CELL

TRANSFORMATION

ASSAY (CTA)

DEFINICIO

Test in vitro per a lavaluacio del potencial
carcinogeénic d'un agent, mitjancant
Uestudi de la transformacié cel-lular
maligna manifestada en la proliferacio
“independent a l'anclatge” en agar tou.

END-POINT
Eficiencia de formacid de colonies i
formacio de foci tipus lII.

MOSTRA
Fibroblasts 3T3 clon A31.1.1 de la soca
de ratoli Balb/c.
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INTRODUCCIO

La transformacié cel-lular neoplasica és, en un percentatge elevat
de casos, el resultat d'un o més cicles d'iniciacid/promocio, al
llarg dels quals es desenvolupa la anomenada progressié tumoral.
Els canvis induits en les cel-lules durant aquest procés es
manifesten en que les cel-lules queden fora de l'abast dels
mecanismes de control normalment establerts a través de la
comunicacié metabolica intercel-lular, adquireixen un potencial
de creixement incrementat, alteracions de la superficie cel-lular,
anormalitats en el cariotip, desviacions bioquimiques i
morfologiques i altres atributs que confereixen U'habilitat d’envair
altres territoris tissulars .

La carcinogenesi experimental pretén simular aquest procés
patologic, idealment distingint entre les mencionades etapes per
tal de poder verificar si l'agent d’interes actua com un iniciador
0 com un promotor.

1. Fase d’Iniciacié
El carcinogen interactua i produeix un efecte genotoxic sobre
les cel-lules diana.

2. Fase de Promocié
Aquesta fase és de caracter mitogenic, i consisteix en ['expansid
clonal de les cel-lules iniciades.

3. Fase de Progressio
Consisteix en la seleccié dels clons cel-lulars més competitius
des del punt de vista metabolic, incloent la capacitat de formar
metastasis.

En general es considera que el procés pel qual aquests canvis
fenotipics es produeixen en el model experimental (transformacio
in vitro) té una bona correlacié amb el procés de carcinogénesi
in vivo, malgrat aquesta correlacid pugui variar segons el sistema
estudiat.

TECNICA

El Cell Transformation Assay (CTA) és una valuosa eina per a la
deteccid quantitativa /n vitro de la transformacié maligna de
colonies cel-lulars, induida per lU'agent a testar. Aquesta
transformacid, com ja s'ha explicat previament, esta associada
a alguns canvis fenotipics que inclouen la disminucio o desaparicid
de la cooperacié metabolica, com ara la pérdua d’'inhibicié per
contacte (les cél-lules poden créixer apilades), i la independéncia
d'anclatge (les cél-lules poden formar colonies en agar tou).

En el cas dels fibroblasts 3T3 clon A31.1.1 de Balb/c, els quals
necessiten unir-se a una superficie solida per tal de dividir-se,
aquestes cel-lules adquireixen la capacitat de proliferar en un gel
o fluid viscds quan sén transformades per un agent carcinogénic
i esdevenen, per tant, “independents a l'anclatge”.

Les cél-lules del clon mencionat, pretractades amb el presumpte
carcinogen i posteriorment amb un promotor (tetradecanoil forbol



acetat, TPAJ, son cultivades en medi d’agar tou durant 21-28 dies,
amb els corresponents controls. Transcorregut aquest periode
d'incubacid, les colonies formades soén analitzades
morfologicament (prévia tincié especifica) i comptabilitzades amb
la solucié de quantificacio.

La Frequiéncia de Transformacié Cel-lular (FT) es calcula en base
al nombre de Foci tipus Ill (els quals es caracteritzen per tenir
els marges en zig-zag, propietats d'apilament i d’invasivitat)
observats per placa, dividit pel nombre de cél-lules supervivents
després de 'exposicié a 'agent suposadament carcinogenic.

A més, es determina leficiencia de formacid de colonies per
cél-lula sembrada, comparant tractats i controls.

APLICACIONS
e Avaluacié del potencial cancerigen de candidats a medicaments
en la fase de screening.

e Avaluacié del potencial cancerigen d'altres productes quimics
(REACH).

° Avaluacio del potencial cancerigen de matrius mediambientals.
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