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@ Resumen:

Sistema de identificacién (“Screening”) de compues-
tos con actividad antitumoral, antiviral, antiparasita-
ria y antifingica.

La fosforilcolina (PCho) participa en la transmisién
de sefiales intracelulares implicadas en la prolifera-
cién tumoral. La inhibicién de la produccién de fos-
forilcolina PCho se puede conseguir mediante la inhi-
bicién de la enzima colina quinasa (Chok). En la pre-
sente invencidn se proponen diversos métodos alter-
nativos y fiables para la determinacién de la actividad
de la coYina quinasa ex vivo (en tubo de ensayo, libre
de células) o la determinacion de los niveles intrace-
lulares de PCho, andlisis in vitro (en células vivas in-
tactas) en presencia o no de potenciales compuestos
con actividad antitumoral. La inhibicién de la enzima
Chok y la reduccién de los niveles de Pcho identifi-
carl'aldicho compuesto como una sustancia antitu-
moral.
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DESCRIPCION

Sistema de identificacién (“Screening”) de
compuestos con actividad antitumoral, antiviral,
antiparasitaria y antifingica.

Sector de la técnica

La presente invencién estd relacionada con el
disenno de una nueva estrategia para la identifi-
cacién de compuestos tanto naturales como de
sintesis que presenten actividad selectiva como
anticancerosos, antivirales, antiparasitarios o an-
tifingicos.

En forma resumida, aqui se describe la uti-
lizacién de la inhibicién de la biosintesis de fos-
forilcolina, mediante bloqueo selectivo de la en-
zima colina quinasa, en células tumorales o en
células afectadas por infeccion parasitaria, como
una nueva estrategia para el descubrimiento de
compuestos que puedan ser utilizados para el tra-
tamiento de tumores y de enfermedades parasita-
rias o producidas por virus y hongos en animales y
en humanos. El campo de invencién aqui descrito
constituye una nueva estrategia para la identifi-
cacién de compuestos de interés en el tratamiento
de tumores y enfermedades parasitarias, virales y
fingicas en animales y en humanos.

Estado anterior de la técnica

Los procesos de proliferacién, diferenciacion
y muerte celular programada (apoptosis) en los
organismos eucariotes superiores, tres de los fe-
némenos directamente relacionados con la trans-
formacién celular, se realiza mediante la comu-
nicacion entre células a través de complejos me-
canismos de transmisién de senales (Rozengurt,
E. 1986. Science 234: 161-166). Estos proce-
sos se controlan mediante factores difusibles que
se transportan a través del torrente sanguineo y
son reconocidos por receptores especificos ubica-
dos en las células efectoras. En los iltimos anos se
ha producido un espectacular avance en el cono-
cimiento de los sistemas enzimaticos involucrados
en la cascada de senales responsables de la regu-
lacién de estas funciones celulares.

Una de las caracteristicas fundamentales de
muchos receptores para factores de crecimiento es
la actividad de tirosina quinasa asociada al recep-
tor tras la unién al ligando (Hunter, T. y Cooper,
J.A. 1985. Ann. Rev. Biochem. 54: 897-930;
Sibley, D.R. et al. 1987. Cell 48: 913-922). Me-
diante diferentes estrategias, se han identificado
numerosos substratos intracelulares de estos re-
ceptores tales como PI-PLC, Sre, Syp, Shc, GAP-
ras'y PI3 Kinase (Lacal, J.C. y Carnero A. 1994.
Oncology Reports 1: 677-693). Tras la conexién
de estas rutas de senalizacién, se produce la ac-
tivacion especifica de factores de transcripcién,
bien citoplasméticos o nucleares, que controlan
la expresion de los genes reguladores de la res-
puesta celular. Los oncogenes identificados hasta
la fecha se pueden relacionar directamente con
la funcién de alguno de los componentes estruc-
turales de esta cascada de senales. Las células
transformadas por estos oncogenes muestran al-
teraciones en las rutas de senalizacién utilizadas
por las células normales, manteniendo de forma
permanentemente activas cascadas que en condi-
ciones normales solo se inducen de forma transi-
toria tras la estimulacién oncogénica.
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Una de las rutas metabdlicas controladas por
factores de crecimiento y alterada tras la trans-
formacién oncogénica de mas relevancia desde el
punto de vista de la regulacién de la proliferacion
celular la constituye el metabolismo de fosfoli-
pidos, en particular de fosfatidil-inositoles (PIs)
y fosfatidilcolina (PC) (Berridge, M.J., y Irvine,
R.F. 1989. Nature 341: 197-205; Pelech, S.L. y
Vance, D.E. 1989. Trends in Biochem. Sci. 14:
28-30.). La hidrélisis de fosfatidil-inositol bifos-
fato (PIP3) mediante la accién de las PLCs, ori-
gina la formacién de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
y 1,2-diacilglicerol (DAG). La hidrélisis de PC por
una PLD origina colina y acido fosfatidico (PA),
que posteriormente se convierten en fosforilcolina
(PCho) y DAG respectivamente.

Entre los diversos componentes estructurales
que integran la cascada de senales intracelulares,
la proteina p21-ras ocupa un lugar destacado pues
funciona como un interruptor molecular que re-
gula la proliferacién (Mulcahy, L.S. et al. 1985.
Nature 313: 241-243.) y la transformacién celular
(Smith, M.R. et al. 1986. Nature 320: 540-543).

Existe abundante informacién que establece
una clara conexion entre factores de crecimiento,
metabolismo de fosfolipidos y oncogenes. Asi, en
células transformadas por los oncogenes ras, src,
sis y fms, los niveles basales de diferentes metabo-
litos fosfolipidicos estd, de forma constitutiva, por
encima de los que presentan las células norma-
les (Wolfman, A. y Macara, I.G. Nature 325:359-
361; Wolfman, A. et al. 1987. J. Biol. Chem.
262:16546-16552; Lacal, J.C. et al. 1987. Nature:
330: 269-272; Fleischman, L. et al. 1994. Science
231: 407-410; del Peso L. et al., 1997. Biochem.
J. 322:519-528). Por otra parte, la PI3K ha sido
identificada como un efector de la proteina Ras
(Rodriguez-Viciana, P. et al. Nature 370: 527-
532). Estos resultados sugieren la existencia de
diferentes niveles de regulacién del metabolismo
de fosfolipidos en células transformadas por on-
cogenes; de aqui la importancia del conocimiento
de los factores que intervienen en la regulacion
de estas rutas metabdlicas en la transformacion
celular.

En estudios anteriores del nuestro grupo se ha
observado que en células transformadas por diver-
sos oncogenes los niveles de ciertos metabolitos
lipidicos como DAG vy fosforilcolina (PCho) estdn
aumentados respecto a los niveles de células nor-
males (Lacal, J.C et al. 1987, Nature 330: 269-
272; Carnero A. et al., 1994. Oncogene 9, 1387-
1395; del Peso L. et al., 1997. Biochem. J. 322:
519-528). La produccién de DAG y PCho pro-
viene de la activacién de una PC-PLD que genera
acido fosfatidico (PA) y colina, que posterior-
mente se convierten en DAG y PCho por accién
de la PA-hidrolasa y la colina quinasa, respecti-
vamente (Carnero A., Cuadrado, A., del Peso, L.
y Lacal, J.C. 1994. Oncogene 9: 1387-1395).

Estas conclusiones se basan en la observacién
de que en células estimuladas con suero o fac-
tores de crecimiento individualmente se produce
una subida de los niveles intracefulares de fosforil-
colina (PCho). A tiempos cortos, contados desde
el inicio del estimulo, (menos de 5 minutos) se
produce un incremento de PCho transitorio, y a
tiempos largos (més de 3 horas de la estimulacién)



3 ES 2 148 092 B1 4

se produce un incremento mayor de aproximada-
mente 2-3 veces los niveles basales (Jiménez, B.,
del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal,
J.C. 1995: J. Celi. Biochem. 57: 141-149). En
células transformadas por diferentes oncogenes,
también se aprecia que los niveles de PCho estan
incrementados de forma constitutiva. La produc-
cién de PCho tras la estimulaciéon mitogénica o
transformacién por oncogenes es debida a la ac-
tividad colina quinasa, pues se consigue su total
desapariciéon mediante la accién de inhibidores de
esta enzima (Carnero, A., Cuadrado, A., del Peso,
L. y Lacal, J.C. 1994. Oncogene 9: 1387-1395;
Jiménez, B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P.
y Lacal, J.C. 1995: J. Cell. Biochem. 57:141-149;
Cuadrado, A., Carnero, A., Dolfi, F., Jiménez,
B. y Lacal J.C. 1993. Oncogene 8: 2959-2968;
Hernandez-Alcoceba R., Saniger L., Campos J.,
Nunez M.C., Khaless F., Gallo M.A., Espinosa
A., and Lacal J.C. 1997. Oncogene 15, 2289-
2301). Los inhibidores de colina quinasa no solo
bloquean totalmente la produccién de fosforilco-
lina inducida por factores de crecimiento y suero o
células transformadas por oncogenes, sino que in-
hibe drasticamente la proliferacién celular, tanto
en células normales como en transformadas. Esta
inhibicién se revierte cuando se anade fosforilco-
lina a las células o mediante la adicién de suero,
reforzandose el concepto de inhibicién especifica
a través del enzima colina quinasa (Carnero, A.,
Cuadrado, A., del Peso, L. y Lacal, J.C. 1994.
Oncogene 9: 1387-1395; Jiménez, B., del Peso,
L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995:
J. Cell. Biochem. 57: 141-149; Cuadrado, A.,
Carnero, A., Dolfi, F., Jiménez, B. y Lacal J.C.
1993. Oncogene 8: 2959-2968).

Dada la importancia de la colina quinasa en el
sistema de transduccién de senales mitogénicas,
también se ha estudiado el posible papel de la
PCho, producto de la colina quinasa, como se-
gundo mensajero. Nuestros resultados demues-
tran claramente que la PCho es necesaria para la
actividad mitogénica de factores de crecimiento
en células NIH 3T3 (Jiménez, B., del Peso, L.,
Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J.
Cell. Biochem. 57: 141-149). En presencia de
inhibidores de colina quinasa, el crecimiento ce-
lular estd drasticamente inhibido en células esti-
muladas por factores de crecimiento como PDGF
o FGF, o en células transformadas por oncogenes
como ras o sis. La adicién de insulina, sin em-
bargo, revierte este efecto (Jiménez, B., del Peso,
L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal, J.C. 1995: J.
Cell. Biochem. 57: 141-149; Cuadrado, A., Car-
nero, A., Dolfi, F., Jiménez, B. y Lacal J.C. 1993.
Oncogene 8: 2959-2968). Asimismo, en presen-
cia de suero no se observa el efecto inhibitorio de
estos compuestos. Por tanto, la inhibicién de la
capacidad mitogénica de factores de crecimiento
y oncogenes por inhibidores de la colina quinasa
no es debido a un proceso de toxicidad celular
inespecifica, sino al bloqueo selectivo y especifico
de las rutas intracelulares de senalizacién. Este
efecto de inhibicién de la proliferacién celular se
revierte por adicién de PCho, remarciandose con
ello la especificidad del sistema.

En resumen, todos estos resultados previos de-
muestran una alta especificidad de la inhibicién
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de la proliferacién celular por inhibidores de la
colina quinasa. La colina quinasa es, por tanto,
un paso importante en la regulacién de la proli-
feracién celular y, como consecuencia, todos los
compuestos que manifiesten actividad de inhi-
bicién de la colina quinasa son excelentes candi-
datos para el desarrollo de agentes con actividad
antitumoral. El diseno de derivados que afecten
directamente a la actividad colina quinasa puede
permitir desarrollar terapias antitumorales efecti-
vas.

Es de destacar que él descubrimiento de com-
puestos con potencial actividad antitumoral, an-
tiviral, antiparasitaria o antifingica se basa en
el andlisis de su capacidad inhibitoria de la pro-
liferacion celular en sistemas de células en cul-
tivo, o de complejos sistemas de andlisis de inhi-
bicién de la replicacién viral, de parasitos o de
hongos en cultivos apropiados (XX). Se ha com-
probado que estos patégenos humanos también
pueden precisar de la generacion de fosforilcolina
para su sobrevivencia (Harnett W., Parkhouse
R.M.E., 1995, Perspectives in nematode physio-
logy and biochemistry, pp.207-242, M/S Naren-
dra Publication House, New Delhi) y esto sugiere
la posibilidad de utilizar inhibidores de la colina
quinasa para combatir las enfermedades que pro-
ducen. Por tanto, un sistema de andlisis rdpido
y econdémico que sirva para la identificacion de
compuestos con capacidad de inhibir la colina
quinasa es un mecanismo eficaz de identificacién
de moléculas con potencial de utilizacién como
antitumorales, antivirales, antiparasitarios y an-
tifingicos.

Descripcion de la invenciéon

Los ensayos que se utilizaran para el cribaje
de compuestos con posible actividad antitumoral
se basan en la capacidad de los mismos para in-
hibir la produccién de fosforilcolina (PCho). El
esquema de sintesis de fosfatidilcolina (PC) se
puede resumir en la siguiente proceso bioldgico:

1 2 3
colina——fosforilcolina——> CDP-colina——fosfatidilcolina
(Pcho) (PC)

donde 1 corresponde a la colina quinasa (EC
2.7.1.32), 2 a la citidilil-transferasa (EC 2.7.7.15),
y 3 a la colino-fosfotransferasa (EC 2.7.8.2).

La idea original, en la que se basa la solicitud
de la patente, implica que la PCho es utilizada
por las células para una ruta de transmisién de
senales, alternativa y diferente a la de sintesis de
PC, esencial para la regulacion del crecimiento ce-
lular. Esta hipétesis ha sido publicada (Jiménez,
B., del Peso, L., Montaner, S., Esteve, P. y Lacal,
J.C. 1995: J. Cell. Biochem. 57: 141-149) por
el investigador solicitante. Por tltimo, hemos de-
mostrado también que las células transformadas
por diversos oncogenes presentan unos niveles ele-
vados de PCho debido a la activacion de la ruta
dependiente de la colina quinasa. Estos trabajos
han sido publicados recientemente (Cuadrado, A.
et al.,1993. Oncogene 8: 2959-2968; Carnero A.
et al.; 1994. Oncogene 9, 1387-1395; del Peso L.
et al., 1997. Biochem. J. 322:519-528). Basado
en estos descubrimientos, se puede concluir que
se puede inhibir drasticamente y especificamente
la proliferacién celular de lineas tumorales inhi-
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biendo directamente la colina quinasa, responsa-
ble directa de la produccién de PCho.

La inhibicién de la produccién de PCho se
puede conseguir mediante la inhibicién de la en-
zima colina quinasa (ChoK). Los compuestos que
se pretenden identificar como potencialmente in-
teresantes para su estudio como antitumorales
son los inhibidores de la colina quinasa de ori-
gen tanto natural como de sintesis. Para medir
su actividad se pueden emplear tanto sistemas ex
vivo (en tubo de ensayo, libre de células) como
in vitro (en células vivas intactas). Se proponen
diversos métodos alternativos y fiables para la de-
terminacién de la actividad de la colina quinasa
ex vivo o la determinacién de los niveles intrace-
lulares de PCho (andlisis in vitro).

Dentro del campo de la invencién mencio-
nada, se describen dos ensayos para el andlisis de
un gran numero de compuestos quimicos tanto
de origen natural como de estructuras sintéticas
para los que se reivindican tanto la utilizacién de
la estrategia como su diseno, y la identificacién
de aquellos compuestos con potencial utilizacién
posterior en el &mbito de la terapéutica quimica.
Exposicién detallada de la metodologia de
la invencién
Ensayo ex vivo de inhibidores de la colina quinasa

En este ensayo se puede utilizar colina qui-
nasa de levaduras, comercialmente disponible o
de células de mamiferos, incluyendo humanos. El
procedimiento experimental es como se describe
a continuacion:

- Se prepara el tampén de reaccién 10X (1 M
Tris pH 8,0, 100 mM MgCl, y 2mM (*4C)-
metil-Colina (20 xCi/ml), ATP 100 mM)

- Se prepara una solucién de colina quinasa
de levadura (50 mU/ml) a partir de una pre-
paracién comercial de 1U/ml.

- Se preparan las distintas concentraciones de
los compuestos a analizar, con una concen-
tracién de 5X en agua.

- Se mezclan 20 ml del buffer de reaccién + 10
ul del compuesto (o agua en los controles)
+ 10 pl agua + 10 pl colina quinasa.

- Se incuba 45 min. a 37°C.

- Se detiene la reaccién anadiendo 10 ul
EDTA 500 mM y se mantienen las mues-
tras en hielo.

- Se resuelven alicuotas equivalentes (30 ul de
cada muestra) por cromatograffa en capa
fina utilizando placas de gel de silice como
soporte y como fase movil el tampdn si-
guiente: 0,9% cloruro sédico: metanol
hidr6xido aménico (50:70:1; v:v:v). Se re-
suelven en paralelo estandares sintéticos de
colina y fosforilcolina radiactivos como in-
dicadores.

- Se identifican las manchas radiactivas co-
rrespondientes a colina y PCho y se cuantifi-
can mediante la técnica de centelleo liquido
(se raspan las manchas correspondientes
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tras exposicién de un film sensible a radiac-
tividad) o mediante un sistema electrénico
automatico convencional.

- El efecto de cada compuesto analizado so-
bre la produccién de PCho se determina me-
diante la normalizacién de los valores de ra-
diactividad de este metabolito frente a los
niveles de radiactividad totales (colina +
PCho) en cada muestra.

Ensayo in vitro de inhibidores de la colina qui-
nasa

En este ensayo se pueden utilizar tanto células
de ratén como células humanas disponibles como
cultivos inmortalizados:

- Se siembran células de ratéon 6 humanas en
placas de plastico de 6 pocillos en el me-
dio adecuado (DMEM o equivalente suple-
mentado con 10 % suero fetal o de ternera
recién nacida). Se afiaden 200.000 células
por pocillo. Se hacen crecer hasta que al-
canzan confluencia en un incubador con 5 %

de COy, 95 % aire y 90 % humedad, a 37°C.

- Normalmente a las 48 horas se alcanza la
confluencia. En este punto se lavan las pla-
cas con tampén TD (50 mM fosfato sédi-
co, 150 mM cloruro sédico, 5 mM cloruro
potésico, pH 7,4) y se anaden 2 ml/pocillo
de medio DMEM suplementado con 0.5 %
de suero de ternera. Se anade a cada poci-
llo una cantidad creciente de los compues-
tos a analizar, disueltas en el mismo medio,
de forma que se consiga una curva creciente
que abarque un rango de al menos 1000 ve-
ces la concentracién menor empleada, que
estard en torno a 0,1 micromolar (uM).
Se incuba durante una hora en condiciones
estandard.

- Se afiaden 0,5 uCi/pocillo de (**C)metil-
colina como precursor radiactivo. Se incu-
ban en condiciones estandar de COq y hu-
medad durante 12-14 horas.

- Se lavan las células con tampén TD y se
procesan para la determinacién del conte-
nido celular en PCho. Se afiade 1 ml/pocillo
de una solucién acuosa de acido tricloroa-
cético (TCA) al 16%. Se deja 1 hora en
cdmara fria (4°C). Este procesamiento fija
las células en los pocillos y extrae el mate-
rial soluble en el TCA, conteniendo los me-
tabolitos colina y PCho.

- Se recogen los sobrenadantes en tubos de 15
ml resistentes a disolventes organicos. Se
lavan los pocillos con 1 ml de TCA al 16 %
y se mezclan con las muestras anteriores.

- Las células fijadas por el TCA en los po-
cillos se disuelven en 0,5 ml de hidréxido
sédico 0,5 N y se determina la radiacti-
vidad incorporada en el material insolu-
ble en TCA (fundamentalmente fosfatidil-
colina) por métodos estdndares mediante
contaje centelleo liquido en un contador de
emisiones (.
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Los extractos de TCA se lavan con cuatro
volimenes de éter saturado en agua. Al
mezclar las muestras con el éter, se forman
dos fases. Se agitan enérgicamente y se as-
pira la fase superior, que se deshecha. Se
repite el proceso tres veces mas.

Las muestras se neutralizan con 50 ul de
tampén Tris Base (pH 10) y se agitan enér-
gicamente para uniformizar la solucion.

Se transfieren las muestras a tubos eppen-
dorf o similares de 1.5 ml y se secan me-
diante liofilizacién en un sistema de centri-
fugacién al vacio.

Se resuspenden las muestras en 0,1 ml de
agua destilada y se resuelven alicuotas equi-
valentes por cromatografia en capa fina uti-
lizando placas de gel de silice como soporte
y como fase mévil 0,9 % cloruro sédico: me-
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tanol: hidréxido amdnico (50:70:1). Al mis-
mo tiempo, se resuelven en paralelo estan-
dares sintéticos de colina y fosfocolina ra-
diactivos como indicadores.

Se identifican las manchas radiactivas co-
rrespondientes a colina y PCho y se cuan-
tifican mediante centelleo liquido (se ras-
pan las manchas correspondientes tras ex-
posicién de un film sensible a radiactividad)
o sistemas electrénicos automaticos conven-
cionales (directamente).

El efecto de cada compuesto analizado so-
bre la produccién de PCho se determina me-
diante la normalizacién de los valores de ra-
diactividad incorporados en el metabolito
(colina o PCho) frente a los niveles de ra-
diactividad incorporados en el material in-
soluble.
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REIVINDICACIONES

1. Método de identificacion de nuevos com-
puestos antitumorales, antivirales, antiparasita-
rios y antifingicos, caracterizado por la utili-
zacion de la actividad inhibitoria sobre la proteina
colina quinasa como criterio identificativo.

2. Método segun la reivindicacion 1 caracte-
rizado porque la colina quinasa es de origen di-
verso, seleccionada entre el grupo siguiente: le-
vaduras, comercialmente disponibles, o células de
mamiferos.

3. Método segun la reivindicacion 2 caracte-
rizado por ser un sistema de analisis ex vivo de la
capacidad inhibitoria de dichos compuestos sobre
la proteina colina quinasa y por estar constituido
por las siguientes etapas:

- Se prepara el tampén de reaccién 10X (1M
Tris pH 8,0, 100 mM MgCly y 2 mM (14C)-
metil-Colina (20 xCi/ml), ATP 100 mM),

- Se prepara una solucién de colina quinasa
de levadura (50 mU/ml) a partir de una pre-
paracién comercial de 1U/ml,

- Se preparan las distintas concentraciones de
los compuestos a analizar, con una concen-
tracién de 5X en agua,

- Se mezclan 20 ml (mililitros) de buffer + 10
ul del compuesto (o agua en los controles)
+ 10 pl agua + 10 pl colina quinasa,

- Se incuba 45 min. a 37°C,

- Se detiene la reaccién anadiendo 10 ul
EDTA 500 mM y se mantienen las mues-
tras en hielo,

- Se resuelven alicuotas equivalentes (30 pl de
cada muestra) por cromatograffa en capa
fina utilizando placas de gel de silice como
soporte y como fase movil el tampdn si-
guiente: 0,9% cloruro sédico: metanol:hi-
dréxido aménico (50:70:1; viv:v). Se resuel-
ven en paralelo estdndares sintéticos de co-
lina y fosforilcolina radiactivos como indi-
cadores,

- Se identifican las manchas radiactivas co-
rrespondientes a colina y PCho y se cuantifi-
can mediante la técnica de centelleo liquido
(se raspan las manchas correspondientes
tras exposicién de un film sensible a radiac-
tividad) o mediante un sistema electrénico
automatico convencional,

- El efecto de cada compuesto analizado sobre
(a produccién de PCho se determina me-
diante la normalizacién de los valores de ra-
diactividad de este metabolito frente a los
niveles de radiactividad totales (colina +
PCho) en cada muestra.

4. Método segun la reivindicacién 2 caracte-
rizado por ser un sistema de andlisis in vitro de la
capacidad inhibitoria de dichos compuestos sobre
la enzima colina quinasa y por estar constituido
por las siguientes etapas:
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- Se siembran células de ratéon é6 humanas en
placas de plastico de 6 pocillos en el me-
dio adecuado (DMEM o equivalente suple-
mentado con 10 % suero fetal o de ternera
recién nacida). Se afiaden 200.000 células
por pocillo. Se hacen crecer hasta que al-
canzan confluencia en un incubador con 5 %

de CO9, 95 % aire y 90 % humedad, a 37°C,

- Normalmente a las 48 horas se alcanza la
confluencia. En este punto se lavan las pla-
cas con tampén TD (50 mM fésfato, sédico,
150 mM cloruro sédico, 5 mM cloruro po-
tésico, pH 7,4) y se afiaden 2 ml/pocillo de
medio DMEM suplementado con 0.5% de
suero de ternera. Se anade a cada poci-
llo una cantidad creciente de los compues-
tos a analizar disueltas en el mismo medio,
de forma que se consiga una curva creciente
que abarque un rango de al menos 1000 ve-
ces la concentracién menor empleada, que
estard en torno a 0,1 micromolar (uM). Se
incuba durante una hora en condiciones es-
tandar,

- Se afiaden 0,5 uCi/pocillo de (14C) metil-
colina como precursor radiactivo. Se incu-
ban en condiciones estdndar de CO2 y hu-
medad durante 12-14 horas,

- Se lavan las células con tampén TD y se
procesan para la determinacién del conte-
nido celular en PCho. Se afiade 1 ml/pocillo
de una solucién acuosa de acido tricloroa-
cético (TCA) al 16 %. Se deja 1 hora en
cdmara fria (4°C). Este procesamiento fija
las células en los pocillos y extrae el mate-
rial soluble en el TCA, conteniendo los me-
tabolitos colina y Pcho,

- Se recogen los sobrenadantes en tubos de 15
ml resistentes a disolventes organicos. Se
lavan los pocillos con 1 ml de TCA al 16 %
y se mezclan con las muestras anteriores,

- Las células fijadas por el TCA en los po-
cillos se disuelven en 0,5 ml de hidréxido
sédico 0,5 N y se determina la radiacti-
vidad incorporada en el material insolu-
ble en TCA (fundamentalmente fosfatidil-
colina) por métodos estdndares mediante
contaje centelleo liquido en un contador de
emisiones [,

- Los extractos de TCA se lavan con cuatro
volimenes de éter saturado en agua. Al
mezclar las muestras con el éter, se forman
dos fases. Se agitan enérgicamente y se as-
pira la fase superior, que se desecha. Se
repite el proceso tres veces mas,

- Las muestras se neutralizan con 50 ul de
tampén Tris Base (pH 10) y se agitan enér-
gicamente para uniformizar la solucién,

- Se transfieren las muestras a tubos eppen-
dorf o similares de 1.5 ml y se secan me-
diante liofilizacién en un sistema de centri-
fugacién al vacio,
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- Se resuspenden las muestras en 0,1 ml de
agua destilada y se resuelven alicuotas equi-
valentes por cromatografia en capa fina uti-
lizando placas de gel de silice como soporte
y como fase mévil 0,9 % cloruro sédico: me-
tanol:hidréxido aménico (50:70:1). Al mis-
mo tiempo, se resuelven en paralelo estan-
dares sintéticos de colina y fosfocolina ra-
diactivos como indicadores,

- Se identifican las manchas radiactivas co-
rrespondientes a colina y PCho y se cuanti-
fican mediante centelleo liquido (se raspan
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las manchas correspondientes tras expo-
sicién de un film sensible a radiactividad)
o sistemas electronicos automaéticos conven-
cionales (directamente),

El efecto de cada compuesto analizado so-
bre la produccién de PCho se determina me-
diante la normalizacién de los valores de ra-
diactividad incorporados en el metabolito
(colina o PCho) frente a los niveles de ra-
diactividad incorporados en el material in-
soluble.
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