZACION
Exon  Nucledtido
IGF-1 Hs00153126 m1  NM_000618.2 1-2 224
IGF-II Hs00171254 m1  NM _000612.2 1-2 549
IGFBP3 Hs00426287 m1  NM_000598.4 - 532
IGF-IR Hs00609566 m1 ~ NM _000875.2  10-11 2246
GHR Hs00174872 m1  NM_000163.2 - 314
SOX9 Hs00165814 m1  NM_000346.2 2-3 1060
COL2A1 Hs00264051 ml1  NM 033150.1 6-7 475
Aggrecan Hs00153936 ml NM 013227.1  11-12 2324
COMP Hs00164359 m1  NM_000095.2 4-5 425

Tabla 5. Assays-on-Demand utilizados en este trabajo.
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3.2.8 Cuantificacién de la expresion génica

Se han realizado 12 experimentos con condrocitos obtenidos a partir de cartilagos
procedentes de 12 fetos diferentes (5 @ y 7 &). Para cada muestra analizada por PCR
cuantitativa a tiempo real se han realizado triplicados tanto del control endégeno
huCYC como de cada uno de los genes de interés. Una vez comprobado, mediante
cuantificacién relativa por el método de curva estandar, que la eficiencia de la
amplificacion de cada uno de los genes a cuantificar era idéntica a la del gen endogeno,
el método de calculo utilizado en este trabajo ha sido el de cuantificacion relativa por
comparacion de C; o AAC.. La cantidad del gen problema, normalizada con el gen
endogeno y relativizada respecto a la muestra control o calibradora (muestra no tratada),
se calculé mediante la formula 24", donde AAC; es igual a AC; (muestra tratada) - AC;

(muestra calibradora) y AC; es el C; del gen problema restado del C; del gen enddgeno.

3.3 CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS IGF-I E IGFBP3 EN LOS
MEDIOS DE CULTIVO

3.3.1 Cuantificacién de la proteina IGF-I en el medio de cultivo

La concentracion de la proteina IGF-I se ha cuantificado en el medio de cultivo de
tres experimentos al final del protocolo de incubacion de 48h mediante ELISA
(Diagnostic Systems Laboratories, Inc.), previa separacion de IGFBPs para evitar
interferencias en la cuantificacion. Se trata de un inmunoensayo tipo “sandwich” en dos
pasos (Figura 20). Los estandares, los controles y las muestras problema previamente
diluidas (dilucion 1/100) se incubaron en pocillos que han sido previamente recubiertos
con un anticuerpo frente a IGF-I. Tras la incubacion y el lavado, los pocillos se trataron
con otro anticuerpo anti-IGF-I marcado con la enzima peroxidasa de rabano picante.
Tras otra incubacion y lavado, los pocillos se incubaron con el sustrato
tetrametilbenzidina (TMB). A continuacidn, se afiadi6 una solucidn acida para parar la
reaccion y el grado de produccion mediada por enzimas se determind mediante una
doble medicion de absorbancia a dos longitudes de onda: 450 y 620 nm. La absorbancia
medida es directamente proporcional a la cantidad de IGF-I presente en el medio. La
lectura de los estandares permitié establecer una curva patron en la que se estrapolaron

los resultados de las muestras problema.
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Figura 20. ELISA para la cuantificaciéon de la proteina IGF-I.

3.3.2 Cuantificacién de la proteina IGFBP3 en el medio de cultivo

La concentracion de la proteina IGFBP3 se ha cuantificado en el medio de cultivo
de dos experimentos al final del protocolo de incubacion de 48h mediante
inmunoanalisis de quimioluminiscencia automatizado IMMULITE® (Diagnostics

Products Corp).
3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
Los resultados se han expresado como media + desviacion estandar. Las diferencias

entre los tratamientos se han calculado mediante el test de la #-Student para datos

apareados utilizando el programa estadistico StatView 4.5.
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4.1 LINEA CELULAR CONDROCITICA HUMANA PREESTABLECIDA
C-28/12

4.1.1 Condiciones de cultivo

Se analizo la curva de crecimiento de los condrocitos de la linea celular humana C-
28/12 para establecer las condiciones Optimas de cultivo. El recuento de células se

realiz6 mediante camara de Neubauer. La curva de crecimiento obtenida se representa

en la Figura 21.
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Figura 21. Curva de crecimiento de la linea celular C-28/12 expresada en
namero de células (x 10'5) por dia de cultivo. Cada punto representa la
media + DE de tres cajas por dia.

Como se observa en la Figura 21, las células de la linea C-28/12 se mantienen en
fase de latencia los 4 primeros dias, durante los cuales tiene lugar la recuperacion del
cultivo, produciéndose una pérdida del nimero de células el dia 1 respecto a las células
que se sembraron. A partir del dia 5 el cultivo entra en fase de crecimiento exponencial
produciéndose un incremento del nimero de células hasta llegar al dia 10, en el cual se
alcanza el nimero maximo. A partir del dia 10 el nimero de células se mantiene estable

hasta el dia 13 en que aumenta la muerte celular con la consiguiente disminucion de
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células. Utilizando microscopio de campo invertido se observo que el cultivo alcanzo la
fase de confluencia el dia 10.

Para el estudio de la proliferacion celular se sembraron 3000 células/cm® y se
dejaron crecer durante 10 dias para que las células estuvieran en fase exponencial

tardia. A partir de ese momento se realizaron los protocolos de incubacion.

4.1.2 Amplificacién especifica de los genes de interés

Debido a que se obtiene RNA en cantidad insuficiente para el numero de
determinaciones necesarias en este estudio, para establecer las condiciones Optimas de
la reaccion de PCR de cada uno de los genes de interés, en cuanto a concentracion de
Mgy Tn, se utilizo6 DNA gendmico. Para visualizar los productos obtenidos se realizo

una electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion de plata (Figura 22).

Figura 22. Puesta a punto de las reacciones de amplificacion. Electroforesis en
gel de poliacrilamida de los productos obtenidos de la amplificacién de dos
DNA gendémicos humanos (DNA1 y DNA2) utilizando los cebadores disefiados
para los genes IGF-Il, IGFBP3, COMP, SOX9, COL2A1 y COL10. En el control
se ha sustituido el DNA gendmico por agua para descartar contaminacion de
la mezcla de PCR. Se ha utilizado 100 bp Ladder como marcador de peso
molecular.
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Una vez realizada la reaccion de PCR, se comprobd por electroforesis que el
tamafio del amplicon se correspondia con el tamafio esperado (ver Tabla 1) y se
procedi6 a secuenciar los productos obtenidos para confirmar que se trataba del gen
para el cual estaban disenados.

La secuenciacion de los productos demostré que correspondian a los genes para los
cuales estaban disenados estos cebadores. En otros casos, como en COMP, se obtuvo
una banda del tamafio esperado pero muy poco representada, de manera que se
procedié a realizar otra reaccién de PCR utilizando diferentes concentraciones de Mg**

(ver Figura 23).

Figura 23. Puesta a punto de la reaccion de amplificacion de COMP.
Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos obtenidos a partir de la
amplificacion de dos DNA gendmicos humanos (DNA1 y DNA2) realizando un
gradiente de Mg2+ (concentraciones 0,5, 1, 1,5 y 2 mM). En el control se ha
sustituido el DNA gendmico por agua para descartar contaminacion de la
mezcla de PCR. Se ha utilizado 100 bp Ladder como marcador de peso
molecular.

En la Figura 23 se observa que la concentracion adecuada para amplificar COMP a

partir de DNA genémico es 0,5 mM de Mg”". Se secuenci6 el producto de la reaccion
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de PCR y se comprobd que la secuencia obtenida se correspondia con la secuencia
esperada, de manera que se considerd que los cebadores eran adecuados para amplificar
el mRNA de este gen.

Para algunos genes, como COL2A1, se obtuvo mas de un producto (ver Figura 22,
bandas A y B) de manera que se separaron las bandas obtenidas después de hacer la
electroforesis en gel de poliacrilamida. Se utilizaron dos procedimientos diferentes para
recuperar las dos bandas de mayor intensidad que se habian observado en la Figura 22:
recuperacion a partir de gel de poliacrilamida y recuperacion a partir de gel de agarosa.
Tanto en un caso como en otro, una vez recortadas las bandas se procedi6 a eliminar la
poliacrilamida o la agarosa respectivamente y se reamplificd y secuencio el producto
resultante. La Figura 24 representa el gel de poliacrilamida después de la electroforesis
de los productos de las dos bandas recortadas y reamplificadas a partir del gel de

poliacrilamida de la Figura 22.
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Figura 24. Puesta a punto de la reaccion de
amplificacion de COL2A1. Electroforesis en gel de
poliacrilamida de los productos obtenidos a partir de la
reamplificacion de las bandas A y B recortadas del gel
de la Figura 22.

Una vez secuenciados los productos se comprobd que correspondian a secuencias

de diferentes coldgenos pero no eran especificas de COL2A1, como COLIAI,
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COL1A2 y COL2A2. Esto es debido a que los diferentes tipos de colagenos presentan

elevada homologia en cuanto a su secuencia.

4.1.3 Amplificacién del RNA mediante la técnica de RT-PCR en una sola etapa para

cada uno de los genes de interés

Una vez comprobado que los cebadores disefiados permitian amplificar los genes de
interés, se procedid a la extraccion del RNA total de las células de la linea condrocitica
C-28/12 para comprobar que estos cebadores también podian amplificar RNA de forma
especifica. Se realizaron reacciones de RT-PCR en paralelo con RNA total no tratado y
tratado con DNasa I, para eliminar la posible contaminacién de DNA gendémico durante
el proceso de obtencion de RNA total, para cada uno de los genes. Una vez finalizada la
reaccion se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion de plata (Figura

25).
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Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos de RT-
PCR a partir de RNA total de células de la linea celular C-28/12 sin/con
tratamiento con DNasa I.
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En la Figura 25 se puede observar como el RNA total extraido estaba contaminado
con DNA gendmico: en el caso de aggrecan los cebadores estaban disefiados en exones
diferentes y se obtuvieron dos productos de tamafnio diferente correspondientes a la
amplificacion de DNA genomico (682 pb) y a la amplificacion de RNA (182 pb). Al
tratar el RNA total extraido con DNasa I la banda correspondiente al producto obtenido
al amplificar DNA gendmico desaparece. Lo mismo deberia suceder con el IGF-II, en
el que los cebadores también se localizan en exones diferentes, pero las bandas
correspondientes a la amplificaciéon de DNA gendmico no aparecen. Esta diferencia es
debida a que el aggrecan es un gen poco representado en la muestra, como se comprob6
posteriormente con el método de cuantificacion, de manera que los cebadores compiten
por unirse tanto al RNA total como a la traza de DNA gendémico que pueda existir en la
muestra. Por el contrario, el IGF-II no se ve tan afectado por la presencia de trazas de
DNA gendmico ya que es un gen que estd mas representado en la muestra.

Debido a que la extraccion de RNA total no es especifica y requiere realizar un
tratamiento con DNasa para eliminar la contaminacion de DNA gendmico, se realizo la
extraccion de mRNA. El preparado comercial utilizado asegura una extraccion
especifica de mRNA sin contaminaciéon de DNA gendmico ya que se basa en un
sistema de purificacion por afinidad a celulosa oligo(dT), hecho que se comprobd al
realizar la RT-PCR con los cebadores anteriormente mencionados. Al hacer la
electroforesis de los productos resultantes se comprobd que no aparecian las bandas
correspondientes a la amplificacion de DNA gendmico.

Para determinar el numero de ciclos que se corresponden con amplificacion
exponencial, se realizd un experimento de RT-PCR a diferente numero de ciclos de
manera que las muestras se fueron extrayendo en los ciclos de amplificacion 25, 30, 35
y 40 de la reaccion. Estas muestras se cargaron en un gel de agarosa comercial para
hacer la electroforesis. Se comprobd mediante el sistema de analisis de imagen
MultiAnalyst que a 40 ciclos la reaccion no llega a saturacion, condicion necesaria para
realizar la cuantificacion de los productos amplificados, ya que no existira limitacion de
reactivos. De manera que las cuantificaciones se realizaron a partir de RT-PCR de 40
ciclos.

Una vez establecidas las condiciones Optimas se realizaron las reacciones de RT-
PCR en una sola etapa utilizando los cebadores especificos para cada uno de los genes
analizados. Los productos obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa comerciales y tincion de BE y se cuantificaron las bandas con el sistema
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MultiAnalyst 1.0.2 utilizando como patron el Precision Molecular Mass de Bio-Rad. El
sistema MultiAnalyst 1.0.2, mediante método densitométrico y analisis computerizado,
da un valor a la muestra de interés, en escala arbitraria. La cantidad de producto se
determina por comparacion con el patrén calibrado.

En la Figura 26 se representa la imagen de uno de estos geles de agarosa, a partir de

la cual se ha realizado la cuantificacion.

9 10 11 12 13 14

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa comercial de los productos de
RT-PCR del gen COL10 obtenidos a partir del mRNA extraido de las células
de la linea celular C-28/12. Cada numero representa el dia de cultivo.

En la Figura 26 las muestras se cargaron de forma correlativa, aunque para la
cuantificacion de los geles las muestras se cargaron de forma aleatoria y siempre se
realizaron mediciones del fondo del gel para cada una de las bandas cuantificadas. De
esta manera se eliminaron las posibles variaciones en cuanto a tincion de BE que se
pueden producir en estos geles. En esta figura se puede observar como el gen
amplificado empieza a expresarse a partir del dia 6 de cultivo aunque es a partir del dia
7 cuando el producto es mas abundante. Los resultados obtenidos de Ilas
cuantificaciones realizadas para cada uno de los 14 dias de cultivo de la linea celular

condrocitica C-28/12 son los que estan representados en las Figuras 27-31.
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4.1.4 Cuantificacidon de los genes de interés

- Sistema de los IGFs
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Figura 27. Andlisis semicuantitativo de la expresién de los genes del eje
IGFs a lo largo de los diferentes dias de cultivo. La RT-PCR para cada uno
de ellos se realiz6 partiendo de 5 ng de mRNA para la expresion de IGF-IA,
IGF-IB e IGF-IR, 10 ng para la de IGFBP3 y 20 ng para la de IGF-IIR.

La expresion de la isoforma IGF-IB es tres veces superior a la expresion de la
isoforma IGF-IA. La expresion de IGF-IA se mantiene constante a lo largo de todo el

cultivo (4,89 + 1,82). Se observa un maximo de expresion el dia 8, coincidiendo con la
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mitad de la fase exponencial. Con el IGF-IB (12,98 + 3,84) sucede algo similar pero, en
este caso, el maximo de expresion se detecta el dia 6 y se mantiene constante hasta el
dia 9, siendo esta expresion tres veces superior a la de IGF-IA.

En este sistema de cultivo es mas abundante la expresion de IGF-II que la de IGF-I.
El pico de expresion del IGF-II se detecta el dia 9 para luego disminuir coincidiendo
con el final de la fase exponencial. El pico de expresion detectado es 1,5 veces superior
al detectado para la isoforma IGF-IB.

En cuanto a la proteina de transporte de los IGFs (IGFBP3) no se detecta mRNA
hasta el dia 6 de cultivo, pese a partir del doble de mRNA que para los genes anteriores.
A partir del dia 7 incrementa la expresion de este gen alcanzando el maximo el dia 10,
produciéndose después una disminucion de la expresion. El pico de expresion de
IGFBP3 es posterior al de IGF-1y al de IGF-II.

La expresion del gen IGF-IR aumenta con los dias de cultivo y se mantiene estable
hasta el final de la fase exponencial, su pico de expresion es anterior al pico observado
para el IGF-II y a partir del dia 10 su expresion disminuye.

El IGF-IIR se expresa muy poco en los diferentes dias de cultivo a pesar de haber
partido de 20 ng de mRNA. No se detecta expresion hasta el dia 7 (fase exponencial),

para mantenerse constante durante el resto de los dias del cultivo.

69



RESULTADOS

- Receptores de glucocorticoides y GHR
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Tanto la forma o como la forma B del GCCR se detectan a partir del dia 8 de
cultivo, aunque su expresion es baja. En ambos casos el maximo de expresion se
obtiene los dias 9 y 10 de cultivo para luego disminuir. Hay mayor expresion de la
forma o que de la forma f3.

Durante los primeros 5 dias de cultivo, la expresion de GHR es muy baja. A partir
del dia 6, coincidiendo con el inicio de la fase exponencial, se produce un incremento
de la expresion alcanzando el maximo el dia 10 de cultivo. Posteriormente esta

expresion disminuye.
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- Factores de transcripcion

SOX9
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Figura 29. Analisis semicuantitativo de la
expresion de los factores de transcripcion
SOX9, CBFA1 y Ets2 a lo largo de los
diferentes dias de cultivo. La RT-PCR se
realizé partiendo de 5 ng de mRNA para
la expresion SOX9 y Ets2 y 10 ng para la
de CBFA1.

SOX9 se detecta a partir del dia 8 de cultivo. Su expresion alcanza el maximo entre

los dias 10 y 11 y luego disminuye hasta casi desaparecer el dia 14 de cultivo.

La expresion de CBFA1 comienza a detectarse el dia 8 de cultivo y se alcanza el

maximo el dia 9 manteniéndose después su expresion.

La expresion de Ets2 se detecta desde el inicio y el incremento de la expresion es

paralelo a la progresion del cultivo.

De entre los factores de transcripcion estudiados, Ets2 es constitutivo ya que se

detecta durante todo el cultivo mientras que SOX9 y CBFA1 estan mas expresados a

partir de la fase exponencial.
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- Proteinas de la matriz
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La expresion de aggrecan es apenas detectable a pesar de haber partido de 4 veces
mas mRNA que en las otras cuantificaciones. Esta expresion se mantiene baja y
constante durante todos los dias del cultivo, de manera que se trata de un gen
constitutivo pero su expresion se detecta a niveles bajos.

La expresion de COL10 es baja y se detecta a partir del dia 6. El maximo de
expresion se alcanza el dia 11 de cultivo, dia en el que las células ya estin en
confluencia.

CEP68 se expresa durante todo el cultivo aunque la expresion es baja durante los

primeros 6 dias, incrementando su expresion a partir del dia 7 hasta el final del cultivo.
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- GAPDH
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Figura 31. Andlisis semicuantitativo de la expresiéon de GAPDH a lo largo de
los diferentes dias de cultivo. La RT-PCR se realizé partiendo de 5 ng de
mRNA.

Durante los primeros cuatro dias la expresion de GAPDH es baja. A partir del dia 5,
coincidiendo con el inicio de la fase exponencial del cultivo, incrementa su expresion
hasta alcanzar el méximo coincidiendo con el final de la fase exponencial y se mantiene
constante hasta el dia 13 para luego disminuir el dia 14 coincidiendo con la etapa de
agotamiento del cultivo.

El GAPDH no se puede utilizar en este modelo como normalizador de los
resultados puesto que su expresion varia en funcion de los dias de cultivo. Por ello, para
realizar la cuantificacion de la expresion de los diferentes genes se utilizé un patron de

bandas calibrado.

4.1.5 Estudio de la regulacion de la proliferacion celular

El estudio de la regulacion de la proliferacion celular se llevé a cabo mediante el
analisis de la incorporacion de timidina-"H al DNA de las células de la linea celular C-
28/12. Después de 10 dias de cultivo las células se deprivaron durante 48h y se trataron
durante otras 48h con diferentes concentraciones de Dx y VitD, con IGF-I 100 ng/ml y
con las combinaciones de Dx y VitD con IGF-I. Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 32.
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Figura 32. Incorporacion de timidina->H al DNA de células de la linea celular
C-28/12 (media % desviacién estandar). Las células control se han incubado
con medio que contiene la misma cantidad de etanol y BSA que las
condiciones de Dx, VitD e IGF-l. Los resultados se expresan como
porcentaje de radioactividad respecto a la condicion control (100%). Se han
realizado dos experimentos independientes.

Se observa en la Figura 32 que en la linea celular C-28/I2 la incorporacion de
timidina-"H al DNA como indice de proliferacién celular no se modificaba de forma
valorable ni con el tratamiento con Dx (a las concentraciones de 10° M y 10 M), ni

con IGF-I (100 ng/ml) ni con VitD (a las concentraciones de 10" y 10 M).
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4.2 CULTIVOS PRIMARIOS DE CONDROCITOS HUMANOS
PROCEDENTES DE CARTILAGO DE EPIFISIS FETAL

4.2.1 Condiciones de cultivo

Para establecer las condiciones Optimas de cultivo se analizo la curva de crecimiento
de los condrocitos procedentes del cartilago de crecimiento epifiseal de fetos humanos
en primer pase de cultivo. El recuento de las células se realizd mediante camara de

Neubauer. La curva de crecimiento obtenida se representa en la Figura 33.
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Figura 33. Curva de crecimiento de condrocitos procedentes de cartilago
epifiseal fetal humano expresada en numero de células (x10'4) por dia de
cultivo. Cada punto representa la media £ DE de tres pocillos por dia.

Se observa una recuperacion lenta y progresiva del cultivo hasta el dia 5, periodo
durante el cual las células se adaptan al sistema de cultivo. A partir del dia 6 de cultivo
entran en fase de crecimiento exponencial hasta llegar a los dias 9-11 de cultivo,
cuando se alcanza el numero maximo de células. Utilizando microscopio de campo
invertido se observo que las células alcanzan la confluencia el dia 10 de cultivo.

Para el estudio de la proliferacion celular y la expresion génica se establecieron las

siguientes condiciones de cultivo:
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- para el estudio de incorporacion de timidina-"H al DNA, se sembraron 60.000
células/cm’® que se corresponde con la densidad celular alcanzada el dia 7 de
cultivo (fase exponencial);

- para el estudio de la expresion génica, se sembraron 42.000 células/cm® que se
corresponde con la densidad celular alcanzada entre los dias 6-7 de cultivo (fase

exponencial).

4.2.2 Control de pureza de los cultivos de condrocitos

Se realizd una reaccion de PCR con RNA total procedente de condrocitos de
cartilago fetal y RNA total procedente de fibroblastos procedentes de piel fetal

obtenidos en un primer pase de cultivo. El resultado se representa en la Figura 34.
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Figura 34. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los productos
obtenidos de amplificar los genes IGFBP3, COMP, SOX9, COL2A1,
COL10 y aggrecan a partir de RNA total de condrocitos de cartilago fetal y
de fibroblastos procedentes de piel fetal obtenidos en un primer pase de
cultivo.

Se determind que aquellos genes especificos de cartilago como COMP, SOXO9,

COL2AL1 y aggrecan, no se expresaban en fibroblastos pero si en condrocitos obtenidos
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a partir de cartilago epifiseal fetal, de manera que podiamos afirmar que estas células

mantenian el fenotipo condrocitico en las condiciones de cultivo utilizadas.

4.2.3 Estudio de la regulacion de la proliferacion celular por GCs, VitD, IGF-1 v GH

El estudio de la proliferacion celular se llevd a cabo mediante el analisis de la
incorporacion de timidina-"H al DNA de condrocitos procedentes de cartilago epifiseal
fetal humano. Se realizaron 28 experimentos diferentes con células procedentes de
cultivos de 28 fetos diferentes (Edad gestacional: 20,7 + 2,1 semana; 13 @, 15 &)
aunque no se analizaron todas las condiciones en todos los experimentos. El resultado
representado en la Figura 35 corresponde a la media y desviacion estandar de las

determinaciones expresada en forma de % respecto a la condicidon control.
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MEDIA + DE n
CONTROL 100,0 28
Dx 10° M 112,0 £37,2 28
Dx 10* M 95,7 + 38,4 21
Dx 10" M 77,3 £36,0 * 20
Dx 10°M 64,2 +£30,6 ** 28
Dx 10° M 61,9+27,1 ** 17
IGF-I 434,0 £217,6 ** 22
IGF-1+Dx 10° M 418,7 £337,5 * 7
MF 10°M 93,1 + 35,1 7
MF 10°M + Dx 10° M 109,7 + 30,2 3
MF 10° M + Dx 107 M 97,0 + 32,9 3
MF 10° M + Dx 10° M 80,9 + 34,7 7
GH 104,8 + 26,2 7
GH +Dx 10° M 71,9+9,6 * 3
GH+Dx 10°M 41,7 +39,1 4
VitD 10" M 86,9 + 23,8 14
VitD 10" M 78,0 £ 18,4 * 10
VitD 10° M 70,5+ 16,1 * 10
VitD 10®* M 544+14,6 ** 10
VitD 107 M 526+17,8 ** 10
VitD 10° M 41,9+ 13,1 ** 15
IGF-1+ VitD 10° M 215,4 + 149.,9 8
Dx 10°M + VitD 10° M 239+72 * 4
GH+ VitD 10"' M 832+ 12,4 * 6
GH + VitD 10'°M 78,3 + 10,0 3
GH + VitD 10° M 51,9+11,8 * 6
GH + VitD 10% M 4574127 * 3
GH + VitD 10" M 44,6 +10,7 ** 6
GH + VitD 10° M 46,5+9,8 * 4
GH + VitD 10" M + Dx 10° M 117,8 29,6 3
GH+ VitD 10'°M + Dx 10° M 122,6 + 30,9 3
GH+ VitD 10°M + Dx 10° M 81,6 +19,7 3
GH+ VitD 10 M + Dx 10° M 64,3 £24.0 3
GH + VitD 10" M + Dx 10° M 43,8+225 * 3
GH+ VitD 10°M + Dx 10° M 38,8 £223 * 3
GH+VitD 10" M+ Dx 10° M 454 +24.6 3
GH+ VitD 10'°M + Dx 10° M 403+22,1 * 3
GH + VitD 10° M + Dx 10° M 283+11,3 * 3
GH+ VitD 10M + Dx 10° M 4344194 * 3
GH+ VitD 10" M + Dx 10° M 333+21,8 * 3
GH+ VitD 10°M + Dx 10° M 36,7 £26,4 * 4

Figura 35. Incorporacién de timidina->H al DNA de condrocitos procedentes
de cartilago epifiseal fetal humano deprivadas durante 48h e incubadas
otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacion estandar). El
pocillo control se ha incubado con medio que contenia la misma cantidad de
etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-I, VitD y GH. El resultado
se expresa como porcentaje de radioactividad respecto a la condicién
control (100%). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion
de tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(*p<0,05; **p<0,0001, respecto al control).
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La Dx, a la concentracion de 10° M, tiene un efecto variable sobre la proliferacion
celular siendo el efecto medio estimulador. En cambio, a partir de la concentracion de
10® M este efecto disminuye produciendo inhibicion significativa a partir de la
concentracion de 107 M.

Por otro lado, el IGF-I a la concentracion de 100 ng/ml es un potente estimulador de
la proliferacion celular aunque esta estimulacion es variable segun el feto. El
tratamiento con IGF-I revierte totalmente la inhibicion de la proliferacion celular
producida por la Dx 10 M cuando las células se incuban en presencia de ambos.

El MF, esteroide sintético bloqueador del GCCR, no tiene ningun efecto por si solo
y revierte, en parte, la inhibicion por la Dx cuando se combinan ambos tratamientos.

La GH a 500 ng/ml no tiene un efecto significativo sobre la proliferacion y el
tratamiento combinado de GH y Dx tiene el mismo efecto que cuando se incuban las
células con Dx sola.

La VitD inhibe la proliferacion celular de forma concentracion dependiente, siendo
esta inhibicion significativa a partir de la concentracion de 10'° M. La presencia de
IGF-I revierte la inhibicién que la VitD a 10 M produce sobre la proliferacion celular.
La incubacién simultdnea con Dx 10° M y VitD 10° M provoca una fuerte inhibicién
de la proliferacion celular, equivalente a la que se observa con la VitD sola. El
tratamiento combinado de GH y VitD tiene el mismo efecto que cuando se incuban las
células con VitD sola.

La incubacion simultinea con GH, Dx 10° o 10° M y VitD a diferentes
concentraciones tiene un efecto inhibitorio similar al producido por la incubacién con
Dx y VitD solas.

No existen diferencias en cuanto a la proliferacion celular con respecto al sexo o a

la edad gestacional de los fetos.
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4.2 .4 Estudio de la expresion génica

4.2.4.1 Control endogeno

Para evitar que se produzcan errores en la valoracion de la estimacién de la
expresion génica debidas a pequeiias diferencias en las cantidades iniciales de RNA o a
diferencias en cuanto a la eficiencia de la sintesis de cDNA y la amplificacion en la
reaccion de PCR, es necesaria la eleccion de un control endégeno para normalizar los
resultados. Se analizaron las variaciones de los 11 genes de la placa en cuatro muestras
distintas: una muestra control sin tratamiento y tres muestras con diferentes tratamientos
(Dx 10° M, VitD 10°® M e IGF-I 100 ng/ml). Una vez finalizadas las incubaciones se
extrajo el RNA total y se realizo la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real. Una vez
finalizada la reaccion de PCR, se calcularon los ACt entre la muestra calibradora
(muestra control sin tratamiento) y las diferentes muestras tratadas para cada uno de los

genes de la placa de controles endogenos. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 36.
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Figura 36. Valoracion de la expresion génica para 11 controles enddgenos
en tres tratamientos distintos (Dx 10° M, VitD 10° M e IGF-I 100 ng/ml)
respecto a la muestra no tratada, que corresponde a la linea basal 0. [C; =
ciclo umbral; AC; = media de Cy(control) — media de C; (muestra)]
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El IPC no varia entre las muestras; esto indica que no existen inhibidores de la
reaccion de PCR en las diferentes muestras analizadas, de manera que las diferencias
observadas se deberan al tratamiento aplicado. El mejor control endogeno es aquel que
menos variaciones provoque en cuanto al AC,, es decir, el que menos varia respecto al
valor 0 (valor de la muestra control). Se observa que tanto 18S como huCYC podrian
utilizarse como controles endogenos para normalizar los resultados ya que son los
genes que menos varian en funcidon de los tratamientos. En cuanto a las diferencias
inducidas por los diferentes tratamientos, el IGF-I es el que provoca mayores
variaciones en todos los genes de la placa, puesto que es un factor de crecimiento de las
células, como ya se ha visto anteriormente en el estudio de la regulacion de la
proliferacion celular.

Se realizd otro experimento cuantificando el 18S, la huCYC y el aggrecan en
diferentes muestras:

1. muestra control no tratado (muestra calibradora)

2. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml

3. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + Dx 10° M

4. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + VitD 10° M

5. muestra tratado con MF 10° M + Dx 107 M

6. muestra tratado con IGF-I 100 ng/ml + MF 10° M

Se decidié analizar el aggrecan como posible control endégeno ya que en los
experimentos realizados con la linea celular C-28/12 (ver Figura 30) se habia observado
que este gen variaba muy poco independientemente del dia de cultivo. El protocolo
empleado para la cuantificacion de estos tres genes y el analisis de los resultados es el
mismo que el empleado para la placa de controles enddgenos. Los resultados obtenidos

estan representados en la Figura 37.
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Figura 37. Valoracion de la expresion de tres posibles controles enddgenos
(huCYC, 18S y aggrecan) en 5 tratamientos diferentes respecto a la muestra
no tratada que correspone a la linea basal 0. [AC; (muestra) = media de
Ci(control) — media de C; (muestra)]

Se observd que el aggrecan es mds variable dependiendo del tratamiento recibido
por las células. Tanto 18S con huCYC pueden ser buenos controles enddgenos pero,
teniendo en cuenta que el 18S implica una mayor manipulacion de las muestras (es un
gen que se expresa en gran cantidad y seria necesario diluir las muestras), el gen
endogeno escogido para la normalizacion de los resultados ha sido huCYC.

En todos los experimentos realizados se ha detectado huCYC de forma constante en
los ciclos 23-25, independientemente del tratamiento realizado al cultivo, hecho que

confirma la idoneidad de este gen como normalizador de los resultados.

4.2.4.2 Estudio de la expresion de los genes de interés

Para el estudio del patron de expresion de los genes de interés se incubaron las
células con los diferentes tratamientos especificados en la Tabla 5. Para la
cuantificacion de la expresion se utilizd el sistema de sondas TagMan, sistema
optimizado por el fabricante para ser utilizado con RNA total. Para la PCR cuantitativa
a tiempo real se utiliz6 el sistema ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Los calculos

AAC
2

se realizaron utilizando el método AACt (férmula: ¢). Los resultados obtenidos a

partir de la cuantificacion de los diferentes genes son los que observan en las Figuras

38-64.
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RESULTADOS

4.2.4.2.1 Regulacion de la expresion génica por Dx

Expresion de los genes del sistema IGFs

Cuantificacidn relativa de la expresion del gen IGF-1
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Figura 38. Cuantificacion de la expresion del gen IGF-I en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control). Resultados expresados en
escala logaritmica.

La Dx inhibe de forma significativa la expresion del gen IGF-I a la concentracion
de 10 M, siendo esta inhibicién mayor a medida que aumenta la concentracién de Dx.
El MF no tiene efecto significativo sobre la expresion del gen y no revierte la inhibicion
producida por la Dx 10° M.

El tratamiento con IGF-I estimula la expresion de su propio gen pero no revierte la
inhibicion producida por la Dx 10 M.

El tratamiento con GH no tiene efecto significativo sobre la expresion de IGF-I y en

combinacion con la Dx no rescata la inhibicion producida por la Dx sola.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGFBP3
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Figura 39. Cuantificacion de la expresién del gen IGFBP3 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05; p<0 0001, respecto al control).

La Dx inhibe de forma significativa y concentracion dependiente la expresion del
gen de IGFBP3. EI MF no tiene efecto significativo sobre su expresion y revierte
parcialmente la inhibicién que la Dx 10°® M produce sobre la expresién de este gen
(p=0,01 con respecto a Dx 10° M).

El IGF-I estimula la expresion de su principal proteina de transporte IGFBP3, pero
no revierte la inhibicién producida por la Dx 10° M.

El tratamiento con GH no tiene efecto significativo y, al tratar las células con GH y
Dx, el efecto observado sobre la expresion de IGFBP3 es el mismo que se observa al

incubar las células con Dx sola.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-IR
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Figura 40. Cuantificacion de la expresiéon del gen IGF-IR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

La Dx estimula la expresion del gen IGF-IR, siendo esta estimulacion significativa
a la concentraciéon de 10° M. El MEF, solo o combinado con Dx 10°¢ M, no tiene efecto
significativo sobre la expresion de IGF-IR.

El tratamiento con IGF-I inhibe la expresion de su propio receptor de forma
significativa. Aunque la Dx estimula la expresion de IGF-IR, la presencia adicional de
IGF-I en el medio provoca la inhibicion significativa de la expresion de IGF-IR.

La GH no tiene efecto significativo y combinada con Dx 10° M se observa un

aumento en la expresion de IGF-IR aunque no es significativo.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-I1
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Figura 41. Cuantificacién de la expresion del gen IGF-ll en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

Se observa una gran variabilidad en la expresion de IGF-II en respuesta a los
tratamientos. Solo se observa una inhibicidn significativa cuando se incuban las células
con MF 10° M. La expresion del gen IGF-II no es dependiente de la concentracion de

Dx.
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Cuantificacion relativa de la expresion del gen GHR
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Figura 42. Cuantificacion de la expresién del gen GHR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: nimero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

Se observa un efecto dual de la Dx sobre la expresion de GHR, en funcion de la
concentraciéon del GC. A concentraciones bajas (10° y 10® M) estimula la expresién del
gen de GHR pero a concentraciones mas elevadas (107 y 10° M) inhibe su expresion
siendo esta inhibicion significativa a la concentracion de 10° M. El MF no tiene efecto
significativo y combinado con la Dx 10® M recupera la inhibicién producida por la Dx
10° M sola.

El tratamiento con IGF-I no tiene efecto significativo sobre la expresion de este gen
pero, al igual que el MF, revierte la inhibicion producida por la Dx 10 M.

La GH no tiene efecto sobre la expresion de su receptor pero, al igual que el MF y

el IGF-I, revierte la inhibicion producida por la Dx 10 M.
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Expresion del gen SOX9
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Figura 43. Cuantificacion de la expresion del gen SOX9 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

La Dx inhibe de forma concentraciéon dependiente la expresion del gen SOXO,
siendo esta inhibicion significativa a la concentracién de 10° M y a la de 10° M. El MF
solo no tiene efecto pero rescata la inhibicion que la Dx 10° M produce sobre la
expresion de este gen.

El IGF-I estimula la expresion de SOX9 aunque no es estadisticamente significativo
y no revierte la inhibicién producida por la Dx 10° M.

La GH no tiene efecto significativo sobre la expresion de SOX9. La combinacion
de la GH con la Dx tiene un efecto similar al observado al incubar las células con Dx

sola, es decir, se inhibe la expresion de SOX9 de forma significativa.
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Expresion de proteinas de la matriz extracelular

Cuantificacion relativa de la expresion del gen COL2A1
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Figura 44. Cuantificacion de la expresion del gen COL2A1 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media * desviacion
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

La Dx inhibe de forma concentracion dependiente la expresion de COL2A1, siendo
esta inhibicion significativa a las concentraciones de 107 M y 10° M. El MF tiene un
efecto variable sobre la expresion de COL2A1 y bloquea la inhibicidon que produce la
Dx 10° M.

El IGF-I estimula la expresion de este gen de forma variable y revierte la inhibicion
producida por la Dx 10°M sola (p=0,04, respecto a la Dx 10° M sola).

La GH no tiene efecto significativo sobre la expresion de COL2A1 y no revierte la

inhibicién de la expresion producida por la Dx.
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Cuantificacidn relativa de la expresion del gen agerecan
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Figura 45. Cuantificacion de la expresion del gen aggrecan en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

La Dx a concentraciones elevadas inhibe la expresion de aggrecan, siendo ésta
significativa a la concentraciéon de 10° M. E1 MF no tiene efecto solo y revierte parte de
la inhibicion producida por la Dx 10 M.

El IGF-I estimula la expresion de este gen aunque existe gran variacion
interexperimental y revierte la inhibicion producida por la Dx 10° M (p=0,03, respecto
ala Dx 10°M sola).

La GH no tiene efecto sobre la expresion de aggrecan y no revierte la inhibicion

producida por la Dx.
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Cuantificacion relativa de la expresion del gen COMP
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Figura 46. Cuantificacion de la expresién del gen COMP en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, MF, IGF-l y
GH. Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control
(= 1). (n: nimero de experimentos realizados para cada condicion de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

La Dx estimula la expresion de COMP, aunque esta estimulacion no es significativa
debido a la variacion interexperimental. E1 MF, por el contrario, inhibe de forma
significativa la expresion de este gen.

El IGF-I inhibe la expresion de COMP y en combinacién con la Dx 10 M también
inhibe la expresion de forma significativa, pese a que la Dx 10° M sola estimulaba la
expresion de este gen.

La GH no tiene efecto sobre la expresion de COMP. En combinaciéon con la Dx

tampoco se observa un efecto significativo.
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RESULTADOS

4.2.4.2.2 Regulacion de la expresion génica por VitD

Expresion de los genes del sistema IGFs

Cuantificacidn relativa de la expresion del gen IGF-1
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Figura 47. Cuantificacion de la expresion del gen IGF-l en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05, respecto al control). Resultados expresados en escala
logaritmica.

La VitD estimula la expresion del gen IGF-I de forma concentracion dependiente,
en todos los experimentos, aunque la estimulacién no es significativa debido a la
variacion interexperimental. El tratamiento con IGF-I estimula la expresion de su
propio gen y en combinacion con VitD 10° M se observa una estimulacion similar a la
producida por el tratamiento con IGF-I o VitD solas. El tratamiento con GH no tiene
efecto sobre la expresion de IGF-I pero la presencia de VitD en las células tratadas con
GH incrementa la expresion de IGF-1. En todos los experimentos analizados se produce

este incremento en la expresion pero existe una gran variabilidad interexperimental. Se
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RESULTADOS

han calculado los incrementos de expresion de IGF-I entre los cultivos tratados con
VitD sola a las diferentes molaridades y los cultivos tratados con VitD + GH 500 ng/ml
para cada experimento: el resultado demuestra que la presencia de GH en el medio

incrementa la expresion de IGF-I.
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Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGFBP3
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Figura 48. Cuantificacion de la expresion del gen IGFBP3 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

MEDIA + DE
1,00
1,58 £ 0,35 *
1,91 +£0,49 *
1,71 £0,75 *
2,13+0,52 *
2,59 +£0,94 *
2,44 +£1,02 *
2,60 +0,91
3,97 +0,84 *
1,03 +£0,27
1,06 + 0,44
1,80 + 0,69
1,84 +£0,40 *
1,89 +0,38
2,44 +0,86 *
1,87 £ 0,59

La VitD estimula de forma concentracion dependiente la expresion de IGFBP3. El

IGF-I también estimula la expresiéon de su principal proteina de transporte y el

tratamiento combinado con IGF-I y VitD 10 M parece potenciar la estimulacion que

sobre la expresion de este gen producian tanto IGF-I como VitD 10° M solas, siendo

este incremento estadisticamente significativo.

El tratamiento con GH no tiene efecto sobre la expresion de IGFBP3 vy, al tratar las

células con GH y VitD, el efecto observado sobre la expresion de IGFBP3 es el mismo

que se observaba al incubar las células con VitD (estimulacion).
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-IR
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Figura 49. Cuantificacion de la expresiéon del gen IGF-IR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados ofras 48h con diferentes tratamientos (media * desviacion
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

MEDIA + DE
1,00

1,19+ 0,55
1,12 40,42
1,09 + 0,09
1,16 £0,39
1,14+0,19
1,41 £0,27 *
0,55+0,17 *
0,69 + 0,22 *
0,99 + 0,41
1,09 + 0,41
1,07 +0,18
1,30+ 0,61
0,90 + 0,23
1,09 + 0,34
1,14 £ 0,69

La VitD de 10" a 10”7 M no tiene efecto significativo sobre la expresion de IGF-IR

aunque se observa estimulacion, siendo ésta significativa a la concentracion de 10° M.

El tratamiento con IGF-I inhibe la expresion de su propio receptor de forma

significativa. La incubacion con IGF-I y VitD 10° M tiene un efecto inhibidor de la

expresion (p=0,006 con respecto a la VitD 10 M), efecto similar al obtenido al incubar

con IGF-I solo.

La GH no tiene efecto y, combinado con la VitD, no se observa ningun efecto

significativo sobre la expresion de IGF-IR.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-I1
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GH + VitD 10° M
GH + VitD 10 M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 10° M
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Control

VitD 1011 M

VitD 10-10 M

VitD 109 M

VitD 108 M

VitD 107 M

VitD 106 M

IGF-I 100 ng/ml
IGF-I +VitD 106 M 1

GH 500 ng/ml

GH + VitD 1011 M

GH + VitD 1010 M

GH + VitD 10°° M

GH + VitD 108 M

GH + VitD 107 M

GH + VitD 106 M

Figura 50. Cuantificacion de la expresion del gen IGF-Il en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media * desviacion
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes).

MEDIA + DE
1,00
1,04 0,51
1,04 +£ 0,59
0,86 + 0,43
1,01 +0,23
1,15+0,42
0,96 + 0,26
1,45 + 0,46
1,77 £ 0,64
1,39 +0,87
1,15+0,49
0,87 + 0,44
1,05 +0,79
1,28 + 0,62
1,64 £ 0,95
1,87 + 1,39

Se observa una gran variabilidad en la expresion de IGF-II en respuesta a los

tratamientos. La expresion del gen IGF-II no es dependiente de la concentracion de

VitD.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen GHR
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Figura 51. Cuantificacion de la expresion del gen GHR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de ViD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

MEDIA + DE
1,00

1,59 + 1,07
2,13+ 1,30
2,52+ 1,62
3,03+ 1,28 *
3,55+ 1,71 *
4,01+3,16 *
1,02 + 0,49
2,74+ 133 *
1,40 + 0,89
1,68+ 1,22
343 +2,75
2,42+ 1,95
3,76 £2,12
5314333 %
3,19+ 1,06 *

La VitD estimula de forma concentracion dependiente la expresion del gen GHR

siendo esta estimulacion significativa a partir de la concentraciéon de 10™ M.

El tratamiento con IGF-I no tiene efecto sobre la expresion de este gen pero el

tratamiento combinado con VitD 10°® M e IGF-I permite seguir observando la misma

estimulacion de la expresion de este gen que producia la VitD sola.

La GH no tiene efecto sobre la expresion de su receptor pero en combinacion con la

VitD 10® y 107 M se produce una potenciacion de la expresion respecto al efecto

producido por la Vit D 10® y 107 M sola.
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RESULTADOS

Expresion del gen SOX9

25 CONTROL
VitD 10" M
VitD 10" M
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Q

Cantidad relativa del mMRNA de SOX9 normalizado por huCYC
=
o
1

Control

VitD 10-1 M

VitD 1010 M

VitD 109 M

VitD 108 M

VitD 107 M

VitD 106 M
IGF-I 100 ng/ml
IGF-I + VitD 10 M
GH 500 ng/ml
GH + VitD 101 M
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GH + VitD 109 M
GH + VitD 108 M
GH + VitD 107 M
GH + VitD 100 M

Figura 52. Cuantificacion de la expresion del gen SOX9 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l1 y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

MEDIA + DE
1,00
1,16 £ 0,62
0,84+ 0,35
0,66 +0,18 *
0,76 + 0,26
0,83 0,32
0,65+0,19 *
1,83 0,77
0,33+£0,15 *
1,08 £ 0,39
0,63 +0,24 *
0,70 + 0,08
0,74+ 0,21
0,66 + 0,19
0,63 +£0,25 *
0,55 + 0,07

La VitD a la concentracién baja de 10™"' M tiene un efecto muy variable sobre la

expresion de SOX9, pero a partir de 10" M inhibe dicha expresion, siendo

estadisticamente significativo a 10° M y 10 M, no observandose un efecto progresivo.

El IGF-I estimula la expresion de SOX9 pero no revierte la inhibicion producida

por la VitD 10° M.

La GH no tiene efecto sobre la expresion de este gen y la combinacién de la GH

con VitD tiene un efecto similar al observado al incubar las células con VitD sola, es

decir, se inhibe la expresion de SOXO9.
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RESULTADOS

Expresion de proteinas de la matriz extracelular

Cuantificacion relativa de la expresion del gen COL2A1
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2
3
2 45 -
g ]
3 “ CONTROL
N o35 ] VitD 10" M
g ; 10
£ VitD 10" M
2 37 VitD 10° M
< . -8
N 25 VitD 10" M
Q VitD 107 M
© 4 . 6
g 2 VitD 10° M
< -
S 15 IGF-L .
a IGF-1 + VitD 10° M
€ % T *
= 14 F GH
e * . -11
s 5 i GH +VitD 10" M
5 \ , | GH + VitD 10" M
[N
[
3 T = = = =3 g E= = s = 5 = GH + VitD 105 M
E £ 2 g 9 @ & v 5 v 5 I g 9 @ 5 9 . 7
= S 6 6 9 9 9 9o £ o £ &6 & 9 9o o o GH+ VitD 10°" M
8 § 2 28 8 8 &8 52 &9 g 8 2 8 8 L

D p & 0 O O 56 H &5 o p L o o o GH+ VitD 10° M

+ + X rE £ £ <= £ B + £ E £ £ £

S £ 3> 3> 3> 53> 45> 5 5 35 5 5 35

§ 0 ©® X 211z
| I
HooW GO O O O
§ °°

Figura 53. Cuantificacion de la expresion del gen COL2A1 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

MEDIA + DE
1,00

1,36 + 1,01
0,85+ 0,15
0,58 + 0,30 *
0,63 + 0,26 *
0,51 £0,10 *
0,56 + 0,32 *
3,08+ 1,31
2,14+ 0,66
0,88 + 0,26
0,77+ 0,17 *
0,82 +£0,18
0,59 + 0,24 *
0,60 + 0,33
0,50 + 0,20 *
0,45+0,11

La VitD a la concentraciéon de 10" M tiene un efecto variable pero a partir de la

concentracién 10° M tiene un efecto inhibidor significativo de la expresion de

COL2A1, no observandose un efecto progresivo.

El IGF-I estimula la expresion de este gen de forma variable y revierte la inhibicion

producida por la VitD 10°M (p=0,03 respecto a la Vit D 10° M sola).

La GH no tiene efecto sobre la expresion de COL2A1 y la combinacién de esta

hormona con la VitD no revierte la inhibicidn de la expresion producida por VitD sola.
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RESULTADOS

Cuantificacidn relativa de la expresion del gen agerecan

\S)
g
T 6
s MEDIA+DE n
§ CONTROL 1,00 10
S 97 VitD 10" M 0,81 0,28 10
£ 1 VitD 10"° M 0,82+0,17 * 6
o
S 4 VitD 10° M 0,64+026% 6
3 VitD 10®* M 0,63 +0,17 * 6
S 34 VitD 107 M 0,66+£027% 6
N VitD 10° M 0,59 + 0,23 * 10
b IGF-I 3,40+ 1,94 3
z 27 IGF-I + VitD 10° M 1,28 £ 0,63 4
ii GH 0,85 + 0,34 7
1 % %
T 1 it 1 = GH+ VitD 10" M 072£025% 6
= | kol : -10
5 .I ““L““Ll ,—LI ’—L”—T—“—L”—Ll GH+V%tD109 M 0,69 + 0,20 * 3
$ g4 ol | GH + VitD 10° M 0,61 +0,26 * 6
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— ~ ~ —
= £ & cvc’, ‘*”9 “é 'é “'é S "’9 ® 3 C;’D ““9 °'°9 '*2 “é GH + VitD 107 M 0,46 +0,07** 6
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Figura 54. Cuantificacion de la expresion del gen aggrecan en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l1 y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

La VitD inhibe de forma concentracion dependiente la expresion de aggrecan
siendo esta inhibicién significativa a partir de la concentraciéon de 10™° M.

El IGF-I estimula la expresion de este gen aunque existe gran variacion
interexperimental y el tratamiento combinado con IGF-I y VitD 10° M revierte la
inhibicion producida por la VitD 10° M sola.

La GH no tiene efecto sola y combinada con VitD no revierte el efecto inhibitorio

producido por VitD.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen COMP

\S)
>
\S)
2 25 T
g N MEDIA+DE n
3 CONTROL 1,00 11
Lg 2 * VitD 10! M 0,92 + 0,42 11
£ VitD 10"° M 1,03 £ 0,45 6
o
s 15 VitD 10 M 0,87 £0,53 6
g VitD 10* M 1,66 + 0,77 6
S [ T VitD 107 M 1,55+ 0,87 6
3 14 VitD 10° M 1,53+0,62* 11
Z IGF-I 0,70 =+ 0,49 5
§ IGF-1 + VitD 10° M 1,44 + 0,45 4
T F9 GH 1,26 £ 0,60 6
£ GH + VitD 101! M 124 =081 6
° GH + VitD 10" M 1,43 + 0,49 3
- 0- . . L Vi 9 =
3 s === = = =% =F === = = = GH V%tD 10_8 M 1,01 +0,35 6
= £ = S o © N S 2 S = <} e © ~ © GH + VitD 10° M 1,15+ 0,54 3
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Figura 55. Cuantificacion de la expresion del gen COMP en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de VitD, IGF-l1 y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

La VitD tiene un efecto estimulador de la expresion de COMP a partir de la
concentracién 10° M, aunque por su variabilidad sélo es significativa a la
concentracion de 10° M.,

El IGF-I inhibe la expresion de COMP aunque hay variacion interexperimental y en
combinacion con VitD el efecto observado es similar al producido al incubar las células
con VitD sola.

La GH no tiene efecto sobre la expresion de COMP y en combinacion con VitD se
produce el mismo efecto que con VitD sola, es decir, se estimula la expresion de

COMP, siendo ésta significativa con VitD 107 M.
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RESULTADOS

4.2.4.2.3 Regulacion de la expresion génica por el tratamiento combinado con Dx, VitD

vy GH
Expresion de los genes del sistema IGFs

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-1

log CONTROL
1000 A Dx 10° M
Dx 10°M
3 VitD 10" M
£ VitD 10" M
a VitD 10° M
,‘; 100 l VitD 10° M
E J_ VitD 107 M
5 I VitD 10° M
g l l Dx 10° M + VitD 10° M
S 10 4 GH
p j‘_ GH+ Dx 10°M
g J_ GH+Dx 10°M
3 T % GH + VitD 10" M
g 1 GH + VitD 10"°M
R R s . . GH + VitD 10° M
3 - GH + VitD 10* M
2 GH + VitD 107 M
S GH + VitD 10° M
1 GH + VitD 10" M + Dx 10° M
FEEEEEEEEE EN-EEEEEEIEEEIEE IR GH+ VitD 10'°M + Dx 10° M
5855355558 2555855558585855858888%8 GH + VitD 10° M + Dx 10° M
- 55000000208 5320022 208 55555555555 GH + VitD 10° M + Dx 10° M
>>>>>>Z£«;§éz?zzzz%%%%%%%%%%%% GH+v§tD10::M+Dx10jM
: II3S $353 35555358508 GH+V%tD10-”M+Dx10-6M
] DA DA S GH + VitD 10" M + Dx 10° M
A SRR R GH + VitD 10" M + Dx 10° M
O T T . 9 6
ITIIIIT T IIII GH + VitD 10" M + Dx 10°M
TSSOSO

GH + VitD 10® M + Dx 10° M
GH + VitD 10" M + Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 56. Cuantificacion de la expresion del gen IGF-I en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control). Resultados expresados en
escala logaritmica.

MEDIA +DE

1,00

0,42 0,26 **
0,2040,19 **

1,14 +0,42
1,69 + 0,72
3,05+ 3,37

11,06 + 18,80

14,37 + 24,04
9,80 + 16,38
3,94 5,50
1,23 £0,48
0,36 £ 0,26
0,35+ 0,26
1,65 + 0,58
1,19 £0,29
4,05+2,84

11,31 £9,56

43,04 £7227

25,69 + 29,09
0,52 +0,17
0,41+0,18
0,60 + 0,03
2,82+1,76
5,01+ 3,39
3,92 +2,90
0,44 +0,24
0,68 + 0,40
0,96 + 0,41
5794371
723 +543

15,47 + 15,09

Mientras que la Dx es un potente inhibidor de la expresion de IGF-I, la VitD

produce el efecto contrario: estimulacién. En combinacion, la VitD 10° M revierte la

inhibicion producida por la Dx 10 M.

Asi como la GH no tiene efecto significativo sobre la expresion de IGF-I y no

revierte la inhibicion producida por la Dx 10° 0 10° M, si en el medio ademés hay

VitD a partir de la concentracion de 10 M no sélo se revierte la inhibicion producida

por la Dx sino que se produce una estimulacion de la expresion de IGF-I, aunque esta

estimulacion no es significativa debido a la variacion interexperimental y es inferior a

la observada cuando se incuban las células con GH y VitD.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGFBP3

MEDIA = DE n

CONTROL 1,00 12
Dx 10° M 0,51 +£0,22 %% 10
4 Dx 10°M 0,08+0,06** 12
o VitD 10" M 1,58 £0,35 * 9
g . VitD 101° M 191049 % 7
T 397 7 . VitD 10° M L71£075% 7
s VitD 10* M 2,13+0,52 * 7
= 3 VitD 107 M 2,59+£0,94 * 8
g . VitD 10° M 244+1,02% 12
2 25 ) Dx 10° M + VitD 10° M 0,33 40,29 * 4
g x GH 1,03 +£0,27 8
P x ll GH +Dx 10° M 0,37 £0,08 * 3
;: l GH+Dx 10°M 0,07+0,08 ** 5
Zz 05 d GH + VitD 10" M 1,06 + 0,44 7
= l GH + VitD 10" M 1,80 = 0,69 3
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5 1 GH + VitD 10° M 1,89 + 0,38 3
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EESESESSSEEESESSS SE=ESE=SE=S=S=E====S===°= GH + VitD 10° M + Dx 10° M 0,54 £ 0,20 3
055355555 25585835555508858858886838 GH+ViD 10°M+Dx 10°M  085£062 3
°5ggéggggg§gggégggggggggggggggg GH + VitD 107 M+Dx 10°M 1074073 3
St T T - g S B PR R GH + VitD 10® M + Dx 10° M 1,10+ 0,37 3
T OO TITTTI-cgeneozgae hy GH+ VitD 10" M+ Dx 10° M 0,05£0,02 ** 4

2 © e 999899889 389% : 10 "3
) AR DD-Dapab-S - DA A GH+V¥tD10_9M+Dxl(_)6M 0,10+ 0,08 * 3
X EESEEEEEEEEE GH + VitD 10° M + Dx 10°M 0,12 +0,05 * 3
igiiiiggiiié GH+ VitD 10° M + Dx 10° M 0,31£0,18 * 3
EEOOOOFFOO ©O GH + VitD 107 M + Dx 10° M 0,32+0,20 * 4
GH + VitD 10° M + Dx 10° M 0,16 + 0,09 * 4

Figura 57. Cuantificacion de la expresiéon del gen IGFBP3 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados ofras 48h con diferentes tratamientos (media * desviacion
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condiciéon de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

La VitD, pese a que estimula significativamente la expresion de IGFBP3, no
revierte la inhibicion de la expresion de este gen producida por la Dx. Lo mismo ocurre
con la GH, pero si se incuban las células con Dx a una concentracion baja (10° M), GH
y VitD a concentraciones crecientes (107" a 10 M) ésta ultima revierte la inhibicion de
la expresion de IGFBP3 a partir de la concentracion de 107 M de VitD. En cambio si
en el medio hay Dx a una concentracion elevada (10° M) no se consigue revertir la

inhibicion de la expresion de IGFBP3.
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-IR

CONTROL
Dx 10° M
3 - Dx 10° M
VitD 10" M

x VitD 10"° M
25 VitD 10° M
VitD 10° M
VitD 107 M
2 VitD 10° M
Dx 10° M + VitD 10° M
GH
GH +Dx 10° M
GH+Dx 10°M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 10° M
GH + VitD 10* M
GH + VitD 107 M
GH + VitD 10° M
GH + VitD 10" M + Dx 10° M
GH + VitD 10" M + Dx 10° M

" 1
—
-
—
|_|
[
—
—

Cantidad relativa del mMRNA de IGF-IR normalizado por huCYC

o o
. ——

. —H
}

IR E R IEEEIEIEEE==E==I==== T
52285622222 2225522222222222222 288 s o
S 5000002008 550002 RSN SAE5555555 LR ]
SS>>>>?%££%%?T ??%;;é%é%é;; ;; GH+V?tDIO,6M+DXIO,9M

S OO T T XIXI IX. o aoonomoae~oe GH+ VitD 10°M + Dx 107 M

g Ssoe0vossg9e805528 28 GH + VitD 10" M + Dx 10° M

% 002228202222 GH + VitD 10" M + Dx 10° M

2 SERTSEo882 88 GH + VitD 10 M + Dx 10°M
STSTSSITSE D GH + VitD 10 M + Dx 10° M

GH + VitD 10" M + Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 58. Cuantificacién de la expresiéon del gen IGF-IR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

Tanto Dx como VitD estimulan la expresion de IGF-IR de forma significativa a la
concentracién de 10° M, aunque existen variaciones interexperimentales. El efecto
producido sobre la expresion de IGF-IR al incubar las células con GH, Dx y VitD no es
significativo y no difiere del observado al incubar con Dx y VitD solas. La
combinacion GH, VitD 10"° M y Dx 10® M inhibe de forma significativa la expresién

de IGF-IR.
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MEDIA + DE
1,00

1,27 0,47
1,79 + 0,86 *
1,19+0,55
1,12 + 0,42
1,09 £ 0,09
1,164 0,39
1,14 +0,19
1,41 40,27 *
1,93 + 0,47
0,99 + 0,41
1,15+0,12
1,59 + 0,37
1,09 + 0,41
1,07+ 0,18
1,30 + 0,61
0,90 + 0,23
1,09 + 0,34
1,14+ 0,69
0,85 + 0,20
0,68 + 0,06
0,93 0,56
1,00 + 0,52
1,01 £ 0,40
0,83 + 0,55
0,71 + 0,24
1,27+ 0,56
1,32 + 0,43
1,67 + 0,44
1,47 £0,55
1,19+ 0,32

n
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen IGF-I1

CONTROL
Dx 10°M
35 Dx 10° M
VitD 10" M
] VitD 107 M
VitD 107 M
VitD 10° M
VitD 107 M
VitD 10° M
Dx 10° M + VitD 10° M
GH
GH +Dx 10° M
GH+Dx 10°M
GH+ VitD 10" M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 10° M
GH + VitD 10° M
GH + VitD 107 M
GH + VitD 10° M

——
[
J—
—
H—

Cantidad relativa del mRNA de IGF-II normalizado por huCYC
n
1
—

o o
oMt F1—

GH + VitD 10" M + Dx 10° M
GH+ VitD 10"°M + Dx 10° M

pEs=z=====sgs==z======zz===z===== 10 .
£555855255258885555555555555855% e
XX AADDDODD XXARDD DD X X XX X X XX XX XX +VitD 10° M + Dx 10
°°§§s§§§§§??§§§§ ££999922922212°% GH + VitD 107 M + Dx 10° M

;&n{%;;;g medHHEEEEEEE HE GH + VitD 10° M + Dx 10° M
2 BEOO 995599008592 8¢8 GH + VitD 10™ M+ Dx 10°M
2 2022222022282 GH + VitD 10" M + Dx 10° M
P SESSS55E555s . 5 &

P GH +VitD 10° M +Dx 10°M
STTFTSSFIISS GH + VitD 10* M + Dx 10° M

GH + VitD 107 M + Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 59. Cuantificacién de la expresion del gen IGF-Il en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

Aunque la expresion de IGF-II no varia ni con Dx, ni con VitD ni con GH existe

una tendencia a la estimulacion cuando se incuban conjuntamente, siendo esta

estimulacion significativa con GH, VitD 10”6 10®* M y Dx 10° M.
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MEDIA + DE
1,00

1,05 + 0,40
1,05 +0,47
1,04 +0,51
1,04 + 0,59
0,86 + 0,43
1,01 £ 0,23
1,15 +0,42
0,96 + 0,26
1,23 0,64
1,39+ 0,87
0,99 + 0,47
1,49 +0,97
1,15 +0,49
0,87 + 0,44
1,05 £ 0,79
1,28 +0,62
1,64 +0,95
1,87 1,39
1,20 + 0,43
1,29 + 0,49
1,04 + 0,41
1,72 £0,34
1,57 £0,59
1,80 + 0,87
1,51 0,25
1,66 + 0,50
2,25+ 0,49 *
2,50 0,51 *
1,95 + 0,48
1,81 +£0,79

n
10

10
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen GHR

CONTROL
Dx 10° M
9 Dx 10°M
o _ ; VitD 10" M
3 8 VitD 10™° M
= . i VitD 10° M
= 74 T VitD 10* M
3 ] VitD 107 M
g 6 - VitD 10 M
E 1 . Dx 10° M + VitD 10° M
I 5 GH
3 1 * GH +Dx 10° M
S 4 - I ‘[ GH+ Dx 10° M
£ GH + VitD 10"' M
T3 A l GH + VitD 10" M
£ . GH + VitD 10° M
E 2 GH + VitD 10 M
3 . T - GH + VitD 107 M
s ! GH + VitD 10° M
. H GH+ VitD 10" M + Dx 10° M
FETiiEIiiseSSiIiiiizsssssssszs SHENVIIG MADIGEN
E995 89953295225 592% 599999 %9 %92 % EE GH +VitD 10° M +Dx 10° M
$9285988288288522289222228888 29 T )
S A 500000008 AS000 R POAAAAAAAAALAA O VD O M DO
EESS885820 5825520000000 00 GH+VitD 10" M +Dx 10°M
F3IIXI+ T v+ ttsSsSssssssssS= GH + VitD 10° M + Dx 10° M
=T O9IxITITTI-oaonomgae n e
: STOO OO L 9999552889 GH + VitD 10™' M +Dx 10°M
! 2022222002222 GH + VitD 10" M +Dx 10° M
& sBEEE s8R R 22 GH + VitD 10° M + Dx 10°M
IISISSIISSIS GH + VitD 10° M +Dx 10° M

GH + VitD 107 M + Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 60. Cuantificacion de la expresion del gen GHR en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, ViD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

El tratamiento con Dx produce un efecto dual en funcién de la concentracion de
manera que concentraciones bajas estimulan la expresion de GHR mientras que
concentraciones altas la inhiben. En cambio, la VitD estimula la expresion de este gen
desde la concentracién 10" M hasta la de 10° M y revierte la inhibicién que la Dx 10
M produce. Asi como la GH revierte la inhibicién producida por la Dx 10° M si en el
medio ademdas hay VitD no so6lo se revierte la inhibicién sino que se observa una
estimulacién aunque no es significativa por la variabilidad interexperimental y es

inferior a la observada al incubar las células con GH y VitD.
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MEDIA + DE
1,00
1,48 + 0,63 *
0,88+ 0,14 *
1,59 + 1,07
2,13+1,30
2,52+ 1,62
3,03+ 1,28 *
3,55+ 1,71 *
4,01+3,16*
1,74 1,01
1,40 + 0,89
0,57 + 0,35
0,97 + 0,63
1,68 1,22
343+2.75
2,42 +£1,95
3,76 +2,12
531+333*
3,19 + 1,06 *
1,06 + 0,65
0,82 +0,27
0,85 + 0,32
2,87+1,.28
2,70 £ 0,90
2,17+1,08
1,33 £0,53
1,69 + 0,68
1,98 + 0,91
2,28 +1,20
1,36 0,28
1,57 £0,62
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RESULTADOS

Expresion del gen SOX9

CONTROL
Dx 10°M
, Dx 10°M
° T VitD 10" M
9 VitD 107" M
318 4
s VitD 10° M
o
g 16 - VitD 10° M
% VitD 107 M
£ 14 4 VitD 10° M
S Dx 10° M + VitD 10° M
2 g
: [ ] | i
s 1 T JT_ T GH +Dx 10° M
< . X x GH+Dx 10°M
& 8 GH + VitD 10" M
§ . GH + VitD 10" M
: GH + VitD 10° M
L GH + VitD 10* M
3 GH + VitD 107 M
§ 2 GH + VitD 10° M
o GH + VitD 10" M + Dx 10° M
LI B B B e R LI S S B B B L SN B e E e + Vi -10 + -9
s=E=ssSsssSsSssSgsSsssSssSsSsSssSsSsSsSsssSsSsSs= GH V?‘DIO_S,M DXHLM
£29¢ 2222599329222 92 F9999q90000 90 GH + VitD 10° M + Dx 10° M
$2248522222°2R25582 888828888228 82° GH + VitD 10° M + Dx 10° M
C XX A RDDDDDS XXAADD DO X X XX X XXX XX XX ! X
SOEEEEEZIRO0E8EEEE00002020022%42¢°% GH + VitD 107 M+ Dx 10" M
+3 I+ L+ ttssssssssss=s= GH + VitD 10° M + Dx 10° M
=T O9IxIIITI-cogeno=oqe Ko
T SHOL 005599895522 82 GH+ VitD 10" M + Dx 10°M
X gggggggggggg GH + VitD 10" M + Dx 10° M
AR A AN GH + VitD 10° M + Dx 10°M
Iz3TIFITTS3IS GH + VitD 10° M + Dx 10° M

GH + VitD 107 M + Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 61. Cuantificacion de la expresion del gen SOX9 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresién relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

Tanto la Dx como la VitD inhiben la expresion del factor de transcripcion SOX9 y

la GH no revierte ni la inhibicion producida por la Dx ni la producida por la VitD. En el

tratamiento combinado de Dx y VitD y/o GH el efecto observado es el mismo:

inhibicion de la expresion de SOX9.
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MEDIA + DE
1,00
0,75+0,17 *
0,55+ 0,23 *
1,16 + 0,62
0,84+ 0,35
0,66+ 0,18 *
0,76 + 0,26
0,83 + 0,32
0,65+0,19 *
0,35+0,18
1,08 + 0,39
0,53+ 0,10 *
0,20 = 0,02 *
0,63 + 0,24 *
0,70 0,08
0,74+ 0,21
0,66+ 0,19
0,63 + 0,25 *
0,55 = 0,07
0,75 £ 0,06
0,81 +0,10
1,00+ 0,324
0,92 +0,13
0,73 0,24
0,95 + 0,33
0,74 + 0,37
0,63 +0,14 *
0,75 + 0,06 *
0,56 +0,13 *
0,48 + 0,25
0,44+0,17 *
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RESULTADOS

Expresion de proteinas de la matriz extracelular

Cuantificacion relativa de la expresion del gen COL2A1

MEDIA +DE n

CONTROL 1,00 10
Dx 10° M 0,83 £ 0,55 10
25 - Dx 10° M 0,28£0,17 ** 10
) VitD 10" M 1,36 + 1,01 9
82,25 . 10
ol - VitD 10 M 0,85+0,15 5
s L, VitD 10° M 0,58 + 0,30 * 5
| VitD 10° M 0,63 +0,26 * 6
L§1,75 | VitD 107 M 0,51 +0,10 * 5
£ VitD 10° M 0,56 + 0,32 * 9
z 15 - Dx 10° M + VitD 10° M 0,07+0,01 ** 3
3 GH 0,88 + 0,26 5
125 -
3 ‘ } GH +Dx 10° M 0,48 + 0,35 3
-6 *
s i i TI T GH +Dx 10° M 0,16+ 0,11 3
= . % GH + VitD 10"' M 0,77 £0,17 * 6
3 75 GH + VitD 10"°M 0,82+0,18 3
2 % GH + VitD 10° M 0,59+£024% 5
s 5 e GH + VitD 10° M 0,60 £ 0,33 3
3 GH + VitD 10" M 0,50 £ 0,20 * 5
£ GH + VitD 10° M 0,45+ 0,11 3
e 0 GH + VitD 10" M + Dx 10° M 0,62 + 0,54 3
T LI T T . -10 -9
SSS=SsSsSsSsSsSSgsSsSSsSSssSsSsSSSSsSSEISsSIsS=S GH+V#D10,9M+DX1(_)9M 0,72+0,70 3
£292 2222599399222 92 K929 999990 ve oY GH + VitD 10° M + Dx 10° M 0,63 £ 0,49 3
siaicieisisiciaiciaisiaisioiaiaieRcicioicicicicioicicloiorcic T 3
S X Xepe 008 X000 PR A AAAAAAAAKA e P
EEL LSS0 VEeEE 8097004009299 %19 GH + VitD 107 M + Dx 10° M 0,61 + 0,48 3
2 gg££££ li=IEIIIIETIIT IS GH + VitD 10° M + Dx 10° M 0,40 + 0,31 3
= e i s = = e
2 BE OO 9955000988228 GH + VitD 10" M + Dx 10° M 0,35+0,24 * 3
™ 2022220022282 GH+VitD 10" M+Dx 10°M  0,36+0,17 * 3
2 SERTTTEETT D GH+VitD10°M +Dx 10°M  0,15£0,09% 3
+ o+ + 4
gggggggggg = GH + VitD 10* M + Dx 10° M 022 +0,11 * 3
GH + VitD 10" M + Dx 10° M 0,17 +0,15 * 3
GH + VitD 10° M + Dx 10° M 0,19+0,18 * 3

Figura 62. Cuantificacion de la expresion del gen COL2A1 en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

El tratamiento de las cé€lulas con Dx o con VitD inhibe significativamente la
expresion de COL2A1 de forma concentracion dependiente, de manera que la
combinacion Dx con VitD también inhibe dicha expresion. La GH no revierte ni la
inhibicion producida por la Dx ni la producida por la VitD ni la de la combinacion de

ambas.
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RESULTADOS

Cuantificacidn relativa de la expresion del gen agerecan

CONTROL
Dx 10°M
16 Dx 10°M
VitD 10" M
VitD 10" M
VitD 10° M
VitD 10% M
VitD 107 M
[ T T T VitD 10° M
Dx 10° M + VitD 10° M
J_ GH
GH+Dx 10° M
GH+Dx 10°M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 10" M
GH + VitD 107 M
GH + VitD 10°* M
GH + VitD 107 M
GH + VitD 10° M

Cantidad relativa del mRNA de Aggrecan normalizado por huCYC
oo

GH+VitDIO7TM T &
GH + VitD 106 M ] =

GH + VitD 10" M + Dx 10° M
GH + VitD 10" M + Dx 10° M

ssssssssSSESSSS=3 ssssssssssss , A
2% 299 @K 9o 30eng g 292 99 aq 9000 vy 3 R ;
£§995882292952558282588222882382 8¢9 GHEVID 10" M+ Dx 10" "M
© i S e H+ VitD 10®* M + Dx 10° M
5500200008 552080200555555555555 OHT VD 10 M*Dx 10
SE555551 + 5555 E o E b 4+ GH+ VitD 10°'M +Dx 10" M

+ II + + . ~ X
=0ss 1z S3FFE:Z:c:E3 GH + VitD 10° M + Dx 10° M
b T gg8888eg2288 GH + VitD 10" M + Dx 10° M
— falyalyalyal [alalyalya) . ~ -
x DOrEErERQ2FEEEE GH + VitD 10" M + Dx 10° M
[a) SS>>>>55>> >> ; 9 6
TSRl o i GH + VitD 10° M + Dx 10°M
IIT I X Jg 3T 3¢ ag . = =
SISO S TS GH + VitD 10* M + Dx 10°M

GH + VitD 10’ M+ Dx 10° M
GH + VitD 10° M + Dx 10° M

Figura 63. Cuantificacion de la expresion del gen aggrecan en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos (media + desviacién
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresién relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
(p<0,05; p<0,0001, respecto al control).

Tanto Dx como VitD inhiben la expresion de aggrecan y la GH no revierte esta

inhibicién. La combinacion de GH con Dx y/o con VitD produce el mismo efecto

inhibitorio sobre la expresion de este gen.

110

MEDIA + DE
1,00

0,90 + 0,44
0,55+ 0,21 **
0,81 0,28
0,82+0,17 *
0,64 + 0,26 *
0,63 +0,17 *
0,66+ 0,27 *
0,59 + 0,23 *
0,57+ 0,31
0,85+ 0,34
0,68 + 0,17
0,47 0,11 *
0,72 +0,25 *
0,69 + 0,20 *
0,61 + 0,26 *
0,54 +0,19 *
0,46 + 0,07 **
0,48 + 0,07 *
0,90 + 0,46
0,69 + 0,41
0,85 + 0,64
0,57+ 0,51
0,87 0,50
0,55 + 0,40
0,70 + 0,37
0,60 + 0,33
0,59 + 0,19
0,66+ 0,27
0,60 0,32
0,41 +0,29

n
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10
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de la expresion del gen COMP

MEDIA £ DE n

CONTROL 1,00 11
Dx 10°M 1,02 + 0,34 11
108 Dx 10°M 2,54 42,55 11
5] 9 . VitD 10! M 0,92 + 0,42 11
H 7 VitD 107 M 1,03 £ 0,45 6
g s | VitD 10° M 0,87 +0,53 6
3 VitD 10° M 1,66 = 0,77 6
ié 7 VitD 107 M 1,55+ 0,87 6
5 VitD 10° M 1,53 0,62 * 11
=z 6 Dx 10° M + VitD 10° M 3,95+ 1,77 3
S 5 GH 1,25+ 0,60 6
: ] GH +Dx 10°M 0,69 = 0,31 3
zZ 4 GH+Dx 10°M 1,48 + 0,55 3
= GH + VitD 10" M 1,24+0,81 6
S 3 GH + VitD 10" M 1,43 £ 0,49 3
g . GH + VitD 107 M 1,01 +0,35 6
L2 4 ll X GH + VitD 10°* M 1,15 +0,54 3
3 . 1171 L Fj II GH + VitD 107 M 1,57£034% 6
3 GH + VitD 10° M 1,24 +0,47 3
0 GH + VitD 10" M + Dx 10° M 1,18 + 1,03 3
PEISEIIIIZEISIIIIZIISIIIiosciss  GlvbwMnuTM meon
52955622929 222955628 28988828882 a28 Gl VD LW L D0 ] L0032 B
U3322@@@@@%3329_@@@@333555535553 GH+VitDlO'3M+Dx]0‘:M 1,50 + 1,46 3
SS>>>>?£_—I£%%T???ééé;;;;;;;;; GH + VitD 107 M + Dx 10° M 2,08 + 2,09 3
S R S N GH + VitD 10° M + Dx 10° M 1,49 + 1,44 3
b T gg2288gg522 22 GH+VitD 10" M+Dx 10°M 1,97+ 1,61 3
* PR EEEEeeR228 GH+VitD 10 M +Dx 10° M 3,08%3,02 3

o SE55553355555 2 2
P GH + VitD 10° M + Dx 10°M 3,80 + 5,24 3
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Figura 64. Cuantificacion de la expresion del gen COMP en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados ofras 48h con diferentes tratamientos (media * desviacion
estandar). Las células control se han incubado con medio que contiene la
misma cantidad de etanol y BSA que las condiciones de Dx, VitD y GH.
Cada valor representa el nivel de expresion relativa respecto al control (=
1). (n: numero de experimentos realizados para cada condicién de
tratamiento a partir de condrocitos procedentes de fetos diferentes)
( p<0,05, respecto al control).

El tratamiento con Dx o con VitD estimula la expresion de COMP y el tratamiento
combinado con Dx y VitD parece potenciar la estimulaciéon producida tanto por Dx
como por VitD aunque no es una estimulacion significativa debido a la variacion
interexperimental. De la misma manera, en el tratamiento de las células con GH, Dx y
VitD se observa una tendencia a la estimulacion de la expresion de COMP, aunque no

es un incremento estadisticamente significativo.
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4.2.5 Cuantificacion de la proteina IGF-I en el medio de cultivo

La concentracion de la proteina IGF-I se cuantifico en los medios de cultivo de tres

experimentos al final del protocolo de incubacién de 48h con diferentes tratamientos.

N
N
|

-
o
1

oo
I

Relacién respecto al control
()}
|

Control
Dx 109 M
Dx 106 M

o N
GH + Vit D 10-' M P—I

Vit D 101 M

Vit D 106 M

GH 500 ng/ml
GH + Vit D 106 M

O IGF-I mRNA B IGF-I proteina

Figura 65. Cuantificacion de la expresién del gen y de la sintesis de la
proteina IGF-l en el medio de cultivo de un experimento en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos. Resultados expresados
en relacioén a la condicion control (=1).

Los resultados presentes en la Figura 65 corresponden a un experimento y son
representativos de los resultados obtenidos. En ausencia de tratamiento (condicidén
control) se detecta una concentracion de proteina IGF-I de 4,1 ng/ml.

La VitD 10" M no tiene efecto sobre la expresion y la sintesis de IGF-I mientras
que a 10° M incrementa la sintesis de proteina IGE-I (x 1,94 respecto al control) de
forma paralela al incremento que produce sobre la expresion de este gen (x 3,38
respecto al control). La GH sola no tiene efecto sobre la expresion al final de las 48h de
incubacion pero se observa un incremento de la proteina en el medio (x 1,6 respecto al
control). La GH combinada con VitD produce un incremento mayor de la expresion del
gen IGF-I (x 10,64 respecto al control a 10° M) y de la sintesis de proteina (x 2,31

respecto al control a 10 M).
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Pese a que la Dx 10° M inhibe la expresion del gen IGF-I (x 0,61 respecto al
control) los niveles de proteina estan incrementados respecto a la condicion control (x
2,13). Sin embargo, la Dx 10 M inhibe tanto la expresion (x 0,24 respecto al control)

como la sintesis de IGF-I (x 0,81 respecto al control).

4.2.6 Cuantificacion de la proteina IGFBP3 en el medio de cultivo

La concentaciéon de IGFBP3 en el medio de cultivo se ha cuantificado en dos

experimentos independientes.
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Figura 66. Cuantificacion de la expresion del gen y de la sintesis de la
proteina IGFBP3 en el medio de cultivo de un experimento en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal fetal humano deprivados durante 48h e
incubados otras 48h con diferentes tratamientos. Resultados expresados
en relacién a la condicién control (=1).
Los resultados presentes en la Figura 66 corresponden a un experimento y son
representativos de los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados. En
ausencia de tratamiento (condicion control) se detecta una concentracidon de proteina

IGFBP3 de 89 ng/ml.
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Las variaciones en la sintesis de la proteina IGFBP3 son paralelas a los cambios
observados en los niveles de expresion génica, de manera que aquellas condiciones que
estimulan la expresion del gen, como la incubacién con concentraciones crecientes de
VitD (x 2,52 respecto al control a 10 M), se acompaiian de un incremento en la sintesis
de proteina (x 1,37 respecto al control a 10° M), mientras que aquellas condiciones
inhibitorias de la expresion, como el tratamiento con Dx (x 0,05 respecto al control a
10 M), se corresponden con menor presencia de proteina en el medio (x 0,33 respecto

al control a 10° M).
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Metodologia

El andlisis de la expresion de los genes del eje GH-IGFs, de factores de
transcripcion y de proteinas de la matriz extracelular en células de la linea condrocitica
C-28/12 se ha realizado utilizando un método de analisis semicuantitativo. Se ha puesto
a punto la técnica en cuanto al disefio de cebadores especificos para los genes
analizados y a la optimizacion tanto de la reaccion de RT-PCR como de la
cuantificacion. Este método ha representado un avance para el estudio de la expresion
génica respecto al Northern blot ya que precisa menor cantidad de RNA. Mediante este
método se ha podido cuantificar la expresion de genes a partir de 5 ng de mRNA
extraido de las células de la linea C-28/12.

Sin embargo, esta metodologia no se ha podido utilizar para estudiar la expresion
génica en condrocitos procedentes de cartilago epifiseal fetal humano debido a que es
un material todavia menos abundante que el de la linea condrocitica. Para este estudio
ha sido necesario utilizar la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real. Este método es
altamente sensible y permite cuantificar RNAs poco representados en la muestra. Esta
cuantificacion se realiza en la fase exponencial de la reaccion de PCR, de manera que
los resultados obtenidos no se ven influenciados por la limitacion de los reactivos. Es
una técnica que no requiere manipulacion de las muestras una vez finalizada la reaccion
de PCR ya que los resultados se obtienen durante la realizacién de la misma. De esta
manera, se han podido cuantificar genes a partir de material escaso o genes que estaban
muy poco expresados en las muestras de interés. Se han optimizado las condiciones de
la reaccion de PCR en cuanto al gen enddgeno mas adecuado para el estudio y a las

cantidades de mRNA necesarias para la cuantificacion.

La expresion y produccion de IGF-I por el cartilago de crecimiento es crucial para el
crecimiento longitudinal del esqueleto aunque se ha sugerido que el efecto de la GH en

. Asi mismo, la

la zona germinal puede estar mediado por la produccién local de IGF-I
produccion de IGF-I por los condrocitos del cartilago de crecimiento ha sido
cuestionada en numerosas ocasiones, probablemente debido a sus niveles
extremadamente bajos, lo cual dificulta su deteccion por Northern blot y/o
inmunoensayos. En nuestro trabajo se demuestra, por primera vez, mediante reaccion de

PCR cuantitativa a tiempo real, que los condrocitos procedentes de cartilago de

crecimiento epifiseal fetal humano expresan el gen de IGF-I. Para su deteccion se ha
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utilizado 5 veces mas RNA total que para la deteccion de los otros genes analizados, lo
que indica que se expresa en cantidades muy bajas y, por lo tanto, muy dificiles de
evidenciar por los métodos hasta ahora utilizados. En la literatura, otros autores han
detectado expresion de IGF-I mediante Northern blot, hibridacion in-situ, RT-PCR
semicuantitativa y/o inmunohistoquimia en cartilago de crecimiento bovino®’, ovino'%,

66:69.103.104 v horcino'® y en cartilago de crecimiento costocondral de rata'®. Por

murino
el contrario, Wang et al.** solo detectaron IGF-II en cartilago de crecimiento murino y
Shinar et al.** obtuvieron resultados similares en cartilago de crecimiento de rata.

En resumen, pese a haber demostrado expresion de IGF-I en cartilago de
crecimiento fetal humano, el IGF-II es el IGF mas abundantemente expresado. Este
hecho también ha sido demostrado por otros autores en cartilago de crecimiento de otras

. . 4,1
especies animales®*'*°.

Linea celular condrocitica humana preestablecida C-28/12

Cultivos primarios de condrocitos aislados de animales jovenes, que mantienen el
fenotipo especifico de cartilago se obtienen facilmente, sin embargo, el uso de
condrocitos de origen humano ha sido mas problematico ya que no siempre se obtiene
el numero de células apropiado para la realizacion de los experimentos. Asi, la falta de
un modelo reproducible de condrocitos humanos ha dificultado el estudio de las
funciones relevantes del cartilago en diferentes patologias humanas. Goldring et al.”’
obtuvieron la linea celular C-28/I12 inmortalizada con SV40-T antigeno, a partir de un
cultivo primario aislado de cartilago costal de una joven de 15 afios. Esta linea puede ser
utilizada para la realizacion de experimentos sin limitaciones de la muestra y de una
manera estandarizada, siendo un modelo util para estudiar in vitro los mecanismos de
transcripcion génica relevantes para las funciones condrociticas. Esta linea ha sido
utilizada en la literatura como modelo reproducible de cultivo de condrocitos in vitro
para el estudio de los mecanismos implicados en patologias articulares y procesos
inflamatorios como osteoartritis.

Finger et al.'”” investigaron el patron de expresion de la linea celular C-28/12, junto
con otras dos lineas de la misma procedencia (C28a2 y C28a4) y demostraron que en
estos tipos celulares los genes implicados en el ciclo celular estaban més expresados que
en condrocitos normales. La expresion de SOX9 en estas células demostré que tenian

un fenotipo condrocitico y observaron que estas lineas celulares eran principalmente

117



DISCUSION

proliferativas y expresaban en menor cantidad genes implicados en la sintesis y
renovacion de la matriz. Concluyeron que de las 3 lineas celulares analizadas, la linea
C-28/12 era la mas util para el estudio de la actividad anabodlica y catabolica de
condrocitos y su regulacion.

A partir de RNAs extraidos de estas células hemos analizado la expresion génica de
los genes del eje GH-IGFs, de factores de transcripcion asi como de proteinas de la
matriz extracelular a lo largo de diferentes dias de cultivo. Se ha observado que estas
células expresan mayor cantidad de IGF-II que de IGF-I. En cuanto a IGF-I, se ha
observado que se expresa tres veces mas la isoforma IGF-IB que la isoforma IGF-IA.
En la literatura esta referenciado que la forma de mayor expresion es la IGF-IA:
Nagaoka et al.'® demostraron en higado, células de hepatoma, macréfagos y
fibroblastos humanos que la isoforma IGF-IA se expresaba 10 veces mas que la IGF-IB.
Este hecho también ha sido demostrado en otros animales como en rata por Lowe et
al.'”, que observaron que la expresién de IGF-IB representaba un 2,5% del total de
mRNA de IGF-I en corazon, pulmoén, musculo, testiculo, estdmago, rifion y cerebro de
rata, aunque representaba un 13% del mRNA de IGF-I hepatico.

Algunos de los genes que hemos estudiado se expresan sélo a partir de la fase
exponencial de cultivo como IGFBP3, IGF-IIR, tanto la forma o como la forma 3 del
GCCR, SOX9 y CBFALI. Otros factores constitutivos como Ets2 se expresan durante
todo el cultivo, mientras que, tanto SOX9 como CBFAI1, son mas especificos ya que se

expresan coincidiendo con la mitad de la fase exponencial del cultivo.

El objetivo principal del trabajo consistia en el estudio de la regulacion del cartilago
de crecimiento humano por GCs y por VitD tanto en situaciones que puedan semejar
las fisioldgicas como en situaciones patoldgicas, en las que pueden existir tanto
deficiencias como excesos de las hormonas estudiadas. Para ello, analizamos los
efectos de los GCs y la VitD sobre la proliferacion celular de la linea celular
condrocitica C-28/12. El estudio de la incorporacién de timidina-"H al DNA muestra
que esta linea celular no responde al tratamiento ni con GC, ni con IGF-I ni con VitD
ya que no se observan modificaciones significativas de la proliferacion celular.

Sin embargo, Matsumoto et al.''” demostraron en esta linea que el IGF-I estimulaba
la proliferacion celular [100 ng/ml: 125%, respecto al control (100%), p<0.001]. En
nuestro trabajo, el IGF-I 100 ng/ml estimula la proliferacion hasta el 115%, aunque solo

se realizaron dos experimentos, pero no se inhibe la proliferacién ni con Dx ni con
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VitD y, por ello, se decidio continuar el estudio utilizando condrocitos procedentes de

cartilago epifiseal fetal humano, que est4 bien establecido como modelo'”".

Cultivos primarios de condrocitos procedentes de cartilago epifiseal fetal humano

Hemos realizado el estudio de la regulacion de la proliferacion celular y la expresion
génica por GCs y por VitD en condrocitos de cartilago de crecimiento epifiseal fetal
humano obtenidos en un primer pase de cultivo con un 10% de SBF. Estos condrocitos
mantienen un fenotipo similar a los condrocitos de la zona proliferativa del cartilago de
crecimiento y expresan niveles elevados de COL2AI1, mientras que los niveles de
expresion del COL10A1 son casi indetectables. Los condrocitos se deprivan durante

48h antes de las incubaciones con los diferentes tratamientos.

Regulacion por GCs

En este trabajo hemos utilizado concentraciones de Dx desde 10° M a 10° M. La
concentracién de Dx 10° M corresponde a una concentracion de cortisol de 30-50 x 10
M, concentracion similar a la fraccion libre de cortisol circulante en sangre. Por ello,
consideramos que Dx 10° M equivale a una concentracion fisioldgica, aunque
desconocemos cual es la concentracion local de cortisol presente en la matriz
intercelular del cartilago de crecimiento a la que estan expuestos los condrocitos. Existe
poca informacién experimental sobre los efectos de concentraciones bajas de GCs en
relacién a la regulacion del cartilago de crecimiento, aunque se ha demostrado que nifios
con insuficiencia suprarrenal primaria sin terapia substitutiva con GCs presentan una
velocidad de crecimiento baja, como por ejemplo nifios afectos de sindrome de
Addison. Todavia no ha podido determinarse si la disminucién del crecimiento lineal
observado en los nifios con sindrome de Addison es una consecuencia directa, por
disminucién de la regulacién de determinados genes en el cartilago de crecimiento, o
secundaria, debido a alteraciones en reguladores sistémicos que actiian sobre el cartilago

de crecimiento.

Los condrocitos del cartilago de crecimiento controlan el crecimiento longitudinal
del hueso a través de dos mecanismos distintos pero interconectados: la proliferacion

celular y la diferenciacion a condrocitos hipertroficos, que va acompaiiada de un
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incremento en el didmetro y volumen de las células. Sin estos dos mecanismos, el
crecimiento longitudinal del hueso no ocurriria. Numerosas hormonas y factores de
crecimiento estdn implicados en el control de la proliferacion y de la diferenciacion de

los condrocitos.

En el presente trabajo se ha demostrado, mediante el estudio de la incorporacion de
timidina-"H al DNA, que la Dx inhibe la sintesis de DNA de forma dosis dependiente.
Sin embargo, la incubacion con dosis bajas de Dx (10 M) produce un incremento de la
sintesis de DNA, sugiriendo que bajas concentraciones de GCs (equivalentes a los
niveles circulantes de cortisol en suero) no interfieren en la proliferacion celular basal,
mientras que concentraciones farmacologicas por encima de 10® M la inhiben. Este
hecho evidencia que la Dx a elevadas concentraciones, al menos en el presente sistema
de cultivo, podria actuar como un potente regulador negativo de la condrogénesis.

La inhibicion de la proliferacion celular in vitro ejercida por los GCs ha sido
descrita también por otros autores utilizando diferentes tipos celulares tales como
condrocitos de rata’*>''11'2 de cerdo'® y condrocitos humanos postnatales''?.

Asi por ejemplo, Jux et al.*> demostraron en condrocitos de rata que la Dx inhibia la
proliferacion celular ya a la concentracion de 1072 M (94% respecto al control), siendo
esta inhibicién dosis dependiente (Dx 107 M: 80%).

La disminucién de la proliferacion ejercida por los GCs, puede ser debida a la

114-11 . .y . .
% 0 a la estimulacién de inhibidores del

inhibicion de reguladores del ciclo celular
crecimiento o de las vias de muerte celular''’. En el afio 2001, Kassel et al !
demostraron que la Dx estimulaba la expresion de la fosfatasa MKP-1 (MAP kinase
phosphatase-1) en células mastociticas de rata, con la consiguiente inactivacién de
ERK (elk-related tyrosine kinase) y disminucion de la proliferacion, ya que ERK
fosforilada pasa al nucleo y activa la maquinaria del ciclo celular. Esta estimulacion era
dependiente tanto del GCCR como de la sintesis de proteinas y requeria de GRE

118,119 . .y
1%, La estimulacion de

funcionales presentes en la region promotora del gen MKP-
la fosfatasa MKP-1 por parte de los GCs también ha sido descrita por Engelbrecht et
al."® tanto en osteoblastos de raton como en una linea celular osteoblastica humana.
Otros autores demostraron que la Dx puede ejercer su efecto a través de la
regulacion de la expresion de genes implicados en el ciclo celular como ciclina

D3121’122, C_MYCIZS y Cdk4124.
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1.*°, mediante la administracién de Dx (0.5 mg/Kg por dia) a conejos en

Gafni et a
fase de crecimiento, demostraron que la inhibicion del crecimiento por parte de los GCs
era transitoria e iba seguida de un crecimiento mas rapido que el esperado para la edad,
dando lugar al efecto de recuperacion del crecimiento (“catch-up”). El exceso de GCs
disminuia el crecimiento lineal y esta disminucion se debia en parte a la disminucion de

la proliferacion de los condrocitos del cartilago de crecimiento.

El MF, esteroide sintético antagonista de GC por unirse al GCCR, no produce un
efecto significativo a la concentracién de 10° M sobre la sintesis de DNA en nuestro
sistema de cultivo pero revierte la inhibicion de la proliferacion producida por la Dx
10° M. Este hecho sugiere que el mecanismo inhibidor del crecimiento por la Dx es
GCCR dependiente. Comprobamos, ademas, que los condrocitos procedentes de
cartilago epifiseal fetal humano expresan mRNA de GCCR.

El bloqueo por el MF de la inhibicion por la Dx ha sido descrito también por

1.!2% en células osteoblasticas tanto humanas como de ratén in vitro.

Engelbrecht et a

En nuestros experimentos comprobamos que MF 10° M producia una inhibicién
total tanto de la proliferacion celular como de la expresion génica y como nos interesaba
ver el efecto de la concentracion 10° M de Dx los hemos utilizado a concentraciones

equimolares.

Hemos observado que, en condrocitos de cartilago epifiseal fetal humano, el IGF-I a
la concentracion de 100 ng/ml es un potente estimulador de la proliferacion celular
aunque esta estimulacion es variable en células procedentes de distintos fetos. Por otro
lado, el tratamiento con IGF-I revierte totalmente la inhibicion de la proliferacion
celular producida por la Dx 10° M cuando las células se incuban en presencia de
ambos.

El IGF-I es un potente factor de crecimiento para el cartilago de crecimiento,

ejerciendo sus acciones tanto por mecanismos endocrinos como auto/paracrinos. Es bien

69,85,125,126 25,113

conocido tanto en condrocitos de rata y humanos y en una linea celular

I 11 2 12
condrocitica humana''® como en ratones Knock-out®>%*!%’

que el IGF-I estimula tanto la
proliferacién como la diferenciacion de los condrocitos del cartilago de crecimiento in
vivo e in vitro. El efecto estimulador de la proliferacion celular ejercido por el IGF-I
también ha sido observado en otros tipos celulares como en células osteoblasticas

Sa0S-2'%*, células UMR106.06 (linea celular osteoblastica de rata)'?’, células epiteliales
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131 . .7
31 Esta estimulacion

mamarias (MEC)"*" y células HSC (hepatic stellate cells) de rata
era dosis dependiente en todos los casos.

De acuerdo con nuestros resultados, Jux et al.** y Olney et al.'"> observaron, en
condrocitos de rata y cartilago de crecimiento humano respectivamente, que el IGF-I
revertia la inhibicion de la proliferacion producida por la Dx.

Furlanetto et al.'*?

observaron en células MG63 (linea celular humana de
osteosarcoma) que el IGF-I estimulaba la divisién celular modulando los efectos
producidos en la fase G; del ciclo celular. Demostraron que el IGF-I estimulaba tanto el
mRNA como la proteina de ciclina D1. Este incremento se producia en la fase temprana
de G; que corresponde a la fase del ciclo celular en la que el IGF-I actia sobre estas

células.

En nuestro modelo experimental, la GH de 100 a 1000 ng/ml no tiene un efecto
significativo sobre la proliferacion y el tratamiento combinado de GH y Dx tiene el
mismo efecto que cuando se incuban las células con Dx sola. No hemos estudiado
condrocitos de cartilago epifiseal humano de edades postnatales por lo que
desconocemos si in vitro las células postnatales responden significativamente a la GH
en cuanto a la proliferacion celular.

Sin embargo, Jux et al.** demostraron en condrocitos de rata que la GH (40 ng/ml)
estimulaba la proliferacion celular (173%). Ademas, revertia la inhicién que la Dx
producia en estas células. Cuando se afiadia un anticuerpo policlonal anti-IGF-I al
medio se bloqueaba completamente la estimulacion de la sintesis de DNA por parte de
la GH, de manera que la sintesis de DNA estimulada por esta hormona se debia al

incremento que producia sobre la expresion de IGF-I.

Se ha demostrado en numerosos trabajos que los GCs suprimen el crecimiento
modificando la via GH-IGFs a diferentes niveles. Nuestros resultados demuestran que
la Dx ejerce diferentes efectos sobre IGF-I, IGF-II y su proteina de transporte IGFBP3
en cartilago de crecimiento fetal humano. La Dx inhibe significativamente y de forma
dosis dependiente la expresion de los genes IGF-I e IGFBP3 mientras que no tiene
efecto significativo sobre la expresion de IGF-II. Por otro lado, el tratamiento con IGF-I
(100 ng/ml) estimula la expresion tanto de IGF-I como de IGFBP3 pero no revierte la
inhibiciéon que sobre la expresion de estos dos genes produce la Dx. El MF solo no

produce efecto significativo, sin embargo, a una concentracién equimolar a la Dx
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revierte parcialmente la inhibicion de la expresion de IGFBP3 producida por ella
aunque no la de IGF-I.

Los resultados obtenidos sugieren que el IGF-I seria mas importante que el IGF-II
en cuanto a la regulacion del cartilago de crecimiento fetal humano por GCs. Otros
autores tampoco detectaron regulacion de la expresion de IGF-II por Dx en condrocitos
procedentes de cartilago epifiseal de cerdos neonatos'®’, aunque tampoco detectaron
regulacion de IGF-1 debido, posiblemente, a que sus niveles de expresion eran
practicamente indetectables por Northern blot.

Los niveles de proteina de IGF-I e IGFBP3 en el medio de cultivo al final del
periodo de 48h de incubacion confirmaron que la concentracion de Dx mas elevada
(10 M) inhibe su sintesis. Por el contrario, la Dx a baja concentracion (10° M) no
inhibe la secrecién de proteina IGF-I aunque la expresion génica estd disminuida al
final de las 48h de incubacion, mientras que inhibe tanto la expresion como la sintesis
de IGFBP3.

Otros autores han demostrado que tanto los IGFs (IGF-I e IGF-II) como las
diferentes IGFBPs estan reguladas por GCs. Asi se demostrd que los GCs inhibian la
sintesis del mRNA y de la proteina de IGF-I en células preosteoblasticas HBMSC

14y la produccién local de IGF-I medida por RIA

(human bone marrow stromal cells)
(radioinmunoensayo) en los sobrenadantes de cultivos de condrocitos de cartilago de
crecimiento de rata®. De la misma manera, Delany et al.'*> observaron en osteoblastos
de rata que el cortisol inhibia el mRNA de IGF-I. En otro trabajo, estos autores
localizaron, utilizando el mismo tipo celular, la secuencia en el promotor del gen IGF-I
regulada por cortisol'*°.

Se han realizado numerosos estudios in vitro e in vivo para analizar la regulacion de
las IGFBPs por GCs, aunque los resultados varian en funcién de la IGFBP estudiada,
de los tipos celulares analizados y de las condiciones experimentales. De acuerdo con
nuestros resultados, otros autores han demostrado que la Dx inhibe la expresion de
IGFBP3 en células de hueso'¥’, células hepaticas'®®, condrocitos articulares'®’ y
osteoblastos humanos'*, asi como también inhibe los niveles de la proteina de IGFBP3
en el medio de cultivo en osteoblastos humanos'**'*, de rata' y en fibroblastos
humanos'*""'*. Por el contrario, en condrocitos costales de conejo, Koedam et al.'>
demostraron que la Dx suprimia la expresion de IGFBPS, un mediador de la accion

mitogénica de IGF-I, pero estimulaba IGFBP3 al mismo tiempo. El tratamiento de las
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c€lulas con IGF-I estimulaba IGFBP3 y este incremento era superior si, ademas, en el
medio habia Dx, a diferencia de lo observado en nuestros resultados.
La regulacion de IGFBP3 por los GCs también ha sido estudiada in vivo. La

administracién de Dx da lugar a un incremento en los niveles séricos de IGFBP3 tanto

154,155 156,157

en rata como en humanos . Las diferencias entre los hallazgos in vivo
respecto a los in vitro podrian ser un reflejo de los efectos amplios que los GCs tienen
sobre la secrecion de hormonas y la expresion génica en tejidos de animales intactos.

El tratamiento con IGF-I incrementa tanto la expresion como los niveles de proteina
de IGFBP3 en condrocitos'>® y hepatocitos' de rata y en fibroblastos bovinos'''¢*!¢!
y humanos'>*'**'®_ Saffery et al.'®® identificaron en el promotor del gen IGFBP3 de
rata elementos de respuesta a insulina e IGF-I, pero no se han identificado en humanos.
Por otro lado, Conover et al.””' detectaron en fibroblastos bovinos que el tratamiento
con Dx no producia efecto sobre el incremento del mRNA de IGFBP3 inducido por el
tratamiento con IGF-I, a diferencia de lo observado en nuestro sistema de cultivo en el
que el tratamiento combinado con IGF-I y Dx 10" M inhibe la expresién de IGFBP3 de
forma significativa y similar a la inhibicidon observada cuando se incuban las células con

Dx sola.

Los efectos de los GCs en los condrocitos de cartilago de crecimiento son
globalmente opuestos a los efectos de IGF-I, sugiriendo que algunas de las acciones de
los GCs pueden estar mediadas por la inhibicion de la expresion del gen IGF-I por parte
de los GCs. Este hecho podria explicar el rescate de la proliferacion celular cuando se
anade IGF-I al medio de células tratadas con Dx. Sin embargo, la inhibicién de la
expresion de los genes IGF-1 e IGFBP3 por la Dx seria mas potente que la estimulacion
de la expresion de estos dos genes por IGF-I; esto explicaria que el IGF-I no rescate la
inhibicion de la expresion de IGF-1 y de IGFBP3 producida por Dx. La Dx directamente
podria inhibir la transcripcion génica via GCCR, al unirse a un elemento GRE
especifico de las regiones promotoras de los genes regulados por GCs, mientras que el

IGF-I estimularia la expresion génica a través de mecanismos indirectos.

El IGF-IR es un receptor tirosin-quinasa que juega un papel importante en la
sefializacion celular y la proliferacion. Su principal ligando es el IGF-I aunque también
se une, con menor afinidad, a IGF-II. Para comprobar los efectos de los GCs sobre la

via de senalizacion del IGF-I estudiamos la regulacion de la expresion de su receptor.
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Nuestros resultados demuestran que la Dx estimula de forma dosis dependiente la
expresion de IGF-IR, mientras que el tratamiento con IGF-I (100 ng/ml) produce el
efecto opuesto. El incremento de la expresion de IGF-IR por la Dx también habia sido

1
1' 05

observado por Smink et al. ™ en cartilago de crecimiento epifiseal de cerdos neonatos.

. , . . . . . 154
Este incremento habia sido descrito previamente in vivo'’

y podria contrarrestar el
retraso de crecimiento inducido por los GCs, aunque esta respuesta seria insuficiente
para compensar la inhibicidn del crecimiento observada.

Yamamoto et al.'®, utilizando células GC de pituitaria de rata, demostraron que el
tratamiento con IGF-I provocaba la translocacion de IGF-IR de la superficie celular al
pool intracelular y que este efecto era reversible. Sin embargo, no detectaron
disminucién de los niveles de IGF-IR mRNA, mientras que nuestros resultados
demuestran que la incubacidon de condrocitos fetales con IGF-I durante 48h inhibe la

expresion de IGF-IR hasta el 50%. El conjunto de estos resultados sugiere que existe

una regulacion inversa entre la expresion de IGF-1y la de su receptor IGF-IR.

Uno de los objetivos de este trabajo consistia en el estudio de los efectos de la GH
sobre la regulacion observada por los GCs. La GH ejerce su efecto a través de su
receptor, GHR, el cual estimula muchas de las vias de sefalizacion de la GH
produciendo diferentes respuestas celulares. Como ya se ha comentado en la
Introduccidn, defectos en el gen GHR producen un retraso de crecimiento. Por todo ello,
estudiamos la regulacion de la expresion del gen GHR por Dx y observamos, en
condrocitos procedentes de cartilago epifiseal fetal humano, una respuesta bifasica de la
expresion de GHR en funcién de la dosis: bajas concentraciones de Dx (10”7 y 10 M)
estimulan la expresion de GHR mientras que dosis altas producen el efecto contrario.
Esta repuesta bifasica en funcion de la concentracion de Dx también ha sido observada
por Heinrichs et al.**, que demostraron que dosis bajas de Dx incrementaban los niveles
del mRNA de GHR en higado y cartilago de crecimiento de conejo pero no dosis
elevadas, o en otros tejidos como rifién, y por Jux et al.¥, en cultivos primarios de
condrocitos de cartilago de crecimiento de rata, sugiriendo que concentraciones
fisioloégicas de GCs eran necesarias para el mantenimiento de la expresion basal de
GHR. La inhibiciéon de la expresion de GHR por GCs también ha sido descrita en

cultivos de fibroblastos'¢®!¢7,
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Nuestros resultados sugieren que la disminucion del nimero de GHR podria ser un
mecanismo potencial para los efectos inhibidores del crecimiento producidos por los

GCs como antagonismo a la accion de la GH.

La diferenciacion fenotipica y funcional de los condrocitos de las diferentes zonas
del cartilago esta regulada, entre otros factores, por el factor de transcripcion SOX9, el
cual a su vez regula la expresion de COL2A1 y aggrecan. En nuestro sistema de cultivo,
la Dx inhibe la expresion de SOX9, COL2A1 y aggrecan de forma concentracion
dependiente. El1 MF no tiene un efecto significativo sobre la expresion de ninguno de
estos tres genes pero revierte completamente la inhibicion que sobre ellos produce la
Dx, hecho que sugiere que esta inhibicion es GCCR dependiente. Por otro lado, el
tratamiento con IGF-I (100 ng/ml) estimula la expresion de SOX9, COL2A1 y aggrecan
pero no revierte la inhibicion que la Dx produce sobre la expresion de SOX9.

SOXO9 es un factor de transcripcion requerido para la expresion de genes especificos
de cartilago, como COL2A1 y aggrecan'’ y se ha demostrado que se une a un enhancer
especifico, activandolo, tanto del gen COL2A1'®® como del aggrecan'®’, de manera que
el efecto inhibitorio de la Dx sobre la expresion de estos dos genes podria ser un
mecanismo indirecto a través de la inhibicion de la expresion de SOX9. A diferencia de
nuestros resultados, Sekiya et al.'”® demostraron que la Dx estimulaba la expresion de

SOX9 en condrocitos de rata.

COMP es una de las principales proteinas del cartilago no colageno y se ha
demostrado que mutaciones en este gen dan lugar a displasias esqueléticas'’""'"%. Los
efectos que la Dx y el IGF-I (100 ng/ml) producen sobre la expresion de COMP son
opuestos a los efectos observados sobre la expresion de COL2A1 y de aggrecan: la Dx
estimula su expresion, mientras que el tratamiento con IGF-I la inhibe. Nuestros
resultados demuestran que, en condiciones de inhibicion de la proliferacion por GCs,
los condrocitos expresan niveles bajos de COL2A1 y aggrecan, mientras que la
expresion de COMP estd incrementada. Por el contrario, la expresion de COMP es baja
cuando la proliferacion estd estimulada. De acuerdo con nuestros resultados, otros
autores demostraron que la expresion de COMP era baja en la zona proliferativa del
cartilago de crecimiento mientras que el cese de la proliferacion coincidia con su

maxima expresion' .
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En las condiciones experimentales utilizadas, el tratamiento de las células con GH a
500 ng/ml no tiene efecto significativo sobre la expresion de los genes analizados. La
presencia en el medio de GH no modifica el efecto que la Dx a 10° M o a 10° M
provoca sobre la expresion génica. Desconocemos si esta falta de respuesta es debida a
que los condrocitos fetales carecen de algun elemento necesario para dicha respuesta o
a las condiciones experimentales utilizadas. Sin embargo, otros autores han observado
efecto de la GH sobre el crecimiento y la expresion de los genes del eje GH-IGFs. Asi
in vivo, el retraso de crecimiento inducido por los GCs en ratas sanas y urémicas
quedaba completamente compensado al tratarlas con GH'’*. Ademas, en nifios con
transplante renal tratados con GCs y con funcién renal casi normal, el retraso de
crecimiento que presentaban mejoraba al realizar tratamiento combinado con thGH'”,

Luo y Murphy'** demostraron en ratas hipofisectomizadas y en ratas intactas que el
tratamiento con Dx antes de la inyeccién de GH reducia la estimulacién del mRNA de
IGF-I que la GH producia en higado y tibia proximal. Se necesitaban dosis mas
elevadas de Dx para reducir el mRNA de IGF-I en otros tejidos y para disminuir la
concentracion de IGF-I sérico inducido por la GH.

1.2 observaron en condrocitos de rata que la GH incrementaba el

In vitro, Jux et a
mRNA de GHR y la concentracion de IGF-I en el medio. Al incubar conjuntamente GH
y Dx se antagonizaba de forma dosis dependiente la inhibicion de la sintesis de DNA
producida por los GCs, a diferencia de lo observado en nuestros resultados, y se reducia
el incremento que la GH producia sobre la expresion de GHR. En cuanto a la
concentracion de IGF-I en el medio, la GH incrementaba los niveles en presencia de
bajas concentraciones de Dx respecto a la incubacion con Dx sola.

King et al.'®” observaron en fibroblastos 3T3-F442A que la GH estimulaba la
fosforilacion de ERK1 y 2 y que, si las células habian sido pretratadas con Dx 107 M
durante 24h, se producia una reduccion de la estimulacion de esta fosforilacion. Este
hecho concordaria con el efecto de la Dx sobre la expresion de GHR anteriormente

descrito e indicaria que los efectos inhibitorios del crecimiento por los GCs pueden ser

debidos, en parte, al antagonismo ejercido sobre las acciones de GH.

En resumen podemos afirmar que, en condrocitos epifiseales fetales humanos, la Dx
regula la expresion de genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, IGF-IR, GHR) asi como
la expresion de SOX9 y genes de matriz extracelular (COL2A1, aggrecan, COMP).

Nuestro trabajo muestra los diferentes efectos que la Dx produce sobre la proliferacion
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celular y la expresion de los genes analizados. Concentraciones elevadas de Dx,
similares a las dosis utilizadas en tratamientos cronicos con GCs, producen inhibicion
de la proliferacion celular y cambios en el patréon de expresion de los genes estudiados,
sugiriendo que estos genes podrian participar en los efectos inhibidores del crecimiento
producidos por los GCs. También se ha demostrado que el IGF-I es el IGF regulado por
GCs mientras que la expresion de IGF-II no se ve afectada por el tratamiento con Dx,

aun siendo el IGF mas expresado por estas células.

Regulacion por VitD

Hemos utilizado concentraciones de VitD desde 10" M a 10° M. La concentracién
de VitD medida en el SBF utilizado al 10% en los medios de cultivo es de 2,3 x 10" M
mientras que la concentracion de VitD en el suero humano es de 1,4 x 107" M. De esta
VitD, el 85% circula en sangre ligada a VDBG, el 0,4% circula libre mientras que el
resto lo hace unido a la albumina. De manera que la concentracion libre de VitD en
suero humano equivale a 0,6 x 102 M. La concentracion mas baja de VitD utilizada en
este trabajo es 2 veces superior a la concentracion fisioldgica libre, aunque
desconocemos cual es la concentracion local de VitD presente en la matriz intercelular
del cartilago de crecimiento a la que estan expuestos los condrocitos.

La VitD inhibe la proliferacion celular de condrocitos fetales humanos de forma
concentracion dependiente siendo esta inhibicion significativa a partir de la
concentracion de 10" M. La presencia de IGF-I revierte la inhibicién que la VitD a 10°°
M produce sobre la proliferacién celular. La incubacién simultanea con Dx 10° M y
VitD 10° M provoca una fuerte inhibicién de la proliferacién celular, equivalente a la
que se observa con la VitD sola. El tratamiento combinado con GH y VitD produce el

mismo efecto que cuando se incuban las células con VitD sola.

La inhibicion de la proliferacion celular por la VitD o por analogos de VitD ha sido
observada en diferentes tipos celulares, tales como condrocitos de cartilago de

133 134 .
, células de carcinoma humano de

crecimiento de rata ~°, células epiteliales de prostata
cuello y cabeza'?, células HT-29 (células de adenocarcinoma de colon humano que
contienen VDR y segregan IGF-II pero no IGF-I)"** y células MCF-7"*". Sprenger et
al."** utilizaron células PECs (benign human prostate epithelial cells) y P153 (SV40-T

immortalized prostate epithelial cell line) y demostraron que el IGF-I estimulaba la
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proliferaciéon celular de forma dosis dependiente (1, 10, 100 ng/ml) mientras que la
VitD 10® M la inhibia y que, de acuerdo con nuestros resultados, en combinacion el
IGF-I revertia la inhibicion producida por la VitD. Hager et al.'>> observaron que, en
células de carcinoma humano, la inhibicion que la VitD producia sobre la proliferacion
celular se debia a que las células se detenian en la fase Gy/G; del ciclo celular.
Utilizando una concentracion de VitD de 107 M observaron una estimulacion de los
inhibidores del ciclo celular p21 y p27 y ningun efecto sobre la expresion de ciclina D1,

32 De la misma manera, Moffatt et al."*® demostraron en

ciclina estimulada por el IGF-I
c€lulas prostaticas de carcinoma LNCaP y ALVA-31 que la VitD estimulaba tanto el
mRNA como la proteina p21 y que después de tratar las células LNCaP durante 24h y
72h con VitD 10® M se observaba un incremento en la acumulacién de las células en
Gy/G; hasta el 78-80%. De acuerdo con este hecho, Jensen et al."*’ también observaron
que la incubacién con VitD producia un incremento significativo de la poblacion celular
en G; que se correlacionaba con una disminucion de la proporcion de células en fase S.
El incremento que la VitD produce sobre la proteina p21 es el responsable del
enlentecimiento gradual del ciclo celular y/o la acumulacion de las células en Go/G;. Sin
embargo, existe controversia sobre si la accion de la VitD sobre p21 es a través de un
mecanismo directo o indirecto’*”'*”. Aunque Liu et al.'"*' demostraron que la VitD
actuaba directamente sobre la expresion de p21 a través de un elemento de respuesta
VDRE funcional en el promotor del gen p21 en células leucémicas U937, Peng et al.'*
no observaron un efecto directo en células LNCaP sino que demostraron que la
estimulacion de la expresion de p21 por VitD se inhibia al inmunoprecipitar IGFBP3,
sugiriendo que la induccidon de p21 estaria mediada por IGFBP3 e indirectamente por

140 ,
1.”" en células

VitD'"’. Este efecto indirecto fue demostrado también por Eelen et a
Oseas y en queratinocitos de rata.

Si bien en la mayoria de trabajos publicados la VitD inhibe la proliferacion celular,
Krohn et al.'** demostraron en cultivos de condrocitos de rata que la VitD estimulaba la
sintesis de DNA y la proliferacion celular aunque utilizaron dosis muy bajas de VitD
(102 M) y observaron que, al incubar con un anticuerpo policlonal anti-IGF-I, se
bloqueaba el incremento de la sintesis de DNA por parte de la VitD, de manera que este

incremento era dependiente del IGF-I.

Asi como el cartilago de crecimiento ha sido descrito como uno de los tejidos diana

para la VitD, sus efectos reguladores de la expresion de los genes del eje GH-IGFs, del
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factor de transcripcion SOX9 y de las proteinas de la matriz COL2A1, aggrecan y

COMP han sido escasamente descritos en el cartilago de crecimiento humano.

Nuestros resultados demuestran que la VitD estimula de forma concentracion
dependiente la expresion de los genes IGF-1 e IGFBP3 en cartilago de crecimiento fetal
humano, mientras que no tiene un efecto significativo sobre la expresion de IGF-II. La
estimulacion de la expresion de IGF-I no es estadisticamente significativa debido a que
existe un rango amplio de variacion entre los diferentes experimentos, aunque la
estimulacion esta presente en todos ellos. Los resultados obtenidos sugieren que el IGF-
I podria ser mas importante que el IGF-II para la regulacion del cartilago de crecimiento
fetal por la VitD.

El efecto estimulatorio de la VitD sobre la secrecion de IGF-I ya habia sido
observado in vitro en condrocitos de rata'” y osteoblastos humanos'’®, mientras que
otros autores demostraron el efecto contrario (la VitD inhibia la secrecion de IGF-I en

72178 " Otros autores observaron que ni la produccién de IGF-

osteoblastos de raton
'8 i la de IGF-II'® estaba afectada por el tratamiento con VitD en osteoblastos
murinos y en células HBMSC, respectivamente. Los resultados de estos estudios
sugieren que el efecto de la VitD sobre la sintesis y secrecion de IGF-I pueden ser
divergentes, probablemente dependiendo de los diferentes tipos celulares, de las
condiciones de cultivo y del estado de diferenciacion de las células, y que puede existir,
ademas, un regulacion diferencial de la VitD sobre IGF-I e IGF-II.

La VitD estimula la expresion de IGF-I de forma concentracion dependiente pero
también estimula la expresion de inhibidores del ciclo celular; se puede emitir la
hipétesis de que a muy bajas concentraciones puede no inhibirse la proliferacion sino
incluso estimularse pero que a concentraciones crecientes, pese a estimular la expresion

y la sintesis de IGF-I, predomina el efecto de inhibicion de la proliferacion como

consecuencia de la estimulacion de inhibidores del ciclo celular.

Existen numerosos estudios sobre la regulacién de los IGFBPs por VitD. Se ha
demostrado que las acciones antiproliferativas de la VitD en células LNCaP de cancer
de prostata humano podrian estar mediadas, al menos en parte, por la induccion de
IGFBP3"**'* 'y que tanto la inmunoneutralizacion de IGFBP3 como el tratamiento con
anticuerpos y antisentidos especificos, que inhiben su sintesis, anulaban las acciones

inhibitorias del crecimiento producidas por la VitD"’. La induccién de IGFBP3 por
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VitD podria ser directa a través de la interaccion de VDR con un VDRE putativo
localizado en posicién -3296/-3282 del gen IGFBP3 humano'**. Otros autores han
demostrado ademas en células HBSMC que la VitD incrementaba los niveles de mRNA
de IGFBP2, IGFBP3 e IGFBP4'* asi como también estimulaba la secrecion de IGFBPs
(mediante analisis de Western blot). El incremento tanto de la expresion como de la
secrecion de IGFBP3 también ha sido descrito en osteoblastos humanos'®""'**. Dados los
efectos inhibitorios de las IGFBPs sobre la accion de los IGFs en células oOseas, los
efectos de la VitD podrian estar mediados, al menos en parte, por el incremento que ésta
produce sobre la produccion de IGFBPs.

Si la inhibicién de la proliferacion celular por la VitD en nuestro sistema de cultivo
estd mediada directa o indirectamente por el incremento en la secrecion de IGFBP3 no
estd demostrado. La observacion de que tanto la expresion de IGFBP3 como la de IGF-I
incrementan en paralelo bajo tratamiento con VitD pareceria descartar esta hipotesis (la
estimulacion de la expresion de IGF-I es 4 veces superior a la de la expresion de
IGFBP3). La secrecion de IGFBP3 por condrocitos epifiseales fetales humanos es
superior a la de otros tipos celulares como fibroblastos fetales humanos o la linea
osteoblastica SAOS-2, y los niveles de proteina IGFBP3 en el medio de cultivo en
condiciones de estimulacién por VitD son del orden de 0,4 x 10® M y a esta
concentracion de IGFBP3 se ha demostrado que la IGFBP3 recombinante inhibe la
incorporaciéon de timidina-"H al DNA. Sin embargo, concentraciones altas de IGF-I
(100 ng/ ml) son capaces de recuperar la inhibicion producida por la VitD, hecho
demostrado en nuestros resultados, mientras que concentraciones bajas (1 ng/ml) no lo

consiguen'**.

Nuestros resultados demuestran que la VitD tiene un efecto variable sobre la
expresion de IGF-IR aunque se observa una tendencia a la estimulacion, siendo ésta
significativa solo a la concentracion de VitD 10° M. El incremento en la expresion de
IGF-IR podria explicar el efecto observado sobre la expresion de IGFBP3 al incubar las
células con IGF-I y VitD 10° M simultineamente: la estimulacion de IGFBP3 es
superior a la observada al incubar las células so6lo con IGF-I o con VitD.

De acuerdo con nuestros resultados, Krohn et al.'® y Kurose et al.'” demostraron,
en condrocitos epifiseales de ratas macho jovenes y condrocitos murinos

respectivamente, que la VitD estimulaba significativamente la expresion de IGF-IR.
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Los mecanismos implicados en los efectos de la GH y del IGF-I en el hueso son,
hasta el momento, poco claros, aunque se ha sugerido que el STATS podria mediar

183,184 185 . : :
»". Morales et al."™ investigaron si la

parte de los efectos sobre el crecimiento dseo
VitD tenia influencia sobre la via JAK2/STATS de la GH en células UMRI106.
Demostraron que la VitD prolongaba esta via y que el pretratamiento de las células con
VitD podia ser necesario para detectar la respuesta trancripcional de STATS inducida
por GH. Ademas, el pretratamiento de las células con VitD recuperaba la capacidad de
estas células para responder a estimulaciones repetitivas de GH y esto concordaria con
nuestros resultados, que demuestran que la VitD estimula la expresion de GHR a

concentraciones superiores a 10® M en condrocitos de cartilago de crecimiento fetal

humano.

La VitD, a concentraciones superiores a 10" M, inhibe la expresion de SOX9,
COL2A1 y aggrecan, mientras que estimula la expresion de COMP a partir de 10™® M.
El efecto del IGF-I (100 ng/ml) es el contrario, ya que estimula la expresion de SOX9,
COL2AL1 y aggrecan e inhibe la de COMP. El IGF-I no puede revertir la inhibicion que
la VitD 10° M produce sobre la expresion de SOX9 mientras que si revierte la
inhibicién producida sobre la expresion de COL2A1 y aggrecan. Como ya se ha
mencionado anteriormente, SOX9 es un factor de transcripcion necesario para la
expresion de genes especificos de cartilago como son COL2A1 y aggrecan'?, de manera
que los efectos inhibitorios de la VitD sobre la expresion de COL2A1 y aggrecan
podrian ser indirectos a través de la inhibicidon de la expresion de SOX9. De acuerdo
con nuestros resultados, Horton et al 186 demostraron, mediante Northern blot en una
linea celular de condrocitos inmortalizados, que la VitD inhibia la expresion de

aggrecan (a 10 M producia una disminucién del 90% del mRNA de aggrecan).

Podemos resumir que la VitD es un potente inhibidor de la proliferacion celular de
condrocitos procedentes de cartilago epifiseal fetal humano y que inhibe la expresion de
genes relacionados con el fenotipo condrocitico (COL2A1, aggrecan). Ademas estimula
la expresion de genes del eje GH-IGFs tales como IGF-I, IGFBP3, IGF-IR y GHR y
también la expresion de COMP, gen relacionado con un fenotipo mas diferenciado.
Mientras que la estimulacion de la expresion de IGFBP3 que produce la VitD ha sido
propuesta como uno de los mediadores de la inhibicidon de la proliferacion celular,

nuestros resultados demuestran que se produce un incremento mayor en la expresion de
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IGF-I, el cual, sin embargo, no contrarresta el efecto inhibidor de la proliferacion.
Nuestros resultados sugieren que la regulacion de la VitD sobre el cartilago de
crecimiento podria consistir en un incremento en la diferenciacion celular y un
condicionamiento de las células hacia un fenotipo mas sensible a la accion de otras

hormonas, como la GH.

Regulacion por GCs, VitD v GH

Ya que habiamos observado que tanto los GCs como la VitD producian efectos
sobre la proliferacion y la expresion génica en condrocitos de cartilago de crecimiento
fetal humano, algunos concordantes y otros divergentes, nos pareci6 interesante estudiar
el efecto que ambos tratamientos producian conjuntamente y analizar si la GH tenia
algun efecto al ser anadida a Dx y VitD.

Hemos demostrado que tanto Dx como VitD inhiben significativamente la
proliferaciéon celular de condrocitos procedentes de cartilago epifiseal fetal humano. La
combinacion de ambos tratamientos tiene el mismo efecto y la GH no revierte la
inhibicion producida por Dx y/o VitD.

En nuestro sistema de cultivo, la Dx y la VitD producen el efecto contrario sobre la
expresion de IGF-I e IGFBP3: mientras que la Dx inhibe la expresion de estos genes, la
VitD los estimula. Al combinar ambos tratamientos (Dx 10° M y VitD 10° M), la VitD
revierte totalmente la inhibicidon que la Dx produce sobre la expresion de IGF-I pero no
la producida sobre IGFBP3. De manera que, bajo este tratamiento combinado con Dx y
VitD, la expresion de IGF-I estd estimulada, aunque este estimulo no es significativo
debido a la variacion interexperimental existente, y la expresion de IGFBP3 esta
inhibida de forma significativa. En cuanto a la expresion de IGF-I podemos afirmar que
predomina el efecto de la VitD por encima del efecto de la Dx, mientras que en cuanto a
la expresion de IGFBP3 predomina el efecto de la Dx.

Se puede pensar que, in vivo, la presencia de concentraciones adecuadas de VitD
son favorables para el crecimiento normal para contrarrestar el efecto negativo de
tratamientos como GCs, no sélo por la recuperacion de la expresion de IGF-I sino
ademas por la no recuperacion de la expresion de IGFBP3.

La GH no limita la inhibiciéon que la Dx produce sobre la expresion de IGF-I pero si
en el medio de cultivo hay VitD a una concentracion de 10 o superior, no sélo se

revierte la inhibicidn sino que se produce estimulacion de la expresion de IGF-I (aunque
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no es significativa debido a la variacion interexperimental). Por el contrario, la GH no
limita la inhibicion que la combinacién de Dx y VitD producen sobre la expresion de
IGFBP3.

Aunque la expresion de IGF-II no varia ni con Dx, ni con VitD ni con GH existe
una tendencia a la estimulacion cuando se incuban conjuntamente.

Tanto Dx como VitD estimulan la expresion de IGF-IR, y en combinacion producen
el mismo efecto. En cuanto a la expresion de GHR, el efecto observado es similar al
observado sobre IGF-I: la Dx inhibe su expresion mientras que la VitD la estimula. Al
combinar ambos tratamientos, la VitD revierte la inhibicion producida por la Dx. Asi
como la GH revierte la inhibicién producida por la Dx 10°® M si en el medio ademas
hay VitD no s6lo se revierte la inhibicion sino que se observa una estimulacidon aunque
no es significativa por la variabilidad interexperimental existente.

En cuanto a SOX9, COL2A1 y aggrecan, el tratamiento con Dx o con VitD inhiben
su expresion y la combinacidon de ambos tratamientos produce el mismo efecto. La GH
incubada con Dx y/o con VitD no revierte la inhibicion que Dx y VitD producen sobre
la expresion de estos genes. Tanto Dx como VitD estimulan la expresion de COMP vy,
en combinacion, existe una potenciacion de esta estimulacién, aunque no es
significativa debido a la variacion interexperimental. El tratamiento de la células con
GH, Dx y VitD también potencia el estimulo de la expresion de este gen producido por
Dx y por VitD. En resumen, los GCs y la VitD estimulan la expresion de genes que
condicionan un fenotipo mas diferenciado como COMP, mientras que inhiben la
expresion de genes caracteristicos de un fenotipo proliferativo como SOX9, COL2A1 y

aggrecan.
Nuestros resultados sugieren que, en tratamientos cronicos con GCs que provocan

un retraso de crecimiento, el mantenimiento de niveles Optimos de VitD puede

contribuir a mejorar la respuesta al tratamiento con GH.
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Nuestros resultados demuestran que los genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3,
IGF-II, IGF-IR y GHR), del factor de transcripcion SOX9 asi como de las proteinas de
la matriz COL2A1, aggrecan y COMP se expresan en condrocitos de cartilago de
crecimiento epifiseal fetal humano. Los GCs y la VitD regulan la proliferacion celular y
la expresion de los genes estudiados. El IGF-I y la GH modulan parte de los efectos de

los GCs y de la VitD sobre la proliferacion celular y la expresion génica.

> Concentraciones bajas de Dx (10” M) no interfieren en la proliferacion de los
condrocitos mientras que a partir de 107 M inhiben la proliferacion celular de
forma significativa y concentracion dependiente. EI MF revierte la inhibicion de
la proliferacién celular producida por la Dx 10 M. La Dx inhibe la expresién de
los genes del eje GH-IGFs (IGF-I, IGFBP3, GHR), del factor de transcripcion
SOX9 y de las proteinas de matriz COL2A1 y aggrecan mientras que estimula la
expresion de IGF-IR y COMP. El MF revierte la inhibicion que la Dx produce
sobre la expresion de GHR, SOX9, COL2A1 y aggrecan pero no la inhibicion de
la expresion de IGF-1 y de IGFBP3. La sintesis de las proteinas IGF-I1 e IGFBP3
estd inhibida por Dx 10° de forma paralela a la inhibicién de la expresion

génica.

» La VitD inhibe la proliferacion celular de forma significativa y concentracion
dependiente a partir de 10"'° M. La VitD estimula la expresion de los genes del
eje GH-1GFs (IGF-I, IGFBP3, IGF-IR y GHR) y de la proteina de matriz COMP
mientras que inhibe la expresion del factor de transcripcion SOX9 y de las
proteinas de matriz COL2A1 y aggrecan. La sintesis de las proteinas IGF-I e
IGFBP3 esta estimulada por VitD de forma paralela a la estimulacion de la

expresion génica.

» La expresion de IGF-II no se regula significativamente ni por GCs ni por VitD.
El IGF-1, y no el IGF-II, es el gen regulado por GCs y VitD en condrocitos de

cartilago de crecimiento epifiseal fetal humano.

» El IGF-I es un potente estimulador de la proliferacion celular de condrocitos de
cartilago epifiseal fetal humano. El IGF-I estimula la expresion de su propio

gen, de su transportador IGFBP3, del factor de transcripcion SOX9 y de las
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proteinas de matriz COL2A1 y aggrecan mientras que inhibe la expresion de

IGF-IR y de COMP.

El IGF-I revierte la inhibicion de la proliferacion celular producida por la Dx y
por la VitD. El IGF-I revierte la inhibicidén que la Dx produce sobre la expresion
de las proteinas de la matriz COL2A1 y aggrecan pero no la producida sobre la
expresion de IGF-I, IGFBP3 y del factor de transcripcion SOX9. La expresion
de IGFBP3 esta incrementada cuando se incuban los condrocitos con IGF-I y
VitD respecto a la incubacion con IGF-1 o con VitD solos. El IGF-I no revierte
la inhibicién que la VitD produce sobre la expresion de SOX9 pero si la

producida sobre la expresion de COL2A1 y aggrecan.

La GH no tiene efecto significativo sobre la proliferacion celular ni sobre la
expresion génica en condrocitos de cartilago de crecimiento epifiseal fetal

humano en las condiciones experimentales utilizadas.

La presencia de GH en el medio de cultivo que contiene ademds VitD
incrementa la expresion de IGF-I y GHR respecto a las células tratadas con VitD
sola. El tratamiento conjunto con Dx, GH y VitD revierte la inhibicidon que la Dx

produce sobre la expresion de IGF-1'y GHR.

137



7. BIBLIOGRAFIA

138



BIBLIOGRAFIA

" Van der Eerden BC, Karperien M, Wit JM. Systemic and local regulation of the
growth plate. Endocrine Rev (2003) 24:782-801.

2 Abad V, Meyers JL, Weise M, Gafni RI, Barnes KM, Nilsson O, Bacher JD, Baron
J. The role of the resting zone in growth plate chondrogenesis. Endocrinology
(2002) 143:1851-1857.

> Farnum CE, Wilsman NJ. Morphologic stages of the terminal hypertrophic
chondrocyte of growth plate cartilage. Anat Rec (1987) 219:221-232.

* Gibson G. Active role of chondrocyte apoptosis in endochondral ossification.
Microsc Res Tech (1998) 43:191-204.

> Malloy PJ, Pike JW, Feldman D. The vitamin D receptor and the syndrome of
hereditary 1,25-dihydroxyvitamin D-resistant rickets. Endocr Rev (1999) 20:156-
188.

®Lin R, Amizuka N, Sasaki T, Aarts MM, Ozawa H, Goltzman D, Henderson JE,
White JH. 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 promotes vascularization of the chondro-
osseous junction by stimulating expression of vascular endothelial growth factor and
matrix metalloproteinase 9. J] Bone Miner Res (2002) 17:1604-1612.

" Tannotti JP. Growth plate physiology and pathology. Orthop Clin North Am (1990)
21:1-17.

¥ Bi W, Huang W, Whitworth DJ, Deng JM, Zhang Z, Behringer RR, de
Crombrugghe B. Haploinsufficiency of Sox9 results in defective cartilage primordia
and premature skeletal mineralization. Proc Natl Acad Sci USA (2001) 98:6698-
6703.

? Lefebvre V, Behringer RR, de Crombrugghe B. L-Sox5, Sox6 and Sox9 control
essential steps of the chondrocyte differentiation pathway. Osteoarthritis Cartilage
(2001) 9:S69-S75.

19 yoshida CA, Yamamoto H, Fujita T, Furuichi T, Ito K, Inoue K, Yamana K,
Zanma A, Takada K, Ito Y, Komori T. Runx2 and Runx3 are essential for
chondrocyte maturation, and Runx2 regulates limb growth through induction of
Indian hedgehog. Genes Dev (2004) 18:952-963.

' Zhao Q, Eberspaecher H, Lefebvre V, De Crombrugge B. Parallel expression of
SOX9 and COL2A1 in cells undergoing chondrogenesis. Dev Dyn (1997) 209:377-
386.

139



BIBLIOGRAFIA

12 de Crombrugghe B, Lefebvre V, Behringer RR, Bi W, Murakami S, Huang W.
Transcriptional mechanisms of chondrocyte differentiation. Matrix Biol (2000)
19:389-394.

Rodan G, Harada S. The missing bone. Cell (1997) 89:677-680.

4 Komori T, Yagi H, Nomura S, Yamaguchi A, Sasaki K, Deguchi K, Shimizu Y,
Bronson RT, Gao YH, Inada M, Sato M, Okamoto R, Kitamura Y, Yoshiki S,
Kishimoto T. Targeted disruption of Cbfal results in a complete lack of bone
formation owing to maturational arrest of osteoblasts. Cell (1997) 89:755-764.

" Ducy P, Zhang R, Geoffroy V, Ridall AL, Karsenty G. Osf2/Cbfal: a
transcriptional activator of osteoblast differentiation. Cell (1997) 89:747-754.

'® Komori T. A fundamental transcription factor for bone and cartilage. Biochem
Biophys Res Commun (2000) 276:813-816.

" Takeda S, Bonnamy JP, Owen MJ, Ducy P, Karsenty G. Continous expression of
Cbfal in nonhypertrophic chondrocytes uncovers its ability to induce hypertrophic
chondrocyte differentiation and partially resues Cbfal-deficient mice. Genes Dev
(2001) 15:467-481.

8 Ueta C, Twamoto M, Kanatani N, Yoshida C, Liu Y, Enomoto-Iwamoto M,
Ohmori T, Enomoto H, Nakata K, Takada K, Kurisu K, Komori T. Skeletal
malformations caused by overexpression of Cbfal or its dominant negative form in
chondrocytes. J Cell Biol (2001) 153:87-100.

¥ Porte D, Tuckermann J, Becker M, Baumann B, Teurich S, Higgings T, Owen
MJ, Schorpp-Kistner M, Angel P. Both AP-1 and Cbfal-like factors are required for
the induction of interstitial collagenase by parathyroid hormone. Oncogene (1999)
18:667-678.

2 Jimenez MJ, Balbin M, Lopez JM, Alvarez J, Komori T, Lopez-Otin C.
Collagenase 3 is a target of Cbfal, a transcription factor of the runt gene family
involved in bone formation. Mol Cell Biol (1999) 19:4431-4442.

2l Alvarez J, Costales L, Serra R, Balbin M, Lopez JM. Expression patterns of
matrix metalloproteinases and vascular endothelial growth factor during epiphyseal
ossification. J Bone Miner Res (2005) 20:1011-1021.

22 Carrascosa A, Audi L, Ferrandez MA, Ballabriga A. Biological effects of
androgens and identification of specific dihydrotestosterone-binding sites in
cultured human fetal epiphyseal chondrocytes. J Clin Endocrinol Metab (1990)
70:134-140.

140



BIBLIOGRAFIA

23 Carrascosa A, Ferrandez MA, Audi L, Ballabriga A. Effects os triiodothyronine
(T3) and idenfication of specific nuclear T3-binding sited in cultured human fetal
epiphyseal chondrocytes. J Clin Endocrinol Metab (1992) 75:140-144.

** Turner RT, Riggs BL, Spelsberg THC. Skeletal effects of estrogen. Endocrine rev
(1994) 15:275-300.

?% Carrascosa A, Audi L. Human studies on the biological effects of IGF-I. Evidence
suggesting than fetal and postnatal epiphyseal cartilage is a target tissue for IGF-I
action. J Pediatr Endocrinol (1993) 6:257-261.

% Frenz DA, Liu W, Williams JD, Hatcher V, Galinovic-Schwartz V, Flanders KC,
Van de Water TR. Induction of chondrogenesis: requirement for synergistic
interaction of basic fibroblast growth factor and transforming growth factor-beta.
Development (1994) 120:415-424.

*" Jingushi S, Scully SP, Joyce ME, Sugioka Y, Bolander NE. Transforming growth
factor-B1 and fibroblast growth factors in rat growth plate. J Orthop Res (1995)
13:761-768.

28 Kaplan FS, Shore EM. Bone morphogenetic proteins and c-fos: early signals in
endochondral bone formation. Bone (1996) 19:S13-S21.

% Rudnicki JA, Brown AM. Inhibition of chondrogenesis by Wnt gene expression in
vivo and in vitro. Dev Biol (1997) 185:104-118.

3 Buckland RA, Collison JM, Graham E, Davidson DR, Hill RE. Antagonistic
effects of FGF4 on BMP induction of apoptosis and chondrogenesis in the chick
limb bud. Mech Dev (1998) 71:143-150.

31 Feldman D, Malloy PJ, Gross C. Vitamin D: metabolism and action. En: Marcus
R, Feldman D, Kelsy J, editores. Osteoporosis. San Diego: Academic press (1996)
205-236.

32 Woods KA, Camacho-Hubner C, Savage MO, Clark AJ. Intrauterine growth
retardation and postnatal growth failure associated with deletion of the insulin-like
growth factor I gene. N Engl J Med (1996) 335:1363-1367.

3 Root AW, Root MJ. Clinical pharmacology of human growth hormone and its
secretagogues. Curr Drug Targets Immune Endocr Metab Disord (2002) 2:27-52.

3 Baldelli R, Otero XL, Camina JP, Gualillo O, Popovic V, Dieguez C, Casanueva
FF. Growth hormone secretagogues as diagnostic tools in disease states. Endocrine

(2001) 14:95-99.

141



BIBLIOGRAFIA

%% Veldhuis JD. Neuroendocrine control of pulsatile growth hormone release in the
human: relationship with gender. Growth Horm IGF Res (1998) 8:49-59.

3% Daughaday WH. Pituitary gigantism. Endocrinol Metab Clin North Am (1992)
21:633-647.

3T Wit IM, Drayer NM, Jansen M, Walenkamp MJ, Hackeng WH, Thijssen JH, Van
den Brande JL. Total deficiency of growth hormone and prolactin, and partial
deficiency of thyroid stimulating hormoen in two Dutch families: a new variant of
hereditary pituitary deficiency. Horm Res (1989) 32:170-177.

3% pfaffle RW, Parks JS, Brown MR, Heimann G. Pit-1 and pituitary function. J
Pediatr Endocrinol (1993) 6:229-233.

3% Rosenfeld R, Allen DB, MacGillivray MH, Alter C, Saenger P, Anhalt H, Hintz
R, Katz HP. Growth hormone use in pediatric growth hormone deficiency and other
pediatric growth disorders. Am J Manag Care (2000) 6:S805-S816.

40 Savage MO, Burren CO, Blair JC, Woods KA, Metherell L, Clark AJ, Camacho-
Hubner C. Growth hormone insensitivity: pathophysiology, diagnosis, clinical
variation and future perspectives. Horm Res (2001) 55:32-35.

*! DeChiara TM, Robertson EJ, Efstratiadis A. Parental imprinting of the mouse
insulin-like growth factor II gene. Cell (1991) 64:849-859.

2 Liu JP, Baker J, Perkins AS, Robertson EF, Efstratiadis A. Mice carrying null
mutations of the genes encoding insulin-like growth factor I (Igf-1) and type 1 IGF
receptor (Igflr) Cell (1993) 75:59-72.

* LeRoith D, Bondy C, Yakar S, Liu JL, Butler A. The somatomedin hypothesis:
2001. Endocr rev (2001) 22:53-74.

* Salmon WD I, Daughaday WH. A hormonally controlled serum factor which
stimulates sulfate incorporation by cartilage in vitro. 1956. J Lab Clin Med (1990)
116:408-419.

4 Isaksson OG, Jansson JO, Gause IA. Growth hormone stimulates longitudinal
bone growth directly. Science (1982) 216:1237-1239.

* Green H, Morikawa M, Nixon T. A dual effector theory of growth-hormone
action. Differentiation (1985) 29:195-198.

47 Zezulak KM, Green H. The generation of insulin-like growth factor-1 sensitive

cells by growth hormone action. Science (1986) 233:551-553.

142



BIBLIOGRAFIA

8 Ohlsson C, Nilsson A, Isaksson O, Lindahl A. Growth hormone induces
multiplication of the slowly cycling germinal cells of the rat tibial growth plate.
Proc Natl Acad Sci USA (1992) 89:9826-9830.

* Isaksson OG, Lindahl A, Nilsson A, Isgaard J. Mechanism of the stimulatroy
effect of growth hormone on longitudinal bone growth. Endocr Rev (1987) 8:426-
438.

0 Barnard R, Haynes KM, Werther GA, Waters MJ. The ontogeny of growth
hormone receptors in the rabbit tibia. Endocrinology (1988) 122:2562-2569.

1 Werther GA, Haynes K, Edmonson S, Oakes S, Buchanan CJ, Herington AC,
Waters MJ. Identification of growth homorne receptors on human growth plate
chondrocytes. Acta Paediatr (1993) 391:50-53.

>> Wang J, Zhou J, Bondy CA. Igfl promotes longitudinal bone growth by insulin-
like actions augmenting chondrocyte hypertrophy. FASEB J (1999) 13:1985-1990.
>3 Powell-Braxton L, Hollingshead P, Warburton C, Dowd M, Pitts-Meek S, Dalton
D, Gillett N, Stewart TA. IGF-I is required for normal embryonic growth in mice.
Genes dev (1993) 7:2609-2617.

>*Liu JL, LeRoith D. Insulin-like growth factor I is essential for postnatal growth in
response to growth hormone. Endocrinology (1999) 140:5178-5184.

> Zhou Y, Xu BC, Maheshwari HG, He L, Reed M, Lozykowski M, Okada S,
Cataldo L, Coshigamo K, Wagner TE, Baumann G, Kopchick JJ. A mammalian
model for Laron syndrome produced by targeted disruption of the mouse growth
horone receptor/binding protein gene (the Laron mouse). Proc Natl Acad Sci USA
(1997) 94:13215-13220.

% Lupu F, Terwilliger JD, Lee K, Segre GV, Efstratiadis A. Roles of growth
hormone and insulin-like growth factor 1 in mouse postnatal growth. Dev Biol
(2001) 229:141-162.

" Mohan S, Richman C, Guo R, Amaar Y, Donahue LR, Wergedal J, Bayling DJ.
Insulin-like growth factor regulates peak bone mineral density in mice by both
growth hormone-dependent and —independent mechanisms. Endocrinology (2003)
144:929-936.

%% Yakar S, Liu JL, Stannard B, Butler A, Accili D, Sauer B, LeRoith D. Normal
growth and development in the absence of hepatic insulin-like growth factor I. Proc

Natl Acad Sci USA (1999) 96:7324-7329.

143



BIBLIOGRAFIA

> Yakar S, Liu JL, Le Roith D. The growth hormone/insulin-like growth factor—I
system: implications for organ growth and development. Pediatr Nephrol (2000)
14:544-549.

%0 Sjogren K, Liu JL, Blad K, Skrtic S, Vidal O, Wallenius V, LeRoith D, Tornell J,
Isaksson OG, Jansson JO, Ohlsson C. Liver-derived insulin-like grwoth factor |
(IGF-I) is the principal source of IGF-I in blood but is not requiered for postnatal
body growth in mice. Proc Natl Acad Sci USA (1999) 96:7088-7092.

' Butler AA, LeRoith D. Minireview: tissue-specific versus generalized gene
targeting of the ifgl and igflr genes and their role in insulin-like growth factor
physiology. Endocrinology (2001) 142:1685-1688.

82 Venken K, Schuit F, Van Lommel L, Tsukamoto K, Kopchick JJ, Coschigano K,
Ohlsson C, Moverare S, Boonen S, Bouillon R, Vanderschueren D. Growth without
growth hormone receptor: estradiol is a major growth hormone-independent
regulator of hepatic IGF-I synthesis. J] Bone Miner Res (2005) 20:2138-2149.

* Yakar S, Rosen CJ, Beamer WG, Ackert-Bicknell CL, Wu Y, Liu JL, Ooi GT,
Setser J, Frystyk J, Boisclair YR, LeRoith D. Circulating levels of IGF-1 directly
regulate bone growth and density. J Clin Invest (2002) 110:771-781.

%4 Shinar DM, Endo M, Halperin D, Rodan GA, Weinreb M. Differential expression
of insulin-like growth factor-I (IGF-I) and IGF-II messenger ribonucleic acid in
growing rat bone. Endocrinology (1993) 132:1158-1167.

65 Wang E, Wang J, Chin E, Zhou J, Bondy CA. Cellular patterns of insulin-like
growth factor system gene expression in murine chondrogenesis and osteogenesis.
Endocrinology (1995) 136:2741-2751

% Smink JJ , Koster JG, Gresnigt MG, Rooman R, Koedam JA, Van Buul-Offers SC.
IGF and IGF-binding protein expression in the growth plate of normal,
dexamethasone-treated and human IGF-II transgenic mice. J Endocrinol (2002)
175:143-153.

%7 Olney RC, Mougey EB. Expression of the components of the insulin-like growth
factor axis across the growth-plate. Mol Cell Endocrinol (1999) 156:63-71.

% Nilsson A, Isgaard J, Lindahl A, Dahlstrom A, Skottner A, Isaksson OG.
Regulation by growth hormone of number of chondrocytes containing IGF-I in rat
growth plate. Science (1986) 233:571-574.

% Reinecke M, Schmid AC, Heyberger-Meyer B, Hunziker EB, Zapf J. Effect of

growth hormone and insulin-like growth factor I (IGF-I) on the expression of IGF-I

144



BIBLIOGRAFIA

messenger ribonucleic acid and peptide in rat tibial growht plate and articular
chondrocytes in vivo. Endocrinology (2000) 141:2847-2853.

70 Allen DB. Growth suppression by glucocorticoid therapy. Endocrinol Metab Clin
North Am 1996;25:699-717.

"' Bello CE, Garrett SD. Therapeutic issues in oral glucocorticoid use. Lippincotts
Prim Care Pract (1999) 3:333-341.

2 Elias LL, Huebner A, Metherell LA, Canas A, Warne GL, Bitti ML, Cianfarani S,
Clayton PE, Savage MO, Clark AJ. Tall stature in familial glucocorticoid
deficiency. Clin Endocrinol (Oxf) (2000) 53:423-430.

3 Grant DB, Barnes ND, Moncrieff MW, Savage MO. Clinical presentation,
growth, and pubertal development in Addison’s disease. Arch Dis Child (1985)
60:925-928.

™ Lian JB, Stein GS. Osteoblast biology. En: Marcus R, Feldman D, Kelsy J,
editores. Osteoporosis. San Diego: Academic press (1996) 23-60.

> Teitelbaum SL, Tondravi MM, Ross FP. Osteoclast biology. En: Marcus R,
Feldman D, Kelsy J, editores. Osteoporosis. San Diego: Academic press (1996) 61-
94.

76 Lukert B. Glucocortioid-induced osteoporosis. En: Marcus R, Feldman D, Kelsy
J, editores. Osteoporosis. San Diego: Academic press (1996) 801-820.

77 Annefeld M. Changes in rat epiphyseal cartilage after treatment with
dexamethasone and glycosaminoglycan-peptide complex. Pathol Res Pract (1992)
188:649-652

8 Silvestrini G, Mocetti P, Ballanti P, Di Grezia R, Bonucci E. Cytochemical
demonstration of the glucocorticoid receptor in skeletal cells of the rat. Endocr Res
(1999) 25:117-128.

" Abu EO, Horner A, Kusec V, Triffitt JT, Compston JE. The localization of the
functional glucocorticoid receptor oo in human bone. J Clin Endocrinol Metab
(2000) 85:883-889.

8 Gafni RI, Weise M, Robrect DT, Meyers JL, Barnes KM, De Levi S, Baron J.
Catch-up growth is associated with delayed senescence of the growth plate in
rabbits. Pediatr Res (2001) 50:618-623.

81 Silvestrini G, Ballanti P, Patacchioli FR, Mocetti P, Di Grezia R, Wedard BM,

Angelucci L, Bonucci E. Evaluation of apoptosis and the glucocorticoid receptor in

145



BIBLIOGRAFIA

the cartilage growth plate and metaphyseal bone cells of rats after high-dose
treatment with corticosterone. Bone (2000) 26:33-42.

2 Chrysis D, Ritzen EM, Savendahl L. Growth retardation induced by
dexamethasone is associated with increased apoptosis of the growth plate
chondrocytes. J Endocrinol (2003) 176:331-337.

8 Smink JJ , Gresnigt MG, Hamers N, Koedam JA, Berger R, Van Buul-Offers SC.
Short-term glucocorticoid treatment of prepubertal mice decreases growth and IGF-I
expression in the growth plate. J Endocrinol (2003) 177:381-388.

8 Heinrichs C, Yanovski JA, Roth AH, Yu YM, Domené HM, Yano K, Cutler GB,
Baron J. Dexamethasone increases growth hormone receptor messenger ribonucleic
acid levels in liver and growth plate. Endocrinology (1994) 135:1113-1118.

8 Jux C, Leiber K, Hiigel U, Blum W, Ohlsson C, Klaus G, Mehls O.
Dexamethasone impairs growth hormone (GH)-stimulated growth by supression of
local insulin-like growth factor (IGF)-I production and expression of GH- and IGF-I
receptor in cultured rat chondrocytes. Endocrinology (1998) 139(7):3296-3305.

86 Magiakou MA, Mastorakos G, Gomez MT, Rose SR, Chrousos GP. Suppressed
spontaneous and stimulated growth hormone secretion in patients with Cushing’s
disease before and after surgical cure. J Clin Endocrinol Metab (1994) 78:131-137.
87 Crowley S, Hindmarsh PC, Matthews DR, Brook CG. Growth and the growth
hormone axis in prepubertal children with asthma. J Pediatr (1995) 126:297-303.

% Rosen J, Miner IN. The search for safer glucocorticoid receptor ligands. Endocr
Rev (2005) 26:452-64.

% Roodman GD. Advances in bone biology: the osteoclast. Endocr Rev (1996)
17:308-332.

% Robey PG, Boskey AL. The biochemistry of bone. En: Marcus R, Feldman D,
Kelsy J, editores. Osteoporosis. San Diego: Academic press (1996) 95-184.

I Rodan GA. Couplin of bone resorption and formation during bone remodeling.
En: Marcus R, Feldman D, Kelsy J, editores. Osteoporosis. San Diego: Academic
press (1996) 290-301.

%2 Margolis RN, Canalis E, Partridge NC. Invited review of a workshop: anabolic
hormones in bone: basic research and therapeutic potential. J Clin Endocrinol Metab
(1996) 81:872-877.

% Dean DD, Boyan BD, Schwart Z, Muniz OE, Carreno MR, Maeda S, Howell DS.
Effect of lalpha,25-dihydroxyvitamin D3 and 24R,25-dihydroxyvitamin D3 on

146



BIBLIOGRAFIA

metalloproteinase activity and cell maturation in growth plate cartilage in vivo.
Endocrine (2001) 14:311-323.

* Donohue MM, Demay MB. Rickets in VDR null mice is secondary to decreased
apoptosis of hypertrophic chondrocytes. Endocrinology (2002) 143:3691-3694.

9 Amling M, Priemel M, Holzmann T, Chapin K, Rueger JM, Baron R, Demay MB.
Rescue of the skeletal phenotype of vitamin D receptor-ablated mice in the setting
of normal mineral ion homeostasis: formal histomorphometric and biomechanical
analyses. Endocrinology (1999) 140:4982-4987.

% Underwood JL, DeLuca HF. Vitamin D is not directly necessary for bone growth
and mineralization. Am J Physiol (1984) 246:E493-E498.

o7 Goldring MB, Birkhead JR, Suen LF, Yamin R, Mizuno S, Glowacki J, Arbiser
JL, Apperley JF. Interleukin-13-modulated gene expresion in immortalizae human
chondrocytes. J Clin Invest (1994) 94:2307-2316.

%8 Williams DA, Rosenblatt MF, Beier DR, Cone RD. Generation of murine stromal
cell lines supporting hematopoietic stem cell proliferation by use of recombinant
retrovirus vectors encoding simian virus 40 large T antigen. Mol Cell Biol (1988)
8:3864-3871.

% Lahiri DK, Nurnberger JI Jr. A rapid non-enzymatic method for the preparation of
HMW DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids Res (1991) 19:5444.

100 Madsen K, Friberg U, Roos P, Eden S, Isaksson O. Growth hormone stimulates
the proliferation of cultured chondrocytes from rabbit ear and rat rib growth
cartilage. Nature (1983) 304:545-547.

1% Carrascosa A, Audi L, Ballabriga A. Morphologic and metabolic development of
human fetal epiphyseal chondrocytes in primary culture. Pediatr Res (1985) 19:720-
727.

12 De los Rios P, Hill DJ. 1999. Cellular localization and expression of insulin-like
growth factors (IGFs) and IGF binding proteins within the epiphyseal growth plate
of the ovine fetus: possible functional implications. Can J Physiol Pharmacol
77:235-249.

19 Nilsson A, Carlsson B, Isgaard J, Isaksson OG, Rymo L. Regulation by GH of
insulin-like growth factor-I mRNA expression in rat epiphyseal growth plate as
studied with in-situ hybridization. J Endocrinol (1990) 125:67-74.

' Tuo JM, Murphy LJ. Dexamethasone inhibits growth hormone induction of

insulin-like growth factor-I (IGF-I) messenger ribonucleic acid (mRNA) in

147



BIBLIOGRAFIA

hypophysectomized rats and reduces IGF-I mRNA abundance in the intact rat.
Endocrinology (1989) 125:165-171.

195 Smink JJ, Koedam JA, Koster JG, van Buul-Offers SC. Dexamethasone-induced
growth inhibition of porcine growth plate chondrocytes is accompanied by changes
in levels of IGF axis components. J Endocrinol (2002) 174:343-352.

1% Lin WW, Oberbauer AM. Spatiotemporal expression of alternatively spliced
IGF-I mRNA in the rat costochondral growth plate. J Endocrinol (1999) 160:461-
467.

107 Finger F, Schorle C, Zien A, Gebhard P, Goldring MB, Aigner T. Molecular
phenotyping of human chondrocyte cell lines T/C-28a2, T/C-28a4, and C-28/12.
Arthritis Rheum (2003) 48:3395-3403.

108 Nagaoka I, Someya A, Iwabuchi K, Yamashita T. Expression of insulin-like
growth factor-IA and factor-IB mRNA in human liver, hepatoma cells, macrophage-
like cells and fibroblasts. FEBS Lett (1991) 280:79-83.

191 owe WL Jr, Lasky SR, LeRoith D, Roberts CT Jr. Distribution and regulation of
rat insulin-like growth factor I messenger ribonucleic acids encoding alternative
carboxyterminal E-peptides: evidence for differential processing and regulation in
liver. Mol Endocrinol (1988) 2:528-535.

10\ atsumoto T, Tsurumoto T, Goldring MB, Shindo H. Differential effects of IGF-
binding proteins, IGFBP-3 and IGFBP-5, on IGF-I action and binding to cell
membranes of immortalized human chondrocytes. J Endocrinol (2000) 166:29-37.
H Miyazaki Y, Tsukazaki T, Hirota Y, Yonekura A, Osaki M, Shindo H, Yamashita
S. Dexamethasone inhibition of TGF -induced cell growth and type II collagen
mRNA expression through ERK-integrated AP-1 activity in cultured rat articular
chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage (2000) 8:378-385.

"2 Mushtaq T, Farquharson C, Seawright E, Ahmed SF. Glucocorticoid effects on
chondrogenesis, differentiation and apoptosis in the murine ATDCS5 chondrocyte
cell line. J Endocrinol (2002) 175:705-713.

'3 Olney RC, Wang I, Sylvester JE, Mougey EB. Growth factor regulation of
human growth plate chondrocyte proliferation in vitro. Biochem Biophys Res
Commun (2004) 317:1171-1182.

"4 Seger R, Krebs EG. The MAPK signaling cascade. FASEB J (1995) 9:726-735.
5 Marshall CJ. Specificity of receptor tyrosine kinase signaling: transient versus

sustained extracellular signal-regulated kinase activation. Cell (1995) 80:179-185.

148



BIBLIOGRAFIA

16 Kerkhoff E, Rapp UR. Cell cycle targets of Ras/Raf signaling. Oncogene (1998)
17:1457-1462.

""" Manolagas SC. Birth and death of bone cells: basic regulatory mechanisms and
implications for the pathogenesis and treatment of osteoporosis. Endocr Rev (2000)
21:115-137.

8 Kassel O, Sancono A, Kratzschmar J, Kreft B, Stassen M, Cato AC.
Glucocorticoids inhibit MAP kinase via increased expression and decreased
degradation of MPK-1. EMBO J (2001). 20:7108-7116.

19 Noguchi T, Metz R, Chen L, Mattei MG, Carrasco D, Bravo R. Structure,
mapping, and expression of erp, a growth factor-inducible gene encoding a
nontransmembrane protein tyrosine phosphatase, and effect of ERP on cell growth.
Mol Cell Bio (1993) 13:5195-5205.

120 Engelbrecht Y, de Wet H, Horsch K, Langeveldt CR, Hough FS, Hulley PA.
Glucocorticoids induce rapid up-regulation of mitogen-activated protein kinase
phosphatase-1 and dephosphorylation of extracellular signal-regulated kinase and
impair proliferation in human and mouse osteoblast cell lines. Endocrinology (2003)
144:412-422.

2l Reisman D, Thompson EA. Glucocorticoid regulation of cyclin D3 gene
transcription and mRNA stability in lymphoid cells. Mol Endocrinol (1995) 9:1500-
1509.

122 Rhee K, Bresnahan W, Hirai A, Hirai M, Thompson EA. ¢c-Myc and cyclin D3
(CenD3) genes are independent targets for glucocorticoid inhibition of lymphoid
cell proliferation. Cancer Res (1995) 55:4188-4195.

' Ma T, Mahajan PB, Thompson EA. Glucocorticoid regulation of c-myc promoter
utilization in P1798T-lymphoma cells. Mol Endocrinol (1992) 6:960-968.

124 Rhee K, Reisman D, Bresnahan W, Thompson EA. Glucocorticoid regulation of
G; cyclin-dependent kinase gene in lymphoid cells. Cell Growth Differ (1995)
6:691-698.

125 Ohlsson C, Nilsson A, Isaksson OG, Lindahl A. Effect of growth hormone and
insulin-like growth factor-I on DNA synthesis and matrix production in rat
epiphyseal chondrocytes in monolayer culture. J Endocrinol (1992) 133:291-300.

126 Kiepe D, Ulinski T, Powell DR, Durham SK, Mehls O, Ténshoff B. Differential

effects of insulin-like growth factor binding proteins-1, -2, -3, and -6 on cultured

growth plate chondrocytes. Kidney Int (2002) 62:1591-1600.

149



BIBLIOGRAFIA

27 Wang J, Zhou J, Cheng CM, Kopchick JJ, Bondy CA. Evidence supporting dual,
IGF-I-independent and IGF-I-dependent, roles for GH in promoting longitudinal
bone growth. J Endocrinol (2004) 180:247-255.

128 Grey A, Chen Q, Callon K, Cornish J. Parallel phosphatidylinositol-3 kinase and
p42/44 mitogen-activated protein kinase signaling pathways subserve the mitogenic
and antiapoptotic actions of insulin-like growth factor I in osteoblastic cells.
Endocrinology (2003) 144:4886-4893.

129 Leung K, Rajkovic IA, Peters E, Markus I, Van Wyk JJ, Ho KK. Insulin-like
growth factor I and insulin down-regulate growth hormone (GH) receptors in rat
osteoblasts: evidence for a peripheral feedback loop regulating GH action.
Endocrinology (1996) 137: 2694-2702.

130 Sivaprasad U, Fleming J, Verma PS, Hogal KA, Desury G, Cohick WS.
Stimulation of insulin-like growth factor (IGF) binding protein-3 synthesis by IGF-I
and transforming growth factor-a is mediated by both phosphatidylinositol-3 kinase
and mitogen-activated protein kinase pathways in mammary epithelial cells.
Endocrinology (2004) 145:4213-4221.

131 Svegliati-Baroni G, Ridolfi F, Di Sario A, Casini A, Marucci L, Gaggiotti G,
Orlandoni P, Macarri G, Perego L, Benedetti A, Folli F. Insulin and insulin-like
growth factor-1 stimulate proliferation and type I collagen accumulation by human
hepatic stellate cells: differential effects on signal transduction pathways.
Hepatology (1999) 29:1743-1751.

32 Furlanetto RW, Harwell SE, Frick KK. Insulin-like growth factor-I induces
cyclin-D1 expression in MG63 human osteosarcoma cells in vitro. Mol Endocrinol
(1994) 8:510-517.

133 Boyan BD, Sylvia VL, Dean DD, Del Toro F, Schwartz Z. Differential regulation
of growth plate chondrocytes by 1 ,25-(OH),D3 and 24R,25-(OH),Ds involves cell-
maturation-specific membrane-receptor-activated phospholipid metabolism. Crit
Rev Oral Biol Med (2002) 13:143-154.

134 Sprenger CC, Peterson A, Lance R, Ware JL, Drivdahl RH. Regulation of
proliferation of prostate epithelial cells by 1,25-dihydroxyvitamin Ds is
accompanied by and increase in insulin-like growth factor binding protein-3. J
Endocrinol (2001) 170:609-618.

135 Hager G, Formanek M, Gedlicka C, Thurnher D, Knerer B, Kornfehl J.

1,25(0OH), vitamin D3 induces elevated expression of the cell cycle-regulating genes

150



BIBLIOGRAFIA

P21 and P27 in squamous carcinoma cell lines of the head and neck. Acta
Otolaryngol (2001) 121:103-109.

136 Oh YS, Kim EJ, Schaffer BS, Kang YH, Binderup L, MacDonald RG, Park JH.
Synthetic low-calcaemic vitamin Ds; analogues inhibit secretion of insulin-like
growth factor II and stimulate production of insulin-like growth factor-binding
protein-6 in conjunction with growth suppression of HT-29 colon cancer cells. Mol
Cell Endocrinol (2001) 183:141-149.

7 Jensen SS, Madsen MW, Lukas J, Binderup L, Bartek J. Inhibitory effects of
la,25-dihydroxyvitamin D3 on the G(1)-S phase-controlling machinary. Mol
Endocrinol (2001) 15:1370-1380.

3% Moffatt KA, Johannes WU, Hedlund TE, Miller GJ. Growth inhibitory effects of
la,25-dihydroxyvitamin D3 are mediated by increased levels of p21 in the prostatic
carcinoma cell line ALVA-31. Cancer Res (2001) 61:7122-7129.

139 Boyle BJ, Zhao XY, Cohen P, Feldman D 2001 Insulin-like growth factor
binding protein-3 mediates 1a,25-dihydroxyvitamin D(3) growth inhibition in the
LNCaP prostate cancer cell line through p21/WAFI1. J Urol 165:1319-1324.

0 Eelen G, Verlinden L, Van Camp M, Van Hummelen P, Marchal K, de Moor B,
Mathieu C, Carmeliet G, Bouillon R, Versutyf A The effects of 1a,25-
didydroxyvitamin D3 on the expression of DNA replication genes. ] Bone Miner
Res (2004) 19:133-146.

M1 Liu M, Lee MH, Cohen M, Bommakanti M, Freedman LP. Transcriptional
activation of the Cdk inhibitor p21 by vitamin D3 leads to the induced
differentiation of the myelomonocytic cell line U937. Genes Dev (1996) 10:142-
153.

42 peng L, Malloy PJ, Feldman D. Identification of a functional vitamin D response
element in the human insulin-like growth factor binding protein-3 promoter. Mol
Endocrinol (2004) 18:1109-1119

3 Krohn K, Haffner D, Hiigel U, Himmele R, Klaus G, Mehls O, Schaefer F.
1,25(OH),D; and dihydrotestosterone interact to regulate proliferation and
differentiation of epiphyseal chondrocytes. Calcif Tissue Int (2003)73:400-410.

144 Cheng SL, Zhang SF, Mohan S, Lecanda F, Fausto A, Hunt AH, Canalis E,
Avioli LV. Regulation of insulin-like growth factors I and II and their binding

151



BIBLIOGRAFIA

proteins in human bone marrow stromal cells by dexamethasone. J Cell Biochem
(1998) 71:449-458.

%> Delany AM, Canalis E. Transcriptional repression of insulin-like growth factor I
by glucocorticoids in rat bone cells. Endocrinology (1995) 136:4776-4781.

% Delany AM, Durant D, Canalis E. Glucocorticoid suppression of IGF-I
transcription in osteoblasts. Mol Endocrinol (2001) 15:1781-1789.

47 Okazaki R, Riggs BL, Conover CA. Glucocorticoid regulation of insulin-like
growth factor-binding protein expression in normal human osteoblast-like cells.
Endocrinology (1994) 134:126-132.

¥ Villafuerte BC, Koop BL, Pao CI, Phillips LS. Glucocorticoid regulation of
insulin-like growth factor-binding protein-3. Endocrinology (1995) 136:1928-1933.
' DiBattista JA, Dore S, Morin N, Abribat T. Prostaglandin E2 up-regulates
insulin-like growth factor binding protein-3 expression and synthesis in human
articular chondrocytes by a c-AMP-independent pathway: role of calcium and
protein kinase A and C. J Cell Biochem (1996) 63:320-333.

150" Chen TL, Chang LY, Bates RL, Perlman AJ. Dexamethasone and 1,25-
dihydroxyvitamin D3 modulation of insulin-like growth factor-binding proteins in
rat osteoblast-like cell cultures. Endocrinology (1991) 128:73-80.

51 Conover CA, Clarkson JT, Bale LK. Effect of glucocorticoid on insulin-like
growth factor (IGF) regulation of IGF-binding protein expression in fibroblasts.
Endocrinology (1995) 136:1403-1410.

152 Camacho-Hubner C, Busby WH Jr, McCusker RH, Wright G, Clemmons DR.
Identification of the forms of insulin-like growth factor-binding proteins produced
by human fibroblasts and the mechanisms that regulate their secretion. J Biol Chem
(1992) 267:11949-11956.

153 Koedam JA, Hoogerbrugge CM, Van Buul-Offers SC. Differential regulation of
IGF-binding proteins in rabbit costal chondrocytes by IGF-I and dexamethasone. J
Endocrinol (2000) 165:557-567.

5% Price WA, Stiles AD, Moats-Staats BM, D’Ercole AJ. Gene expression of
insulin-like growth factors (IGFs), the type 1 IGF receptor, and IGF-binding
proteins in dexamethasone-induced fetal growth retardation. Endocrinology (1992)
130:1424-1432.

153 Luo JM, Murphy LJ. Regulation of insulin-like growth factor binding protein-3
expression by dexamethasone. Mol Cell Endocrinol (1990) 74:213-219.

152



BIBLIOGRAFIA

156 Miell JP, Taylor AM, Jones J, Holly JM, Gaillard RC, Pralong FP, Ross RJ,
Blum WF. The effects of dexamethasone treatment on inmunoreactive and bioactive
insulin-like growth factors (IGFs) and IGF-binding proteins in normal male
volunteers. J Endocrinol (1993) 136:525-533.

157 Bang P, Degerblad M, Thoren M, Schwander J, Blum W, Hall K. Insulin-like
growth factor (IGF) I and II and IGF binding protein 1, 2 and 3 in serum from
patients with Cushing’s syndrome. Acta Endocrinol (Copenh) (1993) 128:397-404.
158 Kiepe D, Ciarmatori S, Hoeflich A, Wolf E, Tonshoff B. Insulin-like growth
factor (IGF)-I stimulates cell proliferation and induces IGF binding protein
(IGFBP)-3 and IGFBP-5 gene expression in cultured growth plate chondrocytes via
distinct signaling pathways. Endocrinology (2005) 146:3096-3104.

59 Villafuerte BC, Koop BL, Pao CI, Gu L, Birdsong GG, Phillips LS. Coculture of
primary rat hepatocytes and nonparenchymal cells permits expression of insulin-like
growth factor binding protein-3 in vitro. Endocrinology (1994) 134:2044-2050.

10 Conover CA. Regulation of insulin-like growth factor (IGF)-binding protein
synthesis by insulin and IGF-I in cultured bovine fibroblasts. Endocrinology (1990)
126:3139-3145.

1 Bale LK, Conover CA. Regulation of insulin-like growth factor binding protein-3
messenger ribonucleic acid expression by insulin-like growth factor 1.
Endocrinology (1992) 131:608-614.

12 Neely EK, Rosenfeld RG. Insulin-like growth factors (IGFs) reduce IGF-binding
protein-4 (IGFBP-4) concentration and stimulate IGFBP-3 independently of IGF
receptors in human fibroblasts and epidermal cells. Endocrinolgy (1992) 130:985-
993.

19 Martin JL, Baxter RC. Release of fibroblast IGFBPs by TGF-  and IGF-I occurs
through distinct mechanisms. Growth Regul (1993) 3:62-65.

14 Saffery R, Albiston AL, Herington AC. Rat IGFBP-3: Characterization and
regulation of the gene promoter. Growth Regul (1994) 4:132.

165 yYamamoto H, Prager D, Yamasaki H, Melmed S. Rat pituitary GC cell insulin-
like growth factor I receptor regulation. Endocrinology (1993) 133:1420-1425.

16 King AP, Tseng MJ, Logsdon CD, Billestrup N, Carter-Su C. Distinct
cytoplasmic domains of the growth hormone receptor are required for
glucocorticoid- and phorbol ester-induced decreases in growth hormone (GH)

binding. J Biol Chem (1996) 271:18088-18094.

153



BIBLIOGRAFIA

7 King AP, Carter-Su C. Dexamethasone-induced antagonism of growth hormone
(GH) action by down-regulation of GH binding in 3T3-F442A fibroblasts.
Endocrinology (1995) 136:4796-4803.

18 7hou G, Garofalo S, Mukhopadhyay K, Lefebvre V, Smith CN, Eberspaecher H,
de Crombrugghe B. A 182 bp fragment of the mouse pro alpha 1(II) collagen gene
is sufficient to direct chondrocyte expression in transgenic mice. J Cell Sci (1995)
108:3677-84.

169 Sekiya I, Tsuji K, Koopman P, Watanabe H, Yamada Y, Shinomiya K, Nifuji A,
Noda M. SOX9 enhances aggrecan gene promoter/enhancer activity and is up-
regulated by retinoic acid in a cartilage-derived cell line, TC6. J Biol Chem (2000)
275:10738-10744.

170 Sekiya I, Koopman P, Tsuji K, Mertin S, Harley V, Yamada Y, Shinomiya K,
Nifuji A, Noda M. Dexamethasone enhances SOX9 expression in chondrocytes. J
Endocrinol (2001) 169:573-579.

7 Briggs MD, Hoffman SM, King LM, Olsen AS, Mohrenweiser H, Leroy JG,
Mortier GR, Rimoin DL, Lachman RS, Gaines ES, Cekleniak JA, Knowlton RG,
Cohn DH. Pseudoachondroplasia and multiple epiphyseal dysplasia due to
mutations in the cartilage oligomeric matrix protein gene. Nat Genet (1995) 10:330-
336.

172 Hecht JT, Nelson LD, Crowder E, Wang Y, Elder FF, Harrison WR, Francomano
CA, Prange CK, Lennon GG, Deere M, Lawler J. Mutations in exon 17B of
cartilage oligomeric matrix protein (COMP) cause pseudoachondroplasia. Nat Genet
(1995) 10:325-329.

'3 Chen Q, Johnson DM, Haudenschild DR, Goetinck PF. Progression and
recapitulation of the chondrocyte differentiation program: cartilage matrix protein is
a marker for cartilage maturation. Dev Biol (1995) 172:293-306.

174 Kovacs G, Fine RN, Worgall S, Schaefer F, Hunzicker EB, Skottner-Lindun A,
Mehls O. Growth hormone prevents steroid-induced growth depression in health
and uremia. Kidney Int (1991) 40:1032-1040.

175 Ténshoff B, Haffner D, Mehls O, Dietz M, Ruder H, Blum WF, Heinrich U,
Stover B. Efficacy and safety of growth hormone treatment in short children with
renal allografts: three year experience. Kidney Int (1993) 44:199-207.

176 Chenu C, Valentin-Opran A, Chavassieux P, Saez S, Meunier PJ, Delmas PD

1990 Insulin like growth factor I hormonal regulation by growth hormone and by

154



BIBLIOGRAFIA

1,25(OH),D3 and activity on human osteoblast-like cells in short-term cultures.
Bone 11:81-86.

"7 Linkhart TA, Keffer MJ. Differential regulation on insulin-like growth factor-I
(IGF-I) and IGF-II release from cultured neonatal mouse calvaria by parathyroid
hormone, transforming growth factor-B, and 1,25-dihydroxyvitamin Dsj.
Endocrinology (1991) 128:1511-1518.

'8 Scharla SH, Strong DD, Mohan S, Baylink DJ, Linkhart TA. 1,25-
Dihydroxyvitamin D; differentially regulates the production of insulin-like growth
factor I (IGF-I) and IGF-binding protein-4 in mouse osteoblasts. Endocrinology
(1991) 129:3139-3146.

179 Kurose H, Seino Y, Yamaoka K, Tanaka H, Shima M, Yabuuchi H. Cooperation
of synthetic insulin-like growth factor I/somatomedin C and 1,25-dihydroxyvitamin
D3 on regulation of function in clonal osteoblastic cells. Bone Miner (1989) 5:335-
345.

180 Kveiborg M, Flyvbjerg A, Eriksen EF, Kassem M. 1,25-Dihydroxyvitamin Dj
stimulates the production of insulin-like growth factor-binding proteins-2,-3 and —4
in human bone marrow stromal cells. Eur J Endocrinol (2001) 144:549-557.

'8! Moriwake T, Tanaka H, Hanzaki S, Higuchi J, Seino Y. 1,25-Dihydroxyvitamin
Dj; stimulates the secretion of insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP-
3) by cultured human osteosarcoma cells. Endocrinology (1992) 130:1071-1073.

182 Nakao Y, Hilliker S, Baylink DJ, Mohan S. Studies on the regulation of insulin-
like growth factor binding protein 3 secretion in human osteosarcoma cells in vitro.
J Bone Miner Res (1994) 9:865-872.

183 Udy GB, Towers RP, Snell RG, Wilkins RJ, Park SH, Ram PA, Waxman DJ,
Davey HW. Requirement of STATSb for sexual dimorphism of body growth rates
and liver gene expression. Proc Natl Acad Sci USA (1997) 94:7239-7244.

184 Teglund S, McKay C, Schuetz E, van Deursen JM, Stravopodis D, Wang D,
Brown M, Bodner S, Grosveld G, Ihle JN. Stat5a and Stat5b proteins have essential
and nonessential, or redundant, roles in cytokine responses. Cell (1998) 93:841-850.
% Morales O, Faulds MH, Lindgren UJ, Haldosen L-A 2002 1 25-
Dihydroxyvitamin Ds; inhibits GH-induced expression of SOC-3 and CIS and
prolongs growth hormone signaling via the Janus Kinase (JAK2)/signal transducers
and activators of transcription (STATS) system in osteoblast-like cells. J Biol Chem

277:34879-34884.

155



BIBLIOGRAFIA

186 Horton WE Jr, Balakir R, Precht P, Liang CT. 1,25-Dihydroxyvitamin D3 down-
regulates aggrecan proteoglycan expression in immortalized rat chondrocytes

through a post-transcriptional mechanism. J Biol Chem (1991) 266:24804-24808.

156



