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DESCRIPCION

Procedimiento de inhibicién de la transcripcién de genes.
La invencién se refiere a la influencia en la transcripcion de genes.

La expresion inducible de genes se basa entre otros en la activacion inducible de proteinas, que regulan la trans-
cripcion, para ello interaccionan con elementos de DNA cis-reguladores. La actividad de estas proteinas, denominadas
factores de transcripcion, puede regularse mediante su sintesis “de novo’; esta estrategia requiere factores adicionales,
que influyen en el gen del factor de transcripcién. A diferencia de ello, los mecanismos post-traduccionales de la acti-
vacion de los factores de transcripcion tienen la ventaja de que transcurren con mayor rapidez que los mecanismos del
plano de transcripcién. Para el control de la actividad de los factores de transcripcién desempefian un papel importante,
entre otros, las subunidades de proteinas inhibidoras. En ejemplo de ello es la IP-1, una proteina cremallera (zipper)
de leucina, que inhibe la AP-1. En este caso, la subunidad inhibidora tiene la funcién de un regulador negativo trans-
dominante en base a la homologia estructural con el activador. El sistema NF-«B es un sistema, en el que las subu-
nidades inhibidoras no presentan homologia alguna con las subunidades que se fijan sobre el DNA. Las subunidades
inhibidoras del NF-«B y los factores afines se denominan protefnas IkB, ya que inhiben de forma reversible la fijacién
de los factores de transcripcion sobre el DNA (Baeuerle y Baltimore, 1988a, b).

El NF-«B, un factor heterodimero, que consta de una subunidad de 50 kDa (p50) y una subunidad de 65 kDa
(p65) que se fija sobre el DNA, participa en la activacién llamada “immediate-early” (inmediata-precoz) de los genes
de defensa, cuando las células con la activacion del NF-«B y la estabilizacion del IkB-a han manifestado que este
inhibidor impide la activacién del NF-«B en células HeLa después de la estimulacion del TNF, con lo cual la IDs, se
sitda en un mismo orden de magnitud que la inhibicidon de proteasa observada anteriormente en este inhibidor. Por
ello, este inhibidor presente la peculiaridad de producir una acumulacién de una forma mas fosforilada del I«B-a.
La aparicién y la estabilizacion de esta forma fosforilada no guarda relacidon temporal con la activacion del NF-«B,
lo cual refuerza la hipdtesis de que no basta la fosforilaciéon de células intactas para la activacién del NF-«B. Esto
apunta al hecho de que la forma fosforilada inducible del IkB-a sigue estando presente en el complejo con el NF-«B;
la fosforilacion del I«kB-a no conduce, pues, a una separacién del I«kB-a del complejo, como se suponia anteriormente
a raiz de ensayos realizados “in vitro”. Los resultados obtenidos con la NBIG indican en conjunto que el proteasoma
provoca la degradacion selectiva de la forma fosforilada del 1«B-a.

En base a los resultados obtenidos puede suponerse que la funcién de la fosforilacién consiste solamente en marcar
el IkB-a para la siguiente degradacion proteolitica de curso rdpido. La labilidad de la forma fosforilada, debida a esta
funcién, proporciona una explicacién del hecho de que hasta el presente no se ha observado la activacién del NF-«B
fuera de las células.

Como inhibidores de la activacién del NF-«B se toman, pues, en consideracién aquellas sustancias que inhiben
indirectamente la degradacion proteolitica del I«kB-a por el hecho de que inhiben la modificacién que los IkB-a pro-
vocan en la forma accesible a la degradacién proteolitica, es decir, la fosforilacién, en especial aquellas sustancias que
inhiben a las quinasas que la provocan.

Otra posibilidad de un mecanismo indirecto de la inhibicién de proteasas consiste en que el inhibidor impide la
activacion de la proteasa propiamente dicha, por el hecho de que la proteasa IkB-« impide que se libere un hipotético
inhibidor de proteasa.

Los inhibidores identificables de la invencién se diferencian por su mecanismo de accién de aquellas sustancias
que impiden la activacién del NF-«B, por el hecho de que inhiben la disociacién del I«B-a del heterodimero pS0/Rel-

Los métodos propuestos hasta el presente para encontrar sustancias, que influyan negativa o positivamente en la
activacion del NF-«B, se basan en estudiar la capacidad de las sustancias quimicas de estabilizar el complejo o de
propiciar su disociacién (WO 94/20795, WO 89/08147).

Otros procedimientos de exploracién se basan en estudiar la capacidad de las sustancias de modular la transcripcion
de un gen especialmente interesante, en tal caso la modulacién de la transcripcion tiene lugar en el plano de fijacién
del DNA (WO 91/01379).

En relacién con lo anterior, la presente invencion tiene como objetivo, partiendo de los conocimientos logrados
sobre el mecanismo de la activacién del NF-«B, la preparaciéon de un procedimiento de exploracién que permita
encontrar sustancias de alta especificidad de activacion del NF-«B, encontrando para ello sustancias que inhiban la
degradacion proteolitica del IkB-a.

La invencién se refiere, pues, a un procedimiento para identificar sustancias que inhiban la activacién del NF-
kB, que estd caracterizado porque se estudia la capacidad de las sustancias de ensayo de inhibir especificamente la
degradacion proteolitica del IkB-a, para ello se trata un sustrato que contenga el IkB-a en presencia de una sustancia
de ensayo con una preparacién que posea actividad proteolitica para el IkB-a y se determina si y en qué medida la
sustancia de ensayo inhibe la degradacion proteolitica del I«B-a.
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En relacién al procedimiento anterior o paralelamente al mismo se induce (en lo sucesivo: “paso a)”’) con prefe-
rencia en presencia de la sustancia de ensayo la activacién del NF-«B en células eucariotas superiores, en especial
humanas, transformadas con un constructo de gen informante (reporter) que provoque la activaciéon del NF-«B y se
mide (en lo sucesivo: “paso b)”) la expresion del gen informante.

En una forma preferida de ejecucion del procedimiento, en el paso a) se utiliza como sustrato el IkB-@ puro en un
ensayo denominado “sin células”.

Para ello se puede actuar p.ej. fijando una cantidad definida del I«kB-a con preferencia recombinante (Henkel y
col., 1992; Zabel y col., 1993), provisto de un marcador medible, sobre un soporte sélido.

Sobre el I«B-a inmovilizado y en presencia de la sustancia de ensayo se aplica una preparacién que tenga actividad
proteolitica para el I«B-a. Esta preparacion puede ser un extracto celular llamado “activado” o bien, en el supuesto de
que esté disponible, una proteasa IkB-a obtenida por métodos recombinantes. En caso de confirmarse la hipétesis de
que la proteasa IkB-a es parte integrante del proteasoma (Orlowski, 1990; Rivett, 1989), entonces el proteasoma en
forma purificada o una parte del mismo puede utilizarse como actividad proteolitica.

Un extracto celular activado, que posea actividad de degradacién de 1kB-a, se obtiene a partir de células que se
han tratado con un inductor conocido de NF-«B, por ejemplo el LPS, forbolésteres, TNF, etc. La induccién de la
actividad del NF-«B efectiia la activacién del sistema que provoca la degradacion proteolitica del I«B-a@. En su estado
no activado, el extracto celular empleado no posee una actividad especifica de degradacién del IkB-a.

Con el extracto celular activado se detectan inhibidores directos e indirectos de la degradacion proteolitica del I«B-
a, empleando la proteasa de I«B-a purificada solamente se detectan los inhibidores que acttian directamente sobre la
proteasa.

En los ensayos sin células, como preparacién de actividad proteolitica sobre el IkB-a puede utilizarse también una
preparacion obtenida a partir de células inducidas, con preferencia una fraccioén del extracto celular activado, en el
que se haya detectado actividad proteolitica de I«kB-a. Los métodos de quimica de proteinas para el fraccionamiento
de los extractos celulares ya son conocidos de los expertos. Se estudia la capacidad de las fracciones obtenidas p.ej.
después de la precipitacion con sulfato aménico, de la cromatografia en tamices moleculares y/o la cromatografia de
intercambio i6nico, el enfoque isoeléctrico, etc., para la degradacion proteolitica del IkB-a y la fraccion correspon-
diente se emplea en el ensayo, de modo que la cantidad se coordina con el sustrato de ensayo I«B-a, con el fin de que
sea posible detectar la degradacion con técnicas de medicién.

El IkB-a inmovilizado se degrada proteoliticamente en ausencia de sustancia de ensayo (control) o en presencia
de una sustancia de ensayo, que no tenga ninguna accién inhibidora sobre la actividad proteolitica. Este hecho pue-
de observarse porque el marcador del I«B-a (p.ej. un marcador radiactivo o un marcador fluorescente) pasa total o
parcialmente (segun sea total o parcial la degradacién del IkB-«) del sustrato al liquido sobrenadante. La porcién de
marcador, que ha pasado del sustrato al liquido sobrenadante, es proporcional a la degradacién proteolitica del IxB-
a. En presencia de una sustancia de ensayo, que inhiba la degradacion proteolitica del I«B-«, el IkB-a inmovilizado
no resulta atacado, el marcador continda siendo detectable sobre el sustrato y no pasa marcador alguno al liquido
sobrenadante.

Como alternativa, en el paso a) puede estar también presente una cantidad predeterminada del IkB-a marcado en
forma soluble, en lugar de estar inmovilizado sobre un sustrato, en tal caso los demds pardmetros de ensayo pueden
ser idénticos a los mencionados en el ensayo anterior. Cuando se aplica un preparado de actividad proteolitica, el
IkB-a que se halla en solucién se degrada, rompiéndose en fragmentos menores. A continuacién pueden separarse
los componentes de la solucidn, p.ej. mediante didlisis o filtracion a través de gel, eligiendo el tamafio de poro de la
membrana o de la resina de tal manera que el IkB-a intacto se separe de los fragmentos proteoliticos. Los fragmentos
marcados o el sustrato de IkB-a marcado no degradado se encuentran ahora en el liquido eluido, en tal caso la porcién
de marcador total que se halla en los fragmentos es proporciona a la degradacién proteolitica del IkB-a. En presencia
de una sustancia de ensayo, que inhiba la actividad proteolitica, no se degrada el IkB-a que se halla en solucién, por
consiguiente no se podra detectar fragmento marcado alguno.

Otra alternativa del ensayo sin células del paso a) consiste en preparar un complejo del I«kB-a con p50 y/o p65,
cuyos componentes son con preferencia de origen recombinante, en el supuesto de que estén disponibles en conjunto,
y el IkB-a no presenta marcador medible alguno, y en tratar este complejo en presencia de la sustancia de ensayo
con un preparado de actividad proteolitica. Cuando se hace efectiva la actividad proteolitica, como sucede cuando la
sustancia de ensayo no es capaz de inhibir esta actividad, entonces se digiere y degrada el IkB-a del complejo, el
marcador se halla en los fragmentos proteoliticos, que después de la filtracién pueden detectarse también en este caso
en el liquido eluido. Si con la sustancia de ensayo se inhibe la actividad proteolitica, entonces el IkB-a permanece
asociado al complejo y no pasa marcador alguno al liquido eluido. En principio puede hacerse el seguimiento de
la degradacion proteolitica del IkB-a a través de los cambios de fluorescencia propia del complejo, dichos cambios
obedecen a cambios estructurales.

Los resultados obtenidos en el marco de la presente invencidn indican que el inhibidor de proteasa NBIG produce
la acumulacién de una forma fosforilada del IkB-« y dan pie a una variante de ensayo sin células, en la que se utiliza
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como sustrato de la proteasa una forma fosforilada del I«kB-@. Una vez se ha comprobado en primer lugar mediante
ensayo Western Blot con anticuerpos de I«kB-a o mediante ensayo ELISA con adicién de proteasa, p.ej. del proteasoma
purificado o de fracciones celulares que contienen proteasa, que el IkB-a fosforilado constituye realmente la forma
de sustrato labilizada con una proteasa (constitutiva) para la degradacion, podrd obtenerse este sustrato del modo
siguiente.

Se tratan las células humanas idéneas, que expresan el NF-«B y el I«kB-a, por ejemplo las células HeLa o las
células 293 (ATCC CRL 1573), con un inhibidor de proteasa, que en los ensayos previos ha evidenciado que produce
la acumulacién de la forma fosforilada del I«kB-a, por ejemplo con el NBIG en una concentracién de 75 uM. A
continuacién se estimulan las células con un inductor de la activacién del NF-«B durante un periodo de tiempo, que
se requiere para tal activacion, por ejemplo con TNF-a durante 15 minutos, o con PMA o con IL-1. De los extractos
citoplasmadticos de las células tratadas de este modo se obtiene p.ej. por cromatografia de gradientes de glicerina,
por filtracién a través de gel o por cromatografia de intercambio i6nico, el complejo NF-«kB-IkB-a, que contiene el
IkB-a en forma fosforilada, eventualmente enriquecida, separandose del NBIG en exceso y de la proteasa endégena
inactivada por este. Para convertir la totalidad del IkB-a en la forma fosforilada se afiade con preferencia un inhibidor
de fosfatasa, por ejemplo el 4cido de Okada, en una concentracién idénea, por ejemplo 100 nmolar.

El IkB-« fosforilado resultante, que constituye el sustrato para la proteasa, que conduce a la activacién del NF-
kB, puede utilizarse en los ensayos mencionados anteriormente para encontrar inhibidores de la activacién del NF-
kB (como alternativa puede proporcionarse el IkB-a en forma fosforilada, para ello se fosforila “in vitro” el IkB-a
recombinante). El principio de este ensayo contintda siendo el mismo: en ausencia de inhibidores de proteasa (sin
afiadir sustancias de ensayo o en presencia de sustancias de ensayos sin actividad inhibidora) se degrada el sustrato
fosforilado, pero en presencia de inhibidores contintia siendo detectable la forma fosforilada del complejo NF-«B-1xB-
a.

Para poder concentrar los resultados positivos obtenidos en el paso a) en lo referente a la especificidad de las
sustancias de ensayo para la degradacion proteolitica del IkB-a, se realizan controles adicionales.

En efecto, se estudia p.ej. el inhibidor hallado en el paso a) para determinar si perjudica directamente la actividad
de otras proteasas. Para ello se procede de modo conveniente para estudiar el efecto del inhibidor en la actividad de
una proteasa, que tenga un sustrato distinto al del I«B-a.

Para estudiar si el inhibidor actia indirectamente, es decir sobre el sustrato del I«B-«, se analiza de modo conve-
niente el efecto del inhibidor sobre una proteasa conocida, p.ej. la quimotripsina (para ello deberd asegurarse mediante
ensayos previos, que el inhibidor no influye directamente en la actividad de esta proteasa de control).

Los resultados obtenidos en el marco de la presente invencion indican que la proteasa IkB-a es una serina-proteasa
similar a la quimotripsina. Después de la confirmacién de este resultado en un sistema sin células por el inhibidor
TPCK, el procedimiento de exploracion de la invencion puede ampliarse al estudio de derivados principales de inhi-
bidores de serina-proteasa. Como control se estudia de modo conveniente el efecto del inhibidor hallado por un lado
sobre la serina-proteasa, p.ej. la quimotripsina y por otro lado sobre la proteasa IkB-a. (Para el caso, en el que contra
lo esperado no se confirme este resultado, entonces podrd procederse en principio de forma similar: analizando los
derivados principales de los inhibidores del grupo de las proteasas, en el que se incluye definitivamente a la proteasa
IkB-a, y realizando los controles correspondientes.)

La eleccién de la variante de ensayo mds apropiada se efectia en base a los ensayos previos, p.ej. si se emplea
como sustrato del ensayo la IkB-a sola, eventualmente en forma fosforilada, o en asociacién con sus correactivos de
complejo, el pS0 y/o el p65, asi como las condiciones especificas del ensayo.

Las demds condiciones del ensayo, como son el tipo y la concentracién del inductor, la duracién y las condiciones
de la induccién, la disgregacion celular, la cantidad de IkB-@ o de sus correactivos de complejo eventualmente pre-
sentes, el soporte y la fijacion de la IkB-a o de sus correactivos de complejo sobre el soporte (fijacién sobre placas
de microvaloracién mediante engarces cruzados bivalentes, como son el glutaraldehido, sobre Sepharose mediante
bromociano, etc.), el marcador (enzima fijada, radiois6topo, sustancia fluorescente, quimioluminiscente o bioluminis-
cente, etc.), la duracion del tratamiento, la naturaleza y el nimero de controles efectuados, etc., pueden optimizarse
mediante ensayos previos.

Las condiciones de ensayo del paso a) se eligen con preferencia de modo que el ensayo pueda automatizarse.

Para el caso, en el que con el ensayo realizado con el extracto celular no se logre esclarecer la especificidad del
inhibidor en lo referente a la inhibicién de la proteasa IkB-a, entonces después del ensayo sin células o paralelamente
al mismo se realiza un ensayo llamado celular (paso b), en el que se determina la accion de la sustancia de ensayo sobre
la activacion del NF-«B en la célula intacta. El paso b) se realiza con preferencia en cada caso, con el fin de confirmar
el efecto inhibidor de la sustancia de ensayo, observado en el ensayo sin células, sobre la degradacion proteolitica de
la IkB-a en la célula intacta.

El constructo del gen informante (reporter), con el que se transforma la célula de ensayo utilizada en b), se de-
nominard en lo sucesivo “DNA sensor”. Este término indica un constructo de DNA, que contiene un gen informante
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controlado por secuencias reguladoras, que reaccionan o responden a una activacién del NF-«B, por el hecho de que
contienen por lo menos una secuencia de fijacion para el NF-xB. Cuando el NF-«B se activa, entonces el NF-«B se fija
sobre la secuencia de reconocimiento, seguidamente se pone en marcha la expresion del gen informante, que genera
una sefial medible.

El DNA sensor se halla con preferencia en un pldsmido, que puede multiplicarse en un organismo hospedante
idéneo, con preferencia en la E. coli, dando lugar a un nimero elevado de copias, y que, después de la transfeccién en
células de animales mamiferos y de la integracién en el genoma del hospedante, permite la expresién de un gen infor-
mante controlado por elementos reguladores. Es, con preferencia, un vector de tipo lanzadera (shuttle), que contiene
un cassette de expresion para el gen informante (DNA sensor) y un marcador seleccionable para las células de anima-
les mamiferos asi como por lo menos un origen de replicacion y un marcador para la multiplicacién y la seleccién en
E. coli.

Para la obtencién de lineas celulares permanentes, que contengan el DNA sensor integrado de modo estable en su
genoma, el vector deberd tener un marcador de seleccion dominante. No es critico el uso de un marcador de seleccién
dominante, son idéneos p.ej. el gen de neomicina-fosfotransferasa (neo), que confiere resistencia al antibiético gene-
ticina (G-418) (Southern y Berg, 1982), el gen DHFR (dihidrofolato-reductasa) para células deficitarias en DHFR,
el gen de xantina-guanina-fosforribosil-transferasa (gpt), que confiere resistencia al dcido micofendlico (Mulligan y
Berg, 1981) o el gen de higromicina-B-fosfotransferasa (hph; Gritz y Davies, 1983). Son ejemplos de promotores, que
llevan el gen de marcador de seleccién el promotor llamado SV40-Early-Promotor, el promotor de citomegalovirus
(CMV-Promotor), del promotor del gen de timidina-quinasa del virus del herpes simple (TK-Promotor), el virus del
sarcoma de Rous (RSV) con repeticion de terminal larga (LTR). Los pldsmidos se construyen con preferencia de tal
manera que los distintos elementos importantes, como son el gen informante, el promotor del gen informante, las
secuencias reguladoras del marcador de seleccion, pueden intercambiarse o modificarse de forma sencilla, para poder
adaptarse a las exigencias cambiantes que puedan producirse, derivadas de un caso especial de aplicacién, p.ej. a raiz
del uso de otra linea celular. Tales medidas consisten p.ej. en incorporar posiciones de multiclonacién antes del o de
los promotores o antes del gen informante, con el fin de permitir la clonacién de secuencias reguladoras, que modulan
al promotor, o la clonacién de diferentes genes informantes.

Para la eleccién de un gen informante idoneo se parte de la idea de proporcionar un ensayo automatizable de alta
sensibilidad, con preferencia no radiactivo.

En el marco de la presente invencién pueden utilizarse fundamentalmente todos los genes informantes que cumplan
los requisitos siguientes:

La fosfatasa alcalina puede medirse empleando un sustrato quimioluminiscente de gran sensibilidad, pero tiene
el inconveniente de que muchas células de animales mamiferos expresan esta enzima de forma relativamente fuerte.
Por lo tanto, como gen informante solamente se toman en consideracion en general aquellas lineas celulares que no la
expresan o que la expresan débilmente.

Los productos de expresion del gen de la S-galactosidasa o de la S-glucuronidasa pueden desprender el correspon-
diente metilumbeliferil-galactésido o -glucurénido, con formacién de grupos fluorescentes. El seguimiento de estas
reacciones enzimadticas se efectia con ensayos de fluorescencia ya conocidos (Wieland y col., 1985; Kricka, 1988).

La expresion de la cloranfenicol-acetiltransferasa (CAT) se puede detectar con sensibilidad relativamente buena,
pero el ensayo tiene entre otros el inconveniente de ser radiactivo y dificilmente automatizable (Hartmann, 1991).

En el marco de la presente invencién se utiliza como gen informante con preferencia el gen que codifica a la
luciferasa del Photinus pyralis (De Wet y col., 1987). Esta enzima tiene las ventajas de que, con su sustrato de lu-
ciferina, genera bioluminiscencia con buen rendimiento cuando se le afiade el ATP, dicha bioluminiscencia pueden
medirse por métodos establecidos y automatizables y de que las células de animales mamiferos no producen esta
enzima de modo endégeno. Ademds, la luciferasa tiene un periodo de vida media relativamente corto “in vivo” y
no es téxica, incluso cuando su concentracién es elevada (Hartmann, 1991; Brasier y col., 1989). La medicién de
la actividad de la luciferasa de la luciérnaga mediante bioluminiscencia constituye uno de los métodos mds sensi-
bles de determinacién enzimatica. Por lo tanto, debido a la ausencia de actividad de luciferasa en las células nor-
males de animales mamiferos, esta enzima es particularmente indicara como gen informante (Subramani y DeLuca,
1987).

Como alternativa puede utilizarse como gen informante el gen de que codifica a la enzima apoecorina de la medusa
Aequoria victoria (Tanahashi y col., 1990). Esta enzima tiene la ventaja de que, con su co-factor coelenterazina,
después de la fijacion de iones de calcio genera bioluminiscencia en gran rendimiento, que puede medirse mediante
métodos establecidos y automatizables. Otra ventaja consiste en que las células de animales mamiferos no expresan
esta enzima de forma enddégena.

El gen informante es acarreado por un promotor que es independiente de otros factores y visualiza bien la induccion
de la expresion genética, p.ej. el promotor de la timidina-quinasa. El requisito que debe cumplir el promotor es que el
gen informante que acarrea se transcriba de forma correcta y medible. Como promotores se toman en consideracién
los promotores minimos, p.ej. el promotor minimo de TK y el promotor minimo de la 8-globina. Para los ensayos
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celulares realizados en el marco de la presente invencion se emplea el promotor la TK de -105 a +52, que posee una
actividad basal relativamente alta y es f4cil de estimular; en los ensayos previos han dado también buenos resultados
el promotor minimo de la TK de -30 a -87.

Como motivo de fijacion del NF-«B es idéneo en principio cualquier motivo de la secuencia de consenso 5’-
GGGPuNNTPyCC-3’, p.ej. puede emplearse el motivo bien caracterizado de la cadena « ligera de la inmunoglobulina,
que tiene la secuencia 5’-GGGACTTTCC-3". El motivo de fijacion NF-«B estd presente de modo conveniente por lo
menos en dos copias a una distancia pequefia (aprox. 10 nucleétidos); en el marco de los ensayos realizados se emplean
seis motivos xB.

En principio pueden emplearse secuencias de fijacion de NF-«B de todos aquellos genes que puedan controlarse
con el NF-«B (Baeuerle, 1991). En el caso de que los genes, ademads de la secuencia de fijacion NF-«kB contengan
otros dominios de fijacion para otros factores de transcripcion, entonces preferentemente estos se eliminarén.

Como células de control se emplean células que, en su gen informante, no contienen motivo de fijacién alguno de
DNA para el NF-«B. Las células de control permiten encontrar un efecto inespecifico de la sustancia sobre la expresién
genética; una sefal generada por ejemplo en la célula de control sobresaldria de la transcripcién base y por lo tanto
tendria que restarse de la sefial obtenida en la célula de ensayo.

Las células de ensayo tienen que cumplir la condicién de que el NF-«B enddgeno en ellas puede activarse facil-
mente, el NF-«kB no debe ser constitutivo de estas células.

Por otro lado, las células tienen que ser inducibles por sustancias que activan al NF-«B, p.ej. el PMA, LPS, H,0,,
luz UV.

Puede estudiarse la idoneidad de las células de ensayo transformdndolas con el DNA sensor y determinando la
cinética de la induccién de la expresion del gen informante en funcién de la concentracién del inductor de las células.

En lo que respecta a un procedimiento automatizado, las células deberian ser lo mas adherentes posible.

Con el procedimiento de la invencién se detecta de forma directa o indirecta la degradacién proteolitica de la I«B-
a vy, por tanto, la activacion de sustancias que inhiben el NF-«B; es decir, incluso aquellas sustancias que inhiben la
fosforilacién de la IkB-a; es indiferente para el efecto inhibidor que la proteasa propiamente dicha sea especifica de la
1kB-a, lo importante es que sea especifica con cuanto a la activacion.

Las sustancias, que inhiben especificamente la degradacion proteolitica de la IkB-«, pueden utilizarse para el trata-
miento de estados patoldgicos, en los que interviene una expresion de genes controlados por el factor de transcripcién
NF-«B.

Entre los estados patoldgicos provocados por la accién nociva de la expresion genética causada por la activacién
del NF-«B se cuentan, entre otros, las enfermedades inflamatorias, que se derivan de la activacion de las células T,
macréfagos o células B, el choque téxico, las enfermedades después de la infeccién con virus, que posean motivos B,
las lesiones por luz UV (quemaduras del sol), lesiones por radiaciones, quemaduras, rechazos de trasplantes, lesiones
de reperfusion.

Para la aplicacién terapéutica, las sustancias identificadas por el procedimiento de la invencidn, que en una fase
posterior de desarrollo de medicamentos se caracterizardn con mayor detalle por los métodos habituales en lo referente
a sus propiedades farmacoldgicas, p.ej. en exploraciones secundarias y en ensayos con animales, se formulan en fun-
cién de cada forma de aplicacion junto con materiales soporte o adyuvantes idoneos, farmacéuticamente aceptables,
que garanticen la biodisponibilidad de los principios terapéuticamente activos y no ejercen ningin efecto dafiino sobre
el organismo. Los métodos para la formulacién de preparados farmacéuticos se encontrardn en manuales monografi-
cos, se remite por ejemplo al Remington’s Pharmaceutical Sciences, 1980.

En el marco de la presente invencion se constata la accién de inhibidores de proteasa sobre la degradacién proteo-
litica de la I«B-a. Se confirma la inhibicién de la activacién del NF-«B en células de ensayo inducidas, transformadas
con un constructo de gen de luciferasa que reacciona al NF-«B y se confirma la inhibicién de la expresion regulada por
el NF-«B en la IL-6 e IL-8. En el marco de la presente invencion se hace el seguimiento del destino de la subunidad
inhibidora I«B-a, especifica del NF-«B, después del tratamiento de las células con estimulos activadores del NF-«B.
Para ello se emplean la I«B-a recombinante humana, muy purificada, para obtener un antisuero de conejo; la IgG
especifica se purifica por afinidad con la IkB-« inmovilizada. La IgG policlonal, especifica de la IkB-a, reconoce una
unica banda de 38 K del tamafio previsto de la I«B-a (figura 1A, pista 1) en los ensayos Western Blot de un extracto
global de células de ratén 70Z/3 pre-B. Esta banda no es reconocida por un anticuerpo de control (anticuerpo IgG anti-
conejo) (figura 1A, pista 2). Entre 2 y 5 min después de la adicién del forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a los cul-
tivos celulares de 70Z/3, la banda de la I«kB-« desaparece casi por completo de las células (figura 1B, compdarense las
pistas 3 y 4). Ademas, las células no presentan inmunorreactividad alguna a la I«kB-a, hasta que esta vuelve a aparecer
al cabo de 40 min después de la estimulacién de las células (figura 1B, pista 7). Se analiza la actividad de fijacion de
DNA especifica del kB en partes alicuotas de los mismos extractos celulares mediante un ensayo de desplazamiento
de movilidad electroforética (EMSA). Tal como se desprende la figura 1C (véanse las pistas 2 y 3), la desaparicién de
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la I«kB-a se solapa exactamente con la aparicién de la actividad de fijacion de DNA del NF-«B, lo cual permite deducir
que existe entre ambos acontecimientos un nexo causal.

El NF-«B puede activarse también de forma potente en las células 70Z/3 por tratamiento con IL-18 y LPS. La
activacion del NF-«B por el TNF-a puede estudiarse en células HeLa. Tal como se representa en la figura 1, la IL-15,
el LPS y el TNF-a inducen en conjunto una disgregacion de la IkB-a en células 70Z/3 o HeLa. Sin embargo, existen
diferencias cinéticas en lo referente al inicio de la desaparicion de la IkB-a. La mayor de la I«kB-a se ha descompuesto
ya al cabo de 5 minutos de la estimulacion de las células 70Z/3 con el PMA (figura 1B) o de las células HeLa con
TNF-a (figura 2). La descomposicién comienza un poco mds tarde con la estimulacion de las células 70Z/3 con la IL-
183; después de 5 min de estimulacién sigue habiendo mas IkB-a que la que se observa en las células tratadas con PMA
o TNF-« (figura 2B). En las células 70Z/3 estimuladas con LPS, la mayor parte de la I«kB-a sigue sin descomponerse
al cabo de 30 min de la induccién (figura 2). De nuevo, a saber en los tres inductores, la desaparicién de la IkB-a se
produce inmediatamente después de la aparicién de la actividad de fijacién de DNA del NF-«B en las células. Estas
observaciones demuestran que los cuatro inductores del NF-«B utilizan un mecanismo comiin de inactivacién del NF-
kB, en el que interviene la descomposicién de la IkB-a. Las diferencias cinéticas de la descomposicién permiten su-
poner que los inductores se diferencian en los conductos de transduccién de sefiales previos a la activacion del NF-
«B. Por el hecho de emplear un anticuerpo policlonal, es improbable que, después de la estimulacién, solamente se
haya perdido o modificado un epitope de la I«kB-a. Es mucho mds probable que la pérdida de la inmunorreactividad de
la IkB-a se deba a una descomposicién rdpida y total de la proteina, que no conduce a productos de descomposicién
detectables inmunoldgicamente. Después de una estimulaciéon con PMA, IL-18, LPS o TNF-a no resulta visible alte-
racién alguna de la movilidad electroforética de la I«kB-a a través de los geles de SDS, lo cual constituiria una prueba
de esta descomposicion, por ejemplo una modificacién postraduccional previa de la I«B-a.

De la cicloheximida y de la anisomicina, inhibidores de la sintesis de proteinas, se sabe que activan el NF-«B en las
células 70Z/3 (Sen y Baltimore, 1986). El tratamiento de una hora de las células 70Z/3 con cicloheximida, realizado
en el marco de la presente invencion, induce, pero débilmente, la fijacién del NF-«B sobre el DNA (figura 3A, pista 1,
recuadro superior). En los Western Blot se podian detectar todavia en estas células grandes cantidades de I«B-a (figura
3A, pista 1, recuadro inferior). De ello se deduce que la inhibicién del grado de conversion normal de la IkB-a no es
suficiente para una activacion eficaz y rapida del NF-«B. Cuando las células tratadas previamente con cicloheximida
se inducen con PMA, se observa una descomposicién rdpida de la IkB-a y a continuacién la induccién de la fijacién
del NF-«B sobre el DNA (figura 3A); la cinética anterior de la disminucién del IkB-«, constatada aqui, no se puede
diferenciar de la observada con el PMA solo (compdrese la figura 3A con la figura 1B). Sin embargo, la cicloheximida,
inhibidora de la sintesis de proteinas, impide la reaparicién de la IkB-a, que solamente se observa 40 min después del
tratamiento con PMA (compérese la figura 3A con la figura 1B), lo cual indica que esta IkB-a procede de una sintesis
nueva, tal vez por el control transcripcional del mismo NF-«B.

Se determina también el periodo de vida media de las células interrumpidas en la sintesis proteica por la I«kB-a, con
y sin estimulacién posterior de las células con PMA. El periodo de vida media de la I«B-a en células 70Z/3 tratadas
con cicloheximida se sitdia en torno a 138 min, segtin determinacién por andlisis Western-Blot cuantitativo (figura 3B).
El periodo de vida media de la IxkB-a se reduce a solo 1,5 min en el periodo de su degradacién mas rapida durante los
2-5 min después de la estimulaciéon con PMA; esto indica que el PMA induce una degradacién 90 veces mds potente
de la I«B-a.

Para esclarecer si la descomposicion inducible de la I«B-a es un paso necesario para la activacién del NF-«B se
exponen los cultivos celulares al tratamiento de inhibidores de proteasa. Entre las distintas sustancias, de las que se
constata que son activas, el inhibidor de la quimotripsina, la p-tolil-L-fenilalaninaclorometilcetona (TPCK) result6 ser
el inhibidor mas potente de la activacién del NF-«B en diversos tipos de células. Un tratamiento de una hora de las
células 70Z/3 con TPCK 25 uM resulté suficiente para reprimir por completo la aparicién de la actividad de fijacién
de DNA del NF-«B, realizando a continuacion un tratamiento con PMA (figura 4, recuadro superior). El valor IDs, de
la TPCK es de 8 uM. No resulta mermada significativamente la actividad constitutiva de fijacién de DNA, incluido el
factor nuclear oct-1 (figura 4A). Tal como se vio en el ensayo Western Blot, el inhibidor de proteasa puede inhibir por
completo la descomposicién de la I«kB-a en células tratadas con PMA (figura 4A, recuadro inferior). La TPCK actda
incluso como inhibidora, cuando se afiade al mismo tiempo que el PMA y es igualmente eficaz para evitar la activacién
del NF-«B por accion de la IL-18 y el LPS en células 70Z/3 (figura 4A, pistas 6 y 7) y por accién del TNF-a en otras
lineas celulares diversas. Un tratamiento de las células con el inhibidor de proteasa después de la estimulacién con
PMA, IL-1 o LPS no perjudica en gran manera la activacién del NF-«B, pero posiblemente interrumpe una activacién
ulterior (figura 4A, pistas 10-12). Esto indica que la TPCK no merma simplemente la fijacién de DNA del NF-«B o
no conduce a una descomposicién del NF-«B, fenémenos que se habrian observado en la lisis celular. Es igualmente
improbable que la TPCK inhiba la PKC, porque la IL-18 y el TNF-a habran puesto de manifiesto que activan el NF-
«B con independencia de las isoenzimas PKC inducibles por PMA (Bomsztyk y col., 1991; Meichle y col., 1990).

La p-tosil-L-lisinaclorometilcetona (TLCK) es un inhibidor de las serina-proteasas similares a las tripsina-pro-
teasas y por su estructura y actividad quimica es muy afin a la TPCK. La TLCK en una concentracién de 25 uM no
consigue evitar en las células 70Z/3 la activacién del NF-«B (figura 4B, pista 3). Sin embargo, se observa que la TLCK
en una concentracién de 100 uM provoca una inhibicién parcial de la activacién del NF-«B. Hay otros inhibidores de
proteasas que también son activos, pero en concentraciones elevadas. El efecto selectivo y fuertemente inhibidor de la
TPCK permite suponer que en la activacién del NF-«B participa una serina-proteasa similar a la quimotripsina. Esta
proteasa se denomina en lo sucesivo I«kB-a-proteasa.
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Se ha publicado recientemente que los compuestos oxigenados reactivos podrian actuar como sustancias mensa-
jeras en la activacién del NF-«kB por parte de factores inductores (Schreck y col., 1991; Schreck y col., 1992a, b).
Esta hipdtesis se basa en parte en el hecho de que los antioxidantes, por ejemplo compuestos tiol, ditiocarbamatos
y formadores de quelatos con hierro libre, reprimen la activacion del NF-«B en células intactas. Un inhibidor anti-
oxidante muy potente de la activacién del NF-«B es el pirrolidinaditiocarbamato (PDTC; Schreck y col., 1992b). Si
la descomposicion de la IkB-a participa decisivamente en la activacion del NF-«B, el PDTC, al igual que la TPCK,
deberia impedir la desaparicion de la I«kB-«, aunque esta inhibicién podria transcurrir en virtud de un mecanismo
que actda muy por encima de la IkB-a-proteasa. E1 PDTC 100 uM reprime eficazmente la activacion de la actividad
de fijacion del NF-«B en células 70Z/3 tratadas con PMA (figura 5). Como era de esperar, en el Western Blot no se
detecta ninguna descomposicion significativa de la proteina I«kB-a. En fecha recientes se ha demostrado que el PDTC
no interfiere en la asociacién de membrana ni en la actividad de quinasa de la PKC inducidas por el PMA, lo cual es
un argumento en contra de la accidn directa de la PKC sobre la I«B-a en células intactas.

Por los resultados obtenidos en el marco de la presente invencién puede concluirse que la degradacién proteolitica
de la I«B-a, como respuesta al PMA, IL-18, LPS y TNF-, es un paso necesario en el proceso de activacion del NF-
xB. Esto se deduce no solo del estrecho lapso temporal entre la descomposicién de la I«B-a y la activacién del NF-«B,
sino también y con mayor fuerza de la accién inhibidora selectiva que se observa en concentraciones bajas de la PTCK,
inhibidor de proteasa bien caracterizado. La degradacién inducible tiene como causa una disminucién dramadtica de la
estabilidad de la proteina y no por el bloqueo de su nueva sintesis. El periodo normal de vida media de la subunidad
inhibidora podria explicar la débil activacion del NF-«kB por los inhibidores de la sintesis de proteina, pero esto es
claramente insuficiente para inducir un agotamiento rapido y total de la IkB-a y activar de forma potente al NF-«B, tal
como se observa con el PMA y otros estimulos.

Una mayor degradacién de la I«kB podria controlar mediante diversos mecanismos: en primer lugar, una nueva
modificacién de la proteina IkB podria convertir al inhibidor en mds sensible para la degradacién causada a una
proteasa constitutiva. En segundo lugar, es posible que se active una proteasa que degrade selectivamente a la I«B.
Un aspecto interesante de esta posibilidad consiste en que la proteasa IkB-a o un inhibidor de proteasa podria ser la
diana directa de sustancias mensajeras por encima de ello, como son las proteina-quinasas. En tercer lugar, podrian ser
necesarias tanto una modificacion de la IkB como una induccién de una actividad de proteasa. En base a los resultados
presentes todavia no se puede diferenciar claramente entre estas posibilidades.

En el marco de la presente invencion se plantea también la cuestién siguiente: ;en qué medida una fosforila-
cion directa de la IkB podria participar en la liberacidn de la I«B y en la activacién del NF-«B en células intactas?
En base a los ensayos realizados hasta el momento no se dispone de datos de fosforilacién en células intactas que
avalen la fosforilacién inducible de la IkB-«, a pesar de que se haya observado una fosforilaciéon constitutiva de
la I«B-a. Los datos presentes solamente pueden armonizarse con los datos de quinasas obtenidos “in vitro” (Shi-
rakawa y Mizel, 1989; Ghosh y Baltimore, 1990; Kerr y col., 1991) suponiendo que es necesaria una degradacién
para eliminar rapidamente la I«B liberada por fosforilaciéon. Una degradacién podria ser necesaria para impedir que
la IkB, una vez se haya desfosforilado, vuelva a inhibir otra vez al NF-«B. Pero, a la vista de la potente accién
inhibidora del inhibidor de proteasa, la TPCK, la fosforilaciéon de la IkB-@ podria ser demasiado fugaz para acti-
var el NF-«B y permitir su absorcién en los nicleos de las células o bien para poderse detectar con los métodos
empleados.

Una degradacién proteolitica controlada de la I«B serfa un mecanismo excelente para convertir en reversible la ac-
tivacion del NF-«B. La tinica posibilidad de inhibir al NF-«B activado consistiria entonces en la IkB recién sintetizada.
Una cuestién importante es la siguiente: si la I«B-a-proteasa ataca a la IkB-a en el complejo citoplasmatico con el
NF-«B; o bien, si antes es necesaria la liberacién de la IkB del NF-«B. En los ensayos se ha constatado que la I«B-a
sobreexpresada no se degrada de forma significativa después de una estimulacién de TNF-«, mientras que lo contrario
se cumple para la endégena. Esto significa ademds que solo la I«B asociada con el NF-«B es un sustrato para la I«B-
a-proteasa, por lo cual queda obsoleta la necesidad de marcado, aunque no la necesidad de modificacion de la I«B-«
mediante una fosforilacién directa. Una degradacién especifica de una subunidad de un regulador de transcripcién se
ha constatado ya para el represor @2 de la levadura (Hochstrasser y Varshavsky, 1990).

Los inhibidores especificos de la I«kB-a-proteasa son idéneos como principios activos farmacéuticos para impedir
la activacion del NF-«B, al que se atribuyen numerosos estados patoldgicos. Son ejemplos de los numerosos estados
importantes desde el punto de la biomedicina, en los que interviene decisivamente el NF-«kB como transmisor de sefia-
les y activador de genes llamados “immediate-early” (inmediatos-precoces), son la progresién del SIDA, la activacién
de células T, células B y macréfagos durante la respuesta inmune, la respuesta llamada “acute phase response”, el
choque téxico, el rechazo de trasplante y la respuesta de las células a la radiacién y y a la luz UV. Los inhibidores
especificos de la IkB-a son eficaces como medicamentos antiinflamatorios e inmunosupresores.

Cuadro sindpticos de las figuras
En la figura 1 se representa el destino de la IkB-a en células 70Z/3 pre-B estimuladas.

En la figura 2 se representa la accion de la IL-18, LPS y TNF-«a en la activacién del NF-«B y en la estabilidad de
la IkB-a.
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En la figura 3 se representa la accién de un inhibidor de sintesis de proteinas en la estabilidad de la IkB-a y en la
activacion del NF-«B en células 70Z/3.

En la figura 4 se representa la accion de los inhibidores de proteasas, la TPCK y la TLCK, sobre la activacién del
NF-«B y la estabilidad de la IkB-a en células 70Z/3.

En la figura 5 se representa la accién de la PDTC en la activacién del NF-«B y la estabilidad de la IkB-a en células
70Z/3.

En la figura 6 se representa la accién del inhibidor de proteasa, la TPCK, en la activacién del gen informante por
el NF-«B en células HeLa.

En la figura 7 se representa la accion de los inhibidores de proteasa, el Z-Ile-Glu(Ot-Bu)-Ala-Leucinal y el Z-Leu-
Leucinal, en la activacién del NF-«B y la estabilidad de la I«kB-a en células HeLa.

En la figura 8 se representa un estudio de la accién represora de los inhibidores de proteasa, el Z-Ile-Glu(Ot-Bu)-
Ala-Leucinal y el Z-Leu-Leucinal, en la degradacién proteolitica de la IkB-« inducida por el TNF-a.

En la figura 9 se representa la relacién entre la induccion de la activacion del NF-«B debida al TNF-a y la aparicién
de la I«B-a fosforilada.

Ejemplo 1
Destino de la IkB-« en células 707/3 pre-B estimuladas

Se cultivan las células 70Z/3 (ATCC n° TIB 158) en medio RPMI-1640 (Gibco BRL), completado con un 10%
de FCS (Gibco BRL) y 2-mercaptoetanol 50 uM. Se tratan partes alicuotas de 2 ml de aprox. 2 - 3 x 10° células
suspendidas con 50 ng/ml de PMA (Sigma) durante diferentes periodos de tiempo. El tratamiento se interrumpe con
una centrifugacién inmediata (5 s en una microcentrifugadora Eppendorf) y enfriamiento sobre hielo. Se lisan los
culotes celulares con 60 ul de un tampén de extraccion de alto contenido en sal, que contiene el detergente no iénico
Nonidet P-40 (Baeuerle y Baltimore, 1988b). Se analizan los liquidos sobrenadantes de una centrifugacién de 15
minutos a 13.000 rpm en una microcentrifugadora Eppendorf mediante ensayos Western Blot y EMSA (electrophoretic
mobility shift assay = ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética). Para la SDS-PAGE y los Western Blot
se mezclan partes alicuotas de 30 ul de los extractos con 15 de los extractos con 15 ul de tampén de muestras SDS
(Laemmli, 1970), se mantienen en ebullicién y se someten a una SDS-PAGE en minigeles de poliacrilamida al 12,5%
(Biorad). Las proteinas se trasladan de los geles mediante un dispositivo de punteado (blot) llamado “semiseco”
(Biorad; a 15 V/2,5 mA/cm? durante 1 h) al filtro Immobilon-P (0,45 um; Millipore). La capacidad de resolucién del
Blot se comprueba con la tintura de las proteinas del filtro con el Ponceau S (Serva). Se bloquean los filtros durante
una noche en solucién salina tamponada con Tris, que contiene un 0,1% (v/v) de Tween 20 (TBST), un 5% de leche
desnatada en polvo (Nestlé) y un 1% de BSA. A continuacién se incuba el filtro a temperatura ambiente durante una
hora con IgG anti-IkB-a en un eluido dializado de la columna de afinidad de la I«B-«, diluido 1:100 con tampdn de
bloqueo. Después de un lavado de 30 minutos con TBST se incuba el filtro en una dilucién 1:4000 de un conjugado
de IgG de cabra anti-conejo/oxidasa de rdbano rusticano (Biorad) en tampdn de bloqueo. Después de un lavado de
30 minutos en TBST se trata el filtro con reactivo de deteccion ECL (Amersham) y se expone (pelicula Kodak XR,
menos de 1 min). Para el ensayo EMSA se afiaden partes alicuotas de 2 ul de los extractos a una mezcla de fijacion,
lo cual da lugar a una concentracién final de KCI 100 mM, HEPES 20 mM, pH 7,9, ditiotreitol 2,5 mM, fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,5 mM, un 0,2% de Nonidet P-40, un 5% de Ficoll, 20 ug de BSA, 3 ug de poli(dl-
dC) y 10.000 cpm (forma de recuento de Cerenkov) de una sonda de oligonucleétido kB de doble hebra, marcado
con P*? (Gibco BRL). Se confirma la especificidad del complejo proteina-DNA mediante ensayos de competencia y
superdesplazamiento con un anticuerpo policlonal, que reconoce los 100 aminodcidos del extremo C del Rel-A (p65).
Después de una incubacién de 20 minutos sobre hielo se someten las muestras a una electroforesis en geles nativos
de poliacrilamida al 4%, realizada en 0,5 x TBE. Se exponen los geles secados (pelicula Kodak X, -70°C, durante una
noche).

Se prepara la IkB-& humana en E. coli y se purifica del modo descrito por Zabel y col., 1993. Se prepara un
antisuero contra la I«kB-a en conejos, la IgG especifica en 2 ml de suero, purificada por afinidad en IkB-a-Sepharose
(Henkel y col., 1992). Se hacen reaccionar 2 mg de I«kB-a humana, purificada por afinidad, marcada con 6 x His, con
0,5 ml de Sepharose 4CL-B activada con bromuro de ciandgeno (Pharmacia) siguiendo las instrucciones del fabricante,
después de operaciones de lavado abundante con PBS y 2 volimenes de columna de glicina-HCI 0,1 M, pH 2,7, se
eluyen los anticuerpos especificos con 2 volimenes de clorhidrato de guanidina 4 M. Se dializa el liquido eluido frente
a TBST abundante.

El resultado de los ensayos realizados se representa en la figura 1. A: especificidad de un anticuerpo policlonal de
conejo anti-IkB-e, purificado por afinidad, en los Western Blot. Tal como se ha indicado antes, se separan las proteinas
de las células 70Z/3 no estimuladas de un extracto celular global de gran concentracién salina mediante electroforesis
a través de gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y se trasladan a un filtro de membrana. Una tira
del filtro se incuba con IgG anti-I«kB-a y una IgG anti-conejo marcada con peroxidasa (pista 1). Se incuba solo un
filtro duplicado con el segundo anticuerpo (pista 2). En la figura se representa un fluorograma del filtro marcado por
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quimioluminiscencia, los pesos moleculares se sindica en kDa. La flecha indica la posicién de las distintas bandas de
38 K. Como patrones de peso molecular se emplean el Phosphorylaseb (97), la albiimina de suero bovino (BSA, 67),
la ovalbtiimina (45) y la carboanhidrasa (30). B: Efecto de un tratamiento de las células con PMA en la I«B-a. Se tratan
las células con PMA (pistas 2-9) durante el periodo de tiempo (en min) que se indica en la figura. El valor en blanco
(pista 1) tiene su origen en células no tratadas. Después del tratamiento se someten los extractos celulares, tal como se
indicado, a una SDS-PAGE vy se estudia su contenido de IkB-a empleando una IgG anti-I«kB-a mediante un Western
Blot. La flecha indica la posicion de la I«kB-a. En la figura se representa una seccion de un fluorograma. C: Efecto de
un tratamiento de las células con PMA en la actividad de fijacion de DNA del NF-«B. Se incuban partes alicuotas de
extractos de células de control (pista 1) y células tratadas con PMA (pistas 2-6; la duracién del tratamiento se indica
arriba, en min; los niimeros debajo de la figura indican la pista), del modo ya indicado, con una sonda de DNA marcada
con P2, que contiene el motivo de fijacién al NF-«B del amplificador del gen de ratén para la cadena ligera « de la
inmunoglobulina (“mouse « light chain enhancer”’; Sen y Baltimore, 1986); a continuacién se realiza un andlisis de la
actividad de fijacién de DNA mediante electroforesis a través de gel. En la figura se representa un fluorograma de un
gel nativo. La punta de flecha negra indica la posicién del complejo NF-kB-DNA, la punta de flecha blanca indica la
posicion de la sonda de DNA no complejada.

Ejemplo 2
Accion de la IL-15, LPS y TNF-a sobre la activacion del NF-kB 'y la estabilidad de la IkB-a

Los métodos aplicados en este ejemplo, el cultivo de las células 70Z/3 y la preparacién de extractos celulares
se llevan a cabo del modo indicado en el ejemplo 1. Se tratan las células 70Z/3 con 50 E/ml de IL-18 (Boehringer
Mannheim) o con 15 ug/ml de LPS (Sigma). Se cultivan las células HeLL.a humanas, completadas con un 10% de FCS
y un 1% de L-glutamina, y se tratan con 200 E/ml de TNF-a humano recombinante (Genzyme).

En la figura 2 se representa el tratamiento de las células 70Z/3 en el recuadro superior y en el central, tratadas
con IL-18 (pistas 2-4) y LPS (pistas 6-8) durante un periodo de tiempo diferente que se indica en cada caso (en
min), a continuacién se estudia la actividad de fijaciéon al DNA del NF-«B del extracto celular total y se estudia la
inmunorreactividad de la IkB-« aplicando un ensayo EMSA o Western Blot. En el recuadro inferior se representan
los resultados del tratamiento de las células HeLa con TNF-a (pistas 10-13). En la figura se representan secciones
del Western Blot y secciones de fluorogramas de geles nativos. La posicién del complejo DNA-NF-«B en los ensayos
EMSA se indica con la punta de una flecha negra. La posicién de la banda de la IkB-a en ensayos Western Blot se
indica con una flecha.

Ejemplo 3

Accion de un inhibidor de sintesis de proteinas en la estabilidad de la IkB-a y en la activacion del NF-kB en células
707/3

Se tratan las células 70Z/3 con 25 ug/ml de cicloheximida (Sigma) (véase von Wall y col., 1986; se ha constatado
que basta con una concentracién de 10 pug/ml para inhibir en un 90% la sintesis de proteina en las células 70Z/3).
Se realizan el cultivo celular, la preparacion de extracto y la SDS-PAGE y el Western Blot del modo descrito en el
ejemplo 1. El anélisis densitométrico se realiza en un aparato Scanmaster 3 de Howtek; los datos se evalia empleando
el programa informético Software Quantity One Version 2.2.

El resultado de los ensayos efectuados se recoge en la figura 3. A: efecto de la cicloheximida en la fijacién al
DNA del NF-«B y concentracién celular de la IkB-a. Las células se tratan previamente con cicloheximida durante una
hora, después tiene lugar una estimulacién con PMA durante el tiempo indicado (en min). En el recuadro superior
se representa el estudio de la actividad de fijacién al DNA del NF-«kB de los extractos celulares mediante ensayo
EMSA, se representa una seccién de un fluorograma de un gel nativo; la punta de la flecha negra indica la posicién del
complejo de DNA-NF-«B. En el recuadro inferior se representa el estudio de la I«kB-a de partes alicuotas de extractos
celulares mediante ensayos Western Blot; se indica la posicion de la banda de I«B-a de 38 K mediante una flecha. B:
estabilidad de la I«kB- en ausencia y en presencia de PMA. En el recuadro izquierdo se representa el tratamiento de
células con cicloheximida sola; en el recuadro derecho se representa el tratamiento de las células con PMA (la duracién
del tratamiento se indica en la figura) después de un tratamiento previo de una hora con cicloheximida. (Los extractos
celulares totales de alta concentracion de sal se preparan a partir de partes alicuotas de cultivo celular y se someten a
la SDS-PAGE cantidades iguales de proteinas. La concentracion de la I«kB-a se determina mediante ensayo Western
Blot y cuantificacién densitométrica de la banda de 38 K de los fluorogramas). En el recuadro izquierdo se representa
la IkB-a detectada (en %) al comienzo del tratamiento con cicloheximida, el derecho al comienzo del tratamiento con
PMA.

Ejemplo 4
Accion de inhibidores de proteasa en la activacion del NF-«kB y en la estabilidad de la IkB-a en células 70Z/3

Se realizan el cultivo celular, la preparacion de extracto, la SDS-PAGE y el Western Blot del modo descrito en el
ejemplo 1. Se tratan previamente las células junto con TPCK o TLCK 25 uM (ambas de Sigma), disueltas en sulféxido

de dimetilo (DMSO). Los cultivos de control reciben una cantidad equivalente de DMSO.
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El resultado de los ensayos realizados se representa en la figura 4. A: accién de la TPCK sobre la induccién
causada por el PMA. Se tratan las células en ausencia (recuadro izquierdo) o en presencia de la TPCK con PMA
después de los periodos de tiempo indicados. Se estudia la actividad de fijaciéon al DNA del NF-«B de los extractos
celulares mediante ensayo EMSA (recuadro superior) y se estudia la cantidad de proteina IkB-a mediante Western
Blot (recuadro inferior). La posicion del complejo NF-«<B-DNA en una seccién de un fluorograma de gel nativo se
indica con la punta de una flecha negra. Una flecha indica la posicién de la banda de I«kB-a del 38 K en el Western
Blot. La débil banda inferior no es especifica; su cantidad se reduce en gran manera después de la purificacién del
anticuerpo por afinidad. B: accién de la TPCK sobre la activacién del NF-«B causada por la IL-18 (I), LPS (L) y
PMA (P) en células 70Z/3; y en células de control (Co). Se tratan las células con la TPCK durante 10 min antes de la
estimulacién (pistas 6-8) o durante 10 min mas después de la estimulacién (pistas 10-12; 30 min con IL-18 y PMA
0 60 min con LPS). Se estudian mediante ensayos EMSA 1la actividad de fijacién al DNA del NF-«B de los extractos
celulares totales de las células de control (pistas 1-4) y de células tratadas con la TPCK (pistas 5-12); se representa una
seccion de un fluorograma de un gel nativo. La punta de flecha negra indica la posicién del complejo DNA-NF-«B. C:
accién de la TLCK en la activacién del NF-«B causada por el PMA. Se dejan las células 70Z/3 sin tratar (pista 1) o se
tratan durante 10 min con TPCK 25 uM (pista 2) o con TLCK 25 uM (pista 3), a continuacidon se realiza la adicién
del PMA. Se estudia la actividad de fijacién al DNA del NF-«B de los extractos celulares totales mediante ensayos
EMSA. EN la figura se representa una seccioén del fluorograma; la posicién del complejo DNA-NF-«B se marca de
nuevo con la punta de una flecha negra.

Ejemplo 5
Accion de la PDTC sobre la activacion del NF-«kB y la estabilidad de la IkB-« en células 707/3

Se realizan el cultivo celular, la preparaciéon de extracto, el ensayo EMSA, la SDS-PAGE y el Western Blot del
modo descrito en los ejemplos anteriores. Se efectda el tratamiento de los cultivos celulares con 100 M de la sal de
amonio de la PDTC del modo descrito por Schreck y col., 1992.

Los resultados de los ensayos realizados se representan en la figura 5. Se tratan las células durante los periodos
de tiempo indicados (en min) con PMA sin incubacién (recuadro superior izquierdo) o con una incubacién previa de
una hora en presencia de la PDTC (recuadros de la derecha). Con un ensayo EMSA se estudia la actividad de fijacién
al DNA del NF-«B (recuadro superior) de extractos celulares totales y mediante ensayos Western Blot se estudia el
contenido de proteina I«B-« (recuadro inferior); al igual que en las figuras anteriores se representan secciones de
fluorogramas de geles nativos y se indica la posicién del complejo DNA-NF-«B con puntas de flecha negras. Se
representa una seccién de un Western Blot, en el que se marca la posicion de la banda de la IkB-a de 38 K mediante
una flecha.

Ejemplo 6

Efecto del inhibidor de proteasa TPCK sobre la activacion de un gen informante causada por el NF-kB en células
HeLa

Se realiza el cultivo celular del modo indicado en el ejemplo 1. Se transfectan las células por el método del fosfato
célcico (Wigler y col., 1978). Se transfectan 10° células por hoyo con 1,5 ug de plasmido de control o con 1,5 ug de
pUC-TK-Luc o con 1,5 ug de pUC-«kB-TK-Luc. Como plasmido de control se emplea el plasmido pUC19 (ATCC n°
37254, New England Biolabs). El plasmido pUC-TK-Luc contiene la secuencia que codifica a la luciferasa (De Wet
y col., 1987) bajo el control de la regién de -105 a +52 del promotor timidina-quinasa de herpes simple. El pldsmido
pUC-«kB-TK-Luc contiene antes de la regién del promotor TK tres fragmentos de HIV-LTR, cada uno de ellos con 28
pares de bases, que contiene en cada caso dos puntos de fijacion del kB (Nabel y col., 1988). Se tratan las células con
la TPCK (Sigma) 20 min antes de la estimulacion. La lisis de las células y el ensayo de la luciferasa se realiza con
arreglo a Brasier y col., 1989. Los resultados se representan en forma de unidades luminosas relativas (RLE).

En la figura 6 se representan los resultados de los ensayos realizados. Las partidas n° 1, 2 y 3 representan la
expresion basica de la luciferasa en células no estimuladas. Las partidas 4, 5 y 6 representan la expresion de luciferasa
después de la estimulacién de las células con 200 U/ml de TNF-a humano durante 3 h. Las partidas n° 7, 8 y 9
representan la accién de la TPCK 25 uM (en DMSO) sobre la expresién de la luciferasa después de la estimulacién
con TNF-a. En la partida 10 se representa la accion “in vitro” de la TPCK sobre la actividad de la luciferasa. Para ello
se trata el extracto celular de la partida 9 con la TPCK 250 uM (compadrese la partida 9 con la 10).

Ejemplo 7

Accion de los inhibidores de proteasa Z-Ile-Glu(Ot-Bu)-Ala-Leucinal (NBIG) y Z-Leu-Leucinal sobre la activacion
del NF-kB y la estabilidad de la IkB-« en células HeLa

El ensayo se lleva a cabo en este ejemplo de modo similar al descrito en el ejemplo 4; se cultivan las células HeLa
del modo indicado en el ejemplo 2; como inductor de la activacion del NF-«B se utiliza el TNF-a. Como inhibidores
de proteasa se emplean el Z-Ile-Glu(Ot-Bu)-Ala-Leucinal (NBIG) y la sustancia quimicamente afin Z-Leu-Leucinal
(Cbz-L-L) (Z significa benciloxicarbonilo).
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a) Los ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética se llevan a cabo empleando un oligonucleétido
marcado con P*? con una posicion de fijacién para el NF-«B en extractos celulares totales de células HeLa. En la figura
7A se representa la inhibicién de la activacién del NF-«B después de la estimulacién con el TNF-a: comparando los
puntos temporales de los 5 y de los 10 minutos se pone claramente de manifiesto que, después de la estimulacién
con el TNF-« en presencia de NBIG 60 uM, se forman una cantidad mucho menor de complejo NF-«<B-DNA que
en las células de control (compdrense las pistas 3 y 4 con las pistas 8 y 9; “n.s.” significa “no especifico” en las
figura 7 y 8). Con el Cbz-L-L no surge este efecto (pistas de 11 a 15). El valor IDs, del NBIG se sitiia en 50 uM
(figura 7B).

b) El anélisis Western Blot pone de manifiesto que el TNF-a induce la degradacién proteolitica de la IkB-a (figura
8, pistas de 3 a 5). En presencia del NBIG 60 uM, esta degradacidon disminuye en gran manera (figura 8, compdarense
las pistas 4 y 9, valor de 10 minutos). La inhibicién de la activacién del NF-«B después de la estimulacién con TNF-
a va, pues, acompafiada de una inhibicién de la degradacién de la I«kB-a (figura 8 A). A diferencia del inhibidor de
proteasa TPCK (ver ejemplo 4), el NBIG presenta la peculiaridad de producir la acumulacién una forma modificada de
la IkB-a, de avance mds lento en el gel SDS, cuando la concentracién de NBIG es de 60 uM (figura 8A, compéarense
las pistas 4 y 9). El inhibidor Cbz-L-L (50 uM) no tiene estos efectos (figura 8B). En la figura se marca con un asterisco
la forma de migracién més lenta de la IkB-a.

La incubacidn de las fracciones celulares con fosfatasa dcida de patatas tiene como efecto que la forma de migra-
cion mas lenta de la I«B-a se convierta en la forma de migracién mds rapida. Este resultado indica que la forma de
migracion mds lenta de la I«B-a, que se acumula después de la estimulacién con TNF-a con intervencién del NBIG,
es una forma fosforilada de la I«B-a.

En otro ensayo se utiliza el NBIG junto con el inhibidor de fosfatasa, el 4cido de Okada (100 nM). La presen-
cia del 4cido de Okada produce la desaparicién total de la forma no fosforilada y de migraciéon mas rapida de la
IkB-a.

La fosforilacién de la IkB-a no se induce con el tratamiento con el NBIG (figura 9, pistas de 8 a 14), ni en una
concentracion de 125 uM (pista 14). La forma fosforilada de la IkB-@ solo se forma, pues, cuando las células se
inducen con el TNF-a (figura 9, pistas de 2 a 7); la cantidad de IkB-a modificada aumenta con la concentracién del
NBIG. La observacién, de que la aparicién y la estabilizacién de la forma fosforilada de la I«kB-a no guarda relacién
temporal con la activacion del NF-«kB (compdrense las pistas de 6 a 9 de la figura 8A con las pistas de 6 a 9 de la figura
7A), confirma la hipétesis de que en las células intactas la fosforilacién de la I«B-a no es suficiente para la activacién
del NF-«B.

Ejemplo 8

Inhibicion de la expresion de las citoquinas IL-6 e IL-8, reguladas por el NF-kB, en células HeLa por accion del
inhibidor de proteasa NBIG

El ensayo se realiza de modo similar al descrito en los ejemplos anteriores.

Se estimulan las células con el TNF (200 E/ml) o con PMA (50 ng/ml) - con o sin 30 min de tratamiento previo
con 100 umoles de NBIG y se mide la concentracién de la IL-6 o al IL-8 en los liquidos sobrenadantes de cultivos
celulares con ELISA (British Biotechnology Products Ltd.) en diversos momentos temporales. En la tabla se recogen
los valores de expresion. Los valores obtenidos indican que, después de una estimulacién de 120 min en presencia del
inhibidor de proteasa, se inhibe la produccién de la IL-6 en un 79% o en un 73% (estimulacién con TNF) y se inhibe
la produccién de la IL-8 en un 90% o en un 98% (estimulacién con PMA).

TABLA
IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)
0 15 120 0 15° 120°
TNF - 875 6750 - - 52
TNF+NBIG - 875 1438 - - 5
PMA - 750 12813 - - 410
PMA+NBIG - 1125 3438 - - 10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacion de sustancias que inhiben la activacion del NF-«B, caracterizado porque
se estudia la capacidad de las sustancias de ensayo para inhibir especificamente la degradacién proteolitica de la I«B-
a, para ello se trata un sustrato que contiene la IkB-a en presencia de una sustancia de ensayo con una preparacién
que posee actividad proteolitica sobre la IkB-a y se determina si y en qué medida la sustancia de ensayo inhibe la
degradacion proteolitica de la IkB-a.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque a continuacién o en paralelo en presencia de la
sustancia de ensayo se induce la activacion del NF-«B en células eucariotas superiores, en especial humanas, transfor-
madas con un constructo de gen informante que reaccione a la activaciéon del NF-«B y se mide la expresion del gen
informante.

3. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque se utiliza un sistema sin células.

4. Procedimiento segiin la reivindicacién 3, caracterizado porque como sustrato que contiene la IkB-a se utiliza
una IkB-a recombinante fijada sobre un sustrato sélido.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque como sustrato que contiene la IkB-a se emplea
una IkB-a recombinante en solucién.

6. Procedimiento segtn la reivindicacion 4, caracterizado porque como sustrato que contiene la IkB-a se emplea
una I«B-« fosforilada.

7. Procedimiento segtin la reivindicacion 6, caracterizado porque se utiliza una IkB-a fosforilada que se obtiene
por tratamiento de células con una sustancia que induce la activaciéon del NF-«kB y con una sustancia que inhibe la
degradacion proteolitica de la IkB-a y produce la acumulacion de la forma fosforilada de la IkB-a.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque como preparacion que posee actividad proteo-
litica sobre la IkB-a se emplea un extracto de células que se han tratado con un inductor de la activacién del NF-«B o
con una fraccién de dicho extracto.

9. Procedimiento segtin la reivindicacion 2 y 4, caracterizado porque en un sistema sin células se emplea como
sustrato una IkB-a recombinante y se tratan con la sustancia de ensayo las células humanas, transformadas con un
constructo de gen informante que reaccionan a la activacién del NF-«B, estimuladas con un inductor para la activacién
del NF-«B y se mide la expresion del gen informante.

10. Procedimiento segin la reivindicacion 9, caracterizado porque el gen informante es un gen de luciferasa.

11. Procedimiento segtn la reivindicacion 9 6 10, caracterizado porque el constructo de gen informante contiene
por lo menos dos motivos «B.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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